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II. Irodalmi attekintés

1. Bevezetés

Erételjes stressz vagy valamilyen traumatikus esemény kovetkeztében, ha az egyén
nem képes valamilyen megkiizdési stratégiat hasznalva felépiilni a traumabdl,
pszichiatriai zavar fejlédik ki. Ha a traumatikus eseményt kovetGen - akar tobb héttel
vagy hoénappal — az egyén Gjra és Uijra atéli a torténteket annak ellenére, hogy mar nem
fenyegeti semmilyen veszély, poszttraumas stressz szindroma (PTSD) kialakuldsarol
beszélhetiink. Altalaban hirtelen, egy kulcsinger hatasara jelentkeznek a mindent
elsopré, heves tiinetek. A traumatikus esemény soran érzett félelem ujboli felbukkanasa
¢s generalizalodasa kovetkeztében - egy id6 utdn nem tudnak kiilonbséget tenni a
biztonsagos és veszélyes helyek /helyzetek kozott - a félelmet idéz6 helyek, események
keriilése keriil elotérbe. Sokszor tarsul PTSD-hez valamilyen mas pszichiatriai betegség
(szorongas, depresszid) vagy fliggéség Iis. Mindezek az életvitelt negativan
befolyasoljak, a beteg bezarkézik, elvonul a kiilvilagtol, sulyos esetben ongyilkossagot
is elkovethet.

A traumatikus esemény csak az arra fogékony egyénekben vezet PTSD
kialakulasahoz. A fogékonysagot egyéni tényezOk - genetika és korabbi életesemények
altal meghatarozott idegi-neuroendokrinoldgiai hattér - alakitjak ki. A betegség hattere
nem teljesen feltart, valdszinii, hogy a félelem szabéalyozasédban részt vevd folyamatok
szenvednek zavart. Mivel ugy tlinik a félelmi tanulds sordn hasonlod agyi halozatok
aktivalodnak, a kondiciondlt félelem allatmodellje jo preklinikai vizsgdlomodszernek
tinik a PTSD kialakuldsanak hatterében allo folyamatok, patofizioldgiai valtozasok
modellezésére (VanElzakker és mtsai 2014).

A human betegség tlineteinek vizsgalatara az allatokban magatartas tesztek
szolgalnak. A kiils6leg is megfigyelhetd ¢és leirhatd magatartast viselkedésnek
nevezziik. A tesztek soran az allatok magatartdsanak belsé mozgatorugoit nem tudjuk
meghatarozni, igy csak a magatartas kiilsé aspektusat, a viselkedést tanulmanyozva
vonhatunk le kovetkeztetéseket. A kovetkezOkben ezért a magatartas és viselkedés
szavakat az allatok esetében szinonimaként hasznalom (Tringer 2010).

Az allatmodelleknek kiilonb6zé kritériumoknak kell megfelelniiik, melyek a

kovetkezok: (1) a modell képes-e eldidézni a betegségre jellemz6 tiineteket (,,face



validity”) és (2) arra nézve specifikus-e (,,construct validity”), illetve talan a
legfontosabb, hogy (3) modelliink képes-e¢ eldrejelezni egy kezelés vagy gyogyszer
hatasossagat emberben is (,prediktiv  validitas”) (BelzungLemoine 2011,
SiegmundWotjak 2006).

Tobbféle allatmodell is 1étezik, mellyel a human PTSD soran lejatsz6do
folyamatokhoz hasonl6 tiineteket idézhetiink el6. Mindegyik alapja a klasszikus félelmi
kondicionalas, mely soran egy alapvetden nem félelmetes helyet vagy helyzetet egy
félelmet kelté stimulussal kapcsoljuk Ossze. Lehet ez egy fizikai stresszor - (pl.
elektromos 1absokk), pszichoszocidlis stresszor (pl. fiatalkori anyai szeparacio),
pszichogén stresszor (pl. predator stressz), illetve mindezek kombinalhatéak kiilonb6zd
genetikai hatter(i allattorzsek vizsgélataval (BorghansHomberg 2015, Goswami és mtsai
2013, Whitaker ¢s mtsai 2014).

Vizsgéalatunk soran az elektromos labsokk indukalta félelmi kondicionaldst
hasznaltuk a PTSD tiineteinek kivaltasahoz, hiszen igy mar egyszeri alkalom biologiai
¢s magatartasbeli valtozasokat idézett eld, s mindezek a valtozasok hosszabb tavon is
fennmaradtak (YehudaAntelman 1993). Mivel a betegség kezelése nem megoldott, sok
a terapia rezisztens egyén, Ujabb hatdsmechanizmusu gyodgyszercélpontok azonositasa
létfontossaga. A PTSD-ben szenvedd betegeket fdleg szorongéasoldokkal,
antidepresszansokkal kezelik, melyek leginkabb a PTSD-hez tarsuldé mésodlagos
pszichiatriai zavarok tiineteire hatnak. PhD munkam sordn a glutamat rendszer PTSD-
ben jatszott szerepét vizsgaltam egy specialis glutamat receptor, illetve specifikus

elhelyezkedéssel bird glutamat transzporter segitségével allatmodellen.



2. A stressz folyamata és a poszttraumas stressz szindroma (PTSD)

kialakulasa

A stressz fogalmat Selye Janos 1930-as években fogalmazta meg (Selye 1952,
Selye 1985, Selye 1998), mely szerint ,stressz a szervezet nem specifikus valasza
barmilyen igénybevételre”, Day tovabb finomitva megalkotta a ma legszélesebb kdrben
elfogadott definicidjat: ,a szervezet komplex valasza minden, a szervezet
homeosztatikus mechanizmusait ténylegesen vagy potencidlisan fenyegetd kihivasra”
(Day 2005). Az imént emlitett kihivasokat, melyek kibillentik a szervezetet a

homeosztatikus  egyensulyabol,

stresszoroknak nevezziik, melyek o Mormoreakeio | kv ellenillis | Kimeriilés
lehetnek fizikai vagy pszichés ~
Ellenallo- T &
4 " > v Ellenalloképesség
természetiiek. Selye azon  képesség normal szintje

mértéke

folyamatok 0sszességét, amivel a

szervezet a stresszorokra reagal

A J

generahzalt adaptaolos [;e/wmr megjelenésének ideje Idé =
szindromanak (GAS) nevezte, 1. sbra: Selye-féle ltalinos adapticiés szindréma harom

fazisa.
forras:http://www.jgypk.hu/mentorhalo/tananyag/Ertelmileg_
akadalyozottak_kortana/4_fejezet_tanuls_megismers.html

melynek harom szakaszat
kiilonitette el: alarm reakciot,
aktiv ellenallast és a kimeriilés fazisat (1. abra). A stresszor megjelenése alarm reakciot
indukal, mely fokozott éberségi szintet eredményez, tobbek kozott a szimpatikus
idegrendszer aktivalasaval, és ez lehetové teszi az aktualis helyzettel valo megbirkozast.
Az akut stresszre adott viselkedésbeli vészreakciot a Cannon altal megfigyelt tdmado
vagy elkeriild magatartas jellemzi (,,fight or flight”, ,.kiizdj vagy fuss”) (Cannon 1929,
Cannon 1932). A GAS masodik szakasza az aktiv ellenallas, mely soran a szervezet
normdl ellenalld képességét felhasznalva igyekszik megkiizdeni a problémaval.
Pszichés stressz esetén ezeket a kiilonboz6 megkiizdési stratégiakat ,,coping”-nak
nevezziik. A GAS harmadik, kimeriilési fazisa, pedig az ¢él6lény tartalékainak
feléléseével, végiil pusztulasaval jar.

Az ember élete soran tobbszor is taldlkozik a stressz valamilyen formajaval,
amelyek mindségileg, mennyiségileg és intenzitdsukban is kiillonboznek. Probléma

akkor alakul ki, ha az ember nem képes megfeleléen kezelni ezeket a kihivasokat, nem
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képes megkiizdeni az adott stresszhelyzettel. Ez fiziologiai és/vagy pszichés
valtozasokat indukal, melyek idével patologiassa valhatnak, betegségekké fejlédhetnek.
Azonban a stressz nem csak karos, negativ hatasu lehet (distressz), hanem pozitiv is,
amennyiben fokozza a koncentraciot, motivalja az embert ¢és hatékonyabb
munkavégzésre 0sztonzi. Az utdbbi, pozitiv stresszt eustressznek nevezziik. A kétféle
stressz egymashoz vald viszonyat a Yerkes—Dodson-féle gorbe irja le (2. abra). Az,

hogy ¢éppen a gorbe

A

melyik része jellemez Optimalis
minket az egyéni stressz teljesitmeny
toleranciank és a =z Motivaltsag Féradtsag

]

ot Fokuszalt

koriilmények E ) - Félelem,

= | Aktiv figyelem, ] roned
kolcsonhatasa 2| erdekidaes § o ckany SEOTONRAS

(<3} 2 ’
befolyasolja. = O;fﬁ(én%lsas

A K Unottsag :
stresszorokat Nyugalom  Eustressz  Dist

iddbeliségiik alapjan két

Stressz szint (arousal)

nagy csoportra 2. abra: Yerkes-Dodson-féle gorbe. Eustressz a gorbe kozepén a
teljesitOképességiink maximumanal helyezkedik el. Bal oldalan a

oszthatjuk, melyek akut,  nyugodtsag, mely szakaszban nem fokuszalunk eléggé, jobb oldalan

. . pedig a distressz van, ahol mar a teljesitményiink ismét lecsokken.

illetve kronikus StreSSZt forras:hitp://media.advisorone.comiadvisorone/article/2012/08/16/1A_0912_Herbers_Cha

rt.png

valtanak ki
(Schneiderman és mtsai 2005, Tsigos C 2016). Akut stressz aranylag rovid ideig tart,
mely sordn az energiaraktarak mobilizdlodnak, a szorongéds csokken, az agresszio
fokozodik, a memoria javul, valdjaban ez tekinthet6 a GAD elsé szakaszanak. Ha a
stresszor hosszabb ideig jelen van, akkor kronikus stresszrél beszélhetiink. Ha a
szervezet homeosztazisanak helyredllitdsara irdnyuld akut kisérletek nem sikeriiltek, a
cél az energiaraktarak megérzése lesz, mely soran a szorongas fokozodik, az agresszio
csokken ¢és tanulasi zavarok 1éphetnek fel, illetve mindezek kovetkezményeként olyan
pszichiatriai betegségek alakulhatnak ki, mint példaul a patoldgias szorongas vagy
depresszio.

Akutan jelentkezd stresszorok egy specifikus, nagyon erds, ,kezelhetetlen”
fajtaja traumatikus stresszt idézhet elé, amely mar egyszeri jelentkezésével is végletes,
végleges ¢€s tartds €rzelmi €s magatartasbeli valtozasokat okoz. Akut stressz soran a

félelemrdl, mint normdl adaptiv mechanizmusrdl beszélhetiink, amely kozvetlen
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veszélyforras hatasdra megjelend azonnali élettani és magatartasbeli valaszokat idéz eld.
A viselkedésbeli valtozasokat, mint mar korabban emlitettem a menekiilés vagy
tamadas reakcidja jellemzi, azonban extrém helyzetben, példaul traumatikus stressz
esetén ledermedés (,.freezing”), paralizis is megfigyelhet6. Ez alapvetéen normal
adaptiv mechanizmus, egyfajta ,halottnak tettetés” révén elkeriilt kiizdelem.
Napjainkban ezért akut stresszvalaszként a ,kiizdj vagy fuss” reakcion kiviil mas
komplexebb valaszokat is definidlnak, mint példaul az imént emlitett ,,freeze”
(demedés), ,.fright” (félelem/megijedés), és ,.faint” (gyengeség) (Bracha 2004). Ha
azonban ez a dermedés késObb valds veszély nélkiil is megjelenik, mint traumatikus
stresszorok utan szokdsos, akkor mar patologids jelenségrdl beszélhetiink.

Ha az (akut) stressz reakcid hosszabb ideig tart, mint normal esetben varnank,
akkor akut stressz szindromarol (ASD) beszélhetiink, mely minimum 3 napig,
maximum 1 hénapig tart és altalaban az eseményt kovetéen azonnal jelentkezik, de
legalabb 4 héten beliill (American Psychiatric Association 2013). Legtobb esetben
kiilonosebb kezelést sem igényel, a beteg magatol felépiil. Abban az esetben, ha a
gyogyulds mégsem kovetkezik be és a tlinetek tovabbra is fenndllnak, igen gyakran
poszttraumas stressz szindroma (PTSD) alakul ki. A PTSD traumatikus esemény vagy
események utan fellépé védekezd tiinetegyiittes, amely (Sokszor elveszettnek nhitt)
emlékek ujboli felidézésén, atélésén alapul, és a félelemi valaszra hasonlitd tiineteket
idéz el6. A betegek felénél, akiknél PTSD-t diagnosztizéltak, korabban ASD is
megfigyelhetd volt (American Psychiatric Association 2013).

Igaz a PTSD kialakulasahoz sokszor egyetlen igen erds traumatikus esemény is
elegendd, példaul harctéri robbanas, vagy szexualis erészak, azonban sokszor a traumat
el6idézé stresszorok hosszabb ideig is jelen vannak, példaul katonaknal a harctéri
szolgalat alatt, igy a stressz kronikussd valhat. A hosszan fenndllo traumatikus
események sorozata mas, PTSD-hez tarsult pszichiatriai zavar —szorongas, depresszio-

kialakulasat is okozhatja.
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3. APTSD elofordulasa régen és ma

Mar idoszamitasunk el6tt, az 1300-as évekbdl is vannak irasos utalasok arra,
hogy PTSD-szeri tiinetektél szenvedtek a haboruban részt vett katonak. Okori asszir
irasokban emlitik, hogy a katondkat olyan szellemek gyotorték, akikkel a csatdkban
néztek farkasszemet. PTSD-re utald elsé irdsos emlékek Hérodotosztol szarmaznak.
Tobbek kozt egy a marathoni csatdban részt vett katonardl ir, aki megvakult annak
ellenére, hogy semmilyen sériilést nem szenvedett a harcokban. Illetve azt is leirta, hogy
a thermopiilai csatara késziilve Leonidasz spartai kiraly elbocsatotta azokat a katonakat,
akiket a korabbi harcok pszichologiai értelemben nagyon megviseltek. Az 1727-es
gibraltari spanyol ostromnal a varvédok ongyilkosok lettek vagy megsebesitették
magukat, és még a legegyszeriibb parancsokat sem voltak képesek végrehajtani,
latszolag minden ok nélkiil (Kucmin és mtsai 2016, mult-kor.hu 2015).

Bar az els6 emlitések foként haboriban részt vett emberekrdl szoltak, nem csak
katonaknal fordulhat el6 ez a pszichiatriai zavar. Samule Pepys kiralyi haditengerészeti
fotitkar naplojabol megtudhatjuk, hogy az 1666-0s londoni tiiz utan a talélék PTSD-
szerll tiineteket mutattak, illetve a 19. szdzad kozepe felé tobb iras is sziiletett vasuti
baleset talé16ir6l, akik hasonld tiinetektol szenvedtek.

A betegség mai fogalma az els6 vilaghabora utan kezdett korvonalazddni, mikor
tobbek kozt tiizérségi sokknak (,.shell shock”, harci faradtsag szindromanak, harci
neur6zisnak) hivtadk, és a vietnami haboru utdn keriilt orvosi értelemben is a
kozéppontba (Andreasen 2004, Kucmin és mtsai 2016).

Egyszoval tigy tiinik a PTSD mar nagyon régota jelen van az emberek életében,
mondhatni egy idds a hadviseléssel. Bar mar az 1952-es Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders (DSM) kézikonyvének els6 kiadasaban sulyos stressz
reakcioként definialtak, mai formajaban csak az 1980-as DSM Ill.-ban szerepel
diagnozisként, ahol mar PTSD-nek nevezik (Andreasen 2010, Sareen 2014).

A PTSD ¢lettartam prevalencidja nagyban eltér a kiilonboz6 orszagok, térségek
kozott. Az Egyesiilt Allamokban és Kanadaban 6-9 % kozott van (Kessler és mtsai
1995), mig Eurdpaban ennél alacsonyabb valészintiséggel alakul ki (Darves-Bornoz és
mtsai 2008). A 20 hoénapos prevalencia felnétt amerikaiak korében 3,5%, mig

Eurdpaban, Azsidban és Afrika nagy részén 0,5-1% kozétt mozog (American
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Psychiatric Association 2013). Ezek az aranyok nagyban kiilonboznek egy orszagon
beliil is, attol fliggden, hogy az ember milyen tarsadalmi, kulturalis csoportba tartozik,
illetve milyen tipusi munkat végez. A betegség nagyobb aranyban fordul eld
veteranoknal, renddroknél, tlizoltoknal, és az egészségiigyben dolgozoknal. Ezenkiviil
noék kozott is magasabb az arany, illetve hosszabb ideig szenvednek a betegség
tiineteit6l, mint a férfiak (American Psychiatric Association 2013).

A PTSD-vel diagnosztizalt emberek 80-90%-anal fordul el6 mas tarsult mentalis
zavar is (szorongas, major depresszid, szerhasznalati, kisebb aranyban neurokognitiv
zavarok) (Davidson és mtsai 1991). PTSD és szerhasznalat egyiittes eléfordulasa
gyakoribb férfiaknal, mint nknél, és nagyfoki kockazat az ongyilkossag is. Ujabb
kutatasok kimutattak, hogy az enyhe traumatikus agyi sériilés is nagy kockazati tényez6
PTSD esetén (komorbiditasa 48%) (American Psychiatric Association 2013).

A magas komorbiditds jelenléte elengedhetetlenné teszi mas pszichiatriai
zavarok, példaul a szorongas és/vagy depresszié tiineteinek vizsgalatat, ezaltal még
Osszetettebbé téve a megfeleld kezelés kivalasztasat, mind gyogyszeres mind

pszichoterapias szempontbol.

4. A PTSD fogalma, diagnosztikai kritériumai a DSM V.-ben

A PTSD-t a 2013-ban megjelent DSM V.-ben mar egy 0j kategoriaként

megjelend trauma ¢€s stresszel Osszefiiggd betegségek csoportjdba soroltdk at a

szorongésos zavarok koziil. Sziikség volt erre a valtoztatasra hiszen, az egyik legfébb
kritériuma a betegségnek, hogy jellemzden valamilyen traumatikus esemény vagy
stresszhelyzet el6zi meg a tiinetek jelentkezését, szemben a szorongédsos zavarokkal,
melyeknél sok esetben nem taldlunk ehhez hasonld konkrét eseményt. A PTSD-re a
félelem érzése - egy kozvetlen vélt vagy valos fenyegetéstdl - jellemzd, mely azonnali
¢lettani és magatartasbeli valtozdsokat indukal. Ezzel ellentétben a szorongasra egy
esetleges, jovobeli veszélytdl valo félelem, Ovatossag, sokszor elkeriilé magatartas
jellemz6. Mindezek ellenére a PTSD jellemz6it tekintve szoros kapcsolatban all a
szorongasos, obszessziv-kompulziv és disszociativ zavarokkal, de legjellemz6bb

tiineteinek - az anhedonia, diszforia, externalizalédd harag, agresszid és disszociativ
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allapot - sokszor egyiittes jelenléte el is kiiloniti ezektél. Trauma és stresszel 0sszefiiggd
zavarok kategéridjaba tartozik a PTSD-n kiviil a reaktiv kétddési zavar, gatolatlan
szocialis kapcsolati zavar (disinhibited social engagement disorder), alkalmazkodasi
zavar, illetve a mar korabban emlitett ASD (American Psychiatric Association 2013).

A PTSD kivalté oka lehet valamilyen fenyegetd vagy valds halaleset, stilyos
sériilés vagy szexualis er6szak megtapasztaldsa. Kritériumok szerint a kovetkezo
kategoriak koziil legalabb egynek teljesiilnie kell. Al: traumatikus esemény(ek)
kozvetlen atélése; A2: masokkal torténd traumatikus esemény tantja; A3: kozeli
csaladtaggal vagy barattal tortént traumatikus eseménnyel kapcsolatos hir; A4:
traumatikus esemény(ek) averziv részleteinek extrém és/vagy ismételt megtapasztalasa,
mely sokszor foglalkozashoz kothetd (pl. orvos, halottkém, rendér).

A tlinetek altalaban 3-6 honapon beliil megjelennek, de olyan is el6fordulhat,
hogy csak évek multan jelentkezik a betegség, viszont minden alabb emlitett tiineti
kategoriabol minimum 1-2 jellemzonek legalabb 1 honapig fenn kell allnia (F
kategoria) és tartdsan negativan kell befolyasolnia az életvitelt (G kategodria), illetve a
tinetek nem szdrmazhatnak valamilyen drog hasznalat vagy orvosi kezelés
kovetkezményeibdl. Az legajabb, DSM V. kritériumrendszerben nagyobb hangstlyt
fektettek a magatartasbeli jelenségek megfigyelésére, melyek roviden Osszefoglalva a

kovetkezok:

e B: események ujra (at)élése (,re-experiencing”): soran a traumatikus
eseménnyel kapcsolatos spontan emlékek felszinre torése, visszatérd almok,
sulyosabb esetben disszociativitds is jellemzd, mialatt a beteg a traumatikus
eseménysort ujra atéli (,,flashbacks”), annak minden fiziologiai és pszichés
jellemzdivel egyiitt. Mindezeken kiviil stlyos pszichés distresszt valtanak ki a
traumara emlékeztetd targyak, helyszinek, jelek.

e C: elkeriil6 magatartas (,,avoidance”): mely Onmagaval, masokkal vagy a
vilaggal kapcsolatos, tartosan fennalld, tulzott negativ hiedelmekbdl vagy
elvarasokbol adodik. Kiilsé kivalto tényezoktol, traumara emlékeztetd targyaktol
vald indokolatlan és talzott félelem jellemzd.

e D: negativ gondolatok és hangulat (,,negative cognitions and mood”): tartos és
torzult gondolatok kialakulasa és megléte a traumatikus esemény okaira €s

kovetkezményire vonatkozdan (bar néha kulcsfontossagli jelenetekre nem
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emlékeznek). Tiinetei kdzt szerepelhet még a tartésan fennallod és tulzd negativ
érzelmi allapot (félelem, harag, blintudat, szégyen), érdekldédés csokkenése €s
elhataroltsag érzése masoktol.

e E: készenlét, figyelmi allapot (,,arousal and reactivity”): jellemz6 a traumatikus
eseménnyel kapcsolatos éberség ¢és reaktivitas valtozasa, melyre féktelen,
meggondolatlan vagy oOndestruktiv viselkedés, hipervigilencia, koncentracios

problémak, és alvasi zavarok jellemzdek.

A fent emlitett tiinetek felndtt és iddsebb gyermekekre jellemzbek, 6 éves kor
alatti gyermekekre egy kiilon kategoriat hataroztak meg a PTSD-n beliil.

4.1. APTSD allatmodellje, a félelmi kondicionalas

Tobb elmélet szerint a PTSD tilineteinek kialakulasa és fennmaradasa nagyrészt a
Pavlovi kondicionalas modszerén alapul (Pavlov 1927), melyben kulcsjelek (feltételes
inger), a trauma (feltétlen (averziv) inger) megtorténtével egy iddben jelen vannak, és
ezek Osszekapcesolodva az ugynevezett félelmi kondicionalas soran 1étrehozzak a félelmi
memoriat (Myers és mtsai 2011). A kulcsjel, vagyis a feltételes inger lehet maga a
kornyezet 1is, ebben az esetben kornyezethez kothetd (kontextudlis) félelmi
kondicionalasrol beszélhetiink. Kontextualis félelmi emlék generalizaciojardl (félelmi
emlék transzfere biztonsagos kornyezetbe) beszélhetiink, ha az egyén nem tud
kiilonbséget tenni a félelmet keltd €s biztonsdgos kornyezet kozott (Lopresto és mtsai
2016, Rudy és mtsai 2004). A biztonsagos kornyezetben is fél, retteg, szorong, illetve a
visszatéré emlékeknek koszonhetden ujra Uigy érzi, mintha a trauma helyszinén lenne.
Emlékeztetd jel vagy szituacio lehet, egy a haboris dvezetben latott barmilyen targyra
hasonlité dolog - példaul egy auto - vagy valamilyen stresszhelyzet.

A PTSD-ben szenvedd betegeknél az egyik leggyakrabban alkalmazott kezelési
moddszer az expozicios technika, melyben ujra és Gjra szembesitik a beteget bizonyos
kulcsjelekkel (feltételes inger) és ennek soran a paciens megtanulja, hogy ebben a
helyzetben nem kell félni. Amikor a kulcsinger, vagyis a feltételes inger elvalik a
feltétlen, ez esetben félelmi valasztol, extinkciorol, kioltddasrol beszélhetiink
(VanElzakker és mtsai 2014).

A kornyezet 0sszekapcsoldsa a nem kondiciondlt stimulussal 1ényegében egy

tanulasi folyamat (akvizicid), mely sordn a tanult asszociacidé a rdovid tava
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munkamemoridbol atkeriil a hosszabb tavi memoridba (konszolidacid) és stabil
emléknyom (engram) képzodik (McGaugh 2000). Azonban tobb tanulmany is
Kimutatta, hogy az emléknyom az ujraaktivalas soran (recall, retrieved) tjra
formalhatova valik, lehet6séget adva ezzel a kioltdodas folyamatanak (NaderHardt
2009). Az imént emlitett folyamatot, mely soran az emléknyom destabilizalodik, majd
restabilizalodik rekonszolidacionak nevezziik. A rekonszolidacio kisérletileg altalaban
24 oraval a kondiciondlas (akvizicio) utan torténik, amikor az allatot a kondicionald
kornyezetbe visszahelyezziik, feltétlen stimulus nélkiil (BaldiBucherelli 2015, Hong ¢és
mtsai 2013, Lee 2008). Ezzel cllentétben az extinkcid hosszantartd, ismételt
visszahelyezést jelent az adott kdrnyezetbe vagy kulcsinger jelenlétét a feltétlen valaszt
kivalté stimulus jelenléte nélkiil, ezzel eldidézve a korabbi engram gyengiilését
(BaldiBucherelli 2015, Myers és mtsai 2011). Az extinkcid soran valdjaban nem
torlédik az eredeti emlék, hanem az immar Iétrejott 0j asszociacido elnyomja a
kondicionalt félelmi valaszt (Bouton 1993). Eppen ezért, néha el6fordulhat, hogy
hirtelen visszatér a régi asszociacio, példdul sulyos betegség hirének hallatdn
(VanElzakker és mtsai 2014).

Vizsgalatunkban az imént emlitett klasszikus kondicionalas modellt alkalmaztuk
ragcsalokon. A kontextust vagyis a kornyezetet, mint feltételes stimulust kapcsoltuk
Ossze a feltétlen ingerrel (labsokkal) és a kondicionalt félelmi valaszt vizsgaltuk.

A ragcesalok, koztik az altalunk is vizsgalt egerek és patkdnyok természetes,
fajspecifikus reakcidja valamilyen félelmet kivalto vagy averziv ingerre, a
mozdulatlanna dermedés vagy megfagyasi reakcio ((,,freezing”) feltétlen valasz).
Dermedés soran az allat, semmiféle mozgast nem végez, kivéve légzémozgasokat
(BaldiBucherelli 2015, FendtFanselow 1999, Sacchetti és mtsai 1999). Kondicionalt
valaszként mdas magatartasbeli jelenségek is megfigyelhetéek, példaul zavart, nem
célorinetalt gyors mozgasok (megrohanasok), ugralas (kitutkeresés a dobozbdl), illetve
distressz vokalizacio is (Myers és mtsai 2011).

A PTSD tiineteinek eldidézésére ¢€s vizsgalatara ragcsalokban egy a
munkacsoportunkban kidolgozott protokollt hasznaltunk, melynek jellemzdit korabban
a betegség tiineteinek kategoriaival Osszehasonlitva (ekkor még DSM V., de a DSM
V.-re is megfeleltethetéek (BorghansHomberg 2015)) validaltuk. Az allatokban a
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tiinetek hosszabb tavon is fennmaradtak (akar 1 hoénapnél tovéabb is), és az allatok

normalis életvitele zavart szenvedett (F,G kritérium kateg6riak) (3. abra).

A. tiinetcsoport: trauma atélése (mindkét tiinet jelen kell legyen)
Vv’ | 1. extrém veszélyhelyzetben:

W | 2- védtelenség érzete és rémiilet

B. tiinetcsoport: trauma ismételt belsé ujraélése (legalabb egy az
alabbiak koziil)

1. felkavaro emlékek ismételt megjelenése

2. felkavard almok

3. az trauma 1jboli megjelenésének érzete

4. pszichikai distressz traumara emlékeztetd koriilmények hatasara
5. élettani distressz traumara emlékeztetd koriilmények hatasara
C. tiinetcsoport: traumira emlékezteté élmények keriilése;
élmények iranti érzéketlenség (legalabb 3 az alabbiak koziil)

. a traumara valo emlékezés kertilése

. a traumara emlékeztetd koriilmények kertilése

. a trauma felidézésének képtelensége

. fontos tevékenységekben valé részvétel hidnya

. elidegenedés a szocialis kdrnyezettol

. érzelmi élet elsivarosodasa

. sotét jJovokép

D. tiinetcsoport: felajzott allapot (legalabb 2 az alabbiak koziil)
1. elalvasi nehézségek, éjszakai felébredés

2. ingerlékenyég, diihkit6rések

3. koncentracios zavarok

4. fokozott éberség és elovigyazatossag

5. "6sszerezzenési" reakcio felfokozodasa

E. tiinetcsoport: a tiinetek egy honapnal tovabb tartanak

F. tiinetcsoport: normalis életvitel zavart szenved, szenvedés

L«

SN AN AW =
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3. abra: A modellben vizsgalt allatoknal DSM-1V Kkritériumok alapjan
diagnosztizalhaté a PTSD. Kék jelek az allatokban is megfigyelhetd tiineteket jelentik.

A modell sordn vizsgalt paraméterek altaldnos osszefoglaloja:

1. fazis (A): trauma eldidézése, atélése: elektromos labsokk alkalmazésa
2. fazis (B-D): viselkedési zavarok nyomon kovetése:
B. trauma ismételt atélése azaltal, hogy ugyanabba a kornyezetben
visszakertil:
I. vizsgalata mind magatartasbeli (kondicionalt félelem teszt:
dermedés, menekiilés, distressz vokalizacid)
Ii. mind élettani jellemzoknek (alacsonyabb szivritmus, dobozba
visszahelyezve emelkedés; stressz-tengely hormonszintjeinek
emelkedése)

C. trauméra emlékeztetd élmények keriilése
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I. fontos tevékenységekben vald részvétel hianya (csokkent
mozgékonysag a nyilt tér tesztben)

ii. elidegenedés szocialis kornyezettdl, érzelmi élet elsivarosodasa
(csokkent szocialis érdeklédés mind a szocialis elkeriilés, mind
rezidens-intruder tesztekben)

D. felajzott allapot, arousal
i. fokozott éberség, eldvigyazatossag (csOkkent alvas-ébrenlét

ritmus, traumahoz kotheté targy fokozott temetése)

Erds stresszor hatdsa azonban nem csak a kondicionalt félelmi valaszban jelenik
meg, hanem mas viselkedésbeli diszfunkciokat is eredményez, melyek a human PTSD-
re jellemzo tarsult betegségekre jellemzoéek, példaul szorongas vagy depresszio,
memoria problémak, alvasi nehézségek, hipervigilencia, szocialis problémak, stb. (Foa
és mtsai 1992, Garrick és mtsai 1997, Haller és mtsai 2003, Mikics és mtsai 2008,
Mikics és mtsai 2008).

Koszonhetden a hasonldsagnak a ragesalok és emberek kozott - a trauma utan
megfigyelt élettani és viselkedésbeli valtozasok kozott — a félelmi kondicionalas jol
hasznalhato modellnek bizonyult (Stam 2007, Ursano és mtsai 2008). A modell
hasznalatanak koszonhetden jobban megismerhetjiik a PTSD kialakuldsdnak hatterében

allo folyamatokat, és 0j kezelési modok fejlesztésére nyilik lehetdség.
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4.2. A PTSD kialakulasat befolyasol6 tényezok

A vizsgalatok soran kideriilt, hogy a trauman atesett emberek 10-30 %-anal
alakul ki PTSD (de VriesOIff 2009, Dohrenwend és mtsai 2006, Neigh és mtsai 2013).
A betegség kialakuldsanak valoszintiségét egyéni kockézati tényezOk hatdrozzék meg,
melyek csoportosithatoak a trauma elétti, alatti és utani jellemzokre.

A traumat megel6zden fontos az illetdé genetikai hattere. Iker és mas genetikai
vizsgélatokbol kideriilt, hogy PTSD kialakulasat 1/3-ad aranyban befolyasolja a
genetikai hajlam. Ehhez az aranyhoz 0gy tlinik harom nagyobb gén csoport
polimorfizmusa jarul hozza legnagyobb mértékben, melyek fokozzak a félelmi memoria
kialakulasat és csokkentik a felépiilés esélyét (Almli és mtsai 2014). A betegségre
hajlamositd gének a kovetkezok: szerotonin transzporter (5-HTTLPR, SERT, slc6a4),
katekolamin o-metil transzferaz (COMT), ami a dopaminerg és noradrenerg rendszeren
keresztiil hat, illetve az agyi eredetli neurotr6f faktor (BDNF), ami a neuronalis
fejlodésben, plaszticitdsban jatszik fontos szerepet (Garpenstrand és mtsai 2001, Hajcak
¢és mtsai 2009, Lonsdorf és mtsai 2009, Norrholm és mtsai 2013). A fentiek koziil a
szerotonin transzportert emelném ki, mely rovid (s) allél megjelenése esetén mar
heterozigdta formaban is csokkenti a génexpresszidt, ezzel a szerotonin szintet az
agyban. Ha ehhez egy masik, szintén szerotonerg rendszerhez kothetd triptofan-
hidroxilaz 2 (TPH2) gén polimorfizmusa is hozzajarul, még nagyobb a valdsziniisége a
PTSD kialakulasanak (Goenjian és mtsai 2012, Hermann és mtsai 2012). A fent emlitett
harom csoporton kivill mas géneket is 0Osszefliggésbe hoztak mar a PTSD
kialakulasaval, koztiik példaul a FKBPS gén polimorfizmusat, mely a gliikkokortikoid
receptorok (GR) aktivitasan keresztiil a stresszadaptacid fontos alapjanak tekinthetd
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HHM) tengely mitkddését befolyasolja (Skelton és
mtsai 2012, True és mtsai 1993). A gamma-amino-vajsav (GABA) 2o receptor
faktorok nem kizarolag a PTSD kialakulasat segitik el6, hanem egy altalanos
érzékenységi endofenotipust hoznak 1étre, mely a mentalis betegségek gyakoribb
kialakulasaval jar (LonsdorfKalisch 2011).

Végiil, de nem utolso sorban az egyén korabbi élményei, tapasztalatai és ebbdl
kovetkezden személyisége, megkiizdési stratégidja is fontos a trauma hatésa

szempontjabol. Fontos, hogy voltak-e korabban mas pszichiatriai zavarai. Az ember
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személyiségbeli tulajdonsagain kiviil a kornyezet is nagy hatdssal van a betegség
kialakuldsara, példaul milyen a kulturdlis kornyezet, szociogazdasdgi statusz,
iskoldzottsag €s igy tovabb.

Peritraumatikusan leginkabb a koézvetlen kornyezettél fiigg a betegség

kialakuldsa, melyet példaul a trauma stlyossaga, hossza, mindsége hataroz meg.

Poszttraumatikusan az egyén megkiizdési képessége az adott stressz helyzettel,

¢és a tamogatdé vagy ellenséges szocidlis kornyezet valik meghatirozéva. A
lakokornyezet is fontos, méghozza, abban az értelemben, hogy milyen traumara
emlékeztetd dolgot élhet at, illetve mennyi emlékeztetd jelet lathat az egyén a

mindennapjaiban (American Psychiatric Association 2013).

4.3. A PTSD kezelése

Mint a legtobb pszichiatriai betegségnél PTSD-nél is a legjobb kezelési mod a
pszichoterapia és farmakoldgiai kezelés egyiittes alkalmazésa. Pszichoterapidk koziil a
kognitiv viselkedés terapia tiinik a leghatékonyabbnak, amely abban segit, hogy a
betegek felismerjék és megvaltoztassak a hibas, torzult gondolkodasmoédjukat. Ahogy a
legtobb  pszichiatriai  betegségben, a PTSD-ben is zavart szenved az
informéciofeldolgozas az eseményeket illetden, igy a torténések torzult, félreértelmezett
jelentést nyernek. Az utdbbi igaz lehet a multbeli, de a jelenben tortént eseményekre is.
Kognitiv viselkedés terapidk egy specialis, kimondottan PTSD-ben szenvedd
paciensekre fejlesztett valtozata a hosszantartd expozicios terapia, mely sordn a beteget
tobb alkalommal is szembesitik a trauméra emlékeztetd helyzettel (lehet az egy targy,
helyszin, bizonyos személyek) biztonsdgos koriilmények kozott, igy szép lassan
megtanulja redlisan értelmezni a torténteket (Hofmann és mtsai 2013, VanElzakker €s
mtsai 2014). Gyakran alkalmazott eszkoz a virtudlis valosag, mely segitségével
valdsaghti kornyezetet képesek a terapeutak eldallitani (Maples-Keller és mtsai 2017).

Gyogyszeres kezelést illetden az Amerikai (FDA) és az Eurdpai
Gyogyszeriigynokség (EMA) az antidepresszansok koziil a sertralint (Zoloft) és
paroxetint (Paxil) ajanlja elsédleges gyogyszeres kezelésként. Mindkét gyogyszer a
szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (SSRI) csoportjaba tartozik, melyek a szerotonin
szint szabalyozdsan keresztiil hatnak (Brady és mtsai 2000, Hoskins és mtsai 2015,

Marshall és mtsai 2001). Alkalmaznak még szorongasoldokat (benzodiazepinek)
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(BernardyFriedman 2015), és egyéb neurotranszmitterekre hatd gyogyszereket is az
egyes tiinetek kezelésére, példaul az adrenerg rendszerre hat6é prazosin (Minipress) nevil
gyogyszert almatlansag, rémalmok ellen hasznaljak (Raskind és mtsai 2013). Ezeken
kiviil azonban sokféle mas gyogyszerre is sziikség lehet, hiszen sokszor mas mentalis
zavarral is tarsul, igy joval Osszetettebb feladatot jelent a betegek megfeleld kezelése.

A kezelések hatasara a betegek egy része a PTSD jelentkezését kovetoen fél év
alatt meggyogyul, de sokszor a kezelés ellenére a tiinetek kronikussa valnak, és nem
ritka az Ongyilkossagi kisérlet sem. Egy kimutatas szerint, melyben a betegeket a
tiinetek sulyossaga alapjan osztalyoztak a traumat kdvetd 6 évben, a kezelés a betegek
14%-an tudott segiteni. 10%-ndal a betegség folyamatosan egyre sulyosabba valt, és a
maradék 75%-nal az értékek nem valtoztak, a betegség végig jelen volt, igaz a kezdeti

alacsonyabb szintet mutatva (Bryant és mtsai 2015).

22



5. A PTSD kialakulasanak hattere

5.1. Agyteriiletek és kapcsolataik

Agyi képalkotd eljarassal (pl. funkcionalis magneses rezonanciavizsgalat
(fMRI), pozitron emisszids tomografia (PET)) késziilt tanulmanyok azt mutatjak, hogy
PTSD-ben szenvedd emberek agyanak azon teriiletei, amelyek a félelmi folyamatok
kialakitasaban szerepet jatszanak fokozott mértékben aktivalodnak (dorzalis anterior
cingularis kéreg (dACC), amigdala), mig a félelmi reakcié gatlasaban résztvevok
csokkent valaszkészséget mutatnak (ventromedialis prefrontalis kéreg (vmPFC),
hippokampusz) (Linnman és mtsai 2011, Milad és mtsai 2009, Rougemont-Bucking és
mtsai 2011). Egy 2005-6s tanulmanyban, szexualis zaklatast gyerekkorukban atélt
PTSD-vel diagnosztizalt felndttek egy ugynevezett félelem kondicionald kisérletben
(képernydn feltiind bizonyos geometriai formak megjelenésével egyidében enyhe
aramiitést kapnak az ujjukra erésitett elektrodan keresztiil) vettek részt. A traumatizalt
nékben a félelem megerdsitésében részt vevo agyteriiletek (az elébb melitett JACC és
amigdala) nagyobb aktivitast mutattak (Bremner és mtsai 2005). S6t, a kioltodasi,
vagyis a félelmi valasz eltlintetését célz6 kisérlet alatt az érintett teriiletek aktivacidja a
kondicionalas alatt megfigyeltre hasonlitott. Vagyis, az aramiités nélkiili, biztonsagos
képnézegetés alatt (kioltodasi protokoll) a hippokampusz nem volt képes
megkiilonboztetni a biztonsagos és nem biztonsagos kornyezetet. Tovabba a vmPFC
sem volt képes megtartani a kioltodasi kezelés alatt tanultakat, vagyis, hogy az adott
kornyezet immar nem jelent veszélyt (Milad és mtsai 2009). Egy masik kisérletben
pedig PTSD-ben szenvedé alanyok agyaban a vmPFC aktivitisa nagymértékben
csokkent a kontroll alanyokhoz képest, ha traumara emlékeztetd helyzeteket kellett
elképzelniiik (Lanius és mtsai 2001, Shin és mtsai 1999).

Mig az irodalmi adatok a dACC, amigdala és vmPFC teriiletek hiper és
hipoaktivitasat illetbéen nagyrészt egységesek, addig a hippokampusz aktivitasanak
novekedését és csokkenését is kimutattak kiilonbozo kisérletekben, melyek a trauma
tipusatol, illetve a koriilményektdl fliggden valtoztak (HughesShin 2011). Megfigyelték
példaul, hogy a PTSD-ben szenvedd embereknek kisebb méretii a hippokampusza a
kontrollokhoz képest (O'Doherty és mtsai 2015, Woon és mtsai 2010), és az ebbdl
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kovetkez6 csokkent miikodési kapacitas, lehet az egyik oka annak, hogy nehezen
kiilonitik el a traumatikus €s biztonsagos kdrnyezetet egymastol.

A fent emlitett human eredmények megfeleltethetek a ragesalokban végbemend
valtozasokkal a PFC-ben, az amigdalaban és a hippokampuszban (4. 4&bra)
(VanElzakker és mtsai 2014).

Szenzoros K ortikdl®s__sc
bemenet kortiks lis Twonal Szenzoros
N scUtvons JACC bemenet
A ’ )
'b
vmPFC
Patkany agy \ Human agy
\«3\"’
\5}‘/ é \)‘OY\O(‘O
1‘1,0,76/’2‘,;{,9/ s

FELELMI VALASZ

Lateralis hipotalamusz
pszichofizioldgiai ,arousa

Periakveduktalis sziirkedllomany

Amygdala ,startle”,dermedés, analgézia

1”

4. abra: Egyszeriisitett, sematikus Abra a félelmi valaszban részt vevé agyi halézatok funcionalis
hasonlosagarél emberben és ragesaléban. H: hippokampusz; T: talamusz; SC: szomatoszenzoros
kéreg; PL: prelimbikus kéreg; IL: infralimbikus kéreg; dACC: dorzalis anterior cingularis kéreg; vimPFC:
ventromedialis prefrontalis kéreg; ITC: interkalaris sejtek; CeL: centralis amigdala lateralis része; CeM:
centralis amigdala medialis része;
forras: (VanElzakker és mtsai 2014)

A kornyezetbdl érkez6 szenzoros jel a talamuszon keresztiilhaladva kétféle uton
érheti el az amigdalat, mely tobbek kozott az érzelmi memoria - koztiik a félelmi
memoria - kialakitasaban vesz részt (NewportNemeroff 2000). Az egyik t, amikor a
thalamuszbol jovo jel elészor a neokortexbe vagy a hippokampuszba megy. A masik,
gyorsabb szubkortikalis utvonalon keresztiil az informacié kozvetleniil a lateralis (LA)
és centralis amigdalaba (CeA) jut. A feltétlen (félelmi valasz) és feltételes inger (hang,
fény jele vagy kornyezet) 0sszekapcsolasa a LA-ban torténik, ami a centralis amigdalan
keresztiil autonom (pl. szivfrekvencia emelkedés) és viselkedésbeli (pl. ledermedés)
valtozasokat idéz eld (Blair és mtsai 2001, VanElzakker és mtsai 2014). A ragcsalok
esetén mind a félelemi kondicionalas és a kioltodas folyamataban fontos szerepe van

medialis PFC-nek (mPFC). A mPFC dorzalisabb részén elhelyezkedd prelimbikus
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kortex (PrL) - mely emberben a dACC-nak felel meg - féleg erdsitéként mikodik a
félelmi kondicionalas soran (Burgos-Robles és mtsai 2009), mig a ventralisabban
elhelyezked6 infralimbikus kortex (IL) - emberben vmPFC - a kioltodas elésegitésében
jatszik szerepet (Resstel és mtsai 2006). Ezenkiviil az IL-nek fontos szerepe van a
félelemi valasz Osszekapcsolasaban a kornyezettel, ugyanis szoros kapcsolatban all a
hippokampusszal és az amigdalaval (Maren és mtsai 2013, Quirk és mtsai 2003). A
hippokampusz - az asszociacion kiviil - a memoria nyomok tarolasaban is fontos
szerepet jatszik, mely a medalis temporalis kortexel vald kapcsolatan alapul. Ennek
megfeleléen  funkcionalis  Osszehasonlitoként  miikodik, mely  folyamatosan
Osszehasonlitja az €161ény jelenlegi helyzetét a multbeli kornyezettel és tapasztalataival,
¢és ennek megfeleléen értékeli az adott helyzetet (veszélyes-e vagy sem) (VanElzakker
és mtsai 2008). A CeA-bol szarmazd kimenet biztosit kapcsolatot a félelmi valasz
kialakitasaban fontos szerepet jatsz6 Sszomatomotoros (pl. periakveduktalis
szlirkeallomany (PAG)) és autonom idegrendszeri (pl. adrenerg hormonokat a
mellékvesevel6bol) kozpontokkal, illetve az innen szarmazo rostok aktivaljak a HHM
tengelyt is, amely gliikokortikoid felszabadulast indukal a mellékvesekéregbdl
(AxelrodReisine 1984, LeDoux 2012, McEwen 2009).

A talél6 viselkedés kialakitasaban (,,kiizdj vagy fuss”) kdzponti effektor funkciot
tolt be a PAG, mely az a-motoneuronok ingerlékenységének novelésén keresztiil
alakitja ki a megfeleld viselkedési valaszt (Koutsikou és mtsai 2014), menekiilést,
kiizdést vagy a (le)dermedést (Koutsikou és mtsai 2015, LeDoux 2012). A PAG
utan (LeDoux és mtsai 1988, Vianna és mtsai 2001), illetve a dermedés alatt novekedett
idegi aktivitast mutathat6 ki (Carrive és mtsai 1997). Ez az Gsszefiiggés emberekben is
kimutathato volt fMRI vizsgalattal, mely soran a pislogasi valasz alatti agyi aktivitas
valtozasat figyelték a félelmi kondicionéalas sordn (Lindner és mtsai 2015). Egy masik
vizsgalatban PTSD-ben szenvedd betegeknél fokozott idegi aktivitast mértek a PAG-

ban, traumara emlékeztetd hangok lejatszasa kozben (Pissiota és mtsai 2002).
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5.2. Neurotranszmitterek és hormonok

Az idegi kapcsolatok feltarasan tal szamos ismerettel rendelkeziink félelmi
memoria kialakuldsdban szerepet jatsz6 molekuldkrol is. A PTSD-ben szenvedd
betegeknél a noradrenalin és kortizol arany a vizeletben igen magas, mely
megkiilonbozteti mas mentalis betegségektdl (Delahanty és mtsai 2005, Mason és mtsai
1988).

A noradrenerg rendszer fontos szerepet jatszik a félelmi memoria
kialakitasaban és kioltddasaban is. A Kioltddas soran emelkedett szintet talaltak az
mPFC-ben, valamint B-adrenoreceptorok aktivalasa segitette a kioltodas folyamatat, a
locus coeruleusbol szarmazé felszallo rostok gatlasa, pedig hatraltatta a kioltddasos
kezelés sikerét (Giustino és mtsai 2016, KrystalNeumeister 2009, O'Donnell és mtsai
2004).

Egy masik katekolaminnak, a dopaminnak alacsony szintje hozzajarulhat az
apatidhoz, anhedonidhoz, figyelemzavar és motoros problémak kialakuldsahoz, a magas
szintje, pedig pszichozist, agitaciot, nyugtalansagot okozhat (OlszewskiVarrasse 2005).

A katekolaminokat is magukba foglal6 monoamin neurotranszmitterek egy
masik klasszikus alkotdja a szerotonin (5-HT). Kronikusan alacsony szintjét
szorongassal, ingerlékenységgel, ongyilkossaggal, megndvekedett agresszioval hozzak
Osszefliggésbe (Seo és mtsai 2008). A szerotonerg rendszer hozzajarul a gliikkokortikoid
szint stabilizalasahoz, hiszen hianyaban HHM tengely miikodése sériil (Chaouloff 1993,
Harvey és mtsai 2004).

Mar eddig is lathattuk mennyire Gsszetett folyamatok vesznek részt a PTSD
alapjelenségét képezé félelmi tanulasban. A tovabbiakban a glutamaterg rendszer
szerepét és kapcsolatat a HHM tengellyel emelném ki, illetve a medialis raphe-t, mint
glutamat €s szerotonin neurotranszmittert egyarant kibocsatdé mag specialis helyzetét

részletezem, mivel ezek alltak a vizsgalataink k6zéppontjaban.
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6. Glutamat rendszer jellemzéi és szerepe a félelmi memdria

kialakulasaban

Glutamat az anyagcsere egy altalanosan el6fordulé molekulaja, mely a szervezet
minden sejtjében jelen van. A kézponti idegrendszerben neurotranszmitter szereppel is
bir, az egyik legnagyobb mennyiségben jelen levé serkentd neurotranszmitteriink. Mint
ilyen, szerepe van a neurogenezisben, szinaptogenezisben, neuronalis differenciacidban,
¢s az idegsejtek nyulvanyainak kialakitasdban mar a fejlodés elsé szakaszatol.
Kimutattak, hogy a stressz, illetve trauma szinaptikus regressziot okozhat, sét teljes
nyulvanyok, dendritek visszafejlddését is indukalhatja, igy - tobbek kozt a glutamaterg
rendszer megzavarasa révén - a neurondlis halézat zavarat okozva kiilonb6zd
pszichiatriai és neurologiai zavarokat idéz el (Bennett 2008, Cerqueira és mtsai 2008,
Hashimoto 2009).

A glutamat egy amindsav, mely az agyban a-ketoglutarsavbol reduktiv
transzaminalassal, vagy glutamin dezaminalasaval képzdédik és  szinaptikus
vezikuldkban tarolodik, amig akcids potencial hatasara fel nem szabadul a serkentd
idegvégzddésekbdl. A posztszinaptikus neuronon kétféle glutamat receptor csaladot
kiilonithetiink el: ionotrép €és metabotrop receptorokat. A gyors excitatoros glutamat
szignalizaciot biztositjak az ionotrop glutamat receptorok, melyek koézé N-metil-D-

aszpartdt (NMDA), kainat és az

altalunk is vizsgalt a-amino-3- AMPA
receptor

hidroxil-5-metil-4-izoxazol-

propionat (AMPA) receptor tartozik. . s /a

Nagy altalanossagban elmondhatd, Aa - ~N -2

hogy az AMPA és kainat receptorok £ 0//7

ligandkotés hatdsdra natriumot ¢és |4 Glutamat / /\_/_
NMDA

o , L © Magnézium
kaliumot, mig az NMDA kalciumot receptor

5. abra: AMPA és NMDA receptor sematikus vaza.
forras:http://currentsinbiology.tumblr.com/post/128064

csatornanyitashoz a membran 660767/neurobiology-light-activated-learning

is képes atengedni, viszont a

potencidl valtozasara is sziikség van, hogy a csatornat nyugalmi allapotban elzaro6 Mg?*

iont kimozditsa (5. abra). A masik nagy csoportba a metabotrop glutamat receptorok
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(mGIuR1-8) tartoznak, melyek lassabb, G-protein kapcsolt szignalizacidés utvonalakat
aktivalnak (JainZelena 2011, WillardKoochekpour 2013).

Tobb vizsgalat is igazolta, hogy a glutamat neurotranszmissziénak meghatarozo
szerepe van a kondicionalt félelem és PTSD kialakulasaban (Riaza Bermudo-Soriano és
mtsai 2012). A glutamaterg szignalizacionak fontos szerepe van az hossza tava
potencirozas (long-term potentiation, LTP) kialakulasaban, mely elengedhetetlen a
szinaptikus plaszticitas kialakitasahoz, vagyis a kiilonb6z6 tanulasi és memoria
folyamatokban, igy a félelmi memoria kialakulasdban is (Chambers és mtsai 1999,
Fortin és mtsai 2010, Kim és mtsai 2007, Myers és mtsai 2011). Receptorai nagy
aranyban fordulnak elé a félelmi memoria kialakitasaban részt vevd agyteriileteken,
példaul az amigdalaban vagy a PFC-ben (Monaco és mtsai 2015, Perusini és mtsai
2016, Sweatt 2016). Egyes klinikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a vér glutamat
szintjébol kovetkeztetni lehet a PTSD jelenlétére illetve sulyossaga azzal egyenesen
aranyos, viszont a glutamat szintb6l a PTSD kialakuldsa eldre nem jelezhetd (Nishi és
mtsai 2015).

Tobb olyan gyogyszer is elérhetdé mar kereskedelmi forgalomban, melyek a
glutamat rendszert célozva tobb esetben is hatékonynak bizonyultak PTSD kezelésében.
Ilyen példaul a lamotrigin, ami a glutamat felszabadulast gatolja (Hertzberg és mtsai
1999), ketamin, amely egy NMDA receptor antagonista (Feder és mtsai 2014) és D-
cikloszerin, mely parcidlis NMDA agonista (Averill és mtsai 2017, McGuire és mtsai
2017).

Viszont a glutamat altalanos eléfordulasa miatt az agyban, nem érdemes
egyszerre az egész glutamat rendszerre hatdo gyogyszert alkalmazni, mivel az altaluk
befolyasolt folyamatok nagyon szerteagazoak, igy szedésiik sok mellékhatassal jarhat.
Erdemesebb megcélozni egy specifikus alegységet tartalmazé receptort, melynek
koszonhetden jobban kontrollalhatd, hatasosabb terapiat érhetiink el. Legintenzivebben
a félelemi memoria kialakuldsdban, kioltdédasdban az NMDA receptor szerepét
vizsgaltak. A specifikus alegységet célzo kezelésre jo példa a laborunkban nemrégiben
vizsgalt NMDA receptor NR2B antagonista alkalmazasa, mely PTSD patkany
modelljében csokkentette a trauma hatasait a viselkedés tesztekben (Haller és mtsai
2011). Valdban, klinikailag a visszatéré emlékek csokkentésében hatékonynak

bizonyult a NR2B antagonista ifenprodil (Hashimoto és mtsai 2013, Kishimoto és mtsai
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2012). Tovabbi vizsgalataink viszont arra utaltak, hogy bar a PTSD-szer(i viselkedés
egyes tlineteit az NR2B receptorok blokkolasa megsziinteti, de példaul patkanyokban a
szocialis visszahtizodasra nem hatott. Ezért figyelmiink az AMPA receptor felé fordult,
mely szerepét tobb tanulmany is feltételezte.

Az AMPA receptornak 4 alegysége (GluAl-4) van, melyek tetramert alkotva
épitik fel a csatornat

(6. 4bra). GIluA2 GIuAT
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forras: (Freudenberg és mtsai 2015)
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el6fordul a neuronalis fejlédés soran (BrillHuguenard 2008), azonban kimutattak, hogy
a mar érett neuronok is tartalmazzak, példaul a hippokampuszban (Wenthold és mtsai
1996). Ezenkiviil egyre tobb tanulmany azt mutatja, hogy fontos szerepet jatszik a
szinaptikus plaszticitasban is (Fortin és mtsai 2010, Isaac és mtsai 2007, Man 2011).

Az AMPA receptor aktivitasat potencirozni képes 4-(2-
fenilszulfonilamino)etiltio)-2,6-difluoro-fenoxi-acetamid (PEPA) nem volt hatassal a
félelmi memoria kialakulasara, viszont segitségével felgyorsithatd volt a kioltodasos
tanulds (Yamada és mtsai 2009). Elektrofizioldgiai vizsgalatok, azt mutattak, hogy a
PEPA hatasa kifejezettebb volt mPFC-ben, mint a BLA-ban (Zushida és mtsai 2007).
Egy masik vizsgalatban kimutattdk, hogy a CP-AMPAR szintje 1 nappal a félelemi
kondicionalas utan éri el a maximumot, mely megfeleld alkalmat teremt a kioltddas

farmakologiai gyorsitasara (ClemHuganir 2010).
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6.1. HHM tengely jellemzése és kapcsolata a glutamat rendszerrel

Stresszorok hatasara mitkodésbe 1ép egy alkalmazkodasi valasz, melynek fontos
eleme a HHM tengely (7. abra). A HHM tengely kdzponti részét a hipotalamusz
paraventrikuldris magjanak (PVN) parvocellularis sejtjei alkotjak. Itt kolokalizaltan

kortikotrop-elvalasztast serkentd

hormont (kortikotropin-felszabadito

hormon, CRH) és arginin

— r
SV
Hippokampusz
(GR, MR mRNS)
PVN

vazopresszint (AVP) termeld sejtek

talalhatoak (Antoni és mtsai 1984). (AVP, CRH mRNS t) Negativ visszacsatolas

GR,MR mRNS OQP (ACTH, kortikoszteron)
Innen az eminentia medianan

keresztiil ~a  hipofizis  eliilsé

lebenyéhez érve adrenokortikotrop

hormon (ACTH) termelést - melynek | Adenohipofizis
(POMC mRNS,

a pro-opiomelanokortin (POMC) az POMC peptid)
eléanyaga - és annak Uriilését Gliikokortikoidok
serkentik a szisztémds keringésbe

(Antoni 1993). Az ACTH elérve a | Mellékvesekéreg

mellékvesekérget foként

gliikkokortikoidokat (emberben 7. abra: HHM tengely felépitése.

PVN: paraventrikularis mag; GR: gliikokortikoid
kortizolt, patkanyban kortikoszteront) receptor; MR: mineralokortikoid receptor; AVP: arginin-
vazopresszin; CRH: kortikotropin-felszabadité hormon;

ACTH: adrenokortikotrop hormon; ME: eminentia

mediana
forras: http://umich.edu/~vazquezd/Stress-HPA.htm

szabadit  fel, melyek szteroid
hormonok és a kéreg kozépsd, zona
fasciculata rétegében termelddnek
(Dallman és mtsai 1987). Ezenkiviil szintén a mellékvese szteroidok kozé tartozo, a
kéreg kiils6, zona glomerulosa részében szintetizalodd6 mineralokortikoidok (pl.
aldoszteron) szekrécioja is fokozodik kiilonféle stresszorok hatasara. Ezen utobbi
hormonok az elektrolit-viz haztartas szabalyozasaban fontosak (de Kloet és mtsai 2005).

A vérplazmaban ugynevezett kortikoszteroid kot6 fehérje (CBG) és albumin koti
a gliikokortikoidokat, de a gliikokortikoid hatasért csak a szabad molekulak feleldsek. A
kortikoszteroidok pulzatilisen szekretaldodnak, melyek amplitiddja és frekvencidja
stressz hatdsara megnd (de Kloet és mtsai 2005). A HHM tengelyt a gliikokortikoidok

negativ  visszacsatolassal szabalyozzak, melyek a gliikokortikoid (GR) ¢és
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mineralokortikoid receptorokon keresztiil hatnak. A mineralokortikoid receptorok
leginkabb limbikus teriileteken, a PFC-ben, az amigdalaban és a hippokampuszban
vannak, mig GR szinte az egész agyban egyarant el6fordul, de legnagyobb
mennyiségben a PVN-ben és hippokampuszban (Bentz és mtsai 2010, Mizoguchi ¢és
mtsai 2003, Reulde Kloet 1985). A GR kiilondsen fontos szerepet jatszik a stressz-
valaszban, ugyanis meglehetdsen alacsony affinitdssal kotédnek hozzd a
gliikokortikoidok, igy nyugalomban nem telitett és valaszképes marad Viszonylag
magas gliikokortikoid szintek esetén is (de Kloet és mtsai 2005, Feder és mtsai 2009).

A CRH-nak kétféle receptora fordul elé6 agyunkban, a CRHRI1 és CRHR2. A
CRHR1-hez a CRH joval nagyobb affinitassal kot, mig a CRHR2-nek az urocortin 1 és
Il a specifikusabb ligandja. A CRHR1 megtalalhaté a hippokampuszban, BLA-ban,
ventralis tegmentalis areaban, hidmagvakban, lateralis dorzalis tegmentumban, illetve a
HHM tengely szabalyozasaban fontos hipofizis eliilsd, anterior lebenyében. A CRHR2
altalanosabban eldforduld receptor, példaul a bed nucleus of stria termindlisban
(BNST), nucleus tractus solitarius-ban (NTS), amigdalaban, dorzalis raphe-ban, illetve a
lateralis szeptumban; el6fordulasi teriilete kevéss¢ fed at az elobb emlitett
receptortipussal és nem tlinik meghatarozonak a HHM tengely szabalyozasa
szempontjabol sem (DautzenbergHauger 2002, Holsboerlsing 2010, Potter és mtsai
1994).

Kimutattak, hogy kronikus stressz soran a PVN-ben a szintetizalod6 neuropeptid
arany eltolodik, az AVP mennyisége nd, mig a CRH aranya csokken (Aguilera 1994,
Dallman 1993). Az eltolodasnak valdsziniileg a stressz tengely miikodésének tovabbi
fenntartdsaban van szerepe. Ugyanis az AVP dltal serkentett ACTH termelés kevésbé
érzékeny a gliikokortikoid feedback-re, amire sziikség is van, hiszen kronikus stressz
esetén folyamatosan magas a gliikkokortikoidok plazmaszintje (Mizoguchi és mtsai
2003, SurgetBelzung 2008).

A gliikokortikodiok mobilizaljdk az energiaraktarakat, felkészitik a testet a
megkiizdésre a traumatikus stressz helyzettel (fiziologiai alkalmazkodast segitve
novelik az elérhetd gliikdz szintjét, példaul az izomfehérjék katabolikus lebontasaval,
glitkoneogenezissel, lipolizis fokozasaval). Azonban nem csak a mobilizalasban hanem
a stressz valasz ledllitdisaban is fontos a gliikkokortikoidok szerepe, negativ

visszacsatolason keresztiil (de Kloet és mtsai 2005).
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Kronikus és/vagy traumatikus stressz azonban a HHM tengely hibas
mikodéséhez vezet, melynek kovetkeztében patoldgias elvaltozasok indulhatnak el,
kialakitva kiilonb6z6 mentalis betegségeket, koztiik a PTSD-t is.

Korabbi eredmények szerint az adrenalektomia (Silva 1973), vagyis az ebbdl
kovetkezd csokkent gliilkokortikoid szint rontotta a félelmi memoria kioltodasat
expoziciés terapia mellett. Az imént emlitett hatast jabb allatkisérletekben
szisztémasan vagy intra-amigdalarisan adott gliikokortikoid —antagonistak (pl.
mifepristone) és gliikokortikoid szintézist gatlo anyagok (pl. metyrapone) eredményei is
alatamasztottak. Ezzel szemben, amikor agonistakat (pl. ip. dexametazon vagy intra-
amigdalarisan RU28362) adtak ragcsaloknak az expozicids terapia alatt, a folyamatot
sikeriilt felgyorsitani (Blundell és mtsai 2011, Ninomiya és mtsai 2010, Singewald és
mtsai 2015, Yang és mtsai 2006). Ezzel 6sszhangban a gliikokortikoidok eldsegitik a
glutamaterg szignalizaciot genomidlis és nem genomidlis mechanizmusokon keresztiil.
Egyrészt novelik az azonnali felszabaditasra alkalmas glutamatot tartalmazé vezikulak
szamat, masrészt novelik az AMPA és NMDA receptorok mennyiségét a szinapszisban,
elésegitve ezzel az Gijabb tanulasi folyamatokat, a szinaptikus plaszticitast (Ganapati
1990). Kronikusan magas gliikokortikoid koncentracio, azonban csokkenti az NMDA ¢és
AMPA expressziot, igy a szinaptikus plaszticitds hianyaval magyarazhato, hogy az
ismételt traumatikus eseményeket atélé emberek nagyobb rezisztenciat mutatnak az
expozicios kezeléssel kapcsolatban (Gourley és mtsai 2009, Singewald és mtsai 2015).

Ezzel ellentétben nagy hanyada a PTSD-ben szenved$ betegeknek alacsony
nyugalmi kortizol szintet és megnovekedett receptor érzékenységet mutat (Bremner €s
mtsai 2007, Yehuda 2004). Az expozicids terapiaval egyiitt alkalmazott hidrokortizon
(kortizol gyogyaszatban hasznalt neve) adasa pozitiv hatassal volt a tanulasi

folyamatokra (Huang és mtsai 1992, Yehuda és mtsai 2010, Yehuda és mtsai 2007).
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6.2.  Glutamat transzporterek

Bar a glutamat hatasa jol megfoghatd a posztszinaptikus receptorain keresztiil,
de a folyamatban résztvevé glutamaterg idegsejtek jellemzésére, a glutamat
membranokon keresztiil torténd szallitasat biztositd transzporterek a legalkalmasabbak.

A kozponti idegrendszerben 1év6 glutamat transzportereknek két nagy csoportjat
kiilonboztethetjiik meg. Az egyik csoportjuk a szinaptikus résben felszabaduld
glutamatot tavolitja el (EAATI1-5), és megtalalhatd a neuronok és glia sejtek
membranjaban is. Az extracelluléris térben 1év0 glutamat koriilbeliil 90 %-at EAAT2
tipusu, foleg glia sejtekben jelen 1évé transzporter veszi fel és a glutamat-glutamin
ciklus altal juttatja vissza az idegsejtekbe. A masik csoportjuk a vezikularis glutamat
transzporterek  (VGIuT1-3), melyek proton gradiens segitségével (ATP
felhasznalasaval) toltik fel glutamattal a szinaptikus vezikulakat és ezaltal a glutamaterg
idegsejtek legfébb markerei (O'Shea 2002, Popoli és mtsai 2011).

Glutamaterg neuronokat a benniik talalhato vezikularis glutamat transzporterek

(8. abra)  alapjan
3 vglut1 mRNA
[ Vglut2 mRNA

osztalyozhatjuk
3 Vglut3 mRNA

(Fremeau ¢és  mtsai
2004, Takamori 2006).
A VGIuTl fdleg a

kéregben,

[ voLuTs-vman2 protein [l VGLUT3-VAChT protein
I VGLUT3-VIAAT protein [-] VGLUT2-VMAT2 protein

hippokampuszban  és

kisagyi kéregben,
VGIuT2  pedig a
mélyebb agyl
strukturakban (pl.

talamusz és agytorzs)

fordul eld nagy 8. abra: A VGIuT eloszlasa az agyban és kolokalizaciojuk mas
o neurotranszmitterekkel az axonterminalisokban. VMAT?2: vezikularis
mennyiségben monoamin transzporter 2; VAChT: vezikularis acetilkolin transzporter;
i . VIAAT: vezikularis gatl6 amindsav transzpoter; forras: (El Mestikawy ¢€s
(Fremeau ¢és  mitsai mtsai 2011)

2001, Herzog és mtsai
2001, Sakata-Haga ¢s mtsai 2001). Sokaig az imént emlitett két transzporter volt csak

kozismert, azonban 2002-ben kimutattak egy harmadik tipust is, mely sokkal
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korlatozottabb mennyiségben ¢és meghatarozott teriileteken van jelen, nagyrészt
elkiiloniilve a masik két izotipustol. VGIuT3 féleg olyan neuronokban fordul eld,
melyek f6 neurotranszmitterként egy masik ingeriiletatvivd anyagot hasznalnak
kommunikaciojuk soran. Megtalalhato a raphe magok szerotonerg neuronjaiban,
tartalmazzak kolinerg sejtek a striatumban ¢€s bazalis eldagyban, illetve még GABAerg
interneuronokban is megtalalhatdé a hippokampuszban és a kéregben (szuperficialis
réteg, II/1I1). Egyes kutatasok szerint a GABAerg sejtekben 1év6 glutamat a GABA-val
egyliitt felszabadulva modulalé funkciot tolt be a metabotrép glutamat receptorokon
keresztiil (El Mestikawy és mtsai 2011). Az idegrendszeren kiviil is kimutattak VGIUT3
transzportereket, példaul a vesében, majban és izmokban (Fremeau és mtsai 2002, Gras
¢és mtsai 2002, Schafer és mtsai 2002). A VGIUT1,2 kizardlag az axonterminalisokban,
ezzel szemben VGIUT3 a terminalisokon kiviil a sejttestben és dendritekben is
megtalalhatd, ezaltal szerepet jatszhat a  glutamat retrogrdd szinaptikus
felszabadulasaban (Fremeau és mtsai 2002, Fremeau és mtsai 2004).

A glutamat rendszer kapcsolatait a HHM tengellyel a VGIuT-ok el6éfordulasi
mintazataval is lehet jellemezni. VGIuT1 és 2 megtalalhato a hipotalamuszban
(Herman ¢és mtsai 2004) a CRH neuronok sejttestjeiben (VGIUT1 (Kocsis és mtsai
2010), illetve a hipofizisben taldlhatdo axon terminalisaiban (VGIuT2 (Wittmann és
mtsai 2013).

A VGIuT3 kolokalizacioi koziil a szerotoninnal kdzos expressziojat emelném ki.
Egy tanulmany szerint a VGIUT3 transzporter a raphe-ban 1évé szerotonerg neuronok
tobb, mint 80 %-aban el6fordul, igy befolyasolja a gyors excitatoros glutamat
felszabadulast a szerotonerg neuronokbol (El Mestikawy és mtsai 2011). A VGIUT3
hianya kissé noveli az extracellularis szerotonin szintet, és ezzel indukéalja 5-HT1A
deszenzitizacidjat. Az irodalmi adatok szerint a MR magban talalhat6 neuronok 14,8 %-
a tartalmaz VGIuT3-at, mig a 2,2 %-a szerotonint és VGIuT3 transzportert is (Sos és
mtsai 2017).
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7. VGIuT3 KO egerek, mint modell allatok

Az idegrendszerben széles korben el6forduld glutamat rendszer szerepét a
félelmi kondicionalasban - az eldzéekben emlitett farmakoldgiai befolyasolason tal -
egy génkiiitott egértorzset hasznalva is tanulmanyozhatjuk.

A VGIuT1 és 2 teljes hianya letalis (Callaerts-Vegh és mtsai 2013), azonban
heterozigota formaban életképesek €s neuropszichiatriai betegségekkel Osszefiiggésbe
hozhato viselkedésbeli valtozasokat is mutatnak. Kutatasok szerint expressziojuk ardnya
is valtozik kiilonbozd stresszorok hatdsara. Mivel legkevésbé a VGIuT3 ismert és
specialis elhelyezkedése és tulajdonsdgai révén egészen eltérd lehet a szerepe a
VGIuUTY, illetve 2-hoz képest, ezért VGIuT3 génkiiitott (KO) allatokat vizsgaltunk.
Vizsgalatok arra utalnak, hogy a VGIuT3 jelenléte csokkenti a szorongas kialakulasanak
valoszintiségét. Tovabba a szorongas és PTSD korabban emlitett szoros kapcsolata
miatt feltételezhetjiik, hogy VGIuT3 tartalmt idegsejtek részt vesznek a félelmi

memoria kialakulasadban is (Amilhon ¢és mtsai 2010).

35



7.1. A raphe magok és a szerotonin

A - irodalmilag kissé eltéréen csoportositott - 7-8 raphe magot elhelyezkedésiik
alapjan 3 nagy csoportba soroljak. A nyultvelében talalhaté a nucleus raphe obscurus,
nucleus raphe magnus, nucleus pallidus, melyek féleg a gerincveldvel és kisaggyal
allnak kapcsolatban, és vitalis funkciok (laz, 1égzés) szabalyozasat végzik. A hidi
magvak a nucleus raphe pontis, nucleus centralis inferior. A harmadik csoport, amelybe
az altalam is vizsgélt medidlis raphe mag (nucleus centralis superior) is tartozik a
kozépagyi részén helyezkedik el, emellett itt talalhat a nucleus raphe dorsalis (DR) is
(mely projekcidinak a 10%-a az amygdalaba fut) (Carpenter és mtsai 1983,
DahlstroemFuxe 1964, Taber és mtsai 1960).

Az agytorzsi raphe magok (MR és DR) féként monoaminerg neuronjaikrol
ismertek, melyek a szerotonerg bemenetet biztositjak az agy kiilonb6z6 teriileteire

(Frazer A 1999) (9. abra). Fontos szerepet jatszanak az érzelmek, hangulat

kialakitasaban, és a
tanulasi, memoria
folyamatokban.

Annak ellenére, hogy

az MR ¢é DR ~~—
. Autoném és
neurotranszmitter szomatomotoros magvak

Osszetétele hasonlo, a

ket teriiletek 9. abra: DR és MR idegi kapcsolatainak vazlatos abrazolasa
ingerlése vagy ragcsaloban. MRN: medialis raphe; DRN: dorzalis raphe; PAG:
periakveduktalis sziirkedllomany; VTA: ventralis tegmentalis area;
gatlasa eltér6 AMYG: amigdala; HAA: hipotalamikus tdmadasi teriilet; thal: talamusz;
hpc: hippokampusz; LS: lateralis szeptum; NAcc: nucleus accumbens;
fiziologiai €S VP: ventralis pallidum; cp: putamen; PFC: prefrontalis kéreg; ob: bulbus
s olfactorius; forras: (Coppens és mtsai 2010)

patofiziologiai

valaszokat eredményez, mely részben koOszonhetd az eltérd idegrendszeri
kapcsolatainak. Mindkét teriilet ad bemenetet a kondicionalt félelmi valasz
kialakitasaért felelés legfobb agyteriiletekhez (amigdala, hippokampusz, PFC), azonban
az innervacid mennyisége ¢és teriiletspecifitisa mas és mas. A MR példaul tobb
bemenetet ad a temporalis kéregbe, a hippokampusz dorzalis részébe a CeA-ba,
medialis szeptumba a DR-el ellentétben, amely inkabb fronto-parietalis kéregbe, egész

amigdalaba egyarant és a lateralis szeptumba ad tobb rostot. Ami a dopaminerg
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crer

tegmentalis teriiletre kiild bemenetet, mig a DR inkabb a striatumot idegzi be nagyobb
mértékben. Hipotalamikus teriiletekkel mindkét agyteriilet kapcsolatban all, azonban
egyes kutatasok szerint az MR nem tartalmaz gliikkokortikoid receptorokat, kapcsolata a
HHM tengellyel kozvetett a hippokampalis glutamaterg neuronokon keresztiil (Le és
mtsai 2002, Lechin és mtsai 2006, MoskoJacobs 1975). Pszichés stresszben, ahol az
érzelmi faktor meghatarozo, in vivo mikrodializissel emelkedett extracellularis
szerotonin szintet mértek példaul az amigdalaban és a PFC-ben (RueterJacobs 1996).

A szerotonin (5-HT; 5-hidroxitriptamin) egy monoamin ami a kozponti
idegrendszerben neurotranszmitter funkciot tolt be A szervezetben el6forduld szerotonin
mennyiségének koriilbelill 90%-at a gyomor-bél enterokromaffin setjei allitjak eld,
melyek a bélmozgast szabalyozzdk. A vérlemezkék is tartalmazzak, melybdl
felszabadulva segiti a sebgyogyulast és vazokonstrikcidt okoz. Periférian szerepe van
még a csont metabolizmusban és szervek fejlédésében, koztiik kardiovaszkularis
szervrendszer formalodéasaban (Berger és mtsai 2009).

Az agyban fontos szerepet jatszik sok vitalis folyamatban, melyek példaul az
étvany, alvas, 1égzés, illetve kognitiv funkcidk, tanulas és memoria szabalyozasaban.
Zavarai igen fontosak az idegrendszeri megbetegedések kialakuldsaban, igy sok
farmakologiai kezelés célpontja, pl. depresszid, szorongas, PTSD esetén. A szerotonint
a szervezet triptofanbol allitja eld, triptofan hidroxilaz (TPH) és a DOPA-dekarboxilaz
(DDC) enzimek segitségével. Majd a preszinaptikus neuronban a szinaptikus
vezikulakba a vezikuldris monoamin transzporter (VMAT) juttatja. A VMAT
monoamin neurotranszmitterek - dopamin, szerotonin, noradreanlin, adrenalin,
hisztamin - szallitasat végzi. A VMAT] a periférias idegrendszerben, mig a VMAT?2 a
kozponti idegrendszerben fordul eld. A szerotonerg idegsejtek preszinapszisan talalhato
egy specifikus natrium-fiiggd monoamin transzporter (SERT), amely a szerotonin
visszavételt szabalyozza a szinaptikus résbol. A SERT gatlasan keresztiil hatnak, a mar
korabban is emlitett SSRI-k, melyek megnovelik az elérhetd szerotonin szintet. A
szerotonin lebomlasa soran 5-hidroxi indolecetsav (5-HIAA) keletkezik, amit a vese
valaszt ki. A vér-agy gaton a triptofan és az 5-hidroxitriptofan (5-HTP) képes atjutni
(Frazer A 1999).
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A szerotonin receptorai szerte az agyban megtalalhatdéak. Hét receptor csaladot
kiilonithetiink el. Az 5-HT3 ligand aktivalt ioncsatornan kiviil a tobbi receptor mind G-
fehérjéhez kapcsolt, ami masodlagos hirvive kaszkadot aktival. Az 5-HT;
receptorcsalad Gi/0 fehérjén keresztiil gatld adenilatciklaz utvonalat indit el (Singewald
¢és mtsai 2015). Ezek koziil 5-HT1a receptort emelném ki, mely agonistai csokkentik a
Szorongds, depressziod, agresszid tiineteit (Saito és mtsai 2013, Wang és mtsai 2013).
Ezen receptorok autoreceptorok, melyek a preszinapszison helyezkednek el ¢és
modulaljak a szerotonin kibocsatast (Caspi és mtsai 2001). Az 5-HT, receptorcsalad Gs
proteinen keresztiil serkentd foszfolipaz utvonalat indit el. Ezek koziil az 5-HTa
mutacidja duplijara noveli az Ongyilkossdg valosziniiségét mentalis betegségben
szenvedoknél, viszont agonistdi novelik a preszinaptikus glutamat felszabadulast az
NMDA receptorok érzékenységének novelésével (Arvanov €s mtsai 1999). 5-HT 14 és 5-
HT,a receptorok szelektiv aktivacidja elésegiti a kioltodas folyamatat és ezt a hatast
valoszintlileg a mPFC ¢és az LA-n keresztiil fejti ki (Santana és mtsai 2004). Az akut
SSRI kezelés anxiogén hatasu, amelyet 5-HT,c antagonista adasaval kikiiszobolhetiink
azonban ezt kronikusan alkalmazva segiti az extinkciot. Az imént emlitett anxiogén
hatas eléidézhetd ugyanezen receptor agonistajaval akar szisztémasan akar kozvetleniil
a BLA-ba injektalva. Az 5-HTj3 receptorok szerepe kevésbé vizsgalt és az irodalmi
adatok is vegyesek (Kondo és mtsai 2013, ParkWilliams 2012). Az 5-HTs¢ 7 receptorok
foleg a memoria konszolidacidban, tanulasban vesznek részt (Singewald és mtsai 2015).

Azonban - az altalam vizsgalt - MR-ben nem csak szerotonerg, hanem
glutamaterg és GABAerg neuronok is vannak (Sos és mtsai 2017). Vannak, amelyek
csak szerotonint (sejtek 8,5%-a), vannak olyanok, amik csak glutamatot (26%) és
vannak, amelyek mindkét neurotranszmittert (12,8%) tartalmazzak. Egy negyedik
csoport, pedig kizarolag GABA-t szintetizal (37,2%), illetve van egy 6todik sejtcsoport
1s 1% alatti aranyban, mely GABA mellett glutamatot is termel. A maradék, koriilbeliil
14 %-ara a sejteknek egyik neurotranszmitter tipus sem bizonyult jellemzdnek. Az MR
projekcidi a hippokampuszba, lateralis szeptumba, PrL-be kétfélék lehetnek. Az egyik a
klasszikus, melyben megtalalhato a VMAT2 ¢és SERT, a masik csoportban azonban
VMAT2 ¢és VGIuT3 van jelen és SERT nincs. Az utébbi SERT nélkiili

axonterminalisok erdsitik a szerotonin valaszt, hiszen a szinaptikus résben a szerotonin
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hosszabb ideig és nagyobb mennyiségben all rendelkezésre (Amilhon és mtsai 2010,

Gras ¢és mtsai 2008).
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I1. Célkitiuzések

A PTSD kezelése még nem teljesen megoldott, és ezért nagyon fontos a PTSD
kialakulasanak hatterében allo idegi és neuroendokrinologiai valtozasok felderitése, és
ujabb terapias lehetOségek keresése. Az irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a glutamat
rendszer fontos szerepet tOlt be a betegség kialakuldsdban. Azonban a glutamat
idegrendszerben valo széleskori elterjedése miatt nehézségekbe titkoziink, ha egyszerre
probaljuk az egész glutamat rendszert befolyéasolni, hiszen nem tudjuk kontrollélni,
mely agyteriileteket, illetve idegi hal6zatokat manipulaljuk.

A munkank célja sziikiteni valamiképpen ezt a kort - csokkentve a mellékhatasokat
-, ezéltal specifikusabban megvizsgalni a glutamat rendszer szerepét PTSD-ben. igy
elészor egy specifikus glutamat receptort (CP-AMPA), majd egy glutamat transzportert
(VGIUT3) vizsgaltunk. Utobbit elészor egy olyan egértérzson, melynek az egész
idegrendszerébdl hianyzik ez a transzporter, majd pedig egy olyan agyteriiletet - medalis
raphe -, melyben a glutamat ezen transzporter segitségével nagy szdmban van jelen sok
esetben kolokalizaltan a szerotoninnal.

Egyes vizsgalataink célja a kovetkezd kérdések megvalaszoldsa volt:

1. A félelmi kondicionalas rovid és hosszutava hatasainak vizsgalata

patkanyokban és egerekben
a. PTSD emberekre megfeleltethetd tlineteinek jellemzése ragesalokban

b. A félelmi kondicionalas hatasainak HHM tengelyre gyakorolt hatasa

(stressz hormon szintek elemzésével)

c. A félelmi memoria kialakitdsdban részt vevd agyteriiletek vizsgalata

immunhisztokémiai modszerrel
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2. Glutamat rendszer szerepének vizsgalata
a. Az CP-AMPA receptor szerepe a félelmi kondicionalasban

i. AMPA receptor altipusok MRNS aranyanak valtozasa a félelmi

kondicionalas soran rt-PCR-al

Ii. CP-AMPA receptor farmakoldgiai vizsgalata, mint a PTSD

lehetséges terapias célpontja
b. Specifikus VGIuT hianyos egértorzs (VGIuT3 KO) jellemzése
i. Altalanos tulajdonsagok
Ii. Szorongas és stresszreaktivitas fiatal allatokban
iii. VGIuT3 hiany hatasa a félelmi kondicionalasra
iv. VGIuT3 hiany hatasa a HHM tengelyre

3. Az eroteljes VGIUT3 jelenléttel rendelkez6 MR régié vizsgalata

optogenetikaval
a. MR régio serkentésének és gatlasanak magatartasbeli hatdsai

b. MR régido modulacidja kovetkeztében aktivalodo félelmi kondicionalas
szempontjabol relevans agyteriiletek vizsgalata c-Fos

immunhisztokémiaval
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V. Modszerek

1. Allatok

A vizsgéalatban résztvevd allatok Wistar patkanyok (kortlbelil 10 hetesek;
testsulyuk 300g koriil volt a kisérlet kezdetén) és C57BL/6J vagy C57BL/6N egerek
(fiatal allatok 7-8, felnétt allatok 14-18 hetesek voltak, testsulyuk 25g koriil volt a
kisérlet kezdetén) (Charles River Laboratories, Budapest, Magyarorszag) voltak. A
genetikailag modositott egerek (C57BL/6J hatteri, és csak homozigdta egereket
hasznaltunk (VGIUT3"* vad tipusa (wild type (WT)) és VGIuT3" génkiiitdtt (knockout
(KO)))), szaporitasa az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Intézetben tenyésztett torzsbol
heterozigodta tenyészparokkal torténik. (Szonyi és mtsai 2016). A genotipizalasuk qPCR
modszerrel tortént 2-3 napos korukban farokbol vett mintaval. A vizsgalatban részt vett
allatok szamat “Kisérleti elrendezés” bekezdésben tiintettem fel.

Az allathazban ¢és a kisérleti szobakban egységesen a hdmérséklet 22 + 2 °C és a
paratartalom 60 + 10% kozotti volt. Viz és a ragesald taplalék (JRS, Rehofix,
Németorszag) ad libitum hozzaférheté volt az Gsszes kisérletben. Az allatokat 12 oras
fény-sotét ciklusban tartottuk, a kisérletnek megfeleléen normal (vilagos: 7.00-19.00),
illetve forditott (vildgos: 21.00-9.00) ciklusban. Az allatokat egyesével helyeztiik el az
allattarto dobozokban (patkanyok esetén: Tecniplast 1291H Eurostandard Tipus
425x266x185 mm; egerek esetén: Tecniplast 1284L Eurostandard Tipus 365x207x140)
¢s testsulyukat hetente ellendriztiik.

A Kkisérletek az Eurdpai Kozosség Tudomanyos Bizottsdganak /Eurdpai Unid
eldirasai szerint (2010/63/EU) és az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet

Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval zajlottak.

2. Magatartas tesztek

A magatartas teszteket egy kiilon erre a célra kijelolt kisérleti szobaban
végeztiikk, ahol az allattartd szobara jellemzo feltételek voltak adottak. Az egyes
tesztekben az allatok kozott a kisérleti apparatust szappanos vizzel, majd csapvizzel

atmostuk és szarazra toroltik. A teszteket videokameraval rogzitettiik, majd utdlag egy
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eseményrekorder szoftver segitségével elemeztiik (H77; Haller Jozsef, MTA Kisérleti
Orvostudomanyi  Kutatéintézet, Budapest). Egyes esetekben (nyilt tér teszt,
kényszeritett uszas teszt, illetve reprezentativ abrak készitésénél) automata elemzd
szoftvert hasznaltunk (Noldus EthoVision 10.1, Noldus Information Technology,
Wageningen, Hollandia). A magatartasbeli valtozokat az Osszes id0 alatt az adott
viselkedéssel toltott id6 szazalékaban fejeztiik ki vagy az adott viselkedési valasz

eléfordulasanak gyakorisagat adtuk meg.

2.1. Félelmi memoria és tanulas vizsgalata félelemi kondicionalas soran
(conditioned fear test, CFT)

A félelmi kondiconalas hatterér6l a bevezetOben részletesen kitértem. A
vizsgalat két részbdl 4all. Eldszor is valamilyen traumatikus eseménnyel kell
szembenéznie az allatnak, melyet kisérletiinkben az elektromos labsokk valtott ki. A
tesztek minden esetben 5 percig tartottak egy fém racsos aljzati milanyag dobozban (30
x 30 x 30 cm) és az allatok félpercenként kaptak egy 1 masodperc hossza sokksorozatot
(0,01 masodperces sokkot 0,02 masodperces sziinet kdvetett), igy mindegyik allat 10 db
elektromos impulzusnak volt kitéve a teszt elsé napjan (10. abra). A patkanyok 3 mA,
az egerek 0,8 mA erGsségli 1absokkot

kaptak. A kontroll allatokat csak a

b'

sokkolé dobozba helyeztiik 5 percre
(Haller és mtsai 2014).

A teszt masodik részében, mar

nem alkalmaztunk elektromos

labsokkot, csak idéral iddre 10. abra: Félelmi kondicionalé doboz.
visszahelyeztiik az allatokat ugyanabba a kornyezetbe 5 percre (kontextus fiiggd félelmi
kondicionalas). Vizsgéltuk a révidtava hatdsokat egy nap mulva, illetve a hosszabb
taviuakat, egerek esetén egy hét vagy patkdnyoknal 28 nap mulva.

Megfigyelt magatartasbeli valtozok: (le)dermedés  (,freezing”), teljes
mozdulatlansagot jelent, a légzéshez sziikséges mozgast leszamitva; explordacio, a
kornyezet felderitését célozza, mely soran az allat érdeklddve szagolgatja a kornyezetét,
jelen esetben a tesztdoboz falat és racsos aljzatot és a levegét; ondpolas (,,grooming”),
tisztalkodd mozdulatokat végez a mellsé labaval vagy vakarodzas; pihenés (,,resting”)

nem valtoztatja a helyét, kis poziciobeli valtoztatdsok lehetségesek; menekiilé ugrasok
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(,,escape jump”): gyors ugrasok a fal mellett, kiutkeresés a helyzetb6él. Az optogenetikali
vizsgalat soran tovabb finomitottuk az elemzést, meghataroztunk egy ambuldacio
paramétert, mely 1ényegében az allat lokomocioja, viszont elkiiloniil az exploraciotol.
Ehhez a teszt doboz aljat virtualisan felosztottuk 10x10 cm-es négyzetekre (az allat
szdmara nem volt lathatd), és a vonalatlépés (allat mind a négy labaval atlépte)
mennyiségébdl hataroztuk meg a megtett utat; megrohanas (run): ez a magatartasforma
a sokk vagy az optogenetikai stimuldlas alatt figyelhetd meg, amikor latszolag
kiilonosebb cél nélkiil az allat megiramodik a teszt dobozban és legalabb egy doboz
hossznyi utat megtesz.

Az optogenetikai vizsgalat soran az 5 perces tesztet tovabbi 10 (,, ON response”)
és 20 masodpercekre (,, OFF response”) bontottuk az optogenetikai stimulalasnak
(50Hz theta burst, stimuldldsi protokollt lasd ,Lézeres stimuladcid vagy gatlas
alkalmazasanak modja” részben) megfeleléen, melyet alkalmaztunk a kontrollok, 20

Hz-es optogenetikailag stimulalt és elektromos sokkot kapott allatok viselkedésére is.
Az ,,ON-OFF response” viselkedésbeli valtozot a kdvetkezoképpen szamoltuk ki:
ON response =X (Si-NSi-1)/nS
OFF response =X (NS i-Si-1)/nl

ahol ’S’ az optogenetikai stimulaci6 vagy sokk alatt (1 masodperc sokk és azt kdvetd 9
masodperc) az exploracié idészazaléka vagy a vonalatlépés szama; ’NS’, nincs
stimulécio, az eldbbi valtozok értékei az optogenetikai stimulacid vagy sokk periodusok
kozti idében; ’1° a sorszama az adott szakasznak; 'nS’ vagy 'nNS’az Osszes stimulacios
illetve kozti periodus dsszege. Tehat ,, ON response”, a stimulalas el6tt és stimulalas

alatt viselkedésbeli valtozok kiilonbsége, az ,, OFF response”, pedig ennek az ellentéte.
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2.2. Fiatal egerek vizsgalata

2.2.1. Bakteridlis fertézés modellezése

Az LPS injekcio hatasara - mely a természetesen is eléforduld bakterialis
fertézést modellezi - olyan tiinetek figyelhetéek meg, melyek akar érzelmi zavarokban
is el6térbe keriilhetnek (anhedonia, kognitiv diszfunkcid, szorongas, faradtsag, stb.) (Al-
Amin és mtsai 2016). Masik relevanciaja az alkalmazasanak, hogy egyes kutatasok azt
mutatjak, hogy korai fertézések kockazati tényezo6i lehetnek a felnéttkorban kialakuld
neuropszichiatriai zavaroknak, érzékenyebbé téve az alanyt (Reus és mtsai 2017).

Az egereknek posztnatalisan, 14-15 naposan lipopoliszacharid (LPS) injekciot
adtunk, bakterialis fertézést modellezve (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo. USA; 055:B5;
100 pg/ml/kg, fiziologias sooldatban oldva), a kontroll allatok fiziologids sdoldatot
kaptak intraperitonealisan (i.p.). Egy oraval késobb a begytijtott vérbdl hormonszinteket
(ACTH, kortikoszteron) mértiink, és egy Kkis darabot az allat farkabol genotipizalasra
kiildtiink. Az éallatok véletlenszeriien lettek beosztva a kiillonbozé csoportokba, a

genotipus meghatdrozasa a kisérletek utan zajlott.

2.2.2. Ultrahangos vokalizdcié (ultrasonic vocalization, USV)

Az anyai szeparaci6 hatasara a fiatal allatok ultranhangot bocsatanak ki (Noirot
1972, Takahashi €s mtsai 2009), mennyiségének jellemzésébdl az allat szorongod
fenotipusara  kovetkeztethetiink.  Preklinikai  vizsgalatokban validalt, gyakran
alkalmazott modszer a szorongasoldod gyogyszerek jellemzésére (Gardner 1985, Miczek
¢s mtsai 2008).

A fiatal allatokat az anyjuktol elvalasztva egy hangszigetelt szobaba vittiik és
egy 600 ml iiveg f6z6poharba helyeztiik alom nélkiil 10 percre (Varga és mtsai 2015).
Az ultrahangokat egy specialis detektor (CIEL detector cdb 205, Koenigslutter,
Németorszag) - melynek mikrofonja 12 cm-rel az iiveg teteje felett volt — segitségével
szamitogépen rogzitettiikk. Az adatokat Audacity 2.0.5. nevil ingyenesen hasznalhato
szoftver segitségével rogzitettiik. A detekcios spektrumot 30-50kHz kozé allitottuk,
majd USV Counter (Zsebdk Sandor altal fejlesztett) nevii szoftverrel elemeztiik. A
kibocsatott ultrahangok szamat, frekvenciajat (6sszes hang / 10 perc) és a hangok

hosszat vizsgaltuk.
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2.3. Felnétt egerek vizsgalata

2.3.1. Motoros koordindcié vizsgdlata (forgé rud (rotarod))

Ezt a tesztet leggyakrabban valamilyen drog hatdsanak jellemzésére, agyi sériilés
kovetkezményeinek vizsgalatara hasznaljak. Jol alkalmazhaté valamilyen genetikai
modositas kovetkezményeinek jellemzésére, melyben az egyensulyt €és motoros
koordinacidt vizsgaljak. (Minasyan ¢és mtsai 2009).

Kisérletiinkben az egereket egy 6 darab 3 cm atmér6ji forgd rudat tartalmazod
szerkezetre helyeztiik (1ITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA), de mi egyszerre
csak egy egeret teszteltliink. A rad forgasa 5 rpm-r6l 25 rpm-re gyorsult egyenletesen, 1
perc alatt. Mértiik, hogy az allat mennyi ideig képes a ridon maradni, vagyis a leesés
latenciajat (egy menet maximum 1 percig tartott). A tesztet haromszor ismételtiik meg
30 perc kiilonbséggel és a harom mérés atlagat vettiik. Az egyes allatokat mindig
ugyanarra a forgo radra helyeztiik, ahol el6zéleg is voltak (Horvath és mtsai 2014).

Minél eldbb leestek a radrél, annal valosziniibb, hogy valamilyen mozgéaskoordinacios

problémaja van az allatnak.

A vizsgalatunkban arra voltunk kivancsiak, hogy az optogenetikai stimulélés
vagy VGIUT3 transzporter hiany volt e hatassal az allatok fajdalomkiiszobére. Az
irodalomban haromféle fajdalom érzékelést kiilonitenek el, nociceptiv, neuropatias,
centrdlis szenzitizacids fijdalom (Chen és mtsai 2016), de a nociceptiv fijdalmat
kiilonféle ingerek (h6 vagy termaélis, elektrosokk, stb.) is kivalthatjak.

A termalis fajdalomkiiszobot egy elektromosan melegithetd padon teszteltiik. A
teszt napjan az allatokat el6szor hozzaszoktattuk a szerkezethez, amely egy melegithetd
fém lapbol és hozza tartozé miianyag keretbdl allt (1ITC Life Science, Woodland Hills,
CA, USA). A habituaci6 10 percig tartott mialatt a fémlap alland6 35 °C fokos volt. A
teszt soran a fémlap 6°C/perc sebességgel folyamatosan melegedett, addig a pontig,
amig az allat lathatd jelét nem adta a fijdalom érzekelésének, amely gyakori
labemelgetést, annak nyalogatdsat, ritka esetben ugralast jelentett (Horvath és mtsai
2014). Ezutan azonnal elkezdtiik a fémlemez lehiitését, egészen a kezdé homérsékletig.

A tesztet haromszor megismételtik egy perces sziinetekkel. A hdérzékelés

46



fajdalomkiiszobét - ahol a labemelé magatartast (PWT: ,, paw withdrawal threshold”)
megfigyeltiik - a harom alkalom atlagaban, Celsius-ban fejeztiik ki.

Az aramiités fajdalomkiiszobének vizsgalatat 3 perces habituaciot kovetden
kezdtiik. A teszt doboz ¢s az aramiités idobelisége megegyezett a kondicionalt félelem
tesztben alkalmazottakkal, azzal a kiilonbséggel, hogy a labsokk erdsségét 30
masodpercenként emeltiik 0,05mA-al és a maximum erdsséget 1,2 mA-ben hataroztuk
meg, hogy elkeriiljiik a sériilést. ElsOként az érzékelési kiiszobot (,,flinch”) hataroztuk
meg, mely a legalacsonyabb aram intenzitast jelenti, és amely mar megfigyelhetd
magatartasi valaszt valt ki. A masik feljegyzett paraméter, pedig az ugras (,,jump”),
amikor az allat egyszerre legalabb harom labbal nem érinti a racsos aljzatot (ezek koziil
kettébnek a mellsé labanak kell lennie). Az eredményeket az dramerdsség

mértékegységében, mA-ben fejeztiik ki.

A vizsgalatunk soran a kényszeres uszds tesztet a megkilizdési stratégia

vizsgalatara hasznaltuk, Porsolt tesztje alapjan (Porsolt és mtsai 1977). Az egereket egy
henger alaku tivegtartalyba (40 cm magas és 10 cm atmérdjii) helyeztiik, amit 24+1°C
homérsekletii csapvizzel toltottiink fel (Aliczki és mtsai 2013). Viszgaltuk a lebegés
(,.floating”’), mint a passziv megkiizdési stratégia eléfordulasat, mely soran az allat csak
a legsziikségesebb mozdulatokat végzi annak érdekében, hogy a fejét a viz felszine

felett tartsa

2.3.4. Hallas vizsgdlata (stratle vdlasz)

Az irodalomi adatok alapjan, a VGIuT3 egértorzs siiket, mert benniik a hangra
kivaltott dsszerezzenési (startle) reflex nem miikddik (Amilhon és mtsai 2010). Annak
bizonyitasara, hogy sajat kolonidnk hasonlit az irodalomban alkalmazott torzsre,
megismételtik ezt a vizsgalatot. Az egerek hallasat mi is erés hangot kdvetd
Osszerezzenés esetén bekovetkezd tomegvaltozassal mértiik. Az 4llatokat egy
hangszigeltelt dobozban 1évd sulymérd érzékeldre helyeztiik kis milanyag dobozban

(Animal Acustic Startle System; Coulbourne Instruments, Holliston, USA). 5 perces

47



habituacio utan kezdtiik a tesztet, mely 5 darab 40 ms hosszi 120dB erésségii hangbol
allt, melyek 20 masodpercenként kovették egymaést. A program a 0dB intenzitas alatt
mért tomegvaltozassal Osszehasonlitva szamitotta ki az Osszerezzenési valaszt. Abban
az esetben, ha nem mért tomegvaltozast, dsszerezzenést, illetve az esetlegesen mért
tomegvaltozas nem kiilonbozott a 0dB alatt érzékelttdl, feltételezhetjiik, hogy az allat

nem hallotta a lejatszott hangot.

2.3.5. Megemelt keresztpallo teszt (elevated plus maze, EPM)

Az egyik legelterjedtebben alkalmazott teszt szorongas vizsgalatara. Alapja,
hogy a ragcsalok ismeretlen kornyezetbe keriilve, igyekeznek megismerni az 1j
kornyezetet, azonban nem kedvelik a nyilt tereket (Pellow és mtsai 1985). A kornyezet
megismerésének motivacioja és a nyilt terektol vald félelem verseng egymassal. Ha
szorongasoldd szert adunk az allatnak viselkedése megvaltozik, tobb idot fog tolteni a
nyilt teriileten (Bourin 2015).

A megemelt keresztpallo teszt soran az allatokat egy fekete, fém, két egymast
keresztez6 karral rendelkezd apparatusra helyeztiik, melynek két szemben 1évo karjat fal
vette koriil (70 cm magas, karok 50 cm hossza és 10 cm szélesek, centruma 10x10 cm
¢s a zart kar magassaga 40cm). A vizsgalt allatokat a megemelt keresztpalld centruméba
helyeztiik, igy hogy a nyilt kar felé nézzenek, és a teszt 5 percig tartott. Mértiik, hogy
az allat az 1d0 hany szazalékat toltotte a nyilt karban, illetve a nyilt kari belépések
(harom labanak az 0j térrészben kellett lennie) szamat, melyet az Gsszes (zart+nyilt)
karba wvalo belépés szamaval osztottunk (mozgékonysagtol fiiggetlen szorongas
paraméter). Figyeltiik a zart kari belépési frekvenciat is, mely jellemzi az allat altalanos

mozgékonysagat.

2.3.5. Nyilt tér teszt (open field, OF)

A nyilt tér tesztet alapvetden az dallatok mozgékonysaganak vizsgéalatara
fejlesztették ki, azonban jol hasznalhato szorongas vizsgélatara is, melyben szintén az 0j
kornyezet felfedézésnek motivacioja és a nyilt tértdl (porond kozepe, centrum) valod

félelem verseng egymassal (HallBallachey 1932, PrutBelzung 2003).
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Az allatokat egyenként egy fehér milanyag arénaba (40 cm x 36 cm x 19 cm)
helyeztiik 5 percre. Két részre osztottuk az arénat egy periféridra és egy centruma, mely
utobbi az egész teriilet 60%-at fedte le. Az allatok altal megtett utat (cm), sebességiiket
(cm/s), és a centrumba vald belépés frekvenciajat mértiik. Az utobbi az allatok

szorongasanak mértékét adja meg.

3. Immunbhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai modszer segitségével becsiiltik meg az aktivalodott
idegsejtek szamat a c-Fos jelenléte alapjan. A c-Fos a korai aktivalodasu gének (IEM:
immediate early gene) csaladjaba tartozik, atirodasuk az idegsejt stimulacidja utan
gyorsan indukalodik (Minatohara és mtsai 2015). A magatartas tesztek kezdete utan 90
perccel az allatokat elaltattuk (ketamin-xylazin koktéllal), majd ezt kovetd
transzkardialis perfuzioval fixaltuk az agyukat. A traszkardialis perfuziot elészor 3
perces fosztfat pufferes (phosphate-saline buffer (PBS)) mosassal, azt kovetden, pedig
20 perces PBS-ben oldott 4% paraformaldehid (PFA) oldattal végeztiik. Az agyakat 24
oraig posztfixaltuk +4°C-on majd ujabb 24 oraig 20 %-os gliikozt tartalmazd PBS-ben
aztattuk +4°C-on. Ezutdn fagyasztottuk és -80°C-on taroltuk feldolgozéasig. A
fagyasztott mintat 30 um vastag szeletekre vagtuk szdnkamikrotom segitségével. A
metszeteket 0,5% Triton X-100-at (Calbiochem) és 0,5% H,0O,-ot (Sigma-Aldrich)
tartalmazd PBS-ben inkubaltuk 30 percig. Ezutdn a nem specifikus antigéneket 2%
bovine serum albumint (BSA; Sigma—Aldrich) tartalmazé PBS-ben blokkoltuk szintén
30 percig szobahdmérsékleten. A PBS-ben oldott elsddleges c-Fos antitesttel (nyul anti-
c-Fos, 1:5000, Santa Cruz Biotechnology) 72 o6raig +4 °C-on inkubaltuk a mintakat.
Ujabb PBS mosas utdan 1 o6raig inkubaltuk a mintdkat biotinalt anti-nyal IgG
masodlagos antitestet (1:500, Jackson ImmunoResearch) tartalmazé oldatban, és még 1
orat avidin—biotin komplexet (1:1000, ABC Vectastain Elite kit, VVector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) tartalmaz6 0,05 M Tris-ben (TBS, pH=7.6)
szobahOmérsékeleten. Ezt kovetd tobbszori PBS mosas utan Ni-DAB-al (nikkel 3,3’-
diaminobenzidin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)) tettiik lathatova az immunjel6lt
sejteket (30 percet aztattuk 0,2 mg/ml DAB-ot, 0,1% nikkel-ammonium-szulfatot és
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0,003% H,0,-ot tartalmazd PBS-ben). Az enzimatikus reakciot PBS mosassal allitottuk
le. A mintakat DePeX-el (Sigma—Aldrich) fedtiik.

Az aktivalodott sejteket Olympus BXS51 fénymikroszkoppal 20x nagyitassal
fényképeztiik és az immunpozitiv sejtek szamat Scion Image program (version: 4.0.2;
freeware software) segitségével elemeztik a sziirkeség  kiiszobértékének
figyelembevételével (Tulogdi és mtsai 2012). A 20 pixelnél kisebb struktarakat kizartuk
az elemzésbdl ¢és az egymastol 150 um-re 1évo 4 metszet mindkét oldalan végeztiink
méréseket, azaz allatonként 8 adatot atlagoltunk minden agyteriilet esetén. A c-Fos
aktivitas valtozast a kontrollokhoz mérve abrazoltuk, mely sordan a kontrollok értékét

100 %-nak tekintettiik.

4. Génexpresszio vizsgalata (rtPCR)

A vizsgélni kivant agyteriileteket RNdz mentes kornyezetben szarazjégen
gyljtottiik. A feldolgozds soran eldszor a szovet darabokat 500 pL Quiazol Lysis
Reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA) segitségével homogenizaltuk, majd az RNS-t
izolaltuk a mintakbol QIAGEN RNeasy MiniKit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
hasznalataval a gyart6 altal javasolt protokoll szerint. A minta mindségét és teljes RNS
mennyiségét NanoDrop (Thermo Scientific) spektrofotométerrel allapitottuk meg. A
cDNS gyartasat nagy kapacitdst cDNS reverz transzkriptdzt tartalmazo oldattal
végeztiik (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Az mRNS mennyiségét rt-PCR
(ABI StepOnePlus instrument (Applied Biosystems)) segitségével hatdroztuk meg a
megfeleld primerek és Power SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) felhasznalasaval. A génexpresszio analizisét ABI StepOne 2.3
program (Applied Biosystems) segitségével végeztiik (Pinter-Kubler és mtsai 2013). A
kapott adatokat normalizaltuk az adott allatban és agyteriiletre jellemzd ,,house keeping”
génekkel (hipofizisben: riboszomalis fehérje S18 (RPS18) (Kriszt és mtsai 2015);
hipotalamuszban: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) (Demeter és mtsai

AT médszer alkalmazasaval a kontroll csoporthoz

2016)), és az eredményeket a 2
viszonyitva adtuk meg. A valtozéast a kontrollokhoz mérve abrazoltuk, mely soran a

kontrollok értékét 100 %-nak tekintettik.
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A primerek patkdnyok esetén (az Applied Biosystem-tdl beszerezve):

glutamat AMPA receptoranak alegységei: GIUALl (Grial, Rn00709588 m1), GIluA2
(Gria2, Rn00568514_m1) GAPDH (Rn01775763_g1)

A primerek egerek esetén (sajat tervezés):

GAPDH (forward: ACAGCCGCATCTTCTTGTGC,
reverse:GCCTCACCCCATTTGATGTT);

CRH (forward:CGCAGCCCTTGAATTTCTTG,
reverse:CCAGGCGGAGGAAGTATTCTT);

AVP (forward:CTGCTGCAGCGACGAGAG,
reverse:CTGTACCAGCCTTAGCAGCA);

RPS18 (forward: TCCAGCACATTTTGCGAGTA,
reverse: TTGGTGAGGTCGATGTCTGC);

POMC (forward: TGCTTCAGACCTCCATAGATGTGT,
reverse:GGATGCAAGCCAGCAGGTT);

CRH-R1 (forward: TGGGGAGAAGGCGACCAGAC,
reverse:CCAGGATCGCTCCGACATC);

V1b (forward:CTCTGCCGGGCTGTCAAATA,
reverse:ATGGCCAGCAGCATGTAAGT).
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5. Hormonkoncentraciok mérése vérmintakbol

A mintavétel utan a vérmintakat +4°C-on lecentrifugaltuk (2500rpm, 25 perc),
majd a kiilonvalt szérumot -20°C-on taroltuk radioimmunoassay-vel (RIA) tortént
feldolgozasig. A méréshez az intézetiink altal kifejlesztett specifikus antitesteket
(nyulban termeltetett, ACTH mérés esetén h-ACTHj.39 (n0. 8514) (Zelena és mtsai
1999)), kortikoszteron mérésnél kortikoszteron-3-karboximetiloxim-bovin szérum
albumin ellen (Zelena ¢és mtsai 2003) hasznaltunk. ACTH mérés esetén a
hormonkoncentraciét 50 pl szérumbol hataroztuk meg. Az antitest nagy specifitast
mutat. A keresztreakci6 ardnya a-MSH-val 0,2 %, ezenkiviil nem mérhetd szignifikans
keresztreakcid y-MSH, CLIP, ACTHi1 24, ACTH2539, ACTH; 14, and ACTHj 19
peptidekkel. Egy futtatason beliil a szoras 4,7 % volt.

crer

25| jelslt karboximetiloxim-tirozin-metil észtert hasznaltunk és a

anyagként (tracer)
transzkortinnal (CBG) val6 reakciot alacsony pH alkalmazasaval zartuk ki. A mérés
érzékenysége 1 pmol, és a mérésen beliili szoras 7,5 % volt. Az egy kisérlethez tartozo
mintakat mindig egyszerre mértilk, hogy a mérések kozotti (inter-assay) szorast
kikiiszoboljiik. A hormonkoncentraciok valtozasat a kontrollokhoz mérve abrazoltuk,

mely soran a kontrollok értékét 100 %-nak tekintettiik.

6. Farmakologiai kezelés

A félelmi kondicionalas utan 1 illetve 28 nappal a dobozba visszahelyezés elott
1 6raval a patkanyok CP-AMPAR antagonistat (IEM-1460; Tocris Bioscience) kaptak
intraperitonealisan. Az antagonistat kiilonb6z6 dozisokban (1mg/kg vagy 3mg/kg IEM-
1460 drogot 2ml/kg fiziologias sdoldatban oldva) adtuk, illetve kontrollként egy masik
csoport allat fiziologias sooldatot (0,9% NaCl) kapott. A dozisokat az irodalom alapjan
valasztottuk (Gmiro és mtsai 2008, Kobylecki és mtsai 2010).
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7. Optogenetikai vizsgalat

A vizsgalat soran el6szor az MR régid teriiletére virust injektaltunk. Két hét
eltelte utan megtortént az optikai szal beiiltetése, és az allatok atkertiltek egy virus
injektalt allatok tartasara szolgalo helyiségbe. Az operaciok soran az allatokat ketamin-
xylazin koktéllal (i.p. 25mg/kg xylazine-t és 125mg/kg ketamine-t oldottunk fel 0.9%
fiziologias sooldatban) altattuk el. Egy hét felépiilési id6 utan kezdddtek a magatartas
tesztek a fentiekben leirt protokollok alapjan. A magatartas tesztek utan az allatok agyat
transzkardialis perfuzidval fixaltuk és immunhisztokémiai vizsgalattal elemeztiik a virus

¢s a betiltetett optikai szal helyét.

7.1. Virus injektalasa

40 uL channelrodopszint (ChR2, channelrhodopsin; AAV2.5.hSyn. hChR2
(H134R) eYFP.WPRE.hGH; 1.3e13 GC/ml; Addgene26973) vagy halorodopszint
(NpHR (AAV9.hSyn.eNpHR3.0-eYFP.WPRE.hGH; 2.04e13 GC/ml; Addgene26972)
tartalmaz6 adeno-asszocialt virust (AAV; Penn Vector Core, PA, USA) injektaltunk a
MR teriiletére tivegkapillarison at egy pumpa segitségével (MicroSyringe Pump
Controller (World Precision Instruments)) a kovetkezé koordinatakra: AP: -4.10 mm

Bregma-tol; lateralisan: 0.0 mm a kézépvonaltol; DV: -4.60 mm a koponyafelszintdl.

7.2.  Optikai szal beiiltetése

A beiiltetett optikai szalat tartalmaz6 csatlakozot a laborban készitettiik el, egy
multimodalis optikai szalbol (250 pum atméréji és 105 um magatméréjia, AFS
105/125Y, NA: 0,22, low-OH, Thorlabs
Corp.) ¢és egy fém csatlakozobol (LMFL-
172-FL-C35-0OSK, Senko). Optikai szalat

tartd fém csatlakozot akril ragasztd €s két

csavar (Duracryl Plus; SpofaDental, Czech |
Republic)  segitségével  rogzitettik  a 11. 4bra: Beiiltetett optikai szal és

L elhelyezkedése az allat fején.
koponyafelszinhez (11. dbra). Az optikai szal
megfeleld helyre vald beiiltetéséhez a sztereotaxis karjat 10°-ban megdontéttiik, hogy

elkertiljik a sinus megsértését, igy a koordinatak a kovetkezok voltak: AP: -4.80 mm
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Bregma-tol; lateralisan: 0.0 mm a kdézépvonaltol; DV: -4.10 mm a koponyafelszintdl,

illetve igy a stimuléci6 az egész MR régiot érintette.

7.3.  Lézeres stimulacio6 vagy gatlas alkalmazasanak maédja

A ChR2-t tartalmaz¢ virussal injektalt egerek esetén kék fényii (473 nm), NpHR
csatornat tartalmazo6 allatok esetén sarga fényti (561 nm) lézert (Ikecool Corp. Anaheim,
CA, USA) alkalmaztunk (12. abra). A 1ézerfény fokuszalasa utan egy optikai kabellel
(105 um magatméréjic FT900SM ¢és FTO030-BLUE kabellel, Thorlabs Corp.))
teremtettiink kapcsolatot a 1ézer és az egér fején 1évo csatlakozo kozt. A nettd energiat
folyamatos fényaram mellett mértiikk és allitottuk be 10-20 mW kozotti értékre egy
teljesitményméré segitségével (Coherent, LaserCheck, Santa Clara, CA, USA) minden

kisérlet elott.
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12. abra: Az altalunk optogenetikai technikaval megvilagitott teriilet és a fény terjedése az agyban.
DRN: dorzalis raphe mag; MRN: medialis raphe mag; pMR: paramedialis raphe mag; MRR: medialis
raphe régio; RtTg: retikulotegmentalis mag; forras:(Yizhar és mtsai 2011).
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13. abra: Szerotonin felszabadulas in vitro mérése ChR2-vel injektalt MR-t tartalmazé szeleten,
kiilonb6z6 frekvenciaji stimulalas hatasara. (forrds: Goloncsér és mtsai kozlés alatt allo cikkébol)

A stimulacidés mintdzat kivalasztdsdhoz egyrészt az irodalomban taldlt adatok
(Kocsis és mtsai 2006), illetve Intézetiink masik munkacsoportjaban végzett in vitro
kisérletek voltak segitségiinkre (13. abra). Az in vitro kisérletben a ChR2-t tartalmazo
MR régiobdl szarmazd agyszelet stimulacidja utdn felszabadulo, radioaktivan jelzett
szerotonint mérték. A legnagyobb mennyiségben 50 Hz-es stimulacié esetén szabadult
fel szerotonin, majd szinte minden esetben 5-7 perc utan csokkenni kezdett a
mennyisége a neuronok szerotonin raktarainak kimeriilése miatt. Igy kisérleteinkben is
50 és 20 Hz stimuladcidkat alkalmaztunk, és maximum 5 percig stimulaltunk. Az
optogenetikai gatlds soran a mar ismertetett elektromos labsokk alatt és utdna még 30
percig folyamatos fénnyel gatoltuk a virus injektalt neuronokat (14. abra) (FreyFrey
2008, Montarolo és mtsai 1986, Raimondo €s mtsai 2012).

: . . L Elektromos léabsokk mintazata és gatlas
Stimulaciés mintazat

mn1 2 3 4 5 Elektromoslabsokk g g g gmannuu
EEEEEEEEEE 50H=z Gatlas mintazata
=‘E§ﬂ theta bursts T2 ma;n 4 5

14. abra: Az MR régi6 optogenetikai modulicidja soran alkalmazott 50 Hz és az elektromos
labsokkolas alatti folyamatos gatlas ritmusdnak vazlatos rajza.
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7.4. Anatomiai analizis

A perfuzid utan az optikai szalakat Ovatosan eltavolitottuk ¢és 24 oraig
posztfixaltuk +4°C-on, majd 0jabb 24 o6raig 20 %-os gliikdzt tartalmazé PBS-ben
aztattuk +4°C-on. A virus helyének pontos meghatarozasa céljabol a virussal mar
bejuttatott fluoreszcens jelet tovabb erdsitettiik, illetve az 5-HT neuronokat is
megfestettilk. Az 50 um-es koronalis metszeteket (Vibratome VT1200S, Leica, Wetzlar,
Germany) elsédleges antitestet (nytl anti-szerotonin, 1:10000, ImmunoStar, Hudson,
WI, USA; CatNo: 20080; csirke anti-GFP, 1:2000, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA; CatNo: A10262) tartalmazdo TBS oldatban inkubaltuk 2 napig. Mosas utan
inkubaltuk a szeleteket masodlagos antitestet (Cy3-konjugalt szamar-anti-nyul, 1:500,
Jackson ImmunoResearch West Grove, PA, USA; CodeNo:711-165-152; Alexa488-
konjugalt kecske-anti-csirke, 1:1000, Life Technologies, CatNo: A-11039) tartalmazo
TBS oldatban egy éjszakan at. Ujabb TBS mosasok utin a metszeteket lefedtiik és Zeiss
Axioplan mikroszkop segitségével értékeltiik. Az optikai szal altal megvilagitott tertilet
nagysagat Yizhar és mtsai altal meghatarozott paraméterek alapjan hataroztuk meg (12.
abra). Kizartuk azokat az allatokat, amelyek gyenge virus jelolést mutattak vagy az

optikai szl nem a megfeleld helyen volt.

A kovetkezo csoportokat kiilonitettiik el a magatartas vizsgalatokhoz (15. abra)

~Stimulacids kontroll”: ha a virus és optikai szal elhelyezkedése megfeled

volt, azonban nem alkalmaztunk lézeres stimulaciot, illetve ha az optikai szal
az imént emlitett helyen volt, azonban nem volt virus jelenlét az MR
régidban

e . Hely kontroll”: ha a virus expresszi6 lathatd volt az MR régioban, azonban

az optikai szal vége az MR région kiviil volt, és a megvilagitds nem érhette
el a ChR2-t kifejez6 neuronokat

e MR régio6 részleges stimulacidja (,,partial”): a virus expresszié az egész MR

régiora kiterjedt, azonban az optikai szal vége dorzo-ventralisan az MR régid
egy-harmadanal volt

e MR régio teljes stimuldciodja (,,central”): ha az optikai szal vége az MR régio

felett, dorzo-medialis részen helyezkedett el, és az egész régidban virus

expresszio volt megfigyelhetd
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e Sokk kontroll: NpHR virus expresszié jelenléte, de sem elektromos
labsokkot, sem optogenetikai stimulaciét nem alkalmaztunk

e Sokk: NpHR virus expresszid jelenléte, elektromos labsokkot kaptak, de
optogenetikai gatlast nem

e Gatolt: NpHR virus expresszido jelenléte, elektromos Iabsokkot ¢s

optogenetikai gatlast is kaptak az allatok

LStimulaciés kontroll”  ,Hely kontroll” Részleges stimulacié  Teljes stimulacio

15. abra: Az optogenetikai stimulici6 soran vizsgalt csoportok az MR régié virus fert6zottsége és az
optikai szl helyezete alapjan.

Kiilon allatokon - parhuzamos agymetszeteken ellendrzott miitéti sikeresség esetén - a

korabban emlitett modon c-Fos immunhisztokémiaval idegsejtaktivitast is vizsgaltuk:
A c-Fos idegsejtaktivitas vizsgalata soran 1étrehozott csoportok:

e _home cage” kontroll: sajat lakddobozdban maradt, nyugodt koriilmények

kozott

e .no ChR2” kontroll: virus expresszid6 nem volt az agyukban, de operalva

voltak, illetve kondicionald dobozba is bekeriltek, de sem elektromos sem
optogenetikai stimulalast nem kaptak

e .no light” kontroll: volt virus expresszid6 az MR régidoban, kondicionald

dobozba keriiltek, de nem voltak optogenetikailag stimulalva

e 50 Hz stimulalt: volt virus expresszi6 az MR régioban, kondicionald

dobozba keriiltek, ¢és optogenetikailag stimuldlva voltak (,,central”

stimulacionak felel meg)
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8. Adatok statisztikai elemzése

A kiilonb6z6 vizsgalatok soran kapott adatok elemzése STATISTICA 12.0
programmal tortént (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Az adatokat egyszempontos (one-
way), tobbszempontos (factorial) ¢és ismételt méréses (repeated measure)
varianciaanalizissel (ANOVA) elemeztiik. A szignifikdns fOhatdsokat tovéabbiakban
Newman-Keuls/Duncan post hoc analizissel elemeztiik. A korrelaciot tobbszords
(linearis) regresszioval vizsgaltuk. Az adatokat atlag+standard hiba (standard error of
the mean; SEM) formatumban adtuk meg. Szignifikans hatasnak a p<0,05 értékeket
tekintettiik.
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9. Kisérleti elrendezés

9.1. A félelmikondicionalas rovid és hosszutavi hatasainak vizsgalata és a
glutamat szerepének vizsgalata patkanyokon

A magatartadsbeli valaszokat vizsgaltuk félelemi kondiciondlds hatdsara. A
kontroll (5 percre a sokkoldé dobozba keriilt) vagy az elektromos labsokkot kapott
patkanyokat egy vagy 28 nappal késébb 5 percre visszahelyeztiik a sokkold dobozba.

Az els6 kisérletsorozatban a tesztet kovetéen dekapitaltuk az allatokat ((2 kontroll
¢és egy sokkolt) 3 alkalommal (n=10db/csoport)) sokkolas utan, és 1 illetve 28 nappal
késobb az 5 perces visszahelyezés utdn. Vizsgaltuk a tesztdobozban mutatott
magatartast, a teszt végén mérhetd ACTH és kortikoszteron szinteket, valamint egy
masik csoport allatbol agyteriileteket (vmPFC (PrL és IL teriilete), BLA, CeA)
gyujtottink AMPA receptor alegységek (GluAl és GluA2) eléforduldsi aranyanak rt-
PCR-rel torténd vizsgalatara (n=8-7db/csoport).

Egy kovetkezd sorozatban a félelmi kondiciondlas utan egy vagy 28 nappal a
patkanyokat (n=5/csoport) a teszt dobozba vald visszahelyezést kovetden 90 perccel
perfundaltuk, és az idegsejt aktivitast korabban leirt médon c-Fos immunhisztokémiaval
(PFC (PrL, IL, dorzalis pedunkularis régio (DP)), hippokampusz (CAl, CA2, CA3),
amigdala (BLA, MeA, CeA)) vizsgaltuk.

Harmadik sorozatunkban a dobozba valo visszahelyezés (1 vagy 28 nappal
késobb) el6tt 1 oraval a patkanyok CP-AMPAR antagonistat (IEM-1460, i.p) kaptak.
Az antagonistat kiilonb6z6 doézisokban (1mg/kg vagy 3mg/kg) adtuk, illetve a
kontrollok fiziologias sdoldatot (0,9% NaCl) kaptak (n=14-13db/csoport).

9.2. A VGIuT3 hianyos egerek

A magatartas vizsgalatokat az allatok szamos élettani tulajdonsaga befolyasolhatja
(pl. sulyosabb allatnak nehezebb megtartania magat a mozgaskoordinacidt vizsgald
forgod rud teszten), ezért eldszor a KO torzsiinket altalanossagban jellemeztiik (testsuly,
viz és taplalékfogyasztas, forgorad, fajdalomkiiszob, megkiizdési stratégia, hallas

vizsgalat) (n=11-9db/csoport).
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A korai fejlodési és kornyezeti hatasok is meghatarozoak, és mivel irodalmi
adatok a feln6tt allatokat szorongdbbnak mutattdk (Amilhon és mtsai 2010)
megvizsgaltuk, ez velesziiletett tulajdonsaguk-e.

A sziiletés utan 7-8 nappal hasonlitottuk 6ssze az anyjuktol 10 percre elvalasztott
fiatal egerek ultrahang kibocsatasat (n=13-10db/csoport). Majd egy héttel
(posztnatalisan, 14-15 naposan) késobb LPS injekciot adtunk, bakteridlis fertézést
modellezve. Egy oOraval kés6bb a begyiijtott vérbdl homonszinteket (ACTH,
kortikoszteron) mértiink, és egy kis darabot az allat farkédbol genotipizalasra kiildtiink.

Végiil f6 célunk a felnétt allatokban a VGIuT3 hidny hatdsainak vizsgalata volt
félelmi kondicionalasra. Eldszor kontroll, intakt egereken bizonyitottuk az elektromos
labsokk révid (1 nap) és hossza (7 nap) tavi magatartasi (10-8db/csoport) és HHM
tengelyre (n=10db/csoport) gyakorolt hatasat (Haller és mtsai 2014). Ezt kovetéen
VGIuT3 WT ¢és KO egereket sokkoltunk, majd 1 és 7 nappal késobb 5 percre
visszahelyeztiilk Oket a sokkoldo dobozba (n=11-9db/csoport). A félelmi reakcio
generalizalddasanak megitélésére ugyanezen allatokon EPM (14-15 nappal a sokk utan)
tesztet is végeztiink. Mivel szamos allat — valdsziniileg a félelem jeleként — leugrott a
vizsgalati eszkozrol, ezért az eredmények megitélésénél ezt figyelembe kellett venni,
Oket kizartuk a statisztikabol (leugrott: n=7-5db/csoport). Majd 16-17 nappal a sokk
utdn még egy 5 perces OF tesztet is végeztiink. Annak megerdsitésére, hogy a KO
allatok csokkent mozgékonysaga az Ujdonsagtol vald félelmiikbdl fakadt, kiilon
allatokon 15 perces OF tesztet is végeztiink (n=13-11db/csoport) és a mozgékonysag
1dobeli alakulasat kovettiik. A VGIuT3 hiany HHM tengelyre gyakorolt hatasat az egyes
tesztek (sokk, OF) utan vett hormonszint valtozasokbol (ACTH, kortikoszteron)
probaltunk kovetkeztetni, illetve kiilon éllatokon rt-PCR segitségével a VGIuT3
kronikus hianyanak HHM-tengely komponenseire (CRH, CRHR1, AVP, V1b, POMC)
gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk (n=7db/csoport).

9.3. MRrégio vizsgalata optogenetikaval
A MR régiot optogenetikai technikaval serkentettik és gatoltuk, majd
kondicionalt félelem tesztben vizsgaltuk ennek magatartasbeli hatdsait. A mar

ismertetett kondicionalt félelem teszt protokolljat alkalmaztuk kisebb modositasokkal.
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Az MR stimulacié sordn nem hasznéltunk elektromos labsokkot, helyette hasonld
ritmusban alkalmazott theta burst-tot (ez 50 Hz-es stimulaciot jelentett) vagy 20 Hz-et
alkalmaztunk; a gatlas soran, pedig a mar ismertetett elektromos labsokk alatt és utdna
még 30 percig folyamatos fénnyel gatoltuk a virus injektalt neuronokat. Az egy nappal
késdbbi és egy hetes visszahelyezésnél is csatlakoztattuk az optikai szalat az allat fején
1év6 csatlakozohoz, hogy a lehetd legjobban felidézziik a kontextust. El6szor az akut
sokk, sokk alatti MR régio gatlas (n=15-7db/csoport), illetve MR régi6 stimulacio
(n=14-9db/csoport) alatt bekovetkez6 magatartasbeli valtozasokat kovettiik, majd 1 és 7
nappal késébb a félelmi reakciot vizsgaltuk.
aktivalodott agyteriileteket c-Fos immunhisztokémiaval elemeztiik (PFC (Cgl, PrL, IL),
PVN, BNST, hippokampusz (CA1, gyrus dentatus, hilus), amigdala (BLA, MeA, CeA),
PAG (dorzomedialis (dm), dorzolateralis (dl), lateralis (I), ventrolateralis (vl))
(n=8db/csoport).

Annak bizonyitdsara, hogy az optogenetikai gatldss nem a fijdalomérzet
befolyasolasa - hanem a félelemi szituacié megitélésének megvaltoztatasan keresztiil -
révén hatott, a sokkolds utdni 10-11. napon megmértiikk a gatlas hatasat a

fajdalomkiiszobre vonatkoztatva is (n=13-10db/csoport).
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V. Eredmények

1. Félelmi kondicionalas rovid és hosszabb tava hatasai

patkanyokban
= Sokk napja = Rovid tav (1 nap mulva) El Hosszabb tav (28 nap mulva)

1.1. Magatartasbeli valtozasok

100 - 100 1 ay 25 -
Hit #
A * ok k% B C
80 - 80 - 20
60 - by 60 - 15 -
40 - 40 10 o
E3
20 20 A * ok % 5 4
i HH
* %k
0 N 1 0 = T 1 0 = T 1
kontroll sokk kontroll sokk kontroll sokk
Dermedés (id6 %) Exploraci6 (id6 %) Onépolas (id6 %)

16. abra: A félelmi kondicionalas indukalta magatartasbeli valtozas. (A) dermedéssel, (B)
exploracioval, (C) dnapolassal toltott ido a sokk napjan, illetve 1 és 28 nappal késobb.
** p<0,01 vs. kontroll; *p<0,05 vs. kontroll; ##p<0,01 vs. sokk napja; #p<0,05 vs. sokk napja

A félelmi kondicionalas soran alkalmazott elektromos labsokk hatasat
megfigyelhettiik akutan, rovid tavon (1 nap), illetve hosszabb tavon (28 nap) is.
Mindharom iddpontban a sokkolt allatok dermedéssel toltott ideje szignifikansan tobb
volt a kontroll allatokéhoz képest (SOkK: F(143)=194,35; p<0,01; nap: F(,43=0,59;
p<0,55; sokk x nap interakcio: F 43)=6,42; p<0,01; 16/A. abra ). A post hoc analizis
megmutatta, hogy a visszahelyezések alkalmaval a sokkot kapott patkdnyok tobb

dermedést mutattak, mint a sokk alatt. Valtozast lattunk az exploracio (sokk: F143)=
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367,18; p<0,01; nap: F143=36,81; p<0,01; sokk x nap interakcio: F(143)=56,30;
p<0,01; 16/B. abra), illetve az 6napolas (sokk: F(143)=39,99; p<0,01; nap: F43) =
33,62; p<0,01; sokk x nap interakcid: F(143=33,00; p<0,01; 16/C. abra) esetén is,
melyek mennyisége nagymértékben csokkent a sokk hatasara fliggetleniil annak akut
vagy korabbi alkalmazasatol. A post hoc analizisek alapjan, a kontroll csoportok sokk
napjan mutatott viselkedése az exploracio és Ondpolds tekintetében szignifikansan

kiilonbozott a tobbi nap adataitol.

1.2. Hormonalis valtozasok

A B
800 N sk %k 200 T
600 o *x * % c
S 160 -
- 2
N
5 400 - a
< =
£ 120 -
200 -~ =

O “Sokk 1nap 28nap 80 - 'Sokk 1 nap 28 nap

napja utan utan napja utan utan

17. abra: Hormonalis valtozasok a félelmi kondicionalas hatasara. (A) ACTH (fmol/ml) szint és (B)
kortikoszteron (pmol/ml) szint valtozasa a kontroll csoporthoz (sziirke sav) viszonyitva. *p<0,05 vs.
kontroll; ** p<0,01 vs. kontroll

A félelmi kondicionalas nem csak viselkedésbeli valtozasokat, hanem a HHM
tengely hormonjainak (ACTH és kortikoszteron) szintjeiben is valtozast idézett el6. A
kontroll csoport értékeit a sziirke sav mutatja. A sokk eldtt 1 nappal mért, nyugalmi
szintnek tekintett értékekben nem volt kiilonbség a csoportok kozott. Sem a kontroll,
sem a sokkot kapott csoportokban egyik vizsgalt hormon esetében sem volt szignifikans
kiilonbség a sokk napjan és az 1 illetve 28 nappal késébb mért értékek kozt. A sokk
hatasara nagymértéki emelkedést lattunk az ACTH esetén a kontrollokhoz képest, mely
1 illetve 28 nappal késdbb is magas szintet mutatott, ha az allatot ugyanabba a dobozba
helyeztiik vissza, ez esetben sokkolas nélkiil (sokk: F1 36 =44,71; p<0,01; id6: F(236) =
0,01; p=0,99; sokk x id6 interakcio: F 36 = 0,04; p=0,98; 17/A. abra). A kortikoszteron
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esetén nem lattunk szignifikdns kiilonbséget a kontroll és sokkolt allatok szintjei kdzott

(17/B. abra).
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1.3. c-Fos aktivacio vizsgalata

= Rovid tav (1 nap mlva) % Hosszabb tav (28 nap mulva)
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18. abra: c-Fos aktivacio vizsgalata félelmi tanulas szempontjabél relevans agyteriileteken (A) 1 és
(B) 28 nap miilva. A kontroll csoport értékeit a sziirke sav jelzi. PFC: prefrontalis kéreg, HC:
hippokampusz, BLA: bazolateralis, CeA: centralis, MeA: medialis amigdala; *p<0,05 vs. kontroll;
** p<0,01 vs. kontroll; ++p<0,01 vs. 1 nap mulva

Az abran csak a fobb terlileteket abrazoltuk, ha az alrégiok egyéni valtozasa
megegyezett. A kontroll csoport értékeit szintén a sziirke sav jelzi.

A vizsgalt agyteriileteken szignifikdns fohatdsokat talaltunk: A PFC esetén:
sokk: F115=10,62; p<0,01; id6: F115=134,27;, p<0,01; sokk x id6 interakcio:
Fa15=2,05; p=0,17, illetve részletezve: PrL: sokk: F15=5,22; p<0,05; idé:
F15=193,59; p<0,01; sokk x id6 interakcio: F(115=1,39; p=0,26; Cgl: sokk:
F15=5,22; p=0,07; id6: F(1,15=44,52; p<0,01; sokk x id¢ interakcid: F(115=0,30;
p=0,267759; IL: sokk: F(115=29,10; p<0,01; idé: F(115=164,21; p<0,01; sokk x idé
interakcio: F(115=11,62; p<0,01; DP: sokk: F( 15=5,22; p<0,07; id6: F15=56,41;
p<0,01; sokk x id¢ interakcio: F(1,15=0,85; p=0,37.

A hippokampusz esetén: SOKK: F114y=4,68; p<0,05; idd: F1,14=8,16; p<0,05;
sokk x id6 interakcio: F(1,14=8,16; p<0,05, és részletezve: CAL: sokk: F(114=1,38;
p=0,26; id6: F1,14=40,42; p<0,01; sokk x idd interakcid: F(1,14=2,39; p=0,14; CAZ2:
sokk: F1,14=4,58; p=0,05; idd: F(1,14=91,30; p<0,01; sokk x id6 interakcio: F(1,14y=2,37;
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p=0,14; CA3: sokk: F(114=0,96; p=0,3; id6: F(114=54,20; p<0,01; sokk x id¢ interakcio:
F(1,14=11,14; p<0,01.

Az amigdala magok kozott: BLA: sokk: F1,15=0,20; p=0,67; id6: F(1,15=298,67;
p<0,01; sokk x id6 interakcio: F(115=21,25; p<0,01; CeA: sokk: F(,15=2,97; p=0,11;
1d6: F(1,15=469,39; p<0,01; sokk x id¢ interakcio: F(115=3,25; p=0,09; MeA: sokk:
F,15=3,97; p=0,06; id6: F1,15=633,35; p<0,01; sokk x idd interakcio: F(1,15=0,30;
p=59.

A viselkedési és hormondlis valtozasokkal szemben a c-Fos aktivitasban
hatarozott kiilonbségek mutatkoztak az 1 (18/A. abra) és 28 napi (18/B. &bra)
visszahelyezés kozott. Alacsonyabb c-Fos aktivitast lattunk a PFC minden vizsgalt
tertiletén mindkét nap a kontrollokhoz képest. A hippokampusz esetén a sokkot kovetd
1 nap mulva csokkenést lattunk, mig 28 nap mulva szignifikédns kiilonbséget nem
tapasztaltunk a kontrollokhoz képest. Az amigdala alteriiletei vegyes képet mutattak. A
CeA és MeA esetén nem lattunk eltérést vagy emelkedett szintet mértiink a
kontrollokhoz képest, a BLA teriiletén azonban ellentétes valtozasokat lattunk a korai (1
nap) ¢és késobbi (28 nap) visszahelyezések alkalmaval. 1 nap mulva szignifikdnsan

kevesebb, 28 nap mulva, pedig tobb c-Fos pozitiv sejtet talaltunk.

1.4. CP-AMPA receptor szerepének vizsgalata

Rovid tav (1 nap mulva)
GluAl HE GluA2
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Hosszabb tav (28 nap mulva)
© GluA1 [ GluA2

C D
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g
Q
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2
T BLA CeA
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19. abra: AMPA receptor GluAl és A2 alegységek eloszlasanak valtozasa a vmPFC, BLA, CeA
teriileteken (A,B) 1 és (C,D) 28 nappal a félelmi kondicionalast kovetéen. A kontroll csoport értékeit a
sziirke sav jelzi. vmPFC: ventromedialis prefrontalis kéreg, BLA: bazolateralis amigdala, CeA: centralis
amigdala. A vonal a f6hatas szignifikancigjat jeloli: *p<0,05 vs. kontroll; # p<0,05 vs. GIuUA2

A glutamat szerepét vizsgalva a CP-AMPA receptor alegység mRNS szintjeiben
szintén eltérés mutatkozott a félelmi kondicionalas rovid és hosszutavl hatasait illetden.
A vmPFC esetén mindkét AMPA receptor alegység mRNS szintje novekedést mutatott
a kontrollokhoz (értékeit a sziirke sav jelzi) képest fliggetleniil attol, hogy 1 (19/A. abra)
vagy 28 nappal (19/C. abra) késobb vizsgaltuk-e, illetve aranyuk sem valtozott (SOkKk:
F19=4,71; p<0,05; idd: F(1,19=0,49; p=0,49; sokk x id6 interakcio: F(1,19=0,49;
p=0,49). Ezzel ellentétben az amigdalaban - BLA és CeA - 1 (19/B. abra), de nem 28
nappal (19/D. abra) a sokkot kovetden a visszahelyezett allatokban nétt a GIUAL/GIUA2
alegységek aranya a kontrollokhoz képest (sokk: Fq 21y=4,94; p<0,05; id6: F121y=3,53;
p=0,07; sokk x id¢ interakcio: F(1,21)=2,93; p=0,10).
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1.5. CP-AMPA receptort célzé farmakoldgiai kezelés hatasa

Rovid tav Hosszabb tav
(1 nap mdlva) (28 nap maulva)
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20. abra: Farmakologiai kezelés (CP-AMPA antagonista) viselkedésbeli hatasa rovid ((A) 1 nap
miilva) és hosszabb ((B) 28 nap milva) tavon. ** p<0,01 vs. kontroll; ## p<0,0 vs. 0 mg/kg

A kontroll allatok IEM-1460, CP-AMPA antagonista kezelése soran nem
talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott (0,1,3 mg/kg). Ahogy mar korabban is
lathattuk sokkolds hatasara szignifikdnsan megnd a dermedéssel toltott 1do, €és ez a
novekedés fliggetlen a visszahelyezés napjatol (sokk: F1114=198,15; p<0,01). A
kiilonb6z6 koncentracioju (0,1,3 mg/kg) IEM-1460, CP-AMPA antagonista kezelés és a
korabbi sokk hatasa kozott szignifikans kapcsolatot talaltunk (kezelés: F(2114y=15,74;
p<0,01; sokk x kezelés interakcio: F(2114)=15,74; p<0,01), és az adatok azt mutatjak,
hogy az adott kontrollokhoz képest az 1 mg/kg-os kezelés hatasara csokkent a
dermedéssel toltott id6, €s ez fiiggetlen volt a visszahelyezés idejétdl. Az 1 mg/kg-os
kezelés eredménye fliggetlen volt attol, hogy a kezelést 1 (20/A. abra) vagy 28 nap

(20/B. abra) mulva alkalmaztuk a visszahelyezést megeldzden.
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2. VGIUT3 hiany hatasainak vizsgalata KO egerekben

2.1. VGIuT3 KO egerek altalanos jellemz6i

1. tablazat VGIuT3 hidnyadnak hatasa fiziologiai és altalinos viselkedésbeli jellemzok. WT:
vad tipus (wild type); KO: génkiiitott (knockout); FT: érzékelési kiiszob (flinch threshold); JT:

fajdalomérzékelési kiiszob (jump threshold); PWT: fajdalomérzékelési kiiszob (paw withdrawal

threshold); *p<0.05 vs WT; **p<0.01 vs WT

WT KO
Fizioldgiai valtozok
Teststly USV elétt (7-8 napos) 4,38+0,11 [4,13+0,14
fiatal dallat (g) USV utan (14-15 napos) |7,52+0,18 |6,92+0,21%*
Testsuly felndtt allat (Q) 24,78+0,74 | 24,64+0,49
Vizfogyasztas (ml/hét) 32,57+0,98 | 40,0742,06 **
Etelfogyasztés (g/hét) 32,32+1,99 | 30,40+0,85
Viselkedésbeli valtozok
Mozgaskoordinaci6 vizsgalata
(leesés latenciaja (masodperc)) 16,073,031 16,082,02
Aramiités érzékelése FT (mA) 0,24+0,04 |0,5+0,08
Aramiités érzékelése JT (MmA) 0,28+0,03 [0,63+0,07
Hoérzékelés mértéke PWT (°C) 42,85+0,3 |42,53+0,27
Kényszeritett uszas (lebegés) (ido%) 21,31+3,7222,96+2,16
Osszerezzenés mértéke (egység) 10,48+1,11 | 3,38+0,42 **

A VGIuT3 transzporter hidnya nem volt hatassal sem a fiatal sem a felnétt him
egereknél a testsulyra, azonban az USV stresszt - mely anyai szeparacioval jart -
kovetden (14-15 napos korban) a KO allatok testsulya szignifikansan alacsonyabb volt
(genotipus: F(1,41)=4,09; p<0,05; id6: F(1.41)= 690,02; p<0,01; genotipus x id6 interakcio:
F1.41)=2,26; p=0,14). A felndtt egereknél genotipusbeli kiilonbséget nem tapasztaltunk
azonban megnovekedett vizfogyasztast

az elfogyasztott ¢étel mennyiségében,

figyelhettink meg a KO 4allatoknal (genotipus F120y=111.96, p<0.01). Nem
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tapasztaltunk kiilonbséget a genotipusok kozott a mozgaskoordindcid vizsgalata soran,
illetve a fajdalomérzékelés kiiszobértékei kozott sem (sem a hdérzékelésben, sem az
elektromos labsokk esetén) és a megkiizdési stratégidkban sem. Az Osszerezzenés
mértéke - irodalmi adatoknak megfelelden - szignifikdnsan alacsonyabb volt a KO

allatok esetén (genotipus F(118=35.72, p<0.01) (1. tablazat).

2.2.  VGIuT3 hidny hatasa fiatal allatokban

A B
20 - 3 -

15 -

USV frekvencia (db/perc)
[N
o

USV hossza (masodperc)

WT KO WT KO

21. abra: Fiatal allatoknal megfigyelt USV (A) frekvenciaja és (B) hossza anyai szeparacio
hatasara. WT: vad tipus (wild type); KO: génkiiitott (knockout)

Az anyai szeparacidt kovetden mind az USV kibocsatds hosszéban (genotipus:
F(1,26/=3,05; p=0,09; 21/A. 4bra) mind frekvenciajaban (genotipus: F 28=3,82; p=0,06;
21/B. abra) emelkedett tendenciat mutattak a KO allatok szignifikans kiilonbségek

nélkiil.
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22. abra: Hormonszint ((A) ACTH (fmol/ml) és (B) kortikoszteron (pmol/ml)) valtozas LPS kezelés
hatasara. ACTH:adrenokortikotrép hormon; LPS: lipolpoliszacharid; *p<0,05 vs. kontroll; ** p<0,01 vs.
kontroll; # p<0,05 vs. WT; ## p<0,01 vs. WT

Az LPS indukalta stressz valaszt kovetéen ACTH és kortikoszteron szintekben
emelkedést tapasztaltunk mindkét genotipusban, ami kifejezettebb volt a KO allatoknal.
Szignifikdns f6 hatast talaltunk a genotipus és a kezelés interakcidjadban mindkét
hormon esetén (ACTH: genotipus: F(1,32)=6,26; p<0,05; LPS: F(13,=93,42; p<0,01;
genotipus x LPS: F132=14,97; p<0,01; 22/A. abra), (kortikoszteron: genotipus:
F(1,34=4,00; p=0,05; LPS: F(1,34= 68,93; p<0,01; genotipus x LPS: F(134=5,14; p<0,05;
22/B. abra).
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2.3. Félelmi kondicionalas felnott egereken

2.3.1. Kontroll magatartdsi és hormondlis vizsgdlatok

= Sokk napja = Rovid tav (1 nap mulva) % Hosszabb tav (7 nap miilva)
A B C
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23. abra: A félelemi kondicionalas magatartasi hatasa intakt egerekre. Megfigyelt
magatartasvaltozasok: (A) dermedés, (B) exploracio és (C) énapolas soran. *p<0,05 vs. kontroll; **
p<0,01 vs. kontroll; ## p<0,01 vs. sokk napja

Ahogy a patkanyoknal is lathattuk az intakt egerek a félelemi kondicionalas alatt
és azt kdvetden rovid tavon - 1 nap mulva - és hosszabb tavon - 7 nap mulva - is joval
tobb 1dot toltottek dermedéssel a kontrollokhoz képest (sokk: F17=60,16; p<0,01; id6:
F(234=5,83; p<0,01; sokk x id0 interakcio: F234=5,70; p<0,01; 23/A. abra). A post hoc
elemzés megmutatta, hogy a visszahelyezések alkalmaval szignifikansan tobb
dermedést mutattak, mint a sokk alatt, a két idOpont (1 és 7 nap mulva) kozott azonban
nem taldltunk kiilonbséget. Ahogy a patkdnyoknal is megfigyelhettiik, az exploracid
(sokk: F(1,17)=48,75; p<0,01; id6: F(234=9,70; p<0,01; sokk x id6 interakcio:
F,34=8,78; p<0,01; 23/B. ébra), és az Onapolds (sokk: F(1,17y=21,36; p<0,01; idé:
F(2,34=5,24; p<0,01; sokk x idd interakcio: F(234=0,97; p=0,39; 23/C. abra) is csokkent

a sokk hatasara €s alacsony maradt a visszahelyezések soran is.
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24. abra: Félelmi kondicionalas akut hatasa intakt egerekben. (A) Megfigyelt ambulacid
(vonalatlépés/perc) és (B) megrohanasok frekvenciaja. ** p<0,01 vs. kontroll
A fenti paramétereken tul az allatok a sokk alatt akutan még az ambulacios
(F1,16=141,61; p<0,01; 24/A. abra) viselkedésben és az ugynevezett ,,megrohandsok”
szamaban (F(1,16=23,74; p<0,01; 24/B. éabra) is kiilonboztek. Az elébbi (ambulacio)

kevésbé, mig az utébbi (megrohandsok) gyakrabban fordult eld a sokkolas alatt.

A B
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25. abra: Hormonalis valtozasok a félelmi kondicionalas hatasara egerekben. (A) ACTH (fmol/ml)
szint és (B) kortikoszteron (pmol/ml) szint valtozasa a kontroll csoporthoz viszonyitva. A kontroll csoport
értékeit a sziirke sav jelzi. ACTH: adrenokortikotrop hormon
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Erdekes médon egerekben 1 nappal a sokk utén lattunk tendencidkat magasabb
ACTH ¢és kortikoszteron szintekre, mig gy tlnik mas vizsgalati napokon maga a
sokkold dobozba, 0j kornyezetébe torténd helyezés is stresszt okozott az allat szamara
(25/A,B. abra).
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2.4. Félelmi kondicionalas VGIuT3 egereken

Sokk napja  Rovid tav (1 nap mulva) Hosszabb tav (7 nap mulva)
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26. abra: A kondicionalt félelem teszt magatartasbeli eredményei VGIluT3 KO allatokban.
WT: vad tipus (wild type), fekete vonal jelzi; KO: génkiiitott (knockout), sziirke vonal jelzi; *p<0,05 vs.
kontroll; ** p<0,01 vs. kontroll; # p<0,05 vs. WT; + p<0,05 vs. sokk napja; ++ p<0,01 vs. sokk napja

Ebben az esetben szignifikans féhatasokat talaltunk, melyek megmutattak, hogy
az allatok viselkedését befolyasolta a genotipus, a sokk jelenléte, illetve az i1dd is
(genotipus: F(136=8,42; p<0,01; sokk: Fq36=92,13; p<0,01; genotipus x sokk
interakcio: F136=0,17; p<0,68; id6: F(272=23,41; p<0,01; genotipus x sokk interakcio:
Fe72=2,31; p=0,11; sokk x id6 interakcio: F(272=5,59; p<0,01; genotipus x sokk x 1dé:
F72=0,01; p=0,99; 26. abra). Mindkét genotipus esetén mar a sokk alatt jelentds
novekedés lathato a dermedéssel toltott id6 mennyiségében, mely csak tovabb
novekedett az 1 nappal késObbi visszahelyezés alkalmaval, majd egy hét mulva
ugyanolyan szinten maradt. Az elsé nap soran - sokk alatt - marginalisan szignifikans
kiilonbséget detektaltunk a genotipusok kozott (p=0.07), mely 1 nap mulva - a
visszahelyezés soran - elérte a szignifikans szintet (p<0.05). A kontroll allatok esetén

nem volt szignifikans kiilonbség a genotipusok kozatt.
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2.4.1. A félelmi kondiciondlds kontextus fiiggésének vizsgdlata VGluT3 egereken

2.4.1.1.Megemelt keresztpallé teszt
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27. abra: A félelmi kondicionalas hosszi tivi hatdsanak vizsgalata megemelt keresztpallo tesztben.
Szorongoszerli magatartds mérése a (A) nyilt karban to1tott id6, (B) lokomocid fliggetlen nyilt kari
belépések szama és a (C) zart kari belépés frekvenciaja alapjan. WT: vad tipus (wild type), fekete vonal
jelzi; KO: génkiiitott (knockout);

A vonal a féhatas szignifikanciajat jelli: *p<0,05 vs. kontroll; # p<0,05 vs. WT

A nyilt karban toltott 1d0 szignifikdnsan kiilonb6zott a genotipusok kozott,
kevesebb id6t toltottek ebben a karban a KO allatok (genotipus: F125=11,82; p<0,01,
27/A. abra). A kondicionalt félelem teszt soran korabban sokkot kapott allatok mindkét
genotipus esetén szignifikdnsan kevesebb i1ddt toltottek a nyilt karban (sokk:
F(1,25=12,45; p<0,01; genotipus x sokk interakcio: F25=1,23; p=0,28). A kordbban
sokkolt allatok koziil a WT csoportbol 7 darab, mig a KO csoportbol 4 darab egér
leugrott (+1 db a centrumbol nem mozdult) a kisérleti eszkozrdl, igy Oket kizartuk a
statisztikai elemzésbdl. A kordbban sokkot kapott WT allatok esetén a nyilt karban
t6ltott id6 mennyisége nagyban csokkent a kontrollokhoz képest. KO allatok, pedig be
sem tették a labukat a nyilt karba.
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A mozgékonysagtol fliggetlen, a nyilt kar/0ssz belépések szamanak értéke
szintén szignifikdnsan kiilonbozott a csoportok kozott (genotipus: F125=40,83; p<0,01;
sokk: F1,25=7,94; p<0,01; genotipus x sokk interakcio: F(1,25=3,14; p=0,08; 27/B. 4bra).
A kontroll és a sokkolt csoportban is a KO 4allatok szignifikansan kevesebbszer 1éptek
be a nyilt karba. A korabbi sokk nem volt hatassal a WT allatoknal a nyilt kari belépés
frekvencidjara, mig a - le nem ugrott - KO allatok nem 1éptek be a nyilt karba.
kovetkeztettiink. Szignifikédns kiilonbség mutatkozott a kontroll és korabban sokkolt
allatok kozott (genotipus: F(1,25=2,19; p=0,15; sokk: F(125=34,45; p<0,01; genotipus x
sokk interakcié: F25=0,46; p=0,50; 27/C. 4bra) - utobbi esetén csokkenés volt
megfigyelhetd - azonban a VGIuT3 transzporter hianya ezt nem befolyasolta. Vagyis a
korabbi sokknak hossza tavu hatasa (14-15 nappal késobb) volt a lokomdciodt tekintve

mindkét genotipus esetén.
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2.4.1.2.Nyilt tér teszt
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28. abra: A félelmi kondicionalas hosszi tiva hatasanak vizsgalata nyilt tér tesztben. (A) megtett Ut
5 perces, (B) 15 perces teszt és (C) egy-egy reprezentativ példa a vizsgalt csoportokbol. WT: vad tipus
(wild type), fekete vonal jelzi; KO: génkiiitott (knockout); A vonal a féhatas szignifikancigjat jeloli:
**p<0,01 vs. kontroll; ## p<0,01 vs. WT; ++ p<0,01 vs. 0-5perc

A nyilt tér tesztben vizsgalt mozgékonysag - jelen esetben a teszt alatt megtett Gt
¢s ezzel parhuzamosan a sebesség - szignifikansan kiilonbozott a csoportok kozott
(genotipus: F1,3=21,56; p<0,01; sokk: F36=20,58, p<0,01; genotipus x sokk
interakcio: F(136=0,23; p=0,63; 28/A,C. abra). A sokkolt allatok mozgékonysaga
mindkét genotipusban lecsokkent, a VGIUT3 hianyos allatok, pedig kevesebbet

mozogtak, mint a WT-ok 5 perc alatt. Ha azonban tovabb vizsgaljuk a genotipus hatast
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(masik, nem sokkolt allatcsoport 15 perces nyilt tér tesztjében az els6 és utolso 5 perc
Osszehasonlitasa (genotipus: F(1,22)=6,35; p<0,05; id6: F(122=1,93; p=0,18; genotipus x
id6: F122=36,01; p<0,01; 28/B. abra) a KO allatok a 15 perc utolsé 5 percében
ugyanannyi utat tettek meg, mint a transzporterrel rendelkez6 tarsaik. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy ahogy mar a rotarod teszt (1. tablazat) esetén is észleltiik a

megfigyelt viselkedés nem valamilyen motoros problémabol ered, hanem valodszintileg a

szorongas jelzdje.
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29. abra: A félelmi kondicionalas hosszu tavu hatasanak vizsgalata nyilt tér tesztben. Szorong6szerii
magatartas mérése a centrumba 1épés frekvenciaja alapjan (A) 5 perc, (B) 15 perc alatt, illetve (C) a
vizsgalt csoportokbol egy-egy reprezentativ példa az allatok arénaban t616tt idejérél. WT: vad tipus (wild
type), fekete vonal jelzi; KO: génkiiitott (knockout); A vonal a fohatas szignifikanciajat jeloli: *p<0,05 vs.
kontroll; ## p<0,01 vs. WT

80



A centrumba 1épést, mint szorongést jellemzd paramétert vizsgaltuk. A KO
allatok kevesebbszer 1éptek be a centrumba (29/A,C. abra), mint a WT egerek, még
akkor is, ha a teszt 15 percig tartott (29/B. abra) (5 perc: genotipus: F(136=19,26;
p<0,01; 15 perc: genotipus: F(1,22)=6,91; p<0,05). A korabban sokkot kapott allatok
szintén kevesebbszer léptek be a centrumba (sokk: F136=6,05; p<0,05; genotipus x
sokk interakcio: F36=0,44; p=0,51). Mig a WT éllatok esetén nem volt kiilonbség a
sokkolt és nem sokkolt allatok kozt, addig a KO sokkolt allatok csokkent frekvenciat

mutattak.

2.4.2. VGIuT3 hidny hatdsa a HHM tengelyre
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30. abra: A VGIuT3 hatasa a nyugalmi mRNS szintre a (A) hipotalamuszban és a (B) hipofizisben.
CRH: kortikotrop felszabaditd hormon, POMC: proopiomelanokortin; WT: vad tipus (wild type), fekete
vonal jelzi; KO: génkititott (knockout); **p<0,01 vs. WT

2. tablazat: A VGIuT3 hianyanak hatasa a kronikus stresszre érzékeny szervekre. WT: vad tipus
(wild type), fekete vonal jelzi; KO: génkititétt (knockout)

WT KO
Mellékvese stlya (mQ) 6,03+0,55 5,36+£0,17
CsecsemOmirigy sulya (mg) 41,07+2,47 48,22+4,48
Lép stlya (mg) 68,77+3,33 69.48+1,86
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Egyediil a hipotalamuszban taldltunk a genotipusok kozott szignifikans
kiilonbséget a CRH mRNS szintek (genotipus: F110) = 34,11, p<0,01; 30/A,B. ébra)
kozott. A hipotalamuszban mért AVP mRNS szint, a hipofizisben mért POMC (ACTH
prekurzor), CRHR1 ¢és V1b receptor mRNS szintekben sem taldltunk kiilonbséget
(30/A,B. abra). Az HHM tengely miikodésének valtozasabol eredd esetleges kronikus

elvaltozasokat sem talaltunk a vizsgalt szervekben (2. tablazat).
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31. abra: VGIuT3 hianyanak hatasa az (A) alap ACTH (fmol/ml) és kortikoszteron (pmol/ml),
illetve a (B) stressz indukalta kortikoszteron szintre. ACTH: adrenokortikotrop hormon, OF: nyilt tér
(open field) teszt, WT: vad tipus (wild type), KO: génkiiitott (knockout);

A vonal a féhatas szignifikanciajat jeloli: *p<0,05 vs. kontroll; ## p<0,01 vs. WT

A két genotipus esetén az alap hormonszintek (ACTH ¢és kortikoszteron)
szignifikdnsan nem kiilonboztek egymastol (31/A. abra). Mindegyik stresszor
szignifikans emelkedést indukalt a kortikoszteron szintekben (Stressz Fi 123 = 191,3,
p<0,01), mely minden esetben kisebb mértékii volt a KO allatoknal (genotipus X stressz
interakcio Fi,123) = 4,6, p<0,05; 31/B. 4bra). Ha a kiiloboz6 stresszorokat tekintjiik: csak
sokk: F,16) = 13,19, p<0,01, sokk+OF: F,13) = 16,64, p<0,01, csak OF: F14) = 18,11,
p<0,01). A legnagyobb eltérés a genotipusok kozott az OF utan volt, melyet elektromos

labsokk eldzott meg.
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3. Medialis raphe régio vizsgalata

3.1. MRrégioé optogenetikai modulacidjanak magatartasbeli hatasai

3.1.1. Félelmi kondiciondlds akut hatdsa
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32. abra: Félelmi kondicionalas alatt alkalmazott MR régié optogenetikai gatlasanak kovetkeztében
egerekben megfigyelheté viselkedésbeli valtozasok. ((A) exploracid, (B) ambulacid, (C) megrohanas,
(D) dermedés és a (E) fajdalomkiiszéb vizsgalata ** p<0,01 vs. kontroll; ## p<0,01 vs. sokk
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Elészor a félelmi kondicionalas alatt alkalmazott MR régid optogenetikai
gatlasanak hatasat vizsgaltuk. Mindegyik allat operdcion atesett €s virust és optikai
szalat egyarant kapott. Labsokkot kapott allatok felénél folyamatos sarga fényt
alkalmazva gatoltuk az MR régi6 aktivitasat (,,Gatolt” csoport), ennek kovetkeztében a
viselkedésben szignifikdns hatést lattunk (exploracio: F(»29y=28,30; p<0,01; 32/A. dbra;
ambulacio: Fp29=22,31; p<0,01; 32/B. dbra; megrohanas: F29=13,44; p<0,01; 32/C.
abra; dermedés: F29y=23,37; p<0,01; 32/D. abra). Post hoc analizis megmutatta, amit
mar az intakt allatokban is lathattuk, hogy sokk hatasara szignifikansan lecsokken a
lokomoécio, az exploracido és ambulacid IS, azonban a MR régidé gatlasa képes volt
szignifikdns mértékben kompenzalni a ldbsokk exploraciot csokkentd és dermedést
noveld hatasat. A megrohanasok mértéke is némileg csokkent gatlas hatasara. Ezek a
hatasok nem a fajdalomkiiszob megvaltozasanak koszonhetéek, ugyanis az allatok

fajdalomérzete nem valtozott az optogenetikai megvilagitas hatasara (32/E. abra).
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Kontrollok 20Hz 50Hz theta bursts Elektromos labsokk
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33. abra: Optogenetikai stimulacio hatasara bekovetekezé magatartasbeli valtozasok, (A)
ambulacié, (B) exploracié, (C) megrohanas, (D) dermedés jellemzésével. Az abra jobb oldalan
Osszehasonlitasként az intakt allatokban megfigyelt valtozasok szerepelnek. *p<0,05 vs. kontroll (,,hely”
és ,,stimulacios”); **p<0,05 vs. kontroll (,,hely” és ,,stimulacios”); ## p<0,01 vs. intakt kontroll

Ezutan megprobaltunk az elektromos labsokkhoz hasonlo véltozasokat MR régio
ingerléssel 1étrehozni. Ebben az esetben az optogenetikai stimulalas hatasat tobbféle

kontrollhoz hasonlitottuk. A kontrollok esetén - ha az intakt kontrollokhoz (lasd fekete



oszlopok) hasonlitottuk dket - az operacionak, vagy a virus jelenlétének nem volt hatasa
a vizsgalt viselkedésekre. Az intakt allatok sokkolas alatt csokkent exploracidt és
ambuléciot, valamint fokozott megrohanasokat mutattak, mig az optogenetikai
stimuldlas hatdsara az exploracié szintén csOkkent, és a megrohandsok szama nott,
azonban az ambulacié magasabb értéket mutatott a kontrollokhoz képest (exploracio :
Fi52=6,94; p<0,01; 33/A. 4bra; ambulacid: Fis2)=27,13; p<0,01; 33/B. ébra;
megrohanas frekvenciaja: F52=5,62; p<0,01; 33/C. abra). Az 50 Hz theta burst és a 20
Hz-es stimulaciés protokollok kozott nem volt szignifikans kiilonbség a fent dbrazolt
paraméterckben, illetve ha a stimulaciéo az MR région kiviil volt (,,hely kontroll”), vagy
csak a teriilet egy részét érte (,,részleges stimulacio”), akkor sem volt kiilonbség. Az
intakt allatokban megfigyelhetdé emelkedett dermedéssel tol6tt idO, nem jelentkezett az

optogenetikai stimulaci6 hatasara (33/D. abra).

»Teljes stimulacié”
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»Stimulaciés kontrol

Max
Sebesség (cm/sec)
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34. abra: Az allat mozgasardl a ,,stimulaciés kontroll” és ,,teljes stimuliacié” csoportbol egy-egy

V4

a leggyorsabban megtett utat) és az allat az aréna kiilonb6z6 teriiletein toltott idejével jellemeztiik (alul;
piros szinnel jelolve, ahol a legtobb idot téltotte).

Az abran egy reprezentativ 6sszehasonlitast lathatunk a ,,stimuldcios kontroll” és
Hteljes stimulalas” (50 Hz theta burst) csoportbol szarmazo allat lokomociojarol. A
sarga vonalakkal jelzett nagyobb sebességbdl, ¢s a hotérkép alapjan kevesebb egy
helyben t61tott idobol csokkent exploracidra €s ndvekedett megrohanasok frekvencidjara

kovetkeztethetiink (34. abra).
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Kontrollok 20Hz 50Hz theta bursts Elektromos labsokk
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35. abra: Az optogenetikai stimulalas akut hatasanak részletes jellemzése. Az exploracio és
ambulacié felbontasa stimulacios (kék vagy piros jelii) és nem stimulacios (fehér jelil) szakaszokra (A) 50
Hz theta burst ingerlés és (B) elektromos ingerlés soran. Az ,,ON-OFF vdlasz” abrazolasa (C) exploracid

és (D) ambulacié soran. ,, ON vdlaszt” az adott csoport szine, az ,, OFF vdlaszt”, pedig fehér szin jelzi;
x-tengelyen a 10 db stimulaciods periddus latszik; ** p<0,01 vs. nincs stimulus (,, OFF” vdlasz)

A félelmi kondicionalas 5 perce alatt megfigyelt akut hatason kiviil egy ritmikus
viselkedésvaltozast is megfigyelhettiink az elektromos labsokkot vagy optogenetikai
stimulalast kovetéen (35/A,B. abra). Ugyanis amikor kellemetlen inger éri az allatot

mozgasa felgyorsult, pontosabban az exploracid lecsokkent és az ambulacio
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megnovekedett, mely utobbi részben a megrohanasokbol is fakadt. Mind a ritmikus
elektromos (exploracio: csoportok: F14)=13,45; p<0,01; ON-OFF valasz: F14=5,10;
p<0,05; csoportok x ON-OFF valasz: F(114=13,29; p<0,05; ambulacio: csoportok:
F(1,16=6,51; p<0,05; ON-OFF valasz: F,16=5,35; p<0,05; csoportok x ON-OFF valasz:
F(1,16=4,63; p<0,05) és mind az optogenetikai ingerlés hatdsara (exploracio: csoportok :
F52=2,89; p<0,05; ON-OFF vialasz: F(52=9,81; p<0,01; csoportok x ON-OFF vélasz:
F,52=5,23; p<0,01; ambulacio: Fi52)=2,90; p<0,05; ON-OFF valasz: F(;52=5,29;
p<0,05; csoportok x ON-OFF valasz: F;552=2,21; p=0,06) szignifikans kiilonséget
tapasztaltunk az ,,ON-OFF valasz” esetén (35/C,D. abra). A stimulus alatti 10
masodpercben az optogenetikai ingerlés hatdsara, illetve az elektromos 1 masodperces
ingerlést kdvetd 9 masodpercben csokkent exploracidt és megndvekedett ambulaciot
talaltunk, mely optogenetikai ingerlés esetén az 5 perc végéig kitartott, mig az
elektromos labsokk esetén a teszt els6 felében volt jellemzobb. A kiilonbség abbol is
fakadhat, hogy mig a centralis optogenetikai ingerlés hatasara nem alakul ki akutan
jelentés dermedés, addig az elektromosan labsokkolt &llatok mar a félelmi
kondicionalas alatt is jelentds dermedést mutatnak, igy a lokomociobeli valtozasok
eltinnek. Vérakozasunknak megfelelden az imént emlitett ritmus nem volt
megfigyelhetd, sem a 20 Hz-es optogenetikai ingerlés, sem pedig a kiilonb6z6 kontroll

csoportok esetén sem.
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3.1.1.1.c-Fos aktivitds vizsgdlata MR régio ingerlést kévetéen

Ahogy a mddszerek leirasban lathattuk a legnagyobb szerotonin felszabadulas az
protokollt alkalmaztuk a c-Fos analizisben részt vevé egereken is. A félelmi
kondicionalas céljabol alkalmazott optikai stimulacié dorzo-medialisan (centralisan)
tortént az MR régidoban. Ebben a kisérletben az MR régi6 stimulalasat sajat ketreciikben
maradd (,home cage” kontroll), a sokkolé dobozba behelyezett, de virust nem
tartalmazod (,,no ChR2” kontroll) és nem stimuldlt kontroll allatokhoz (,,no light”
kontroll) hasonlitottuk. Ezen allatok viselkedésbeli adatait nem mutatom be, hiszen
eredményeik megyegyeztek a korabban bemutatottakkal.

Az agy tobb teriiletét is megvizsgalva vegyes képet kaptunk a c-Fos sejtaktivitast
illetéen.
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36. abra: c-Fos aktivitas mérése MR-ben és DR-ben az MR régio optogenetikai stimulaciojanak
hatasara. MR: medialis raphe, DR: dorzalis raphe; ** p<0,01 vs. ,,home cage” kontroll; ## p<0,01 vs.
,,no ChR2” kontroll; # p<0,05 vs. ,,no ChR2” kontroll; + p<0,05 vs. ,,no light” kontroll

Az MR ¢és DR régio6 c-Fos aktivitdsdban a négy csoport kozott szignifikans
fohatast talaltunk (MR: F(129=7,38; p<0,01; DR: F126=7,62; p<0,01; 36/A,B. abra). A
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post hoc analizis megmutatta, hogy a stimulalt allatok mindharom kontroll csoporttol
kiilonboztek, mig a kontroll allatok kozott nem volt szignifikans kiilonbség, tehat a

hatas fliggetlen volt az operaciotol €s attol, hogy az MR régio tartalmazott e virust.
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D,,Homecage” m ,No ChR2” " »No light” g Stimulalt

kontroll kontroll kontroll (50 Hz)
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37. abra: c-Fos aktivitas vizsgalata kiillonb6z6 agyteriileteken MR régié stimulacio hatasara.
Cg1l: cingularis kéreg, PrL: prelimbikus, IL: infralimbikus kéreg, PVN: paraventrikularis mag, DL:
dorzomedialis, dorzolateralis, L: lateralis, VL-PAG: ventrolateralis periakveduktalis sziirkeallomany,
BNST: bed nucleus of stria terminalis, BLA: bazolateralis, MeA: medialis, CeA: centralis amigdala
* p<0,05 vs. ,,home cage” kontroll; ** p<0,01 vs. ,,home cage” kontroll; # p<0,05 vs. ,,no ChR2”
kontroll; ## p<0,01 vs. ,,no ChR2” kontroll; + p<0,05 vs. ,,no light” kontroll; ++ p<0,01 vs. ,,no light”
kontroll

Szignifikans kiilonbséget talaltunk a csoportok kozt az mPFC 3 legnagyobb
alrészében, az Cgl (Fz24y=3,56; p<0,05), IL (F(3.24=6,72; p<0,01) és PrL (Fz.24=4,37;
p<0,05) régiokban (37/C. abra). A PAG esetén szintén minden vizsgalt alrészében
szignifikans kiilonbséget talaltunk a csoportok kozt: mind a dorzomedialis (dm-PAG)
(F(3.24=25,55; p<0,01), dorzolateralis (dI-PAG) (F(.24=7,19; p<0,01), lateralis (I-PAG)
(F.24=21,94; p<0,01) és ventrolateralis (VI-PAG) (F.24=7,98; p<0,01) régiok esetén
(37/E. abra). A hipotalamuszban a PVN-ben (F(24=9,95; p<0,01; 37/D. 4bra), valamint
az amigdala kiilonboz6 részeit vizsgalva (BLA (F3.24=4,86; p<0,01), MeA (F3.24=8,19;
p<0,01), CeA (F(.24=3,97; p<0,05) 37/G. abra), illetve a BNST (F27=20,36; p<0,01;
37/F. abra) esetén szintén szignifikans kiilonbséget talaltunk a csoportok kozt.

A post hoc analizis szerint a dobozba valo behelyezés novelte a c-Fos szintjét a

Cgl, IL és dl- és vI-PAG kivételével az Osszes vizsgalt teriileten. Az MR régio
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stimulacidja a nem stimulalt, virus kezelt kontrollokhoz képest szignifikans novekedést
okozott a c-Fos aktivitasban a Cgl és IL teriiletén az mPFC-ben, az egész PAG-ban,
illetve a PVN-ben és BNST-ben is. Azonban az amigdalaban és a hippokampuszban
nem talaltunk specifikus valaszt az optikai stimulaciodra.

A megfigyelt akut magatartasbeli valtozok €és c-Fos altal mért agyi aktivitas
kozott korrelaciot is néztiink. A tobbszords linearis regresszid analizis Kimutatta, hogy a
PAG aktivaci6 - legnagyobb részben a dm-PAG (B=1,07; p<0,01) és dI-PAG ($=-0,76;
p<0,01) - nagymértékben hozzajarul a viselkedésbeli valtozasokhoz, koztik az ,, ON-
OFF vdlasz” nagysagahoz (F,16=8,11; p<0,01; f=0,82; (R?): 67%) és az ambulacio
novekedéséhez (F 16=3,02; p<0,05; $=0,66; (R%): 43%) is. Predikcios erd jelent6sen
nem ndvekedett, ha a szamitasba vettiik a Cgl és IL teriileteket is ((R%): 69-70%).

3.1.2. Félelmi kondiciondlds hosszabb tavii hatdsai
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38. abra: Az MR régié optogenetikai gatlasanak hatisa félelmi kondicionalas kozben és annak
rovid és hosszabb tavi hatasai a dermedést, mint magatartasbeli valtozot tekintve. ** p<0,01 vs.
kontroll; # p<0,05 vs. sokk
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A gatlas vagy éppen a stimuldlds hosszabb tavai hatdsait megvizsgalva
viselkedésbeli valtozast tapasztaltunk a dermedéssel toltott id6 mennyiségében. Ahogy
mar korabban is lathattuk az elektromos sokkolassal hosszabb tavon is emelkedett
dermedési id6t tudunk el6idézni, ha visszahelyezziik az allatot a félelmi kondicionalas
helyszinére. Vagyis a félelmi memoria kialakul és kontextus fliggé modon jelenik meg.
Az operacidnak ez esetben sem volt hatasa a viselkedésre. A félelmi kondicionalast
kovetd napon, vagyis rovid tdvon, az MR régio gatlasaval kapcsolatban nem talaltunk
szignifikans hatast a dermedéssel toltott id6 mennyiségét tekintve. Hosszabb tavon, 1
hét mulva, a sokkolas alatti halorodopszinnel torténd gatlas szignifikansan csokkentette
a dermedés idejét az elektromosan sokkolt allatokhoz képest (csoportok: F(29-22,02;
p<0,01; id6: F(120=29,76; p<0,01; csoportok x idé interakcio: F29=9,42; p<0,01; 38.

abra).

Kontrollok 20Hz (folyamatos) 50H:z theta
B |, stimuldciés »~Részleges ,Részleges
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39. abra: Az MR régio optogenetikai stimulalasanak hatisa félelmi kondicionalas eldidézése
céljabol és annak rovid és hosszabb tavia hatidsai a dermedést, mint magatartasbeli valtozét
tekintve. * p<0,01 vs. kontroll
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Bar a MR régi6 ingerlése nem indukalt akut félelmi valaszt, és dermedést 1 nap
mulva sem lattunk, azonban hosszabb tadvon (1 hét mulva) mind a kétféle ingerlési
protokollal (20Hz és theta burst (S0Hz)), valamint nemcsak a teljes, hanem a részleges
stimuldlas esetén is szignifikans novekedést figyelhettiink meg a dermedéssel toltott
idében (csoport: F52=2,94; p<0,05; id8: F(,104=42,94, p<0,01; csoport x ido:
F(10,104=2,06, p<0,05; 39. 4bra).
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VI. Megbeszélés

1. APTSD modell

Mind patkdnyokban, mind egerekben az elektromos labsokk traumatikus
eseménynek bizonyult, amit aldtdmasztott az allatok sokk alatti, valamint késébbi (1
illetve 7/28nap mulva), a sokkold kérnyezetbe vald visszahelyezés (kontextus) soran
mutatott viselkedése. Azaz megerésitettiik, hogy - mint mar a bevezetdben is emlitettiik
- a félelmi kondicionalassal e¢lé lehet allitani a PTSD tiineteinek magatartasi

allatmodelljét, melyben a neuralis és hormonalis valtozasok vizsgalhatok.

2. Magatartasi tiinetek

A félelmi kondicionalas alatti magatartasi valtozasokat a megnovekedett
dermedéssel toltott id6, és a lecsokkent exploracid és onapolas mutatta. A traumatikus
kornyezetbe vald visszahelyezés soran az allatok ugyanolyan ,tiineteket” mutattak,
mintha 0jra sokkon estek volna at, azaz nem volt kiilonbség annak fiiggvényében, hogy
mennyi id6 mulva helyeztiik vissza az egyedeket. llletve a megfigyelhet6 viselkedés
figgetlen volt attdl is, hogy patkanyban vagy egérben vizsgaltuk a jelenséget.
Egerekben a labsokk hosszabb tavu hatasait, a félelem generalizalodasat is vizsgaltuk 1;
kornyezetbe helyezve, és 10j kihivassal szembeallitva. A vad tipusa VGIUT3 egerek
esetén, azt lathatjuk, hogy a sokknak volt hosszl tava, masodlagosan szorongdszerii
magatartast kivaltoé hatasa is. A megemelt keresztpallo tesztben kevesebbszer 1éptek az
allatok a nyilt karba, és Gsszességében is kevesebb 1d6t toltottek ott. A nyilt tér tesztben
kevesebbet mozogtak, és kevesebbszer léptek be a centrumba. Korabbi kisérletek is
utalnak a félelmi reakcid generalizalodasara (Jasnow és mtsai 2017), mivel a ragesalok
traumatikus eseményt kovetden csokkent exploraciot mutattak nyilt tér tesztben (Kinn
Rod és mtsai 2012), és EPM-en (Belda és mtsai 2008), valamint erés hangokra fokozott
érzékenység volt jellemz6 rajuk (Perusini és mtsai 2016), illetve fokozott
alkoholfogyasztas (Meyer és mtsai 2013) és a kényszeritett Uiszas tesztben depresszio-
szert fenotipus is megfigyelhet6 (Perusini és mtsai 2016) volt.

Ezen eredmények azt mutatjdk, hogy stressz, vagyis traumatikus esemény
indukalta félelmi tanulas allatokban hasonld viselkedési valtozasokat okoz, mint a
PTSD-s betegekben megfigyelhetd tiinetek. Az intenziv pszichés distressz érzet kiilsé

kulcsingerek (melyek szimbolizaljak a traumatikus eseményt, pl. kdrnyezet) hatasara

95



megjelent. A patkanyok esetén a tiinetek 1 honapig is fennalltak, mely intervallum az
allatok életében joval hosszabb iddszakot jelol. Egy relativ skalan, ha egy hetet néziink
egy 2,5-3 évig €16 patkany életében, ez emberben nagyjabol 6 honappal egyenlé (ha 75
évvel szamolunk) (Cohen és mtsai 2014). Mas szerzok szerint is ragcsaloknal mar egy
hét utan megfigyelheték magatartasi valtozasok, ¢s ezek nem valtoznak akkor sem, ha

egy honappal késobb vizsgaljuk 6ket (Cohen és mtsai 2004).

3. Stresszhormonok

Erdekes médon a labsokk magatartasvaltozast el6idézd stresszkelté hatdsa nem
egyértelmiien kovetheté nyomon a HHM tengelyt jellemz6 hormonszintekben.
Patkanyoknal az ACTH-szint egyértelmiien megemelkedett az 5 perces stressz hatdsara
mind a sokkolas alatt, mind ha csak a sokkol6 kérnyezetbe lett visszahelyezve az allat a
sokkot nem kapott, csak dobozba helyezett allatokhoz képest. Ezzel szemben az 5 perc
nem volt elég, hogy a kortikoszteron szintekben jelentds valtozast okozzon, illetve,
hogy az egerekben mérhet6 ACTH vagy kortikoszteron emelkedés legyen kimutathat6 a
sokk hatdsara. Az irodalmi eredmények sem teljesen egyértelmiieck. Human
vizsgalatokban is talalhatunk példat kortizol szint emelkedésre (LemieuxCoe 1995,
Maes ¢s mtsai 1998) és csokkenésre (Boscarino 1996, Yehuda és mtsai 1990) PTSD-
ben szenvedd betegekben. Egy elmélet szerint a megndvekedett negativ visszacsatolas
kovetkeztében, csokken a kortizol szint (Yehuda 1997, Yehuda 2001). Masok szerint
hosszabb tavu, a stresszoroknak vald kronikus kitettség felboritja a nyugalmi Kkortizol
szint napi ritmusat, és ahelyett, hogy egy hormonszint emelkedés lenne patkanyokban a
sotét periddus alatt, mind a nappali mind az ¢€jszakai peridodusban is van egy-egy
(Perusini és mtsai 2016). Igy attol fliiggéen, hogy épp a ciklus melyik részén tartunk, a
kontroll allatokkal vald Osszehasonlitds eredményezhet magasabb, de alacsonyabb
értékeket is. A gliikokortikoid szint valtozasai nemcsak a HHM tengelyre hatnak
negativ visszacsatolassal (de Kloet és mtsai 2007, Yehuda és mtsai 2002), hanem mas
agyteriileteken elhelyezkedd receptoraik révén, példaul novelhetik a neuronalis

aktivitast a BLA-ban is (Conrad és mtsai 2004, Poulos és mtsai 2014).

4. Agyi aktivitas mérése
A félelmi kondicionalast kdvetd magatartdsi valtozasokkal szemben - patkany

kisérleteinkben - nem volt mindegy, hogy a neuronalis aktivitast sokkolast kovetd
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napon vagy 28 nappal késobb vizsgaltuk. Ez tovabb erdsiti allatmodelliink
»ervényességét”, hiszen PTSD betegekben is hosszi tavl strukturdlis valtozasokrol
szamolnak be (Cisler és mtsai 2014), melyek alapjan harom agyteriilet - mPFC,
hippokampusz, amigdala - tiinik kiemelkedéen fontosnak a félelmi kondicionalasban
(Dejean és mtsai 2015, MarenQuirk 2004). Sok tanulmany bizonyitja a reciprokalis
kapcsolatot az mPFC ¢és az amigdala kozott (Arruda-CarvalhoClem 2015,
GiustinoMaren 2015), pontosabban a PrL a BLA-n keresztiil serkenti, az IL, pedig az
interkalaris sejteken (gatlo sejtek a BLA-ban, melyek bemenetet adnak a CeA maghba)
keresztiil gatolja a CeA aktivitasat (4. abra) (Marek és mtsai 2013, Vidal-Gonzalez és
mtsai 2006). A CeA, mint egy kimeneti allomas, kozvetleniil serkenti az agytorzset, a
PAG-ot és a hipotalamuszt, kivaltva ezzel a félelmi valaszt (pl. dermedést) (Pare és
mtsai 2004).

Kisérletiink soran 1 nappal a félelmi kondicionalast kovetden, nem talaltunk
kiilonbséget az egyes mPFC régiok kozott, illetve aktivitasuk sem kiilonbozott
szignifikansan a kontroll allatokt6l. Még érdekesebb, hogy a BLA csokkent aktivitast
mutatott 24 6ra mulva a kontrollokhoz képest, mig a CeA aktivitasa nem kiilonb6zott a
kontrolloktol. Elképzelhet6, hogy ebben az esetben a CeA-nak a PFC-bdl a
paraventrikularis talamuszon — és nem a BLA-n — keresztiili bemenete keriilt tilstulyba
(Arruda-CarvalhoClem 2015). Azonban kisebb novekedést lathattunk sokk hatasara a
MeA aktivitdsaban, mely a hipotalamusszal egylitt az olfaktorikus informaciokra adott
érzelmi vélaszok (pl. predatortol vald félelem) kialakitasaban vesz részt (Choi és mtsai
2005, Keshavarzi és mtsai 2014).

28 nap mulva szintén nem talaltunk kiilonbséget a PrL €s IL aktivitasaban,
azonban mindkét teriilet szignifikdnsan kisebb aktivitdst mutatott a kontroll allatokhoz
képest. Mas kutatasok szerint az IL régio 1ézidja vagy farmakologiai gatlasa meggatolja
a kioltddast, aktivitdsa pedig pozitivan korreldl a félelem csokkenésével, és a PrL
gatlasaval is csokkenthetd volt a dermedés (ChangMaren 2010, CorcoranQuirk 2007,
Sierra-Mercado és mtsai 2011). A Cgl mikrostimulalasa nem befolyasolta a félelmi
valasz kialakulasat (Vidal-Gonzalez és mtsai 2006). Ennek megfeleléen mi sem
talaltunk kiilonbséget a kontroll vagy elézetesen sokkolt patkanyok Cgl c-Fos

aktivitasaban sem 1 sem 28 nappal a félelmi kondicionalast kovetoen.
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A hippokampusz szerepe fontos a félelmi kondicionalas soran, hiszen a térbeli
memoria kialakitasan keresztiil fontos szerepe van a félelem kornyezethez vald
kotésében (Dejean és mtsai 2015, GiustinoMaren 2015, MarenQuirk 2004, Selden és
mtsai 1991). Azonban aktivalodasa nem sziikségszeri, ugyanis mas kutatasok szerint
HC 1ézi6 ellenére is kialakul a kondicionalt félelmi valasz (Frankland és mtsai 1998,
Maren és mtsai 1997, Wiltgen és mtsai 2006). Kisérletiinkben egy nap mulva kisebb
sejtaktivitast lattunk a HC-ban, mig 28 nap mulva nem tapasztaltunk kiilonbséget a
kontrollokhoz képest. Eredményeinkkel némileg 6sszhangban a PTSD-ben szenvedd
betegben a HC csokkent méretébdl adodoan csokkent mikodést mutat, melynek
kovetkeztében a beteg képtelen a kioltodasos tanulasra, azaz nem tudja megtanulni,
hogy a kornyezet immar nem veszélyes (O'Doherty és mtsai 2015, Woon és mtsai
2010). Részben ez magyarazhatja a mPFC - IL - csokkent aktivitasat is, mely a tanulasi

folyamat zavarat, azaz az asszociacio kialakulasanak hianyat jelzi (Milad és mtsai
2009).

5. CP-AMPA receptor szerepének vizsgalata

Az AMPA receptor félelmi memoria kialakuldsdban és kioltddasaban jatszott
szerepének megitélése nem egységes, hiszen az AMPA receptor KO egerekben mind a
félelem megjelenése, mind a félelmi kioltodas folyamata is zavart szenvedett (Dachtler
¢és mtsai 2011, Feyder és mtsai 2007, Humeau és mtsai 2007), ennek ellenére a
farmakologiai kezelések foként a félelmi memoria kioltdoddsdban igazoltdk szerepét
(Dalton és mtsai 2008, Yamada és mtsai 2009, Zushida ¢és mtsai 2007). Mas kisérletek
lokalizaltak is az AMPA receptorokat, mégpedig a félelmi memoria kioltodasaban, az
mPFC ventralis részében (IL) 1évok fontos szerepére hivtak fel a figyelmet (Lisboa és
mtsai 2010, MorganLeDoux 1995, Zushida és mtsai 2007). Az eltéré eredményekben
kozre jatszhat az alegység Osszetétel, ezaltal az ionateresztd képesség valtozasa, ugyanis
ha hianyzik a GluA2 alegység az AMPA receptorbol, akkor a csatorna a kalciumot is
képes 4tengedni a sejtmembranon, mig alapvetden csak Na* és K* szamdra atjarhat. A
GIuA1/GIuA2 receptor-alegység arany novekedéséb6l - kozvetett modon -
kovetkeztethetiink CP-AMPA receptor tipus mennyiségének novekedésére. Amig a
félelmi memoria kioltodasaval kapcsolatban leginkabb a CP-AMPA receptorokat
emlegetik, mas tanulmanyok azt feltételezik, hogy a GluA2 alegységet tartalmazo -

kalciumot nem-atereszté - AMPA receptoroknak az érzékenység beallitasan keresztiil
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van hatasa a szinaptikus plaszticitasra (Dalton et al. 2008; Gainey et al. 2009; Isaac et
al. 2007; Kim et al. 2007).

Vizsgalatunkban az AMPA receptor alegységeinek mRNS szinjét szignifikdnsan
befolyasolta a félelemi kondicionalas, és ezek a valtozasok i1d6 ¢és agyteriiletfiiggd
moédon mentek végbe (Myers és mtsai 2011). A vmPFC-ben - vagyis PrL és IL-ben -
mindkét alegység (GluAl és GluA2) mRNS szintje ndvekedett a félelmi kondicionalés
hatasara, mely alapjan itt a CP-AMPA receptor fokozottabb szerepe nem bizonyithato.
Eltér6 mRNS aranyt az amigdala esetén lathattunk. 1 és 28 nappal a félelemi
kondicionalas utan a GluA1/GIluA2 arany nétt a sokkolt allatok esetén, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a CP-AMPA receptor mennyisége megemelkedett. Nem
talaltunk kiilonbséget a BLA és CeA alrégiok kozott (Zelena és mtsai 2016). Ezek az
eredmények 6sszehangban vannak azokkal a korabbi adatokkal, melyek emelkedett CP-
AMPA receptor neurotranszmissziot taldltak 24 oraval a félelmi kondicionalas utdn
(ClemHuganir 2010, MahantySah 1998). Mas kutatasok szerint CP-AMPA receptor
szintje emelkedést mutatott az amigdalaban kiilonb6z6 plaszticitast kivaltdo stimulusok
hatasara, és ez a magas szint az idegi halozatot ,,plasztikus” allapotban tarthatja
(Shepherd 2012).

Osszességében a GIUAL/GIUA2 arany valtozasa alatimasztja, hogy neuronalis
plaszticitdas révén az amigdalaris CP-AMPA receptornak szerepe van a félelmi
tanulasban, azonban a VmMPFC esetén mas folyamatok allhatnak a hattérben. A két
teriilet (PFC ¢és amigdala) eltéré reakcidjat bizonyitja mas tanulmany is, melyben
AMPA receptor allosztérikus modulatorat (PEPA: nem alegység szenzitiv) injektaltak
kozvetleniil a vmPFC-be és nagyobb hatast lattak a félelmi kondicionalas kivaltotta
viselkedésben, mint amikor az amigdalaba adtak. Eredményeink értékelésekor azonban
szamitasba kell azt is venniink, hogy a CP-AMPA receptor kifejezodésének aranyat a
szinapszisban az mMRNS szinteken kiviil mas folyamatok is befolyasoljak (pl. receptor
Osszeszerelése, szallitast végzé molekulak aranya, foszforilacio mértéke, stb.) (Geiger
¢és mtsai 1995, Jonas és mtsai 1994, Studniarczyk és mtsai 2013).

Farmakoldgiai vizsgalatok szerint CP-AMPA receptor antagonista alkalmazasa
felgyorsitja a félelmi kioltodas folyamatat (ClemHuganir 2010, Fortin és mtsai 2010,
MahantySah 1998). Clem ¢és Huganir cikke szoros Osszefliggést mutatott a félelmi

kioltodas ¢s CP-AMPA receptor szinapszisbol valo eltavolitasa kozott a lateralis
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amigdalaban. Popova és munkatérsai szerint a félelmi kioltodas novelte a GluA2 mRNS
szintet a vmPFC-ben, és az amigdala harom teriiletén (lateralis, basolateralis és
centralis) is (Popova és mtsai 2014). Ezen eredmények Gsszhangban vannak az altalunk
megfigyelt hatassal is, hiszen a CP-AMPA receptor antagonista, IEM-1460 adasa a
traumatikus kornyezetbe valé visszahelyezés el6tt csokkentette a félelmi reakcid
kialakulasat. Ez a hatas fliggetlen volt attol, hogy réviddel (1 nap mulva) vagy hosszabb
id6 (28 nap mulva) eltelte utan alkalmaztuk a kondicionalast kovetéen és mar egyszeri
kezelést kovetben is jelentkezett. Erdekességként megallapithatjuk, hogy nem
tapasztalhat egyértelmii dozis-hatas 6sszefiiggés, mivel az 1mg/kg hatdsos volt, viszont
a nagyobb, 3mg/kg-os dozis mar nem (Zelena és mtsai 2016). Ez annak is lehet a
kovetkezménye, hogy nagyobb koncentriciok esetén az antagonista elveszti
specifikussagat és a CP-AMPAR-on kiviil mas recetorokra is hathat (az ID50-je NMDA
receptor gatlasra 310 pM, mig CP-AMPA receptorra 3.1 pM (Magazanik €s mtsai
2003).

Eredményeink arra utalnak, hogy CP-AMPA receptor hatarozott befolyéassal bir
a félelmi memoria kialakuldsara, bar szerepének sulya eltérd az egyes agyteriiletek
kozott. CP-AMPA receptor antagonista IEM-1460 alkalmazasaval mar egyszeri
alkalommal elésegitettiik a félelmi reakcié csokkenését. Ez igéretes terapias lehetoség,
hiszen szinte az egész agyat behaloz6 glutamat rendszert specifikusabban tudjuk vele
befolyasolni. Természetesen tovabbi vizsgalatokat igényel lehetséges jovobeni klinikai
alkalmazasa, de a cél Gj kezelési stratégiak kifejlesztése, melyek nem csak a tiineteket
csokkentik, hanem képesek az averziv memoria felszamolédsara (Cain és mtsai 2012,

Fitzgerald és mtsai 2014).
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6. VGIuT3 hiany hatasainak vizsgalata

6.1. Altalanos jellemzés

A VGIuT3 KO torzs sajat tenyészetként van fenntartva, ezért fontos volt
megvizsgalni, hogy a sajat koloniank is az irodalomban leirt eltéréseket mutatja. Igy
igazoltuk, hogy a VGIuT3 hidny kovetkeztében siiketség alakul ki benniik (Seal és mtsai
2008).

A VGIuT3 specialis elhelyezkedése és szerepe miatt tovabbi kisérletek el6tt
fontos volt megvizsgalnunk, hogy nincs e valamilyen mas oka a megfigyelt viselkedési
valtozasoknak, azaz a kapott eredmények nem masodlagosan valamilyen egyéb
fiziologiai kiilonbség hatasara jonnek létre. Eppen ezért az alap fizioldgiai valtozok
genotipusok kozti Osszehasonlitdsdval kezdtik vizsgalatainkat, mely soran nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget a vad tipust és VGIuT3 hidnyos egerek kozott.
Erdekességként az egyetlen kivétel a KO allatok megndvekedett vizfogyasztisa volt
(Horvath és mtsai 2017). Az eml6s allatok vizhaztartasanak szabalyozéasaban a kozponti
szerepet az AVP jatssza, mely a vizvisszavételt szabalyozza (BoubyFernandes 2003).
Az AVP mRNS szintjének elemzése azonban nem mutatott kiilonbséget a genotipusok
kozott. Egy masik lehetséges molekula, mely szintén fontos szerepet jatszik a so-
vizhaztartasban az aldoszteron, mely hasonlé a - stressz valaszban is részt vevl -
gliikokortikoidokhoz, olyan értelemben, hogy ugyanazon receptorokat hasznalja.
Kozvetlen bizonyitékunk nincs az aldoszteron szerepére, de az irodalombdl tudjuk,
hogy az aldoszteron mennyisége érzékeny az ACTH-ra, mely pedig a HHM tengely
egyik alkotdja (Varga és mtsai 2013). Mivel azt tapasztaltuk, hogy VGIUT3 hiany
hatassal van HHM tengelyre, kdzvetetten hatassal lehet az aldoszteron szintre, mely

kovetkeztében megvaltozhatott az egerek so-vizhaztartasa.

6.2. Félelmi kondicionalas

Ebben az esetben is félelmi kondicionalast alkalmaztunk, hogy modellezziik a
PTSD-szeri tiineteket (Van Dijken és mtsai 1992). VGIUT3 KO allatok fokozottabb
félelmi valaszt mutattak, mint a vad tipusuak, ugyanis tobb i1d6t toltdttek dermedéssel

mar a sokk alatt, illetve 1 és 7 nappal kés6bb is. Mas vizsgalatok, azt mutattak, hogy a
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transzporternek fontos szerepe lehet a sériilés okozta mechanikai és hideg okozta
fajdalom érzékelésében (Draxler és mtsai 2014, Yang és mtsai 2015, Yang és mtsai
2012). Azonban méréseink azt mutattak, hogy a megfigyelt magatartasi valaszok nem a
VGIuT3 hiany miatt megvaltozott érzékelési eltérésbdl fakadnak, mivel sem a hd, sem
az elektromos stimulus fajdalomkiiszobe nem kiilonb6zott a genotipusok kozt (Horvath
¢s mtsai 2017). A félelmi kondicionalas eredményeibdl - csdokkent mozgékonysag és
fokozott dermedés - arra kovetkeztetiink, hogy a VGIUT3 hianya els6sorban nem a
félelemi memoria vagy PTSD-szerti tiinetek hosszabb tava kialakitasaért felelés, hanem
egyfajta belsé félelem kialakulasaban jatszik szerepet, ugyanis a KO allatok altal
mutatott dermedés ardnya végig magasabb volt, mint a vad tipustaké.

Erdekes médon a nyilt tér tesztben a kontroll VGIUT3 hidnyos allatok csokkent
mozgékonysagot mutattak a vad tipustiakhoz képest. Mozgékonysagbeli kiilonbség nem
volt megfigyelhetd a zart kari belépések szamaban EPM esetén, illetve a rotarodrol valo
leesés latenciajaban sem, igy elmondhatd, hogy nem a mozgéaskoordinacioban
megfigyelheté rendellenesség okozza ezen eredményeket (Gras és mtsai 2008, Seal és
mtsai 2008). Valosziniibb, hogy a megfigyelt csokkent lokomocio az uj kornyezettdl
valo félelem miatt alakult ki. Ezt az elképzelést tamasztja ala az is, hogy ha az OF
tesztet meghosszabbitjuk 15 percre, a teszt utolsd6 harmadaban mozgékonysagbeli
kiilonbség eltiinik a genotipusok kozt, ezaltal ugy tiinik, hogy amint a VGIuT3 hianyos
allat megszokja az 0j kornyezetet, ,,batrabbd” valik.

Habar a félelmi reakcioban és szorongas kialakitdsdban ¢és fenntartdsaban
résztvevo idegi haldozatok nem teljesen egyeznek (FlandreauToth 2017), a generalizalt
félelem konnyen vezethez szorongas kialakulasahoz (Jasnow és mtsai 2017). Ezeket a
folyamatokat allatmodellekben nem konnyti elkiiloniteni egymastol (pl. a lokomocio
csokkenése mindkét esetben jellemzé lehet), illetve eredményeink, egy harmadik
lehetdséget is felvetnek, mely egy érzékenyitési folyamatként, belsé félelemként is
jellemezhetd. Ellentmondadsosnak tiinik, hogy egy serkentd neurotranszmitter
riilésében szerepet jatszo glutamat transzporter hianya félelmet és szorongasszer(i
tiineteket produkal, amihez inkdbb fokozott aktivitast tarsitanank. Valoszinii, hogy a
fenotipus megjelenése inkabb a VGIUT3 specialis elhelyezkedésébdl, mas
neurotranszmitterekkel vald kolokalizaciojabol adodik, illetve ezt kiegészitve egyes

kutatasok arra is utalnak, hogy a VGIuT3-nak szerepe van a retrograd
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neurotranszmisszoban is (Harkany és mtsai 2004). Valosziniileg a transzporter hidnya
felboritja az egyensulyt a félelmi memoria és szorongasszerl tiinetek kialakitdsaban
résztvevé idegi halozatokban is, pl. PFC, hippokampusz, amigdala (GiustinoMaren
2015).

6.3. Korai posztnatalis kor

Feln6tt allatokon végzett vizsgalataink és korabbi tanulmanyok is azt igazoltak,
hogy a felndtt VGIUT3 KO allatok szorongoszeri tiineteket mutatnak (Amilhon és mtsai
2010). A mi kisérleteink is alatamasztottak, hogy a szorong6 fenotipus mar a fejlodés
korai szakaszaban is megfigyelhetd (Balazsfi és mtsai 2016), ugyanis az anyai
szeparaciot kdvetden a fiatal VGIuT3 hianyos allatok tobb ultrahangot bocsatottak ki a
vad tipustakhoz képest. Az anyai Sszeparacié indukalta ultrahang kibocsatast nagy
mértékben befolyasolja a fiatal allatok érettségi szintje (Varga és mtsai 2015). Eppen
ezért a tesztek eldtt megmértik az dallatok sulyat, mint egyfajta fokmérdjét a
fejlettségnek, de a genotipusok kozott nem talaltunk kiilonbséget. Igy valészinii, hogy a
megfigyelt kiillonbségek egy korai szorongdsos fenotipusra utalnak, és nem masodlagos
kovetkezményei a VGIuT3 hiany fejlédésre gyakorolt hatasanak.

Mivel a szorongés stressz-fliggd betegség, a magatartasi valtozdsok hatterében
allo esetleges HHM tengely eltéréseket is megvizsgaltuk. A fiatal VGIuT3 hianyos
allatokban az immunrendszert aktivaldo LPS stresszor hatasara nagyobb ACTH és
kortikoszteron szint emelkedést lattunk, mint a vad tipustiaknal.

Habar VGIuT-ek megtalalhatoak a HHM tengely egyes részein (pl. VGIuT1 és 2
a hipotalamuszban, CRH sejtek beidegzése (Herzog és mtsai 2001)), a VGIUT3
jelenlétére eddig nincs bizonyiték. Eppen ezért valdsziniibb, hogy a VGIuT3 altal
biztositott glutamat kotranszmisszid a szerotonerg, kolinerg és GABAerg neuronok
kapcsolatain keresztiil befolyasolja a HHM tengelyt. 5-HT1A receptor antagonista
szisztémas adasa megakadalyozza a ,,restraint” (mozgasaban korlatozott) stressz okozta
kortikoszteron emelkedést him patkanyokban (Goel és mtsai 2014). A DR - melyben a
szerotonerg sejtek jO része talalhatd - elektromos stimulacidja ACTH felszabadulést
okoz (Weidenfeld és mtsai 2002), mig lézidja csokkent hormonalis stressz valaszt

eredményez (Jorgensen 2007). A Kolinerg rendszer szerepe a stressz reakcidban, szintén
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igazolt. A PVN-be kozvetleniil injektalt acetilkolin ndvelte az ACTH felszabadulast, s6t
az acetilkolin gatolta a gyulladasi folyamatokban részt vevo citokinek termelddését is.
Utobbi az LPS injekcio indukalta HHM tengely aktivaciora lehet hatassal (OfekSoreq
2013). A GABAerg rendszer ismert gatlo tonusanak megvaltozasa a HHM tengelyre is,
befolyasolhatja a stressz reaktivitast (Herman és mtsai 2004).

Az imént emlitett neurotranszmitter rendszerek pontosan bedllitott
egyensulyanak felboruldsa, illetve a HHM tengelyre gyakorolt hatasa okozhatja a mar
ekkor jellemzo, velesziiletett szorongd fenotipus kialakulasat, mely érzékenyitést végez

a jovobeni stresszorokkal szemben.

6.4. HHM tengely felnétt allatokban

Mivel a PTSD-t stressz valtja ki, és a HHM tengely zavarai is szerves részét
képezik a korképnek, ezért megvizsgaltuk, hogy a VGIUT3 hianya felnétt allatban is
zavarokat okoz-e a HHM tengely miikodésében, mely hozzajarulhat a szorongd
fenotipus kialakulasahoz. Azt talaltuk, hogy a KO egereknek mar nyugodt koriilmények
kozt is magasabb a CRH mRNS szintje a hipotalamuszukban, azonban ez kiilonbség
nem okozott kronikus fizioldgiai valtozasokat (stressz triddnak nevezett szervek
stlyaban nem volt kiilonbség) (Selye 1985), és a nyugalmi hormon szinteket sem
befolyasolta. A CRH szintek egy lehetséges magyarazata az élethosszig csokkent
negativ visszacsatolas lehet, mert a stressz helyzetekre a VGIuT3 KO allatok csokkent
gliikokortikoid szekrécioval reagalnak. A CRH-szint eltérések valoszinlileg mas
agyteriiletek - és nem a HHM tengely - befolyasoldsa révén jarulhatnak hozza a
magatartasi zavarokhoz. Irodalmi adatok szerint a CRHR1 receptor nagy mennyiségben
expresszalodik a limbikus rendszerben, amelynek, nagy szerepe van az érzelmi zavarok
kialakulasaban, mint pl. PTSD-ben (Kuhne és mtsai 2012, Van Pett és mtsai 2000). S6t,
preklinikai vizsgalatok alapjan néhany CRHR1 antagonista potencialis terapias szernek
tlint szorongasos zavarokban (Holsboerlsing 2008).

Manapsag széles korben elfogadott tény, hogy alacsony kortizol vélasz
emberekben nagyobb kockazatot jelent traumat kovetd PTSD kialakulasara (Yehuda és
mtsai 1998) és PTSD betegek, alacsonyabb hormon szinttel reagalnak mas stimulusokra
Is (Daskalakis és mtsai 2013). Mas kisérletek is kapcsolatot mutattak a csokkent
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kortikoszteron emelkedés és fokozott félelmi reakcid kialakulasa kozt (Browne és mtsai
2014, Chester és mtsai 2014, Verma és mtsai 2016). Ezen irodalmi adatok alapjan
elmondhat6, hogy a VGIuT3 KO allatok csokkent stresszre adott hormonvalaszai
hozzajarulhatnak az érzékenyebb fenotipus kialakulasahoz.

Osszefoglalva az alap fizioldgiai és viselkedési jellemzOkben alapvetéen nem
kiilonboztek a VGIuT3 hianyos allatok a vad tipusuaktol, viszont a csokkent
mozgékonysag, uj kornyezettdl vald félelem, hosszabb alkalmazkodast igényel a
kiilonféle viselkedés tesztek esetén is. Eredményeink alapjan a VGIuT3 fontos szerepet
jatszik az érzékenyitésben, ugynevezett belsd félelem kialakitdsdban. A VGIuT3
expresszidjanak hidnya befolyasolja a HHM tengely miikodését, mely csokkent

hormonvélasszal jarul hozza az imént emlitett érzékeny fenotipushoz.
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7. A medialis raphe régio optogenetikai manipulalasa

A félelmi kondicionalds kozben alkalmazott MR régi6 optogenetikai gatlasa
csokkentette a labsokk félelmet kelto hatasat, illetve a félelmi kondicionalast
helyettesitd MR régio optogenetikai stimulalasa hasonld viselkedési valtozasokat idézett
eld, mint az elektromos labsokkolas.

Egy régota fennalld elmélet szerint a szerotonin egyfajta ,,viselkedés gatld”
szerepet tolt be az agyban (Soubrié 2010). Ezt az elméletet olyan eredmények
tamasztjak ala, mint pl. 5-HT hiany - mely adédhat farmakologiai gatlasbol vagy 1€zio
kovetkeztében - esetén megnovekszik az Osszerezzenési (startle) valasz (DavisSheard
1974, Davis és mtsai 1980), illetve megnovekszik a mozgékonysag (Correia és mtsai
2017, Eagle és mtsai 2009). Ezzel ellentétben az MR régi6 optogenetikai gatlasa sordn
nem tapasztaltunk magasabb ambulaciot, s6t az optogenetikai stimulacidé hatasara az
ambulacié mennyisége még ndvekedett is a félelmi kondicionalas napjan. Mas szerzék
azt talaltak, hogy a DR szerotonerg Sejtjeinek optogenetikai aktivacidja frekvencia
fliggé modon csokkentette a lokomociot (Correia és mtsai 2017), mig a mi
eredményeink az MR régio stimuldlasa esetén ennek ellenkezdjét mutattak. S6t, ha a
félelmi kondicionalas napjan az 5 perces tesztet még részletesebb elemezziik, ritmust
figyelhetliink meg, mind az elektromos (10 darab 1 masodperces ingerlés) mind pedig az
MR régio 50Hz theta burst frekvenciaval vald optogenetikai stimulaldsa esetén. Az
eléidézett gyors viselkedési valtozasok rovid idon beliil visszafordithatok voltak és a
20Hz-es stimulalas és kontrollok esetén ez a ritmus nem volt megfigyelhetd (Balazsfi és
mtsai 2017). Ez is alatamasztja, hogy a DR-b6l regisztralt tonikusan felszabaduld
szerotoninnal ellentétben az MR régi6 stimuldlds soran egy gyors, fazikusan {iriilo
neurotranszmitter szerepe keriilhet eldtérbe (Szonyi és mtsai 2016).

Az eredményeink €s az irodalmi adatok ellentmondésa két okbdl is adodhat. Az
egyik, hogy a korabban alkalmazott technikdk nem voltak tal specifikusak -
oldalkamraba injektalt farmakonok, 1ézi6 (Gately és mtsai 1985) -, illetve ha
specifikusabban is vizsgaltak a szerotonerg rendszert, akkor leginkabb a DR-t céloztak
meg (Correia és mtsai 2017). Az MR esetén szdmitasba kell venniink azonban, hogy
ujabb eredmények szerint az MR régio idegsejtjeinek Osszetétele elég valtozatos - csak

kisebb szazaléka egyediil szerotonerg, mas része glutamattal kolokalizalt (VGIuT3
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jelenléte figyelheté meg) vagy glutamaterg -, igy ezen mag ingerlése soran sokkal
Osszetettebb neurotranszmitter dsszetételt és funkciot kell feltételezniink.

Széles korben elfogadott elmélet, hogy a szerotonin rendszernek és ezzel egyiitt
a raphe-nak fontos szerepe van a negativ életeseményekre adott valaszban, azok
jovobeni elkeriilésében (Schipper és mtsai 2017), félelmi memoria kialakitasaban
(Aikins és mtsai 2017, Schmidt és mtsai 2016), félelemhez kothetd viselkedésekben
(Takeda és mtsai 2017), félelem okozta szorongas kialakulasdban (Gorka €és mtsai 2017,
Hatherall és mtsai 2016), illetve ha valamilyen biintetéssel jaro feladatot kell megoldani
(Daw és mtsai 2002, DeakinGraeff 1991, OhmuraYoshioka 2017). Vizsgalatunkban az
MR régié optogenetikai stimulacidja nem indukalt dermedést akutan, ezzel arra utalva,
hogy ez az agyteriilet nem tagja a kozvetlen félelmi reakcid kialakitasaért felelds
halozatnak (mint pl. PAG) (Bittencourt és mtsai 2004, Johansen és mtsai 2010). Bar az
igaz, hogy a stimulacio hatasara az allatoknal agitaciot figyelhettiink meg, mely egyfajta
kellemetlen helyzetre utal az allat szemsz6gébol, melyet a csdkkent exploracido és
averziv esemény Kkivaltotta megrohanasok (mely a ,kiizdj vagy fuss” félelemi
reakciobol a futast jelentheti) jellemeztek. Az agitaciot intakt, elektromosan sokkolt
allatoknal is megfigyelhettiink, igaz naluk ez tarsult a dermedéssel is. Az MR régio
gatlasa ezt az agitaciot némileg csokkenteni tudta (tobb exploracid), és a dermedéssel
to1tott 1d0 is szignifikansan kevesebb volt.

Azonban sem az optogenetikai gatlds pozitiv hatisait sem a serkentés averziv
természetét tekintve az MR kiilsd szabdlyozasa nem valtott ki viselkedésvaltozast
(dermedést illetden) a félelmi kondicionalast kovetd nap, mely arra utal, hogy a MR
régio onmagaban nem elegendd a félelmi memoria kialakitasaban, vagyis az esemény €s
a kornyezet sszekapcsolasa nem torténik meg. Ezzel szemben hosszabb tavon, egy hét
mulva MR régio gatlas esetén kevesebb, serkentés esetén tobb dermedést lattunk, mely
mégis valamilyen memoria nyom kialakulasat feltételezi (Balazsfi és mtsai 2017).
Korabbi vizsgalatok is arra utalnak, hogy MR régié kapcsolatban all - indirekt modon -
olyan neuronhalozatokkal, melyek a traumatikus ¢élmények félelmi memoriava
alakitdsdban vesznek részt, és melyek szerepet jatszanak ezen emlékek hasonlo
kornyezetben vald felidézésében, vagy valamilyen kivaltdé eseménnyel kapcsolatban
(Amo ¢és mtsai 2014, Avanzi és mtsai 1998, Liu és mtsai 2015, Silva és mtsai 2004,

Wang és mtsai 2015). A vizsgalatunkbol ugy tlinik, hogy MR régi6 onmagéban,
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valamilyen modulacio hatasara direkt modon képes befolyasolni a tavoli félelmi
memoria kialakulésat.

A félelmi memoria kialakuldsdban részt vevO agyteriiletek szerepét c-Fos
immunhisztokémiaval elemeztiik. Az optogenetikai stimulacid hatasara akutan c-Fos
aktivaciot mértiink a MR-ban, s6t DR-ban is, igy ugy tlinik a raphe egészére hatassal
voltunk. A raphe kiterjedt és Osszetett kapcsolatokkal bir, és efferensei behalozzak az
egész elbagyat, koztiik, olyan teriileteket, melyeck fontosak a memoria nyomok
kialakitasaban, példaul a prefrontalis, entorhinalis kérget, hippokampuszt (Imai és mtsai
1986, Muzerelle és mtsai 2016). Az optogenetikai stimulalas averziv hatasat az is
bizonyitja, hogy emelkedett aktivitast talaltunk a PVN-ben, melynek a stressz valasz
kialakitasaban fontos szerepe van, illetve a BNST-ben (Maren 2011), mely pedig tobbek
kozott az éber figyelem - készenléti allapot - fenntartdsaban vesz részt. Szintén
szignifikdnsan tobb c-Fos jelet lattunk a Cgl, és az IL teriiletén (HayesNorthoff 2011),
mely az averziv stimulus feldolgozasaban és a PAG régiokban, melyek a viselkedésbeli
valasz kozvetlen kialakitasaban vesznek részt (BandlerDepaulis 1991). Azonban az MR
régioé optogenetikai stimulacidja nem volt elegendd ahhoz, hogy tényleges félelmi
reakciot, dermedést kivaltson, ennek megfeleléen akutan a félelmi kondicionalas alatt
nem lattunk c-Fos aktivaciét sem az amigdaldban sem pedig a hippokampuszban,
melyek igen fontos szerepet jatszanak félelmi valasz kialakitasaban (DuvarciPare 2014,
Sanders és mtsai 2003).

Ezenkiviil, korrelaciot figyelhettiink meg a félelmi kondicionalas soran az akut
Hritmikus” viselkedési valasz (, ON-OFF " valaszok) és a dm/dI-PAG-ban mérhet6 c-
Fos aktivacié mértéke kozott. Ez arra utal, hogy a megfigyelt magatartasi valtozasok
eldidézésében fontos szerepe volt a PAG-nak, amely az averziv stimulusokra adott
viselkedési valtozasok kialakitasaért felelds (Schenberg és mtsai 2005). A dorzalis része
foként a menekiilési valasszal hozhatdé kapcsolatba (BandlerDepaulis 1991), mely a
kisérletinkben a megndvekedett ambulacidval, megrohandsokkal, ¢és csokkent
exploracioval magyarazhat6 a stimulalt egerek esetén. A rovid tava hatasok mellett az
MR régié a PAG, az mPFC és a PVN aktivacidjan keresztiil befolyasolhatja a félelmi
halézatot, hozzajarulva ezzel a hosszutava félelmi memoria kialakulasahoz (Balazsfi €s

mtsai 2017).
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VII.

Kovetkeztetések

Munkénk sordn a glutamat rendszer szerepét vizsgaltuk a PTSD kialakuldsaban,

mely alapjan a kovetkez6 kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

1. Félelmi kondicionalas hatasainak altalanos vizsgalata

a. A félelmi kondicionalas soran alkalmazott elektromos labsokk megfeleld

modellnek bizonyult az emberekben megfigyelheté PTSD tiineteinek
eléidézésre.

Mind hormonalis, mind agyi aktivitasi kiilonbségeket is talaltunk a
kontrollokhoz képest, és ezen valtozasok idobelisége fontos volt,
bizonyitva ezzel egy hosszabb tavu, Osszetett hatast, mely a HHM
tengely miikodésének megvaltozasat és félelemi tanulasban részt vevo

idegi haldzatok atrendezddését okozza.

2. Glutamat rendszer szerepének vizsgalata

a. GIuA1/GluA2 arany valtozasa alatdmasztja, hogy neuralis plaszticitas

révén az amigdalaris CP-AMPA receptornak szerepe van a félelmi
tanulasban, azonban a vmPFC esetén mas folyamatok 4allhatnak a
hattérben.

CP-AMPA receptor antagonista (IEM-1460) alkalmazasaval mar
egyszeri alkalommal eldsegitettiik a félelmi reakci6 csokkenését, mely a
jovOben igéretes terapias lehetdség lehet.

VGIuT3 hianya szerepet jatszik egyfajta belsd félelem kialakuldsaban,
érzékenyitd hatdsa van a jovoben el6forduld negativ eseményekkel
szemben.

A VGIuUT3 hianynak hatdsa van a HHM tengelyre is, csokkent stressz-
indukalta kortikoszteron emelkedést okoz, mely nagyobb kockézatot

jelenthet traumat koveté PTSD kialakulasara.
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3. Az erételjes VGIuT3 jelenléttel rendelkez6 MR régio vizsgalata
optogenetikaval

a. Az MR régi6 optogenetikai moduléacidja, nem volt elegendé ahhoz, hogy

akutan befolyasolja a félelmi reakciét, de averziv magatartasi

valtozasokat idézett eld (agitalt, felfokozott allapot), illetve stimulacioja

fokozott neuralis aktivitast okozott a raphe-ban, PVN-ben, BNST-ben,

Cgl-ben, IL-ben és a PAG teriiletein. Hosszabb tavon (1 hét mulva),

azonban képes volt befolyasolni a tavoli félelmi memoria kialakulasat.

110



VIIl.  Osszefoglalas

Traumatikus eseményt kdvetden poszttraumas stressz szindroma (PTSD) alakulhat
ki, melyhez sokszor mas pszicihatriai zavar is tarsul még tovabb sulyosbitva a tiineteket,
illetve nehezitve a megfelel kezelés alkalmazasat. Eppen ezért nagyon fontos a PTSD
kialakulasanak hatterében all6 idegi és neuroendokrinoldgiai folyamatok felderitése. A
PhD munkam soran azt vizsgaltam, hogy a glutamat rendszerben végbemend valtozasok
miképpen befolydsoljak a betegség kialakulasat. A PTSD tiineteit allatmodellen félelmi
kondicionalassal indukaltam.

Eredményeink szerint mar egy traumatikus eseménynek is olyan hosszu tava hatéasai
vannak, mely a HHM tengely miikddésének megvaltozasat és a félelemi tanulasban
részt vevo idegi halozatok atrendezddését okozza mind patkdnyokban, mind egerekben.

Félelmi kondicionalas hatasara a kalciumot is atengedd glutamat receptor (CP-
AMPA) aranyanak novekedését figyelhettik meg patkany amigdalaban, ami neuralis
plaszticitas fokozasa révén jarulhat hozza a félelmi memoria kialakuldsadhoz. Mar
egyszeri CP-AMPA receptor antagonista (IEM-1460) alkalmazasaval csokkenteni
tudtuk a félelmi reakcido magatartasi kovetkezményeit, mely a jovore nézve igéretes
terapias lehetdség lehet.

Egerekben a vezikularis glutamat transzporter 3 (VGIuT3) hidnya egyfajta belsd
félelmet indukal, mely mar korai posztnatalis kortél megfigyelhetd. Illetve ez a
szorong6 fenotipus €rzékenyebbé teszi az allatot a jovobeni negativ életeseményekkel
szemben. A VGIuT3 hidnya a stressz-tengelyre hatva csokkent stressz-indukalta
hormonszint reaktivitast okoz, mely szintén nagyobb kockazatot jelent a PTSD
kialakulaséara nézve.

Egerekben a medialis raphe régié (MRR) optogenetikai moduléacidja akutan, illetve
rovid tavon nem volt hatassal a félelmi reakcid kialakulasara, azonban - kapcsolatai
révén - hosszabb tavon (1 hét mulva) képes volt a félelmi memoria kialakitdsara. Az
optogenetikai stimulélds akutan averziv magatartasi valtozasokat idézett eld (agitalt,
felfokozott allapot), illetve novelte a neurdlis aktivitast a raphe-ban, paraventrikularis
magban, bed nucleus of stria terminalisban, anterior cingularis kéregben, infralimbikus

kéregben ¢és a periakveduktalis sziirkeallomanyban.
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IX.  Summary

About one third of people experience a traumatic event during their lifetime, but not
all of them develop posttraumatic stress disorder (PTSD). PTSD is often associated with
other psychiatric illnesses, making the choice of the right treatment more difficult. The
treatment of PTSD is not completely solved, the drugs are mainly suitable for the
treatment of the secondary symptoms. Therefore, it is very important to investigate the
neurological and neuroendocrinological processes.

During my PhD work | studied how changes in glutamatergic system influences the
development of PTSD. PTSD symptoms were induced in animals (rats and mice) by
fear conditioning. According to our results, a traumatic event has a long-term effect that
changes the function of the stress-axis and reorganizes the neural networks involved in
the fear learning both in rats and mice.

Increased proportion of calcium permeable glutamate receptor (CP-AMPA) was
observed in the rat amygdala, contributing to the development of fear memory through
neuronal plasticity. Moreover, a single injection of CP-AMPA receptor antagonist
(IEM-1460) could reduce the behavioral consequences of a trauma, which is a
promising therapeutic target for the future.

The lack of vesicular glutamate transporter 3 (VGIUT3) in mice induced innate fear
that could have been observed from the early postnatal age, and this anxious phenotype
made the animal more vulnerable to future negative life events. The lack of VGIuUT3 had
an effect on stress-axis and leads to reduced stress-induced hormone reactivity, which
also poses a higher risk of PTSD.

The optogenetic modulation of median raphe (MR) region in mice did not affect
the formation of a fear response neither acutely nor after 1 day, but was able to create
fear memory in the long run (1 week). Acutely, optogenetic stimulation induced
aversive behavioral changes (agitation, vigilance) and elevation of neuronal activity in
the raphe, paraventricular nucleus of the hypothalamus, bed nucleus of stria terminalis,

anterior cingulate cortex, infralimbic cortex, and periaqueductal grey areas.
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XIl.  Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt koszonom témavezetomnek, Dr. Haller Jozsefnek a lehet6séget, hogy
kutatdcsoportjaban végezhettem doktori munkdmat. Mindig rendelkezésemre &llo
szakmai tamogatasa, Otletei, épitd kritikai nélkiill nem johettek volna 1étre ezek az
eredmények.

Koszonettel tartozom Dr. Zelena Doéranak, akinél TDK munkdmat végezhettem,
valamint, hogy PhD munkam soran is mindenben és mindenkor a segitségemre volt,
tamogatott céljaim megvaldsitasaban. Koszonet megértéséért, és végtelen tiirelméért €s
idejéért, melyet ram forditott. Kiilon koszonom Barna Istvan segitségét az optogenetikai
technika bevezetésében, és tanacsait, éleslatasat az élet minden teriiletén, melyet
megosztott velem. Koszonettel tartozom Dr. Klausz Barbaranak és Dr. Pintér Ottonak,
hogy tarsasagukban ismerhettem meg a kisérletes kutatbmunka mindennapjait, hogy
barmivel és barmikor fordulhattam hozzéjuk segitségért TDK munkam soran.

Szeretném megkdszonni a csoport minden jelenlegi és volt munkatarsanak az altaluk
nyujtott segitséget, nélkiiliik ez a dolgozat nem sziiletett volna meg. Kiilon kdoszondom a
kisérletek soran és a mindennapokban nyujtott segitséget és tdmogatast Till Ibolyanak,
Venczkoné Bakos Nikolettdnak, Barsvari Beatanak, Gyimesiné Pelczer Katalinnak és
Dobozi Evéanak. Halaval tartozom a kozos munkakért TDK és PhD tarsaimnak: Dr.
Fodor Annénak, Kovacs Krisztindnak, Dr. Aliczki Mandnak, Dr. Varga Janosnak, Bir6
Laszlonak, Balogh Zoltannak és Csikota Péternek. Dr. Demeter Kornélnak, Dr. Mikics
Evanak, Dr. Toth Maténak, Dr. Tulogdi Aronnak a gyakorlati segitségnyujtasokon til,
az elméleti, szakmai tamogatast és az allandod kritikaikat szeretném megkdszonni,
amelyek a dolgozatom megirasaban is Oridsi segitséget jelentettek. K6szondm Dr. Nyiri
Gaébornak ¢és csoportjanak a kollaboracidban nyujtott segitségét az optogenetikai
kisérletek soran ¢és itmutatasat Ferenczi Szilamérnak a PCR mérések soran.

Koszonet illeti tovabba Dr. Kovacs Krisztinat az értekezésemmel kapcsolatos
értekes kritikdiért. Koszondom az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet és az
Allathdz minden munkatarsanak, kiilondsen Nagy Alexanak, hogy biztositottak a
hatteret és a feltételeket a hatékony munkavégzésemhez.

Végiil pedig koszondm csalddom tiirelmét és bizalmat, mellyel mindig mogottem
alltak és tamogattak. Tovabba héalas vagyok barataim tamogatasaért is, nélkiiliikk mindez

nem valdsulhatott volna meg.
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