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2. Bevezeto

2.1. Felvetés

Averziv szocidlis kornyezetben felnové - bantalmazast, elszenvedd, szocidlisan
elhanyagolt - gyermekek felnéttkorukban nagyobb eséllyel mutatnak pszichopatologias
vondsokat, melyek jellegzetes tiinetei a szorongds, a megnovekedett stresszvalasz,
antiszocialis viselkedés és a fokozott hajlam az agressziora [1-6]. Ezek a viselkedésbeli
valtozasok olyan strukturdlis, funkcionalis és epigenetikai valtozasokra vezethetéek vissza,
amelyek a szorongés és agresszid kontrolljaban relevans agyteriileteket (prefrontalis kéreg,
amygdala) érintenck [7-10]. A szocialis elhanyagoltsag az egyik f6 tényez6, mely kedvezbtlen
hatassal van az idegrendszeri fejlédés menetére, kiilonésen gyermekkorban. [1, 2, 11].
Emberben a sulyos pszichopatologidk, kiilondsen az agresszioval jard pszichés
rendellenességek idegrendszeri hatterének tanulmanyozéasa korlatozott, ezért ezeket a

mechanizmusokat csak megfeleld allatmodellek segitségével tudjuk megérteni.

2.2. Az agressziv magatartas

Habar az agresszid egy elemi viselkedésforma meghatarozasat mégis tobbféleképpen
lehet megragadni. Mivel a jelen dolgozat a humdn agresszivitas hatterében allo
mechanizmusokat igyekszik feltarni laboratoriumi allatmodellek alkalmazasaval, igy
fenomenologiai és  funkcionalis szempontb6l definialjuk ezen viselkedésformat.
Fenomenologiai meghatarozas szempontjabol agresszio azon viselkedésforma, amelynek célja
egy masik €16 szervezet szamara karosodas, hatrany, illeve sériilés okozasa [12, 13]. A masik,
funkcionalis (etologiai-evoliiciés) Sszempontokon alapuld definicid jobban megragadja
mindezt, amikor az agresszivitdst az azonos faju egyedek kozott, a korlatozott eréforrasok

(taplalék, nemi partner, teriilet, buvohely, stb.) megszerzéséért folytatott magatartasként



értelmezi [14]. Kovetkezésképp a tulélés szempontjabdl sziikségszerii és adaptiv, s noha
jelentés energia (id6, energia) és kockazatvallalas (sériilések) raforditasaval tarsul hatékony
modja a forrasfelosztasnak. Az agressziv interakcidé az evoliicid soran ritualizalodott ezzel
mérsékelve az emlitett befektetéseket.

Az agressziv magatartds nem egy egységes jelenség, Sokféle megnyilvanulasi formaja
van, ezért kiilonféle jellegek alapjan tobbféleképpen csoportosithatd. Emberknél
elkiilonithetiink direkt fizikai, verbalis, és indirekt agressziot [15, 16]. A direkt fizikai
agresszio az ellenfél fizikai sériilésével jar, mig a verbalis agresszio az ellenfél
megfélemlitésére iranyul. Az indirekt agresszid legtobbszor szocialis manipulaciot (pl.
rosszindulati intrikdk) jelent, amely pszichologiai értelemben okoz karosodast (csokkent
szocialis statusz) [15]. Ujabban, a human agressziv magatartas leginkabb elfogadottabb,
leggyakrabban hasznalt osztalyozasa az azt kivaltd ok, illetve az ahhoz tarsuld6 emocionalis
hattéren alapszik. Ez alapjan elkiilonitettek proaktiv (hidegvérii, instrumentalis), valamint
reaktiv (érzelmi) agressziotipusokat [17-19]. A proaktiv (hidegvérii, instrumentalis) agresszio
célorientalt, tervszerli, kontrollalt viselkedés. Altalaban csokkent érzelmi mikodésekkel,
stressz reaktivitassal és vegetativ funkcidval jar egyiitt [19]. A reaktiv (érzelmi) agresszio egy
kihivasra (provokaciora, fenyegetésre) adott reakcido, amely legtobbszor kontrollalatlan
diihkitorések formajaban jelenik meg. Erre az agresszioformara tulzott érzelmi miikodések,

valamint a stressz és vegetativ mitkodések fokozodasa jellemzé [18].

2.3. Mitol abnormalis az agresszio?

Amennyiben az agresszi6 a fajspecifikus szabalyokon beliill marad, akkor
ritualizaciohoz vezet, amely megel6zi a veszteségek ¢és sériilések minimalizalasat, igy
adaptivnak tekinthet6. A fentebb emlitett indirekt és verbalis agresszid verseny helyzetekben
normalisnak tekinthetd mivel adaptiv eldnyhéz jutathatja az agresszort. Ezzel ellenben,
amikor az agressziv magatartds a kontextusnak nem megfeleld modon és mértékben
mutatkozik meg, akkor abnormalisnak titulalhato. Kovetkezésképp a direkt fizikai agresszid
egy mindennapos élethelyzetben (munkahely, iskola) abnormalisnak tekinthetd, mig bizonyos
tarsas és szocialis helyzetekben elfogadott, sziikségszer(i (rend6rség, katonasag), sét akar
megkdvetelt is lehet bizonyos sportdgak esetén (kiizddsportok). Kovetkezésképp abnormalis
az agresszid, ha nem adekvat az adott szocialis helyzetben, illetve ha a kontextusnak nem
megfelel6 moédon és mértékben fekezddik ki. A kiilonb6z6 pszichiatriai korképek gyakori
eleme a talzott, felfokozott agressziv magatartas, amely akkor tekintheté abnormalisnak, ha a

személy életvitelében vagy kornyezetének problémat okoz [20]. Az abnormalis agresszid tobb



pszichiatriai rendellenességnek kozponti (pl. antiszocidlis személyiségzavar, iddszakos
exploziv zavar), mig masoknal az elsddleges korképhez tarsuld masodagos elemként jelenik
meg (skizofrénia, poszttraumatikus stressz zavar) [20]. Osszességében, akkor mondhatjuk
abnormalisnak az agressziot, ha figyelmen kiviil hagyja a tarsadalmi-, és jogszabalyokat,

illeve ha pszichopatologidhoz asszocialodik [21].

2.4. A reaktiv (emocionalis) agresszié

A fentebb irottakkal illeszked6en a koros agresszid is besorolhatdé proaktiv
(instrumentalis) és reaktiv (emocionalis) altipusba. A proaktiv agresszid kontrollalt,
célorientalt, atgondolt, gyakran elére megtervezett magatartas, mig ezzel ellentétben a reaktiv
agresszio nem kontrollalt, magasabb érzelmi szintel tarssulo, sokszor kitérésszertien, hirtelen
meggondolasbol elkovetett magatartas [17-19, 22]. Mivel a dolgozat a koros reaktiv agresszid
koré szervezddik, ezért ennek a részletesebb taglalasa kovetkezik. Ezen altipust a vegetativ
izgalmi szinthez (arousal) képesti (hiperarousal) jellemzi, ami fokozott szivfrekvencia- és
vérnyomasértékekben mutatkozik meg. Szamos korkép hordozza a reaktiv hiperarousallal
tarsuld karakterisztikdkat, GUgymint az idOszakos exploziv zavar, a borderline
személyiségzavar ¢és a poszttraumatikus stressz rendellenesség (PTSD) [23-25]. A
hiperarousal fokozott stresszreaktivitassal jar egyiitt, igy hajlamosit a provokacio, illeve
frusztracié kivaltotta impulziv kitorésekre [17-19]. Fontos megjegyezni, hogy az abnormalis
agresszio proaktiv és reaktiv alitpusai a neuralis mechanizmusaikat tekintve is kiilonb6znek,

amely feltarasaban alapvetd szerepet jatszottak a laboratorium kisérletes eredmények [21, 26].

2.5. Az agresszi6 laboratériumi modellezése

Kezdetben az agresszié laboratoriumi kutatdsa a normalis agressziv magatartas
mennyiségi jellegeinek (harapasok szama) leirasara fokuszalt, amely folyaman a legtobbet a
territorialis agressziot tanulmanyoztak a rezidens-betolakodo paradigmaval [27, 28]. A
macskakon és a patkanyokon végzett kisérletek (lokalis 1éziok és farmakologiai kezelések)
kirajzoltak azon fobb agyrégiokat, amelyek részt vesznek az agresszio szabalyozasaban [28].
Késobb elfogadottd valt az a tudomanyos nézet, hogy a pszichoptalogiai rendellenességek
nem a normalis magatartaselemek tulzott megnyilvanulasai, hanem komoly idegrendszeri
abnormalitasokkal jaré kondiciok. Ekkor az uj kezelési stratégiak kidolgozasaban nagy
szerepet kaptak azok a preklinikai kisérletek, amelyeket az abnormalis agressziv viselekedés
relevans, érvényesitett allatmodelljein végeztek el [21]. Ezen uj allatmodellek mar
konstrukciés és prediktiv szempontbol is jobban megfeleltethetéek a pszichiatriai

korképeknek [21, 26]. Az alabbi modelleket karakterizaltak részletességgel: genetikailag
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szelektalt hiperagressziv egértorzs [29], szocialis 6sztonzés hajtotta agressziv viselkedés [30],
glukokortikoid deficiencia indukalta abnormalis agresszio patkanyban [31, 32], korai nem
szocialis stresszor indukalta koros agresszio [33] és korai szocialis izolacid indukalta
abnormalis agresszio [5, 6, 34, 35].

A kutatocsoportunk altal kifejlesztett glukokortikoid deficiencia- és korai szocialis
izolacio indukalta abnormalis agresszio modellek karakterizaldsa soran (a tobbi modelltdl
eltéréen) kiilon figyelmet szenteltiink az agressziv viselkedés mennyiségi jellegei mellett
(harapasok szama), a mindségi jellegeinek az tanulmanyozasara is [5, 6, 31, 32, 34].
Nevezetesen, a fenti vizsgalatok soran abnormalitas jelent meg a fajra jellemz6 viselkedési
szabalyok megszegésével, amikor a vizsgalt egyedek sajat territoriumukon sériilékeny
testrészeket tdmadtak, egy naluk meglehetdsen kisebb ellenféllel szemben. Ilyen szituécioban,
normalis esetben az offenziv tipusii tdmadas jellemzd (fenyegetést kovetden a hati régiok
tamadasa), nem pedig az életveszélyes helyzetekben eléforduld defenziv jellegli tamadas
(hasi, feji és nyaki régio tamadasa). Az izolaltan nevelkedett patkanyok ezen abnormalis
harapasi mintazatat fokozott stresszvalasz kisérte (agressziv interakciora) [5, 6], amely
komoly hasonlosagot mutat a human reaktiv (emociondlis) agresszioval tarsuld
pszichopatoldgidkkal, amelyek hatterében kiilondsen gyakran a korai szocialis €let soran atélt

elhanyagolas és bantalmazas all [1-4, 11].

2.6. A korai szocialis kornyezet hatasa az agressziora

Azok a gyerekek, akik averziv szocidlis kornyezetben (bantalmazas, elhanyagolas)
nevelkedtek fel, nagyobb eséllyel vannak Kkitéve pszichopatologiai valtozasoknak
feln6ttkorukban. Jellemz6 tiinetek a fokozott szorongas, antiszocialis viselkedés és a fokozott
hajlam az erOszakossagra, amelyek hatterében gyenge emocionalis onkontroll all [1-3].
Ezenkiviil az agresszioval kapcsolatos szimptomak komolysaga Osszefiiggést mutat a
gyermekkoraban tapasztalt szocialis zavarok mértékével [36], valamint a stressz rendszer
fokozott reaktivitasa is komoly kockazatot jelent a magatartasi zavarok szempontjabol [17-
19].

A korai szocidlis viszonyok zavarait vizsgdld elterjedt laboratériumi allatmodell az
anyatol valo elvalasztast kovetd, feln6tt korig tartd szocialis izolacid [37-39]. Az izolaltan
felnevelkedett ragcsalokban szdmos hosszu tavl valtozas alakul ki: eltérd tomeggyarapodas,
fokozott érdeklddés uj kdrnyezetben, megndvekedett szenzoromotoros érzékenység (deficit az
Osszerezzenési reakcid gatlasaban), emelkedett szorongds, valamint a térbeli emlékezés és az

uj targyak felismerésének gyengiilése [37]. Ezek mellett szamos tanulmany eredménye szerint



az izolalt allatokat fokozott agresszid €s csokkent szocialis kapcsolatteremtési képesség
jellemzi [40-42]. Kutatocsoportunk korabban elséként kimutatta, hogy izolaltan nevelkedett
patkanyok agresszivitasa nemcsak mennyiségileg (harapasok szamanak novekedése), hanem
mindségileg (sériilékeny testrészekre iranyuld harapasok: fej, torok, has) is abnormalis szintet
mutat, amely a szocialis kommunikéacié markans zavaraival — a tamadasok elérejelzésének
hianyaval és a védekez0 magatartas paradox megemelkedésével — tarsul [5]. A felsorolt
viselkedésbeli rendellenességeket az agressziv interakci6 altal kivaltott tulzott glukokortikoid
elvalasztas €s szivritmus emelkedés kisérte, amely az allatok felfokozott emociondlis €s
vegetativ izgalmi szintjére (arousal) utal [6] és jol modellezi a korai averziv szocialis
kornyezet hatasara megjelend felndttkori emocionalis agressziot emberekben.

A felsorolt erbteljes viselkedési valtozasok idegrendszeri hattere mindeziddig nem
teljesen tisztazott. Szamos laboratoriumi tanulmany eredménye szerint a szocidlis izolacio
jelentds hatast gyakorol az agresszivitast szabalyozo kulcsfontossagu agyi teriiletek

(amygdala és prefrontalis kéreg) strukturajara és funkciojara [28, 43-46].

2.7. A prefrontalis kéreg szerepe az agresszié szabalyozasaban

A prefrontalis kéreg centralis szereppel bir a végrehatjo funkciok szervezésében és
részt vesz szamos kognitiv, magatartasbeli, neuroendokrin ¢és vegetativ folyamat
szervezésében IS, ezaltal a viselkedés tervezésében, kilakitasaban és szabalyozasaban [47, 48].
A feniteket alapul véve belathatd, hogy a prefrontalis kéreg feltételezhetéen kozremiikodik az
agressziv viselkedés szabalyozasaban. Ezt az allitdst szamos human tanulmany is
alatamasztja, melyek szerint a prefrontalis kéreg sériilése a végrehajtdé funkciok karosodasa
mellett (figyelmi zavarok, tervezési nehézségek, romlott munkamemoria) komoly
személyiségbeli valtozasokkal (impulzivitds, megromlott szocidlis kommunikacio), ¢és
gyakran salyos kisér6 tiinetként megnOvekedett agresszivitassal jar [49-52]. A hattérben
huzodo okok felteheten a prefrontalis kéreghez kothet6 fobb funkcidk kiesésében rejlenek: a
kognicio és az értékeld képesség romlasa kdvetkeztében a szocidlis helyzetek nem megfeleld
interpretaldsa, tovabba az emociondlisan felfokozott helyzetekben a magatartdsi kontroll
alulmiikodése jelentkezik [53-57]. A tulzott agresszioval tarsuld pszichiatriai koérképek
tobbségében is (skizoférina, fiatalkori magatartaszavarok, borderline- és antiszocialis
személyiségzavar, id0szakos exploziv zavar €s ,,borderline” személyiségzavar) kimutathato a
prefrontalis kéreg funkciondlis alulmiikodése vagy sziirkedllomanyéanak térfogati csokkenése
[58-65]. Tovabba agresszivitasra hajlamos egyének, illetve agresszidval tarsuld

pszichopatologiaval diagnosztizalt betegek csokkent eredményeket értek el a frontalsi lebeny



funkcioit vizsgald pszichiatriai felmérésekben [66, 67]. Mindennek megfelelden, a
prefrontalis kéreg inhibitorikus funkcidja az agresszi6 szabalyozasaban valoszintsitett.

Meglepden a fenti vizsgalatoktol gyokeresen eltéré eredményt szolgaltattak azok a
képalkotd eljarasokon alapuld felmérések, amelyek a prefrontalis kéreg kronikus aktivitasa
helyett az akut, agressziv magatartashoz asszocialédo prefrontalis miikodés feltérképezésére
iranyultak. Ilyen jellegli vizsgéalatokban agressziv megtorlast, illetve erészakos szituacidkat
modellezé helyzetekben (fiktiv ellenfelek biintetése, illetve erdszakos videojatékkokkal valo
jaték) a prefrontalis kéreg fokozott aktivaciot mutatott [68-72]. Ezen ellentmondasos helyzetet
prefrontalis paradoxonnak nevezhetjiik.

Bar eleinte vita targyat képezte, ma mar elfogadott az a tény, hogy a ragcsalok
prefrontalis kérge fejlédéstani adatok ¢és anatomiai kapcsolatai alapjan (mediodorzalis
talamusz projekcios teriilete) homolognak tekinthetd a fdemlds, illetve a human prefrontélis
kéreg bizonyos teriileteivel. Ragcsalokban ez a teriilet két fo régidra oszthatd: az
orbitofrontalis és medidlis prefrontalis kéregre (mPFC), amelyek tovabbi alrégiokat foglalnak
magukba [47, 73-76]. Az mPFC ventralis régioi, a prelimbikus kéreg (PrL) és az
infralimbikus kéreg (IL), kozvetlen afferenseket kiildenek a mediobazalis hipotalamusz egy
meghatarozott részéhez [77, 78], az Gn. hipotalamikus tdmadasi teriilethez, mely régio
kozponti szerepet jatszik az agresszid szabalyozasaban: annak direkt elektromos vagy
optogenetikai stimulacioja agressziv valaszt (tamadas) indukal [79-83]. Mar évtizedekkel
ezelott kimutattdk, hogy a patkany, illetve macska prefrontalis kérgének elektromos
stimulaciéja gatolja a hipotalamikusan kivaltott tamadasokat, mig Iéziojuk noveli az
agresszivitast [82, 84-86]. Altalanossagban elmondhaté, hogy a ragcesalok prefrontélis kérge
egyarant aktivalodik pszichoszocidlis (nincs fizikai kontaktus az ellenféllel) és agressziv
interakciokra [33, 34, 87-90].

A koros agresszidval tarsuld pszichiatriai korképekben az agyi képalkotd eljarasokkal
kimutatott prefrontalis kérgi alulmiikodés paradox moédon viszonyul az abnormalis agresszio
allatmodelljeiben tapasztalt fokozott aktivacidjahoz. Emellett egyes jelenségeket, mint példaul
a prefrontélis kéreg funkciondlis és strukturalis lateralizacidjat a koros agresszid sordn, csak
human képalkoto eljarasokkal vizsgaltak [52, 91-94], allatmodellekben egyelére nem. Ezen
prefrontalis paradoxon feloldasa, illetve a hattérben zajl6 mechanizmusok allatmodellekben
valo feltarasa komoly transzlacios lehetOséget is jelenthet, amely nagyban hozzajarulhat 1j

terapias modok, eszkozok Kifejlesztéséhez.



2.8. A korai szocialis kornyezet hatasa az epigenetikai mechanizmusokra

A pszichés rendellenességek hatterében allo6 mechanizmusok kutatasa sordn az elmult
években az érdeklddés kozéppontjaba keriiltek az epigenetikai valtozasok, melyek a korai
szocialis kornyezet hatasait kozvetithetik a felnéttkori agyi funkciokra és magatartasra [18,
39, 95, 96]. Ebbdl kovetkezéen az epigenetikai mechanizmusok tanulmanyozasa nagyban
segitheti azoknak a bio-pszichoszocialis mechanzimusoknak a megértését, amelyek
feln6ttkori kronikus abnormalis agressziohoz vezetnek [9, 10]. Epigenetikai hatasok alatt
olyan mechanizmusokat értiink, amelyek a szekvencia megvaltoztatasa nélkiil okoznak hosszu
tava valtozast a génfunkcidkban. A legjobban leirt epigenetikai mechanizmusok a hiszton-
acetilacid, -metilacio, -foszforilacid és a DNS-metilacid. Ezeket a kovalens valtoztatasokat
specifikus enzimek végzik, igynevezett DNS-metiltranszferazok (DNMT), illetve kiilonb6zo,
hisztonmodositasokért felelés enzimek (pl. deacetilazok, HDAC) [97-99]. A DNMT-ok altal a
DNS metilacio soran a citozin-5’-pirimidin gytirtigyjéhez egy metil csoport kapcsolddik, ha a
citozin utan guanin kovetkezik (CpG dinukleotid). Bar mas, citozintdl kiilob6z6é nukleotidok
metilacidja is leirt, ezeknek a eléfordulisa az emlés genomban alacsony [100]. Ujabb adatok
ravilagitottak arra, hogy a korai averziv szocialis kornyezet tapasztalatai befolyasoljak a
DNMT-ok expresszios szintjét [101, 102]. Kiilon6son érintett a DNS-metiltranszferaz 1
(DNMTI1), amely patologias expresszidos valtozasokat mutat azon pszichidtriai
rendellenességekben, amelyek etiologiajaban meghatarozott szerepet jatszik a korai szoicalis
kornyezet, a traumatikus ¢lmények ¢és a stressz [101, 102]. Ezen expresszios abnormalitasok
kifejezettek bizonyos limbikus strukturakban (prefrontalis kéreg, amygdala, hippocampus),
amelyek fokozottan érintettek ezen korképekben tapasztalt struktaralis és funkcionalis
abnormalitasokban [20, 55, 56, 64, 103-105]. Ilyen pszichiatriai betegség a skizofrénia,
amelyben az mPFC-ben patologias DNMT1 expresszids mintazatot irtak le [105, 106]. A
meghatarozott szereppel bir az averziv korai szocialis kornyezet [109, 110]. A skizofréniara
vonatkozo eredmények mellett egyes human eredmények az agresszid kontrolljanak
szempontjabdl kulcsfontossdgu fehérjéket kodold gének (szerotonin transzporter, monoamin
oxidaz A) epigenetikai valtozasait is Kimutattak gyermekkori bantalmazast elszenvedett,
agressziv felndttekben [111, 112]. Megjegyzend6, hogy az agresszid szabalyozasa
szempontjabol relevans agyteriiletek, pl. a PFC, szocialis kornyezet altal indukalt epigenetikai
valtozasai kevéssé ismertek. Ezt timasztja ala az a tény iS, hogy Osszesen egy laboratoriumi
allatmodellen alapulé tanulmany jelent meg, amelyben az abnormalis agressziohoz

asszocialodo epigenetikai valtozasokat vizsgaltak a PFC-ben [33].



3. Célkitizések

Jelen dolgozat a korai szocialis izolaci6é indukalta abnormalisan agressziv patkanyok
prefrontalis kérgi strukturalis, funkciondlis és epigenetikai mechanizmusainak feltarasara
torekszik. Célkittizéseink a kovetkezdek voltak:

(1) A medialis prefrontalis kéreg (mPFC) teriiletének kvantifikalasa izolaltan nevelkedett
patkanyokban.

(2) Az izolaltan nevelkedett patkdnyok mMPFC-ének neuronalis, glialis, dendritikus és
mikrovaszkularis kvantifikalasa.

(3) A mPFC idegsejt aktivaciojanak dsszehasonlitasa nyugalmi koriilmények kozott, illetve
agressziv interakcid soran szocialisan, illetve izolaltan nevelekedett laboratoriumi
patkanyokban.

(4) A DNMTI enzim mRNS szintjének az Osszehasonlitdsa Szocialisan és izolaltan

nevelkedett patkanyok mPFC-ében.
4. Anyag és modszer

4.1. Az allatok tartasi koriilményei

Kisérleteinkben az anyatdl valo elvalasztas az allatok 21 napos koraban tortént, majd
atkeriiltek egy 12 oras forditott napszakos ciklust allatszobéaba, ahol a sotét periodus délelott
10:00 o6rakor kezdddott. A szobaban allando hdmérséklet (22 + 2 °C) és paratartalom (60 = 10
%) volt. Laboratoriumi patkanytap és viz korlatlan mennyiségben allt az allatok
rendelkezésére. Az izolalt allatokat 7 héten at egyediil, mig a szocilisan tartottakat
ugyanennyi ideig négyes csoportokban helyeztiik el. A szocialis és izolalt csoportokba tartozo
allatokat ugyanabban a szobaban tartottuk. A rezidens-betolakodoé tesztek az elvalasztas utani
nyolcadik héten kezdédtek, ekkor az allatok tomege 400-450g Vvolt.

A rezidens-betolakodo tesztben betolakodoként csoportban nevelkedett, kb. 300g
tomegii him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. Négy allatot tartottunk egy dobozban a fent leirt
koriilmények kozott. A kisérleti elrendezés részletes bemutatdasa és az elemszdmok
feltiintetése az (1. abran) lathato.

Az allatkisérleteket az Eurdpai Bizottsdig Tudomanyos Tandcsa ajanlasanak
(86/609/EEC) megfeleléen, a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet — Allatjoléti

Bizottsaganak feliigyeletével és jovahagyasaval végeztiik.
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4.2. Viselkedés vizsgalat: rezidens-betolakodo teszt

Az allatok agressziv magatartasat rezidens-betolakod6 tesztben vizsgaltuk, amely a
territoridlis jellegli agresszivitds mérésére alkalmas. A kisérletben beallitott megkozelitdleg
30%-o0s sulykiilonbség jelentdsen megnoveli a rezidens dallat gydzelmi esélyeit, igy

megbizhatéan monitorozhaté a megjelend agresszivitas mértéke és mindsége.

Els6 kisérlet - Immunhisztokémia

Elvalasztas Rezidens-betolakodd teszt Perftzio
Csoportok
+»*Szocialis kontroll (n=10) J’ l
4 dllat/doboz l Eltelt id6: 7 hét l 90 perc l
¢ Szocialis verekedd (n=10)
s»1zolalt kontroll (n=12) l J'
1 4llat/doboz J' Eltelt id6: 7 hét l 90 perc l
s»1zolalt verekedd (n=13)

Masodik kisérlet - valds ideju, kvantitativ PCR

4 4llat/doboz l l l

¢ Szocialis kontroll (n=7)

Eltelt id6: 7 hét

Lallat/doboz  «3eJz0lalt kontroll (n=7) l l

1. abra A kisérleti elrendezés reprezentativ bemutatasa. Fent az elsé kisérlet, mig lent a masodik kisérlet
elrendezése lathato.

Az elvalasztas utani 8. héten a rezidensek harom napra, egyesével nagyméretii
(40x40x50cm) tesztdobozokba keriiltek, fliggetlentil attol, hogy korabban csoportban, vagy
izolaltan tartottuk Oket. Erre azért volt sziikség, hogy a territorialis magatartas kialakuljon. A
tesztek a sotét (aktiv) periddus elsé négy orajaban zajlottak, enyhe vorés megvilagitas mellett.
A rezidensek dobozaba egy naluk kisebb ivarérett him betolakodot helyeztiink 20 percre és
viselkedésiiket videokamerdval rogzitettiik. A videofelvételeken ezutan azonositottuk a
harapasokat, majd azokat lassitva, képkockanként megallitva elemeztiik (,,frame-by-frame
analizis”), hogy azok célpontjait és intenzitasat megallapitsuk. A harapasok célpontjait az
alabbi kategodriakba soroltuk: fej (a flilek eldtti teriilet), torok (a fiilek alatti ventralis teriilet),
hat (a flilek mogotti teriilet), has (a 1dbak kozotti ventralis teriilet), labfejek, farok. Az ellenfél
fejét, torkat és a hasat érintd harapasokat sériilékeny célponti harapasnak mindsitettiik. Az
erdsség mértéke alapjan megkiilonboztettiink enyhe és durva harapdsokat is. Durvanak

tekintettiik azt, ami rigassal jart egyiitt, illetve az ellenfélbdl heves reakciot valtott ki (visitas,
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gyors menekiilés). Enyhének mindsitettiik azt, ami nem jart rigassal és az ellenfélbdl nem
valtott ki visitast. Vizsgalataink kiterjedtek arra is, hogy az allatok eldrejelezték-e harapési
szandékukat, azaz rogzitettiik, hogy milyen viselkedéselem eldzte meg a tdmadast. ,,Elére
jelzett” harapasnak tekintettiik, amikor a rezidens fenyegetd viselkedés, illetve dominans
testhelyzet felvétele utan harapta meg ellenfelét. ,,El6re nem jelzett” harapasnak tekintettiik,
amikor a tdmadast egyéb viselkedés (szocidlis szaglaszas, exploracio, Ontisztogatas) eldzte

meg.

4.3. Szovettani eljarasok: immunhisztokémia

A viselkedésteszt utan 90 perccel az allatokat (ketamin-Xxylazin-pipolphen
50-10-5 mg/kg, i.p.) 150-ml jéghideg foszfatpufferelt fiziologias sodoldattal (phosphate
buffered saline, PBS), majd 300 ml jéghideg 4%-0s, paraformaldehid-oldattal, a felszallo
aortan keresztiil mélyaltatasban perfundaltuk. Az allatok agyat kivettiik, és 3 oras utdfixalas
utan, egy napra 20%-os szachardz-oldatba tettilk krioprotekcid céljabol. Fagyasztd
mikrotdommal, 30 pm vastag koronalis agymetszeteket készitettiink. Az immunhisztokémiai
soran minden egyes ellenanyag sordn egyszeres jeloléseket hajtottunk végre. A neuronalis
aktivacio vizsgalatdhoz c-Fos (az idegsejt aktivalodas altalanos markere), a dendritek
immunjeloléséhez SMI-32 (a neurofilament H nem foszforilalt epitopjahoz kot), és a
neuronszam meghatarozasahoz NeuN (idegsejt marker) immunhisztokémiat hasznaltunk. Az
immunhisztokémia soran 0,3% Triton-X-100-t és 0,3% hidrogén-peroxidot tartalmazd PBS-
alapu oldattal noveltiik a biologiai membranok ateresztd-képességét, valamint kimeritettiik az
endogén peroxidazokat. Az aspecifikus endogén kot6helyeket PBS-ben oldott, 10%-0s
l6szérummal blokkoltuk. Mind a poliklonalis nyul anti-c-Fos (Santa Cruz Biotechnology,
1:5000), mind a monoklonalis egér anti-NeuN (Chemicon, 1:5000), illetve monoklonalis egér
anti-SMI-32  (Sigma-Aldrich, 1:1000) elsédleges ellenanyagokat egész éjszaka
szobahdmérsékleten inkubaltuk a metszeteken. Mdésnap egy orat biotinilalt masodlagos
ellenanyaggal (Jackson Laboratories, 1:1000), majd ABC-vel (avidin-biotin komplex, Vector
Laboratories, 1:1000) tettiik specifikussa az immunreakciot. Az el6hivas 0,003% hidrogén-
peroxidot, 0,2 mg/ml diaminobenzidin-tetrahidrokloridot és 0,1% nikkel-ammo&nium-szulfatot
tartalmazo Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane) pufferben tortént. A targylemezre
felhuzott metszeteket felszallo alkoholsorban és xilolban vald 3-3 perces inkubacié utdn DPX
(Sigma, USA) oldattal fedtiik le.

A fluorescens GFAP (glialis fibrillaris savas protein) és Lectin immunhisztokémia

esetén a feltarast, 0,5% Triton-X-100-t és 0,5% hidrogén-peroxidot tartalmazo, PBS-alapu
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oldatban végeztiik, valamint PBS-ben oldott 10%-os l6szérummal blokkoltuk. Az asztrocita
immunjeldléshez elsédleges egérben termeltetett GFAP  (Sigma-Aldrich, 1:2000)
monoklonalis, mig a mikrovaszkulatura jelléséhez biotinilalt tomato Lectin (Sigma-Aldrich,
1:500) ellenanyagokat hasznaltunk. A GFAP immunhisztokémia esetén harom éjszakan at
tartd 4 °C-on torténd inkubalast kovetden egér ellen termeltetett, fluorofor jelolt masodlagos
ellenanyaggal (Alexa-Flour 594, Life technology, 1:1000), szobahémérsékleten kezeltiik a
metszeteket. A Lectin immunhisztokémia soran a primer ellenanyag 1 napos 4 °C-on torténé
inkubalasat kdvetden streptavidin konjugalt masdolagos ellenanyaggal (Alexa-Flour 488, Life
technology, 1:1000) vizualizaltuk a mikrovaszkulattrat. Minden fenti lépést 3-szor 10 perces
PBS-sel torténd mosas elozott meg. A metszeteket desztillalt vizben huztuk fel targylemezre,

majd Mowiol 4-88 (Sigma, USA) oldattal fedtiik le.

4.4. A medialis prefrontalis kéreg teriiletének kvantifikalasa

A mPFC teriiletének (infralimbikus és prelimbikus kéreg) kvantifikalasa a Paxinos és
Watson-féle patkanyagy atlasz alapjan a Bregmatol szamitott 3,20-as antero-posterior sikban
végeztik, amely korabbi adatok alapjan direkt anatomiai kapcsolatot 1étesit a mediobazélis
hipotalamusszal, az agresszid egyik fo szabalyozokozpontjaval [28, 77]. Az egyes
metszeteket sotét latoteres (dark field) mikroszkopia segitségével, 10x nagyitasu objektivvel
digitalizaltuk. A kovetkezOkben, Image] (NIH, USA) képelemzd szoftver segitségével
kvantifikaltuk a jobb és bal agyfélteke mPFC-ében kvalitativ modon is megfigyelhetd tertileti

asszimmetriat.

4.5. Immunhisztokémiai jelolések kvantitativ analizise

Az immunhisztokémiai jel6lodés analizise sordn a fentiekkel egyezé modon, a
Bregmatol szamitott 3,20-as antero-poszterior sikban végeztiik. A NeuN-pozitiv sejtszam és a
GFAP, az SMI-32 és a Lectin immunojel6lés intenzitas meghatarozasat automatizalt médon
ImageJ (NIH, USA) képelemzd szoftver alkalmazasaval végeztiik. A c-Fos pozitiv sejtek
kvantifikalasa a Paxinos és Watson patkanyagy atlaszbol Kivett [113] 11*13 cellat tartalmazo
racshalo segitségével tortént. Az aktivalodott sejteket minden celldban meghataroztuk és
Osszehasonlitottuk a jobb és bal félteke, valamint a kezelt és kontroll allatok kozotti

kiilonbséget.
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4.6. Valos ideji, kvantitativ PCR

4.6.1. RNS izolalas

A DNMTI1 gén expresszids vizsgalatahoz szocidlis vagy izoldltan felnevelkedett,
magatartasi tesztekben nem szerepld allatok prefrontalis kérgébdl nyert agypreparatumokat
hasznaltuk. A mintegy Imm vastag és 1mm atmérQji szdvetdarabokat a dekapitalas utan
kozvetleniil perforalo tivel kimetszettiik, majd RNA later (Qiagen, Netherland) oldatba
helyeztiik. A mintékat felhasznalasig -80 °C-on taroltuk, hogy az RNS mindségét megdrizziik,
¢s annak bomlasat megakadalyozzuk. A kiolvasztott mintdhoz QiaZOL (Qiagen, Netherland)
reagenst mértlink és kézi homogenizaloval roncsoltunk. 100mg preparalt szovethez 1 ml
QiaZOL-t pipettaztunk és szobahdmérsékleten homogenizaltuk. Ezt kdvetden a mintakat jégre
tettlik, majd a homogenizatumhoz 200ul kloroformot (Sigma, USA) adva 10-20 masodpercig
raztuk. A kapott elegyet 5 perc szobahdmérsékleten torténd inkubalas utan lecentrifugéaltuk
(4°C-on, 12000 rpm, 15 perc), és az atlatszo RNS tartalmu feliiluszobol 500 ul mennyiséget
steril eppendorfcsébe mértiink. QIAcube (Qiagen, Netherland) izolald késziilékben, magas
zsirtartalmu, kis mennyiségii szovetmintakra kifejlesztett specifikus kitet (Lipid Tissue Mini
Kit, Qiagen, Netherlands) hasznalva alkoholos precipitalassal izolaltuk az RNS-t, majd RNS
mentes vizben oldottuk 30 ul ssztérfogat eléréséig.

1000) meghataroztuk ¢és az A260/A280 értékkel igazoltuk. A tovabbiakban a szerves- és
fehérjeszennyezddést figyelembe véve azokat a mintdkat hasznaltuk fel, melyekben az
A260/A280 értek 1,7 és 2 kozé esett, illetve az RNS koncentracidja elérte a 20 ng/ul-t. Ezt

kovetden a mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.6.2. Reverz transzkripcio

Minden RNS mintabol egységesen 140 ng-ot hasznaltunk a cDNS szintézis¢hez. A
reverz transzkripcids (RT) keverék (Applied Biosystem) a kovetkezd anyagokat tartalmazta:
140 ng RNS, 2 ul RT puffer, 2 ul RT Random Primer, 0,8 pl ANTP Mix, 0,5 pl MultiScribe™
ReverseTranscriptase, 0,5 ul RNase Inhibitor, RNSmentes desztillalt vizzel, kiegészitve 20 pl
Ossztérfogatra. A PCR késziilékben (Applied Biosystem) a reverz transzkripcid, a kovetkezd

homérsékleti kondiciok kozott tortént: 10 min 25°C, 120 min 37°C, 10 sec 85°C.

4.6.3. DNS amplifikalas

A cDNS mintakat tizszeres higitasban, két ismétlésben vizsgéltuk, belsé kontrollként

GAPDH héaztartasi gént hasznaltunk. Egy mintara vonatkoztatva, a kdvetkezd Gsszetételli 10
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ul-es reakciot hasznaltuk: 2 ul cDNS templat, 5 ul LightCycler® 480 Probes Master (Roche) ,
2,5 ul RNS mentes viz, 0,501 DNMT1 Tagman génexpresszios assay (Rn00709664 ml , Life
technologies). A reakciokat a StepOnePlusTMReal-time PCR System gépen (ABI) futtattuk a
kovetkezO program szerint: kezdeti denaturacié 95°C 10 min, majd ezt kdvetden 40 cikluson

keresztiil: 95°C 10 sec, 60°C 15 sec és 72°C 15 sec.

4.7. Statisztika
Az adatok atlag+standard hiba (SE) formatumban adtuk meg. A statisztikai analizist a

STATISTICA program (Statistica Inc., Tulsa, USA) segitségével végeztilk. A magatartasi
valtozok esetében nem paraméteres Mann Whitney U tesztet, mig a szovettani eredményeknél
variancia analizist alkalmaztunk (egy-utas és faktorialis ANOVA). Szignifikdns hatdsnak a

p<0,05 értekeket tekintettiik.

5. Eredmények

5.1. A korai szocialis izolaciohoz tarsulo magatartasi valtozasok

A szocialisan izolalt allatok szignifikdnsan tobbet haraptak a szocidlisan tartott
allatokhoz viszonyitva (U=18, p=0,01). A harapasok részletesebb vizsgalata kimutatta, hogy
mind az enyhe (U= 30, p<0,01), mind a durva harapasok (U=22, p=0,02) szama jelent6sen

magasabb volt az izolalt, mint a kontroll csoportban (2./A abra).

Fej és torok
C}‘/

10 | t
A
[ Szocialisan nevelkedett * Has oo o B % gy © «
g M Izolaltan nevelkedett
- 50 - 4 -
<
g 6 = 40 £
S * N % 34
< * 7 30 - E
% 4 - % £
& 8 s 2
g g 20 =
< =
= 2 £
10 19
0 0- 0
Enyhe Durva Osszes Sériilékeny célpontu El6re nem jelzett
harapasok harapasok harapasok harapasok harapasok

2. abra A szocialisan és az izolaltan nevelkedett patkanyok rezidens-betolakodo tesztben mért agresszivitasanak
mennyiségi és mindségi valtozasai. A harapasok szama (A), a sériilékeny teriileteket (fej, torok, has) célzo
tamadasok szadzaléka (B) és az el6ére nem jelzett harapasok szdma (C). *szignifikdns kiilonbség a szocialis
kozegben felnétt allatokhoz képest (p<0,05).

Mindemellett a sériilékeny testrészeket (fej, torok, has) célzo harapasok szama

(U=17,5, p=0,01) és aranya (U=8,5, p=0,01) is szignifikansan megnovekedett (2./B abra).
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Az elbére nem jelzett harapasok szama az izolacio hatasara szignifikansan megemelkedett (Z=

-2,28, p=0,01)(2./C #bra).

5.2. A Korai szocialis izolacio altal indukalt strukturalis valtozasok

Az izolaltan és szocialisan nevelkedett allatok mindkét agyféltekéjében, a prelimbikus
(PrL) és az infralimbikus (IL) kérgek (egyiitt mPFC) egyiittes teriiletét, valamint azok
dorzoventralis és a mediolateralis kiterjedését vizsgaltuk. Az izolaltan nevelkedett allatok
jobb agyféltekéjében a mPFC szélesség mind medio-latero-ventralisan (F(1)=10,520, p=0,01),
mind medio-latero-dorsalisan (F(1)=5,572, p=0,03) szignifikansan csokkent, mig a bal
agyfélteke mPFC-énél nem tapasztaltunk valtozast (3./A abra). Tovabba az izolaltan
nevelkedett allatok jobb agyféltekéjének mPFC-e szignifikans teriileti csokkenést mutatott a
kontrollhoz viszonyitva (F(1)=8,460, p=0,02), azonban a bal oldali agyfélteke mPFC-ében
hasonlo eltérést nem tapasztaltunk a csoportok kozott (F(1)=0,925, p=0,05). (3./B abra).

A { —— . pray 34
MLD T, *
. =
DV .
o« / o
«—> v T 4.
Mo *
T Bregma 3.20 mm 0 .
MLV DV MLD MLV DV MLD
D Szocialisan nevelkedett (n=20) Bal Jobb
. Izolaltan nevelkedett (n=25) Agyfélteke
1,6
B —
~ C12- -
\ é
PrL z; 0,8 1
1
IL &
] - / 0,41
Breggma 3.20 0,0
Bal Jobb
Agyfélteke

3. abra A szocialisan izolalt allatoknal megfigyelhetd struktiralis valtozasok (lateralizacid), a mPFC Bregmahoz
képesti 3,20-as koronalis sikjaban. A mPFC szélessége (A) és teriilete (B). DV: dorzo-ventralis, MLV: medio-
latero-ventralis, MLD: medio-latero-dorzalis, PrL: prelimbikus kéreg, IL: infralimbikus kéreg. *szignifikans
kiilonbség a szocialis kdzegben felndtt allatokhoz képest p<0,05.

A mPFC-ben vizsgalt NeuN pozitiv sejtek szdméaban nem kiilonbozott egymastol a

szocialis és izolalt csoport (Fpa o1gar (1)=0,001, p=0,89; Fjobb oldat(1)=0,010, Pjobb oldar=0,93)
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(4./A abra). Szignifikins GFAP immunojel6lddés intenzitas csokkenést figyeltiink meg
azonban az izolalt patkanyok bal oldali agyféltekéjének mPFC-ében, a kontrollokhoz
viszonyitva, mig a jobb oldalon a csokkenés nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét
(Fbat o1dai(1)=7,559, Prai o1da=0,04; Fjobb oldal(1)=2,995, Pjobb 016ai=0,09) (4./B abra). A piramissejt
dendritikus marker SMI-32 jelolédése szignifikans csokkenést mutatott izolacid hatasara az
allatok jobb oldali agyféltekéjének mPFC-ében (Fjobb oidai(1)=4,970, Pjobb o1dai=0,03). Ezzel
ellenben a bal oldali agyféltekében nem mutatkozott meg statisztikai kiilonbség (Fpal
oldat(1)=7,559, Pral 01da=0,04) (Fpar o1dai(1)=1,88, Prar 01dai=0,18) (4./C abra). Végiil, a Lectin
immunojel616dés sem a bal (Fpal oldal(1)=0,907, Pbal olda=0,70),

A 20007 igegsejtek (NeuN) B | CliaGFAR)
E *
2 15004
o ~ 12 J
z, =
2 e
= 1000+ e
: g 8-
= S
Z S
E 500+ s 44
0 0
Bal Jobb Bal Jobb
C 1454 Dendritek (SMI-32) D 14 Mikroerek (Lectin)
& 143 _ 121
5 =107
£ 1414 SR
2 < 6 A
= 139- S
£a-
137 0
Bal Jobb Bal Jobb
Agyfélteke Agyfélteke

4. abra A szocialis izolacidé hatdsa a mPFC-ben (IL+PrL) lokalizalédé neuronok, glia sejtek, dendritek és
mikrovaszkulatira immunhisztokémiai jelolodésére a Bregmatol szamitott 3.20 frontalis sikban. NeuN pozitiv
sejtek szama (A) és GFAP immunjel6lés intenzitdas (B). A dendritikus marker SMI-32 (C) és a
mikrovaszkulatara marker Lectin (D) immunjel6lédésének intenzitdsa. IL: infralimbikus kéreg, PrL: prelimbikus

kéreg, K.E.: konvenciondlis egység, *szignifikans kiillonbség a szocialis kézegben felndtt allatokhoz képest
(p<0,05).

sem a jobb oldali agyféltekében nem mutatta a szocialis izolacio szignifikans hatasat (Fjonb

oldal(1)=4,431, Pjobb 016ai=0,36) (4./D abra).
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5.3. Az infralimbikus és prelimbikus kéreg neuronalis valtozasai agressziv interakcié
hatasara
A c-Fos aktivacio mértékének meghatarozasa soran a kezelési csoportokat (szocialisan

nevelkedett, kontroll; izolaltan nevelkedett, kontroll; szocidlisan nevelkedett, verekedo;
izolaltan nevelkedett, verekedd), valamint az allatok jobb és bal agyféltekéjét is
Osszehasonlitottuk. A vizsgalatok a mPFC két ventralis alrégiojaban, az infralimbikus ¢€s a
prelimbikus kéregben torténtek, amelyekre a Paxinos ¢és Watson féle agyatlasz [113]
koordinatakon alapuld négyzethalot fektettiink. Az igy 1étrejott cellakban kvantifikaltuk a c-

Fos pozitiv sejteket.

45, [ szocialis kontroll (nem verekeds)
40, * E Szocialis verekedd
B 120141t kontroll (nem verekedd)

E Izolalt vereked6

KJIHGFEDCBA

©CO~NOUAWNERE

Atlagos c-Fos aktivacié (sejtszam)
N
a

A B C D E F G H I J K

ABCDEFGHI JK

©CO~NOOUDRWNRE

Atlagos c-Fos aktivacio (sejtszam)

AB C D E F G H I J K
Jobb agyfélteke

5. abra A prelimbikus (PrL) és az infralimbikus (IL) kéreg idegi aktivacios valtozasai agressziv interakcio
hatdsara a Bregmatol szamitott 3.20 koronalis sikban. Az abszcisszan a PrL és az IL mediolateralis iranyban
felosztott oszlopok (A-t6l K-ig) atlagos c-Fos aktivacidja lathatd. *szignifikans kiilonbség a szocialis-
vereked6khoz képest (p<0,05), @Szigniﬁkéns kiilsnbség a szocialis kontrollhoz képest (p<0,05), “szignifikans
kiilonbség a szocialis-kontrollhoz képest (p<0,05), *marginélis kiilonbség a szocidlis kontrollhoz képest
(p<0,07).

Az egyes cellakat dorzoventralisan oszlopokba foglaltuk és ezeket mediolateralis irdnyban

reprezentaltuk (5. dbra). Az izolalt-kontroll csoport jobb agyféltekéjében szignifikdnsan
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kevesebb sejtet szamoltunk a C (F(1)=1,68, p=0,04) oszlopban, valamint marginalisan
kevesebbet a D (F(1)=2,39, p=0,07) és az E (F(1)=2,23, p=0,07) oszlopokban a szocialis
kontroll csoporthoz képest. Az izolalt-kontrollok bal agyféltekéjében nem észleltiink hasonlo
valtozast (pcp-£=0,9). A szocidlis-verekedd csoportnal a bal agyféltekében szignifikans
aktivitds novekedést tapasztaltunk a szocidlis-kontrollhoz képest az alabbi oszlopokban: B
(F(1)=0,16, p=0,05), C (F(1)=5,14, p=0,03), D (F(1)=0,47, p=0,05), E (F(1)=0,98, p=0,05), F
(F(1)=0,98, p=0,05). Ugyanezen csoportnak a jobb agyféltekéjében a B (F(1)=4,26, p=0,01)
¢s a G (F(1)=0,71, p=0,05) oszlopokban volt szignifikdns novekedés. Az izolalt verekedd
csoportnal a jobb agyféltekében a B (F(1)=6,65, p=0,03), C (F(1)=5,12, p<0,03), D
(F(1)=6,73, p<0,04), E (F(1)=5,49, p<0,03) és F (F(1)=4,19, p<0,04) oszlopokban volt
markéns emelkedés az izoldlt kontroll csoporthoz képest. A két verekedd csoportot
Osszehasonlitva, a bal agyféltekében szignifikans novekedés volt lathaté a C (F(1)=11,96,
p=0,01), az F (F(1)=3,73, p=0,01) és a H (F(1)=3,89, p=0,01) a szocidlis csoporthoz
viszonyitva. A jobb oldalon a B (F(1)=7,06, p<0,03), C (F(1)=3,83, p=0,01), D (F(1)=4,64,
p<0,03), E (F(1)=3,39, p=0,05),F (F(1)=3,42, p=0,05) és G (F(1)=0,87, p<0,04) oszlopokban
volt szignifikans novekedés (5. abra). A szocialis izolacio indukalta c-Fos aktivacios

mintazat eredményeinek reprezentativ haromdimenzids dsszegzését a 6. abra mutatja.

Kroénikus funkcié Akut valasz agressziora

6. abra Az izolaltan nevelkedett patkanyok medialis prefrontalis kérgének (mPFC) reprezentativ aktivacios
mintazata szocialis (agressziv interakcid) és nem szocialis (nyugalmi) helyzetekben. Szocialis izolacio hatasara a
patkanyok mPFC-ében nyugalmi koriilmények kozott (bal oldali abra) kronikus hipofunkcid, mig agressziv
interakcié hatasara (jobb oldali abra) akut hiperaktivalodas mutatkozik meg a szocialis kontroll allatokhoz

képest.

5.4. A Korai szocialis izolacio indukalta epigenetikai valtozasok
A DNMT1 mRNS koncentracioja szignifikansan eltért az izolalt és kontroll allatok
esetében (F(1)=7,187 p=0,04) (7. abra).
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7. abra A DNMT1 mRNS relativ valtozasa. *szignifikans kiilonbség a szocialis kozegben felnétt allatokhoz
képest (p<0,05).

6. Ertékelés

Kisérletiinkben az elvalasztds utdni szocidlis izolacid - korabbi adatainkkal
egybevagbdan - nemcsak mennyiségileg, hanem mindségileg is sulyosbitotta az agressziot.
Eredményeink szerint az izolacid csokkentette a prefrontalis kéreg méretét és a glialis és
dendritikus markerek expressziojat is, amihez egy relevans epigenetikai marker fehérje, a
DNS metiltranszferaz 1 mRNS szintjének a csokkenése tarsult.

Az elvalasztas utani szocialis izoladcid komoly valtozasokat okozott az allatok
viselkedésében. Az abnormalis agresszid a harapasok megndvekedett szamaban ¢és a
harapasok célpontjanak megvaltozasaban nyilvanult meg. A harapasok gyakran iranyultak az
ellenfél sériilékeny testrészeire (fejre, a torokra és a hasra). Ehhez az allatok szocialis
kommunikaci6janak markans zavara tarsult; a harapast ritkdn elozték meg azok a
figyelmeztetd jellegli fenyegetd viselkedések, amelyeket a kontroll allatoknal megfigyeltiink.
Paradox modon a megndvekedett szamu, sériilékeny testrészekre irdnyuld, és rosszul
elorejelzett harapas a védekezd magatartds megemelkedésével jart egyiitt, ami koros
magatartdsi mintdzatrol 4arulkodik. Kordbbi kisérleteinben a felsorolt viselkedésbeli
rendellenességeket az agressziv interakcid altal kivaltott megnovekedett glukokortikoid
stressz valasz €s szivritmus emelkedés kisérték, melyek az allatok felfokozott emocionalis és
vegetativ izgalmi szintjére (arousal) utalnak [6].

A prefrontalis kéregre vonatkozé adataink latszolag ellentmondasosak. A szocialis
izolacio strukturalis deficiteket eredményezett, ugyanakkor az agresszido soran fokozott
aktivaciot figyeltiink meg. Az els6 lelet Osszecseng human megfigyelésekkel. Agressziohoz

kapcsolodd pszichopatologias allapotokban (pl. pszichopatidban) a prefrontalis kéreg
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térfogata csokken [58, 62, 63, 114]. Erdekes modon, mind a csokkenés mértéke (ami
embernél 15% koriili), mind lateralizacidja (altalaban a jobb oldali agyféltekére terjed ki)
megfelelt annak, amit kisérleti allatainknal tapasztaltunk [58, 63, 114]. Ugy tiinik tehat, hogy
gyermekkori szocidlis elhanyagoltsag embernél, és a korai szocialis izolacid patkanyoknal
prefrontalis fejlodési deficitet okoz, ami abnormalis agressziv viselkedéssel jar egyiitt. A
prefrontalis deficit mellett kisérleti allatainknal a DNS metiltranszferaz 1 enzim mRNS szintje
is csokkent a prefrontalis kéregben, amely csokkent DNS metilacios tevékenységet sejtet.
Elképzelhetd, hogy ez a korai szocialis tapasztalat hianyanak tudhat6 be; mig a kontrolloknal
a szocidlis tapasztalat epigenetikai valtozasokat indukalt a prefrontalis kéregben, a szocialis
izolacié miatt ez nem kovetkezett be a kisérleti csoportnal. Feltételesen ez arra utalhat, hogy a
szocialis kapcsolatok ¢s a prefrontalis kéreg fejlodése kozotti kapcsolatot epigenetikai
folyamatok teremtik meg. Bar a lelet érdekes, eredményeink megerdsitésre varnak. A mRNS
valtozasokat nem mindig kovetik valtozasok a fehérjék szintézisében, ugyanakkor nem
tudjuk, hogy milyen valtozasok kovetkeztek be mas epigenetikai folyamatokban. A jelenség
tovabbi vizsgalatat elkezdtiik részben csoportunkon beliili, részben egy, az epigenetikai
kutatasban jaratos finn csoporttal valo egylittmiikodés keretében.

A szocidlisan izoladlt allatok megnovekedett, agresszido altal kivaltott prefrontélis
aktivacidja mar korabban is tapasztalt, de nehezen értelmezheté jelenség [34, 89]. Jelen
prelimbikus kéreg azon régidira lokalizalodott, amelyek koézvetlen anatomiai kapcsolatban
allnak az agresszio fo szabalyozd régidjaval, a hipotalamikus tamadasi teriilettel [77, 78].
Altalanosan elfogadott nézet, hogy a prefrontalis kéreg gatolja az agresszivitast, ami tovabb
noveli az adat értelmezésének nehézségeit. Elképzelhetd, hogy a prefrontalis kéreg projekcios
célpontjai GABAerg idegsejtek a hipotalamikus tdmadasi zéndban, igy megnovekedett
aktivaciojuk tulajdonképpen kozvetett gatlast eredményez. Ez a hipotézis azonban nehezen
egyeztethetd Ossze azzal, hogy az agresszivitds szintje novekedett a szocidlisan izolalt
allatokban. Elképzelhetd ezért, hogy a prefrontdlis kéreg bizonyos régidi — ellentétben mas
régiokkal — az agressziv viselkedés kivaltasaban és fenntartasaban jatszanak szerepet, igy a
kéreg régidinak €és neuronjainak szerepe az agresszivitds szabdlyozasaban nem egységes. Itt
bemutatott eredményeink nem alkalmasak arra, hogy eldontsik a kérdést, ezért a
tovabbiakban optogenetikai technikékat vetiink majd be a kérdés tisztazasara.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy a korai szocilis izolacid abnormalis
agresszi0 megjelenését eredményezi felndttkorban; ez a viselkedés a prefrontalis kéreg

fejlodési deficitjével jar egyiitt, amit taldn a szocialis tapasztalat hatdsait medidlé epigenetikai
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jelenségek hattérbe szoruldsaval lehet magyarazni. A prefrontalis kéreg fokozott aktivacidja
szocialis kapcsolatok sordn érdekes, de nehezen magyarazhat6 jelenség, amelynek tisztazasara

tovabbi kisérletekre van sziikség.

7. Osszefoglalé

A szakirodalom alapjan a gyermekkori szocidlis kornyezet zavarai kockézati
tényezOként szerepelnek a felndttkori abnormalis agresszidval tarsuld pszichopatologiak
kialakulasaban. A korai averziv szocialis kornyezet elfogadott laboratoriumi modellje, az
anyatol valo elvalasztas utdni szocidlis izolacid. Kutatdsunk sordn az agresszid
szabalyozasaban alapvetd szerepet jatszé medidlis prefrontalis kéreg (mPFC) strukturalis,
funkcionalis és epigenetikai hatterét vizsgaltuk izolaltan nevelkedett him patkédnyokban.
Eredményeink szerint korai szocialis izolacid hatdsara, felndttkorban abnormalis agresszid
jelent meg, melyet a tdmadéasok eldrejelzésének hidnya, szamanak emelkedése és az ellenfél
sériilékeny testrészeinek (fej, torok, has) célzasa jellemez. Immunhisztokémiai médszerekkel
kimutattuk az izolaltan nevelkedett allatoknal az mPFC térfogati, glialis és dendritikus
csOkkenését. A korai szocidlis izolacid kovetkeztében kialakuldo abnormalis agressziot az
mPFC két alteriiletének, az infralimbikus (IL) és a prelimbikus kéreg (PrL) fokozott
aktivacioja kiséri. Ezen régiok szoros anatomiai kapcsolatban dallnak az agresszio {0
szabalyozokozpontjaval, a mediobazalis hipotalamusszal, amelynek mind elektromos, mind
optogenetikai stimulacidja agressziv valaszt (harapast) indukal. RT-PCR vizsgalataink
eredménye szerint egy kulcsfontossagu epigenetikai marker, a DNS metiltranszferaz 1 enzim
mRNS expresszidja szignifikansan csokkent az izolaltan tartott allatok mPFC-ében. Igy
elképzelhetd, hogy a magatartdsi, struktiralis ¢és funkciondlis elvaltozasok mogott,

epigenetikai mechanizmusok rejlenek.

8. Szerzo6i hozzajarulas

1. Részt vettem a kisérletsorozat vizsgalatainak megtervezésében ¢és a kisérleti
protokoll elkészitésében.

2. Részt vettem a rezidens-betolakodo tesztek kivitelezésében és kielemzésében.
A perfuziot és a mikrotomos metszést végeztem.

4. Az immunhisztokémia vizsgalatokat és kvantifikalasukat, illetve az epigenetikai
vizsgalatokhoz sziikséges szovetgytijtést végeztem.

5. Részt vettem az RNS izoldlasban, az adatok elemzésében és az eredmények

interpretalasaban.
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Mindenekeldtt koszonettel tartozom témavezetéimnek, Dr. Haller Jozsefnek és Dr.
Mikics Evéanak a lehet8ségért, hogy az altaluk vezetett kutatasokban részt vehettem, valamint
hogy segitettek a tudomanyos kutatdshoz sziikséges gondolkoddsmod és képességek
kifejlesztésében. Kiilon kdszonettel tartozom kozvetlen munkatarsaimnak, Dr. Sipos
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