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Roviditések jegyzéke

ACC
CAl

DSM-3, -5

DMN
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HPA
GABA
PBS
PFA
SN

SNRI

SSRI

TBST
TERE
PTSD

anterior cingularis kéreg (anterior cingulate cortex)

cornu ammonis 1, hippokampusz

Mentalis Zavarok Diagnosztikai és Statisztikai kézikonyv 3., 5. kiadas
(Diagnostic and statistical manual of mental disorders, 3rd, 5th Edition)
alapértelmezett halozat (default mode network)

funkcionalis méagneses rezonanciavizsgalat
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (hypothalamic-pituitary-adrenal)
gamma-aminovajsav (gamma-aminobutyric acid)

foszfatpuffer s6oldat

paraformaldehid

salience network

szerotonin norepinefrin visszavétel gatld (serotonin—norepinephrine
reuptake inhibitor)

szelektiv szerotonin visszavétel gatlo (selective serotonin reuptake
inhibitors)

0.01 M Tris*HCI, 0.1% TritonX-100, pH 7.4 Tris puffer oldat
tobbszords emlékezeti rendszer elmélet

poszttraumas stressz zavar (post-traumatic stress disorder)



1. Bevezetés
1.1. A poszttraumas stressz zavar (PTSD)

A torténelem sordn szamos névvel illették azt a jelenséget, mely egy sulyos traumat vagy
¢letveszélyes eseményt kovetden az egyének nehezen tudtak, vagy nem is sikeriilt nekik
visszatérniiik a normalis, hétkoznapi életiikbe. A 80-as évek elején a Mentdlis Zavarok
Diagnosztikai és Statisztikai kézikonyv 3. kiadasban (DSM-3, [1]) ezt poszttraumas stressz
zavarnak (PTSD) nevezték el, mely el6szor a szorongasos zavarok kozé tartozott, majd késobb
a traumaval ¢és stresszorral dsszefiiggd pszichiatriai korképek kozé soroltak (DSM-5, [2]). A
stressz kiilonbozé formakban jelenik meg mindennapi életiinkben. Egyes kutatasok szerint, a
tarsadalom akar 90%-a is atél élete soran legalabb egy traumat [3], azaz haldlos, tényleges
veszElyt, szexudlis erdszakot, vagy tobbszords traumatikus eseménynek valo kitettséget. Habar
a traumatikus eseményt atéltek tobbsége a traumat kdvetd hatasokbdl felépiil, a traumat atéltek
évekig is tartosan fennmaradnak a PTSD-ként diagnosztizalt tiinetek. Ezt a csoportot nevezziik
veszélyeztetett, sériilékeny populacionak. A PTSD diagnosztikai kdvetelménye a traumatikus
esemény atélése, szemtanlsaga, vagy valamelyes kitettségét kovetden a zavarral kapcsolatos
valamennyi tiinet tapasztaldsa. Ezen tiinetegylittesek koz¢é tartoznak az intraziv gondolatok
(rémalmok, a traumaro6l betoré emlékképek, gondolatok), elkeriilld0 magatartas (személyek,
helyszinek elkeriilése, amely a traumara emlékeztetik az egyént), traumaval kapcsolatos fobb
emlékekrdl valé megfeledkezés, negativ hangulat, gondolkoddsmdd (példaul a trauma
kialakulasa miatti Onhibaztatds, szocidlis izolacid, masoktol vald elhatarolodas), valamint

fokozott izgatottsag ("hyperarousal’, rossz alvasi mindség, koncentracios zavarok)[2].

Epidemioldgiai vizsgalatok korabban demonstraltak, hogy a PTSD kialakuldsa néknél
magasabb, valamint egyéb mentalis zavarokkal (szorongas, depresszid) vagy szerfliggdséggel
komorbid lehet [4][5]. Szintén fontos kiemelni, hogy az ¢élethosszig tart6 PTSD
prevalenciajaban is jelentds kiilonbségek van nemenként (férfiakban 6,2-8,2%, mig nékben
20,9% [6]), illetve a trauma tipuséban (természeti katasztrofa tuléléi kozott kialakult PTSD 5-
10%, mig példaul szexudlis erdszak dldozatai kozott ez az arany akar 40% felett is lehet [7]).
Mindezen kiviil a PTSD kialakuldsanak kockazatidt novelheti szamos, a traumat megel6z6
egyéb tényezO0 is [8]. Epigenetikai vizsgalatok kimutattdk, hogy korai gyermekkori
elhanyagolas, vagy trauma 4télése jelentdsen befolyasolja az egyén stresszorokra adott valaszat,
amely a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA) tengely abnormalis miikodésében jelenik

meg [9]. A HPA tengely megvaltozott mitkodése a hippokampusz gliikokortikoid receptorainak



gatlasaval torténik meg. Mind ragesalo, mind human tanulményok alatamasztottdk, hogy ez a
nem megfeleld HPA tengely regulacidhoz, hosszutavl stresszvalaszhoz vezet, amely
megfigyelhetd PTSD-vel diagnosztizalt paciensekben is [10]. Teljes genom-asszocidcios
vizsgalatok (GWAS) ramutattak, hogy tobb gén (példaul szerotonin 2A receptor gén [11],
FKBP5 [12]) polimorfizmusai is szerepet jatszhat a PTSD kialakitdsaban. Ezen kiviil mar
meglévo pszichidtriai zavarok, haboras tapasztalatok, vagy akar az iskolazottsag is hatassal
lehet a sériilékenységre [8, 13]. Noha jelen dolgozat ezen kérdésekre, faktorokra nem tér ki,
hipotézisiink szerint mindezek megjelennek a molekularis hattér, illetve a halozati mikodés

kiilonbségeiben is, amelyek vizsgalataink fokuszaban alltak.

1.2. A PTSD-t érinto neurobiologiai halozatok

A tobbszoros emlékezeti rendszer elmélet (TERE) szerint a kiilonb6z6 tanulassal €s
emlékezéssel kapcsolatos rendszereket egymassal versengd vagy egyiittmiikodd
alrendszerekként kezelik [14], ezért komplex viselkedési folyamatoknal lehetéség szerint
érdemes arra torekedniink, hogy a résztvevo agyi régiok koordinalt mitkddését vizsgaljuk az
eseménnyel kapcsolatban. Ez az elmélet ramutat a  kiilonbozd  agyrégiok
memoriafolyamatokban betoltott szerepeire, példaul a hippokampusz szerepére a térbeli
tanulasban és epizodikus memoridban [15, 16], a kisagyéra a reflexes mozgasokban, vagy a
stridtumeéra, a habitusok elsajatitasaban [17]. A PTSD fobb tiinetegytittesei (a negativ hangulat,
az elkeriild gondolkodasmad, a traumaval kapcsolatos emlékek betdrése, a heves reakciok és
tulzott izgatottsag) visszavezethetdek olyan tartos szerkezet- és/vagy funkciobeli valtozasokra,
amely a félelmi tanulas sériilésében, azaz a félelmi generalizacid zavardban nyilvanul meg. A
félelmi tanulas egy jo példaja a TERE-nek, hiszen egy neurobiologiailag dsszetett folyamatrol
van sz0, szamos szereplovel, melyek pontos miikdodése sokszor tisztazatlan. A nem megfeleld
félelmi valasz a ratermettségre (fitnessre) is hatassal lehet, hiszen egy rosszul felmért vagy
kivitelezett valaszreakcio kritikusan befolydsolhatja az egyed életbenmaradasi esélyeit. Ezért
nagy jelent0séggel bir, hogy a félelmi vélasz kialakuldsaért felelds félelmi agyi halozat
evoluciosan egy gyors ¢és plasztikus rendszerré fejlodott, ami faj-specifikus védekezésekben is
megnyilvanul [18]. Rose és Schulkin szerint a félelmi vélaszok (példaul vérnyomas
novekedése, emelkedett szivverés szam, dermedési reakcid) funkciondlisan adaptiv viselkedési
valaszok, amelyek valamilyen vészhelyzetben segitenek az egyednek a megfeleld védekezés
kialakitasaban, ezzel segitve az életveszélyes helyzetek, illetve az azzal jard sériilések
elkeriilését [19]. A generalizacid ezen kiviill szamos kiilsé tényezon alapszik, mint példaul a

stimulusok tipusdn és intenzitasan [20], kora-életkori stressz hatasokon [21], valamint a



kornyezeti elemeken [22]. Mivel sosem torténik két ugyanolyan esemény ugyanolyan
koriilmények kozott, ezért fontos, hogy a generalizacié nem csak a multbeli eseményekhez
hasonld jelzések elkeriilését szolgalja, hanem azok kiegészitésével a jovObeli potencidlis
veszélyekre is felhivja az egyén figyelmét. Bar a generalizdcionak meg vannak a maga eldnyei,
a tulgeneralizalas, vagy a félelmi valasz altalanositdsa mar maladaptiv, az egyén mindennapi
¢letét nehezitheti meg, amikor a veszélyre nem jellemzd ingerekre a szervezet potencialis
veszélyként reagal. Ezt a félelmi héalézatnak a talstimuldlasaval éri el a szervezet, olyan
agyteriiletekre hatva, mint példaul az amigdala. Az amigdala egy, az érzelmi feldolgozason
kiviil, a megfeleld6 megkiizdési valasz kialakitdsdban is részt vevd teriilet [23]. Human
funkcionalis magneses rezonanciavizsgalatokban (fMRI) az amigdala thlzott aktivitasat
figyelték meg PTSD-s emberekben [24], mig a csokkent aktivitasat a PTSD-vel szembeni
rezilienciaval hoztdk Osszefliggésbe [25]. Mas kutatdsok az anterior cingularis kéreg (ACC)
aktivitasaval is foglalkoztak, mely a basolaterdlis amigdaldval kdlcson hatva vesz részt a
velesziiletett félelmi reakciok, illetve kondicionalt félelmi valasz kialakitasdban [26]. PTSD-s
betegekben az ACC-t humian MRI vizsgalatok szintén Osszefiiggésbe hoztdk a
pszichofiziologiai félelmi vélasz kialakitasaval (csokkent caudéalis ACC térfogat fenyegetettség
érzékenységet, valamint fenyegetésre erdsebb félelmi valaszt valt ki; [27]). Tobb vizsgalat
fokusza a prefrontélis kéreg (PFC) szerepére iranyult, amely egyéb funkcidi mellett fontos
szerepet jatszik az érzelmek feliilrdl lefelé irdnyuld szabalyozasaban, a viselkedésben, a
gondolkodasban [28], és sériilései, 1€zidi révén a koncentracid, figyelem Osszpontositds
képességét rontja [29, 30]. Nem megfeleld szabalyozéasa fokozott ingerlékenységet [31],
meggondolatlan viselkedést eredményezhet [32], vagy a valds események €s a visszatérd
emlékek alacsony hatékonysagu megkiilonboztetését okozhatja [33]. A PFC abnormalis
mikodése is megfigyelhetd PTSD-s egyénekben. Példdul Hayes és munkatdrsai meta-
analizisiikben PTSD-vel diagnosztizalt személyeknél csokkent prefrontalis kérgi aktivitast

mutattak ki [33].

1.3. A PTSD terapias lehetéségei és kutatasa

A PTSD egy komplex pszichiatriai korkép, melynél szdmos neurobiologiai rendszer
érintett. Bar a PTSD patogenezisével szamos kutatds foglalkozott [34], sajnos kevés olyan
gyogyszerészeti lehetdség van, amely altalanos kezelésre alkalmazhaté lenne. Jelenleg
elsdsorban antidepresszansokat (pl: szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (SSRI) és szerotonin
norepinefrin visszavétel gatlok (SNRI)) haszndlnak a PTSD kezelésére, de mas rendszereket,

mint példaul a glutamaterg és adrenerg rendszereket, valamint a HPA tengelyt érintd tiineteket



is célba vevl gydgyszerterapidkat is javasolnak [35]. Példaul felhasznaljak a
benzodiazepineket, amelyek a GABA-A receptorok modulacioja révén fejtik ki hatasukat, ezzel
a PTSD szorongésos tiineteit megcélozva. Ugyanakkor mind a benzodiazepinek, mind mas
szorongasoldo szerek hatékonysaga erdsen vitatott [36]. Noha a fenti szerek bizonyos esetekben
hatékonyak, sok terapia-rezisztens eset miatt a gydgyszeres kezelés kérdése a mai napig nem
megoldott [37, 38]. Emiatt a korkép pontosabb megértése, valamint a hatékonyabb gyogyszeres
kezelési modok megtaldlasa kiemelt fontossdgi. Fontos megjegyezni, hogy a
gyogyszerterapiadk mellett a kiilonféle pszichoterapidk hatékonysagat kognitiv viselkedés
terapiaval (pl. expozicios terapia) lehet fokozni [39], mely sordn a pacienseket egy biztonsagos
kornyezetben, fokozatos szorongdsoldassal ujra kiteszik az atélt trauméra emlékeztetd
szituacionak, igy a szorongds és azt kisérd elkeriild viselkedés csokken a kioltddas révén

(biztonsag Gjratanulésa).

Ez a PTSD paradigma allatkisérletekkel jol modellezheté a félelmi kondicionélas
hosszatavi verzidjaval tobb szempontbol is: (1) a PTSD magvat egy kontextudlis félelmi
kondicionalas adja, ahol a maladaptiv magatartas (PTSD) lényegét a biztonsadgos kornyezetben
fellépo és nem kiolthatd félelem adja, (2) a hosszutavu progressziv- perzisztalo félelem, annak
generalizalddasa, kioltddasa jol mérhetd, manipuldlhatod, igy sériillékeny alpopulacidk
azonosithatéak. A PTSD jobb megértésének tehat elengedhetetlen elemei a kiilonb6zo
allatmodellek, melyek segitségével a zavar pontosabb mechanizmusat tudjuk feltarni, valamint
a klinikumnak potencidlisan 1) gyogyszercélpontokat jeldlhetiink ki. Réadasul mindezek
longitudinalis médon végig kovethetdek a mechanizmusok vizsgalataval egytitt, példaul az agy
fMRI vizsgalataival. Mivel a PTSD-t rendkiviil sokféle trauma valthatja ki (fizikalis és/vagy
érzelmi), figyelembe véve az eltéré genetikai hattereket, valamint a tiinetek heterogenitasat,
teljes korképet lefedd allatmodell 1étrehozasa szinte lehetetlen, ezért inkabb a betegség egyes
aspektusait demonstrald6 modellekrél beszélhetiink [40]. Ezen modelleknek szamos
kritériumnak meg kell felelniiik a transzlalhatosag szempontjabol: (1) a tlinetek hossza ideig
fennmaradjanak (példaul a traumat vagy stresszhatdst kovetd tobb héttel is mérhetd legyen az
adott félelmi valasz), (2) tobb valtozot is mérjen a robosztussag miatt, (3) a mért hatds mas
laborokban, azonos koriilmények kozott reprodukalhatd legyen, valamint (4) olyan sulyos
stresszorral rendelkezzen, amely az allat szamdara elkeriilhetetlen, elére nem jelezhetd, és
utdnozza a PTSD-vel kapcsolatos trauma aspektusait [41]. Mas allatmodellekkel szemben (pl.
ragadozo stressz, egyszeri hosszantarto stressz, korlatozo stressz, vagy elére nem josolhato

stressz) a dolgozatban hasznalt kontrolldlhatatlan ldbsokk modell rendelkezik a felsorolt



elényokkel és validabb allatmodellnek tekinthetd, laborunk vizsgalatai szerint is, ezért esett
valasztasunk erre a paradigméra [40]. Mivel a félelmi emlékek és traumara adott valasz
szervezddése szamos agyi struktirdhoz kotddik, igy fontos lenne elfogulatlan (Cunbiased’)
modszerek alkalmazasa a PTSD-ben torténd elvaltozasok megértésére is. A teljes agyi
térképezéssel kapcsolatos vizsgéalatok csak az el6z6 években megjelent volumetrids agyatlaszok
publikalasa utan indultak kibontakozasnak [42, 43], hiszen rendkiviil fontos, hogy az adatok
feldolgozasa sordan a lehetd legpontosabban torténjenek az anatomiai kijelolések [44]. Bar
szamos eszkoz rendelkezésre all az ilyen vizsgalatok kivitelezésére, a legtobb Osszetett
programkodokhoz kotott, legtobbszor grafikai feliilet nélkiiliek és a legtobb egy-egy
kutatocsoportnak a sajat programja. Ezt a problémat kivanja orvosolni az EBRAINS
konzorcium 4ltal fejlesztett és fenntartott nyilt kutatdsi infrastrukturakat tamogatd platformja

(https://www.ebrains.eu), valamint Puchades és munkatarsai altal fejlesztett volumetrikus

atlaszadatokhoz torténd illesztéseket és régidalapu kvantifikaciokat eldsegitd eszkozok,

amelyek nagyban segithetik az egységes teljes agyi képelemzéseket [44].

2. Célkitiizések

Dolgozatomban a PTSD félelem generalizacid zavardnak teljes agyat lefedd
elfogulatlan, komplexebb vizsgalatat tliztiik ki. Kutatdcsoportunk korabbi eredményei alapjan
jol elkiilonithetiink sériilékeny ¢és ellendllé populaciokat patkany PTSD-modellben, félelmi
kondicionalas soran. Ezen csoportok agymintainak elemzésekor a kovetkezdkre voltunk
kivancsiak: 1) a kontextudlis félelmi kondiciondlast kovetd hosszutavu félelmi generalizacid
soran, mely teriileteken mutatkozik agyi aktivitasbeli kiilonbség a PTSD-szerli tlineteket
produkald (sériilékeny) €s azokat nem mutatd (ellenalld) populaciok tagjai kozott, mely
magyarazza a félelmi generalizaci6 variabilitasat, és 2) milyen Osszetett halozatbeli eltérések

kisérik a sériilékenységet?

Ezen kérdések megvalaszoldsat a csoportunkban mar alkalmazott szoftverek (QuickNII,
VisuAlign, ilastik és Nutil) segitségével végeztiik el a mikroszkopos képek modositasaval,
feldolgozasaval, majd az akut neuronalis aktivitast jelz6 c-Fos marker kvantifikalasaval a fent

emlitett sériilékeny és ellendllo patkany populaciok esetében.


https://www.ebrains.eu/

3. Anyag és Modszer
3.1. Allatok

Akisérletekben 26 feln6tt (100-150 napos, csoportonként 8-9) him Long Evans patkanyt
hasznaltunk fel két kohort alkalmazasaval. Az éllatokat négy egyedbdl allo csoportokban
tartottuk, forditott napszak ciklusban (lampak 07:00-kor kapcsolodtak le, 19:00-kor
kapcsolodtak fel). Az allattarto, illetve a kisérleti helyiségekben a hémérséklet 22 + 2 °C, mig
a paratartalom 60 + 10% volt. Az éallatoknak ad libitum mddon volt taplalék és viz biztositva.
A kisérletek az eurdpai unios iranyelveknek megfelelden keriiltek kivitelezésre, melyet a
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet Allatjoléti Tandcsa hagyott jova. Az allatkisérleti

engedély szdmunk: PE/EA/874-5/2020.

3.2. Kisérleti terv

Az allatokon félelmi kondicionalast végeztiink adott kontextusban, majd teszteltiik a
félelmi eléhivasukat, ami a kdvetkezdképpen zajlott: az elsé napon kontrollalhatatlan ldbsokk
sorozatnak tettiik ki az allatokat egy adott kontextusban (’A’ kontextus, 1A. abra bal oldal). 28
nappal késobb az allatokat az *A’ kontextusba helyeztiik vissza, majd a kovetkezé két napon
egy Uj (megvaltoztatott taktilis, vizudlis és olfaktérikus ingerek), ugy nevezett biztonsadgos
kontextusba ("B’ kontextusba) helyeztiik az allatokat (1A. 4bra jobb oldala). Irodalmi adatok
alapjan az allatok altal mutatott félelmi valasz, a dermedés, az allatok bels6-félelmi allapotanak
egy megbizhat6 jelzdje [45], igy a félelmi generalizaciot és kioltddast a dermedés szazalékos
aranyaval meértiik. 90 perccel az utolsé tesztet kovetden mélyaltatdsban perfundaltuk az
allatokat (1A. 4&bra jobb oldala), majd ezt kovetden a szdvetmintdkat fixaltuk és
immunhisztokémiai eljarassal jeloltiik a c-Fos fehérjét (1B. 4bra). Ezt kovetden a kirakott
szeletekrél mikroszkdopos képeket készitettiink, majd képfeldolgozasi és elemzési 1épések

segitségével teljes agyi feltérképezést végeztiink el rajtuk (1B. 4bra).

3.3 Magatartastesztek
3.3.1. Kontextualis félelmi kondicionalas

A kisérleti allatokat egyszeri kontrollalhatatlan 1absokk sorozat érte 50x50x50 cm-es
plexi dobozokban jellegzetes *A’ kontextusban: fém racs aljzat, erds fény, csikos oldalfalak,
alkoholos torlés. A sokkolast megeldzte két és fél perc habituacio, mely a kontextualis kodolast
segiti, majd tiz darab 2,4 mA erdsségli labsokkokat kaptak az allatok 5 perc alatt. Egy sokk 1
masodpercig tartott, két sokk kozt eltelt 1id6 30 masodperc volt, a sokk impulzusok szaggatottak

voltak (10 msec pulzus, 20 msec sziinet) az artalomhatas elkeriilése végett (tkp. pszichés



stresszor). Az allatok félelmi valaszat a dermedéssel toltott id6 szazalékos aranyaval

jellemeztiik.
A)
AU 2
1 nap 90 perc Perfuzios
r 14
.y fixalas
0. nap 28. nap 29. nap 30. nap
Félelmi Kondicionalt Biztonsagos Biztonsagos
kondicionalas kontextus kontextus kontextus
(A kontextus) (A kontextus) (B kontextus) (B kontextus)

AN
L Pand

oe S i v

———

Immunhisztokémia Képek manipulildsa Illesztés és Szegmentals Kvantifikalas és
korrekcio képi analizis 1.

abra: A munkafolyamatok szemléltetése. A) A 0. napon félelmi kondicionaltuk az allatokat, majd 28 nappal
késobb a kondicionalt *A’ kornyezetbe helyeztiik vissza dket. Az ezt kdvetd 2 napban egy biztonsagos 'B’
kornyezetbe helyeztik az 4allatokat, majd az utolsé teszt utan perfundaltuk oOket. B) A fixdlas utan
immunhisztokémiai jelolést végeztiink (kék: Hoechst, fehér: c-Fos). Ezt kovetden mikroszkopos képekként
rogzitettiik a jeleket, ahol sziikséges volt, korrigaltuk a metszetek elhelyezkedését és egy patkany 3D referencia
atlaszhoz illesztettiik azokat. Az illesztéssel parhuzamosan szegmentaltuk a képeinket majd analizaltuk Oket

azonositott egységenként.

3.3.2. Kontextualis félelmi el6hivas és kategorizalas

28 nappal a kondicionalast kovetden visszahelyeztiik az allatokat az A’ kontextusba,
ellenben ez 1d6 alatt nem kaptak labsokkot. Ennek a célja az allatok félelmi memoriajanak
tesztelése (kontextudlis félelmi eldhivéas) volt. Ezt kovetd két napon az éllatokat egy uj,
biztonsagos kornyezetbe helyeztiik (50x50x50 cm-es plasztik doboz, fehér aljzat, csikos
oldalfalak, szappanos vizzel torténd tisztits, voros fényben — B’ kontextus), mely sordn a
félelem generalizaciojat és félelmi kioltodast mértiik 20 percen keresztiil, szintén a dermedéssel
toltott idO szdzalékos aranyéaval. A B kontextusokban mért dermedési arany atlaga alapjan az
allatokat csoportokba soroltuk, ahol a populécios értékek also és felsd 25%-aba tartozo allatokat
ellenalloként és sériilékenyként definidltuk. Ezen kiviil nem sokkolt kontroll csoportot is

alkalmaztunk, melyet nem ért labsokk az els6 napon, azonban minden tesztben részt vettek.

3.4. Perfuzio és metszés
A masodik B kontextus teszt utdn 90 perccel az allatokat mélyaltattuk hasiiregbe

injektalt ketamin-xylazin-pipolphennel. A mélyaltatasban levo allatok mellkasat feltartuk €s bal
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szivkamrajukba egy kaniilt helyeztiink. Ezen keresztiil fiziologids foszfatpuffer sdoldattal
(PBS) tavolitottuk el az allatok szoveteibol a vért, majd 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal
fixaltuk azokat. A metszetek készitését megel6zden a mintdk 24 orara 30%-os szachar6z
tartalmu krioprotektiv PBS-be keriiltek, melynek célja a fagyasi sériilések elkertilése volt. A
mintakb6él 30 pm vastagsdgu korondlis metszeteket készitettlink szanka-mikrotom

hasznalataval. A metszést kdvetden a metszeteket fagyalloba helyeztiik és taroltuk -20° C-on.

3.5. Immunhisztokémia és mikroszkopia

A kutatdsunkban vizsgalandd sejtpopuléciok megjelenitéséhez immunhisztokémiai
jelolést alkalmaztunk. A modszer soran az altalunk valasztott célgén altal kodolt fehérje ellen
termeltetett ellenanyagokkal jeloltik meg (elsddleges, primer ellenanyag), melyeket az
elsddleges jelold ellen termeltetett antitestekkel jeloltiink meg (mésodlagos, szekunder
ellenanyag), amikhez konjugalt fluoroférok kapcsolédnak. Az altalunk vizsgalni kivant
célfehérjék és a felhasznalt ellenanyagok a kovetkezok voltak: c-Fos; elsddleges ellenanyag
tengeri malacban termeltetett anti-c-Fos IgG (Synaptic Systems, 226004, 1:5000), méasodlagos

ellenanyag szamarban termeltetett anti-egér IgG konjugalt Alexa647-tel (Jackson

ImmunoResearch, 706-605-148, 1/500); sejtmagjeldlésére Hoechst 33258 reagenst hasznaltunk
(2. abra).

2. abra Reprezentativ epifluoreszcens mikroszkopos felvétel az altalunk jelolt célfehérjék jelolésérdl (kék:

Hoechst, fehér: c-Fos).

Az immunjeldlés a kutatocsoportban kordbban hasznalt protokoll szerint tortént [46].

Roviden: szabadon tsz6 metszetekkel dolgoztunk, amiket haromszor mostunk at 0.01 M
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Tris*HCI, 0.1% TritonX-100, pH 7.4 oldattal (TBST). Minden tovabbi mosas TBST oldattal
tortént és egy mosds 5 percig tartott. A 3 mosast kovetden 10 mM 90°C-os pH 6.0 natrium
citratos oldatban tartunk fel 15 percig, majd haromszori TBST mosast kdvetéen 5% normal
szamar szérumos (Jackson ImmunoResearch, UK) TBST oldattal blokkoltuk az aspecifikus
kotohelyeket 1 6ran at, majd ugyanilyen blokkol6 oldatba oldottuk az elsddleges ellenanyagot
¢s inkubdltuk a mintdkat éjszakdra, szobahén. Madasnap, hdromszori mosas és egy Oras
blokkolast kdvetden, a masodlagos ellenanyagok 1:500 higitasu oldataban inkubaltuk egy orara
a metszeteket. Hirom mosas utan a metszeteket felhuztuk targylemezekre és Mowiol4-88-cal
(Merck) fedtiik azokat. A metszeteket Panoramic MIDI II automatizalt fluoreszcens slide
szkenner mikroszkép (3DHISTECH, Magyarorszag) segitségével tettilk lathatova és
digitalizaltuk azokat.

3.6. Teljes agyi feltérképezés

3.6.1 Képek elokészitése
Ahhoz, hogy egy referencia atlaszhoz vald illesztés megfeleldé mindséggel ¢€s

pontossadggal torténjen, az eredeti metszetképeken sziikséges bizonyos szerkesztéseket
elvégezni. Ezen szerkesztések célja, hogy a metszeteink orientacidja konnyebben
megfeleltethetd legyen az atlaszképekhez és ne az illesztést kovetden torténjenek meg a
modositasok. Ennek fliggvényében haromféle modositast hajtottunk végre a képeken: 1)
Illesztés: bizonyos metszetek 2 részbdl allnak (példaul a corpus callosumtdl anterioran
elhelyezkedd részek) és egymadstol tavolabb keriiltek felhtizdsra, igy ezeket az atlasznak
megfelelden egymdas mellé helyezziik (3A é4bra); 2) Forgatas: szintén tobb részbdl allo
metszetek esetén, amennyiben a metszetek dorso-ventralis sikjai nem parhuzamosak (3 A abra);
3) Forditas: metszetfelhuzas esetén eléfordulhat, hogy sorrendbe helyezés kozben egy-egy
metszetnek nem ugyanazt a felét fektetjiik a targylemezre, igy ezeket a képeket tiikrozziik a
dorso-ventralis tengely mentén (3B abra); 4) Vagas: a metszetek valogatasa soran néha nem
ugyanazt a sikot tartalmaz6 darabok lettek felhasznalva egy szeletként; ezeket azonositottuk, a
képeket szétvagtuk és a kapott képek 1j azonositot kaptak (3C abra). Az illesztést, forgatést és
forditast Fiji-ben, mig a vagast Gimp programokban hajtottuk végre félig automatizalt

munkamenetekkel.
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A) Eredeti Illesztett Forgatott

Vagott 2.

O) Eredeti Vagott 1. Vagott 3.

szeparalasarol a késobbi pontos atlasz illesztések elérése végett.

3.6.2. Illesztés
A QuickNII egy neuroinformatikai eszkdz, amely lehetdvé teszi kétdimenzios (2D)

metszetek haromdimenzios (3D) referencia atlaszhoz (Waxholm Space Sprague Dawley
patkany agy atlasz [47]) valo illesztését. A program eldnye, hogy az illesztés soran direkten,
interaktivan a beépitett atlasz megjelenitését szerkesztjiik, hogy az minél tokéletesen
illeszkedjen a sajat metszetlinkhdz, igy az altalunk hasznalt képek valtozatlanok maradnak. A
program az eredeti képek aranyosan csokkentett valtozatait hasznalja az illesztés soran, de a
késdbbiekben az adott aranyokkal rendelkezd barmilyen képekhez felhasznalhato (pl az eredeti,
teljes méretll képekhez, vagy az azokon végzett, de a képek méretét nem befolyasold
modosulatokhoz). A referencia atlasz dorsoventralis (DV) és mediolateralis (ML) valamint
rostrocaudalis (RC) sikokhoz tartozo értékeket is tudjuk moédositani (sikok dontése, horizontalis
¢és vertikalis méretezés), ezaltal leképezve az egyedi valtozatossagokbol és a kisérlet
kivitelezésébdl adodo variabilitast. Az illesztéseket az anatomiailag konnyeben illeszthetd
metszetekkel kezdtiik (amik jol azonosithatd strukturdkat tartalmaztak, mint a kiilonféle
fehérallomanyok, komisszurdk vagy a hippokampusz), ugyanis a program az egyes mentett
képek utan a metszetek kozott uniform tavolsagot feltételezve megbecsiili a kozbeesd szeletek
pozicidit, igy a felhasznalot segiti egy linearis becsléssel. Az eredmény egy egyedi atlasz

képekbdl allé sorozat, amely megfeleltetheté az altalunk beolvasott metszeteknek, illetve a
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transzformécios vektorokat (u, o, v) tartalmazdo XML f4ajl, amely az eredeti referencia
atlaszképek modositott helyzeteit kodolja. Az illesztéses eljaras Puchades ¢€s tarsai altal késziilt

utmutato6 alapjan torténtek és a QuickNII 2.2 verzidjat hasznaltuk hozzé [44] (4.4bra).

A)

4. abra: QuickNii altal végezhetd illesztéses folyamat. A referencia atlaszban (A) megkeressiik azt a sikot, melyre

a metszetiink (B) a legjobban illeszkedik, majd a végeredményt (C) kiexportaljuk.

3.6.3. Korrekcio

Bar a QuickNII egy kivald eszkdz a metszeteink referenciaatlaszhoz valo illesztésére,
pl. a perfuzidkor fellépett miitermékek meglétét (pl. agykamrai tdgulatok), a felhtizassal bevitt
torzitast vagy az egyéni anatomiai variabilitast nem feltétleniil képes teljesen leképezni. A
VisuAlign egy olyan eszkdz, amely segitségével referencia atlaszra illesztett metszetek
koordinatait tudjuk nem linedrisan finomitani. Fontos, hogy ha térbeli elemzést végziink, az
adatainkat egy térbeli koordinatarendszerre tudjuk illeszteni, hiszen nagy pontossaggal kell
eljarnunk az anatdémiai hatarok meghtuzasakor. A VisuAlignt az imént emlitett problémak
kikiiszobolésnek céljabol hoztak 1étre (https://github.com/HumanBrainProject/VisuAlign). A
program a QuickNII-altal generalt atlaszfijlokkal dolgozik. Végighaladva az adott agyhoz
tartoz6 egyes metszeteken a nem megfeleld régiohatarokat egyenként illeszthetjiik. A
korrekciokat befejezve eredményiil a finomitott illesztés koordinatait kapjuk meg egy j .xml

vagy .json fajlként. Ezen kiviil a programmal kiexportalhatunk olyan jelentést, amely megadja,
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hogy atlagosan mennyi pixelt érintett a nem-linedris transzformalés, illetve a QuickNII
kimenete hany szazalékban kiilonbozott a nem-linedris modositasoktol, ahol a legjobb eset az

egyezés (100%) (5. abra).

5. abra: VisuAlign program kezel6feliilete. Az egyes metszeteken QuickNii-bol exportalt atlaszképekbdl exportalt
anatomiai teriiletek hatarai lathatdak nemlinearis korrekcio el6tt (zold) (A), és utan (B). A nemlinearis illesztés

esetén a kék keresztekkel jelzett pontok mentén igazitjuk az anatomiai hatérokat.
3.6.4. Szegmentalas

Szegmentalasnak nevezziik azt a digitalis képfeldolgozasos folyamatot, mely sordn egy
kép tobb szegmensre, esetlinkben tobb objektumra, oszlik fel. A mddszer célja, hogy komplex
képeket leegyszertsitsiink, ezaltal azok konnyebben értelmezhetdvé vélnak. Pontosabban
minden pixelhez, pixelhalmazhoz rendeliink egy értéket és késobb ezeket az értékeket
Osszegezziik, majd elemezziik. Ehhez az ilastik nevli programot hasznaltuk. A program egy
feliigyelt gépi tanuldsos paradigman alapszik, mely sordn a felhasznald egy reprezentativ
mintan tanitja a programot az objektumok (esetiinkben a Hoechst, c-Fos+ sejtek, illetve hattér)
klasszifikalasara (6A. abra). A kapott eredményt kovetden eldonthetjiik, hogy kivanunk-e
modositani azon (azaz tobb sejt vagy hattér kijelolésével) vagy azzal megelégedve az egész
mintara kiterjesztve analizaljuk a képeket (6B. abra). A tanulasi folyamat soran a program tobb
visszajelzést is ad szamunkra, példaul egy Un. bizonytalansagi térképpel (uncertainty map),
amely a felhaszndlo altal megadott bemenetek alapjan nem egyértelmiien tudja a program

eldonteni az objektumok identitasat, igy tovabbi kijelolésekkel tanithatjuk az algoritmust. A

program részletes leirasa a referenciaban talalhato [48].
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6. abra: Az ilastik programban jeldlt hattér (kék) és c-Fos+ sejtek (sarga) a program tanitasa el6tt (A) és utan (B).

3.6.5. Kvantifikalas, képi analizis

A szegmentalt objektumaink régionkénti analizisét a nutil nevll szoftver Quantifier
funkcidja segitségével végeztiik [49]. A program lIényegében egy feldolgozasi folyamat, mely
soran pontos leird statisztikat generalhatunk, ami tartalmazza az objektum-adatainkat és
koordinatainkat, valamint az adott koordinatahoz parositott térkép-adatokat is. Az analizishez
vizsgalati egységenként (4llatonként) csoportositjuk a szegmentalt mikroszkopos képeinket, az
azoknak megfeleltethetd egyedi térképfajlokat, illetve a kétféle fajltipus kozotti informacios
kapcsolatot tartalmazo .xml fajlokat. Az analizis a nagy adatmennyiség miatt rendkiviil
erdforras és iddigényes, annak végén allatonként tobb szoveges f4jlt kapunk, amik tartalmazzak
az objektum-adatokat régionkénti és metszetenkénti bontasokban. Az adatok feldolgozasahoz
¢s analiziséhez ezeket az értékeket elobb allatonként 6sszevontuk, majd 1étrehoztunk egy teljes,

crcr

Osszehasonlito vizsgélatokat ezzel az adatszettel végeztiik (7. dbra).

3.7. Statisztikai elemzés

A kapott adatokat R statisztikai kornyezetben elemeztiik. A normalitds fennallasat
Shapiro—Wilk teszttel, a szoras homogenitasat Brown-Forsythe teszttel ellendriztiik. A félelmi
generalizacid  Osszehasonlitasakor  két-mintas  t-probat, illetve ismételt méréses
varianciaanalizist alkalmaztunk. Az analizisiink soran az Osszetett teljes adatszettben talalhato
objektumszam-értékek nem idealisak az allatonkénti és csoportonkénti Gsszehasonlitasok
szempontjabol. Az egyenldtlenségek adodhatnak egyrészt mintavételezési kiilonbségekbdl (bar
mindig torekedtiink lehetéleg ugyanazokat az egymasnak megfeleld metszési sikokat hasznalni,

ez gyakorlatban pontosan nem kivitelezhetd), masrészt folyamatbeli eltérésékbdl (festési
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reakciok kozotti variabilitas). Mivel a régionkénti objektumszam mellett régionkénti teriileti
adatokkal is rendelkeztiink, ez lehetdvé tette az egységenkénti objektumsiiriiség szamitasat. A
kovetkezd 1épésben a siirliségi értékeket felhasznalva az 0sszes vizsgalt allat tekintetében
megallapitottuk, melyek az aktivitds szempontjabol legkevésbé variabilis régiok, majd azokat
felhasznalva (legalacsonyabb F és H értékek), és beldliik allatonkénti atlagos-nemvariabilis
stiriséget szamolva, allatonként normalizaltuk az objektumstiriiségeket. Az igy kapott
régionkénti és allatonkénti normalizalt értékeket alkalmaztuk a tovabbi analizisben. A
normalizalt c-Fos+ denzitds vizsgéalata sordn csak a sériilékeny és ellenalld csoportok kozti
kiilonbségekre voltunk kivancsiak, ezért a csoportok kozotti dsszehasonlitasokat két mintés t-
probakkal végeztiik el. Amennyiben valamely feltétel nem teljestilt, Wilcoxon-féle rangprobat
vagy Mann-Whitney-U probat alkalmaztunk. Az Osszesen 217 agyteriiletbél csak a
szignifikdnsan vagy margindlisan kiilonboz6 teriileteket tiintettiik fel a dolgozatban. A
szignifikancia szintet minden esetben 0,05 p-értéknél huztuk meg. A csoportonkénti aktivacios
mintdzatok kozotti kiillonbségeket hierarchikus klaszterezéssel vizsgaltuk, a klasztereket a
Ward-féle variancia-minimalizaldsi algoritmus segitségével azonositottuk és abrazoltuk a

régiok aktivitasai kozotti hasonlosagokat azok egymastol vett euklideszi tavolsagai szerint.

7. abra: A nutil képelemz6 program eredményeképpen késziilt kép lathato, ahol az egyes objektumok régiokhoz

rendeltek, illetve sajat azonositoval rendelkeznek.
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4. Eredmények
4.1. A félelmi generalizacio és kioltodas

Félelmi kondicionalas soran az ellenallo és sériilékeny allatok ugyanolyan félelmi
valaszt mutattak, ¢és a félelmi valaszuk az emlékeztetd teszt soran sem valtozott (félelmi
kondicionalaskor: t=0,66, p= 0,52, A’ kontextus: U=30, p=0,37, 8. 4dbra). Ellenben a *'B1’ ¢s
B2’ kontextusokban a sériilékeny allatok szignifikansan tobb id6t toltdttek dermedéssel, mint
az ellenallo allatok (’B1’ kontextus: F(i,16= 157,4 , p<0,0001, B2’ kontextus F(i,16) = 188.,4,
p<0,0001, 8. abra). A kiilonb6zé napokon vizsgalt fenotipusok kozotti konzisztencia
becsléséért korrelaltattuk a 29. és 30. napi dermedési adatokat. Pearson-féle korrelacio alapjan
szignifikans regressziot latunk az allatok kozott (r=0,7977, p<0,0001), amely megerdsit minket

abban, hogy a kondiciondlds soran egy markans fenotipust lathatunk (9. 4bra).
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8. abra: A kisérletek alatt mért dermedés %-os idéaranya csoportonként. Csoportok: ellenallo: kék, sériilékeny:

piros. ***: p<0,001
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9. abra: Pearson-féle korrelacié a B1 és B2 kontextusok k6zott, egész populacié tekintetében. Csoportok: kék:

ellenallo, sziirke: koztes, piros: sériilékeny

4.2. A sériilékeny és ellenallo allatok idegsejt-aktivitasi mintazatainak
osszehasonlitasa
Osszesen 217 agyteriiletet vizsgaltunk, amelybdl 16 agyteriilet szignifikansan, mig 2

agyteriilet marginalisan kiilonbozott a sériilékeny é€s ellenalld egyedek kozott. Ezek a tertiletek
a kovetkezOk voltak: cingularis kéreg 2 (t= 5,46, p <0,0001), retrosplenialis kéreg szemcsés (t=
5,42, p< 0,0001), ventralis cochlearis mag, kézponti része (W= 59, p= 0,003), superior
colliculus commissura (t= -3,11, p= 0,0078), retrosplenialis kéreg szemcsézetlen teriilete (t=
2,96, p=0,0093), cornu ammonis 1 régid (t=2,78, p=0,0159), kisagy molekularis sejtrétege (t=
2,6, p=0,0203), cingularis kéreg 1 (t= 2,4, p= 0,0298), mediodorsalis talamikus mag, kozponti
része (t= 2,37, p=0,0309), subiculum (t= 2,47, p= 0,0325), stria termindlis commissuralis része
(t= -2,32, p= 0,0342), posterior commissura (t= -2,3, p= 0,0359), globus pallidus externa,
medialis része (t= 2,22, p= 0,0418), superior kisagynyé¢l és prerubralis mezé (t= 2,18, p=
0,0447), inferior colliculus centralis magja (W= 57, p= 0,0464), olfaktorikus mag lateralis
traktusa (t= 2,09, p= 0,0557), lateralis entorhinélis kéreg (t=2,03, p= 0,0614) (10-12. dbra).
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10. abra: Normalizalt c-Fos deniztasok boxplotjai az ellenalld (kék) és sériilékeny (piros) csoportok

fliggvényében.
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11. abra: Normalizalt c-Fos deniztasok boxplotjai az ellenalld (kék) és sériilékeny (piros) csoportok

fliggvényében.
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12. abra: Normalizalt c-Fos deniztasok boxplotjai az ellenall6 (piros) és sériilékeny (kék) csoportok

fliggvényében.

22




4.3. Az agyrégiok funkcionalis kapcsoltsaganak osszehasonlitasa a vizsgalt
csoportokban

A vizsgalt allatok eléré viselkedése a paradigmankban eredhet halézati szintii
kiilonbségekbdl, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a kiilonb6z6 régiok aktivacidja hasonlo
aktivitasi mintazatot kovet-e az egyes csoportok kozott. Ehhez csoportonként korrelaltattuk az
egyes teriiletek normalizalt c-Fos strliségértékeit, majd a kapott matrixon hierarchikus
klaszterezést végeztiink Ward-féle modszer segitségével, ami a modulok kozotti variancia-
minimalizalason alapul6 algoritmus. A kapott tavolsagok azt mutatjdk meg, hogy a fa agai
kozott az egyes régiok milyen hasonldsagot mutatnak egymassal. Egy klaszteren beliil a tagok
kozotti variancia kisebb, mint més klaszter barmelyik tagjdhoz viszonyitva. Ez alapjan az
Osszehasonlitéds alapjan késziiltek el a kontroll csoport (13. dbra), ellenalld csoport (14. dbra) és
sériilékeny (15. 4bra) csoportok klasztertérképei, illetve dendogramjai (16. dbra). Az abrak
alapjan elmondhato, hogy a csoportok kozott eltéré nagysaguak az egyes modulok, illetve az
egyes alklaszterek tagjai is kiilonbdznek a csoportokon beliil. Szembe6tld, hogy az ellenalld
csoport egyes moduljain beliil jelentdsen erdsebb korreldciokat figyelhettiink meg, mint a
kontroll, vagy a sériilékeny allatokndl. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a csoportok kozott
eltéré halozatszintli aktivacios mintdzat figyelhetd meg és mindenképp tovabbi vizsgalatokat

igényel.
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Interrégionalis c-Fos korrelaciok (r-értékek) - Kontroll

Régiol

13. abra: Kontroll csoport interrégionalis c-Fos korrelaciok abrazolasa. Kékt6l piros skala a korrelacios

koefficiens -1 és 1 kozti értéknek felel meg.
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Interrégionalis c-Fos korrelaciok (r-értékek) - Ellenallo

T
10 1

14. abra: Ellenallé csoport interregionalis c-Fos korrelacidinak abrazoldsa. Narancssarga-lila skala jelzi a

korrelacios koefficiensek -1 és 1 kozti értékeit.
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Interrégionalis c-Fos korrelacidk (r-értékek) - Sériilékeny
-

-1 0 1

15. abra: Sériilékeny csoport interregionalis c-Fos korrelacidinak abrazolasa. Narancssarga-lila skala jelzi a

korrelacios koefficiensek -1 és 1 kozti értékeit.
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5. Diszkusszio

Kutatasunk célja a PTSD-szerti félelmi generalizacid zavar halozat szintii feltérképezése
volt. Vizsgalatunkban immunhisztokémiai szovetjeloléssel him Long Evans patkanyok teljes
agyi mintaiban jeloltiik a sejtaktivalodas hatdsara kifejez6do c-Fos fehérjét. Az agymintdkon
lathato jelek a félelmi kondicionalas utan 4 héttel, a biztonsagos kornyezetben mért aktivacios
mintdzatot mutatja, igy Osszehasonlithatdé az ellenalld és sériilékeny allatokban a félelmi
generalizacio. Kiilonbozé agyteriiletek Osszehasonlitdsat kovetéen tobb aktivacidbeli
kiilonbség volt megfigyelhetd, a kérdésiink szempontjabol relevans csoportok kozott (példaul
cingularis kéreg 1 és 2, cornu ammonis 1 (CAl), retrosplenidlis kéreg szemcsés ¢és
szemcsézetlen tertiletei, lateralis entorhinalis kéreg). Ezen kiviil hierarchikus klaszterezéssel
vizsgaltuk az egyes csoportok haldzat szintli aktivacids mintazatat, ahol teljes halozat szinti
mikodésbeli kiilonbséget mutattunk ki, pontosabban, az egyes csoportok aktivacios
mintazataiban az azonositott modulok Osszetétele mind a résztvevd régiokban, mind a
klaszterek méretében jelentdsen kiilonbozott. Az ellenalld allatok aktivitdsi mintdzata
jelentdsen kiilonbozott mind a kontroll, mind a sériilékeny populécidhoz viszonyitva, sokkal
magasabb szamu és erejii korrelaciokat tartalmazott a klasztereken beliil. Erdekes tovabba,
hogy szdmos kortikalis ¢s magasabb rendii talamikus teriilet 4ltal alkotott modult figyelhettiink
meg az ellenalld allatoknal, ami megemelkedett héalozati kontrollra utalhat. Ennek oka és

tovabbi jellemzése mindenképp tovabbi vizsgalatokat igényel.

Szakirodalombol tudjuk, hogy a PTSD-hez kapcsolhatd tiinetek hatterében szdmos
agyteriilet részt vesz. A cingularis kéreg 1 és 2-ben is csokkent aktivaciot latunk a sériilékeny
allatoknal, ami parhuzambea allithaté human kisérletekkel, melyekben csokkent cingularis kérgi
aktivitast, megnovekedett fenyegetettségi érzetett, illetve a fenyegetésre erésebb félelmi valaszt
1s mutattak [27]. A kapcsoltsagi adatokbdl feltételezhetd, hogy a kimeneti kapcsolatai is
valtoztak, példaul a basolateralis amigdaldval, mely egy dokumentaltan fontos szerepld a
félelmi szabalyozasban, tobbek kozott a cingularis kéreggel egyiittmiikddve [26]. Bar szamos
kutatas leirta az amigdala szerepét mind a félelmi generalizacioban, mind a PTSD-ben [24],
érdekes modon mi nem taldltunk kiilonbséget az aktivitasdban. Ez azzal magyarazhato, hogy
az altalunk hasznalt anatomiai atlaszban az amigdala egy nagyobb teriiletként, in. amigdaloid
komplexként szerepelt, annak ellenére, hogy egyes részei mind a generalizacidoban, vagy a
elkovetkezdkben tervezziik ennek a nagyobb régionak a pontos annotéalasat, ezaltal felfedhetjiik

majd az esetleges kiillonbséget az amigdala alrégioi kozotti aktivacidés mintazatokban.
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A retrosplenidlis kéregnek fontos szerepet tulajdonitottak a kondicionalds ¢és a
kontextudlis memoria eléhivasa soran [50], ellenben a hattérben 1évé mechanizmus még nem
teljesen tisztazott. A teriilet féemlésokben a corpus callosum caudalisan helyezkedik el,
ragcsalokban viszont dorsalisan taldlhato és kiterjedésében nagyobb is. Egyes tanulmanyok
szerint ennek az agyteriiletnek a funkcionalitdsdt a térbeli memoridban mutattdk ki, a
hippokampalis régidhoz és a vizudlis kéreghez valo kozelsége miatt [S1]. Ez az agyi régio két
részre oszthatd: egy szemcsés €s egy szemcsézetlen teriiletre. Pan és munkatérsai a tavalyi
évben végeztek kutatast alrégio specifikus funkcidk utan kutatva [52], ahol patkanyokat félelmi
kondicionaltak és figyelték a félelmi memoria eléhivasukat. Amikor a szemcsézetlen teriilet
gatlasa tortént, a patkdnyok nem tudtdk megfelelden elvalasztani a kontextusokat egymastol,
mig a szemcsés teriilet gatlasakor ez nem volt megfigyelhetd naluk. Ugyan ezen teriiletek
farmakologiai kezelésekor, a szemcsézetlen teriilet kezelésénél az éallatok kevesebb félelmi
valaszt mutattak, mint a kontroll allatok, és nem talaltak kiilonbséget a szemcsés teriilet
kezelésekor. Ez azért is érdekes, mert a mi eredménylink szerint mind a szemcsés, mind a
szemcsézetlen teriilet magasabb aktivitast mutatott az ellenalld allatokndl, igy bar a
szemcsézetlen teriilet funkcionalitasaval hasonlo kovetkeztetéseket vonhatunk le, mint Pan és
munkatarsai, a szemcsés teriiletet tovabbi vizsgdlatokkal kell majd igazolni a félelmi

generalizacid és/vagy kioltdodas szempontjabol.

A hippokampusznak fontos szerepe van a PTSD kialakulasaban, mely példaul csokkent
térfogatban és diszfunkcionalis aktivitasban jelentkezik [53—56]. Arra viszont nincs bizonyiték,
hogy a csokkent térfogat a trauma hatdsa miatt, vagy a traumat megel6zden alakul ki.
Hippokampalis aktivacid terén egyesek a hippokampusz talzott aktivitdsat hoztak
Osszefiiggésbe PTSD-vel [57, 58], mig masok a csOkkent aktivitdsat [59, 60]. van Rooij
kutatasaban a ndvekedett hippokampalis aktivitas inkabb a PTSD egy reziliencia faktoraként
jelent meg, hiszen a traumat kovetd megnovelt hippokampalis aktivacio a PTSD-vel
diagnosztizalt emberekben a tlinetek sulyossagénak csokkenésével jart [61]. A hippokampusz
szoros kapcsolatban all az entorhinalis kéreggel is, amely a memoria konszolidacidjaban, térbeli
memoria kialakuldsdban vesz részt. Ennek a teriiletnek két része van: medialis és lateralis
régiok. Mi az utdbbi régidban lattunk megemelkedett aktivitast az ellenallé egyéneknél, a CAl
¢s a subiculum megndvekedett aktivacidja mellett. Ez azzal magyarazhato, hogy a sériilékeny
allatok a csokkent hippokampdlis aktivacié miatt nem tudtdk megfelelden elvalasztani a
kondicionalt kérnyezetet a biztonsagos kornyezettdl (kontextualis differenciacid), hozzajarulva

ezzel a PTSD-szert tlinetek, azaz a nagyobb félelmi valaszreakcid kialakuldsédhoz.
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Egy nemrégiben megjelent kutatas szerint a kisagy molekularis rétegében levd
interneuronok részt vesznek az asszociativ félelmi memoria konszolidacidban,
endokannabinoidok altal befolyasolt plaszticitassal [62]. Eredményeinkben az ellenall6 allatok
mutattak mind molekularis rétegbeli, mind a kisagyat és a kozti agyat 0sszekotd rostokban
megnovekedett aktivitast. Eredményiink és Carzoli-€k tanulménya kozott lehet 6sszefiiggés,
ellenben a kisagy rétegzddésének pontossagat manualisan is meg kell erdsiteniink ahhoz, hogy
kovetkeztetést vonhassunk le, mivel tapasztalataink szerint a legnehezebben illeszthetd régio
volt az analizis soran. Késobbiekben érdemes lenne megvizsgalni, hogy a modelliinkben ezeken
a teriileten milyen endokannabinoidok szintek jellemzdek, Osszefiiggés esetén pedig
farmakologiailag vizsgalni ezen interneuronok, az endokannabinoidok ¢és a félelmi memoria

hatterében 1évd mechanizmust.

Megemelkedett aktivaciot talaltunk a medidlis genikuldris testben is az ellenalld
allatoknal. Ez a teriilet 6sszekottetésben all a koztiaggyal, a hallokéreggel, valamint a retikularis
talamikus maggal [63]. Legutdbbi régid fontos szerepet jatszik a szenzoros informaciok
feldolgozasaban, a kognicidban, hyperarousalban is, valamint kortikalis régidk informacidinak
sziirésében [64]. A mag kiils6é rétegében GABAerg neuronok talamokortikalis neuronokat
gatolnak, a kortikalis és szubkortikalis bemenetek alapjan. Amennyiben a GABAerg neuronok
emelkedett aktivacioja az, amit latunk és ezek a gatlasok a medialis genikularis testbdl indulnak
ki, lehetséges, hogy a félelmi valasz kialakitdsdban is részt vesz a megfeleld beérkezo

informaciok gatlasa révén, ellenben ezt tovabbi kisérletekkel is igazolnunk ki.

A mediodorsélis talamikus mag centralis részében is megnodvekedett aktivitast
figyeltiink meg az ellendlld egyéneknél. Ez a teriilet a PTSD-vel szoros Osszefliggésben allo
teriiletektdl, példaul az amigdalatol, a PFC-tdl is bemenetet kap [65] és mint egy kozponti
teriilet, elengedhetetlen a megfelel6 munkamemoria, dontéshozés, jutalom feldolgozas, tanulas,
szenzoros diszkriminacioban [66—68]. Igy érthetd, ennek a teriiletnek az ellenalld allatokban
megndvekedett aktivitdsa. Természetesen a tobbi teriilet tovabbi elemzést, irodalmi 6sszevetést
igényel, azonban a terjedelemre vald tekintettel itt csak a legfontosabbnak tartott valtozasokra

tértem ki.

A halozatszintli valtozdsok megértésére alkalmazott hierarchikus klaszterezéssel az
egyes csoportokban megfigyelhetd régionkénti aktivacios kapcsoltsagot vizsgaltuk.
Eredményiink szerint, a csoportokra mas- mas aktivacios mintazat jellemzd, amely a klaszterek
¢s alklaszterek szamaban, valamint az egyes alklaszterek elemeinek kiilonbségében

nyilvanulnak meg. Ezen kiviil az ellenallo allatoknal a klasztereken beliili kapcsoltsag nagyobb
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mértékil, mint a sériilékeny egyéneknél. Ez feltehetdleg azzal magyarazhatd, hogy az ellenalld
allatoknal a régiok kozti kommunikacio/egyiitt aktivacid sokkal erdsebb, feltételezhetéen a
miikédésiik jobban szinkronizalt, ami hatékonyabb informacié atadast tesz lehetéveé, de akar a
kiilonbozo teriiletek szimultdn gatlasa is jobban kivitelezhetdé igy (pl. prefrontalis kéreg

amigdalara kifejtett, félelmi valaszt gatld hatasa) [69].

A komplex halozati miikddés értelmezése bonyolult, human tanulmanyok leginkabb a
funkcionalis egységek (kapcsoltsag alapjan) valtozasat vizsgaljak képalkoto eljarasokkal. Az
egyik gyakran vizsgalt ilyen halozat az Un. alapértelmezett halozat (default mode network;
DMN), amely egy olyan agyi régiokbol allo halozat, mely jellemzden akkor aktiv, amikor az
egyén nem a kiilvilagra fokuszal, azaz egy pihend (‘resting’) allapotban van [70]. Szamos
kutatas Osszefliggést talalt a PTSD és a DMN viszonyaban, pontosabban a traumat atéltek
kozott a DMN-en beliili kapcsoltsag gyengébbnek bizonyult [71]. Mas kutatdsok is
alatamasztottdk a DMN-en beliili gyengébb kapcsoltsagot, példaul a ventromedidlis PFC és a
posterior cinguléris kéreg, vagy a posterior cingularis kéreg és a hippokampusz kozott [72].
Figyelemre méltd, hogy a DMN szamos tagja jelentds aktivacios kiilonbséget mutatott a
vizsgalt csoportok tekintetében, illetve aktivacidos mintdzataik is erdsebben korrelaltak az

ellenalld csoport esetében, mint a sériilékenyeknél vagy a kontrolloknal.

A DMN-en kiviil egy masik fontos halozattipust is meg kell emliteni, a salience network
(SN), amelynek részei olyan teriiletek, mint példaul az amigdala, hippokampusz, talamusz,
striatum €s a kiilso €s belsd kiugré stimulusokra adott valaszban van fontos szerepe. Ezen kiviil
az SN feltehetéen az adott feladathoz tartoz6 vagy nem tartozd viselkedések kozti
szabalyozasban is szerepet jatszik. PTSD-vel diagnosztizalt emberekben erdsebb kapcsoltsdgot
mutattak ki a SN egyes teriiletei, pl az amigdala és anterior cingularis kortex [73] vagy az
amigdala ¢és az insula kozott [74]. Human fMRI vizsgalatok alapjan a legreprodukaltabb
eredmény az amigdalahoz kapcsol6dd nyugalmi allapotban is megnovekedett aktivitdsa. A
DMN-ben ¢és SN-ben kimutatott kiilonbségek ravilagitanak a haldzatszintli kutatas
fontossagara. A dolgozatban mutatott csoportok kozti kiilonbségek tovabbi vizsgalatai soran
érdemes lesz figyelmet forditani az egyes teriiletek kozti strukturalis konnektivitas vizsgalatara,
illetve a funkcionalis kapcsolatok pontosabb feltérképezésesére és azok megértésére. Terveink
kozott szerepel tovabba az objektumok egymashoz vald pozicidinak elfogulatlan Gsszevetése
is, ami az anatomiai Osszevetés mellett egy elfogulatlan vizsgélatot eredményezve kisebb

funkcionalis egységek azonositasat is lehetdvé teheti.
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Osszefoglalva eredményeinket szamos olyan agyteriiletet azonositottunk (példdul
hippokampalis régiokat: CAl, lateralis 1 entorhinalis kéreg, subiculum; medidlis talamikus
mag), amelyek fontos szerepet jatszanak a PTSD kialakuldsaban. Ezen kiviil hal6zat szinten
elmondhat6, hogy a traumdnak kitett, de PTSD-szerti tiineteket nem mutatd allatok agyi
régidinak erdsebb kapcsoltsdga hozzajarul a PTSD-vel szembeni ellenallosag kialakitasaban.
Tovabbiakban érdemes lesz ezeknek a teriileteknek a pontosabb anatomiai és funkcionalis
Osszekottetéseinek feltérképezése, valamint opto- és/vagy kemogenetikai modszerekkel,
potencialis sejtpopulaciok farmakoterapias kezeléseinek vizsgalatdval a PTSD mogottes

mechanizmusanak feltarasa.
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6. Osszefoglalé

A poszttraumds stressz zavar (PTSD) a traumat atélok 10-20 %-anal kialakulo
pszichiatriai korkép, melyet tartos félelmi generalizacié jellemez (biztonsagos kornyezetben is
markans szorongdsos reakciok). Habar bizonyos agyteriiletek (PFC, amigdala ¢&s
hippokampusz) térfogati és/vagy aktivitasbeli eltérése ismert PTSD esetén, a specifikus
tiinetekhez, igy a maladaptiv félelmi generalizacidhoz tarsul6 haldzat szintli elvaltozasok nem

tisztazottak.

Dolgozatomban egy ragcsalo PTSD modellben megjelend félelmi generalizacio teljes
agyi halozati aktivitdsdnak sejtszintli felbontassal torténd feltérképezését mutatom be.
Modelliinkben him Long-Evans patkdnyokat tettiink ki kontrollalatlan Idbsokknak (trauma),
amit 4 héttel késobb a félelmi valasz mérése kovetett mind a trauma kontextusaban (tanulés
mérése), mind biztonsagos kornyezetben (generalizdcidé mérése). Utdbbi teszt alapjan
sériilékeny ¢€s ellenalld csoportokat azonositottunk (felsé és als6 25% dermedési valasz
aranyaban), melyeket a félelmi generalizacio idépontjaban perfundaltunk és koronalis agyi
metszetein immunhisztokémiaval jeloltiik az akut neurondlis aktivitas marker c-Fos fehérjét.
Automatizalt mikroszkopia segitségével lathatova tettiik és digitalizaltuk a metszeteket, amiket
a Waxholm Space Atlas volumetrikus atlaszterébe helyeztiink el a régiok azonositasa céljabol.
A c-Fos pozitiv immunjeleket neurélis halok segitségével szegmentaltuk, binarizaltuk és

hozzarendeltiik az atlasz régiokhoz, igy kvantifikalva az agyi régiok neuronalis aktivitasat.

Eredményeink részben megerdsitik a szakirodalom altal PTSD-ben kulcsfontossagtinak
tartott agyi teriiletek aktivitasbeli eltérését (cingularis kéreg, hippokampusz CA1), masrészt 4j
régiok esetében is talaltunk markéns aktivitasbeli kiilonbségeket (példaul retrosplenialis kéreg,
inzularis kéreg). Tovabba kimutattuk, hogy teljes haldzati miikodés tekintetében is markéans
kiilonbségek lathatok az ellenalld és sériilékeny csoportok kozott, nevezetesen az ellenalld
egyedeknél szignifikdnsan erdsebb funkcionalis kapcsoltsagot figyeltiink meg modulokon
beliili aktivitas-korrelacioknal, mint a sériilékeny populdcional. Eredményeink egyrészt uj
régiok funkcionalis szerepére hivhatjak fel a figyelmet a félelmi generalizacié mechanizmusat
illetden, masrészt szélesebb halozati eltérésekre is ramutathatnak ezen maladaptiv elvaltozasok

mogott.

34



7. Summary

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric disorder in 10-20% of trauma
survivors, characterised by persistent fear generalisation (marked anxiety reactions even in a
safe environment). Although volume and/or activity abnormalities in certain brain areas
(prefrontal cortex, amygdala and hippocampus) are known in PTSD, the network-level changes

associated with specific symptoms, such as maladaptive fear generalisation, are not clear.

In this dissertation, I present a cellular resolution mapping of whole brain network
activity of fear generalization in a rodent model of PTSD. In our model, we exposed male Long-
Evans rats to uncontrolled footshock (trauma), followed by a measure of fear response both in
the context of trauma (a measure of learning) and in a safe environment (a measure of
generalization) 4 weeks later. Based on the latter test, we identified vulnerable and resilient
groups (upper and lower 25% in proportion of freezing response in the safe context), which
were perfused at the time of fear generalization and immunohistochemically labeled coronal
brain sections for the acute neuronal activity marker c-Fos protein. Using automated
microscopy, we visualized and digitized the sections, which were placed in the volumetric atlas
of the Waxholm Space Atlas for region identification. With the help of neural networks, c-Fos
positive immunosignals were segmented, binarized and assigned to the atlas regions, thus

quantifying the neuronal activity of brain regions.

These results partly confirm the activity differences in brain areas identified in the
literature as key in PTSD (cingulate cortex, hippocampal CA1l), but also reveal marked
differences in activity in new regions (e.g. retrosplenial cortex, insular cortex). Furthermore,
we showed that significant differences in overall network function were also apparent between
the resilient and vulnerable groups, namely, we observed significantly stronger functional
connectivity in activity correlations within modules in the resilient animals than in the
vulnerable population. Our results may point to a new functional role for regions in the
mechanism of fear generalization and may also point to broader network differences underlying

these maladaptive alterations.
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