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Osszefoglald

A szkizofrénia (SKIZ) a populacié 1%-at érinté mentalis betegség. Pozitiv (hallucinacio,
téveszmék, rendezetlen gondolatok), negativ (zarkdzottsdg, motivacié hiany, érzelmek
eltompuléasa), valamint kognitiv (memdriazavar, figyelemzavar) tlineteket mutathatnak a betegek.
A poszterior cingularis kéreg egy jelentds teriilete, Brodmann area 23 (BA23) a nyugalmi
allapot fenntartasaért felelés ‘“alapmiik6dési halozat” (default mode network-DMN) része.

Korabbi tanulméanyok 6sszefliggésbe hoztak a DMN diszfunkcidjat a SKIZ negativ tlineteivel.

Célunk megvizsgalni, hogy a BA23 neuronjainak gatlé bemenetei megvaltoznak-e SKIZ-ben.
Rovid posztmortem idejii (2-5h) huméan jobb oldali BA23 I11. és V. kérgi rétegében az idegsejtek
szomatikus gatlé bemeneteét vizsgaltuk kontroll és SKIZ alanyokban. A 60 pum vastag metszeteken
neuronalis marker (NeuN), vezikularis GABA transzporter (VGAT), valamint sejtmagjel6ld
(DAPI) fluoreszcens immunhisztokémiat alkalmaztunk. Az analizist konfokéalis fluoreszcens

mikroszkoppal, 60x-0s objektivvel késziilt képeken végeztik.

Az V. kérgi rétegben szignifikansan kevesebb periszomatikus gatlo terminalis talalhato
idegsejteken SKIZ alanyokban a kontrollokhoz képest. Ez befolyasolhatja a BA23 kéreg alatti
régiokkal valo kommunikacidjat, tovabba a gyengébb szomatikus gatlas a BA23-ban hatassal lehet
a DMN miikodésére, mely a SKIZ negativ tlineteinek megjelenéséhez vezethet. A tovabbiakban
sejttipus-specifikusan is feltarjuk a vGAT terminalisok végzédését SKIZ-ben, illetve a féltekék

kozti esetleges kulonbséget is vizsgaljuk.
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Bevezeteés

A szkizofrénia egy stlyos mentalis betegség, amely a vilag népességének korilbelll 1%-at érinti
és pozitiv tunetek, mint példaul a hallucinaciok, téveszmék, bizarr viselkedés, negativ tunetek,
mint a gondolkodas és beszéd csokkent gordulékenysége, Oromtelenség (anhedonia),
érdektelenseg (avolitio), valamint kognitiv zavarok jellemzik (Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders 2022). Az okai lehetnek genetikai, neurobioldgiai elvaltozasok és kdrnyezeti
behatasok altal kivaltottak. A jelenleg elérhetd terapiak mellett nagyon ritka a teljes tiinetmentes
allapot kialakuldsa: negativ és kognitiv tlinetek tovabbra is fennallnak a betegek tobbségénél
(Koch, Kauppi et al. 2023). Emellett a rendellenesség 25%-a terapiarezisztens (Siskind, Orr et al.
2022), raadasul az ¢érintettek gyakran nem egylittmiikodok (Hui, Poon et al. 2016), igy a

szkizofrénia kutatasa rendkiviil fontos a mai napig.

A szkizofrénia élesebb elkulonitése a tobbi mentalis zavartol mar az 1900-as évek elején
bekovetkezett, amikor Eugen Bleuler megnevezte a betegséget, eés diagnosztikai kritériumokat
fogalmazott meg (Bleuler 1911). Az azota tokéletesitett, és pontositott kriteriumok, melyek
felallithatjak a szkizofrénia diagnozisat, két szisztéma alapjan torténhetnek: Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 5th ed., Text Revision, (DSM-5-TR) és International
Classification of Diseases, 10th Revision (ICD-10).

Diagnosztikai osztalyozasi rendszerek szkizofréniaban

DSM-5-TR

A DSM-5-TR szerint, melyet 2013-ban publikalt az American Psychiatric Association (APA),

a kovetkezdk a diagnosztikai kritériumai a szkizofrénidnak:

o Kett6 (vagy tobb) a felsoroltak koziil egy honapon beliil jelentds ideig jelen van (sikeres
kezelés esetén kevesebb). Ezek kozul legalabb egynek, az (1), (2) vagy (3) pontnak (aktiv

fazisu tunetek) kell jelen lennie:

1. Téveszmék
2. Hallucinaciok

3. Rendezetlen beszéd (pl. gyakori Kisiklas vagy inkoherencia)



4. Sulyosan rendezetlen, vagy kataton viselkedés

5. Negativ tunetek (azaz csokkent érzelmi kifejezés vagy erdektelenség)

Szignifikans funkciondlis hanyatlas a munkavégzés és a szocialis kapcsolatok terén.

A tlineteknek legaldbb 6 honapig fenn kell allniuk, és jellemzé egy egy honapos
intervallum, ahol az aktiv fazisu tiinetek is jelen vannak (kezelés esetén lehet révidebb). A
tiinetek lehetnek prodromalisak (betegség kezdetét jelzd), vagy rezidudlisak (a korlefolyas
sajatossagaira vonatkozd kategoria; legalabb egy pszichotikus epizdd utan pszichotikus
tinetek nélkil, a negativ tlnetek dominancidja, mig a pozitiv tunetek csak csokkent
intenzitassal vannak jelen), beleértve a negativ és a gyengitett aktiv fazisu tlineteket.

Ki kell zarni a szkizoaffektiv, depressziv és bipolaris pszichotikus jellemzékkel

rendelkezoket.

A tilineteket nem okozhatja szerhasznalat, gydgyszeres kezelés, vagy mas egészségiigyi

allapot.

Fejlodési rendellenesség esetén, a diagndzishoz legalabb 1 honapon at tarto, kiemelkedden

téveszmek és hallucinaciok jelenlétére van sziikség (Hany, Rehman et al. 2024).

ICD-10

Az alabbiak koziil legalabb egy eléfordul a pszichotikus betegség egy honapig tartd

peridédusaban:

1. Gondolatvisszhang, gondolatbeillesztés  vagy elvonas, visszhang  és
gondolatsugarzas

2. Kontrollal, befolyassal vagy passzivitassal kapcsolatos téveszmék; megtévesztd
percepciok

3. Hallucinalt hangok, amelyek folyamatosan kommentaljak a beteget, vagy
parbeszédet folytatnak egymas kozott a betegrol

4. Tartés téveszmék



e Az alabbi tiinetek koziil legalabb ketté minimum egy honapig megfigyelhetd:

1. Tartés halluciniciok barmilyen modalitasban, ha ropke vagy félig kialakult
téveszmék kisérik

2. Toreések vagy interpolaciok a gondolkodasban, amelyek inkoherens, irrelevans
beszédet vagy neologizmusokat eredményeznek

3. Kataton viselkedés

4. Negativ tlinetek

5. Jelentds és kovetkezetes atalakulds a viselkedés altalanos mindségében, amely
érdeklodésvesztésben és tarsadalmi visszahtizodasban nyilvanul meg (Hany,

Rehman et al. 2024).

A pszichotikus tiinetekeért felel6s jelatviteli utvonalak

A szkizofrénia elsédleges pozitiv, negativ és kognitiv tlnetei szdmos neurotranszmitterrel
kapcsolatba hozhatoak, de a szubkortikalis dopamin diszfunkcié a pszichotikus tinetek
kulcsfontossagu tényezdje. A preszinaptikus dopamin diszfunkcié idézi elé a pszichdzist

szkizofréniaban (McCutcheon, Krystal et al. 2020).

A dopamin hipotézis alapjan, szkizofrénidban az agy dopaminerg haldzatanak
neurotranszmisszios zavara lép fel, mely soran dopaminerg jelatvitel hiperfunkcié jelenik meg a
mezolimbikus rendszerben, és hipofunkcié a mezokortikalis rendszerben (Keshavan and Song
2024). A pszichotikus tiinetekért felelds elsddleges utvonal a talamusz, agykéreg és striatum kdzott
alakul ki, ezek barmelyik elemének elvaltozasa pedig karosodast valthat ki a teljes hal6zatban.
Antipszichotikumokkal valé kezelés soran, mely szerek dopamin antagonistak, azonban nem
magyarazhatok a szkizofrénia mechanizmusai teljes egészében, hiszen ezek a szerek nem, vagy
kevéssé hatnak a negativ, illetve kognitiv tiinetekre (Correll and Schooler 2020). Tanulmanyok
Kimutattdk, hogy a dopaminerg neuronok glutamat és gamma-aminovajsav (GABA)
kotranszmittereket is felszabaditanak a jelatvitel soran. A glutamat a serkentd, a GABA a gatlo

Utvonalban szabalyozza a dopamin neuronok aktivitasat (Luvsannyam, Jain et al. 2022).



Egy maésik elmélet, a glutamat hipotézis alapja a N-metil-d-aszparaginsav (NMDA) nevii
glutamat receptor antagonistak, amelyek pozitiv €s negativ tiineteket egyarant eléidéznek (Coyle

1996).

Mindkét hipotézisre farmakologiai vizsgélatok vezettek, emellett a szkizofrénia
patomechanizmusat posztmortem agyi vizsgalatok altal felallitott GABA hipotézis is alatamasztja.
A gétlob GABA neurotranszmitter a glutamat dekarboxilezésével bioszintetizalodik. Egy, ezt a
folyamatot segitd katalizator, a glutamat dekarboxilaz 67 (GAD67) lecsokkent értéket mutat a
szkizofrén alanyokban. A GABA rendszer zavara, pelddul a GAD aktivitds lecsokkenése,
megfigyelhetd az agykéregben, talamuszban és a hippokampuszban is (Gonzalez-Burgos and
Lewis 2008). A VGAT a gatlo beidegzés vizsgalatanak egyik markere, mivel funkci6ja a GABA
szinaptikus holyagocskakba torténd felvétele (1. Abra).

Glutamine transporter

Glial cell

Postsynaptic
Neuron

M & TN 0o

GABAR GABAGR GAT-1 GAT-2/3 Glutamine VGAT Ca* K' Mitochondria GABA
Transporter

1. Abra: A GABAerg jelatvitel mechanizmusa. GABA neurotranszmitter szintézise (1-4). GABA
szinaptikus vezikulumokba helyezése (5) és exocitozisa a szinaptikus résbe (6). GABA ionotrop
receptorhoz kotédése (7) és a CI"aramlas elinditasa a posztszinaptikus membranban (8). GABA
metabotrdp receptorhoz kétédése és a K*, vagy Ca?* ioncsatorndk aktivalasa (9). GABA
felvétele a szinaptikus résbol a gliasejtek altal (10) és glutaminnad bontasa (11). GABA felvétele
a preszinaptkus terminalis altal és Gjra felhasznalasa szinaptikus vezikulumokba (12).
Roviditések: GABA: gamma-aminovajsav, GAD: glutamat-dekarboxilaz, GAT: GABA
transzporter (Bolneo, Chau et al. 2022).



A Brodmann 23 &rea és a szkizofrénia kapcsolata

A Brodmann érea 23 (BAZ23, a poszterior cingularis kéreg /PCC/ egyik alrégidja) a limbikus
rendszerek része, amelyek nagy szerepet jatszanak az érzelmekben és a memdriafunkcidkban
(Rolls 2015). A BA23 a parietalis kérgi régiok mellett talalhat6 (2. Abra), és szerepet jatszik a
gondolkodashan és a figyelemben (Leech and Sharp 2014). Fontos kiemelni, hogy a BA23 az
alapmiik6dési halozat (default mode network-DMN) egyik csomoépontja (Whitfield-Gabrieli and
Ford 2012), és a DMN diszfunkcidja szkizofréniaban is megjelenhet (Hu, Zong et al. 2017). A
DMN miikddése az agy belsé rendszereként foghatd fel, mely az olyan kognitiv folyamatokra
specializal6dott, mint példaul az almodozés, az emlékezés, sajat magunk és masok érzelmeinek
felismerése, valamint a kiegyensulyozott és stabil belsd allapot fenntartdsa nyugalmi helyzetben
(Yeshurun, Nguyen et al. 2021). Az alapmiikddési haldzatot alkoto régiok, a medialis prefrontalis
kéreg (mPFC), a PCC es az angularis gyrus az énrefkexiot es nyugalmi allapotot 6sszehasonlitd
kisérletekben atfedé aktivitast mutattak (3. Abra). Ezen teriiletek kapcsolodasi vizsgalatanak
eredményei alatamasztjak a PCC szerepét a DMN csomopontok aktivitasdnak felerdsitésében az
onreflexiés folyamatok soran. Emelett az mPFC és a PCC az Onmagunk és masok
megkulonboztetésében, valamint az érzelmek felismerésében tolt be fontos szerepet, kiegészilve
az angularis gyrus funkciojaval, mely a szocialis interakciok soran elérejelzi mas emberek
viselkedéesét adott helyzetben (Menon 2023). FMRI vizsgalatok a BA23 csokkent aktivitasat
rosszabb klinikai kimenetellel hoztak 6sszefuggésbe szkizofrénidban (Mitelman, Shihabuddin et
al. 2005). A DMN elemzése soran az mPFC és PCC kozott megndvekedett kapcsolddast talaltak
feladat végrehajtas soran szkizofrén alanyoknal. Ez a hiperkonnektivitas is szerepet jatszik a
negativ és kognitiv tlnetek kialakitasaban szkizofrénidban (Whitfield-Gabrieli, Thermenos et al.
2009).

Hipoteézislink szerint a BA23 gatld bemenetének kétoldall és regionalis valtozasai szerepet
jatszhatnak a BA23 csokkent aktivitasaban, igy a szkizofrénia negativ tiineteinek megjelenésében.
A kérgi interneuronok erésen heterogének, és a GABA neurotranszmitteren keresztiul mas
neuronok mitkddését szabalyozzak (Petilla Interneuron Nomenclature, Ascoli et al. 2008). Egy
korabbi huméan posztmortem tanulmany leirta a kosarsejtek terminalisainak csokkent denzitasat

szkizofréniaban vizudlis- és prefrontalis kérgi régiokban (Fish, Rocco et al. 2021), valamint a
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mozgato kéregben (Szocsics, Papp et al. 2023), azonban a BA23-at még nem vizsgaltak. Ezért a
BA23-ban a kosarsejtek altal adott szomatikus bemenet valtozésaira koncentréltunk, amely

leginkabb a piramissejtek periszomatikus gatlasaért felel6s.

(Cabeza and Nyberg 2000) alapjan, médositva.
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Limbic thalamus Medial septal n. N. accumbens
»

Coronal view

Axial view

3. Abra: Az alapmiikédési halézat (DMN) kortikélis és szubkortikalis régioi. (A) Vizualis
reprezentacié a DMN csomépontok funkcionalisan és anatémiailag 6sszekapcsolt rendszerérdl.
(B, C) A DMN kérgi csomopontjai: poszterior cingularis kéreg (PCC) és retrosplenialis kéreg
(RSC) a hatso medialis parietalis kéregben; medialis prefrontalis kéreg (mPFC) dorsomedialis
(dmPFC) és ventromedialis (dmPFC) alegységekkel; anterior tempordlis kéreg (ATC); kézépso
temporalis gyrus (MTG) a lateralis temporalis kéregben; medialis temporalis lebeny (MTL); és
angularis gyrus (AG) az oldalso parietalis kéregben. (D) A DMN szubkortikalis csomopontjai:
eliilsé és mediodorzélis talamuszmagok, medidlis szeptalis magok és nucleus accumbens
(Menon 2023).
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Célkitizesek
Korabbi tanulményok arra utalnak, hogy szkizofréniaban a cingularis kéreg fiziologiai

kiilonbségei strukturalis atrendezddéssel jarhatnak egyiitt. Ezért célunk a BA23 dsszehasonlitasa

szkizofrén és kontroll alanyokban, tekintettel a fosejtek gatldo beidegzésére.

Hipotézisunk, hogy a BA23-ban a szomatikus gatlas intenzitdsa megvaltozhat szkizofrénidban.
Kisérletlink tehat a vezikularis GABA transzporter (VGAT) termindlis siirliségének mérésére
iranyult a 111. és V. kortikalis rétegekben human BA23-ban, mert ezek képezik a principalis sejtek

0 gatlo bemenetét.
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Anyagok és modszerek

Human mintak

A humén agymintadkat a tatabanyai Szent Borbala Korhdz Patoldgiai Osztalyanak
kozremiikodésével gyujtottilk. Az anyaggyljtést €s a tudomanyos vizsgalatokat a Helsinki
Nyilatkozat kritériumaival 6sszhangban végeztik, kutatocsoportunk a sziikséges etikai engedélyt
az Egészségugyi Tudoméanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsagatdl megkapta
(eredeti engedélyszam: ETT TUKEB 31443/2011/EKU (518/P1/11), megujitott engedély szdma:
ETT TUKEB 15092-3/2023). A kontroll alanyok (SKO) természetes uton hunytak el, naluk a
klinikai adatok alapjan, vagy a boncolas soran nem igazolédott neurolégiai-, vagy pszichiatriai
zavar, agyi trauma, vagy szerabuzus. A szkizofrenias paciensek (SK1Z) a BNO-10 klasszifikacioja
alapjan (World Health Organization, ICD-10, 2004) kaptdk a szkizofrénia diagnozisat, a
szkizofrénia mellett mas nagyobb neurologiai vagy pszichiatriai eltérés nem volt igazolhato, ezek

az alanyok is természetes halallal hunytak el (1. Tablazat).

1. Tablazat — A vizsgalt alanyok fébb adatai. Roviditések: SKO: kontroll alanyok,
SKIZ: szKkizofrénias alanyok, PMI: posztmortem id6

Kontroll SKO3 SKO24 SKO27 SKO29 SKO19
Kor 59 79 76 69 61
PMI 5:05 2:30 3:15 3:32 2:53
Nem N6 Férfi N6 Feérfi N6

Szkizofrénia SKI1Z2 SKI1Z3 SK1Z8 SK129 SKI1Z5
Kor 78 71 71 84 61
PMI 5:45 4:15 3:15 2:47 3:59
Nem Férfi N6 N6 Férfi NG

Mintavétel

A halal bedllta utan 2-5 6raval az alanyok teljes agyan perfuziéos modon torténd fixalast

végeztiink. A rovid posztmortem idének kdszonhetden a szovet strukturalis megdrzottsége kivalo,
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a citoszkeleton megtartotta szerkezetét (Wittner, Eross et al. 2005, Toth, Eross et al. 2010). A
perfuzié a két arteria carotis interna, €s a két arteria vertebralis kantlalasan keresztul tortént,
elészor 30 percen keresztiill masfél liter 0,33% heparint tartalmazoé fiziologias soéoldat folyt
keresztll az agyon, majd ezt kovette a fixalé bevezetése. A fixaldé Zamboni oldat 4%
paraformaldehidet (Taab), 0- vagy 0,05% glutaraldehidet (Electron Microscopy Sciences), és 0,2
g/100 ml pikrinsavat (Sigma-Aldrich) tartalmazott 0,1 M foszfat-puffer (PB) oldatban (pH=7,4).
Az agyon hozzavetbleg 4 liter fixalé oldat folyt at 3 6ra alatt.

Perfuzi6 utdn a Brodmann-felosztast (Brodmann 1909) kévetve 0,5-0,8 cm vastag blokkokat

tavolitottunk el a cingularis agytekervény hatulsé részébél (BA23, 4. Abra).

4. Abra: (Szocsics Péter fotdja, 2024) A jobb oldali BA23 teriilete, az area eltavolitasa utan,
human posztmortem fixalt agyban.

14



Kutatocsoportunk korédbbi vizsgalatok sorén kidolgozott egy protokollt az agyszoveti mintak
feldolgozaséara (Wittner, Eross et al. 2005, Toth, Eross et al. 2010): a mintazast kovetéen a
blokkokat egy éjszakan at glutaraldehidet nem tartalmazé Zamboni oldatban inkubaltuk 4°C-on.
A legtobb esetben ezek a blokkok a mintdzast kovetden kozvetleniil még nem lettek felhasznalva.
Masnap, 4 alkalommal 0,1 M PB oldatot cseréltiink a blokkokon, hogy kimossuk a fixal6t, majd
30% szachardzt tartalmazé 0,1 M PB oldatba keriltek (4°C-on, razogepen, 2 éjszakéra, masnapi
oldatcserével). A cukor bediffundalt a szovetbe, igy megakadalyozva a nagyméretti jégkristalyok
keletkezesét fagyasztas soran (Griffiths, McDowall et al. 1984). A blokkokat folyékony nitrogén
felett fagyasztottuk, és -80°C-on ultramélyhiitGben taroltuk felhasznalasig. A szachar6z
penetracidja, és a gyorsfagyasztasos technika segitségével el6zziik meg a nagy jégkristalyok

keletkezesét, mely a szovetet mechanikailag kérositotta volna.

A metszéshez a blokkokat felolvasztottuk és vibratbmmal (Leica VT 1200S) 60 um vastag
metszeteket készitettink. Ezeken vegeztik az immunhisztokémiai festéseket. Felhasznalast
megelézden ezeket a metszeteket is egy napig 30% szachardzt tartalmaz6 0,1 M PB oldatban
inkubaltuk és haromszor folyékony nitrogén felett fagyasztottuk. A metszetek fagyasztasos-
struktara lényegesen kéarosodna (Somogyi and Takagi 1982). A fagyasztast kovetden a
metszeteken vagy elinditottuk az immunhisztokémiai kiserleteket, vagy felhasznalasig -80°C-on

taroltuk azokat.

Immunhisztokémia

A Kisérlethez 5-5 alanyt hasznaltunk (lasd 1. Tablazat), és mindegyik jobb oldali BA23-bol két,
egymassal nem szomszédos metszetet hasznéaltunk fel, kivalasztasuk szisztematikus véletlenszerii

mintazassal tortént (Gundersen and Jensen 1987).

A metszeteket felolvasztast kovetdéen 10 percig mostuk 0,1M PB-ben, majd 2x10 percig Tris
pufferelt sdoldatban (TBS). Ezutan 1% hidrogén peroxidot hasznaltunk TBS-ben oldva, amiben
10 percet hagytuk a metszeteket. Immunfluoreszcens vizsgalatokban a H.O; képes csdkkenteni az
emberi agyszovetre egyébként nagyon jellemz6 autofluoreszcenciat (Pesce, Scardigli et al. 2022),

igy ezzel javitjuk a jel-zaj aranyt. Ezt egy Ujabb 10 perces mosas kovette TBS-ben. A nem-
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specifikus antigén kotdhelyeket 2% szarvasmarha szérum albuminnal (bovine serum albumin-
tercier-oktifenil-éter) hasznaltunk. A 45 perces blokkolas és 5 perces TBS mosas utan a primer
antitesteket tartalmaz6 oldatok kertiltek a metszetekre, és inkubacidjuk ket éjszakéan keresztil 4°C-
on, razogépen tortént. A kisérlet soran minden metszeten a kovetkezo két elsddleges ellenanyagot
alkalmaztuk 1:2000 higitasban: egérben termeltetett neurondlis marker (NeuN; Chemicon,
MAB377), kecskében termeltetett vezikularis GABA transzporter (VGAT; Masahiko Watanabe és
mtsai készitették és ajanlottak fel csoportunknak (lwakura, Uchigashima et al. 2012, Kudo,
Uchigashima et al. 2012)).

A kisérlet sordn Alexa fluoroférokkal jeldlt, szamarban termeltetett masodlagos antitesteket
alkalmaztunk, mindkét primer ellen 1:500 higitasban (Alexa647 donkey-anti-mouse: Jackson,
715-605-151; Alexa488 donkey-anti-goat: Invitrogen, A11055). Harom 6ra inkubacios id6t, majd
harom 10 perces TBS mosast kovetden sejtmagjelold (nukleinsav-kotd) fluoreszcens festékkel
(DAPI) 1:20000 higitasban, sététben 5 percig kezeltiik a metszeteket. Ujabb 3 mosas utan az dn.
autofluoreszcencia-csokkentd 1épés kovetkezett. Az id6so6dés soran az agyban olyan molekulak
halmozddnak fel, mint példaul a lipofuszcin (Baquer, Taha et al. 2009), amik autofluoreszcens
jelet adnak, igy rontjék a jel-zaj aranyt, és a Kisérletek pontos értékelését. Csoportunk egy, enyhén
savas (pH=5), 3 mmol/l réz-szulfatot és 50 mmol/l ammonium-acetatot tartalmazo oldatot hasznal
autofluoreszcencia csokkentésre, ami 40 percig van a mintakon. Ez elott és utan a metszeteket
atoblitettuk desztillalt vizzel. Az utols6 harom 10 perces mosas utan pedig PB-ben targylemezre
haztuk a metszeteket és AquaMount-tal fedtiik, majd egy nap szaradas utan targylemeztartd

dobozban taroltuk.

Képalkotés

A metszeteket konfokalis fluoreszcens mikroszkdpba helyeztik, és 4x-es objektivvel késziilt
nagy latoterti képeken (5. Abra A)) beazanositottuk a I11. és V. réteget von Economo konyve
alapjan (Economo 2009), majd 60x-os nagyitason rétegenként két véletlenszertien kivalasztott
teriiletrdl (region of interest, ROI) nagy latoteri képkivagasokat készitettiink (large image, LI, 5.
Abra B)), melyek az egyes rétegek teljes magassagat lefedték. Minden alany esetében két
metszetbdl késziiltek a képek, igy osszesen 8 kép késziilt egy alanyrol. A mikroszkophoz tartozd

program segitsegével (Nikon Instruments Software - NIS-Elements) készitettiik a képkivagasokat.
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Fehérallomany

5. Abra A) 4x-es objektivvel késziilt nagy latoterii kép a Brodmann 23 dredrdl, az egyes kérgi
rétegek jeloléesével. Skala: 500um B) 60x-0s objektivvel a Ill. rétegben véletlenszeriien
kivdlasztott teriiletrol készitett (region of interest, ROI) nagy latoterii képkivagas (large
image, LI). Skala: 100um
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Adatfeldolgozas, statisztika

A képek analizisénél Fiji Image] szoftvert alkalmaztunk. Megmértiik a sejttestek keriiletét (um),

és meghataroztuk, hogy mennyi VGAT-immunjeldlés van a sejttesten. A sejtek és terminalisok

kvantifikaldsat manudlisan végeztik. A neuronok korberajzolasa és a VGAT terminalisok

szamolasa tobb fontos kritérium szerint tortént:

1
2
3.
4

. Azon sejteket, melyek Osszeértek, és intenzitas alapjan nem voltak elkiilonithetdk, NEM

5.

. Aterminalisokat csak a sejttesten szamoltuk

Csak azt a NeuN pozitiv sejttestet szamoltuk, aminek latszott a sejtmagja a képen
A kép bal és also részén csak részben lefotozott sejteket NEM szamoltuk

szamoltuk

A dendritnyulvanyok kezdeményénél 1évo részt NEM rajzoltuk korbe

A program segitsegével csokkentettiik a festés hatterét, kontrasztositottuk a képeket.

A hosszusagokat, a sejtek és a terminalisok szaméat Excel tablaba vezettik fel, ahol ezeket

feldolgoztuk, és megkaptuk a db VGAT terminalis/100um sejttest kerllet eredmenyeket SKO és

SKIZ esetében is. A statisztikat GraphPad Prism 8.0.2 szoftverrel készitettik el nem parameéteres

Mann-Whitney U prébat alkalmazva.
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Eredmények

A BA23 I11. rétegében nem talaltunk killonbséget a vVGAT terminalisok szamaban SKO és SKIZ
kozott (p=0,1508; Mann-Whitney U=5; 6. Abra A), B); 7. Abra A)). Az V. kérgi rétegben
szignifikansan kevesebb szomatikus VGAT termindlis volt SKIZ alanyokban a kontrollokhoz
képest (p=0,0159; Mann-Whitney U=1; 6. Abra C), D); 7. Abra B)). Az 5-5 alanybdl szarmazé
adatok alapjan a NeuN+ neuronok denzitasa (8. Abra) és mérete (9. Abra) csoportonként és

rétegenként sem mutatott eltérést.

A) SKO29 IlI. réteg B) SKIZ8 I1ll. réteg

6. Abra: NeuN (neuronalis marker, piros) és vezikularis GABA transzporter (VGAT, z6ld)
immunfestett neuron a BA23 111. (A), B)), és V. rétegébdl (C), D)) kontroll (A), C)) és
szkizofrén (B), D)) alanyokban. Skala:10um
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A) VGAT termindlisok szama B) VGAT terminalisok szama

a BA23 lIl. rétegében (jobb oldal) a BA23 V. rétegében (jobb oldal)
8- 54
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7. Abra A) A4 BA23 I1I. rétegben megfigyelhetd a kevesebb szomatikus vGAT jelenlétére valo
tendencia. p>0.05, n=5/csoport B) A BA23 V. rétegeben szignifikansan kevesebb VGAT
talalhato a NeuN pozitiv sejteken. n=5/csoport; jobb agyfélteke, Mann-Whitney U teszt;

*p<0.05
A) NeuN+ neuronok denzitasa a B) NeuN+ neuronok denzitasa a
BA23 lll. rétegében (jobb oldal) BA23 V. rétegében (jobb oldal)
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8. Abra A I11. (A)) és V. (B)) réteg NeuN+ neuronjainak denzitasa, csoportonként. A SKO és
SKI1Z NeuN+ neuronjainak szama kozott egyik rétegben sincs szignifikans kilonbség.
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A) Sejtek nagysaga a BA23 lll. rétegében B) Sejtek nagysaga a BA23 V. rétegében
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9. Abra A I11. (A)) és V. (B)) réteg NeuN+ neuronjainak nagysaga, csoportonként. A SKO és
SKIZ NeuN+ neuronjainak mérete kozott egyik rétegben sincs szignifikans kiilonbseg.

Diszkusszio

Osszefoglalva, kisérletiinkben a BA23 nagy piramissejtes rétegeinek gatlé bemenetét, sejtjeinek

méretét és neurondenzitasat vizsgaltuk a jobb agyféltekében.

A jobb BA23 III. és V. kérgi rétegében nem talaltunk a neuronok méretében kiilonbséget. E16z6
tanulmanyok kimutattak csokkent sejttest méretet a prefrontalis kéreg Ill. kérgi rétegében
szkizofrénia eseten (Pierri, Volk et al. 2001). A sejtméret csokkenés a betegeknél megfigyelheto
az elsédleges és masodlagos hallokdzpontokban (BA42 és 41) (Sweet, Pierri et al. 2003, Sweet,
Bergen et al. 2004), és a munkamemoriaért felelos BA9-ben (Pierri, Volk et al. 2001). A
prefrontalis kéregbeli piramissejtek csokkenése mellett, a mozgaskoordinacioban fontos szerepet
betolté Purkinje sejtek méretének csokkenését is leirtak szkizofréniaban (Tran, Smutzer et al.
1998). Ezen adatok alapjan a piramissejtek csokkenésere szkizofrénia esetében magas a tendencia,
féleg a prefrontalis kéreg III. kérgi rétegben. Ezért, a funkciondlis kapcsoltsdg miatt, a BA23
esetében tovabbi szeéleskorii vizsgalatok sziikségesek a pontosabb eredmenyek feltarasa

érdekében.

A jobb BA23 vizsgalt terilletein a neuronok denzitasdban nem talaltunk kilénbséget. A
szakirodalomban nincs a BA23-ra vonatkozé adat, viszont példaul a hippokampuszban csak a bal

oldalon talaltak neurondenzitas-csokkenést (Roeske, Konradi et al. 2021), csoportunk pedig
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kilonbséget talalt a jobb és baloldali primer mozgatdkeregben szkizofrénidban (Szocsics, Papp et
al. 2023). Igy a tovabbi vizsgalataink, melyek a bal agyfélteke BA23 régiojara is kiterjednek, a
jobb féltekén tapasztalttol eltéré eredményeket is hozhatnak. Emellett tobb mas, kérgi (Brune,
Schobel et al. 2010, Gaus, Popal et al. 2023) és kéreg alatti (Kreczmanski, Heinsen et al. 2007)
terlleten egyarant leirtak neurondenzitds-csokkenést szkizofrénidban. Ennek fényében egy
széleskoriibb, szisztematikus sztereologiai vizsgalat (Schmitz and Hof 2005) a BA23-ban is

pontosabb adatokat szolgaltathat a jovObeli vizsgéalataink soran.

Az V. kérgi rétegben kevesebb szomatikus gatlo terminalist talaltunk szkizofrén alanyokban,
mint a kontrollban. A kisebb mértékii gatlo bemenet a BA23 kéreg alatti kommunikacidjara is
hatassal lehet, mivel az V. kérgi réteg piramissejtjei kéreg alatti tertletekkel allnak kapcsolatban
(Jones 1984).

Szamos Kkutatas arra utal, hogy szkizofréniaban ,,alapmiikodési haldzat” (default mode network-
DMN) hiperaktivitas léphet fel (Zhou, Liang et al. 2007, Liu, Kaneko et al. 2012, Guo, Liu et al.
2017). Tovabba a csokkent gatlas befolyasolhatja a DMN miikodését: példaul egy fMRI tanulmany
leirta, hogy a medialis prefrontalis kéreg GABA koncentracidja 6sszefligg a DMN deaktivacioval
munkamemoriat igénybe vevo feladat teljesitése kozben (Chen, Fan et al. 2019). Feltételezheto,
hogy a BA23 kevesebb gatlo bemenete is a DMN hiperaktivitas egyik kivalté oka lehet, ami a
szkizofrénia negativ tuneteinek kialakuldsahoz is vezethet, &m ennek feltardsahoz tovabbi

vizsgalatok szilikségesek.

Mivel Kisérletiinkben a szkizofrén alanyok mindegyike antipszichotikum kezelés alatt allt,
felmerulhet a kezelés hatdsa a gatlo bemenetre. A szakirodalomban nincs erre vonatkozé adat a
BA23 tekintetében; mas agyterileteken ragcsalokban leirtak mar VGAT szint valtozast
antipszichotikum kezelést kovetéen. Kronikus aripiprazol kezelés hatasara csokkent patkanyban a
VGAT szint példaul a prefrontalis kéregben és a szeptumban (Peselmann, Schmitt et al. 2013), de
fontos kihangsulyozni, hogy a huméan kezelés soran javasolt dozis (Mace and Taylor 2009)
korulbelll 100-szorosat kaptak az allatok. Krdonikus klozapin és haloperidol kezelés is hasonlo
eredményt mutatott (Zink, Schmitt et al. 2004), de a dozirozas itt is tdbbszoérdse volt a humanban
javasoltnak (Haidary and Padhy 2024, Rahman and Marwaha 2024). Egy masik ragcsalékon
végzett kisérlet soran pedig a kronikus klozapin kezelés ndvelte a VGAT relativ intenzitasat a

frontalis kéregben (Bragina, Melone et al. 2007). Human adatok a masodik generacids
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antipszichotikumok neuroprotektiv hatasara utalnak. A szkizofrénia egyik tlinete a
szurkealloményvesztés (Haijma, Van Haren et al. 2013), és MRI tanulményok alapjan a
progresszivabb szirkeallomanyvesztés korrelalt a magasabb &tlagos napi antipszichotikum-
bevitellel a legalabb egy els6 generacids antipszichotikum szedése esetén, viszont a csak masodik
generécids antipszichotikumokkal kezelt betegeknél kevésbé progressziv szirkeallomanyvesztés
volt kimutathatd (Vita, De Peri et al. 2015). Antipszichotikumok VGAT-ra gyakorolt hatasara
vonatkozd eredmények huméanban még nem taldlhatok a szakirodalomban, igy tovabbi

tanulmanyok sziikségesek ennek feltarasara.

A tovébbiakban terveziink posztszinaptikus markerrel (neuroligin-2) is festést végezni, hogy
megerdsitsiik a terminalis és a sejttest szinaptikus kapcsolatat. Emellett els6dleges célunk a
dendritnytalvanyokon elhelyezkedé terminalisok, a sejttipus-specifikus VGAT terminalisok
vizsgalata és a féltekék kozti kiilonbségek feltarasa is, hogy pontosabb képet kapjunk a BA23 gatlo
bemeneteinek valtozdsarol szkizofrénidban. Ez a jovOben hozzajarulhat a szkizofrénia

patomechanizmusanak megértéséhez, es Uj gyogyszercélpontok kifejlesztéséhez.
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Szerzoi hozzajarulas

e Az agyblokkok egy részét én metszettem le.

e Az immunhisztokémiai kisérleteket részben én terveztem meg, és a jegyzokonyvet is én

irtam hozza.
o A kiilonbdz6 immunhisztokémiai kisérleteket én kiviteleztem.
e A Nikon C2, illetve A1R konfokalis fluoreszcens képeket én készitettem.

e En végeztem a poszterior cigularis kéreg VGAT termindlisainak szdmszer(sitését a I11.

kérgi rétegben.

e A statisztikdk elkészitéseben és az eredmények kiertékelésében reszt vettem.
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