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1. Bevezetés

Az abnormalis médon megnyilvanulo agresszid tobb pszichiatriai korkép, példaul
az antiszocialis személyiségzavar, a fiatalkori magatartdszavarok, a borderline
személyiségzavar €s az idoszakos exploziv zavar kdzponti eleme (1). A szakirodalomban
ujabban az abnormalis agresszidval tarsuld pszichopatologiai jelenségeket egyfajta
fejlodési zavarnak tekintik, melyeket kdrnyezeti és biologiai (genetikai, pszichologiai,
neurobiologiai) faktorok egyiittes interakcidja okozhat. Az averziv szocialis
kornyezetben felnové gyermekek felndttkorukban nagyobb eséllyel mutatnak
pszichopatologias vondsokat, melyek jellegzetes tiinetei a szorongas, a megnovekedett
stressz-reaktivitas, antiszocialis viselkedés és a fokozott hajlam az agresszidra (2-4).
Ezekre a korképeke az agresszidt szabdlyozd agykérgi €s szubkortikalis teriiletek
strukturalis és funkciondlis deficitje jellemzd, a ketté kozotti kapcsolat azonban nem
tisztazott (5-7). Ismert, hogy a medialis prefrontélis kéreg (mPFC) kiilondsen hosszitava
fejlddésmenettel rendelkezik, amely igy kiilonosen érzékeny a fiatalkori averziv
kornyezeti behatasokra (8-10). Ilyen jellegii behatasokra (pl. gyermekkori elhanyagolas)
emberekben az mPFC strukturalis deficiteket mutat (10-13).

Az abnormalis agresszi6 mogott allé neurondlis mechanizmusok megértéséhez a
természetes mértékii agresszivitast modulaldo palyarendszerek ¢és érintett agyteriiletek
feltarasa kiemelten fontos. Klinikai €és laboratériumi eredmények egyarant azt mutatjak,
hogy az mPFC az agresszido modulaldsaban kulcsszerepet tolt be (14).

Munkank elsé részében az mPFC hipotalamikus projekcidinak agresszidban
betoltott szerepét vizsgaltuk, nevezetesen a mediobazalis hipotalamusz (MBH) és a
lateralis hipotalamusz (LH) prefrontdlis kérgi bemenetét. Elobbi agyteriilet az
intraspecifikus agresszio agyi kdzpontja (15), utébbi pedig a ragadozoi agresszidban
jatszik szerepet, de az intraspecifikus agresszioban betoltott szerepére is vannak irodalmi
adatok (16, 17). Bar utobbi két agyteriilet prefrontalis kérgi bemenete felveti az agresszid
kozvetlen kérgi modulalasanak lehetdségét, kordbban ezt kisérletes bizonyitékokkal nem
tamasztottdk ald. Munkank masodik részében, a fiatalkori szocidlis elhanyagolas
laboratoriumi modelljét, a korai szocidlis izolaciot alkalmaztuk a felndttkori abnormalis
agresszi0 ¢és az ehhez tarsuld prefrontalis kérgi strukturdlis és funkciondlis valtozasok

tanulmanyozasara (18, 19).



2.Irodalmi hattér

2.1. Az agressziv magatartas jellemzése, tipusai és laboratoriumi

modellezése

2.1.1. Az agressziv magatartds meghatarozasa

Az agressziv viselkedésforma meghatarozasat tobbféleképpen meglehet ragadni.
Mivel a jelen dolgozat a human agresszivitas hatterében all6 mechanizmusokat
laboratoriumi allatmodellek alkalmazéasaval igyekszik feltarni, fenomenologiai és
funkcionalis szempontbol definidlja ezen viselkedésformat. A fenomenologiai
meghatarozas szerint agresszid az a viselkedésforma, amelynek célja fizikai sériilés
okozasa vagy azzal valo fenyegetés (20, 21). A masik, funkcionalis (etologiai-evolucios)
szempontokon alapuld definicié megfogalmazasa szerint az agresszivitas az azonos faju
egyedek kozott, a korlatozott eréforrasok (taplalék, reprodukcidos partner, teriilet,
buvohely stb.) megszerzéséért mutatott magatartds, kovetkezésképp a tulélés
szempontjabol sziikségszeri és adaptiv, habar jelentds id6 és energia raforditassal,
valamint kockazatvallalassal (sériilések) jar6 moédja a forrasfelosztasnak (22-24). Az
agressziv interakci6 az evolicid soran ritualizaldédott, ezzel mérsékelve a sériilések
kockéazatat. Az agressziv magatartasnak sokféle megnyilvanuldsi formaja van, ezért
kiilonféle jellegek alapjan tobbféleképpen csoportosithatdo. Embereknél elkiilonithetiink
direkt fizikai, verbalis, és indirekt agressziot (25, 26). A direkt fizikai agresszi6 az ellenfél
fizikai sériilését vonja maga utan, mig a verbalis agresszid a megfélemlitésre iranyul. Az
indirekt agresszid legtobbszor szocialis manipulacid (pl. rosszindulatu intrikak), mely

pszichologiai értelemben okoz kart (pl. csokkent szocialis statusz) (26).

2.1.2. A normalis és az abnormalis agresszié fogalma

Az agresszi6 adaptivnak tekinthetd, ha a fajspecifikus szabalyokon beliil marad,
ezaltal minimalizdlhat6 a veszteség €s a sériilés. A fentebb emlitett indirekt és verbalis
agresszio versenyhelyzetekben normalisnak tekinthetd, mivel elényhoz juttathatja az
agresszort. Ezzel szemben abnormalis agressziorol beszéliink akkor, ha az agressziv
magatartds a kontextusnak nem megfeleld modon és mértékben mutatkozik meg.
Kovetkezésképp embereknél a direkt fizikai agresszid mindennapos élethelyzetekben
(munkahely, iskola) abnormalis, mig bizonyos tarsas és szocialis helyzetekben elfogadott,

sziikségszerii (renddrség, katonasag), s6t bizonyos sportagak esetén (kiizddsportok) akar
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megkovetelt is lehet. Osszességében akkor mondhatjuk abnormélisnak az agressziot, ha
figyelmen kiviil hagyja a tarsadalmi szabalyokat, azaz nem képes a kontextushoz
illeszteni a megnyilvanulasat, mértékét (27).

A kiilonb6z6 pszichiatriai korképek gyakori eleme a tulzott valaszreakcio,
agressziv magatartds, amely abnormalisnak tekinthetd, ha a személy életvitelében vagy
kornyezetének problémat okoz (1). Az abnormalis agresszid tobb pszichiatriai
rendellenesség kozponti eleme (pl. antiszocialis személyiségzavar, iddszakos exploziv
zavar), mig masoknal az elsddleges korképhez tarsulva jelenhet meg (pl. skizofrénia,

poszttraumatikus stressz zavar) (1).

2.1.3. A proaktiv és a reaktiv agresszid

Ujabban a human agressziv magatartas leginkabb elfogadott és leggyakrabban hasznalt
osztalyozasa a kivaltd ok, illetve a hozza tarsuld emociondlis hattér alapjan torténik.
Eszerint elkiilonithetdek proaktiv (hidegvérii, instrumentalis), valamint reaktiv (érzelmi)
agresszio tipusok (28-30). A proaktiv agresszido célorientalt, tervszerli, kontrollalt
viselkedés, mely minimalis érzelmi hattérrel, alacsony stressz-reaktivitassal és vegetativ
izgalommal jar (30, 31). A reaktiv (érzelmi) agresszidé ezzel szemben vélt vagy valds
kihivasra (provokaciora, fenyegetésre) adott reakcid, melyet heves érzelmi toltet,
valamint a stressz ¢és a vegetativ miikodések jelentds fokozddasa kisér (29). Fontos
megemliteni, hogy az emberi agresszivitast nem lehet kizardlagos moédon a fenti két
kategoria valamelyikébe besorolni, azonban fiziologiai és neurobiologiai jellemzOk

mentén ez a legelfogadottabb csoportositas (28, 32).

2.1.4. Az agresszio laboratoriumi modellezése: normalis és abnormalis agresszid

modellek
Kezdetben az agresszid laboratoriumi/allatkisérletes kutatdsa a normadlis agressziv
viselkedés mennyiségi jellegeinek (harapasok szdma) leirdsdra fokuszalt, mely soran
leginkdbb a territoridlis agressziot tanulmanyoztdk a rezidens-betolakodé (RB)
paradigmdban (15, 33). A rezidens-betolakod6 (RB) teszt soran egy him egyedet egy
kiilonallo tarté dobozba helyeznek (rezidens), amit par nappal késdbb egy 1j, betolakodd
allat behelyezése kovet. A rezidens allat egyediili tartdsa a territorium, s igy a faj-
specifikus agressziv viselkedésformak kialakitasat szolgalja. Ennek faj-specifikus,
ritualizalt komponensei a kovetkezdok: a teszt sordn mutatott direkt agressziv timadasokat

(harapéasokat) gyakran megel6zik szocidlis vizsgalodasok, valamint fenyegetd, védekezd
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¢s dominancidhoz kotott testhelyzetek megjelenitése. Megjegyzendd az is, hogy egy
domindns helyzetben levé rezidens him (sajat teriileten, nagyobb tOmegii) esetében a
harapasok szinte kizardlag az ellenfél hatara és oldalara iranyulnak, azaz olyan
testrészekre, amelyek nem boritanak létfontossagu szerveket és kevésbé fogékonyak a
fertozésekre. Ezek alapjan az RB tesztben az allatok 4ltal kimutatott agresszivitas a
fentiekben leirt szocidlis szabalyokon beliill marad. Az agresszivitds mérésére ezen
paradigmaban olyan mennyiségi jellegek haszndlatosak, mint a harapdsok szdma, azok
gyorsasaga (latencia) és az agressziv tdmadasokat jelz6/megeldz6 fenyegetd testhelyzetek
kimutatasaval toltott id6. Az RB tesztet széleskoriien, meglehetdsen standardizalt
formaban hasznaljak kiilonbozd kutatasi kérdésekre az agresszid témakorében, igy
farmakologiai, neuroendokrinologiai és egyéb mechanizmusok feltarasara. Habar az RB
teszt ndstény allatokkal is mikodik, a megfigyelt agresszivitdas mennyiségileg joval
kisebb ebben az ivarban (kivéve laktaldo ndstények), feltehetden ez magyardzza az ivar
ritka alkalmazasat (34). Erdekes modon, pont a fent emlitett kivétel, az anyai agresszivitas
paradigmdja az, ahol heves védekez6 viselkedést €s sériilékeny testrészekre iranyulo,
fenyegetéssel nem jelzett tamadasokat figyelhetiink meg (35). Him patkanyban ezen
viselkedési jellegek abnormalisnak tekintettek, ugyanakkor az utddait védelmezd anyanal
funkcionalis szempontbdl elfogadottnak tekintettek, hiszen az egyed egy nala jelentdsen
nagyobb sulyu ellenféllel kiizd utddai €letéért. A fenti példa szemléletesen mutatja, hogy
a normalitds fogalmat egyrészt a fajspecifikus mintdzat alapjan, masrészt a kontextus
alapjan sziikséges definialnunk.

A fent abrazolt RB teszt adja az agresszi® neurobiologidjaval foglalkozo
szakirodalom jelentds részét, ahol az agyi elektromos stimulaciokat alkalmazé
tanulmanyok az agresszio természetes formainak idegrendszeri mechanizmusait kivantak
feltarni. Ezen macskdkon és patkdnyokon végzett kisérletek (lokalis 1éziokkal és
farmakologiai kezelésekkel kiegészitve) kirajzoltdk azon fobb agyi régiokat ¢&s
palyarendszereket, amelyek részt vesznek az agresszi6 szabdlyozdsaban (15, 36). Az RB
tesztben vizsgalt territoridlis agresszid mellett fontos megjegyezni, hogy a normalis
agresszi0 tovabbi laboratoériumi tanulmanyozdsa sordn vizsgaltdk a félelem, az
elektromos sokk okozta agressziot €s a szocidlis agresszidt is, melyekre jelen

tanulmanyunkban nem tériink ki (37-41).
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Mara elfogadottd valt az a tudomanyos nézet, miszerint a pszichopatologiai
jelenségek nem a normalis szabalyozé mechanizmusok fokozott miikddéseinek
tulajdonithatok, hanem idegrendszeri abnormalitdsokkal, mindségi eltérésekkel jard
allapotok, igy nem érthetdek meg a fenti jellemzOk egyszert kvantitativ méréseivel. Az
uj kezelési stratégiak kidolgozasaban nagy szerepet kaptak azok a preklinikai modellek,
amelyek az abnormalis agressziv viselkedést, annak mindségi eltéréseit vették célpontba
(27, 42). Ezen 0j allatmodellek mar konstrukcios és prediktiv validitasi szempontokbol is
jobban megfeleltethetOk a pszichiatriai korképeknek. Ezen ragcsalomodellek kozos
jellemzodi, hogy (1) mintdzzak azokat az etiologiai faktorokat, amelyek a human
agresszioval tarsuld zavarokra jellemzéek; (2) az agresszivitds tanulméanyozéasa soran
fokozott figyelmet forditanak az agresszio jellegére, mindségére €s kontextusara, illetve
(3) az agresszidhoz tarsuldo autoném valaszra, szorongdsra €s szocidlis viselkedés
elemekre, amelyek meghatarozo velejaroi a human agresszidval tarsulo pszichopatologiai
jelenségeknek (27, 42, 43). Ezen kutatasok azt tdmasztjak ald, hogy jelentds szamu
etiologiai faktor, amelyek a human agresszidval tarsuld pszichopatologiai jelenségekben
érintettek, ragcsalokban is abnormalisan agressziv viselkedést valtanak ki (1.tablazat).
Ezidaig, a kovetkez0 etiologiai faktorok hatidsat tanulmanyoztdk az Aallatok
agresszivitasara: alkohol, peripubertas stressz, ismételt anyai szeparacio, korai szocialis
izolacid, glikokortikoid deficiencia, jutalom hidnya kivaltotta frusztracid, ismételt
kokain, amfetamin vagy anabolikus szteroid adagolasa serdiilékorban, valamint extrém
agressziora vagy szorongasra torténd genetikai szelekcid (18, 45-61). A felsorolt
etiologiai faktorok kozos jellemzdje, hogy ragcsalokban abormadlis agressziv
viselkedésformdk megjelenését indukaljak, ezért tigy tekinthetdek, mint az agresszidval
tarsuld pszichopatologiai jelenségek szimptomainak modelljei (1. tablazat).

Kutatdcsoportunk a harapasi célpontok azonositdsa mellett komoly figyelmet
forditott a harapasokat megel6z6 viselkedésformak részletes elemzésére is. Természetes
koriilmények kozott a harapdsokat szocidlis jelzések, fenyegetések eldzik meg. A
gliitkokortikoid deficiens allatok harapésait szignifikdnsan kevesebbszer elézték meg
szocialis jelzések (1/C abra), valamint alacsony autondm vdalaszreakciot (szivritmus
emelkedés) mutattak a kontroll csoporthoz képest (1/E abra). Emellett a szocialis
interakcid tesztben is szocidlis deficitet mutattak (szaglaszassal toltott idejiik csokkent;

1/D abra) (62). A fentiekben felsorolt sajatsagok a human proaktiv (instrumentélis,
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,hidegvérli”) antiszocialis agresszivitas fontos aspektusait tiikrozik (27, 30, 31, 42).
Kutatécsoportunk 2008-ban irta le a korai szocidlis izolacio altal kivaltott abnormalis
agresszio ragcsalomodelljét is, amely a human reaktiv agresszid jellemz6it hordozza
leginkabb. Mivel jelen dolgozat jelentds része ezen modell koré szervezddik, az
alabbiakban részleteiben is ismertetjik ezen modell fenomenoldgiai, fiziologias és

neurobioldgiai jellemzdit.

1. tablazat. Az abnormalis agresszio laboratériumi ragecsalémodelljeinek dsszefoglalasa. Haller 2017

nyoman késziilt (44).

Modell
tipusa

Laboratoériumi ragesalé
modell

Modellezett human agresszié
etiologiai aspektusa

Hivatkozasok

Ismételt anyai szeparacio
Elvalasztas utani szocialis
izolacio

Szocialis alarendelés

Nem-szocialis peripubertas
stressz
Szocialis ,,izgatas” kivaltotta
eszkalacio
Frusztracio kivaltotta
eszkalacio

Stressz modellek

Korai sziil6i elhanyagolas

Korai szocialis elhanyagolas
Fiatalkori abuzus

Serdiilékori stressz
Akut provokacio

Akut frusztracid

Veenema és mtsai 2006
Bibancos és mtsai 2007,
Toth és mtsai 2008
Delville és mtsai 1998,
Cunningham és McGinnis,
2008

Marquez és mtsai 2013
Fish et al 1999

de Almeida és mtsai 2006

Alkohol fokozta agresszio

Pubertaskori anabolikus-
androgén szteroid kezelés

Kabitoszer
modellek

Pubertaskori amfetaminkezelés

Pubertaskori kokainkezelés

Alkohol abuzus
Anabolikus szteroid abtuzus

Amfetamin abtzus

Kokain abuzus

Miczek és mtsai 1992
Melloni és mtsai 1996,
Ambar and Chiavegatto,
2009
Gobrogge és mtsai2009

Ricci és mtsai 2005

Agressziora szelektalt vagy
genetikailag modositott
ragesalok

Szorongasra szelektalt
ragesalok

Genetikai modellek

MAOa génkiiités

Agressziot meghatarozo
genetikai faktorok

Szorongas kivaltotta agresszio

MAOa deficiencia

Benus és mtsai 1991

Neumann és mtsai 2010

Cases és mtsai 1995

Ismételt szocialis gy6zelem

Egyéb

Gliikokortikoid deficit

Visszatéré-megerdsitett
agresszio

»Hidegvérli” agresszid

de Boer és mtsai 2003

Haller és mtsai 2001
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1. abra. A gliikokortikoid deficiencia okozta abnormalis agresszio allatmodellje. A gliikokortikoid
deficiencia kivaltasa kétoldali mellékveseirtas és szubkutan kortikoszteron poétlas révén tortént. A, A
sériilékeny testrészekre iranyuld harapasok sematikus abrazolasa. B és C, Az RB tesztben a mellékveseirtott
allatok jelentds mértékben ellenfeleik sériilékeny testrészeire haraptak, amiket raadasul kevésbé eldztek
meg fenyegetd viselkedésformak. D, A mellékveseirtott allatok csokkent szocialis érdeklddést mutattak a
szocialis interakcid tesztben. E, A mellékveseirtott allatok agressziv interakciojat csokkent szivritmus
emelkedés kisérte az almiit6tt kontroll csoporthoz képest az RB teszt soran. * p<0,05. Az abra Haller és
mtsai 2001 és Haller és mtsai 2004 nyoman késziilt (49, 62).

2.2. A korai szocialis kornyezet zavarainak hatasa az agressziv

viselkedésre

Azok a gyermekek, akik averziv szocidlis kornyezetben (bantalmazas,
elhanyagolas)  nevelkednek, nagyobb  eséllyel mutatnak  felndttkorukban
pszichopatologiai elvaltozasokat, jellemzden fokozott szorongast, antiszociélis
viselkedést és fokozott erdszakossagra vald hajlamot. Ezen viselkedésjegyek hatterében
gyenge emociondlis kontroll allhat (2, 4, 64), melyet a stresszrendszer fokozott
reaktivitasa is kisér. Utobbi szoros korrelacioban all az agresszidval kapcsolatos tiinetek

mértékével (28-30, 65).
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A korai szocialis viszonyok zavarait vizsgald elterjedt laboratdriumi allatmodell
az anyatol valo elvalasztast kdvetd és felndttkorig tartd szocidlis izolacio (66-68), mely
tobb fenotipusos valtozast okoz ragcsalokban: fokozott érdeklddést j kdrnyezetben,
csokkent szenzoromotoros gatlast (,,prepulse inhibiciot”), emelkedett szorongast,
valamint a térbeli emlékezés és Uj targyak felismerésének romlasat (66).

Néhany tanulmany utalt az izolaltan nevelkedett allatok fokozott agresszidjara €s
csokkent szocialis képességeire (69-71), azonban ezek részletes, mindségi analizisét
kutatécsoportunk végezte el, kimutatva, hogy izolaltan nevelkedett patkanyok
agresszivitdsa nemcsak mennyiségileg (harapasok szamanak novekedése, latencidjanak

csokkenése), hanem mindségileg is abnormalis, mely a tamadasok eldrejelzésének
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2. abra. A korai szocidlis izolicié okozta abnormalis agresszié allatmodelljének bemutatisa. A
szocidlis izolacié okozta abnormalis agresszio €s szocialis deficitek az RB tesztben. A, Az izolalt patkanyok
szignifikdnsan tobbet haraptak, mint a szocidlisan tartottak. B, C, Az izolalt patkdnyok ellenfeleik
sériilékeny testrészeire haraptak, a harapasokat kevésbé el6zték meg szocidlis fenyegetések. D, Az izoléltan
nevelkedett allatok szignifikdnsan kevesebb id6t toltottek tisztalkodassal és tobb id6t toltottek
védekezéssel. * p<0,05. Az abra To6th és mtsai 2008 nyoman késziilt (18).

16



hianyaban, sériilékeny célpontok (fej, torok, has) preferencidjaban, és ezzel
parhuzamosan a védekez6 viselkedésformak paradox megemelkedésében nyilvanult meg
(2. abra) (18).

Fiziologids szinten a fenti abnormalisan agressziv fenotipust fokozott
gliikokortikoid reaktivitas és szivritmus emelkedés kiséri, amely az allatok felfokozott
emociondlis és vegetativ izgalmi szintjére (hiperarousal) utal (3. abra) (19) és jol
modellezi a korai averziv szocidlis kdrnyezet hatasara megjelend felndttkori emocionalis

agressziot emberekben.
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3. abra. A korai szocialis izolacié okozta abnormalis agressziohoz tarsulé gliikokortikoid és autoném
valaszok, illetve viselkedési fragmentacio.A, Szivritmus valtozasok egy hlisz perces RB teszt alatt és azt
kovetden. A vizszintes sziirke sav a nyugalmi idészakban mért szivritmus ingadozas tartomanyat jeloli. Az
izolalt allatok szivritmusa szignifikansan nagyobb mértékben emelkedett meg a szocilisan nevelkedett
allatokéhoz képest. B, Kiilonbz6 posztnatalis napokon mért nyugalmi kortikoszteron szintek, illetve az
agressziv interakcio kivaltotta kortikoszteron valasz. Az izolalt allatok kortikoszteron szintjei nem
kiilonboztek a szocialis allatok értékeitdl egyetlen idOpontban sem, kivéve az RB tesztet, ahol
szignifikdnsan magasabb reaktivitas volt megfigyelhetd a szocidlis kontroll csoporthoz képest. C,
Reprezentativ viselkedési mintazatok az RB teszt elsé 6t percében izolalt, illetve szocialisan nevelkedett
allatok esetében. Jol lathaté, hogy az izolalt allatok atlagosan kevesebb id6t toltenek egyes
viselkedésformak végrehajtasaval, azaz gyakrabban valtanak az egyes viselkedési kategdriak kozott, mely
a D abran lathaté masodpercben kifejezve. * p<0,05. Az dbra T6th és mtsai 2011 nyomén késziilt (19).

Megjegyzendd, hogy az izolalt allatoknal leirt viselkedési valtozasok tartdsnak
bizonyultak: hat nap leforgasa alatt ismételt harom RB teszt soran sem mutatkozott

csOkkenés az abnormalis tdmaddsmintazatban (19). Ehhez hasonld eredményt mutatott
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egy Ujabb kisérletsorozat, amely a felndttkori reszocializacid hatdsat vizsgalta a korai
szocidlis izolacioban felnevelt patkdnyokban. Noha a harapési frekvenciat enyhén
csokkentette, az abnormalis tamadasi mintazat harom hetes reszocializacios szakaszt
kovetden sem normalizalodott. Emellett az izolaltan nevelkedett allatok a reszocializacio
elsé hete alatt a nyugalmi periddusban szignifikdnsan kevesebb egyiittalvast mutattak a
szocialisan tartott, majd reszocializalt tarsaikhoz képest, mutatva erds szocialis
deficitjiiket és elkeriilé6 magatartasformajukat (72).

A felsorolt erdteljes viselkedési valtozasok idegrendszeri hattere mindezidaig nem
teljesen tisztazott. Egyes korabbi vizsgalatok eredményei szerint a szocialis izolacio
jelentds hatast gyakorol az agresszivitast szabalyoz6 kulcsfontossagu agyi teriiletek, igy
az amigdala és a prefrontalis kéreg (PFC) struktardjara és funkcidjara (66, 73-75). A
szocialis izolacio altal kivaltott viselkedési deficitek és azt kisérd fiziologias valtozasok
arra utalnak, hogy az izolalt allatok felfokozott érzelmi-arousal 4llapottal kisért, azonban
csokkent viselkedési kontrollt mutatnak, melynek hatterében feltételezhetden gyengiilt
prefrontalis kontroll llhat. A szocialis izolacié medialis mPFC-re gyakorolt hatasat ezért

a c¢lkittizéseknél részletesen taglaljuk, mivel vizsgélataink egyik kdzponti elemét képezi.

2.3. Az agresszio idegrendszeri szabalyozasa

2.3.1. Az agresszid idegrendszeri hatterének megértéséhez hasznalt neurobiologiai

vizsgalomodszerek

Az agresszid hatterében alldé neurobiologiai kutatdsok a ma mar klasszikusnak
szamitd sebészeti 1€zios €s elektromos stimulacids kisérletekkel kezdddtek. 1884-ben a
temporalis lobotomia szeliditd hatdsat tartak fel rhesus majmokban és szélsoségesen
agressziv viselkedést mutatd kutydkban (76, 77), amit Philip Bard kisérletei kdvettek
macskék poszterior hipotalamikus régidjara koncentralva: a poszterior hipotalamusz
atvagasa diihszerli agressziv viselkedésiik megsziinését eredményezte (78). Ezen
eredményeket alatdmasztoan Walter Hess 1943-ban kozolte Nobel-dijas kisérleteit,
demonstralva, hogy macskak hipotalamuszanak elektromos stimulicidja agressziv
valaszt valt ki (79). Az 50-es és 60-as években a 1€zios kisérletek betekintést nytjtottak
az intraspecifikus agresszivitds szabdlyozasaban érintett neuroanatomiai struktirakba
(80), majd a metodikai fejlesztések (sztereotaxikus befogd, agyatlaszok) széleskorii

elterjedése révén mar megbizhatoan Ilehetett intrakranidlis elektromos stimulacids
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kisérleteket végezni patkdnyokon is, ramutatva az agresszio szabalyozasanak evoliiciosan
jelentésen konzervativ szabalyozd mechanizmusaira (81, 82). Ebben az idOben az
elektromos stimulacié kivaltotta agresszid szamos tipusat tanulmanyoztak, koztik a
predatoros agressziot. A komoly szisztematikussaggal elvégzett stimulacids tanulmanyok
foként az LH-ra koncentralodtak (83), majd Menno Kruk munkéjanak koszonhetden
elindultak azok a kisérletek, amelyek azon hipotalamikus tamadasi teriiletek
koriilhatarolasat céloztdk meg, ahonnan specifikusan territorialis agresszivitast lehetett
kivaltani, azaz (1) csak fajtars jelenlétében mutatkoz6 magatartasi valaszt, ami (2) nem
motoros reakcid, hiszen ¢lettelen targyakkal szemben nem mutatkozott, ¢és (3)
mennyiségileg fokozhatd volt az dram ndvelésével (84, 85). Ezek a kisérletek tehat egy,
az agressziv valasz direkt inicializdlasaban kozponti szerepet jatszo Un. ,hipotalamikus
tamadasi teriiletet” definialtak (hypothalamic attack area, HAA) (86, 87). Jelen
dolgozatban a HAA-ra mediobazalis hipotalamuszként fogunk hivatkozni (MBH)
anatomiai elhelyezkedése alapjan. Az MBH afferens ¢és efferens kapcsolatainak
feltérképezése ugyancsak segitette az agresszio modulatoros régiodinak feltérképezését
(88, 89), ramutatva koztiik az MBH jelentds prefrontalis beidegzésére. Habar az
elektromos stimuldcios technika alkalmazasa dontd fontossagu felfedezésekhez vezetett,
megvannak a maga limitacioi: a makroszkopos anatomiai pontossag ellenére az elektrod
altal befolyasolt neuronpopulacidk nehezen meghatarozhatok és a halozat szint
kovetkeztetések levonasat megnehezitik az elektrod alatt atfutd idegrostok, amelyek
szintén stimulalodhatnak.

A stimulacios kisérleteket kiegészitendd, sok tanulmany vette célba az agressziv
magatartast €és annak valtozasait kisér0 neuronalis aktivacids mintazatokat. A felgytlt
adatok meghataroz6 része emberben durva felbontdst add metabolikus és keringési
valtozdsokon alapulé mddszerek (6, 90-92), melyeket allatkisérletesen in vivo hasonlo
modon (2-doxigliik6z alapt funkcionalis magneses képalkotas fMRI), vagy post mortem
sejtszintli felbontast add korai atirddasu géntermékek jelolésén alapulnak (48, 93-98). A
kivalo térbeli felbontassal szemben a korai atirddasu géntermékek idébeli felbontasa igen
rossz, hiszen expresszidjanak lefolyasa relative lassu folyamat (5-30 perc az mRNS
atirdsa és 1-2 oOra a fehérje megjelenése), ezért nem alkalmas egy rovid viselkedési
esemény (pl. harapés) neurondlis aktivitassal torténd részletes sszehasonlitasara, illetve

ok-okozati viszonyok kideritésére. Azonban atfogd képet nyljtanak az adott agyteriilet
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viselkedésben betdltott szerepérél. Ezen tilmenden, a korai atirddasu géntermékek
kifejez6désének egylittes vizsgalata genetikai vagy neurondlis markerekkel (adott
idegsejtpopulaciot  kirajzolva), illetve palyajelolokkel hasznos informécidkat
szolgaltathat az adott viselkedésben érintett neuronpopulaciok neurokémiai jellegérol és
kapcsolatairdl (99). Az ilyen tipusu vizsgalatok sordn a rezidens allatokat altaldban RB
tesztnek vetik ald, amit transzkardialis perfuziot kdvetd szovetgyiijtés kovet, amelyen a
c-Fos korai atir6dasu fehérje immunhisztokémiai detektalasa, kvantifikilasa lehetséges
(100, 101).

Csak ugy, mint a legtobb viselkedés neurobiologiaval foglalkozo teriileten, igy az
agressziokutatasban is komoly attorést jelentett az optogenetikai €s kemogenetikai
stimulacids €s inhibicids modszerek kifejlesztése, mely egy kifinomultabb, specifikusabb
szintre emelte a stimulacidés tanulmanyok lehetdségét. Ezen technikék alkalmazasa
megengedi adott neuronpopulaciok fazikus (optogenetika) vagy tonikus (kemogenetika)
aktivalasat és gatlasat viselked6 allatokban (102-104). Mind a két technika virus vektorok
medidlta géntranszferen alapul, amely lehetdvé teszi a mesterségesen eldallitott
receptorok sejttipus-specifikus kifejezését. A sejtek optogenetikai iton torténd aktivalasat
fotostimulacionak (pl. channelrhodopsin 2 medialt) mig gatlasat fotoinhibicionak (pl.
halorhodopsin medialt) nevezziik. A channelrhodopsin 2 (ChR2) egy fény hajtotta nem
szelektiv kation csatorna, amely algakbol szarmazik és kék fénnyel (473 nm) torténd
megvilagitdsa membran depolarizaciot okoz. A halorhodopsin (eNpHR) egy fény hajtotta
klorid pumpa, amely halobaktériumokbdl szarmazik és sarga fénnyel (561 nm) valo
aktivalasa membran hiperpolarizaciot eredményez (103). Az optogenetikai manipulaciok
két tipusba sorolhatoak az alapjan, hogy az optikai szal a sejttestnél vagy az axon
termindlisok folott helyezkedik el. A sejttestnél alkalmazott fotomanipulacié az adott
sejtpopulacio egész ideghaldzatra gyakorolt netté hatdsdnak a feltrdsat teszi lehetdveé,
mig az axon termindlisok fotomanipulacidja egy adott célteriiletre vald projekcionak a
szelektiv tesztelését engedi meg, noha a sejttestre vald visszaterjedd aktivitds

(retropropagacio) lehetdsége nem zarhat6 ki (103, 104).

2.3.2. A kiillonbdz6 agresszid tipusok idegrendszeri szabalyozo utvonalai

Az embereken, macskan és ragesalokon végzett tanulmanyok alapjan az agresszio
idegrendszeri szabalyozasaban érintett agyteriiletek jelentdsen atfednek az egyéb

szocialis viselkedésforméakban érintett ideghalozatokkal (105). Az agressziv viselkedés
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szabalyozdsa az amigdala-hipotalamusz-periakveduktalis sziirkedllomany (PAG)
kodzponti utvonal koré szervezddik (15, 105), amelyet a PFC az amigdalan keresztiil gatlo
modon modulal (4/A abra) (6, 106, 107). Az elsd, macskakon végzett elektromos
stimulacios tanulmanyok nagyban hozzajarultak a fenti utvonalhoz tartoz6 agyteriiletek
(és altertileteik) funkcionalis szerepének megértéséhez, valamint ramutattak a proaktiv és
reaktiv agresszioformak idegrendszeri szabdlyozasanak kiilonbozéségeire is. Noha
macskaban ezen formak inkabb etoldgiailag elkiiloniilt célokat szolgalnak: a PAG vagy
(defensive rage, mint fajtarsak felé mutatott agresszid) és predatoros tdmadas (predatory
attack) megjelenése valthato ki (15).

Az MBH ¢és a PAG dorzalis-dorzolateralis részének az elektromos stimulacidja
védekezeési diihot valt ki. Ezzel ellentétben az LH és a PAG ventralis részének az
elektromos stimulalasa predatoros tamadas megjelenését okozza (4/B abra). A
természetben a védekezési diih akkor jelenik meg, amikor az 4llatot egy fajtars vagy egy
masik fajhoz tartozo egyed fenyegeti. Ezt a viselkedési valaszt a kovetkezd jellemzOk
kisérik: f0jas, piloerekcio, lelapult fiilek, mozdulatlan farok, vérnyomas és szivritmus
fokozddéas. A tamadasok szempontjabdl a védekezési diihot az ellenfélre mért
mancscsapasok jellemzik, amelyek fokozottan impulzivak és hidnyzik bel6lik a
megtervezettség (15, 36). A stimulacioval kivaltott predatoros tdmadés soran a macska
eloszor lopakodva megkozeliti a prédadllatot (legtobbszor egy elaltatott patkany), majd
tarkon harapja a prédaallatot, amely folyamat a stimulacié végéig tart. A kivaltott
viselkedés kifejezetten a prédaallatra iranyul és nem a kornyezet mas elemeire. A
védekezési dithvel Osszehasonlitva a predatoros tdmadads nem jar szimpatikus
aktivacioval, ugyanakkor tervezés €s meghatarozott stratégia alkalmazasa sziikséges
hozza, amely azt sejteti, hogy az agykéreg is szerepet jatszik a tdmadasi folyamat
szervezésében. A laboratériumban kivaltott predatoros tamadas szdmottevd hasonldsagot

mutat a természetes koriilmények kozott megfigyelt formajaval (15, 36).
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4. abra. Az agressziv viselkedés szervezésben érintett ideghalézat. A, Az agressziv viselkedés
szabalyozasaban érintett konvencionalis kozponti utvonal. B, Macskakban elektromos stimulacios
kisérletekkel feltart predatoros tamadas és védekezési diih hatterében allo ideghaldzat. Siegel €s mtsai 1999
nyoman (15).

A fenti kutatasok vilagitottak ra arra is, hogy az agresszid szabalyozédsaban érintett
agyteriiletek betolthetnek végrehajtd és modulalo jellegli szerepkordket. Mig a PAG vagy
a hipotalamusz elektromos stimulacidja direkt €s azonnali tamadast eredményez, az
amigdala ingerlése csupdn facilitdlja annak megjelenését. Az amigdala agresszio
facilitalo szerepére mar a korai 1ézios tanulmanyok is rdmutattak, ugyanis az amigdala
1€zi6 csokkent agresszivitast eredményezett az RB tesztben (108, 109). Az elektromos
stimuldcioval kivalthatd tdmadaési tipusok hatterében allé idegrendszeri dichotémia az
amigdala szintjén is fellelhetd. Macskdban a medialis amigdala (MeA) serkentése
facilitalja, mig a centralis amigdalaé (CeA) elnyomja az MBH-bol kivaltott ,,védekezd
diih” reakciot (15, 110-112). A MeA ezen potencirozo hatasa f6ként P anyag (substance
P) transzmisszibhoz kdothetd, amely az MBH-ban kifejez6dé neurokinin-1-es

receptorokon keresztiil hat (112). A MeA az MBH serkentése mellett gitolja az LH-bol
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kivaltott predatoros tamaddsok megjelenését is, mely egy diszinaptikus Utvonalon
keresztiil jatszodik le: a MeA-bol érkezd projekciok GABA-erg neuronokra érkeznek az
MBH szintjén, amelyek az LH-t gatoljak (113). Az MBH ¢és az LH kozotti GABA-erg
kapcsolat reciprok médon szervezddik, igy alakitva ki a két agresszioforma egymast
stimulacios kisérletekhez hasonlokat patkanyokban nem végeztek, ugyanakkor leirtdk az
amigdala agressziot serkentd szerepét aranyhorcsogben (115). Ezzel Osszhangban
horcsogben, pocokban, egérben ¢és patkdnyban is az amigdala fokozott c-Fos
kifejezddését irtak le agressziv viselkedést kdovetden. A territoridlis agresszio soran (RB
teszt) a medialis amigdala aktivalodott a legfoképp az 6sszes amigdala mag koziil (94,
116-119) és a c-Fos aktivacid pozitiv korreldciot mutatott az agresszivitds mértékével
(116, 118), mely egybevag a macskakban talaltakkal, s valoszinlileg a territorialis
agresszio egyik f0 facilitator régidjava teszi a MeA-t. Ezzel ellentétben a CeA nem vagy
csak enyhe neuronalis aktivalddast mutatott RB tesztet kovetden (116, 118, 120, 121). Az
utobbi években optogenetikai tanulmanyok még nagyobb részletességgel feltartak
egerekben a MeA szabdlyozasi mechanizmusait. A poszterodorzalis (MeApd) részén
elhelyezkedd vezikularis GABA transzportert (VGAT) kifejezé neuronok fokozott c-Fos
aktivaciot mutatnak intraspecifikus agressziora (122), ezen GABA-erg neuronpopuldcio
aktivalasa agressziot valt ki, mig fotoinhibiciojuk megsziinteti a folyamatban 1évo
harapast. Erdekes modon a MeApd GABA-erg neuronjainak egy része aromataz enzimet
fejez ki, amely az androgének 6sztrogénekké torténd atalakitasdban jatszik kulcsszerepet
(123). Ezen neuronok genetikai irtdsa csokkenti a territorialis agresszidt (fokozott
harapasi latencia, csokkent harapds szam), kemogenetikai gatlasuk pedig a harapasi
latenciat noveli (124).

A kutatocsoportunk 4ltal jellemzett szocidlis izolaciot kisérd felfokozott
agresszioformaknal ugyancsak a MeA fokozott aktivitasat figyeltiik meg, mig a
gliitkokortikoid deficienciat kisérd sériilékeny testrészeket célzd proaktiv/predatoros
jellegli agresszioformakat f0képp a CeA fokozott aktivitdsa kisérte (17, 121). Utobbi arra
utal, hogy rdgcsalokban hasonloan kirajzolodik két agressziot differencialtan szabalyozo
kor az amigdala szintjén, amit a hipotalamusz és a PAG funkciondlis dichotomidja is

kovet, melyeket az alabbi fejezetekben kiilon taglalunk.
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2.3.3. A hipotalamusz

W. R. Hess macskék hipotalamuszaban, végzett agressziot indukald elektromos
stimuldcioés kisérleteit szamos mas fajban, igy emberben is reprodukaltak, tehat,
feltehetden a jelenség hatterében huz6dd mechanizmusok evolucidsan jelentdsen
konzervaltak (79, 125, 126). A hipotalamusz a human agresszidban is kdzponti szerepet
jatszik az alabbi adatok szerint: (1) agressziv emberekre a hipotalamusz hiperaktivitasa
jellemzd (127), (2) a human hipotalamusz ingerlésével kontrolalhatatlan diihkitorések
valthatok ki (126), (3) a poszteromedialis hipotalamusz sebészeti és funkcionalis 1ézidja
sikeresen enyhitette olyan paciensek koros agresszigjat, akik kordbban mas kezelésre nem
reagaltak (128-131). Ugyanakkor a human hipotalamusz kis mérete miatt képalkotd
eljarasokkal nehezen vizsgalhatdé részleteiben. A korabbiakban mar ismertetett
rendelkezésre all6 szélesebb metodikai eszkdozdk miatt a hipotalamusz agresszioban

jatszott szerepe legfoképp ragesalokban tanulmanyozott.

2.3.3.1. A mediobazalis hipotalamusz (MBH)

Patkanyokban Kruk és munkatérsai tobb szaz elektrdd helyzete alapjan irtak koriil
az MBH-t, mely a fornixtol medidlisan helyezkedik el, az anterior hipotalamusztol a
dorzomedidlis magig terjed, s magaban foglalja a tuber cinereum és a ventromedialis
hipotalamusz ventrolateralis részét (5. abra) (84, 132, 133) Az MBH farmakologiai €s
elektromos serkentésével a fajtarssal szembeni agressziv viselkedés megbizhatoan
kivalthatoé ragcsalokban. Lin ijabban egerekben is azonositottak egy hasonld régiot a
ventromedialis hipotalamusz ventrolateralis részén, ahonnan fotostimulalassal agresszio
valthato ki (134, 135). Az MBH nem pusztan egy végrehajtd szerepkorrel rendelkezik,
hanem az agressziv viselkedést befolyasold kiilonbdz6é motivacios allapotok, szocialis és
szenzoros ingerek feldolgozasanak a kdzpontja is. Az innen kiindulo és az agytorzsbe
térd palydkon 4t jutnak el az agressziv viselkedéshez sziikséges mozgatd parancsok a
célszervekhez (136). Az MBH bizonyos neuronpopulacioi a fajtars szagldszasakor,
tisztogatasakor is aktivalédnak, mig mas neuronok tiizelése agressziv viselkedés alatt
maximalis, s a fenti két populacié csak kis mértékben fed at. NOstény allattal valo
talalkozéas soran az egér MBH neuronjai gatlas ala keriilnek, igy a himekben a parzasra
valo késztetés keriil folénybe az agressziv viselkedés helyett (134). Ezek a megfigyelések
arra utalnak, hogy az MBH bemenetein keresztiil kiilonféle szenzoros informaciokat kap

a partnerrdl, aminek hatdsdra a szocialis és antiszocidlis késztetések versengésének
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eredményeképpen dol el a viselkedési valasz. Hogy a hipotalamuszon keresztiil milyen
ingerek befolydsoljak a viselkedést, egyelére nem teljesen tisztdzott. In vivo
elektrofiziologiai eredmények szerint egereknél az MBH aktivitadsat olyan ingerek
vezérlik, mint példaul a fajtars szaga, tavolsaga, a mozgas sebessége és feltehetden
vizualis és auditoros informaciok (137).

Egérben az MBH fotostimuldlasdval kivaltott tdmadas a fenti motivacids és
szocialis ingereket feliilirja, ndstényekkel, kasztralt himekkel, altatott allatokkal és
élettelen targyakkal szemben is kivalthatd, és nem kizardlag az 4llat sajat territoriuman
beliill. Az ingerlés feltehetden az agressziv motivaciot noveli és elére nem tervezett
viselkedést valt ki (134). Egérrel ellentétben a patkdny MBH elektromos stimuldldsa nem
pusztan motoros valaszt valt ki, mivel masik patkédny nélkiil nem jelenik meg tdmadas,
azonban célpont hianyaban az allat izgatott, keresé magatartdst mutat. A tamadasok
célvezéreltségének hianyat jelzi, hogy azokat fenyegetések nem elézik meg, valamint
random célpontokra iranyulnak, igy sériilékeny testrészeket is gyakran érnek (138). Ezen
mindségi jellegek modulalasat, szocidlis kontextushoz vald6 hozzaigazitasat

feltételezhetden foként kortikalis teriiletek végzik, mas szubkortikalis teriiletek befolyasa

mellett.

Bregma -2.3 Bregma -2.80

5. abra. Az MBH (pirossal) és az LH (rézsaszinnel) anatomiai elhelyezkedése és 3D-s helyzete
patkanyokban. Az intraspecifikus agressziot iranyit6 MBH a bregmatdl szamitott -1.4 és -2.80 kozotti
metszési sikokban helyezkedik el, a fornixtol medialisan, az anterior hipotalamusztdl a dorzomedialis
magig terjed, magaban foglalja a tuber cinereum és a ventromedialis hipotalamusz ventrolateralis részét.
Az abran az MBH-t Lammers és munkatarsai (1988) kisérleteiben a tdmadasokat sikeresen kivalto
elektrodok helyzete alapjan abrazoltuk. A predatoros és intraspecifikus agresszidban szerepet jatsz6 LH
antero-poszterior iranyban a preoptikus aredtol a ventralis tegmentalis aredig terjed, medidlisan a
dorzomedialis hipotalamusz, a ventromedialis hipotalamusz, medidlis preoptikus area és a nucleus arcuatus
hatéarolja; lateralisan pedig a capsula interna és az optikus traktus. AHN: anterior hipotalamikus mag, fx:
fornix, IC: capsula interna, OT: optikus traktus, PVN: paraventrikularis mag, VMH: ventromedialis
hipotalamusz.
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2.3.3.2. A lateralis hipotalamusz (LH)

Patkanyok esetében egerek, békak és rovarok megdlésekor figyelhetd meg
predacio(15, 16, 81). Csakiugy, mint macskadknal patkanyok esetében a ragadozodi
agresszio kozpontja az LH (5. abra) (15, 139), ahonnan kozvetlen elektromos
stimulacioval tdmadas valthaté ki, azonban ezek jellemzdéen a prédadllat sériilékeny
testrészeire (kivaltképp nyakra) iranyulnak, igen gyorsan kivitelezettek és fenyegetéssel
nem tarsulnak (81, 140, 141). Macskdkon az MBH ¢és az LH egymast kdlcsondsen
gatoljak, igy az intraspecifikus és predatoros jellegli agresszidformak kontextusuknak
megfelelden elkiiloniilnek (114). Korabbi eredmények alapjan ragcsalokban nincs effajta
reciprok gatlas, a két teriilet egylittesen is aktivalodhat, azonban macskakhoz hasonl6an
az aktivacios mintdzat robusztussaga utal a két régi6 funkcidjara (17, 121). Patkanyoknal
az LH stimulalasaval fajtars megtamadasa is kivalthatd, de nagyobb ingererdsséggel, mint
azMBH teriiletérél (83). Az LH fokozott aktivacioja figyelhetd meg az alacsony
glilkokortikoid szint indukélta abnormalis agresszid esetén, mely jellemzdiben a
ragadozoil és territoridlis agresszid keverékének tekinthetd: fenyegetés nélkiili és
sériilékeny testrészeket célzo6 harapasok jelentkeznek a fajtarssal szembeni agressziv
interakci6 soran (17, 98). Erdekes megfigyelés még, hogy az LH aktivacidja pozitivan
korrelal a fenti sériilékeny testrészekre iranyuld €s fenyegetéssel nem jelzett tdmadéasok
aranyaval (17). Ugy tinik tehat, hogy patkanyokban az LH az intraspecifikus
agresszioban is szerepet jatszik, és az alacsony arousal szinttel jar6 abnormalis agressziod

esetén dominal.

2.3.3.3. Az MBH és az LH anatoémiai kapcsolatai

Az MBH bemeneteit eldszor kutatdcsoportunk irta le retrograd palyajeldléssel, a
legfobb afferenseket add struktirdk a MeA, a lateralis szeptum (LS), a BNST (bed
nucleus of the stria terminalis) és az mPFC (89). A MeA-nak fontos szerepe van a
szocialis viselkedésekben, mivel jelentds szagloafferenticiot fogad, az informaciokat
pedig a stria terminalison at kozvetiti szdmos hipotalamikus magba (142, 143),
amelyeken keresztiil a szexudlis és agressziv viselkedést egyarant modulalja (122, 144,
145). AZ MBH legfontosabb kimenetei a PAG-ban, a mediodorzélis talamuszban és az
LS-ban végzddnek. AZ MBH a tamadasokhoz sziikséges motoros parancsokat a PAG

dorzolateralis részén és mas agytorzsi struktirdkon keresztiil kdzvetiti az izmokhoz(88).
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Az LH agresszi6 szempontjabdl relevans bemenetét a CeA adja, legfontosabb
kimenete pedig a PAG ventrolateralis részébe vetiil, amely tutvonalon az LH
szabalyozhatja az agressziohoz tarsulé autonom valaszokat is (17, 140, 146-149). Ilyen
modon elképzelhetd, hogy az LH dominancidja alacsony arousal szintet indukal
predatoros  jellegi  agresszioformakban, mig a  territorialis/intraspecifikus
agresszioformakban a MeA-MBH-dl PAG utvonal magas arousal hatteret biztosit, mely
az intraspecifikus interakcid normalis velejardja, sdt mint ,,belsd kontroll/gat” fontos
regulator szerepet is betolt (17, 121). A két utvonal kozotti kapesolat elemei egyeldre
nincsenek feltarva, azonban az mPFC MBH-ba és LH-ba vetitd projekcioi révén
potencialisan mindkét utvonal aktivitdsat befolyasolhatja (89, 150-152). Tovabba
kérdéses még, hogy az MBH-ba ¢és az LH-ba vetitd mPFC neuronok egyazon vagy

elkiiloniilé neuronpopulaciohoz tartoznak-e (6. abra).

6. abra. Az agresszié szabalyozasaban
érintett idegrendszeri utvonalak
ragcesalokban.

Az MBH és az LH a PAG-on és egyéb
agytorzsi kapcsolataik révén érik el a
tamadasokat iranyit6 motoneuronokat. Az
MBH jellemzéen a PAG dorzolateralis
részébe (dIPAG), mig az LH a PAG
ventrolateralis részébe vetit (VIPAG), ami az
intra- és interspecifikus agresszid mogott
allo  elkiiloniilt  vegetativ ~ valaszok
kivaltasaban jatszhat szerepet. Az MBH-t
foként a MeA, az LH-t pedig a CeA-bol
érkez6 afferensek modulaljak. A PFC
feltehetéen a MeA-n Kkeresztiil kozvetve,
hipotalamikus  projekciéi révén pedig
kozvetleniil szabalyozhatja az LH és az
MBH miikodését, egyelére nem tisztazott
iranyban. Az abran lilaval foként a
ragadozoi agresszio, vorossel az
intraspecifikus agresszio soran aktivalodo
teriileteket jeloltiik.
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2.3.4. A prefrontalis kéreg (PFC)

A PFC kozponti szereppel bir a ,top-down” szabalyozasban, a végrehajtd
funkciok szervezésében, szamos kognitiv, neuroendokrin és vegetativ folyamat
szabalyozéasaban, ¢és ezaltal a viselkedés tervezésében és kialakitasaban (32, 153, 154). A
fenticket alapul véve feltételezhetéen kozremikodik az agressziv viselkedés

szabalyozéasaban is (155).

2.3.4.1. A PFC jellemzése

A PFC a frontalis lebeny azon része, amely a motoros kéregtdl anterior iranyba
helyezkedik el. Primatakban a PFC lateralis, orbitofrontalis és medialis részekre oszthato
(156, 157). Mig a lateralis PFC (IPFC), a medidlis és orbitofrontalis PFC (OFC) bizonyos
részei izokortexnek, addig a medialis és orbitofrontdlis PFC fennmaradd részei
allokortexnek tekinthetéek. Utdbbibol hianyzik a jol fejlett granuldris negyedik réteg
(157, 158). Habar a ragcsaloknak nincs a lateralis PFC-nek megfeleltethetd izokortexe,
feltehetden a precentralis kéreg (PrC, az elsddleges motoros kéregtdl anterior iranyban
talalhatd) tekinthetd kezdetleges izokortikdlis PFC-nek (159). Mivel a PFC
citoarchitekturaja kiilonbségeket mutat a fajok kozott, a jelenlegi elfogadott definicid
szerint a PFC a lateralis, orbitalis ¢s medialis frontalis lebeny azon része, amely
rosztralisan taldlhaté az elsdédleges motoros kéregtél és stiri beidegzést kap a
mediodorzalis talamikus magtol (MD) (157, 158). Ennek megfelelden az anterior
cingularis kéreg (Cgl) szignifikans innervaciot fogad a MD-t0l, eképp mind primatakban,
mind ragcsalokban az mPFC részét képezi. Az OFC feloszthaté medialis, centralis és
lateralis részekre. A 24. (dorzalis Cgl), a 25. (ventralis és szubgenualis Cgl) ¢és a 32. (az
elozo teriiletektdl rosztralisan) Brodmann teriiletek az mPFC-ben mind allokortexnek
tekintettek. Anatomiai, fejlddéstani és funkcionalis hasonldosdgok alapjan a patkany
mPFC-t képezd Cgl, a prelimbikus kéreg (PrL) és az infralimbikus kéreg (IL)
homolognak tekintett a primatak 24., 25. és 32. teriileteivel (7. abra) (154, 160, 161). A
patkdny PrC homolog lehet a primatak IPFC-vel (162, 163). Ahogy primatakban, ugy

ragcsalokban is az orbitofrontalis régiok feloszthatoak medialis (medidlis és ventralis

28



orbitofrontalis kéreg), centralis (ventrolateralis orbitofrontalis kéreg) és lateralis (lateralis

orbitofrontalis és anterior agranularis inzularis kérgek) régiokra (157, 160, 164).

A Dorzolateralis Orbitofrontalis

Rosztralis

Dorzomedialis

7. abra. A prefrontalis kéreg (PFC) felépitése human és patkany agyban. A human PFC medialis része
dorzomedialis és ventromedialis részekre tagolhatdé (dmPFC és vmPFC), laterdlis része szintén
dorzolateralis és ventrolateralis régiokra (dl és vIPFC), az orbitofrontalis kéreg pedig medialis, centralis és
lateralis részekre. Az mPFC 25. Brodmann teriilete a patkanyok infralimbikus kérgével (IL), a 32. teriilet a
prelimbikus kéreggel (PrL), a 24. teriilet pedig az anterior cingularis kéreggel (Cgl) tekintheté homolognak.
Fmi- forceps minor, M1/M2: els6dleges/masodlagos motoros kéreg, VO, LO: ventralis és lateralis
orbitofrontalis kéreg, Al: agranularis inzularis kéreg. Az abra Szczepanski és Knight 2014, illetve Bicks és
mtsai 2015 nyoman késziilt (160, 164).

Price neuroanatomiai kapcsolataik alapjan a PFC részeit egy medialis és orbitalis
halozatra osztottdk fel (159). A medidlis halézat az mPFC-bdl és az OFC legmedidlisabb
részeibdl, mig az orbitdlis haldézat a centrdlis és laterdlis OFC-bol all. A medialis
halozatnak fontos szerepe van a szocidlis kognicidban, a pozitiv (példdul jutalom) és a
negativ tolteti (pl. blintudat, szégyen, megbands, félelem) informaciok, érzések
feldolgozasaban, valamint amigdalaval, ventralis striatummal és hipotalamusszal vald
kapcsolata révén az érzelmek ¢és motivalt viselkedések ,top-down” jellegii
szabalyozéasaban (32, 152, 160, 165, 166).

Az mPFC-ben taldlhat6 neuronok 80-90 %-a serkentd piramissejt €s mindossze 10-

20 %-a gatldo GABA-erg interneuron. Mind a piramissejtek, mind a GABA-erg
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interneuronok morfologiai, fiziologiai és molekularis jellegek alapjan a tovabbi
alcsoportokba sorolhatok (167, 168). A GABA-erg interneuronok (pl. parvalbumin (PV)
¢s kolecisztokinin (CCK) tartalmiak) dontd szerepet jatszanak a piramissejtek
periszomatikus gatlasa révén a kortikalis funkciok szervezésében és dsszehangolasdban
(169). A kiilonboz6 interneuronok, igy példaul a PV ¢és szomatosztatin tartalmi sejtek
fotostimulalasa eltérd haldzati hatdsokat okoz (170), azaz masképp szoInak bele a halozati
miikodésbe, Osszetett modon szabalyozva azt. Erdekes ujabb talalat, hogy a projekcios
sejtek nem kizarolag serkentok, hanem megfigyelhetd hosszi projekcios GABA-erg
sejtek, melyek a PFC-bdl erednek, s a ventralis striatumba vetitenek (171).

Az mPFC laminaris szervezddést mutat, amelynek fontos jelentésége van a
jelfeldolgozasban. Az afferensek a limbikus €s kortikalis régiokbol a szuperficidlis
rétegekbe érkeznek (I. és II. réteg) (172). Preszinaptikus fotostimuldcios kisérletek
megmutattak, hogy a II. rétegi PrL piramissejtek bemeneteket kapnak a kozépvonali
talamikus magokbol, bazolateralis amigdalabol (BLA) ¢és ventralis hippokampuszbdl.
Ezen anatomiai és funkcionalis 6sszekapcsoltsag révén az mPFC idedlisan helyezkedik
el ezen forrasokbol érkezd informaciok feldolgozasaban és tovabbitasaban (173). A Cgl,
a PrL ¢és az IL egyarant stirin bemeneteket kapnak a talamusz fel6l, amelyek szerepet
jatszanak az észlelésben, érzékelésben és kognicidban (150, 174, 175). Amellett, hogy
talamikus bemenet érkezik a II. rétegbe, az 1. rétegben elhelyezkedd interneuronok is
kapnak afferentaciokat a talamuszbol. Ezen interneuronok elére-csatold gatlassal képesek
modulalni a IL/IIL. rétegi piramissejteket (176). Altalanosan elmondhatd, hogy a felszini
rétegek fogadjak az afferentaciok jelentOs részét, mig a mélyebb rétegekben elhelyezkedd
sejtek adjak az efferenseket (150, 175).

Az mPFC siri bemeneteket kiild mas kortikalis és szubkortikalis teriiletekhez,
amely révén befolyasolja a viszceralis, autonom, limbikus és kognitiv folyamatokat (152,
175). A palyajeloléses tanulmanyok egy dorzoventralis gradienst irtak le a prefrontélis
kimenetek alapjan: a dorzélis részek (Cgl, dorzalis PrL) fOként a szenzorimotoros
teriiletekhez, mig a ventralis részek (ventralis PrL, IL) a limbikus teriiletekhez kiildenek
projekciokat (151, 152). Ez a gradiens megmutatkozott az mPFC-bd1 az MBH-ba vetitd
sejtek elhelyezkedésében is, miszerint ezen projekcid zome az IL és a PrL II1./V. rétegébe
szervezddik, ventralis iranyban novekvod denzitasban (89). Az LH-ba vetitd mPFC sejtek

némileg lateralisabban/mélyebben, foként az V. és a VI. rétegben helyezkednek el (150).
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Az el6z0khoz hasonlatos dorzoventralis gradiens figyelhetd meg az LH-ba vetitd mPFC
neuronoknadl is: a dorzalis LH-ba inkabb a Cgl és dorzalis PrL, mig a ventralis LH-ba
inkabb az IL és a ventralis PrL vetit (177, 178). Arra viszont nincs adat, hogy az LH-ba
¢s az MBH-ba vetité mPFC sejtek atfedé vagy elkiiloniilé populaciot alkotnak-e.

2.3.4.2. A PFC szerepe a human agresszidval tarsuld pszichopatologiai jelenségeknél

Szamos humdan tanulmany aldtdmasztja, hogy a PFC sériilése a végrehajtod
funkciok karosoddsa mellett (figyelmi =zavarok, tervezési nehézségek, romlott
munkamemoria) komoly személyiségbeli valtozasokkal jarnak (impulzivitas, megromlott
szocialis kommunikacid), melynek gyakori kisérd tiinete a megnovekedett agresszivitas
(179-182). A hattérben huzodo okok feltehetden a PFC-hez kdothetd fobb funkciok
kiesésében rejlenek: a kognicio és az értékeld képesség romlasa kovetkeztében a szocidlis
helyzetek nem megfeleld interpretalasa, tovabbad az emociondlisan felfokozott
helyzetekben a magatartasi kontroll alulmiikodése jelentkezik (7, 91, 183, 184). A thlzott
agresszioval tarsuldo pszichidtriai korképek tobbségében (skizofrénia, fiatalkori
magatartds zavarok, borderline- , antiszocidlis személyiségzavar és iddszakos exploziv
zavar) ugyancsak kimutathatd a PFC funkcionalis alulmikodése vagy
szirkedllomanyéanak térfogati csokkenése (7, 185-189). Tovabba agresszivitasra
hajlamos egyének, illetve agresszidval tarsuld pszichopatologiaval diagnosztizalt betegek
csokkent eredményeket értek el a frontalis lebeny funkcioit vizsgdld pszichiatriai
felmérésekben (190, 191). Ezeknek megfeleléen a PFC gatld funkcidja az agresszio
szabalyozasaban valoszintisitett.

Meglepden, a fenti vizsgalatoktol gydkeresen eltérd eredményt szolgaltattak azok
a képalkoto eljarasokon alapuld felmérések, amelyek a PFC kronikus aktivitdsa helyett
az akut, agressziv magatartashoz asszocialodd prefrontdlis miikddés feltérképezésére
iranyultak. Ilyen jellegli vizsgalatokban agressziv megtorlast, illetve erdszakos
szituaciokat modellezd helyzetekben (fiktiv ellenfelek biintetése, illetve erdszakos
videojatékokkal vald jaték) a PFC megemelkedett aktivitasat irtdk le (8. abra). Az
agresszioval tarsuld pszichopatologidval diagnosztizalt betegeknél az ilyen tipust
vizsgalatoknal az agressziv cselekedetekhez a PFC felfokozott aktivitasa tarsult . Ezen

ellentmondasos helyzetet prefrontalis paradoxonnak nevezhetjiik (192-196).
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0
8. abra. Erdszakos videojaték kivaltotta mPFC aktivacid emberben funkcionalis méagneses rezonancia
vizsgalat soran. A kisérleti alanyok a videojatékban virtualis tamadokat 16hettek le (fenti abra), amely

cselekedetet az mPFC fokozott aktivacidja kisérte. King és mtsai 2006 nyoman (192).

2.3.4.3. A PFC szerepe a ragcsalok agresszivitasanak szabalyozasaban.

Mar évtizedekkel ezeldtt kimutattdk, hogy a patkany, illetve a macska PFC
elektromos stimuldcidja gatolja a hipotalamikusan kivaltott tdmadasokat, mig 1ézidja
noveli az agresszivitast (15, 197-200). Ezen vizsgélatok soran a 1ézio6 kiterjedése foleg az
OFC-re koncentralodott. Rhesus majmokban az OFC 1€zi6 szintén fokozott agresszivitast
eredményezett (201, 202). Ahogy mar bemutattuk, a PFC medialis és az orbitofrontalis
halozatra oszthato fel. Ugyanakkor, a fenti vizsgalatok nem szolgéltattak adatokat arra,
hogy a medidlis halozat milyen hatdst gyakorolt az agressziv viselkedésre. Rudebeck
hasonlitotta 6ssze, hogy az OFC és a Cgl 1¢zi6 hogyan befolyasolja az agressziv
viselkedést 5 perces szocialis interakci6 teszt soran. Az OFC 1€zi6 fokozott agresszivitast
indukalt, mig a Cgl 1ézi6 csokkent szocialis érdeklédést okozott.

Régcsalokban az RB teszt neuronalis aktivitast indukal mind az OFC-ben, mind
az mPFC-ben (97, 121, 203, 204). Hasonl6 hatds jelentkezik, ha az 4&llatokat
pszichoszocialis kontaktusnak teszik ki (nincs fizikai kontaktus az ellenféllel) (98, 203,
205). A fentiekhez hasonlatosan, mind az anyai agressziohoz (206), mind a juvenilis kori
jatékos verekedéshez (play fight) fokozott neuronalis aktivitas tarsult az mPFC-ben (120).

Egy Gjabb tanulmany szerint az egér PFC piramissejtjeinek (anatomiailag inkabb az OFC)
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fotostimulacidja csokkentette, mig fotoinhibicioja novelte a tdmadasok szamat (207).
Ezen fotomanipulacios hatdsok szamos efferensen keresztiil érvényesiilhettek, igy nem
kizarhat6, hogy akar egymast kioltd hatasok Iétrejottét is eredményezhették. Az mPFC
szamos szubkortikalis teriilethez vetit és az egyes projekciok szelektiv fotomanipulacidja
akar ellentétes viselkedési valaszok megjelenését is eredményezhetik (152, 175, 208).
Ennek fényében indokolt az mPFC agresszidra gyakorolt hatdsanak projekcid-specifikus
vizsgalata. Az mPFC és a hipotalamusz k6zatti kapcsolat agresszidban bet6ltott funkcionalis
szerepérdl nincs adat. Ennek megfelelden kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy az
mPFC projekcio-specifikus stimuldldsa az MBH és az LH teriiletén milyen hatést fejt ki az

intraspecifikus agresszio kiilonb6z6 aspektusaira.

2.3.4.4. A PFC szerepe a ragcsalok abnormalis agresszivitasanak szabalyozasaban.

Az abnormalis agresszid modellekben a normalis agresszional megfigyelt
agressziohoz képest fokozottabb aktivacio (hiperaktivacio) volt megfigyelheté a PFC-ben
(97,203, 209), igy a gliikokortikoid deficiencia kivaltotta abnormalis agresszio a GABA-
erg neuronok aktivalodasdval negativan, mig a piramissejtek aktivalédasaval pozitivan
korrelalt az mPFC-ben. A tanulmany arra is ramutatott, hogy mig a piramissejtek
hiperaktivalodtak, addig bizonyos GABA-erg sejtek hipoaktivitdst mutattak az
adrenalektomianak kitett allatokban. A GABA-erg neuronok deficitje két neurokémiailag
elkiiloniilt tipusban mutatkozott meg: a PV ¢és CCK pozitiv sejtekben. A hipoaktivitast
mutatd PV sejtek alteriilet szelektiven az IL-ben helyezkedtek el.

Nincs tudomanyos lelet arr6l, hogy a korai szocialis izolaci6 okozta abnormalis
agressziohoz az mPFC-ben milyen réteg, illetve alteriilet specifikus neuronalis aktivacios
minazatok tarsulnak. Tovabb az sem feltart, hogy a szocidlis izolacid miként befolyasolja
az agressziv interakcid soran aktivalodott glutamaterg és GABA-erg neuronok aranyat.
Emellett egyes jelenségeket, mint példaul a PFC funkciondlis és strukturalis
lateralizaciojat a koros agresszio soran, csak human képalkotod eljardsokkal vizsgaltak (6,

7, 92, 180), allatmodellekben egyelére nem.
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3. Célkituzések

3.1. Az mPFC és a hipotalamikus tamadasi kozpontok kozotti

projekciok anatomiai és viselkedési karakterizalasa

Jelen dolgozat az mPFC agressziv viselkedésben betoltott szabalyozo szerepének
megértése koré szervezddik. A dolgozat els részének célja az mPFC hipotalamikus
tamadasi kozpontokba vetiild projekcidinak (mPFC-MBH ¢s mPFC-LH) anatomiai
szervezddésének, illetve agressziv viselkedésre gyakorolt funkcionalis hatasainak

feltarasa.

3.1.1. Az MBH-ba és az LH-ba vetiil0 prefrontalis kérgi neuronpopulacidok atfedésének

vizsgalata

Korabbi, anterograd ¢és retrograd palyajelolést alkalmazéd kozlemények szerint
mind az MBH, mind az LH kozvetlen bemenetet kap az mPFC-bdl (89, 150, 151, 210),
azonban nem ismert, hogy egyazon vagy tobb elkiiloniild neuronpopulacio idegzi-e be a
két hipotalamikus teriiletet. Munkank elsé szakaszanak célja ennek a kérdéskornek a

tisztazasa volt.

3.1.2. Az mPFC-MBH és az mPFC-LH projekciok neurokémiai karakterizalasa

Bar az mPFC projekcios neuronjai glutamaterg fenotipusuak, ujabb adatok szerint
GABA-erg projekcios sejteket is tartalmaz ezen kérgi teriilet (171). Ezt alapul véve
célunk tisztdzni, hogy az mPFC milyen aranyban kiild glutamaterg és GABA-erg
projekciokat az MBH-hoz és az LH-hoz. A kérdés teljeskori feltarasa érdekében célunk
megvizsgalni tovabba az mPFC projekcid optogenetikai stimulalasa altal kivaltott

posztszinaptikus aramokat a hipotalamikus teriileteken.

3.1.3. Az mPFC-MBH ¢és az mPFC-LH projekciok agressziv és szocialis

viselkedésformakra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Irodalmi adatok alapjan feltehetd, hogy az agressziv viselkedés kontrolljadban részt
vesz az OFC (207), ugyanakkor az mPFC ilyen jellegli szerepe még nem tisztazott,
tovabba az mPFC és a hipotalamusz k6zotti kapcsolat agresszidban betoltott funkcionalis
szerepérdl sincs adat. Ennek megfelelden, kisérleteink célja megvizsgalni, hogy az
mPFC-MBH ¢és az mPFC-LH palyak fotostimulacioja milyen hatést gyakorol az agresszid

kiilonboz6 aspektusaira
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3.2. A Kkorai szocialis izolacio kovetkeztében kialakuléo abnormalis
agresszio hatterében allo prefrontalis kérgi strukturalis és funkcionalis

valtozasok

Emberekben a korai szocialis elhanyagolds gyakran feln6ttkori abnormalis
agresszioval tarsuld pszichopatologiai jelenségek kialakulasdhoz vezet, melyek az mPFC
strukturalis és funkcionalis deficitjeivel jarnak egyiitt (3, 7, 11). Ehhez hasonldan, a korai
szocialis izolacid patkdnymodellben is fokozott és abnormalis agresszivitashoz vezet,
amelyben kulcsszerepet jatszhat az mPFC (14, 18, 19, 97, 121, 203). A dolgozat masodik
felének célja ennek a kérdéskornek a vizsgalata, feltarva a korai szocialis izolacio altal
kivaltott abnormalis agresszi6 mPFC szintjén megjelend strukturdlis €s funkciondlis
valtozasait. A vizsgadlatok az mPFC egy jol koriilhatarolt részére iranyultak (24/A abra),
mely nagy denzitasban tartalmaz hipotalamuszba vetitd neuronokat €s jelentds mértékil
neuronalis aktivitdst mutat agressziv interakcio soran (89, 121, 150, 203). Vizsgalataink

soran a valtozasokat a bal €s jobb hemiszfériumban kiilon értékeltiik.

3.2.1. A korai szocidlis izolacid mPFC strukturdjara és az agressziv magatartasra

gyakorolt hatasainak feltarasa

Mind a korai gyermekkori elhanyagolas (211), mind az agresszidval tarsuld
pszichopatologiai jelenségek az mPFC térfogatcsokkenésével jarnak egyiitt (7).
Kiilonallo vizsgalatok szerint a korai szocialis izolaci®é abnormalis agressziv
viselkedéshez (18, 72, 121), illetve az mPFC térfogatanak csokkenésé¢hez vezet (212,
213). Ugyanakkor nincs irodalmi adat arra vonatkozdan, hogy korai szocialis izolacio
hatasara abnormalisan agressziv patkanyok mPFC-je milyen makroszkopos strukturalis
valtozasokat mutat. Az agresszioval tarsuld pszichopatologiai jelenségeknél tapasztalt
mPFC térfogatcsokkenéssel jard cellularis valtozasok egyeldre nem ismertek. Korabbi
allatkisérletes tanulmanyok szerint a korai szocialis izolacid csokkenti az mPFC
piramissejtjeinek dendritikus komplexitasat és a dendrittiiske denzitast (75, 214, 215),
azonban a szocidlis izolacio glidra, illetve mikrovaszkulaturara gyakorolt hatdsairdl
egyeldre kevés, és tobbségében negativ adat all rendelkezésre (216, 217). Munkéank ezen

szakaszanak célja ezen valtozasok karakterizalasa volt.
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3.2.2.A korai szocialis izolacid okozta abnormadlis agressziohoz tarsuld neuronalis

aktivitasbeli valtozdsok feltardsa az mPFC-ben

Az mPFC aktivitdsa mind ragcsalékban, mind egészséges emberekben fokozodik
agressziv viselkedés soran a nyugalmi helyzethez képest (193, 194, 203). Az abnormalis
agresszio ragcsalomodelljeiben ¢és az agresszidval tarsuld pszichopatologiaval
diagnosztizalt betegekben az aktivacié fokozddasa még erdteljesebb (97, 121, 185, 205,
218, 219). A ragcsalokban végzett eddigi vizsgalatok globalisan jellemezték az mPFC
neuronalis aktivitasat, de a finom aktivacids mintazatok nem ismertek (97, 121). Célunk
egy részletesebb, a human ,,voxel-jellegli” képalkotasi modszereknek megfeleltethetd
vizsgalat volt, amely lehetévé teszi az mPFC aktivalodott neuronjainak topografikus

eloszlasanak leirasa szocialisan izolalt és szocialisan tartott allatokban.

3.2.3. A korai szocialis izolacid kovetkeztében kialakuld abnormalis agressziv viselkedés

soran aktivaldodd neuronok neurokémiai jellemzése

Az mPFC-ben a neuronalis excitatorikus/inhibitorikus egyenstly fenntartasa
alapvetd szerepet jatszik a szocialis viselkedés moduldldsaban ¢és felboruldsa szocialis
diszfunkciok megjelenését okozza (220, 221). Korabbi vizsgalatok alapjan a
gliikokortikoid deficiencia kovetkeztében kialakult abnormalis agresszi6 az mPFC-ben
eltolodast okozott a priamissejtek és a GABA-erg interneuronok aktivacids aranyaban,
amely az excitatorikus/inhibitorikus arany eltolodasara utalt (203). A korai szocialis
izolacié okozta abnormalis agresszio soran aktivalodott neuronok neurokémiai jellegérdl
¢s aranyarol nincs tudomanyos lelet. Célunk tehat az mPFC piramissejtjeinek és GABA-
erg neuronjainak aktivitas vizsgalata volt RB teszt utan szocialisan izolalt és szocidlisan

tartott allatokban.
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4. Modszerek

4.1. Az allatok tartasi koriilményei

A kisérletek soran vizsgalt allatok him Wistar patkdnyok voltak (Charles River
Laboratories). Minden kisérletben az anyatol valo elvalasztas a tenyésztésben szokasos
idopontban, az allatok 21 napos koraban tortént, amikor négyes-6t0s csoportokban
atkeriiltek egy 12 6ras forditott napszakos ciklust allatszobaba, ahol a sotét periodus
delelott 10:00 orakor kezdddott. A korai szocialis izolacios kisérleteknél az izolalt
allatokat az elvalasztasol kezdve 7 héten at egyediil, mig a szocidlisan tartottakat
ugyanennyi ideig négyes csoportokban tartottuk ugyanabban a szobaban, random
elhelyezésben Makrolon dobozokban (42 x 26 x 19 cm). Amikor a szocidlis allatok
tomege elérte a 200 grammot, nagyméretli Makrolon dobozokba keriiltek athelyezésre
(60 x 38 x 19 cm). A rezidens-betolakodo tesztek az elvalasztas utani nyolcadik héten
kezddédtek, ekkor az allatok tomege 400-450 gramm volt. A szobaban allando
homérséklet (22 £ 2 °C) és paratartalom (60 + 10 %) volt. Laboratoriumi patkanytap és
viz korlatlan mennyiségben allt az allatok rendelkezésére.

A rezidens-betolakodo tesztben betolakoddként csoportban nevelkedett, kb. 300
gramm tomegli him Wistar patkdnyokat hasznaltunk melyeket ugyancsak négyes
csoportokban tartottunk a fent leirt koriilmények kozott. A kisérleti elrendezés részletes
bemutatasa és az elemszamok feltiintetése alabb talalhato.

Az allatkisérleteket az Eurdpai Bizottsag Tudomanyos Tanacsa ajanlasanak
(86/609/EEC) megfeleléen, a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet Allatjoléti
Bizottsaganak feliigyeletével és jovahagyasaval, a sziikséges, allatkisérletek végzésére

sz0l6 engedélyek birtokaban végeztiik.

4.2. Kisérleti elrendezések

4.2.1. Kisérlet 1: Az MBH és az LH prefrontalis afferentacidjanak feltérképezése

Ezen nyomkovetd jelolést alkalmazo vizsgalatainkban arra voltunk kivancsiak, hogy az
MBH-ba ¢és az LH-ba vetitd mPFC-ineuronpopulaciok mennyiben képeznek atfedd vagy
elkiiloniilt neuronpopulaciot, illetve milyen a réteg-specifikus eloszlasuk (9/A abra).
Ezen kisérlet soran kettds retrograd palyajelolést alkalmaztunk: FluoroGoldot (FQG),
illetve Cholera Toxin B (CTB) alegységet adtunk be rendre az MBH-ba és az LH-ba. A

beadasok utan két héttel az 4llatokat transzkardidlisan perfundaltuk és
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immunhisztokémiai modszerekkel ellendriztiik a nyomjeldlok beadasi gocait. A kisérlet
soran csak azokat az allatokat vettiik be az analizisbe, amelyeknél a nyom;jel616 beadési
goc az MBH-ra (n=4) vagy az LH-ra (n=4), illetve a kettds palyajel6ld beadasoknal
szelektiven e két teriiletre (n=3) korlatozodott. Ezen allatok prefrontalis kérgi metszetein
NeuN/CTB/FG harmas immunjelolést hajtottunk végre annak érdekében, hogy
meghatarozzuk az LH-ba, az MBH-ba vagy mindkét hipotalamikus tdmadasi teriiletre

vetitd sejtek aranyat (a teljes NeuN+ neuronszamra is).

4.2.2. Kisérlet 2: Az MBH és az LH prefrontalis afferentacidjanak neurokémiai

karakterizalasa

Masodik Iépésben a fent azonositott mPFC-MBH és mPFC-LH projekciok

neurokémiai fenotipusat (glutamaterg és/vagy GABA-erg) kivantuk meghatarozni (9/B
abra). Ezen kisérlet soran anterogrdd nyomjel6ld gyanant virus vektorral
idegsejtspecifikusan eY FP konjugélt ChR2-t fejeztiink ki az mPFC-ben (pontosan IL-PrLL
kéreg) sztereotaxikus mitéti beaddssal. A virusbeadaskor az allatok tomege
megkdzelitdleg 300 gramm volt €s csoportosan voltak tartva a sztereotaxikus miitétig,
utana 6 hetet hagytunk a virusexpresszi6 megfeleld szintjének elérésére, melyet
immunhisztokémiai modszerrel ellendriztiink. Azokat az allatokat, amelyeknél a virusgoc
talhaladt az IL-PrL alrégiokon kizartuk az analizisbol. A vizsgalt allatokon (n=3) az MBH
¢s LH teriiletén anti-GFP/vGLUT1/vGAT héarmas immunjelolést végeziink, amelyet

konfokalis mikroszképos képalkotas kovetett.

4.2.3. Kisérlet 3: A prefrontalis kérgi efferensek neurofizioldgiai hatdsanak verifikalasa

az MBH és LHszintjén

Harmadik kisérletiink arra iranyult, hogy a ChR2-t kifejez0 prefrontalis kérgi
bemenetek fotostimulalasa megbizhatéan képes-e kivaltani posztszinaptikus valaszt a
hipotalamikus sejtekben (9/C abra). Ezen kisérletek soran a virus konstrukcié beadéasa
korabban tortént (30-35. posztnatalis napokon, n=3) a tobbi kisérletben leirt virus
beadéashoz képest, ugyanis a hipotalamikus sejtek in vitro életképessége megkivanta a
minél korabbi mérést, azonban jelentds hipotalamikus virus expressziot csak 4 hét
inkubdacidt kovetden tudtunk detektalni. Ezen iddszak alatt az allatokkal semmilyen
viselkedési teszt nem tortént. A négy hét elteltével az allatokbol nyert hipotalamikus
agyszeleteken in vitro elektrofiziolégiai méréseket végeztiink a posztszinaptikus

aramokra fokuszalva, amelyek sordn egy nyugalmi alapszakasz felvétele utan az
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elvezetett sejtekre érkezd prefrontalis afferenseket kék 1ézerfénnyel fotostimulaltuk. A

mérések soran dsszesen 12 sejtbol tortént elvezetés.

A Kisérlet1

Anti-CTB/anti-

2 hét FG/anti-NeuN
Perfizic sy immunhisztokémia

i és konfokalis
B Kisérlet2 képalkotas
ChRZ-eYFP

Anti-GFP/anti-
@ &Q\{ 6 hét vGLUT1/anti-vGAT

N > Perflizi sy immunhisztokémia
S SN és konfokalis

képalkotas

C Kisérlet3 In vitro elektrofiziologia
ChR2-eYFP

ChR2-eYFP

9. abra. Kisérlet 1-2-3 Kkisérleti elrendezései. ChR2, channelrhodopsin 2; CTB, Cholera Toxin B
alegység;eYFP, enhanced yellow fluorescent protein (sarga fluoreszcens riporter fehérje); FG, FluoroGold,
IL, infralimbikus kéreg, LH, lateralis hipotalamusz; MBH, mediobazalis hipotalamusz; NeuN, neuronalis
sejtmag fehérje; PrL, prelimbikus kéreg, VGAT vezikularis GABA transzporter; vGLUT1, egyes tipust
vezikularis glutamat transzporter.

4.2.4. Kisérlet 4 és 5: Az mPFC-LH és az mPFC-MBH projekcidok direkt hatasanak

vizsgalata az agressziv magatartasformakra

A negyedik ¢és o6todik kisérletek célja az volt, hogy a fenti kisérletek soran
azonositott mPFC-LH és mPFC-MBH projekciok funkciondlis hatasat teszteljiik
agressziv interakcid sordn (10. abra). Ezeknél a kisérleteknél ChR2-t (AAV5-hSyn-
hChR2(H134R)-eYFP; University of Pennsylvania, titer 10'%) fejeztiink ki az allatok
prefrontalis kérgi neuronjaiban a harmadik kisérletsorozatnal leirt médon. A 4. és az 5.
kisérletek identikusak voltak minden paraméterben, csupan az optikai szalak lokalizacidja
volt kiillonbozo (4. kisérlet:LH, n=10; 5. kisérlet:MBH, n=8). A virusbeadast két héttel
kovette az optikai szalak beiiltetése, majd ujabb két hét felépiilési periddus, amelynek a
végén az allatok rezidens-betolakodd tesztekben vettek részt. A rezidens-betolakodo

tesztet minden rezidens 4llattal négy alkalommal, 48 oras idokozokkel ismételtiik.
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Minden rezidens a négy teszt soran kétszer fényingerlés kozben, kétszer pedig a
lézervezeték csatlakoztatasaval, de fényingerlés nélkiil ismeretlen betolakoddoval
talalkozott. Az ingerlési sorrendet és az allatok tesztelési sorrendjét randomizaltuk,
onkontrollos kisérleti elrendezést kialakitva. Az utolso viselkedési tesztet kovetden az
allatokat 90 perccel paraformaldehiddel transzkardidlisan perfundaltuk és
immunhisztokémiai médszerek alkalmazasaval ellendriztiik a virus kifejezodést az mPFC

¢és hipotalamusz szintjén, illetve az optikai szalak poziciojat a megfeleld hipotalamikus

teriiletek folott.
Kisérlet4
Rezidens-betolakodd teszt
I ChR2-eYFP Optikai szal (véletlenszerii sorrend)
_|| 9 - S betltetés E 2 nap /D 2nap ] 2nap /D
@) (ﬂf / @\& f\(/ & v
\
E \\'ﬂ/f&,,, # CSSedR
LH
Kisérlet5
I Rezidens-betolakod6 teszt
m ChR2-eYFP Optikai szal (véletlenszerii sorrend)
EI T t‘f%:ilftes \/D 2 nap /D 2 nap E 2 nap A:|
L’y “Si2
O \"_ A AN \ 5\
[ I W, x \~ 2 het
o : e
E MBH

10. abra. Kisérlet 4-5 Kkisérleti elrendezései. ChR2: channelrhodopsin 2, eYFP: enhanced yellow
fluorescent protein (sarga fluoreszcens riporter fehérje), IL: infralimbikus kéreg, LH: lateralis
hipotalamusz, MBH: mediobazalis hipotalamusz, PrL: prelimbikus kéreg.

4.2.5. Kisérlet 6: Kontroll vizsgalatok a ChR2-t nem tartalmazé virus konstrukciokkal az

mPFC-MBH projekcid fotostimulalasakor

Kontroll kisérleteink soran a kapott viselkedési hatasok szelektivitasat kivantuk
ellendrizni, azaz hogy a viselkedési hatdsok nem a virus infekcido vagy fotostimulacio
melléktermékei. Ennek elérésére csak riportergént (eYFP, funkcionalis ChR2 molekuldk
nélkiill az mPFC-ben) kifejezé allatokat teszteltiink a fenti kisérleti elrendezésben

fotostimulacioval és anélkiil (n=8).

4.2.6.Kisérlet 7: Az mPFC-MBH projekciok fotostimulalasanak specificitasa:

lokomotoros és szociabilitasbeli hatdsok tesztelése

Ebben a kisérletben tisztazni kivantuk, hogy a fotostimulaci6 hatésai specifikusak-

e az agressziv viselkedésformakra, és nem a szocidlis motivacioban bekovetkezett
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valtozasok masodlagos kovetkezményei. Az utols6 RB teszt utdn két nappal

fotostimulacioval tarsitott szociabilitas tesztet végeztiink a patkanyokkal (n=8).

4.2.7. Kisérlet &: A hipotalamikus fotostimuldci® hatdsa az mPFC neuronilis

aktivacidjara

A nyolcadik kisérletsorozat az axonalis fotostimulacid hatdsdra megjelend
esetleges retropropagacio feltarasara iranyult, mely sordn a visszaterjed6 akcids potencial
az mPFC neuronjait aktivalhatta. E jelenség vizsgalatara a patkanyok mPFC-jében ChR2-
eYFP-t (n=8) vagy csak eYFP riporter (n=7-8) fehérjét fejeztiink ki, és négy hét mulva
fotostimulaciot végeztink az MBH vagy LH régiokban mialatt az allatok sajat
dobozukban tartdzkodtak, igy tisztan a fotostimulacid hatasat kivantuk mérni. 90 perccel
késobb paraformaldehiddel transzkardidlisan perfundaltuk az dallatokat és c-Fos
immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink az mPFC-ben aktivalodott eYFP+ sejtek

azonositasara.

4.2.8. Kisérlet 9: A korai szocialis izolacid hatasa az agressziv magatartasra, valamint a

prefrontalis kéreg strukturalis és funkcionalis valtozasaira

A kilencedik kisérletsorozatot a 11. abra foglalja 6ssze. Ezen kisérletsorozatba a
patkdnyokat 21 naposan valasztottuk el az anyjuktol és véletlenszertien kétféle tartasi
koriilménybe csoportositottuk dket: szocialis kozegben (dobozonként 4 allat, n=24) vagy
izolaltan (n=24) ndttek fel. Az egyes kisérleti csoportok allatait egyenlé aranyban
képezték alomtarsak. A szocialis kozegben tartott allatok legalabb 3 kiilonb6z6 alombol
szarmaztak. 7 héttel késébb a patkanyok 400-450 grammos testtomeget értek el, a
szocialis €s izolalt csoport ebben nem kiilonbozott. Az elvalasztast kovetd 8. hét végén
minden allatot individualisan egy 0j, nagyméretii dobozba helyeztlink at harom napra,
amelyet a rezidens-betolakodo teszt kovetett. A kisérlet ezen fazisdban a szocialisan és
izolaltan nevelkedett allatokat tovabbi csoportokra bontottuk annak érdekében, hogy
megfigyelhessiik az agressziv interakcidotdl mentes nyugalmi allapotot kisérd prefrontalis
kérgi valtozasokat, igy négy kisérleti csoportunk lett: szocialis kontroll csoport (n=10),
szocialis verekedd csoport (n=14), izolalt kontroll csoport (n=10) és izolalt verekedd
csoport (n=14). A fent emlitett kontroll csoportok 4llatait nem tettiik ki az RB tesztnek,
mig a verekedd allatokkal lezajlott az RB teszt. Az agyak feldolgozasa soran harom agy
sériillt meg, ezeket az allatokat kizartuk a kisérletb6l. Az RB teszt utan 90 perccel az

allatokat elaltattuk és paraformaldehiddel transzkardidlisan perfundaltuk a strukturalis és
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funkciondlis immunhisztokémiai vizsgalatok elvégzése érdekében. Vizsgalataink a
korabbiakban ismertetett mPFC régiora iranyultak. A kisérletek sordn megvizsgaltuk
ezen régid térfogati kiterjedését, az itt talalhatod idegsejtek szamat, a mikrovaszkulatira
glialis és dendritikus elemeinek optikai denzitasat. Emellett megvizsgaltuk az agressziv

interakcio6 altal kivaltott neuronalis aktivaciot, valamint az aktivalodott idegsejtek térbeli

mintazatat.
Kisérlet9
Csoportok Elvalasztas Perfuzio
Eltelt id6: 7 hét l
% Szocialis kontroll 1. mPFC volumetria
RB teszt
Eltelt id6: 7 hét -
l l 90 perc l . 3
«»+Szocialis vereked6 2. Anti-NeuN g
» 3. Anti-Lektin 5
Eltelt id6: 7 hét 4. Anti-GFAP g
«»|zolalt kontroll l l 5. Anti-SMI-32 N
. o
RB teszt 6. Anti-c-Fos 3
l Eltelt id6: 7 hét l 90 perc l 3
< lzolalt verekedd B

11. abra. Kisérlet 9 kisérleti elrendezése. GFAP (glia marker), glialis fibrillaris savas fehérje; NeuN
(neuron marker), neuronalis sejtmag fehérje; SMI-32 (dendritikus marker), nem foszforilalt neurofilament
H; RB teszt, rezidens-betolakod6 teszt.

4.2.9. Kisérlet 10: Agressziv interakcié soran aktivalodott idegsejtek neurokémiai

azonositasa

A tizedik kisérlet elrendezését a 12. abra foglalja 6ssze. Ez a kisérletsorozat az
elsével megegyez6 modon zajlott le azzal a kiilonbséggel, hogy az immuncitokémiai
vizsgalatok soran c-Fos/GABA/CaMKIla harmas immunjeldlést alkalmaztunk annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk az mPFC gatlo és serkentd sejtjeinek aktivacios
megoszlasat. Az alabbi kisérleti csoportjaink voltak: szocialis kontroll csoport (n=4),

szocialis verekedd csoport (n=5), izolalt kontroll csoport (n=3) és izolalt verekedd csoport

(n=7).
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Kisérlet10

Csoportok Elvalasztas Perflzié
l Eltelt id8: 7 hét l

+»+Szocialis kontroll
RB teszt

Eltelt id6: 7 hét
l 90 perc

“Szocidlis verekedd Immunhisztokémia

Anti-c-Fos/anti-

GABA/anti-CaMKlla
«»|zolalt kontroll

RB teszt

Eltelt id&: 7 hét 90 perc

l l
l Eltelt idd: 7 hét l
l |

»|zolalt vereked6

12. abra. Kisérlet 10 Kkisérleti elrendezése. CaMKllo (piramissejt marker), Kalcium-Kalmodulin
dependens proteinkinaz II a; GABA (GABA-erg marker), gamma-amino-vajsav.

4.3. Viselkedés vizsgalatok

4.3.1. Rezidens-betolakodo teszt

Az agressziv viselkedést az un. rezidens-betolakodd (RB) tesztben vizsgéltuk,
amely egy ,rezidens” allat egy a ketrecébe helyezett ,betolakod6” allattal szemben
mutatott territorialis jellegli agresszivitdsanak mérésére alkalmas viselkedésteszt (15, 33).

Az elvalasztas utani 8. héten a kisérleti alanyokat rezidens allatként, harom napra,
egyesével nagyméretli (60 x 40 x 50 cm) atlatsz6 mianyag tesztdobozokba helyeztiik,
fiiggetleniil attol, hogy kordbban csoportban, vagy izolaltan tartottuk dket. Erre azért volt
sziikség, hogy kialakuljon a territoridlis viselkedés, a rezidens allat egy a ketrecébe
helyezett betolakodo6 egyeddel szemben agressziv magatartast mutasson. A rezidens allat
tamadasra valé motivaciojat kisebb testtomegii betolakodo egyedek alkalmazéasaval
biztositottuk (megkozelitdleg 30%-os sulykiilonbség a rezidens és betolakodo allat
kozott). Mindezek révén a nagyobb testtomegli rezidens sajat teriiletén dominans
pozicidba keriil, agressziv viselkedést mutat, igy tanulmanyozhaté annak mértéke és
formdja, potencidlisan megjelenhet ¢és detektalhatovad valhat, ha az talzott mértéket és
abnormalis jelleget olt (pl. fenyegetés nélkiili vagy sériilékeny testrészekre iranyulo
tamadasok lasd alabb).

A tesztek a sotét (aktiv) periddus elsé négy ordjaban zajlottak, enyhe vords
megyvilagitds mellett. A rezidens allatok ketrecébe egy naluk kisebb ivarérett him
betolakodot helyeztiink 20 percre és viselkedésiiket videokamerdval rogzitettik. A
videofelvételeken azonositottuk a harapasokat, majd azokat lassitva, képkockanként

megallitva elemeztiik (,,frame-by-frame analizis”) azok célpontjait és a harapasokat
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megel6zé viselkedéselemeket (18, 19, 203). A harapasok célpontjait az alabbi
kategoriakba soroltuk: fej (a fiilek eldtti teriilet), torok (a flilek alatti ventralis teriilet), hat
(a fiilek mogotti teriilet), has (a labak kozotti ventralis teriilet), labfejek, farok. Az ellenfél
fejét, torkat és a hasat érintd harapasokat sériilékeny célpontu harapasnak mindsitettiik
(1/A abra). Vizsgalataink kiterjedtek a harapasi szandék elore jelzésének azonositasara
is, azaz rogzitettiik, hogy milyen viselkedéselem elézte meg a tdmadast. ,,Elore jelzett”
harapasnak tekintettilk, amikor a rezidens fenyegetd viselkedés, illetve dominans
testhelyzet felvétele utan harapta meg ellenfelét. ,El0re nem jelzett” harapasnak
tekintettiik, amikor a tamadast arra nem utalo6 viselkedés (szocialis szaglaszas, exploracio,
ontisztogatas) eldzte meg. A vizsgalatok analizise soran azokat a harapasokat, melyeket
nem el6zott meg fenyegetés vagy sériilékeny testrészekre iranyultak abnormdalis
harapasoknak tekintettiik. Fokozottan abnormalis tamadasnak tekintettiik az elére nem
jelzett, sériilékeny testrészekre iranyuld harapasokat. A harapasok elemzése mellett a
rezidens allatok viselkedését részletesen karakterizaltuk a H77 eseményregisztrald
szoftver segitségével. Ennek sordn - a videofelvétellel parhuzamosan, az egyes
magatartasi valtozokhoz rendelt billentylik lenyomasaval - minden monitorozott
magatartasi elem esetében megallapitottuk a viselkedéssel toltott 6sszidot, illetve ennek
aranyat a teljes teszt idejére vonatkoztatva (id6széazalék), valamint azok eléforduldsi
gyakorisagat ¢és elsé eléforduldsanak latenciajat. A megfigyelt magatartasi valtozok a
kovetkezok voltak: pihenés (lokomocid nélkiil toltott id6); exploracio (kdrnyezetre
iranyuld szaglaszas); szocialis interakcio (a betolakodd egyed oldalara, nazalis, illetve
anogenitalis régidjara iranyuld szaglaszas); mosakodas (Ontisztdlkodds a mellso
mancsokkal, vakar6zas a hats6 labakkal); femyegetés (betolakodd egyed agressziv
tisztogatdsa, oldalso fenyegetés, offenziv feldgaskodas, birkozas és betolakodo iildozése);
defenziv magatartas (defenziv feldgaskodas, defenziv rigas, menekiilés, dermedt
viselkedés); dominans pozicio (hatan fekvd betolakodd egyed talajra vald lenyomaésa);
szubmissziv pozicio (haton vald fekvés, mig a betolakodd egyed a talajra nyomja a

rezidens egyedet).

4.3.2. Rezidens-betolakodo teszt optogenetikai ingerléssel

Az optogenetikai fotostimuldciot alkalmazé kisérleteink sordn vizsgalt
agresszivitast a fent leirt RB teszt segitségével vizsgaltuk, az el6zdekkel identikus

kisérleti elrendezésben, de ez alkalommal 10 perces idtartamban. Kozvetleniil az RB
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teszt elott csatlakoztattuk az optikai vezetéket az optikai szdlhoz. A prefronto-
hipotalamikus projekciok fotostimulacioja minden esetben a 10 perces teszt elsé harom
percében tortént, 20 Hz-es, 10 ms-os idOtartamokban felvillan6 (20 ms-os sziinetekkel
alterndlva) 20 mW kimeneti teljesitményti kék (473 nm) Iézer impulzusok
alkalmazasaval. A fotostimuldlasi paraméterek megegyeztek a korabbi hipotalamikus
fotostimulacios vizsgalatokéival (134, 135). A teszt hatralévé hét percében az allatok
viselkedését tovabbi ingerlés nélkiil kovettiik nyomon. A fotostimulacid nélkiili tesztek
soran az optikai vezeték csatlakoztatasaval, de 1ézer megvilagitas nélkiil vizsgéltuk az

allatok agressziv viselkedését.

4.3.3. Szociabilitas teszt optogenetikai ingerléssel

A szociabilitas tesztben egy szocialis stimulus (ugyanazon nemi fajtars) iranti
érdeklodés mértékét vizsgaltuk egy neutrdlis stimulus (élettelen targy) irdnti
érdeklédéssel szemben, mely alapjan megallapithatd a szocidlis preferencia/érdeklédés
mértéke. Az 5. kisérlet allatait az utols6 RB teszt utan két nappal vetettiik ala a
szociabilitds tesztnek. Az allatokat egy 100 x 100 cm alapteriiletii 40 cm magas fallal
koriilvett mianyag ladaba helyeztiik, majd 5 perc tesztarénabeli habitudciot kovetden az
aréna egyik sarkdba egy kisebb him fajtarsat (8 hetes, 300-350 grammos) raktunk racsos
hengerben, a madasik sarokba egy iires cilindert. A fajtars racsos cilinderben valo
elhelyezése lehetové tette olfaktoros és vizudlis ingerek észlelését a kisérleti alany
részérol, azonban nem tett lehetové kozvetlen fizikai kontaktust az allatok kozott. A
fajtars behelyezését kovetd 3 percben az RB teszttel megegyezd ingerlési paramétereket
alkalmaztuk, majd tovabbi 7 percig fotostimulacidé nélkiil folytattuk a tesztet. A
lokomotoros aktivitast Noldus EthoVision segitségével elemeztiik. A fajtarsat tartalmazo
motivaciot a kovetkezd formula révén adtuk meg:[(fajtars szagldszasaval toltott

1dd/(fajtars szaglaszasaval toltott id6 + iires cilinder szaglaszasaval toltott id6)] x 100.

4.4. Mtéti beavatkozasok

4.4.1. Sztereotaxikus miutétek

A kettds palyajeloléshez és az optogenetikai manipulaciokhoz (virus beadas,
optikai szal beiiltetés) sziikséges miitéti eljardsokat sztereotaxikus késziilékben (Kopf
Instruments) végeztiik, mely elétt az allatokat intraperitonealis injekcioval adott 50 mg/kg

ketamin (Medicus Partner), 20 mg/kg xylazin (Medicus Partner) és 0,2 ml/kg pipolphen
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(Egis) keverékével elaltattuk. A beavatkozasok koordinatait minden esetben a bregmatol
szamitott antero-poszterior (AP), medio-lateralis (ML), valamint a koponyafelszintdl
szamitott dorzo-ventralis (DV) tavolsag szerint adtuk meg, Paxinos és Watson

patkanyagy atlasza alapjan valasztottuk (222).

4.4.2. Kettds retrograd palyajel6lék beadasa

Az mPFC hipotalamuszba vetit sejtjeinek feltérképezésére Cholera toxin f (CTB;
List Biologicals) és FluorGold (FG; Fluorochrome) retrograd irdnyban terjedd palyajelo16
anyagokat adtunk be az MBH-ba (CTB) és az LH-ba (FG). A fejbdr kozépvonalban
torténd felnyitdsa utan a koponya atfurdsaval tettiilk hozzaférhetdve a célteriilet f616tti
agyfelszint. Mind a retrograd nyomjeloldket, mind a virdlis vektorokat tivegkapillarison
keresztiil adagoltuk a célteriiletekre mikroinjektor segitségével (Micro Syringe Pump
Controller Syste, World Precision Instruments). Az LH-ba 50 nl 1%-o0s FG oldatot (AP
2,3 mm; ML 2,1 mm; DV 8,5 mm), mig az MBH-ba 20 nl 2% CTB oldatot (AP 1,6 mm;
ML 1,2 mm; DV 9,2 mm) adagoltunk be. Két héttel a nyomjelolok beadasa utan az
allatokat mély altatdsban transzkardialisan paraformaldehiddel perfundaltuk késdbbi
szovettani vizsgalatokhoz. Az ebben a kisérletben szerepld allatokkal nem végeztiink

viselkedési teszteket.

4.4.3. Virus beadasok

Kisérletiinkben egy eYFP-vel kapcsolt ChR2-t tartalmazd adeno-asszocialt
viruskonstrukciot injektaltunk higitatlan formaban (AAV2.5-hSyn-hChR2(H134R)-
eYFP.WPRE.hGH; University of Pennsylvania, titer 10'®) az 4llatok mPFC-jébe, mely az
idegsejtekben altalanosan jelenlévd szinapszin fehérje promotere moge épiilt be, igy
biztositva a neuron-specifikus expressziot. A viruskontrollként hasznalt allatok esetében
csak riportergént tartalmazd .fluorofor” vektort (AAVS5-hSyn-eYFP, titer 3x10'2,
University of North Carolina) injektaltunk ugyanezen teriiletre. A miitétek sordn a virust
mikroinjektor segitségével, 30 um atmérdjii liveg kapillarison keresztiil, 50-50 nl
térfogatban fecskendeztiik be az IL és a PrL teriiletére (AP: 2,8 mm; ML: 0,6 mm; DV:
4.4 és 5 mm) unilateralisan. A virus szétterjedésére és a dorzalisabb teriiletek fert6zésének
elkeriilése végett, az injektalast kovetden 5-5 perc diffundélési idét hagytunk a kapillaris
eltavolitasa eldtt. Azokat az allatokat, melyeknél a virusfertzés kiterjedése nem az mPFC

teruletére korlatozddott kizartuk az analizisbol.
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4.4.4. Optikai szalak betultetése

Két héttel a virusbeadés utan az ipsilateralis LH-ba 8,5 mm hosszu, mig az MBH
esetében 11 mm hossza 250 pm atmér6ji optikai szalat (Thorlabs) iltettiink be. Az
optikai szal beadasi helyének koordinatdi az LH esetében AP -2,3 mm; ML 2,0 mm, DV
7,4 mm; az MBH esetén AP -2,3 mm; ML 1,0 mm, DV &,8 mm volt. Az optikai szalakat
fogorvosi cementtel (Duracryl Plus SpofaDental), valamint harom kisméretli csavarral
rogzitettiilk a koponyahoz. Az optikai szal beiiltetését két hetes felépiilési 1d6 kovette a
magatartas vizsgalatok el6tt. Az optikai szalak pontos helyét minden allat esetében a
teszteket kovetd mikroszkopos szdvettani vizsgéalatokkal azonositottuk, €s azokat az
allatokat, melyeknél az optikai szal nem az LH vagy az MBH tertiletére esett, a késobbi

elemzésekbol kizartuk.

4.5. Szovettani eljarasok

4.5.1. Perfuizid és agymetszés

A viselkedéstesztek utan 90 perccel az allatokat mélyaltatasban (ketamin-xylazin-
pipolphen 50-10-5 mg/kg, i.p.) 150ml jéghideg foszfatpufferelt fiziologias séoldattal
(phosphate buffered saline, PBS), majd 300 ml jéghideg 4%-os, paraformaldehid-oldattal,
a felszalld aortan keresztiil transzkardialisan perfundaltuk. Az allatok agyat eltavolitottuk
a koponyabol, majd 3 6rés utdfixalas utan, egy napra 30%-os szachardz-oldatba tettiik
krioprotekcio céljabol. Ezt kovetden fagyasztd szankamikrotdmmal 30 um vastag

koronalis agymetszeteket készitettiink.

4.5.2. Az mPFC strukturalis valtozasainak felmérése

Az mPFC strukturdlis valtozasainak felmérését a Paxinos és Watson-féle
patkdnyagy atlasz alapjan (222) a Bregmatol szamitott AP+3,20 mm ¢és +2,70 mm kzotti
sikokban végeztiik allatonként két metszeten (a metszetek kozott tavolsag 180 um volt).
Ebben a régidban a kérgestest (corpus callosum) eliilsé része kiilondsen jol lathatod
anatomiai indikator, amely lehetdvé tette az agykéreg vastagsdganak megbizhatd
felmérését, amelyet korabbi tanulményokban hasznalt modszer alapjan végeztiink (212,
213, 223). Az mPFC-t tartalmazo metszeteket bilateralisan sotét latoteres (dark field)
mikroszkdpia segitségével, 10x nagyitast objektivvel digitalizaltuk. Ezt kovetden Imagel
(NIH, USA) képelemzd szoftver alkalmazasaval kvantifikaltuk a kéreg medialis
falvastagsagat két merdleges vonal segitségével, melyeket az agy szélétdl a kérgestest

dorzalis illetve ventralis széléhez hliztunk megbizhat6 anatomiai pontok alapjan (24/A és
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D abra). Az mPFC vastagsagat a vonalak hossza jellemezte. Annak érdekében, hogy
felmérjiik a kérgestest méretének valtozasat, a meghuzott vonalak kozotti tavolsagot is
megmértilk. Megvizsgaltuk, hogy a kapott valtozasok hatterében nem az egész agyra
kiterjed6 térfogati valtozas all-e, ezért megbecsiiltilk a PAG méretét is, oly mddon, hogy
sotét latoteres felvételeken kijeloltik a teljes sziirkedllomanyt allatonként harom
metszeten (a metszetek kozotti tavolsag ez esetben is 180 pm volt). A térfogati valtozasok

becslése soran a teljes PAG teriiletébél (mm?) kivontuk az akveduktusz teriiletét.

4.5.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai kisérletek sordn hasznalt elsédleges €s masodlagos
ellenanyagokat az 2. és a 3. tablazat mutatja be, a felhasznalt egyéb reagensek és modszer

pedig az 4. tablazatban lathatoak.

2. tablazat Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt elsédleges ellenanyagok és molekulak.

Elsodleges antitest/molekula  Gazdaszervezet Gyarto Cikkszam Koncentracié
anti-Neuronal Nuclei fehérje eger Merck/Millipore MAB377 1;5000
anti-Cholera Toxin B alegység kecske List Biological Laboratories #703 1;5000
anti-FluoroGold nyul Fluorochrome 1;10000
anti-Green Fluorescent Protein csirke Life Technologies #A10262 1;2000
anti-c-Fos nyul Santa Cruz Biotechnology #sc-52 1;5000
anti-c-Fos tengerimalac Synaptic Systems #226004 1;5000
anti-Vezikularis GABA . . )
Transzporter nyul Synaptic Systems #131003 1;2000
anti-Vezikularis Glutamat . . )
Transzporter tengerimalac Synaptic Systems #135304 1;1000
anti-Glialis A . . )
FibrillrisSavasProtein egér Sigma-Aldrich G3893 1;2000
anti-SMI-32 egér Merck/Millipore NE10243 1;1000
biotin konjugalt lektin Lycopersicon Sigma-Aldrich L0651 1;4000
esculentum
anti-GABA nyul Sigma-Aldrich A2052 1;500
anti-Kaleium/Kalmodulin egér Pierce Biotechnology MA1-048 1;500

dependens proteinkinaz I a

Mindegyik eljards esetén az elsd I€pés a metszetek haromszor 10 perces, a
felhasznalt pufferben torténd mosasa volt, a primer €s szekunder ellenanyagokkal illetve
hidrogén-peroxiddal torténd inkubacidkat is hdromszori mosas kovette.

A térgylemezre felhtizott metszeteket NiDAB-bal torténd vizualizacid esetében
felszallo alkoholsorban és xilolban 3-3 percet inkubéltuk, majd DPX (Sigma, USA)
oldattal lefedtiik. A kiemelt régiokrol egy CCD kamera rendszerrel felszerelt Olypmus
DP70 fénymikroszkoppal digitalizaltuk a felvételeket 60-250x-es nagyitason.

A fluoreszcens jelolések esetén a metszeteket Mowiol 4-88 (Sigma, USA) oldattal

fedtiik le és Nikon Ni-C2 tipust 1ézer-pasztazé mikroszkop (Nikon Europe, Amsterdam,
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Hollandia) segitségével digitalizaltuk. A képalkotds soran a fluorforokat 488 nm-es, 561
nm-es, és 642 nm hulldmhosszu 1ézerekkel gerjesztettiink (CVI Melles Griot).

4.5.3.1. A CTB, FG és NeuN immunhisztokémia és analizise

A retrograd kettds palyajelolést alkalmazo kisérletek szovettani vizsgalatai soran
elsOként egyszeres jeloléseket végeztink a beadasi gocok kiterjedésének
meghatdrozasara. Az anti-FG ¢és anti-CTB immunhisztokémiai jeloléseket kiilon
metszetsorozatokon hajtottuk végre a hipotalamusz szintjén (a metszetek kozotti tavolsag
90 um volt). Az immunhisztokémiai jeloléshez hasznalt protokoll egy korabbi retrograd
palyajelolést alkalmazd kozleményilinkon alapult (89). Az immunkdtést megeldzden
0,3% Triton-X-100-t €s 0,3% hidrogén-peroxidot tartalmaz6 PBS-alapt oldattal noveltiik
a biologiai membranok ateresztd-képességét, valamint kimeritettik az endogén
peroxidazokat. Az aspecifikus endogén kotOhelyeket PBS-ben oldott, 5 %-o0s szamar
szérummal blokkoltuk. Majd a metszeteket 72 oran at, 4°C-on inkubaltuk nyul anti-FG
vagy kecske anti-CTB ellenanyagokkal, 2 %-0s normal szamar szérumban oldva PBS-
ben. Az elsddleges ellenanyag kimosasa utdn egy Orat biotinildlt masodlagos
ellenanyaggal, majd ABC-vel (avidin-biotin komplex, Vector Laboratories, 1:1000)
tettiik specifikussd az immunreakciot. Az el6hivas 0,003% hidrogén-peroxidot, 0,2
mg/ml diaminobenzidin-tetrahidrokloridot ¢és 0,1% nikkel-ammonium-szulfatot
tartalmazo TRIS (trisz(hidroximetil)-aminometan) pufferben tortént.

A CTB/FG/NeuN harmas immunjeloléshez a prefrontalis kérgi metszeteket az
elsddleges ellenanyagok kimosasa utan az FG jel felerdsitése érdekében a metszeteket
biotinilalt anti-nyal masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk 1 6rén at. Ezt kovetden a
metszeteket Alexa Fluor 647-konjugalt anti-egér IgG (szamar), Alexa 597-konjugalt anti-
kecske IgG (szamar) és Alexa 488-konjugalt streptavidin ellenanyagokkal inkubaltuk.
Allatonként harom agymetszetrél készitettink teljes mPFC-t magaba foglald
kompozitfelvételeket a bregmahoz képest AP +3,7, +3,2 és +2,7 mm sikokbdl. Az FG és
CTB jel ko-expressziojanak meghatdrozasahoz az egyszeres €és kétszeres immunjelolt
sejteket manualisan szdmoltuk meg a NIS Elements szoftvert haszndlva. A NeuN

immunjeldlt sejtek meghatarozasat ImageJ (NIH, USA) képelemzd szoftverrel végeztiik.
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3. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt masodlagos ellenanyagok
osszefoglalasa.

Misodlagos antitest Gazdaszervezet Gyarto Cikkszam Koncentricié
Alexa Fslt‘rlg;t‘;if; dli‘r‘l’“Juga“ Life Technoloiges S11223 1500
antl-csfgﬁjﬁég}l(talgglor 488 kecske Life Technologies A10262 1;1000
anti-tengerimalac Alexa . . .
Fluor 488 konjugalt [eG kecske Life Technologies A11073 1;200
an“'kefi‘:j L‘:;ﬁ;éuor 594 szamér Life Technoloiges ~ A32754 13200
a““'e%(‘;rnﬁge;‘ﬁ gg"r 594 kecske Life Technologies ~ A11005 151000
aml_nﬁlnﬁllg;? fgl éor 294 kecske Life Technologies Al11012 1;500
anti-tengerimalac Cy3 Kkecsk Jackson h .
konjugslt IsG ecske ImmunoRes§arc 106-165-003 1;200
Laboratories
aod Jackson
anti-eger Alexa Fluor 647 szamér ImmunoResearch ~ 715-605-150 1200
Jugalt ig Laboratories
R Jackson
antl'nﬁln{ﬂe;i }: léor 647 kecske ImmunoResearch 111-605-003 1;200
Jugait’g Laboratories
antl—eiirnj/.&ul;;at ggor 647 kecske Life Technologies A32728 1;200
anti-kecske biotin konjugalt Szamér Jackson 705-065-147 1:1000
1eG ImmunoResearch
anti-nyul biotin konjugalt Szamér Jackson 711-065-152  1:500 - 1:1000
1eG ImmunoResearch
anti-egér biotin konjugalt Szamér Jackson 715-065-151 1:500
1eG ImmunoResearch

4.5.3.3. vGLUT1 és vGAT immuncitokémia és analizise

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a virus kifejez6désérdl az mPFC
szintjén, az eYFP jel felerositésére GFP immunjel6lést alkalmaztunk az mPFC teljes
antero-poszterior kiterjedésében (a metszetek kozotti tdvolsag 90 um volt). Az mPFC-bdl
az MBH-ba ¢s az LH-ba vetitd ChR2-eYFP pozitiv sejtek fenotipusdnak azonositdsdhoz
kortikalis dominancidt mutat6 vezikuléris glutamat transzporter-1 (vGLUT1) és 4ltalanos
GABA-erg markerként hasznalt vezikularis GABA transzporter (VGAT) kettds jelolést
alkalmaztunk (224, 225).A vizsgalat soran nyul poliklondlis anti-vGAT, illetve
tengerimalacbdl nyert poliklondlis anti-vGLUT]1 antitestet és az eYFP pozitiv axonok
fluoreszcencidjanak felerdsitéséhez csirke anti-GFP antitestet hasznaltunk. Ezutan a

metszeteket Alexa Fluor 647-konjugélt anti-nytl IgG masodlagos ellenanyaggal
(kecske), cyanine 3 (Cy3) konjugalt anti-tengerimalac IgG-vel (kecske) és Alexa Fluor
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488-konjugalt anti-csirke IgG-vel (kecske) inkubaltuk 1% normal kecske szérumot
tartalmazo PB oldatban (0,1 M).

4. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran hasznalt egyéb reagensek osszefoglalasa.

Vizsgalat Puffer Feltaras Blokkolas Primer
CTB, FG és PBS 0,3% Triton-X-100 és 0,3% 5 %-os normal 2 %-os normal szamar szérum, 72
NeuN hidrogén-peroxid szamar szérum oran at, 4°C
vGlut és O’ﬁl)st/[f;,:t)s B 10%-o0s normal 0,1 % Triton-X-100 és 2% normal
vGAT kecske szérum kecske szérum, 72 Oran at
puffer
o/ _ 4 o/ _ 2 2 4
c-Fos PBS 0.3%-0s Triton-X-100 2% qs nqrmal 2 %-0s norr’narl sgam(a’lr szérum, 48
(fluoreszcens) szamar szérum oran at, 4°C
NeuN PBS 0,3% Triton-X-100 és 0,5% 5%-0s 16 2,5%-o0s 16 vagy kecske szérum,
u hidrogén-peroxid szérum 24-74 orén at, 4°C
0,3% Triton-X-100 és 0,5% 5%-0s 16 2,5%-o0s 16 vagy kecske szérum,
GFAP PBS hidrogén-peroxid szérum 24-74 orén at, 4°C
folyékony nitrogénes o . 0 , .
SMI-32 PBS feltaras, 0,5% hidrogén- S%ros 16 2,5%-0s 16 vagy kecske szérum,
peroxid szérum 24-74 oran at, 4°C
. 0,3% Triton-X-100 és 0,5% 5 %-0s normal s A0
lektin TBS hidrogén-peroxid szamar szérum 72 brén &, 4°C
l\cljg?:B PBS 0,3% Triton-X-100 és 0,5% 5%-o0s 16 2,5%-o0s 16 vagy kecske szérum,
(allapl'l) hidrogén-peroxid szérum 24-74 éran at, 4°C
c-Fos, GABA TBS _ _ 0,1 % Triton-X-100-t és 2% normal
és CaMKlIla kecske szérum, 48 6ran at, 4°C

Az MBH ¢és az LH teriiletén a 30 um-es metszetek fels6 10 um-ében z-sikban
haladva fél um-enként végeztiik el az optikai szeletelést. A szkennelést 60x (NA=1,4)
objektivvel végeztiik. Az elkészilt képeket NIS Elements C program (Nikon)
segitségével vizsgaltuk. A bregmatol szamitott AP -1,80, -1,88 és -2,12 mm-es metszési
sikokban egy-egy 250 x 250 um-es kereten beliil, a z-sikban haladva szdmoltuk meg az
eYFP/vGLUT]I, illetve az eYFP/VGAT koexpressziot mutatd szinapszisokat az MBH ¢és

az LH teruletén.

4.5.3.4. Fluoreszcens c-Fos immunhisztokémia és analizise

A kivaltott neuronalis aktivaciot c-Fos korai atirdédasu gén fehérjetermékének
kvantifikalasaval mértiik, amelyet nyul poliklonalis anti-c-Fos ellenanyaggal valamint
Alexa Fluor 594-konjugéltanti-nyul fluoreszcens masodlagos ellenanyaggal mutattunk

ki.
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Az immunhisztokémiai jelolés analizise sordn a PFC-ben 50 x 750 um-es keretben
automatizalt médon, ImageJ (NIH, USA) képelemzd szoftverrel hataroztuk meg a c-Fos

immunreaktivitdst mutatéd sejtek szamat.

4.5.3.5. NeuN, SMI-32. GFAP és lektinimmunhisztokémiai jelolések és kvantitativ

analizisiik

Az alabbi immunhisztokémia kisérletek soran egyszeres jeloléseket hajtottunk
veégre a bregmatdl szamitott AP +3,20 €s +2,70 mm-es sikokban végeztiik allatonként két
metszeten. A neuronszam meghatarozasahoz NeuN (idegsejt marker), a dendritikus
denzitashoz SMI-32 (a neurofilament H nem foszforilalt epitopjahoz k6t6do jeloléanyag),
az asztrocita denzitdshoz GFAP (glialis fibrillaris savas fehérje) és a mikrovaszkulatura
jeloléséhez lektin  (endotél sejtek glikoproteinjeinek markere) immunjelélést
alkalmaztunk (161, 226-228). Az egér anti-NeuN, egér anti-SMI-32 vagy egér anti-GFAP
primerellenanyagokat biotinilalt masodlagos ellenanyaggal jeloltiik, majd avidin-biotin
komplexszel(ABC, Vector Laboratories, 1:1000) inkubaltuk. Az el6hivast a
korabbiakban leirt modon végeztiik. A GFAP-t Alexa Fluor 594-konjugéalt anti-egér IgG
(kecske) masodlagos ellenanyaggal vizualizaltuk. A lektin jelolés soran a metszeteket
biotin konjugéaltlektinnel inkubaltuk, amelyet streptavidinnel konjugéltatott Alexa-Flour
488 fluoroforral vizualizaltuk.

A NeuN-pozitiv sejtek szamanak, valamint a GFAP, az SMI-32 ¢és a lektin
jelolodés intenzitdsanak meghatdrozasat automatizalt modon Image] (NIH, USA)
képelemzo szoftver alkalmazasaval végeztiik az mPFC azon részén ahol a kortikalis

vastagsagot mértiik fel.

4.5.3.6. Ni-DAB alapu c-Fos immunhisztokémiai jelolés és kvantitativ analizise

A c-Fos immunjeldlés detektdlasara hasznalt eljaras mindenben megegyezik az
el6zd protokollban leirt NeuN jelolésnél hasznalt protokollal, amely részletesen leirdsra
keriilt korabbi kdzleményekben (16, 121, 203, 229).

A c-Fos pozitiv sejtek kvantifikalasa egy 11 x 13 cellat (egy cella 0,01 mm széles
és vastag volt) tartalmazo racshalo segitségével tortént (25/A ). A racshéalot aranyositottuk
az adott agymetszetekre olyan fobb anatomiai képletek figyelembe vételével, mint a
medialis longitudinalis fisszura és a kérgestest anterior része. Az aktivalodott sejteket
minden celldban megszamoltuk. Az egyes cellakat egyedi azonositoval lattuk el, a sorokat

jelolé szamok és az oszlopot jelold betlik alapjan. A NeuN immunfestés esetében is
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hasonl6 analizist folytattunk annak érdekében, hogy feltarjuk, a c-Fos aktivacio

hatterében az idegsejtek szamanak valtozasa allhat-e.

4.5.3.7. c-Fos/GABA/CaMKIIo harmas immunjel6lés és analizise

A vizsgélat arra iranyult, hogy meghatarozzuk az mPFC-ben a c-Fos-t kifejez6
sejtek neurokémiai fenotipusat, amelyhez a c-Fos mellett kalcium-kalmodulin-dependens
protein kindz II o (CaMKlIla) és GABA harmas immunjelolést végeztiink allatonként
négy agymetszeten. A CaMKlla kortikalis piramissejt (230), mig a GABA GABA-erg
interneuron marker (231, 232). A metszeteket tengerimalac anti-c-Fos, egér anti-
CaMKlla és nytl anti-GABA elsddleges ellenanyagokat tartalmazo oldatban inkubaltuk,
valamint Alexa Fluor 594-konjugalt anti-nyul IgG-t, Alexa Fluor 647-konjugalt anti-egér
IgG-t és Alexa Fluor 488-konjugalt anti-tengerimalac IgG-t masodlagos ellenanyagokat
hasznaltunk. A metszeteket a fentiekben leirt modon készitettiik elé a képalkotashoz,
amelyet a bregmatol szamitott AP +3,20 mm és +2,70 mm-es sikokban végeztiik. A teljes
mPFC-t magaba foglaldé kompozit képeken a c-Fos/CaMKlla és c-Fos/GABA kettd
immunreaktivitdst mutato sejteket manualisan szdmoltuk meg a NIS Elements szoftvert
haszndlva.

4.6. In vitro elektrofiziologia

Dekapitalas utan az agyat 1-2 percen beliil eltavolitottuk a koponyabdl és jéghideg
natrium tiszta oldatba meritettiik (amely 205,0 mM szacharozt; 2,5 mM KCI-t, 26 mM
NaHCOs-t, 1 mM CaClx-t, 5 mM MgCl-t, 1,25 mM NaHoPOs-t és 10 mM glukozt
tartalamzott), amelyet 95%-os Oz és 5%-0s CO> keverékével buborékoltattunk. Ezt
kovetden egy VT-1000S vibratom segitségével az MBH-t tartalmazé 250 um vastag akut
agyszeleteket vagtunk natrium tiszta oldatban. Egyenstlyba hozas céljabol az
agyszeleteket egy orara O»/COs-vel telitett mesterséges cerebrospindlis folyadékba
helyeztiik 4t (aCSF), amely 130 mM NacCl-t, 3,5mM KCl-t, 26 mM NaHCOs-t, 2,5 CaCl,-
t, 1,2mM MgSOs-t, 1,25mM NaH;POj4-t és 10mM gliikdzt tartalmazott. Az aCSF kezdeti
hémérséklete 33°C volt, amely szobahdmérsékletlire hiilt le az egyensulyba hozés alatt.
Az elektrofiziologiai elvezetéseket 33°C-on végeztiik és az aCSF-ben 1évo agyszeletek
oxigén ellatottsagit 0./CO, gazkeverék buborékoltatatasaval biztositottuk. Az
elvezetéshez Axopatch 200B patch-clamp erdsitdt, Digidata-1322A adatrdgzitd rendszert
¢és 10.4 verzioji pCLAMP szoftvert hasznaltunk. A neuronok kivéalasztasa egy BX51WI
IR-DIC mikroszkop (Olympus) segitségével tortént, amely egy S’Table razkodasmentes
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asztalra (Supertech) volt helyezve. A patch elektroddk (kiils6 atméré: 1,5 mm,
vékonyfalu, Hilgenberg) egy Flamin-Brown P-97 huzé késziilékkel (Sutter Instrument)
késziiltek és a polirozashoz MF-830 Microforge (Narishige) késziiléket hasznaltunk. Az
MBH-t mikroszkop segitségével hataroltuk be. A 473 nm emisszios taromanya IKE-473-
100-OP lézer tivegkapillaris kimenete az agyszelet felszinéhez volt illesztve (Ikecool) az
MBH szintjében. A kivalaszott neuront patch-clampeltiik az liveg kapillaris kdzelében
(200-300 pum). A posztszinaptikus aramok (PSC) teljes sejt patch-clamp konfiguracidban
torténtek. A neuronok fesziiltség zarban voltak a pipettaval -70 mV tartott potencidlon. A
pipetta ellendlldsa 1-2 MQ, mig a gigaseal 2-3 GQ volt. A pipettaban 130 mM K-
glukonat, 10 mM NaCl-t, 10 mM KCl-t, 0,1 mM MgCLh-t, 10 mM HEPES-t, 1 mM
EGTA-t, 4 mM Mg-ATP-t, 0,3 mM Na-GTP-t (pH 7,3) tartalmazé oldat volt. Az oldat
ozmolaritdsa szorbitol segitséveéel 295-300 mOsm kozé volt allitva. A lézerimpulzus
idotartama 10 ms, frekvenciaja 0,2 Hz volt, 2,5 mW intenzit4ssal. Az analizis soran 60
impulzus alatti mérést atlagoltunk. Az elvezetéseket a 10.4 verzidoju pCLAMP szoftvert
Clampfit modulja révén taroltuk és dolgoztuk fel (Molecular Devices).

4.7. Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok atlag+standard hiba (SE) formatumban adtuk meg. A
statisztikai analizist STATISTICA program (Statistica Inc., Tulsa, USA) segitségével
végeztiik. A fotostimulaciot alkalmazé teszteknél €s retrograd palyajeloléses vizsgalatnal
egy, illetve két faktoros variancia analizist (ANOVA) alkalmaztunk a kezelési hatdsok
vizsgalatara, amelyet Duncan-féle post-hoc paros dsszehasonlitds kovetett amennyiben
az ANOVA statisztikailag szignifikans kezelési hatast mutatott ki. A szocialis izolaciot
alkalmazo kisérletek viselkedési tesztjeibdl szarmazo adatok vizsgalatara Kruskal-Wallis
nem-paraméteres tesztet alkalmaztunk, mivel a viselkedési valtozok nem teljesitették az
ANOVA normalis eloszlasra vonatkozd kritériumat. A strukturdlis és funkcionalis
szovettani adatok esetében ismételt méréses ANOVA modellt alkalmaztunk, amelyet
Tukey-féle post-hoc Osszehasonlitds kovetett (Holm-Bonferroni korrekcioval). Az
adatokat négyzetgyok transzformacionak vetettiik ald, ha nem feleltek meg az ANOVA
elokovetelményeknek. Szignifikans hatdsnak a p<0,05 értékeket tekintettiik.
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5. Eredmények

5.1. A prefrontalis kéreg és a hipotalamikus tAamadasi kozpontok

kozotti projekcio anatomiai és viselkedési karakterizalasa

5.1.1. Az MBH-t és az LH-t beidegz6 mPFC idegseitek réteg-specifikus eloszlasa

Eredményeink alapjan az mPFC sejtjei jelentdés bemenetet adnak a hipotalamikus
tamadasi kozpontokhoz (13/D-F abrak). Az MBH-ba és az LH-ba vetitd sejtek eltérd
eloszlast mutattak a prefrontalis kéreg kiilon bozé rétegeiben (Foeadssi terilet x
réee(2,18)=4,13, p=0,03; 13/F abra). A kettds CTB/FG retrograd palyajelolés alapjan
harom kiilonb6z0 tipust vetitd sejtpopulaciot taldltunk az mPFC-ben (13/G és H abra):
harom patkanybdl 6sszesen 864 visszajelolt sejtet szamoltunk meg, amelybdl 598 darab
sejt vetitett az LH-ba, 168 darab sejt vetitett az MBH-ba és 98 darab sejt vetitett mindkét
hipotalamikus kézpontba. Az MBH-ba vetitd sejtek foként a I11./V. rétegben, mig az LH-
ba vetitd sejtek a I11./V. mellett a VI. rétegben is stirtin helyezkedtek el (13/F abra).

5.1.2. Az mPFC projekciok neurokémiai karakterizaldsa az MBH és LH szintjén

A virus vektorok segitségével sikeresen megfertdztiik a prefrontalis kéreg IL és PrL
alteriileteinek neuronjait (14/A-D abrak). Mind az MBH, mind az LH teriiletén nagy
denzitasban talaltunk az mPFC-bdl érkezd axonokat (14/E abra). Eredményeink szerint
az MBH-ba ¢és az LH-ba vetitd6 mPFC sejtek kizarolagosan glutamatergek: a vizsgalt
kereteken beliil az MBH-ban atlagosan 372 + 11; mig az LH-ban 506 + 31 vGLUT1-
eYFP ko-expressziot szamoltunk. A vGAT-eYFP ko-expresszio szama elenyészo volt, az
MBH esetén atlagosan 1 = 0,7; az LH esetén 1 + 0,6 GABA-erg szinapszist szamoltunk
(14/E-G abra).
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13. abra. Az MBH-bél és az LH-bdl visszajelolt sejtek a prefrontalis kérgi neuronjainak jelentds és
tobbnyire nem atfed6 részét alkotjak. A, Kisérleti elrendezés. B, C, Reprezentativ CTB és FG beadési
helyek az LH és az MBH szintjén. D, E, Kis nagyitast reprezentativ felvételek az mPFC-ben lokalizal6do
CTB és FG jelolt sejtekrol, amelyek az LH-ba és az MBH-ba vetitenek. F, Vetit0 sejtek megoszlasa az IL
¢s a PrL alrégiokban az Osszes sejtszam szdzalékaban megadva. Az Osszes neuronszam meghatarozasa
NeuN jeloléssel tortént (nincs bemutatva az abran). G, Nagy nagyitast reprezentativ felvételek, amelyek
az MBH-bdl, az LH-bol és a két teriiletrdl egyiittesen visszajeldlt sejteket abrazoljak. H, A kisérlet soran
megszamolt Osszes visszajeldlt sejt. 3V, harmadik agykamra, fmi, forceps minor, fx, fornix, OT, optikus
traktus, * szignifikans kiilonbség az MBH-bol és az LH-bol visszajeldlt sejtekben p<0,01.
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14. abra. Az mPFC robosztus serkenté beidegzést ad a hipotalamikus tamadasi teriiletekre. A,
Kisérleti elrendezés. B, Reprezentativ haromdimenzidés rekonstrukcio az eYFP riporter fehérje
kifejez6désérl az mPFC-ben. C, Az MBH és az LH reprezentativ haromdimenziés rekonstrukcidja
anatomia hatarokkal. D, A rezidens betolakodo tesztekben hasznalt allatok virusfertézésének kiterjedése az
mPFC-ben. A sematikus dbra a bregmatol szamitott AP +3,20-as sikot abrazolja, ahol a legerésebb volt a
virus kifejezddése. E, Reprezentativ konfokalis felvételek az LH-ban és az MBH-ban, amelyek bemutatjak
a prefrontalis projekciok strtiségét. F, Konfokalis felvételek, amelyek bemutatjak az eYFP, vGAT (GABA-
erg szinaptikus marker) és vGLUT1 (glutamaterg szinaptikus marker) harmas jel6lést a hipotalamusz
szintjén. G, Atlagos VGAT/eYFP és vGLUT1/eYFP koexpresszio az MBH-ban és az LH-ban. H, Az in
kivaltott atlagos posztszinaptikus aramok a hipotalamikus sejtekbol. Nagyitas: az I dbraba, amely bemutatja
a lézer bekapcsolasa és a kivaltott posztszinaptikus aram idébeli viszonyat. Cgl: anterior cingularis kéreg,
DP: dorzalis pedunkularis kéreg, fmi: forceps minor, fx: fornix, PVN: paraventrikularis hipotalamikus mag,
V3: harmadik agykamra.
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5.1.3. Az mPFC bemenetek fotostimuldldsanak hatdsa az MBH neuronjainak

posztszinaptikus aktivitasara

In vitro elektrofiziologiai kisérleteink alapjan az mPFC axonjainak
fotostimulalasa megbizhatdan valtott ki posztszinaptikus valaszokat akut hipotalamikus
szeletekben az MBH-ban (14/H és I abrak). A megfeleld hipotalamikus virusexpressziot
megkoveteld 4-5 hetes inkubacid, valamint az LH MBH-hoz képest mutatott fokozott
érzékenysége a sejtek elhalasara az akut, szeletekben nem tette lehetdvé a kisérlet
kivitelezését az LH teriiletén. Ennek ellenére feltételezhetd a rostok denzitasa, valamint
vGLUTT pozitiv mivolta alapjan, hogy az mPFC bemenet fotostimulacioja az MBH-nal

tapasztaltakhoz hasonl6 modon aktivalja az LH sejtjeit is.

5.1.4. Az mPFC-LH projekci6 fotostimulalasanak hatasa az agressziv viselkedésre és mas

szocialis viselkedésformakra

Annak érdekében, hogy az mPFC-LH ttvonal agressziv viselkedésben betoltott
szerepét feltarjuk, adeno-asszocialt virus vektorok segitségével kifejeztiik a ChR2-t az
mPFC-ben (14/A-D és 16/A abrak) ¢és optikai szalat {iltettiink be az LH fol¢ (15. abra),

ezzel lehetOvé téve az axonalis fotostimulaciot.
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15. Az optikai szalak végzddésének elhelyezkedése, valamint a feltételezett fénykiip megjelenitése az
LH-ban. A vastag kék vonalak az optikai szalak végét jelolik, mig a kék teriiletek a fény ateresztését
szemléltetik (sotét kék: 10 Y%-a, vilagos kék 1 %-a a kimeneti intenzitasnak) Yizhar és mtsai 2011 nyoman
(104).

Az LH-ba érkezd prefrontalis kérgi bemenetek fotostimuldlasa nem befolyasolta
sem a harapédsok szamat (Frotostimutacio(1,35)<0,01, p=0,92; Fres4(1,35)<0,01, p=0,95) sem
latenciajat (Frotostimutacis(1,35)<0,01, p=0,99; Fres2(1,35)=0,04, p=0,83) (16/B és C abra).

Ezzel ellentétben a fotostimulacido szignifikdnsan ndvelte mind az abnormalis
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(Ffotostimutacio( 1,35)<19,24, p<0,01; Fiesx(1,35)=0,07, p=0,78), mind a fokozottan
abnormalis harapasok aranyat Froostimutacio(1,35)=4,37, p=0,04; Fiesx(1,35)<0,01, p=0,98)
(16/C és D abrak). Hasonl6 hatasokat az MBH fotostimulacioja soran nem tapasztaltunk
(18/C és D abrak).

A fotostimulacié mas viselkedésformakra nem gyakorolt hatast az RB tesztben, ami
a fotostimulacié viselkedés-specifikus hatasat tdmasztja ala (16/F abra). Az 5. Tablazat
tartalmazza a vizsgalt viselkedési paraméterekhez tartozo statisztikai elemzés részleteit.
Annak érdekében, hogy a harapasok iddbeli eloszlasat megjelenitsiik, az egyes patkanyok
altal végrehajtott harapasokat az egyes teszt blokkokra perces bontasban dbrazoltuk (16/G
abra). A harapasok iddbeli eloszlasa forditott U-alaku gorbe alakjahoz hasonlitott mind
a fotostimulacioval tarsitott, mind a kontroll tesztek alatt, mutatva, hogy mennyiségi
eltérés az LH stimuldcidjakor nem mutatkozott. Ezzel szemben a természetesnek
tekintett, szocidlis kontextusnak megfeleld harapasokat felvaltottak a megndvekedett
szamu abnormalis harapasok, amelyek az egész tesztidotartam alatt megfigyelhetdek
voltak. Megjegyzendd, hogy a fotostimulacio elhizddo, az egész tesztre kiterjedd hatasa
volt megfigyelhetd (16/H abra). Ugyanakkor a fotostimulaciéo elhuzodo, kovetkezo

tesztre kiterjedd hatasa nem volt megfigyelhetd.

5. tablazat. Az mPFC-LH projekcio fotostimulaciojahoz tartozé viselkedési paraméterek statisztikai
osszefoglaldja.

ANOVA Ftotostimulicié p= Fesat p= Finterakcis p=
Pihenés 0,01 0,99 0,04 0,84 0,02 0,38
Exploracio 0,07 0,79 0,06 0,81 0,00 0,99
Szocialis interakcio 1,35 0,25 0,00 0,97 0,44 0,51
Mosakodas 0,24 0,63 0,06 0,80 1,08 0,31
Fenyegetés 0,77 0,39 0,06 0,80 0,03 0,85
Dominans pozitira 0,18 0,68 0,47 0,50 0,04 0,85

5.1.5. Az mPFC-MBH projekcid fotostimulalasanak hatasa az agressziv viselkedésre és

a nem agressziv szocialis viselkedésformakra

Annak érdekében, hogy az mPFC-MBH projekcio agressziv viselkedésben betoltott
szerepét feltarjuk, adeno-asszocidlt virus vektor segitségével ChR2-t fejeztiink ki az
mPFC-ben (14/A-D abrak és 18/A abra) és optikai szalat {iltettiink be az MBH f61¢é (17.

abra), ezzel lehetové téve az axonalis fotostimulaciot.
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16. abra. Az mPFC-LH projekcié fotostimuldlasa szelektiven ndvelte az abnormalis harapasok
aranyat. A, A kisérlet sematikus bemutatasa. B-E, Tamadasokat jellemz6 viselkedési valtozok bemutatasa.
Abnormalis harapés: a harapast nem el6zte meg fenyegetés vagy sériilékeny testrészekre iranyult (fej, torok,
has). Fokozottan abnormalis harapas: a harapast nem el6zte meg fenyegetés és sériilékeny testrészre is
iranyult (fej, torok, has). F, Az RB tesztek soran megfigyelt viselkedésformak idszazaléka. Minden egyes
oszlop kiilon tesztnek felel meg. DOM dominans pozitara, EXP exploracio, FENY fenyegetd viselkedés,
PIHE pihenés, SZOC szocialis interakcio, MOS mosakodas G, A harapasok iddbeli eloszlasa. A
fotostimulalast a kék szin jeloli. Az y tengely mentén az egyedek azonositészdma lathatd, igy minden
sorban lathatd vertikalis vonal egyetlen patkany altal végrehajtott individualis harapast jelol. A gorbék a
teljes kumulalt harapas gyakorisagot jelolik az adott percre a populacioban. H, Két reprezentativ patkany
sériilékeny teriiletekre iranyuld harapasainak a bemutatasa. Az egyik patkanynal a fotostimulaciét a 2. és
3. tesztnél, mig a masik patkdnynal az 1. és a 4. tesztnél alkalmaztuk. * p<0,5 szignifikans kiilonbség a
fotostimulacioval tarsitott és a fotostimulacio nélkiili RB tesztekben.
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17. abra. Az optikai szalak végzodésének elhelyezkedése, valamint a feltételezett fénykup
megjelenitése az MBH-ban. A vastag kék vonalak az optikai szalak végét jelolik. A kék teriiletek a fény
ateresztését szemléltetik (sotét kék: 10 %-a, vilagos kék 1 %-a a kimeneti intenzitasnak) Yizhar és mtsai
2011 nyoméan(104).

Az MBH-ba érkez6 prefrontalis kérgi bemenetek fotostimulalasa szignifikdnsan
novelte a harapasok szdmat a stimuldcioval nem térsitott tesztekhez képest
(Ffotostimutacio( 1,28)=10,23,  p<0,01; Fiesx(1,28)=0,63, p=0,43, 18/B 4bra). A
fotostimulacido hatdsa szelektivnek bizonyult, ugyanis sem a harapasi latenciara
(Frotostimutacio( 1,28)=0,73, p=0,40; Fies4(1,28)=0,26, p=0,61), sem az abnormalis harapasok
aranyara (Frotostimulacio(1,28)=0,32, p=0,57; Fies4(1,28)=2,01, p=0,16) nem gyakorolt
szignifikans hatast (18/C és D abrak). Ebben a kisérletben egyik patkany sem mutatott
fokozottanabnormalis harapast (18/E abra). A fotostimulacié viselkedési szelektivitdsa
abban is megnyilvanult, hogy nem okozott szignifikans valtozast mas viselkedési
valtozokban, igy a pihenéssel, exploracidval, szaglaszassal, mosakodassal, fenyegetéssel
¢s dominans viselkedéssel toltott idomennyiségében (18/F abra). A fenti viselkedési

valtozok részletes statisztikai elemzését az 6. tablazat foglalja dssze.

6. tablazat. Az mPFC-MBH projekciéo fotostimuliaciéjahoz tartozé viselkedési paraméterek
statisztikai Osszefoglaloja.

ANOVA Ftotostimulscié p= Fesat p= Finterakcis p=
Pihenés 0.12 0.99 0.19 0.66 0.33 0.56
Exploracio 0,02 0,90 0,04 0,84 0,16 0,69
Szociélis interakcid 0,04 0,83 1,26 0,27 1,32 0,26
Mosakodas 0,10 0,75 0,51 0,48 2,57 0,12
Fenyegetés 0,00 0,99 2,15 0,15 0,06 0,81
Dominans pozitira 1,17 0,29 1,15 0,29 0,01 0,93
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18. abra. Az mPFC-MBH projekci6 fotostimulalasa szelektiven novelte a harapasok szamat. A, A
kisérlet sematikus bemutatasa.B-E, A timadasokat jellemz6 viselkedési valtozok bemutatidsa. Abnormalis
harapas: a harapast nem eldzte meg fenyegetés vagy sériilékeny testrészekre iranyult (fej, torok, has).
Fokozottanabnormalis harapas: a harapast nem elézte meg fenyegetés és sériilékeny testrészre is iranyult
(fej, torok, has). F, Az RB tesztek soran megfigyelt viselkedésformak idészazaléka. Minden egyes oszlop
kiilon tesztnek felel meg. DOM dominans pozitira, EXP exploracio, FENY fenyeget6 viselkedés, PIHE
pihenés, SZOC szocialis interakcio, MOS mosakodas.G, A harapasok idobeli eloszlasa. A fotostimulalast
a kék szin jeloli. Az y tengely mentén az egyedek azonositészama lathatd, igy minden sorban lathato
vertikalis vonal egyetlen patkany altal végrehajtott individualis harapast jelol. A gorbék a teljes kumulalt
harapas gyakorisagot jelolik az adott percre a populacioban. H, Két reprezentativ patkany 6sszes harapasi
szdmanak a bemutatdsa. Az egyik patkanynal a fotostimulaciot az 1. és a 3. tesztnél, mig a masik patkdnynal
a 2. és a 4. tesztnél alkalmaztuk. * p<0,05 szignifikans kiilonbség a fotostimuladcidval térsitott és
afotostimuléacio nélkiili RB tesztekben.

A teszten beliili események részletes elemzése ravilagitott, hogy a harapasok gyakorisagi

eloszlasa jelentdés valtozast mutatott fotostimuldcié hatidsira (18/G 4abra): a
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fotostimulaciotol mentes kontroll tesztek alatt a harapasok novekvd, majd hanyatlo szama
volt megfigyelhetd, mig a fotostimulacioval térsitott tesztek alatt nem csokkent a
harapasok szama az id6 muldsaval, hanem elnyajtott modon fokozodott (18/G abra).
Ismét megjegyzendd, hogy a fotostimulacio elhuzodo, kdvetkezo tesztre kiterjedd hatasa

nem volt megfigyelhetd (18/H dbra).

5.1.6. Kontroll kisérlet ChR2-t nem tartalmazd kontroll virus konstrukcidéval: az mPFC-

MBH projekcid fotostimulalasanak hatasa az agressziv viselkedésre és a nem-agressziv

szocialis viselkedésformakra

Annak érdekében, hogy kizarjuk a virusfert6zés €és a fotostimulacio aspecifikus
hatasait, kontroll kisérlet soran ChR2-t nem kifejez0, csak riportergént (e YFP) tartalmazo
virust juttattunk be az allatok mPFC-be (19/A abra), illetve az optikai szalakat az MBH
fol¢é iiltettiik be (20. abra). A ChR2 mentes mPFC bemenetek fotostimulacidja nem
gyakorolt szignifikans hatdst a harapasok szamara (Frotostimutacio(1,28)=0,91, p=0,34;
Fres«(1,28)=2,80 p=0,10), latenciajara (Ffotostimutacis( 1,28)=0,04, p=0,84; Fresx(1,28)=3,44,
p=0,07) ¢és az abnormalis harapasok aranyara (Frotostimulacio(1,28)=0,01, p=0,94;
Fres(1,28)=2,89, p=0,10, 19/B-E abrak). Ebben a kisérletsorozatban sem figyeltiink meg

fokozottan abnormalis harapasokat.
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19. abra. Kontroll kisérlet ChR2-t nem tartalmazé kontroll virus konstrukciéval. A, A virusgécok
kiterjedése az mPFC-ben. B-E, Tamadasokat jellemzd viselkedési valtozok bemutatasa. Abnormaélis
harapés: a harapast nem el6zte meg szocialis jelzés vagy sériilékeny testrészekre iranyult (fej, torok, has).
DOM dominéans pozitura, EXP exploracio, FENY fenyegetd viselkedés, PIHE pihenés, SZOC szocialis
interakcio, MOS mosakodas.
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A fotostimuldci® nem okozott szignifikdns valtozast a pihenéssel, exploracidval,
szaglaszassal, mosakodassal, fenyegetéssel és domindns viselkedéssel toltott id6
mennyiségében (19/F abra). A fenti viselkedési paraméterek részletes statisztikai

elemzését a 7. tablazat foglalja Ossze.

Bregma -1,88 Bregma -2,30 Bregma -2,56

20. abra. Az optikai szalak végzédésének elhelyezkedése, valamint a feltételezett fénykup
megjelenitése az MBH-ban a ChR2-t nem tartalmazo kontroll virus konstrukcids kisérletnél. A vastag
kék vonalak az optikai szalak végét jelolik. A kék teriiletek a fény ateresztését szemléltetik (sotét kék: 10
%-a, vilagos kék 1 %-a a kimeneti intenzitasnak) Yizhar és mtsai 2011 nyoman (104).

7. tablazat. A ChR2-t nem tartalmazo kontroll virus konstrukcios kisérlet viselkedési paramétereinek
statisztikai 6sszefoglaldja.

ANOVA Ftotostimulicié p= Fesat p= Finterakeis p=
Pihenés 0,01 0,95 1,56 0,22 0,34 0,56
Exploracio 0,01 0,92 0,11 0,74 0,44 0,51
Szocialis interakcio 0,19 0,67 3,74 0,06 0,04 0,84
Mosakodas 0,04 0,84 0,49 0,49 0,44 0,51
Fenyegetés 0,02 0,88 0,12 0,73 0,27 0,61
Dominans pozitira 0,67 0,42 1,68 0,21 0,21 0,65

5.1.7. Az mPFC-MBH projekci6o fotostimulalasanak hatasa a kisérleti allatok

lokomocidijara és szocidlis motivacidjara

A fotostimulacié nem gyakorolt hatast a lokomdciora, ugyanis nem mutatkozott
szignifikans kiilonbség a ChR2-t és eYFP riporter fehérjét kifejezd allatok vonal
atlépéseinek a szamdban (Fyins(1,12)=0,13, p=0,72, (21/B abra). Noha az allatok
szignifikansan tobb i1d6t toltottek a szocialis partnert tartalmazo, mint az iires cilinder
koriil, nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség a ChR2-t és eYFP riporter fehérjét
kifejez0 kisérleti csoportok kozott. (Fyius(1,12)=0,01, p=0,94; Fciinder(1,12)=72,29,
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p<0,01, 21/C 4bra). Ennek megfeleléen a szocidlis preferencia indexben sem
mutatkozott szignifikans kiilonbség a kisérleti csoportok kdzott (Fyis(1,12)=0,02, p=0,89
21/D abra).
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21. abra. Az mPFC-MBH projekcié fotostimuldlasa nem volt hatassal a lokomdcidra és szocialis
motivaciora. A, A szociabilitas teszt sematikus bemutatasa. B, A fotostimulacié nem gyakorolt hatast a
lokomociora. C és D, A fotostimulacié nem befolyasolta az allatok szocialis motivacidjat. * p<0,05
szignifikans kiilonbség az iires cilinder és partnert tartalmazoé cilinder kzott.

5.1.8. A hipotalamikus fotostimulacié hatasa az mPFC neuronalis aktivitdsara

Annak kizdrasara, hogy az axonalis fotostimulacioval esetlegesen visszaterjedd
akcios potencidl az mPFC egyéb neuronjait vagy kollateralisait is aktivalta, az mPFC-ben
c-Fos immunhisztokémiaval vizsgéltuk meg a teriilet neuronalis aktivitdsat. Sem az
MBH, sem az LH fotostimuldldsa nem ndvelte szignifikdnsan az mPFC c-Fos pozitiv
neuronjainak a kifejezddését az eYFP kontroll csoportokhoz képest (22. abra). Az
mPFC-LH projekcio stimulaldsakor a ChR2-t kifejezé éallatok mPFC-ében atlagosan
72,17£8,91, a kontroll allatok mPFC-ében pedig 77,89+20,79 c-Fos pozitiv sejtet
szamoltunk az optikai szallal ipszilateralis oldalon, a kiilonbségek nem bizonyultak

szignifikansnak (Fvirus(1,14)=0,06, p=0,80). Az mPFC-MBH projekcid stimulalasakor a
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ChR2-t expresszalo allatok mPFC-ében atlagosan 54,75+14,45, a kontroll allatok mPFC-
jében pedig 60,89+7,65 c-Fos pozitiv sejtet szdmoltunk az optikai széllal ipszilateralis
oldalon, a kiilonbségek nem bizonyultak szignifikansnak (Firus(1,13)=0,12, p=0,73).
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22. abra. A hipotalamikus fotostimulacié hatisa az mPFC neuronailis aktivitisara.A, A
fotostimulaciot az allatok sajat dobozaban hajtottuk végre, amelyet transzkardialis perfiizio kovetett 90
perccel késébb. B, Az MBH ¢és az LH fotostimulacidjakor nem mutatkozott kiilonbség az mPFC c-Fos
aktivacidjaban az eYFP-t és ChR2-t kifejezo allatok kozott. C, Reprezentativ mikroszkopos képek az mPFC
c-Fos mintazatarol.

5.2. A korai szocialis izolaciéo okozta abnormalis agressziohoz

kapcsoldodo prefrontalis kérgi strukturalis és funkcionalis valtozasok

5.2.1 A korai szocialis izolacid kivaltotta abnormalis agresszid

A szocialisan izolalt allatok szignifikdnsan alacsonyabb latenciaval és tObbszor
haraptak a szocidlisan tartott allatokhoz viszonyitva az RB tesztben (H(1;23)=7,57
p=0.01; H(1,23)=8,76 p=0,01, 23/A és B abrak). A sériilékeny testrészeket (fej, torok,
has) célz6 harapdsok szama is szignifikdnsan megndvekedett korai szocidlis izolacid
hatasara (H(1,23)=10,19 p=0,01) (23/C abra), valamint kevesebb alkalommal el6zte meg
fenyegetd viselkedés a tdmadasaikat (H(1,23)=6,80 p=0,01, 23/D abra). A prefrontélis
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kérgi aktivacid neurokémiai karakterizalasban részt vett allatok viselkedési mintazata

hasonl6 valtozasokat mutatott (8. tablazat).
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23. abra. A kilencedik kisérlet eredményei: A Kkorai szocialis izolacié kivaltotta viselkedési valtozasok
a rezidens-betolakodo tesztben. A, Harapasok szama. B, Harapasi latencia. C, Sériilékeny testrészekre
(fej, torok, has) iranyuld harapasok szazalékos megoszlasa. D, Eldére nem jelzett harapasok szazalékos
megoszlasa. * p<0,05szignifikans kiilonbség a szocialisan és az izolaltan nevelkedett csoportok kozott.

8. tablazat. A tizedik kisérlet viselkedési eredményei.A prefrontalis kérgi aktivacio neurokémiai
karakterizalasban részt vett allatok magatartasi eredményei az RB tesztben.

Sériilékeny Elére nem
. . Harapasi testrészekre jelzett
Csoport Harapasok szima (db) latencia (s) iranyulé harapasok harapasok
aranya (%) aranya (%)
Szocialis 2+1 1027,4 +£212,5 4+45 0+0
Izolalt 5,9%+0,7 190* + 36 35,8%+ 11,6 13,9¥+54
Kruskal-Wallis ANOVA H(1,12) =5,54 H(1,12) =5,66 H(1,12)=3,97 H(1,12)=3,75
P p <0,05 p<0,05 p <0,05 p <0,05

5.2.2. A korai szocialis izolacidhoz tarsuld prefrontalis kérgi strukturalis valtozasok

Az izolaltan nevelt allatok jobb agyféltekéjében az mPFC mediolateralis
kiterjedése mind dorzalisan (Fizolacio x hemiszférium(1,28)=10,04, p=0,01), mind ventralisan
(Fizotacio x hemiszferium(1,28)=8,17, p=0,01) szignifikansan csokkent (24/B abra). Ezzel

szemben sem a forceps minor (fmi), sem a PAG kiterjedése nem mutatott szignifikans
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valtozast izolacid hatéasara (fimi: Fizlacis(1,28)<1, p=0,45; Fizolacio x hemiszferium(1,28)=1,11,
p=0,30, 24/C abra; PAG: Fiulcio(1,25)<1, p=0,57, 24/E abra), utalva ezzel arra, hogy

nem altaldnos térfogatcsokkenést detektaltunk a szocialisan izolalt allatokban.
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24. abra. Az mPFC Kkiterjedésének valtozasa a Bregmatol szamitott +3,20-2,70-es koronalis sikokban.
A, Reprezentativ ,,dark field” felvétel a vizsgalt koronalis sikrdl. A nyilak a mért tavolsagot jelolik ("A”
mPFC szélessége a forceps minor dorzalis részétdl a medialis agyfelszinhataraig, “B” mPFC szélessége a
forceps minor ventralis részétdl a kéreg széléig, “C” a forceps minor magassaga). B, Az mPFCszélessége
a jobb és bal hemiszfériumon a fent megjelolt koronalis sikokban. C, A forceps minor magassaga a fent
megjelolt koronalis sikokban. D, Reprezentativ ,,dark field” felvétel a PAG-rdl a bregmatol szamitott -6,8-
as koronalis sikban (a fehér vonalak a megvizsgalt teriiletet jelolik). E, A PAG teriilete a vizsgalt koronalis
sikban (az Aq teriilete nélkiil). “A” mPFC vastagsaga a corpus callosum dorzalis részétdl a kéreg széléig,
Aq: akveduktusz, Cgl: anterior cingularis kéreg, DP: dorzalis pedunkularis kéreg, DR: dorzalis raphe, fmi:
forceps minor, IL: infralimbikus kéreg, PrL: prelimbikus kéreg, PAG: periakveduktalis sziirkeallomany, *
p<0,05szignifikans kiilonbség a szocialisan és izolaltan nevelkedett patkanyok kozott.

Bér a jobb oldali mPFC vastagsaga csokkent, a neuronok szdma nem mutatott valtozast
egyik hemiszfériumban sem NeuN immunjelolés alapjan (Fizolacio(1,42)<1, p=0,60;
Fhemiszférium(1,42)<1 p:0,65, Fizolacio x hemiszférium(1,42):1,36, p:0,25, 25/A ébra). Ezzel

szemben, az SMI-32 immunoreaktiv idegi nytlvanyok bilateralis csokkenést mutattak a
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korai szocidlis izolacié hatdsara (Fizolacio(1,21)=7,55, p=0,01; Fizolicio x hemiszférium(1,21)<1
p=0,61, 25/B 4abra), akarcsak a glidlis denzitds (Fizomcis(1,20)=10,10, p=0,01;
Fhemiszferium(1,20)<1, p=0,62; Fizolici6 x hemiszferium(1,20)=2,37, p=0,14, 25/C abra). A
mikrovaszkulatura jelolésére hasznalt lektin immunjel6lés hasonloan csdokkent optikai
denzitdst mutatott az izolaltan tartott allatokban, azonban ez csak a jobb oldali

hemiszfériumra korlatozodott (Fizolacio x hemiszferium(1,26)=4,79, p=0,03, 25/D 4bra).
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25. abra. Az mPFC mikrostrukturalis valtozasai a bregmatdl szamitott +3,20-2,70-es koronalis sikokban.
A, NeuN pozitiv sejtmagok szama a 24/A abran bejelolt teriiletnek megfeleléen. B, C, D, SMI-32, GFAP
és lektin immunjel6lés optikai denzitasa, amelyek rendre a dendritek, a gliasejtek és a mikrovaszkulatiira
denzitasat jelolik. Az adott immunjeldlésekhez tartozo reprezentativ felvételek az abrak mellett lathatok.
B: bal oldali hemiszférium, J: jobb oldali hemiszférium,* p<0,05szignifikans kiilonbség a szocialisan és
izolaltan nevelkedett patkanyok kozott, # p<0,05szignifikans kiilonbség a két hemiszférium kozott.

5.2.3. A korai szocialis izolaciot kiséré abnormalis agressziohoz tarsult mPFC neuronalis

aktivacid

Amikor a racshalo 4ltal teljesen beboritott prefrontdlis kérgi teriiletét vettiik
figyelembe (26/A abra), akkor a c-Fos aktivacié az izolaci6 és az agressziv kontaktus
interakciojatol fliggdtt (Fizolacio x agressziv interakeis(1,54)=9,69, p=0,01). Az agyféltekék
lateralizacidja nem mutatott szignifikdns hatdst onmagaban (Fhemiszférium(1,54)<0,01,
p=0,99) és nem jelentkezett szignifikans interakcio szocidlis izolacidoval sem az agressziv
interakcioval (az F értékek 0,08, illetve 0,26, mig a p értékek 0,91, illetve 0,61). Az
agressziv interakcio szignifikdnsan fokozta a c-Fos aktivaciot, mind a szocidlisan, mind

az izolaltan tartott patkdnyokban (Fagresszv interakcio(1,94)=32,89, p<0,01). Az izolaltan
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tartott allatokban ez a ndvekedés nagyobb volt, mint a szocialisan nevelkedett csoportban

(post-hoc dsszehasonlitas p<0,01, 26/B abra).
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26. abra. A szocialis izolacio és a verekedés egyiittes hatasa a neuronalis aktivaciora a bregmatol
szamitott +3,20-2,70-es koronalis sikokban. A, A vizsgalatokban érintett mPFC teriilet és a rafektetett
racshald. A racshalot minden egyes metszet mikroszkopos képére egyedileg illesztettilk az anatomiai
hatarokat figyelembe véve. A racshalo cellait az oszlopok (betiik) és a sorok (szamok) elnevezése alapjan
jeloltiik. B, Atlagos c-Fos pozitiv sejtszam a racshalé sziirkével kiemelt cellaiban (26/A). C, Reprezentativ
mikroszkopos felvétel a c-Fos (z6ld), CaMKlla (kék) és GABA (piros) harmas immunjeldlésrél az mPFC-
ben. D, c-Fos és CaMKIla pozitiv sejtek szama. E, c-Fos és GABA pozitiv sejtek szama a racshalo
szilirkével kiemelt cellaiban. fmi: forceps minor, IL: infralimbikus kéreg, PrL: prelimbikus kéreg VO:
ventralis orbitofrontalis kéreg, * p<0,05szignifikans verekedés hatas, # p<0,05szignifikans izolacio hatas.

A racshalo alapu 6sszehasonlitas soran a c-Fos aktivacio tekintetében a kisérleti
csoportok ¢€s a cellak kozott interakcid allt fenn (Fizolacio x agressziv interakeio(189,3648)=2,29,
p<0,01), azaz mas aktivacidés mintazat volt megfigyelhetd a két kisérleti csoportban. A
szocialisan tartott allatokban az aktivacid a C7-es és a Cl1-es cellakban (~IIL./V. réteg)
mutatott szignifikans emelkedést agressziv interakci6 hatdsara. Az izolacio altal fokozott
mPFC aktivitds ugyancsak jobban lokalizalhatd volt a racshalod segitségével, mely
ramutatott a PrL és az IL II1./V. és VL. rétegének fokozott aktivitdsara (27/D abra). A
szocialisan és izolaltan tartott allatok kozotti eltérés nagysagat a racshalo 7. sora (ventralis
PrL, A7-t81 E7-ig tarto cellak) jol reprezentaljak 27/B és E abrak.

Az el6z6khoz hasonld racshaloval kvantifikaltuk a NeuN pozitiv sejtek szamat
annak felderitésére, hogy a c-Fos aktivacids mintazatban latott valtozasok dsszefliggenek-

e az itt lokalizal6dé neuronok szdmaval. Nem jelentkezett csoport kiilonbség a racshalod
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egyik cellajanal sem (27/C és F abrak). A szocialisan és az izolaltan tartott allatok kozotti
kiilonbség nem jelentkezett a racshald azonos celldinak az Gsszehasonlitasa sordn. A
sejtszamok kozotti hasonlosagot a 7. sorban (A7-t6l E7-ig tartd cellak) a 27/G abra
mutatja be. Osszegezve, ezek az adatok azt mutatjak, hogy az mPFC aktivacidja nagyobb
volt az izolaltan nevelkedett allatok esetében, és ez a hatds az mPFC egy jol koriilhatarolt
alrégidjara koncentralodott. Megjegyzendd, hogy az aktivacidos mintdzatban latott

kiilonbség nem a neuronszam valtozasanak volt a kovetkezménye.
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27. abra. Az mPFC c-Fos aktivaciojanak voxel-jellegii abrazolasa. A képeken megjelenitett négyzet
racshalok megfelelnek a 26/A abran lathatonak. A, Az agressziv interakcionak kitett és nyugalmi kontroll
csoportok kozotti kiilonbségek a szocialisan nevelkedett allatoknal. B, A verekedd és kontroll allatok
kozotti kiillonbségek abrazolasa a racshald 7. sorabol (vastagon kiemelve az A panelen). C, A szocialisan
nevelt allatok adott cellaihoz tartozé neuron szamok a NeuN immunjel6lés alapjan. D, Az agressziv
interakcioban részt vett és nyugalmi kontroll csoportok kozotti kiilonbségek az izolaltan nevelt allatokban.
E, A verekedd és kontroll allatok kozotti kiilonbségek abrazolasa a racshald 7. sorabol (D panelen vastagon
kiemelve). F, Az izolacionak kitett allatok cellaihoz tartoz6 neuron szamok a NeuN immunjeldlés alapjan.
G, A csoportok kozotti kiilonbségek abrazolasa a racshald hetedik sorahoz tartozé neuron szamokban. *
p<0,05szignifikéns verekedés hatas.

5.2.4. Az agressziv interakcio hatasara aktivalddott idegsejtek neurokémiai azonositasa

A fenti kisérlethez hasonléan ebben a kisérleti kohortban is reprodukaltuk az
agressziv interakcioban megjelend fokozott c-Fos aktivaciot az mPFC teriiletén az izolalt
csoportban (Fagressziv interakcio(1,15)=48,89, p<0,01; Fizolcio x agresszv interakeio( 1,15)=10,59,
p=0,01), mely mind a CaMKIla és a GABA immunoreaktivitast mutatd sejtek esetében
megfigyelhetd volt (CaMKIla: Fagressziv interakcio(1,15)=168,59, p<0,01, Fizlacis x agressziv
interakeio( 1,15)=21,67, p<0,01; GABA: Fagressziv interakeio(1,15)=36,11, p<<0,01;Fizo14ci6 x agressziv
interakeio(1,15)=11,43, p<0,01). Igy ezen csoportositassal nem volt detektalhatd, hogy vajon
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a serkentd projekcios neuronok vagy a gatld interneuronok szintjén lehet az aktivacios
mintazatok eredete (26/C-E abra). A sejtek 10%-a mind CaMKlla-ra, mind GABA-ra

immunonegativ volt.
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6. Megbeszélés

6.1. Az mPFC-MBH és az mPFC-LH projekciok anatomiai és

viselkedési karakterizalasa

Kisérletiink célja az agresszid végrehajtasdban kozponti szerepet jatszo
hipotalamikus tertiletek prefrontalis kérgi szabalyozasanak vizsgalata volt. Az mPFC az
agressziv viselkedés kontrollalasaban fontos szerepet tolt be (5, 32, 92, 233), azonban
eddig nem tisztaztak az agresszid végrehajtasaért felelds f6 szubkortikalis teriiletek
mitkodését szabalyozd funkcioit, illetve ezen keresztiil az agresszivitdsra gyakorolt
hatasait. Az MBH ¢s az LH prefrontalis kérgi afferenseinek jelentds mivolta alapjan (89,
150, 151, 157, 234, 235) feltételezhetd, hogy az mPFC kozvetleniil részt vesz az agresszid
modulaldsaban, az indirekt utakon (pl. amigdala moduldlasa) kiviil. Az mPFC ezen
kozvetlen hipotalamikus hatdsat vizsgaltuk projekcid-specifikus optogenetikai
fotostimulaci6 alkalmazasaval.

Eredményeink alapjan az mPFC két jelentésen elkiiloniilt, nem atfedd (<10%)
glutamaterg neuronpopulacidja idegzi be az LH-t és az MBH-t. Ezen két prefronto-
hipotalamikus projekci6 fotostimuldcidja eltéré moédon befolydsolta az agressziv
interakci®6 sordan jelentkez0 agressziv tamadadsokat. Az mPFC-MBH projekcio
fotostimulalasa fokozta a harapdsok szdmat, azonban nem volt hatassal ezek mindségi
jellegére. Ezzel szemben az mPFC-LH projekciok fotostimulalasa erdteljesen
megvaltoztatta a tamadasok jellegét, fokozva mind a fenyegetéssel nem-jelzett, mind a
sériilékeny testrészekre iranyuld un. abnormalis tdmaddsok aranyat, a tamadasok
szamanak befolyasolasa nélkiil. Osszegezve, az mPFC két specifikus utvonalon
modulélja az agressziéo mennyiségi és mindségi jellegeit, mégpedig fokozva azokat. Noha
az MBH ¢s az LH ezen jellegeire volt mar kordbbi adat: elobbi a fajspecifikus agresszid
kifejezOdését kozvetiti (15, 84, 121, 133-135), mig az LH a predatoros és abnormalis
tamadasok esetében aktivabb (16, 17), jelen eredményeink ramutatnak, hogy mPFC ezt
direkt utvonalon facilitdlja és vélhetéen aktiv ,top-down” kontrollal modulalja ezen

jelleget az agressziv interakcid sordn.

6.1.1. Az mPFC-MBH és az mPFC-LH projekcidk jellemzése

Az mPFC szamos agyteriilethez kiild siirli projekciokat a koriilotte 1évo kortikalis
teriiletektdl a kozépagyon at az agytdrzs poszterior régiojaig (151, 157, 236). Figyelembe
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véve az mPFC szamos célteriiletét és azt, hogy az mPFC-ben taldlhaté neuronok milyen
stiri projekciokat kiildenek az agressziv viselkedésben érintett hipotalamikus teriiletekre,
kijelenthetd, hogy az mPFC meghatarozé szerepet tolt be az agressziv viselkedés
szabalyozéasaban.

Eredményeink szerint, korabbi anterograd és retrograd palyajelolést alkalmazo
vizsgalatok eredményeivel 6sszhangban, mind az MBH-hoz (89, 151, 210), mind az LH-
hoz slrli projekciok érkeznek az mPFC-bol (150, 151, 210). A vizsgélatainkban
visszajelolt sejtek szama, az idegrostok stirlisége €és az erdteljesebb vGLUT1/eYFP ko-
expresszid alapjan is az mPFC-LH projekci6 robusztusabbnak tekintheté az mPFC-MBH
projekcional. Kutatocsoportunk korabbi retrograd nyomjelolést alkalmazé tanulmanyaval
megegyez0 moédon az MBH-ba vetit6 sejtek foként az mPFC I11./V. rétegeiben (89), mig
az LH-ba vetit6 sejtek az mPFC V. és VI. rétegeiben mutattak striibb visszajelolodést,
korabbi tanulmanyokhoz hasonléan (150). In vitro elektrofiziologiai elvezetéseink a
markéns vGLUT1/eYFP ko-expressziés immunjeloléssel egybevetve mutatjak, hogy az
mPFC erds excitatoros hatast fejt ki az MBH ¢€s az LH teriiletén.

Az agressziv viselkedésben ¢érintett ideghdldzat részletesebb megértése
szempontjab6él fontos lenne az mPFC-MBH ¢és az mPFC-LH projekciok
posztszinaptikusan elhelyezkedd célsejtjeinek neurokémiai jellemzése, mivel mind az
MBH, mind a LH egyarant tartalmaz glutamaterg és GABA-erg neuronokat, melyek
eltérd eloszlast mutatnak a két vizsgalt hipotalamikus teriilet k6zott (237-239). Noha
eredményeink egy nettd facilitdldo hatast mutattak ki, nem tisztadzott, hogy ez halozati
szinten milyen neuronpopuldciok aktivitasabol eredhet. Az MBH-ban a glutamaterg
sejtek foleg a VMHvVI részében talalhatoak, amelyet lateralis és ventralis iranybol GABA-
erg neuronok altal képzett burok vesz koriil. A LH-ban ilyen szintli anatomiai
szegregaltsag nem figyelhetd meg: a GABA-erg és glutamaterg sejtek keverten
helyezkednek el (240, 241). Az alapjan, hogy az mPFC-MBH axonok fdleg az MBH
lateralis részén siirlisodnek, feltételezhetéen a projekcio célsejtjei zomében GABA-erg
neuronok. Ez a feltételezés 0sszeegyeztethetd Potegal hipotézisével, miszerint az mPFC
a szubkortikalis GABA-erg neuron populaciok innervalasan keresztiil diszinhibicio révén
szabalyozza az agressziv viselkedést (155), noha ez felveti tobbszords helyi gatlokorok
létezését, amit eddig nem bizonyitottak. Ezt a hipotézist anatdémiai megfigyelések is

tamogatjak: az mPFC GABA-erg sejteket idegez be a BNST-ben, a ventralis tegmentalis
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areaban (VTA) és a dorzalis raphe magban is (162, 163, 242), illetve hasonlo jelenséget
irtak le patkanyban az mPFC-LH projekcid esetében is az LH poszterior teriiletének
tekintetében (243). Az LH GABA-erg neuronjai nagy diverzitast mutatnak (244). Az LH
szamos neuronjai szdmos neuropeptidet tartalmaznak, amelyek befolyasold szereppel
birnak a taplalkozas ¢és a motivacié szabalyozasaban (241, 244). Ilyen neuropeptid az
orexin, amely az LH GABA-erg neuronjainak egy részében fejezddik ki (244). Az orexin
tartalmu sejtek stirti direkt bemenetet kapnak az IL fel6l (245). Habar az orexin tartalmu
sejtek a taplalékfelvétel és az energia haztartds szabalyozasaban toltenek be szabalyozo
szerepet, Ujabb hipotézisek szerint kognitiv-motivacido kozvetitoként is mitkodhetnek
(246). Csakugyan az LH neuronjai a laterdlis habenulaba vetiild projekcidin keresztiil
képesek befolyasolni az elkeriil6 viselkedést (247, 248). Nincs kisérletes lelet arrdl, hogy
LH-lateralis habenula projekciok hogyan moduladljak az agressziv viselkedést, noha a
lateralis habenula ¢érintett az agressziv viselkedés jutalmazd aspektusainak a
modulalasaban (249).

Nem leirt azonban az, hogy az LH vagy az MBH neuronjai milyen finom lokalis
kapcsolatokon keresztiil befolyasoljadk egymas aktivitdsat. Feltehetden a jovObeli
tanulmanyok, amelyek in vitro elektrofiziologiai elvezetéseket Otvoznek post-hoc
anatomiai rekonstrukciokkal €s projekcio specifikus optogenetikai manipuldciokkal majd
arnyaltabb képet adnak a hipotalamusz neuronjainak halézati elrendezésérol (250).

Noha macskaban leirt az MBH ¢és az LH reciprok gatlo beidegzése, ¢és
ragcsalokban is dokumentalt a két teriilet kozotti kapcsolat, ezek részletes neurokémiai,
fiziologiai és viselkedési jellemzése még varat magara (89, 114, 177, 178). Jelen és
korabbi eredményeink arra utalnak, hogy ragcsalok esetében nem valik szét ilyen élesen
a kétféle tdmaddsi mintdzat, amit Okologiai, etoldogiai magyardzatok is érthetéen
alatdmasztjak, hiszen macskdk esetében a predacid a viselkedési repertoarjuk része,
jelentds szabalyozast igényel, mint adaptiv taplalékszerz6 magatartas. Ezzel szemben a
ragcsalok mindenevd sajatsdga nem jellemezhetd hatdrozott viselkedési mintazatokkal, s
feltételezhetden sokkal nagyobb atfedést mutat az egyéb agresszidformakkal szabalyozas
szintjén is. Erdekes talalat azonban, hogy az mPFC szelektiven szabélyozza a kétféle
jelleget (,,normalis” €s ,,abnormalis” agresszido mértékét) az MBH-n és az LH-n keresztiil.
Utobbi azért fontos kiilondsen, mivel az ember is hasonl6 karakterjegyekkel jellemezhetd

¢és patologids esetekben is egyfajta kevert mintazat lathato, ahol a két magatartasforma
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leginkabb az autondém valaszreakcioban érhetd tetten leginkdbb (alacsony stressz-
reaktivitds a proaktiv formdkban, mig magas stessz-reaktivitas a reaktiv formakban).
Ennek tlikrében eredményeink felvetik annak lehet0ségét, hogy a reaktiv agresszioval
tarsuld korformakban inkdbb az mPFC-MBH projekcio deficitek, mig a proaktiv
agresszioval tarsuld koérformak soran (pl. pszichopatia) inkdbb az mPFC-LH deficitek
dominalhatnak. Utdébbiak felderitésére a hipotalamusz aktivitasat részletesebb
felbontassal ceélz6 fMRI vizsgdlatok mutathatnak ra.

Az mPFC-MBH ¢és az mPFC-LH projekcids neuronok anatomiai elkiiloniilése
alapjan felvetédhet a lehetdsége annak is, hogy egyéb hipotalamikus alteriiletek
szabalyozasat is elkiiloniilt prefrontalis kérgi neuronpopulaciok végzik. Egy masik fontos
kérdés ehhez, hogy az mPFC-ben elhelyezkedd neuronok axon kollateralisaikon keresztiil
milyen és hany szubkortikdlis €s kortikalis célteriilethez kiildenek afferenseket.
Klasszikusan az ilyen kérdések megvizsgalasara tobbszords retrograd palyajeloléses
technikékat hasznalnak. Egy ijabb harmas retrograd palyajeloléses vizsgalat szerint az
mPFC-ben elhelyezkedd neuronok kiilon populacidi vetitenek a ventralis striatumban
(NAc), VTA ¢és a bazolaterdlis amigdalaba (BLA) (251), azaz az éaltalunk talalt
szervezddés tobb szubkortikalis teriilet szabalyozasaban hasonloan miikddhet. Noha az
mPFC-amigdala reciprok kapcsolatok dontd szerepet jatszanak a magatartas (152, 235,
252-254), igy az agressziv viselkedés szervezésében (15, 105), nem feltart az, hogy az
amigdaldba és MBH-ba, illetve LH-ba vetitd sejtek atfednek-e €és ha igen milyen

aranyban.

6.1.2. A prefronto-hipotalamikus kapcsolatok szerepe a kiulonboz6 agressziv

viselkedésformak szabalyozasaban

Az mPFC-MBH projekci6 szelektiv fotostimuldcidja mennyiségileg novelte, mig
az mPFC-LH projekcio fotostimulacidja mindségileg befolyasolva, abnormalis iranyba
tolta el az agresszio jellegét. Az mPFC agressziot palyaspecifikus médon befolyasold
hatasainak leirdsa kiilondsen érdekes az agresszid prefrontdlis deficit hipotézisének
fényében, mely szerint az agresszioval tarsulo pszichopatologiai jelenségeket prefrontalis
strukturalis deficitek kisérik (233, 255). Bar a hipotézis olyan tanulmanyokon alapszik,
melyek az mPFC-t mint agyteriiletet egészként értelmezték és funkcidit nem vizsgaltak
projekcio specifikusan, az agresszio kivaltotta neurondlis aktivaciés mintdzatok

Osszhangban allnak eredményeinkkel, miszerint az mPFC aktivalédasa akut modon
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eléidézheti az agressziv viselkedést megjelenését. Ezen tanulményok szerint mind
ragcsalokban, mind emberekben az agressziv viselkedéshez megndvekedett mPFC
aktivitas tarsul, amely novekedés kiillondsen hangsulyos pszichopatologiai jelenségek,
illetve az abnormalis agresszid laboratoriumi modelljeinek esetében (97, 121, 193-195,
203, 205, 209, 256). Jelen dolgozat eredményei tovabbi bizonyitékot szolgaltatnak arra,
hogy a két egymasnak ellentmond¢ jelenség egy id6ben is fennallhat. Ez 6sszhangban 4ll
azon felvetéssel miszerint hosszl tdvon a prefrontélis deficitek hajlamosito tényezdként
szolgalhatnak az abnormalis agressziora, tovabba az agressziv cselekedetek
kivitelezéséhez fokozott prefrontalis aktivitas sziikséges (14).

Eredményeink szerint az mPFC-ben 1€v6 elszort neuronpopulaciok az MBH-ba és
az LH-ba vetiild glutamaterg projekcioi révén kozvetleniil képesek szabdlyozni az
agressziv viselkedést és aktivan részt vesznek az agresszio végrehajtasanak kontrolljaban.
Az MBH prefrontalis kérgi bemenetének stimulacidja fokozta a patkanyok
agresszivitdsanak mértékét, az allatok tobbszor haraptdk meg a territoriumukban 1évo
befolyasolta, a tamadasokat megel6zd szocialis jelzések, illetve a harapasok célpontjai
normalis tartomanyban mozogtak. Mivel az MBH koréabbi tanulmanyok alapjan egyfajta
integrator kozpontnak tekinthetd, melyben a kiilonb6zé agyteriiletekrél érkezo
bemenetek fokozhatjak, illetve gatolhatjdk az agressziv motivaciot, de emellett
befolyasolnak egyéb szocialis magatartasformakat is (134-137, 257), kisérletiinkben azt
is megvizsgaltuk, hogy az mPFC-bol érkezd bemenet stimulaciojanak van-e hatdsa a
szocialis érdeklddésre, elkeriilésre. Eredményeink alapjan a projekcié aktivalasa nem
befolyasolta az allatok szociabilitas tesztben mutatott viselkedését, mely tamogatja azt a
feltételezést, hogy a fent leirt hatasok specifikusak voltak az agressziv tdmadédsokra. Ezt
a kovetkeztetést tdmogatja az is, hogy az RB teszt folyaman mutatott nem-szocidlis €s
nem-agressziv jellegli szocidlis magatartdsokban sem lattunk eltérést a fotostimulacid
hatasara. Ezek alapjan gy tlinik, hogy az mPFC az MBH-ba vetiild efferensei révén az
intraspecifikus agresszié fontos direkt modulatora.

Meglep6 moddon ugyanez a prefrontdlis kérgi teriilet LH-beli vetiiletének
stimulacidja a fentiektdl eltéré modon befolyasolta az agressziv viselkedést: az agresszio
mértéke nem valtozott, azonban az agressziv tdmadasokat kevésbé kisérték szocialis

jelzések, fenyegetések, €s nagyobb ardnyban iranyultak sériilékeny testrészekre, melyek
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¢letveszélyes helyzetben adekvatnak, egy kisebb fajtarssal valo agressziv konfliktus soran
azonban abnormalis viselkedésnek tekintendok (35, 40, 42, 80).

Kisérleteink soran a stimuldcié és a kivaltott magatartasi hatds idédinamikéja
eltérd volt kordbbi hipotalamikus stimulaciokat alkalmazé tanulmanyokban leirtaktol.
Ezen vizsgalatok sordn az elektromos stimulacio kivaltott viselkedési valaszok
masodpercekkel a stimulacid kezdete utdn megjelentek ¢és annak végeztével azonnal
megsziintek (138, 140, 141). A fentieckhez hasonloan, egerek MBH-janak
fotostimulacidja azonnali harapast valtott ki, amelyet nem kisért az eredményeinkhez
hasonld elnytjtott posztstimuldcidos hatas (134, 135). Kisérleteink soran az mPFC
projekciok fotostimulacidja kovetkeztében kivaltott viselkedés valaszok jelentds
latenciaval ¢és elnyujtottabb dinamikaval jelentkeztek, tovabba reverzibilisnek
bizonyultak a teszteket elvalasztd két nap soran. Mindez alapjan az mPFC
feltételezhetden nem kozvetlen kivaltoja a hipotalamikus tamadasi mechanizmusoknak,
hanem modulalja azokat. Fontos megjegyezni, hogy az MBH ¢és az LH kivitelez6
kozpontnak tekinthetd sok magatartds esetében (pl. téplalkozés, ivas, szexudlis
eredményeink alapjan nem kozvetlen kivaltoja a hipotalamikus tdmadasi
mechanizmusoknak, hanem ,ténikusabb moédon” modulalja azokat. Az mar
megalapozottnak tekintheté, hogy az mPFC nyomon koveti a folyamatban 1évo
viselkedési konfliktusokat, tovabba szerepet jatszik a kiilonbozé viselkedési valasztasok
értékének a felmérésében, kiszamitasaban ¢és a megfeleld viselkedési valasz
kivalasztasaban (175, 258, 259). A jelenséget magyardzhatja, hogy az mPFC a
hipotalamikus tamadasi teriiletek moduldcidja révén fokozatosan megvaltoztatta
viselkedési konfliktus jellegét. Nem kizarhato, hogy az mPFC bemenetek stimulalasa
olyan halozati aktivités eltolodast eredményezett a hipotalamusz szintjén, amely valtozést
okozhatott szocidlis jelzések feldolgozasdban ¢s integralasban. Ezzel Osszhangban
legujabb irodalmi adatok alapjan egyre inkabb elétérbe keriil az a koncepcid miszerint a
hipotalamikus tdmadasi teriiletek nem automatizalt végrehajté szerepet toltenek be,
hanem a kiilonb6z6 szerzorimotoros bemenetek integratoraként szervezik a viselkedési
valaszokat (136, 257). Egy kurrens elképzelés szerint ha az MBH-ba érkezé bemenetek
atlépnek egy ,kiiszobot”, akkor az MBH rekurrens héalozata gyorsan felerdsiti az

aktivitast a harapas megkezdéséhez és fenntartasahoz sziikséges szintre (257). Igy az
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MBH spontan aktivitdsanak novelése kozelebb hozza a ,kiiszob”-hoz a halozat
aktivitdsat, igy novelve annak atlépésének a valdszinliségét (257). Ezt a hipotézist
tamogatja, hogy az MBH spontan neurondlis aktivitasanak a novelése kemogenetikai
manipulacié révén noveli a tdimadasok frekvencidjat, de nem okoz azonnal harapast (260).
Ennek megfeleléen az MBH spontdn aktivitdsanak csillapitasa csokkenti a harapasi
frekvenciat (134, 261). Lehetséges, hogy a kisérleteink soran alkalmazott fotostimulalas
mind az MBH-ban, mind az LH-ban rekurrens halozati aktivitast indukalt, amely
potencirozta az adott hipotalamikus teriiletre jellemzd harapdsi karakterisztika
megjelenését.

Osszességében tehdt magatartasi eredményeink arra utalnak, hogy az mPFC két
kiilon hipotalamikus hal6zaton keresztiil szabalyozza az agresszivitds mennyiségi €s
mindségi jellegét. Potegal elmélete szerint az mPFC és a hipotalamusz kdz6tti anatomiai
eredményeink kisérletesen aldtdmasztanak (155). Az agressziv viselkedés kvantitativ és
kvalitativ megnyilvanulasanak mértéke erdsen kontextus-fliggd, bonyolult és gyors
neuronalis feldolgozast igényel, pl. a szocialis jelzések folyamatos értelmezése, taktikai
elonyszerzés, moralis dontések, kockdzatok és nyereségek felmérése. Az agresszid ezen
kognitiv szabalyozasa mogott agykérgi mikodést sejthetiink, melyben eredményeink
tiikrében jelentdsen részt vesz az mPFC.

6.2. A korai szocialis izolacio kovetkeztében kialakuléo abnormalis
agresszio hatterében allo prefrontalis kérgi strukturalis és funkcionalis

valtozasok

A korai szocialis izolacid - korabbi adatainkkal egybevagoan — felndttkorban
abnormalis agresszi®6 megjelenéséhez vezetett, amely a harapdsok megnovekedett
szamaban ¢és inadekvat/abnormadlis jellegében is megnyilvanult, hiszen az ellenfél
sériilékeny testrészeire (fejre, a torokra és a hasra) iranyultak, valamint a harapasokat
ritkan el6zték meg fenyegetd viselkedések, amelyek szocidlis csoportban nevelt kontroll
allatoknal megfigyelhetdek. Paradox modon, a fenti violens tdmadasi mintazat mellett
megndtt a védekezd viselkedésformakkal toltott idd is, mely az allatok fokozot szocidlis
averziojarol, szorongasarol arulkodhat. Utobbiakat alatdmasztjak korabbi kisérleteink,
miszerint a fenti izolacid altal kivaltott defenziv-violens fenotipus megnovekedett

gliitkokortikoid stresszvalasszal és szivritmus emelkedéssel tarsultak interakcid sorén,
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amely az allatok fokozott emocionalis és vegetativ izgalmi szintjére (hiperarousal) utal
(18, 19). Jelen munka eredményei szerint mindezek a fajspecifikus szabalyoktol eltérd
devians viselkedésformdk a jobb oldali mPFC térfogatdnak és vaszkularizacidjanak
szignifikans csokkenésével tarsultak, valamint kétoldali csokkenést talaltunk a glialis és
dendritikus markerek kifejezddésében is. Ezen markans strukturélis valtozasok ellenére
agressziv interakcio sordn az izolalt allatok mPFC-jében fokozott neurondlis aktivitast
detektaltunk szocidlisan nevelkedett tarsaikhoz képest. ,,Voxel-alapi” analizisiink
koncentralédott. Fontos még, hogy mind a glutamaterg, mind a GABA-erg neuronok
hiperaktivaciot mutattak az izolalt allatokban, azaz nem egy globalis gatlas-serkentés
arany eltolodas lathatdé az mPFC hiperaktivalodas hatterébe. Egy finomabb interneuron-
specifikus jelolés lehetséges, hogy rdmutathatott volna bizonyos elemek szelektiv
zavarara (pl. PV vagy CCK pozitiv sejtek valtozasai), ahogy az a gliikokortikoid hiany
indukalta abnormalis agresszids modellben lathato (203). Osszességében a fentiek alapjan
feltételezhetden a korai szocialis izolacid altal kivaltott abnormalis agresszio hatterében
zavart strukturalis mPFC fejlédés allhat, mely funkcionalisan hiperaktivacioban
nyilvanul meg. Feltételezésiink 6sszhangban 4ll irodalmi adatokkal, miszerint a
prefrontalis deficitek allnak az agresszioval tarsuld pszichopatoldgiai jelenségek
hatterében, s valosziniileg kauzalis médon eldsegitik az agreszio fokozddasat (5, 6, 32,

92).

6.2.1. A korai szocialis izolacio kivaltotta prefrontalis kéregi strukturalis deficitek

Vizsgalatainkban csokkent mPFC térfogatot detektaltunk szocialis izolacioban
nevelt allatok esetében. Ujabb, a szakirodalomban terjed6 allaspont szerint az abnormalis
agresszioval tarsuld pszichopatologidk egyfajta fejlodési rendellenességnek tekinthetdk,
melyeket kornyezeti és biologiai (genetikai, neurobioldgiai) faktorok interakcidja
okozhat (255, 262). Ismert, hogy a PFC kiilondsen hosszatava fejlddésmenettel
rendelkezik, amely igy kiilondsen érzékeny a fiatalkori averziv kdrnyezeti behatdsokra
(8, 9). Ilyen jellegli behatasokra (pl. gyermekkori bantalmazés és/vagy elhanyagolas)
emberekben a PFC térfogata csokken (11-13). Ez a csokkenés gyakran megjelenik olyan
humén pszichiatriai korképekben, melyekre jellemzd abnormalis agresszioformak
megjelenése (pl. antiszocidlis személyiségzavar, borderline személyiségzavar,

gyermekkori viselkedési zavar, piszchopatia) (12, 185, 218, 219, 263, 264). Ilyen
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korképekben a PFC térfogatanak csdokkenése elsésorban a jobb agyféltekében kifejezett
(7, 263, 265). A PFC térfogatanak ilyen jellegii, lateralizalt csokkenését, illetve ennek az
abnormalis agresszioval valo asszociaciojat elsoként vizsgaltuk atfogd — a viselkedési és
¢lettani hatasokra kiterjedd — modon laboratériumi ragesalokban. Eredményeink szerint
a korai szocialis izolaci6, mint fiatal korban bekdvetkezd averziv kornyezeti behatas-
human, illetve egyes ragcsalokon végzett tanulmanyok eredményeivel 6sszhangban (212,
213) -, az mPFC erdteljes térfogatcsokkenéséhez vezetett a jobb agyféltekében. Tovabba
elsOként mutattuk ki, hogy az mPFC kornyezeti behatas altal kivaltott
térfogatcsokkenésehez abnormalis agresszioformak kialakulasa is tarsulhat. Ez egybevag
korabbi adatokkal, miszerint az mPFC a magatartdsi, érzelmi és stresszvalaszok
szabalyozasabankdzponti szerepet tolt be (266). Jelen eredmények magyarazhatjak az
izolalt allatok markans gliikokortikoid, szivfrekvencia valaszat agressziv interakciok
soran, amit felfokozott, agitalt, védekez6 és fokozottan tdimado magatartas kovet.

Erdekes modon az izolacio-indukalta térfogatcsdkkenés hatterében nem talaltunk
valtozast a neuronok szdmaban (NeuN-pozitiv sejtek). Hasonld jelenséget koradbban
kisérletesen kivaltott hipotiroidizmus €s szocialis izolacid esetén irtak le: mig az mPFC
térfogata csokkent, az nem jart a neuronok szdmanak valtozdsaval (213, 267). Ezen
tanulmanyok soran a térfogati csokkenés hatterében a dendritikus csokkenés allt,
hasonldéan a mi eredményeinkhez, ahol az izolalt allatokban a piramissejt dendritek
csokkent mennyiséget mutattak a szocialisan nevelkedett allatoknal tapasztaltakhoz
képest. Ez az eredmény ugyancsak egybevag azon taldlatokkal, miszerint a szocidlis
izolacid csokkenti a piramissejtek dendritikus komplexitasat (75) és a dendrittiiskék
denzitasat (214), melyet tobb modellben interpretalnak a depresszid, szorongas és a
skizofrénia kialakulasban szerepet jatsz6 mechanizmusként (75, 268, 269).

Tovéabba, a szocialis izolacio a GFAP immunjelolodést csokkentette az mPFC-
ben, amely a glia denzitdsdnak csokkenésére utalhat. Ezzel 6sszevethetden, ragcsalokban
is leirtak perinatdlis stressz hatasara csOkkend GFAP expresszios szinteket (270),
valamint szocidlis izolaciot kovetden a glia sejtek denzitdsdnak trendszerti csokkenését
az IL és PrL régiokban (217), noha ezek agresszivitassal vald dsszefliggéseirdl nincs adat.

A korai szocialis stresszorok hatdsara a vaszkularizacidoban jelentkezd csokkenés

ismeretlen volt ragecsalokban, ugyanakkor az mPFC csokkent vératdramlasa és csokkent
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glukdz metabolizmusa gyakori velejardja a human agresszidval tarsuld pszichopatologiai
jelenségeknek (271, 272).

Az mPFC strukturalis valtozésait Osszegezve a korai szocidlis izolacid
patkanyoknal prefrontalis fejlodési deficitet okoz, ami abnormalis agressziv viselkedéssel
jar egyiitt, mely lehetséges magyarazé modellként szolgalhat a gyermekkori szocialis

elhanyagoltsag, bantalmazas altal fellépd fokozott agressziora emberek esetében.

6.2.2. A korai szocialis izolacid okozta abnormadlis agressziohoz kapcsolodd mPFC

aktivacios mintazatok

Mind emberben, mind ragcsalokban az agresszid fokozott mPFC aktivitassal jar
egyutt (97, 121, 193, 203, 209), mindez fokozddik jelentds agresszidval tarsulod
pszichopatologiai jelenségek esetében (256, 273-275). A jelen dolgozatban alkalmazott
,voxel-jellegi” vizsgalat ramutatott az mPFC (PrL és IL) IIL/V. rétegeinek
hiperaktivacidjara izolacid6 okozta abnormalis agresszio esetében. Ezen alrégio
tartalmazza a koradbban bemutatott MBH-ba ¢s LH-ba vetité neuronpopulacidkat is,
ezaltal erdsitve ezen neuronpopulaciok feltételezhetd szerepét az abnormalis agresszid
kialakuldsaban, pontosabban ezen teriiletek hiperaktivitasat, mely az agreszio
fokozddasahoz vezethet, ahogy optogenetikai eredményeink mutattak.

Korabbi eredményeink alapjan a korai szocidlis izolacidé altal kivaltott, az
abnormalis agresszidhoz kotheté megvaltozott mPFC aktivitas hatterében feltételezhetd
a piramissejt populacio jelentds érintettsége (203). Az mPFC-ben taldlhato GABA-erg
interneuronok (pl. PV és CCK tartalmtiak) dontd szerepet jatszanak a piramissejtek
periszomatikus gatlasa révén a kortikalis funkciok szervezésében és 6sszehangolasdban
(169), igy jelentds szerepet toltenek be az agressziv viselkedés szabalyozasaban (155),
igy az abnormalis formékban is (203). A kdzelmultban bebizonyosodott, hogy a szocialis
izolacio az mPFC-ben taldlhatdo PV tartalmi interneuronok diszfunkciojat idézi eld
(csokkent PV mRNS ¢s fehérje szint) (276), mely hatdsara az excitatorikus/inhibitorikus
egyensuly megvaltozik. Feltehetdleg ez a hatés is felelhet — legalabbis részben — az mPFC
jelen tanulmanyban bemutatott megvaltozott mitkodéséért és az ebbdl eredd viselkedési
valtozasokért. Err6l a jelenségrdl egyeldre kevés informacio all rendelkezésiinkre,

kutatocsoportunk jovobeli tervei kozott szerepel a hatdsok részletes tisztazasa.
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6.3. Az mPFC szerepe az abnormalis agresszio szabalyozasaban -
kitekintés

Jelen dolgozat az mPFC abnormalis agresszioban betdltott szabalyozo szerepének
a pontosabb megértése koré szervezddik. Vizsgélataink sordn elsdként az mPFC
hipotalamikus projekcioit tanulmanyoztuk optogenetikai manipulaciokkal, valamint
megvizsgaltuk azt, hogy a kérdéses teriiletet milyen strukturdlis és funkcionalis
valtozasok jellemzik a reaktiv abnormadlis agresszi®6 korai szocidlis izolacids
allatmodelljében. Ez egy Uj kutatasiteriilet hiszen a szakirodalomban elsoként
tanulmanyoztuk az agressziv viselkedés prefrontalis szabalyozéasat patkanyokban
optogenetikai modszerek alkalmazasdval. Az agresszid szabalyozasdban érintett
ideghalozat funkcionalis feltarasat foként egerek szubkortikalis agyteriileteinek (MBH,
LS, bazalis eldéagy, ventralis premammillaris mag) és projekcidoinak (bazélis eldagy-
habenula, LS-MBH) manipulalasaval végzik (134-136, 249, 257, 277, 278).

Noha jelen eredményeink az mPFC agressziot eldsegitd szerepét igazoltak, nem
allnak ellentétben azokkal az egerekben végzett megfigyelésekkel, melyek az mPFC
agressziot gatld szerepére utalnak (207). Human eredmények szerint az mPFC sériilése
patologias agresszioval tarsulhat (7, 180, 181), ugyanakkor paradox médon ugyanez a
teriilet fokozott aktivacidot mutat abnormalis agresszid megnyilvanulasakor (193, 194,
256), amit jelen dolgozat korai szocidlis izolacios kisérletei is megerdsitenek.
Eredményeink az irodalomban els6ként szolgaltattak bizonyitékot arra, hogy az mPFC az
agresszio elosegitésében is részt vehet, s ezek az uj ismeretek segithetik a prefrontalis
paradoxon feloldasat. Ugyanakkor, meg kell jegyezni, hogy nem tudjuk, hogy normalis
agresszio soran mekkora a funkcionalis hozzajarulasa az mPFC-MBH ¢és az mPFC-LH
projekcioknak az agressziv viselkedés moduldlasdban. Noha eredményeink szerint a korai
szocialis izolacid fokozza a III./V. és VI. rétegi neurondlis aktivaciot azon mPFC
régiokban, ahol az MBH-ba és LH-ba vetitd sejtek elhelyezkednek. Egyelére azonban
nincs rendelkezésiinkre 4ll6 adat arrol, hogy ezen specifikus neuronpopulacidk milyen
funkcionalis aktivacidt mutatnak abnormalis agresszid soran. A jovdbeli c-Fos
immunhisztokémiaval kombinalt retrograd palyajeloléses kisérleteink megvalaszolhatjak
ezen kérdéseket. Ezzel egyiitt meg kell jegyezni, hogy a neurobioldgiai vizsgald
modszerek mar ott tartanak (fluoreszcens kalcium indikatorokon alapuld képalkotés

kombinalasa interszekciondlis virus vektor alaptu projekcio jeldléssel), hogy bepillantast

83



nyerhetiink az mPFC-b6l az MBH-ba vagy az LH-ba vetitd sejtek neuronalis
aktivitasarol, amikor az allat agressziv viselkedést mutat. gy akéar id6ben dsszeilleszthetd
ezen sejtek neuronalis aktivitdsa a harapasok megjelenésével is (251, 279, 280).

Végiil a fenti kérdést fejlodési perspektivaba helyezve korai szocialis izolacids
modelliinkben kimutattuk, hogy a korai szocialis életben bekdvetkezé deficitek komoly
strukturalis deficithez vezetnek az mPFC szintjén, mely kontrollalatlan, agitalt, agressziv
magatartashoz vezet. Noha a jelen tanulmanyban az mPFC szintjén jelentkezd strukturalis
deficitek feltarasara torekedtiink, meg kell jegyezni, hogy az izolacio befolyasolhatta az
mPFC szubkortikalis projekcidinak fejlddését is. Az averziv szocialis kornyezet, igy a
szocialis elhanyagolas strukturalis €s funkcionalis deficitet okoz az mPFC-amigdala
kapcsolatban is (10). Ezzel egybevagbéan az agresszioval tarsuld pszichopatologiai
jelenségeknél ezen kapesolat deficitjeit irtak le (281-283). gy nem kizarhato az a felvetés,
hogy korai szocialis izoldcid hatdsara az mPFC-hipotalamusz és az mPFC-amigdala
kapcsolatok is strukturdlis atszervezddésen mennek at, amelyek befolyasolhatjak az

mPFC hipotalamuszra és amigdalara gyakorolt modulaciéjanak hatékonysagat (284).
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7. Kovetkeztetések

Kisérleti eredményeink alapjan az alabbi kdvetkeztetéseket vonhatjuk le:

1) Az mPFC projekcio-specifikusan modulalja az agressziv viselkedés kiilonbozd

aspektusait a hipotalamusz szintjén:

a)

b)

Az mPFC-bé] elkiiloniilt neuronpopulaciok vetitenek az MBH-ba és az LH-ba, ahol
stirli excitatorikus szinaptikus vezikula felszabadulasi helyeket alkotnak.

Az mPFC-MBH projekcio6 az agresszio mennyiségi, mig az mPFC-LH projekcio az
agresszio mindségi jellegeinek modulalasat szervezi.

Mind az mPFC-MBH, mind az mPFC-LH projekciok aktivalasa szelektiven
befolyasolja az agressziv viselkedést, egyéb szocialis viselkedésformakra gyakorolt

hatasok nélkil.

2) A korai szocidlis izolaci6 felndttkorban abnormalis agresszid mintdzatot hoz létre,

amely hatterében az mPFC strukturalis deficitjei és funkcionalis hiperaktivitasa all:

a)

b)

A korai szocialis izolacid6 hatasara az mPFC térfogata csokken, melyet a
dendritikus, glia és vaszkularis elemek alacsonyabb kifejezddése kisér.

A korai szocialis izolaciot kisérd abnormalis agressziohoz az MBH-ba és az LH-ba
vetitd mPFC régiok fokozott aktivitdsa tarsul, feltehetden hozzdjarulva az
abnormalis agresszioformak megjelenéséhez.

Az agressziv interakciot kisérd neurondlis hiperaktivitas mind a glutamaterg, mind
a GABA-erg neuronok fokozott aktivitasaval jar, igy egyelore kérdéses milyen

sejttipus megvaltozasara vezethetd vissza a megfigyelt hiperaktivités.
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8. Osszefoglalas

A gyermekkori szocialis elhanyagolas €s a korai stressz jelentds prefrontalis kérgi
(PFC) deficithez vezet a fejlddés sordn, valamint kiemelt kockézati tényezéként
hozzajarul a koros agresszidval tarsuld6 magatartaszavarok kialakulasdhoz. Ugyanakkor
szamos korabbi vizsgalat szerint, agressziv viselkedés soran a PFC fokozott aktivacioja
figyelhetd meg a fokozott agressziot mutatd allapotokban, igy a PFC agresszid
szabalyozasaban betoltott szerepe maig nem teljesen tisztazott.

Elsé kisérletsorozatunkban a medialis PFC (mPFC) agressziot szabalyozé
patkdnyokban. Az mPFC-mediobazalis hipotalamusz k6zotti kapcsolat aktivalasa fokozta
az allatok agresszivitasat, mely megnovekedett harapasszamban nyilvanult meg. Ezzel
szemben az mPFC-lateralis hipotalamusz kapcsolat stimulalasa az agressziv viselkedést
csak mindségileg befolyasolta, az allatok tobbet haraptak sériilékeny testrészekre és a
tamadasaikat megel6z0 fenyegetések szama csokkent, azaz abnormalis tdmadasformakat
aktivalt. Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy az mPFC két elkiiloniild
jellemzadit.

Masodik kisérletsorozatunkban a korai szocidlis izolacid agressziv viselkedésre
gyakorolt hatdsat és az ehhez tarsuld prefrontalis kérgi strukturdlis és funkcionalis
valtozasokat vizsgaltuk. Eredményeink szerint korai szocidlis izolacid hatadséara
felnottkorban abnormalis agresszid alakul ki, melyet a tamadasok szaméanak emelkedése,
az ellenfél sériilékeny testrészeinek célzasa, illetve a tamadasok eldrejelzésének hidnya
jellemez. Az izolalt allatoknal csokken a jobboldali mPFC térfogata és vaszkulattrdja,
tovabba bilaterdlisan csokken a glidlis és dendritikus denzitds, mutatva a megvaltozott
mPFC fejlédést izolacid hatdsara. A kialakuld abnormélis agressziot az mPFC azon
alteriileteinek (infralimbikus (IL) és prelimbikus kéregnek (PrL))a fokozott aktivacidja
kisérte, melyek szoros anatomiai kapcsolatban dallnak az agresszio fent jelzett
hipotalamikus kdzpontjaival. Eredményeink tehat megerdsitik a korai averziv szocialis
hatasok és a PFC kronikus deficitjének abnormalis agresszidban betdltott szerepét,
tovabba ramutatnak az agresszid szabdlyozdsdnak egy kozvetlen prefrontalis kérgi

utvonalara.
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9. Summary

Social neglect and early-life stress constitute a serious risk factor in the development
of abnormal aggression-related psychopathologies and also influence the development
and maturation of the PFC. Indeed, structural and functional deficits of PFC have been
observed in aggression-related psychiatric disorders. However, preclinical and clinical
research has shown enhanced activation of the PFC during aggressive behavior, therefore
the role of the PFC in the modulation of aggression is still unclear.

In the first experiment, we optogenetically photostimulated excitatory mPFC efferents
projecting to MBH and LH regions in male rats. Photostimulation of the mPFC-MBH
projection increased attack frequency without qualitative changes. On the other hand,
activation of the mPFC-LH projection influenced the qualitative aspects of aggression,
i.e. reduced social signaling before attacks and increased the ratio of attacks aiming
vulnerable body parts of the opponent (abnormal patterns). In summary, our results show
that the mPFC modulates qualitative and quantitative aspects of aggression via two
distinct hypothalamic projections.

In a second set of experiments, we investigated the effects of PWSI on aggressive
behavior and associated structural and functional changes in the mPFC. Our results show
that social isolation induces abnormal aggression in adulthood characterized by increased
attack bouts, and robust increases of abnormal attacks aiming vulnerable body parts, and
significant reduction of social signaling before attacks. These behavioral changes were
associated with reduced thickness and vascularization of the right mPFC, and bilateral
decrease in dendritic and glial density in isolated animals. Isolation-induced abnormal
aggression was also accompanied by increased activation of two subregions of the mPFC,
the infralimbic (IL) and prelimbic (PrL) cortices. These regions are anatomically
connected to the hypothalamic centers of aggression, i.e. MBH and LH. In summary, our
results confirmed the important role of early-life social disturbances in the development
of prefrontal structural deficits resulting in abnormal aggression. Moreover, we revealed

a direct prefronto-hypothalamic circuits involved in aggression modulation.
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