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1. Roviditések jegyzéke
5-HIAA ....5-hidroxi-indolecetsav
5-HT......... 5-hidroxi-triptamin/szerotonin

AADC ...... aromas-aminosav-dekarboxialaz

AS ... veszélyt jelz6 anyag (alarm substance)

CDP.......... klordiazepoxid (chlordiazepoxide)

CPG.......... kozponti mintdzat generator (central pattern generator)
CRH ......... kortikotropin felszabadito faktor/hormon

DA............ dopamin

DHC......... dorzalis hippokampusz

DRN......... dorzélis raphe mag

Dpa........... dorzélis pallium (anterior rész)

DPc........... dorzalis pallium (kaudalis rész)

dpf........... fertilizaciotol szamitott napok (days post-fertilisation)
EPM ......... megemelt keresztpalld (elevated plus-maze)

FSGD ....... halspecifikus genom duplikacié (fish-specific genome duplucation)

HPI........... hipothalamusz-hipofizis-mellékvese tengely

| I infralimbikus kéreg

Kl gén betiltetet (knock-in)

KO............ gén kiiitott (knock-out)

LDT.......... sotét/vildgos preferencia (light/dark preference)
LFB.......... oldals¢ eldagyi koteg (laternal forebrain bundle)
MAO ........ monoaminoxiddz enzim

mPFC ....... medialis prefrontalis kéreg
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MRN......... medidlis raphe mag

NA............ noradrenalin

OKR......... optokinetikus valasz (optokinetic response)
OMT......... optomotoros valasz (optomotor response)
OT...ccoee nyilt tartaly (open tank)

PEA......... feniletilamin

PFC .......... prefrontalis kéreg

PGZ.......... periventrikularis sziirkealloméany
PLoooree prelimbikus kéreg

PVO.......... periventrikularis szerv

RVLM ...... rosztroventrolateralis veld

SERT........ szerotonin transzporter

SMR.......... szenzorimotoros valaszkészség (sensory-motor response)

SPM.......... usz6 keresztpalld (swimming plus-maze)

SSRI ......... szelektiv szerotonin visszavétel gatlo (selective serotonin reuptake inhibitor)
TeO .......... tektum optikum

TH........... tirozin-hidroxilaz enzim

TPH.......... triptofan-hidroxilaz enzim

UCMS ...... kronikus kiszamithatatlan enyhe stressz (chronic unpredictable mild stress)
VHC......... ventralis hippokampusz

VMAT ...... vezikularis monoamin transzporter

Vpa........... ventralis pallium (anterior rész)

VTA ... ventralis tegmentalis area
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2. Bevezetés
2.1. Hattér

A viselkedési valaszok specialis aleseteit képezik a stressz-kutatas fokuszaban allo, a
kornyezet kihivasaira adott védekezd viselkedésformak. Adekvat megjelenésiik
elengedhetetlen az egyed tuléléséhez és jollétéhez, ugyanakkor patologias formaban szamos
pszichiatriai  betegségben megjelenhetnek. Ezzel szoros 0Osszefiiggésben, azok
laborallatokban vald kivaltasa, manipuldlasa és vizsgalata az elsdszami modellezési
lehetdsége az ilyen jellegi human zavaroknak. Mind a klinikai, mind a preklinikai
vizsgalatokbol ismert, hogy a védekezd viselkedésformak a szerotonerg rendszer iranyitasa
alatt allnak. Erre egyrészt korrelativ bizonyitékok utalnak; 1) a szerotonerg rendszer a
védekezd viselkedés kialakitasanak minden fontos anatomiai szintjén reprezentalt, valamint
2) a védekezd viselkedés megjelenésével parhuzamosan szerotonerg valtozasok is
megjelennek. Masrészt kauzalis természetli kapcsolatra utal, hogy 3) a szerotonerg rendszer
jelatviteli vagy anatomiai komponenseinek manipuldlasaval a viselkedési valasz is
befolydsolhato. A klasszikus ragesald modellek tanulsadgai szerint a rendszer szabalyozo
szerepe rendkiviil komplex, miikddése erdsen fiigg mind a kdrnyezeti tapasztalattol, mind az
aktualis kornyezeti kihivastokol, illetve szamos élettani és viselkedési dimenzidt érinthet.
Ezek miatt szabalyozo Szerepének vizsgalatara kiemelkedéen alkalmas lehet egy
redukcionista megkozelitésti modell, ahol a tényezok limitalt szama mellett erés kdrnyezeti
kontrolra van letdségiink és megfeleld fiziologias és magatartasi fenotipizalasi eszkoztar all

a rendelkezésiinkre.

Ilyen, az utobbi évek orvosbiologiai kutatdsaiban rohamosan teret nyerd zebradanio
(Danio rerio) modell. Ez a tropusi halfaj sikerét az emlésokéhez hasonld, de egyszeriibb
felépitésti idegrendszerének, valamint a fajra alkalmazhatd élettani vizsgalomodszerek
egyediilalld id6-, és térbeli felbontdsdnak koszonheti. Azonban mivel a zebradanid
viselkedésneurobiologiai alkalmazdsa még nagyon gyerekcipdben jar, kevés a fajt
alkalmazd, etioldgiai faktorokat kamatoztato modell all rendelkezésiinkre, rdadasul ezek
ritkdn veszik figyelembe a ragcsaldo irodalom tanulsigait. Azon kevés esetben, ahol a

kornyezeti tapasztalat befolydsolo hatdsait vizsgaljak, jellemzéen nem a fejlédés
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szempontjabol kritikus ablakokra helyezik a hangsulyt, pedig a zebradanidé kiilonleges
egyedfejlodése és a viselkedési metamorfozis jelenléte indokolna azt. Ezen feliil igen limitalt
szamu olyan teszt all a rendelkezésiinkre, amelyben az elkeriil6 viselkedést fejlodési
stadiumtodl fiiggetleniil vizsgalhatjuk. A zebradanié egyszeriibb felépitésti idegrendszerébol
¢s sokoldalu ¢élettani vizsgalomddszereibél szarmazd elénydket Osszekapcsolva a
ragesaloknal alkalmazott etioldgiai és viselkedési megkdzelitéssel, a korabbiaknal sok
szempontbdl hatékonyabb modelleket hozhatunk létre. Ilyen modellekben vizsgalva a
szerotonerg rendszer védekezd viselkedésben betoltott komplex szerepét értékes
informaciokat nyerhetlink annak adekvat és inadekvat, patoldégids miikodésérdl egyarant,

ezzel kozelebb keriilve potencialis terapidk fejlesztéséhez.

Munkank soran a célul thztik ki egy olyan etiologiai modell fejlesztését
zebraddnidban, amelyben, a rdgcsalé irodalom tanulsagait alapul véve vizsgéalhatok a
szerotonerg rendszer defenziv viselkedési fenotipusra gyakorolt hatdsai. Ehhez 1) korai
fejlodési  stddiumban 1évo, larva ¢és juvenilis stadiumt zebradaniok védekezo
viselkedésrepertoarjat jellemeztiik korabban publikalt, valamint altalunk fejlesztett tesztek
validalasaval és alkalmazasaval. Ezen feliil 2) olyan fejlédési periodus utan kutattunk, amely
a kornyezeti ingerekre kiemelkedden érzékeny, ennélfogva kritikus a késébbi védekezo
viselkedés kialakulasanak szempontjab6l. Célunk volt tovabba 3) a legmagasabb
érzékenységli iddszakban kornyezeti zavarasokat alkalmazni, majd annak hatasat vizsgalni a
juvenilis védekezo viselkedésformakra. Végiil 4) a megalkotott modellben vizsgalni kivantuk
az adekvat és inadekvat védekezd viselkedés szerotonerg szabalyozasanak részleteit
farmakoldgiai, hisztoldgiai, illetve molekularis modszerekkel a lehet6 legnagyobb anatomiai

specificitdssal és kornyezeti kontrol mentén.
2.2. Irodalmi Attekintés

2.2.1. A stresszkutatas jelentésége az idegtudomanyban és a viselkedési stressz-valasz

A stressz, a kifejezés tilhasznalata és ennél fogva jelentéktelenné valasa ellenére is, az
egyik, ha nem a legjelentdsebb egészségiinket befolyasold tényezd. A stresszor jellemzdéen

valamely olyan kornyezet, vagy inger, ami belsd homeosztazisunkat megvaltoztatja, mig
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maga a stressz kifejezés, szervezetiink annak visszaallitasara tett torekvését jeloli. Mivel
ennek a torekvésnek, vagyis az adekvat stressz-valasznak létrejotte alapvetd feltétele az
egyed tulélésének és jollétének, az ezt befolydsold tényezdk ismerete, illetve az azt 1étrehozo
fiziologias miikodések, idegrendszeri mechanizmusok ismerete kiemelkedd fontossagu.
Ezen tényezOk karakterizdlasa hozzajarulhat a stresszasszocialt betegségek, kiilonos
tekintettel a pszichiatriai zavarok kialakulasanak megel6zéséhez és azok sikeres kezeléséhez

egyarant.

Egy stresszor megjelenésére, a kihivastol fliggben, az egyed sok esetben valamely
viselkedési valtozassal valaszol, ami a szamos, egyed alatti szervez6dési szinteken Iétrejovo
stresszasszocialt valtozas eredményeként all eld. A viselkedési stresszvalasz vizsgalata tobb
szempontbdl is relevans lehet szamunkra. Egyrészt i) egy szervi, szoveti, sejtes és
molekularis szinteken vizsgalt jelenség funkcidja gyakran csak a viselkedési fenotipus
leirasaval valik értelmezhetové, ii) a stresszasszocialt viselkedés abnormalis megjelenése
fontos tiinete szamos human idegrendszeri elvaltozasnak, illetve iii) sok kozvetleniil nem
mérhet0, a pszichiatriai zavarokban sériilé belsé allapot csak annak viselkedési korrelatuman

keresztiil szamszerlisithet62.

2.2.2. A defenziv viselkedésformak mint modellek

A viselkedési valaszok specialis aleseteit képezik a stressz-kutatas fokuszaban allo, a
kornyezet kihivasaira adott védekezod viselkedésformak. Relevanciajuk tobbrétii; 1) egyrészt
a védekez6 viselkedés mindig valamely vélt vagy valos fenyegetésre adott valasz, igy annak
adekvat megjelenése kiemelked6en fontos az egyed taléléséhez. Ezen feliil, 2) ezek kivaltasa,
manipuldlasa és vizsgalata az elsdszdmu modellezési lehetdsége a human stressz-¢s kihivas-
asszocialt valaszoknak, valamint ezzel szoros 0sszefliggésben a normalis és koros éberségi-,
félelmi-, illetve szorongasos jelenségeknek. A defenziv valaszokat modellezd
megkdzelitések fenomenologiai, konstrukcidos és prediktiv validitasat a fenti humén

jelenségekre nézve a kdvetkezdkben targyalom.
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Fenomenologial hasonlosdg. A kiillonbozé human stresszasszocialt rendellenességek,
példaul az egyes szorongasos zavarok, szamos védekezO viselkedést érinté deficittel
jarhatnak egyiitt, gyakran azok magtiineteként van jelen a nem adekvat elkeriilési vagy
menekiilési véalasz, nem-verbalis vokalizacié vagy hipervigilancia®. Ezek a viselkedési
valaszok éppugy megfigyelhetok az allatvilagban, beleértve a laboratoriumi gyakorlatban
alkalmazott modellfajokat is. Bar az egyes fajok szdmos védekezd viselkedésformajat
gyakran jellemzik faj-specifikus viselkedésként, ez tobb szempontbol is helytelen
megfogalmazas. Egyrészt egy-egy fajspecifikusnak bélyegzett etologiai valtozé gyakran nem
a faj, hanem egy tagabb értelemben vett allatcsoport jellemzdéje, igy példaul a patkdnyoknal
karakterizalt kockazatfelméré magatartasformak megjelennek egye€b ragcsaloknal, illetve
mas fajoknal is. Masrészt, a megjelenésiikben az ember viselkedéséhez kevéssé hasonld
védekezd valaszok gyakran visszavezethetok néhany alapvetd, jol koriilhatarolhatod
funkcioval rendelkez0 magatartasra, példaul elkeriilésre, menekiilésre, rejtézkodésre,
védekezd fenyegetésre vagy védekezd tamadasra, igy a latszolagos kiilonbozdség ellenére

nincs okunk ezeket kizarni a potencialis modellek sorabol.

Kozds eredet. A védekezd viselkedésformak konzervalt jellegére szamos, az
evolucidbiologia eszkoztaraval is j61 magyardzhato adat utal. Ilyen példaul, hogy a fentebb
targyalt hasonldo megjelenésen feliil, az egyes inger-valasz parok is hasonld képet mutatnak
a fajok, a fajokon beliili egyes alpopulaciok, valamint az egyedek kozott. Sok év, foleg
patkanyokat alkalmazé vizsgalataibdl lathatjuk, hogy a megfeleld védekezd valasz széles
viselkedésrepertoarbol vald kivalasztasat a fenyegetés tipusa, annak bizonyossaga,
kozelsége, valamint a kdrnyezet egyes befolyasold tényezdi, példaul kiut vagy buvohely
jelenléte hatdrozza meg®. Az ilyen befolyasold tényezék viselkedés-valasztd szerepére
késdbb szamos példat lathattunk vadallatoknal, mas ragcsaloknal vagy akar csontoshalaknal
%6 Ami azonban a transzlacios idegtudomany szempontjabol talan a legfontosabb, hasonld
parositasokat irtak le az ember esetében is. Blanchard és munkatarsai egy kérddiv
segitségével vizsgaltak, mik lehetnek a tipikus emberi védekezd valaszok adott tipusu
veszélyhelyzetre’. A lehetséges fenyegetések, valaszok, valamint az azt befolyasold tényezok

tartalmaztak a ragcsaloknal leirt szituacio-valasz parok legtobbjét, valamint vélten

10
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emberspecifikus viselkedéseket is, példaul konyorgést vagy targyalast. A vizsgalatbol
kideriil, hogy az emberek legnagyobb részben (75%-ban) a patkédnyoknal megfigyelt
szituacio-valasz parokat valasztottdk, illetve hogy a valaszok tipusat vagy intenzitdsat
befolyasold tényezok is a ragesalokhoz hasonléan hatnak a viselkedés valasztasara. Ugyan
ezt a kérddivet hasznalva mas kutatocsoportok mas populacidkon is elvégezték a vizsgalatot,
hasonlo, a legtobb esetben még erdsebb ragesalo-human 6sszefiiggéseket talalva. Ez tovabb
erOsiti az elképzelést, hogy a védekezdviselkedés bioldgiailag prediszpondlt és kisebb
mértékben szocio-6kondmiai tényezOk altal formalt valasz*. Perkins és Corr® a kérddivet
pszichometriai valtozokkal is kiegészitette €s erds korrelaciokat fedezett fel a vizsgalatba
bevont emberek védekezési tipusai és azok szorongasos vondsa kozott (Spielberger State-
Trait Anxiety Inventory), tehat a ragcsalokhoz hasonldé human valaszok hatterében
potencialisan jelen lehet a szorongas komponens is. Ezeknek a viselkedésforméknak, illetve
hatteriiknek egyedenként, populacionként és fajonként megjelend allanddsaga, robosztus
jellege jol értelmezhetd, ha szamba vessziik, hogy a valaszok adekvat megjelenésére a
legtobb esetben nagyon erds kdrnyezeti szelekcid hat, hiszen kdzvetlen moédon szolgalja az
¢letben maradast. Ezt megerdsitendd, a valaszokban megjelend variancia a fenyegetés
mértékének csokkenésével nd, példaul mig egy hirtelen megjelend, adott tipust ragadozo
elkeriilésére nincs sok féle adaptiv valasz, addig egy nem teljes bizonyossagu, vélt
fenyegetésre tobbféle stratégia és valaszintenzitas megjelenése is adaptivnak bizonyulhat.
Ennek megfeleléen a fenyegetés mértéke és bizonyossaga nem csak a valasztipusra, de a
valasz plasztikussagara €s tanulhatdosagara nézve is meghatarozo lehet, amit fontos észben

tartanunk az egyes viselkedésformak vizsgalatanal ¢s modellek alkotasanal egyarant.

Koz0s neurokémiai hattér. A kdzos evolicids eredet homolog hattérmechanizmust is
feltételez, aminek anatomiai aspektusait kiilonb6z6 képalkoto eljarasok eredményeivel, mig
neurokémiai aspektusait molekularis, hisztologiai és farmakoldgiai bizonyitékokkal tudjuk
igazolni. A védekez6 viselkedésformak kivaltasan alapuld szorongas modelleknek definicio
szerint reagalniuk kell a huméan szorongast befolyasold drogokra, torténeti okokbol elsd
sorban a ,,golden standard”’-nak szamitd benzodiazepin szarmazékokra®'®, Bar a klasszikus

szorongastesztek ilyen iranya validacidjat az évek soran sok kritika érte, a farmakologiai
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validacid még jelenleg is egy fontos eszkdz egy modszer beallitasara. A kritikdkra reagélva
fontos megjegyezni, hogy ma mar sokkal dsszetettebb médon donthetiink egy szorongas-
teszt funkcionalasardl, mint hogy az érzékeny-e egy benzodiazepin készitményre; érdemes
azt tobb human szorongast befolyasold készitménnyel tesztelni, illetve ezek hatdsat minél
részletesebben karakterizalt viselkedési fenotipusra vizsgalni. Kiilonbozo tesztek és az
azokban mért kiilonbozo valtozok, csak tigy mint a kiilonbozé szorongas zavarok, eltérd
érzékenységgel rendelkeznek egyes drogokra. Ennek j6 példdja a human klinikai
populacioban szorongasoldoként sikeresen alkalmazott buspiron, aminek preklinikai
tesztelése sokszor hozott ellentmondasos eredményeket'* %, Ismert jelenség tovabba, hogy
az egyes tesztekben mért menekiilési valaszok érzékenyebbek a human panikzavarban
alkalmazott kezelésekre, illetve panikkeltd agensekre, mig az elkeriilést vagy a
kockazatfelméré viselkedést szamszerlsité kimenetek a generalizalt szorongas-zavarra

alkalmazott kezelésekre reagalnak jobban*™®,

Ezzel Osszhangban, adott viselkedés
befolyasolasara (preklinikum), illetve azzal asszocialt human zavarra (klinikum) alkalmazott
drog, gyakran hatastalan egy masik ilyen parra. Ugyanakkor a tény, hogy ez a specificitasi
kérdés egyarant jelen van a human és a laborallat populacidkban, valdjaban csak a viselkedési
valaszok ¢és hatteriikben all6 belsé allapotok hasonldsagat tamogatja, és igy azok modellként

val6 alkalmazasat validalja.

Lathato tehat, hogy az ember, illetve mas, filogenetikai értelemben kevésbé levezetett
fajok védekezd valaszai kiilsére hasonlok, egy tor6l eredeztethetok ¢és, ezzel szoros
Osszefliggésben, hasonld mechanizmusok altal iranyitottak. Ezen feliil ezek a védekezo
viselkedésformak az ember esetében kozvetlen kapcsolatba hozhatok adekvat, illetve
patologias esetben inadekvat félelmi és szorongas jellegli vonasokkal, tiinetekkel. A két
allitast 6sszekotve lathatjuk, hogy a laboréllatok védekezd viselkedésformainak vizsgalatdval
szamos hasznos informdacidt nyerhetiink az ember stresszasszocialt valaszainak, éberségének,
szorongasanak ¢és félelmének, valamint az ezeket abnormélis formdban mutaté mentélis

zavarok hatterének megértéséhez.
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2.2.3. A defenziv viselkedésmodellek ragcsalokban és azok kiegészitései

A fentebb targyalt védekezo viselkedésforméak modellezése nélkiilozhetetlen eszkoz a
human stresszasszocialt magatartas és belso allapotok mitkodésének megértésében, azonban
fontos megjegyezni, hogy ezek elsdsorban az egészséges populacio, természetes kihivasokra
adott valaszaira nézve hordoznak informaciot. Ez az adat mar dnmagaban is érdekes, de csak
az elso 1épés a koros fenotipusokban, vagy sz€lsdseges mértékii stressz hatdsara megjelend
viselkedésformdk hatterének megismeréséhez. Ennek okai, hogy 1) a védekezd viselkedést
befolyédsolo szerek, példaul szorongasoldd gydgyszerek sokszor a megszokottnal nagyobb
,alapi valaszkészségre” fejtik csak ki hatasukat, vagyis azok teszteléséhez sziikséges egy
stressz-asszocialt belsd allapot kisérletes eszkozokkel valod eldidézése® 12131617 A jelenséget
eredetileg klinikai populacioban irtdk le, ahol megfigyelték, hogy a béta adrenderg receptor
blokkolé oxprenolol a kdrnyezeti stressz altal kivaltott szorongas kezelésében hatékony'81°,
majd preklinikiai vizsgalatokkal igazoltak, hogy a benzodiazepinek szorongéasoldo hatasa is
stresszindukalt noradrenalin valaszhoz kéthetd 2°. Ezen feliil, 2) ennek a kihivasindukalt alapi
valaszkészségnek az elhuzodo, allando jelenléte sokszor része egy pszichiatriai zavar
tiinetegyiittesének, igy ennek modellezése értékes informaciét hordozhat a patologias
allapotokra nézve is. Ezen megfontolasok nyoman sziilettek az egyszerti védekezési reakciot
kivaltd megkozelités-elkeriilés alapt teszteket, valamely stresszorral kiegészitd
megkozelitések. Ezeket, tobb mas mellett, etiologiai modelleknek nevezzik, mivel a human
stressz-asszocialt zavarokat ismert modon kivalté vagy befolyasold faktorokat prezentalnak
az allatoknak. A modelleket csoportosithatjuk példaul az alkalmazott stresszor tipusa,

fennallasi idGtartama vagy a fejlodés soran vald megjelenése szerint.

A klasszikus megkozelités-elkeriilés alapu szorongdstesztek elott alkalmazott akut
stresszorok tobbségében bevaltottak a hozzajuk fiz6d6 reményeket. A korabban emlitett béta
receptor blokkolokhoz és benzodiazepinekhez hasonloan, a preklinikai teszteléseken sokszor
ellentmondasos eredményt hozo buspiron kezelés is, csak eldzetes immobilizacios stresszt
kovetden?!, illetve szocialis instabilitast eldidézve bizonyult szorongasoldé hatastinak'!. Az
elozetes stresszt alkalmazd modellek szamos egyéb esetben is hatékonynak bizonyultak

neurobioldgiai faktorok szorongasban betoltott szerepének tisztazasaban, tobbek kozott a
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kolecisztokinin (CCK) receptor agonista??, CCK2 receptor antagonista?®, neuroszteroid?*,
vazopresszin 1b receptor antagonista®, 1-es tipusu kortikotropinfelszabadito faktor receptor
(CRH1) antagonista?®, valamint 2/3 tipusti metabotrop glutamat receptor agonistak 2’
tekintetében. Rodgers és munkatarsai késobb egy manipulalt megemelt kereszt-palld tesztet
(,;,open elevated plus-maze”, oEPM) is létrehoztak és alkalmaztak a tovabbi klasszikus
kereszt-pallo tesztelés (,,standard elevated plus-maze”, sEPM) helyett vagy azt megelézden.
Az oEPM, ellentétben az sEPM-el, nem rendelkezik a védelmet jelenté zart karokkal, igy az
eredetihez hasonlo platform szélséséges mértéki kitettséget prezentalva hoz Iétre felfokozott
belsé allapotot a kisérleti alanyoknal®®, ami a védekezd viselkedések fokozasan tul stressz-

indukalt antinocicepciot is eredményez.

A kronikus stresszorokat jellemzden a depresszio modellek részeként alkalmazzak, de
azok karos hatéassal lehetnek a teljes viselkedési fenotipusra nézve, beleértve a védekezd
valaszokat és a szorongas-szerli allapotokat. Gyakran alkalmazott kronikus stresszorok
példaul az ismételt leszoritas, vagy a kényszeritett uszas teszt, illetve a széles korben hasznalt
kronikus kiszamithatatlan enyhe stressz (,,chronic unpredictable mild stress”, UCMS)?%-3L,
Ezeknek bar robosztus, a védekez6 viselkedést gyakran drasztikusan felerdsité hatasuk lehet
etiologiai szempontbdl nem feltétleniil alljak meg a helyiiket, mivel az allat szamara
természetellenes helyzetet teremtenek, ami aztan a viselkedési végpont interpretalasat is
nagyban megneheziti. EbbGl a szempontbdl realisabb szituacid a tarsas fajok szamara az
egyedek szocialis kornyezetének megzavarasa. Ilyen megkdzelitések a szocidlis vereség, a
szocialis izolaci6 vagy az anyai szeparacid modellek. A szocidlis kornyezet bolygatasanak
etologiai relevancidjan feliil, a modellek erds fenomenolédgiai validitassal is rendelkeznek,
mivel mind a szocidlis vereség, példaul ,.csicskaztatas”, mind a korai izolacid vagy
szeparacid, példaul elhanyagolas, nagy prevalencidval birnak a human populdcioban®.
Allatmodellekben a szocialis vereség védekezd viselkedésre gyakorolt hatdsai mutatjdk a
legkoherensebb képet, a legtobb esetben erdsen fokozzak az elkeriil viselkedés mértékét,
lassitjak az exploraciét és szinte minden esetben szocidlis averziot valtanak ki®*40. A
szocialis i1zolacid defenziv fenotipusra gyakorolt hatdsai ennél joval Osszetettebbek és

gyakran ellentmondasosak. Az ellentmondasok felolddsara szdmos javaslat érkezett, a
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kilonbozo allattorzseket, az alkalmazott tesztek kilonbozé averzivitasat, illetve az izolacios
perdiddus hosszat, mint befolydsol6 tényez6t megnevezve, azonban a variabilitast leginkabb
talan az izolacio fejlodés soran vald fennallasa magyarazza. Arakawa és munkatarsai tobb
vizsgalatban is megn6tt elkeriilést, illetve elhtizodo felfedezo viselkedést, valamint nagyobb
mozgasi latenciakat figyeltek meg az izolalt allatoknal, de csak abban az esetben, ha az
izolacié pre-, és mid-adolescens kor kozott allt fenn. Késobb kezdddo izolacié semmilyen,
vagy épp elkeriilést csokkentd hatast fejtett ki a ragesalokra*t*2. Hasonlo erds elkeriilést
talaltak tovabbi, az izolaciét ugyanebben a korai idészakban végzé vizsgalatokban is*>8,
tovabba az izolaciot késObbi periddusban alkalmazé vizsgalatok a hatds elmaradéasardl, vagy
ellentétes hatasrol szamoltak be “°°. A megnétt elkeriiléssel parhuzamban, vagy annak
komponenseként tobb csoport tapasztalt megnétt hiponeofagiat uj tipusu ételre, valamint
ismeretlen targy, illetve ismeretlen kornyezet megkésett vizsgalatat*3454% Elmondhaté
ugyanakkor, hogy az izolacios idészak hossza nem, csak annak kezdete, illetve a felolelt pre-
adolescens id6szak volt meghataroz6 a védekezd viselkedés kialakitasdban. Ezen feliil, a
viselkedési fenotipust, Einon vizsgalatait kivéve re-szocializdcido utan mérték fel, tehat a
latott hatasok nem tekintheték az izolaltsag egy aktudlis, ideiglenes allapotanak. A fenti
eredmények alapjan gy tlinik, hogy ez a korai fejlédési szakasz egy kritikus periddus a
viselkedési fenotipus kialakulasanak szempontjabdl. Az izolaciéo leginkabb konzisztens,
fejlodési szakasztol fliggetlen, defenziv viselkedésre gyakorolt hatdsai, hogy szinte minden
esetben szocidlis averzidt eredményez, mig a félelmi valaszokat jellemzden nem befolyasolja
45475233 Szintén a szocialis kontaktus korai fejlédés soran valod fontossagara hividk fel a
figyelmet az anyai szeparacios modellek. Ezek esetében a ragcsalokat, jellemzdéen
patkanyokat, a sziiletésiik utani els6 két hétben elvalasztjak anyuktol, protokolltdl fiiggden
1-24 6rara, 1-14 napon at>*. A szeparacionak kitett allatok megndtt szorongis-asszocialt
viselkedést>® >, félelmi valaszt®®, késén megjelend®® és csdkkent exploraciot®®, valamint
csokkent ujdonsagra adott lokomotoros valaszt® mutatnak. Lathaté tehat, hogy a korai
fejlddési periddusok megzavarasa jellemzéen a védekezd viselkedési fenotipus

szétkapcsolodasaval, a valaszok lassabb megjelenésével, illetve azok elmaradasaval jar

egylutt.
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2.2.4. A defenziv viselkedés funkcionalis neuroanatémiai alapjai emlésokben

A defenziv viselkedési valaszt méré modellek egyik legfontosabb transzlacios célja,
hogy altaluk megismerjiik a fenti viselkedések idegrendszeri hatterét. A szorongésasszocialt
defenziv viselkedés vizsgalatara fejlesztett modellek egy jelentds része ujdonsag helyzetet
kindl az 4llatnak, aminek viselkedését a kornyezet kiszamithatatlansagabol adodo
megkozelités-elkeriilés konfliktus iranyitja. Ebbdl kovetkezéen az adekvat viselkedés
idegrendszeri hatterében a megkdozelitést vagy elkeriilést iranyitdo korokon felil, meg kell
jelenjenek a konfliktust valamilyen médon feloldd, magasabb szintli mechanizmusok is.
Ehhez sziikséges a lehetséges viselkedési stratégiak kimenetelének megjoslasa, és a
prediktalt és valos kimenetek kozti eltérés biintetése. A szepto-hippokampalis 6sszehasonlitd
modell szerint a ventralis hippokampusz (VHC) az entorhindlis kérgen at érkezo
multimodalis szenzoros informacidk alapjan veti 6ssze a viselkedés vart és valds kimenetelét.
Egy ismeretlen helyzetben megjelend inger szinte mindig eltér az elvarttol, aminek nyoméan
a VHC bazolateralis amigdalaba (BLA) projicialo sejtjei aktivalodnak, igy kédolva a kihivas
ujdonsagat. A BLA emocionalis tartalmat tarsit az ingerhez €s a centralis amigdalan (CeA),
valamint a BNST-n keresztiil az autonom és viselkedési valaszokat szabalyozva az elkertilési
viselkedés felé billenti a mérleg nyelvét®>%. A VHC, a BLA, illetve a koztiik 1év6 kapcsolat
kozponti szerepére az ujdonsaghelyzet kddolasaban és arra adott valasz kialakitasdban
szamos adat utal. Az allatot egy szamara ismeretlen kihivasnak, a nyilt tér tesztnek alavetve
a VHC BLA-ba vetité sejtjei aktivalodnak, ami aktivitds a viselkedésben is mérhetd
habituacios folyamat soran, azzal parhuzamosan alabbhagy®®. A hippokampusz funkcionalis
strukturaltsagat és a VHC szorongas szabalyozasaban kiemelt szerepét mutatja, hogy annak
lézidja csokkenti a szorongidshoz kothetd viselkedésformékat kiilonbdzd tipusu
ijdonsagingert prezentalé kihivasok soran, igy a szocialis interakcié tesztben®®, a megemelt
kereszt-pallé tesztben, valamint az ujdonsag-indukalt hipofagia tesztben®, mig a dorzalis
hippokampusz (DHC) elirtasa ezeket nem befolyasolja. Ezzel Osszhangban, a teriilet
farmakologiai gatlasa natrium csatorna blokkolokkal, példaul tetrodotoxinnal vagy
lidokainnal, vagy az N-metil-D-aszpartast (NMDA) receptor antagonista 2-amino-5-

foszfopentassavval (AP-5) szintén csokkenti az ujdonsag-asszocialt elkeriilést a megemelt

16



DOI:10.14753/SE.2021.2427

kereszt-palld tesztben, mig a DHC kezelése nincs arra hatdssal’*"®. A BLA kdzponti
szerepére utal a szorongds-asszocialt viselkedés szabalyozasiaban ¢s kialakitdsdban, a
neuronalis aktivitast jelz0 korai géntermékek megjelenése a BLA sejtekben szorongasos
helyzetben®® ™ Ezzel 6sszhangban, a BLA neuronok gatlasa NMDA receptor antagonistaval,
vagy benzodiazepin receptor agonistdval a szorongas-asszocialt viselkedés csokkenését’,
mig azok aktivalisa GABAAa receptor antagonistaval, vagy stressz-asszocialt
neuropeptidekkel (CRH, urokortin 1) a szorongési markerek felerésodését valtotta ki’578,

A defenziv viselkedés egy masik, panik-asszocidlt formdja a menekiilés, aminek
adekvat megjelenése az el6z6 példahoz hasonléan a menekiilés motoros Kivitelezésén tul
fels6bb informaciofeldolgozo kdzpontokat igényel. Erre utal az is, hogy olyan integrald
terliletek érzékenyitése, mint az amigdala vagy a dorzomedialis hipotalamusz kronikus
diszinhibicioja lehetdvé teszi a menekiild valasz natrium-laktattal, egy nyugalmi
koriilmények kozott artalmatlan agenssel, valo indukalasat’®’®. A pénikszerti valaszok
kozvetlen kialakitasaban végrehajtdo szerepli a menekiilési valaszt kivaltd dorzalis
periakvaduktalis sziikreallomany (dPAG)®, illetve a jelenségre jellemzé vegetativ aspektus,
a kardiovaszkularis valtozasokért felelds szimpatikus valaszt iranyitd rosztroventrolateralis
veld (RVLM)®. Korai géntermék expresszios adatok alapjan a dPAG menekiilés soran aktiv,
mig lokalis farmakologiai gatlisa a benzodiazepin midazolannal®?, GABA®® vagy GABAs
receptor agonistaval®® a menekiilési valasz gatlasat okozza. Ezzel szemben elektromos

stimulacioj 8, valamint GABAA receptor antagonistaval valo diszinhibici6ja®® a menekiil6

valaszt facilitalja.

A fenti, a szorongéds és védekezd viselkedés szabdlyozdsdban csomoOpont szerepil
teriiletek, jobban levezetett gerinces csoportokban, igy az emberekben és a ragcsalokban
egyarant a medialis prefrontélis kéreg (mPFC) szabdlyozésa alatt allnak. Az mPFC szamos,
a fenti szabalyozasban fontos teriilettel 4ll kapcsolatban, tobbek kozott léteznek az
anteriomediélis thalamuszon keresztiili reciprok Osszekottetések a hippokamusszal®®7:88,
valamint kdzvetlen kapcsolatok mind a BLA-val®, mind a VHC-val®*®!, Ezen feliil az mPFC
kozvetleniil beidegzi a viselkedési véalasz kivitelezésében fontos hipothalamikus és agytorzsi

magvakat®? %8, valamint reciprok kapcsolatban 4ll a szerotonerg dorzalis raphe maggal®. Az
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mPFC szabalyozé szerepe sokrétii €s alteriilet specifikus moédon jelenik meg. A szorongassal

¢és félelemmel asszocialt ingerek, illetve viselkedési valaszok negativan korreldlnak az

100,101 102,103
H

anterior cingularis kéreg (ACC) aktivitdsdval mind emberben , mind ragcsalokban
mig az infralimbikus (IL) és prelimbikus (PRL) kérgi teriiletek valoszinlleg ezek

szabalyozasaban egymassal ellentétes modon vehetnek részt1%,
2.2.5. A defenziv viselkedés szerotonerg szabalyozasa emlosékben

A szerotonerg rendszer vizsgalata tobb okbol is kiemelt szereppel bir a stressz-
kutatasban. Egyrészt a védekezo viselkedések kialakitasaban fentebb leirt csomopont szerepii
agyteriiletek a rendszer fontos projekcios teriiletei k6z¢é tartoznak, masrészt, ezzel szoros
Osszefliggésben a szerotonerg rendszer kiilondsen érzékeny a kornyezeti ingerekre, stresszre,
kiilonosképpen a korai fejlddési periddusban. Ezekbdl kovetkezik tovabba, hogy a
szerotonerg jelatvitel, illetve annak zavarai szamos stresszasszocialt pszichiatriai
betegségben megjelennek, valamint hogy a leghatékonyabb terapias szerek is ezen a
rendszeren keresztiil fejtik ki hatdsukat. Ezen hatdsok hatterében all6 mechanizmusok
ismerete kiilondsen fontos a 1étez6 szerek 1j indikacioinak és 0j terapias szerek fejlesztésének

szempontjabol egyarant.

2.2.5.1. A szerotonerg rendszer anatomiaja

Emlésokben szerotonerg neuronok kizardlag a raphe magvakban talalhatoak. Az itt
fekvo kis szamu szerotonerg neuron szamos agyteriiletre vetit, beleértve a fentiekben
targyalt, a védekez0 viselkedés szabalyozasaban fontos kdzpontokat is. Megkiilonbdztetjiik
a raphe pallidusz (B1), obszkurusz (B2) és magnusz (B3) magvakat, a vesztibularis magot
(B4), a hidi raphe magot (B5), a medidlis longitudinalis kdteg szerotonerg sejtjeit magaba
foglalo magot (B6), illetve a kodzépagyi dorzalis (B7)(DRN), valamint medialis raphe
magvakat (B8-B)(MRN). Azok viselkedés szabalyozasaban dominans szerepe miatt a
tovabbiakban a k6zépagyi DRN és MRN magvakat targyalom. Az ezekben talalhato eltérd

szamu szerotonerg idegsejt projekcios mintazatukon feliil még szamos tulajdonsdgaban eltér

crer
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szoros  Osszefliggésben neurotranszmitterekre ¢és farmakologiai  agensekre valod

105-109

érzékenységében , ezeket szamba véve pedig szamos funkcidjabant?®,

2.2.5.2. A szerotonin jelatvitel komponensei

A szerotonerg rendszer komplex Osszetétele teszi lehetévé a szerotonin (5-hidroxi-
triptamin, 5-HT) id6ben és térben finoman hangolt jelenlétét, hogy az preciz médon
ellathassa széleskorii szabalyozo szerepét a teljes szervezetben. A rendszer komponensei az
5-HT ligand, az azt szintetizalo és metabolizaloé enzimek, a molekulat szallito és visszavételét

végz0 transzporterek, valamint az 5-HT receptorok.

Az 5-HT kétlépéses szintézise soran eldszor a triptamin 5-hidroxi-triptofanna alakul a
triptofan-hidroxilaz (TPH) katalizalta folyamatban, amit végiil az aromas-aminosav-
dekarboxialdaz (AADC) alakit 5-HT-vé. A folyamat mennyiségmeghataroz6 komponense a
TPH enzim!!1112, Emlésokben a TPH két izoformaja van jelen; a TPH1, illetve TPH2. Az
izoformak kiilon kromoszéman elhelyezkedd kopidkrol irodnak at, elébbi elsd sorban a
periférids, utobbi a kozponti 5S-HT szintézisért felelés*'®. Az enzimek mennyisége és
aktivitdisa  tobb  szinten szabalyozott; szamottevd tényezOk  kofaktoranak!!4,

koszubsztratjanak'®, valamint foszforildld6 enzimének jelenléte és mennyisége!®.

117 k118
H

Mennyisége prediktiv a szerotonerg sejtek tiizelésére ', aktivitasa kiilonbz6 stresszoro

illetve a CRH jelatvitel altal facilitalodhat®®,

A szintézist kovetden az 5-HT molekuldk a vezikularis monoamin transzporter 2
(VMAT?2) transzporteren at szekrécios vezikulakba csomagolodnak, és igy szallitodnak a
preszinaptikus terminalisokhoz, ahol a szinaptikus résbe iiriilnek!?°. Fontos megjegyezni
azonban, hogy a VMAT2 mas monoaminok transzportjaért is felelds, igy az ezt célzo
viselkedésfarmakologiai és viselkedésgenetikai megkozelitések eredményeit e szerint lehet

csak interpretalni.

A szinaptikus résbdl az 5-HT visszavétele, és igy biologiai rendelkezésre allasanak
megsziintetése legkevesebb két mechanizmus révén johet létre, amibdl a legjobban

feltérképezett a szerotonin transzporter (SERT) mikodéséhez kotott, dominans szerepili
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folyamat!21122. A néatrium- és kloridion fiiggd SERT viselkedésszabalyozasban betdltott
szerepe a preklinikai kutatasok fokuszaban all, mivel 1) a jelenleg legszélesebb korben
alkalmazott antidepresszans €s szorongasoldd Un. szelektiv szerotonin visszavétel gatlo
(SSRI) készitmények ennek manipulalasan keresztiil fejtik ki hatasukat; tovabba 2) a SERT-
populacioban jelenlévd stabil polimorfizmus, ami csokkent SERT expresszioval ¢€s

depressziv tiinetekkel hozhat6 6sszefliggésbe.

Az 5-HT visszavételét kovetOen, annak lebontasat elsosorban a monoamin oxidaz A
(MAOA) enzim végzi oxidativ deaminaci6 révén. Elsddleges bomlasterméke az 5-hidroxi-
3-indolacetaldehid (5-HIAL), ami koriilbeliil 95%-ban 5-hidroxi-indolacetil savva (5-HIAA)
és kisebb részben 5-hidroxi-triptofolla (5-HTOL) bomlik tovabb. A legstabilabb, és az 5-HT
anyagforgalmara legtobb informaciot hordozé molekula tehat az 5-HIAA, amit jellemzéen
az 5-HT aranyaban adnak meg, ezzel jellemezve az 5-HT kicserélédést'?. A MAOA enzim
masik izoformaja a MAOB, ami a szerotoninhoz kisebb affinitassal kot és a terminalisokban
lokalizalod6 MAOA-val szemben a sejttestek mitokondriumjainak membranjaban jelenik
meg. A szomaban zajlé 5-HT szintézis a MAOA a fenti kompartmentalizacidja révén, és a
MAORB kisebb affinitasa miatt miikodhet jo hatasfokkal 24, A MAOB-t egyébként ujabban
az exploracioban ¢és védekezd viselkedésben fontos szerepet jatszo feniletilamin (PEA)
lebontasaban jatszott szerepe révén vizsgaljak*?+1?°. A MAOA a tobbi monoamin lebontasat
is katalizalja, de annak hianya vagy gatlasa az 5-HT szinteket emeli meg legnagyobb

mértékben, azonban annak manipulacidja soran ezt fontos figyelembe venni.

Az 5-HT széleskort ¢lettani hatasaiért szamos kiilonbozé receptor tipus felel.
Emberben eddig 7 receptorcsalad (5-HT1.7), 14 receptorat klonoztak, amelyek kiilonb6zo
szerkezetlikon, biokémiai tulajdonsagaikon és funkcidjukon tul, idegrendszeri eloszlasukban
is eltéréek lehetnek?®. A receptorcsaladok egyes varidnsai féként poszt-transzlacios és
heterodimerizaciés folyamatok révén érik el valtozatos formdjukat?’!? A védekezd
viselkedésformak és szorongas szabalyozasaban betoltott szerepiik miatt jelen disszetacioban
az SHTia, 5HTie, S5HT2a, 5HT2c, SHT3 receptorokkal foglalkozunk bdvebben a
tovabbiakban.
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2.2.5.3. A szerotonerg rendszer szerepe a defenziv viselkedésben

A szerotonerg rendszer viselkedési stressz-valaszban betoltott szerepére szamos
bizonyiték utal. Ilyen adat, hogy 1) a szorongas-asszocialt allapotok és védekezo viselkedés
szabalyozasaban szerepet jatszo idegrendszeri strukturdk és a szerotonerg magok kozott
szamos, gyakran kétiranyl anatomiai kapcsolatot ismeriink. Ezen feliil 2) a kiilonboz6
stresszorokat prezentald stressz-modellek befolyasoljak a szerotonerg jelatvitelt,
elektrofizoldgiai, mikrodializis és immunhisztokémiai adatok alapjan. Végiil pedig, 3) a
szerotonerg jelatvitel komponenseit manipulald genetikai és farmakolologiai kezelések

befolyéasoljak a szorongas-asszocialt allapotokat és a védekezo viselkedést.

2.2.5.4. A szerotonerg rendszer és a viselkedési stresszvalaszt iranyito teriiletek
anatomiai kapcsolatai

Az agytorzsi raphe komplex szerotonerg neuronjai beidegzik a szorongas-asszocialt
allapotok, valamint ezzel szoros Osszefliggésben a védekezd viselkedés szabalyozasaban
fontos agyteriileteket, igy példaul a limbikus rendszert. A DRN projekciojat kiild a frontalis
¢s prefrontalis kéregbe, a VHC-be, az amigdala tobb teriiletére, mig az MRN beidegzi a
DHC-t, a szeptumot, az accumbens magot és a hipotalamusz tobb teriiletét?®, A felsdbb
kozpontok mellett a védekezd viselkedésformak, példaul a menekiilé valaszt kézvetleniil
iranyito strukttrak, is fogadnak szerotonerg bemenetet, példaul a DRN lateralis szarnyaban
¢s a ventrolateralis PAG-ban szortan elhelyezkedd multipolaris szerotonerg sejtek a
Szimpatomotoros Iranyité Koézpont fontos részét képezik. Az itt lokalizalodd multipolaris
sejtek kozvetlen kapcsolatban allnak az RVLM-mel, illetve multiszinaptikus kapcsolatban
allnak a mellékveseveldvel, igy modulalva a ,fight-or-flight” véalaszt'®°, Sok esetben
ugyanazok sejtek kollaterdlisokat adnak le a védekezd valasz szabdlyozdsdban fontos tobb
kiilonbozo teriiletre is, példaul a DRN ugyan azon sejtcsoportja vetit a VHC-be és a BLA-ba
is'3, ami a teriiletek 6sszehangolt mitkddésére gyakorolt modulalo hatésra utal. A defenziv
valaszokat kozvetleniil befolyasold korokon feliil, a raphe kompex szerotonerg sejtjei a
viselkedést megengedd mechanizmusokat, szenzoros integraciot €s motoros milkodést
iranyito teriiletekre is vetitenek, igy szerepet jatszhatnak a viselkedési valaszkészség

kialakitasdban is'3271%, A viselkedést befolyasolé teriiletekkel valo direkt kapcsolatokon
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feliil a szerotonerg rendszer vetit mas, a stressz-valaszt befolyasolé neuromodulatoros
monoaminerg magvakba is. Kozvetleniil, illetve az mPFC-n keresztiil kozvetetten is
befolyasolja a noradrenerg rendszer kdzpontjaként ismert locus coerelust (LC)%8136-140
valamint vetit a dopaminerg kozpontokba és azok projekcios teriileteire egyarant (substancia
nigra, ventralis tegmentdlis area, accumbens mag, mPFC)¥*1%° Elmondhaté ugyanakkor,
hogy sok teriilettel reciprok kapcsolatot is alkot, igy példaul BLA-DRN kapcsolat mellett,

DRN-BLA projekcio is ismert.

2.2.5.5. A szerotonerg jelatvitel és a viselkedés korrelacioja stresszmodellekben

A stresszasszocialt viselkedés €s a szerotonerg rendszer kapcsolataira, azok fizikai
Osszekottetésén tul, szamos egyéb adat utal. Erre fontos példak, hogy stresszorok
alkalmazasaval, vagy a stresszor fiziologiai hatasat utanzo kezeléssel a védekezd
viselkedésformak és a szerotonerg jelatvitel paralel modon valtozhat. A DRH CRH
kezelésével példaul szorongasszerii allapot és viselkedési valasz indukalhat6*®, tovabba a
viselkedési stresszvalasz gyakran a szerotonerg rendszer mitkodésének megvaltozasaval jar
egyiitt!47-149,

Macskakon végzett in vivo elektrofizolégiai mérések soran nem talaltak
alapaktivitastol eltérd valaszokat a lasst, ritmikus tlizelési mintazatuk alapjan szerotonergnek
definialt sejtekben emelkedd kornyezeti hdmérséklet, gyulladaskelté anyagok, farmakoldgiai
vérnyomascsokkentés vagy novelés, inzulin-indukalt hipoglikémia, fazikus vagy tonusos
fajdalominger, hangos zaj, immobilizacio, vagy egy potencialis predator (kutya) jelenlétének

150 A szerzOk az erds stresszasszocialt viselkedési valtozas ellenére elmarado hatast

hatéasara
azzal magyarazzak, hogy bar a stresszorok képesek aktivalni ezeket a sejteket, de nem
jobban, mint barmilyen mds ébrenlét alatt megélt inger, az aktivitds tehat nem stressz-
specifikus. Ennek ellenére Iéteznek stresszasszocialt szerotonerg viselkedési hatasok,
azonban azok csak mas jelatviteli folyamatokkal egyiitt, példdul CRH elvalasztassal
Osszhangban jelennek meg, vagyis az 5-HT tonusnak egy viselkedést megengedd szerepe
lehet. Az elméletet alatamasztja, hogy 5-HT amigdalara kifejtett elektrofiziologiai hatasai

CRH hianyaban nem jelennek meg!®. Szerotonerg neuronok viselkedés-asszocialt
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elektrofiziologiai valaszaira j0 példa a kozponti mintdzat generatorok (,.central pattern
generator”, CPG) aktivalodasa és elcsendesedése. A fentiekkel megegyezd tiizelési
mintdzatt DRN neuronok szamos ritmikus viselkedés, példaul ragas, nyalds, tisztalkodas
elott aktivalodnak, majd a viselkedés végeztével elcsendesednek. Fontos ugyanakkor
megjegyezni, hogy amennyiben a ritmikus viselkedés valamilyen Gjdonsag ingerre vald
reakci6 miatt marad abba, a neuronok aktivitdsa azonnal, gyakran az alapaktivitas alatti
szintre esik vissza. Ez a hirtelen aktivitascsokkenés egyiitt jar a megszakitd inger felé
orientalodassal, szemmozgassal és az attol fliggetlen viselkedések gatlasaval, vagyis egy
altalanos ,figyelemfokuszalas” reakcioval’®2, Nem kizarhato tehat, hogy a fenti sejtek
alapaktivitasa, ritmikus viselkedéssel asszocialt aktivitasa, illetve a megszakitod ingerre adott
aktivitdscsokkenése mind kiilon funkciot szolgal ki, igy az aktivitdsndvekedés figyelmet nem
igényld motoros miikodéssel, az aktivitdscsokkenés a figyelem orientdlasaval lehet

Osszefliggésben.

Az akut viselkedési stressz-valasz szerotonerg mechanizmusainak leirasara
ragcsalokban a legelterjedtebb modszerek az agyteriilet specifikus mikrodializissel valo
mintavétel és folyadékkromatografids és/vagy tomegspektrometrias kvatifikalas, illetve a
post mortem immunhisztokémiai vizsgalat. Elobbi esetében viselkedd allatbol mérhetd az
idegsejtekbdl az extracellularis térbe Uriilé ingeriilet atvivo anyagok Koncentracidja, mig
utobbinal szovetbdl hatarozhatunk meg aktivitdst gyengébb idobeli, de erdsebb térbeli
felbontasban. A megkdozelitéseket alkalmazva szamos, a védekezd viselkedés iranyitasaban
fontos agyteriileten megjelené akut stresszindukalt 5-HT valaszt mértek ki, elsé sorban a
hippokampuszt, az amigdalat és a PFC-t vizsgalva. Egérben és patkdnyban végzett
mikrodializises vizsgalatokkal leirtak, hogy ragadozo stressz hatasara az 5-HT koncentracid
megnd a hippokampuszban, az amigdaldban és a PFC-ben egyarant*’-1%°, Jobb felbontasu
mintavételezéssel ugyanakkor az is meghatarozhaté volt, hogy az 5-HT szint a ragadozé
megjelenésével azonnal megemelkedik és koriilbeliil 10 percen at stabil marad, majd
csokkenni kezd. Az 5-HT szintekkel parhuzamosan a viselkedést is vizsgalva lathatd, hogy
a magas 5-HT koncentracioval a teszt elsd felében a szélsdséges Ovatossag, illetve a lassan

megjelend kockazatfelmérd magatartas fejezodik ki, majd a csokkend szakaszban a nem
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predator orientalt viselkedés keriil elétérbe®®. Hasonldéan a fentiekhez, 5-HT szint
emelkedést detektaltak a hippokampuszban és az amigdaldban a farokcsipés, illetve a
kényszeritett szas-tesztet kovetden, azonban azok dinamikéja eltért a predator-stressz altal
kivaltott valasztol. E16bbi esetében a hatas a tesztet kdvetben is elhuzodott, amit a szerzék a
csipesz levétele utani megndvekedett tisztalkodassal, illetve az azt iranyit6 CPG aktivitassal
magyaraztak'®®. A kényszeritett iszas teszt esetében ugyanakkor iddben kétcsticsii 5-HT
novekedés volt megfigyelhetd. A tesztben a vizhOmérsekletet manipulalva, illetve az allatok
testhdmérsékletét folyamatosan mérve a szerzék megfigyelték, hogy mig az egyik cslcs a
teszt szituacié eredménye, addig a masik a lezuhané testhdmérséklethez kotheté™?, vagyis
5-HT fiiriilés kdveti a pszicholdgiai €s a fizioldgiai stresszt egyarant. Immunhisztokémiai
vizsgalatokbol ismert, hogy a ragcsalok hippokampalis 5-HT névekedéssel reagalhatnak még
tjdonsaghelyzet kihivasra'®®, félelmi kondicionaldst kovetden a veszéllyel asszocialt
kontextusra®®®, valamint labsokk stresszre is, utobbira csak abban az esetben, ha a stresszor
nem elkeriilhetd, vagyis kontrolalhatatlan’®"%8, Ezek alapjan az eredmények alapjan az akut
kihivasokra adott valaszokban az 5-HT tonus jelenléte a viselkedést megengedd szerepi,
annak fazikus csOkkenése a figyelmet orientald és viselkedésgatld szerepli, mig annak

fazikus megemelkedése egy viselkedés megjelenésével asszocialt hatast lehet.

A kronikus stressz szerotonerg jelatvitelre gyakorolt hatésait foleg immunhisztokémiai
vizsgalatok eredményeibdl ismerjiik, a valtozasok dinamikajat mutatdé mikrodializis adatok
joval ritkabbak. Utobbira példa, hogy kronikus enyhe stressz hatdsara szétkapcsolodik az
¢berségi allapot €s a szerotonerg tonus erds korrelacidja, beleértve az alvas-ébrenlét ciklust,
illetve alapi és stressz-indukalt éberséget'®®. Ezen feliil, kronikus immobilizacios stressznek
kitett allatoknak megnd az akut immobilizaciora adott szerotonerg valaszkészsége, mig a
kronikus kezelést nem kapott allatok nem valaszolnak az akut kihivésra, addig az el6zetes
stresszelt egyedek magasabb 5-HT ténusa lezuhan'®®. Egy merében mas tipusa kronikus
stresszt, szocidlis izolaciot kovetden ugyanakkor, az 5-HT valaszkészség csokkenhet, vagy
teriiletspecifikusan at is rendezddhet. Szocidlisan izolalt patkanyoknal elmarad a 1absokkra,
illetve az Gjdonsag-kihivdsra adott 5-HT szintemelkedés a VHC-ban'*>!®! illetve az

ijdonsagkihivas hatisira megnétt 5-HT kicserélédés az mPFC-ben'®21%3 Azonban t&bb
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agyteriiletet vizsgalata nyugalmi, majd stresszindukalt allapotban, szocialisan tartott és
izolalt allatoknal mar ennél Gsszetettebb képet mutat. Mig nyugalmi koriilmények kozott az
izolalt allatok VHC-jaban magasabb, BLA-jukban alacsonyabb 5-HT koncentraci6 mérhetd,
addig immobilizacidés stressz hatdsara az izolalt allatok 5-HT szintje erdsebben
megemelkedik szamos eldagyi teriileten, igy a DHC-ban, valamint a frontélis kéreg, az

amigdala és a PAG szdmos teriiletén®®®,

Ezt a kettosséget tamogatja szamos
immunhisztokémiai eredmény, amik szerint a Korai, viselkedés fejlédése szempontjabdl
kritikus  periodusban  torténd izolacid a  hippokampuszban csokkent 5-HT
elvalasztast?®°0195164 ¢ rost-denzitast'®, mig az amigdaldban megndtt szerotonerg rost-
stirtiséget eredményez'%®%’. Ezek alapjan az eredmények alapjan arra kdvetkeztethetiink,
hogy a kronikus stressz, kiilonosképpen a korai fejlédést érintd perturbaciok, mind a
nyugalmi, mind a stresszindukalt allapotok szerotonerg rendszerét befolyasolhatjak. Ebbdl
kovetkezOen, a rendszer fenotipusra gyakorolt hatasat, csak ezen allapotokat egyiitt vizsgalva
érthetjiik meg. Lathat6 tovabbd, hogy a szerotonerg rendszer adekvat szabalyozé szerepe erds

kornyezeti befolyas alatt all az allat egész ¢lete sordn, de kiemelkedden érzékeny annak korai

fejlodése alatt.

2.2.5.6. A szerotonerg jelatvitel és a viselkedés kauzalis kapcsolatai

Belathato, hogy viselkedés ¢és a szerotonerg rendszer kapcsolatdt az anatomiai
Osszekottetésbol, illetve azok stresszorokra adott paralel valaszaibol csak feltételezhetjiik, a
funkcionalis kapcsolat meglétét, illetve annak kauzalis természetét csak a komponensek
eliminalasaval vagy szerepiikk csillapitasaval, felerdsitésével vizsgéalhatjuk. Ilyen
megkdzelitések a rendszer jelatviteli komponenseinek gétlasa/aktivaldsa genetikai vagy
farmakologiai eszk6zokkel, a rendszer anatdmiai komponenseinek gétlasa/aktivalasa 1€zios,
elektromos stimulacios, farmakogenetikai, valamint optogenetikai médszerekkel, illetve az
anatomiai és jelatviteli megkozelités kombinécidja, vagyis a teriiletspecifikus farmakologiai
gatlas vagy aktivacio. Az ilyen vizsgélatokat feldolgozé irodalom nagy terjedelme miatt, a
tovabbiakban csak a védekez6 viselkedési valaszokra, illetve szorongasra gyakorolt

hatasokat targyalom.
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Jelatviteli komponensek

Szintézis. Bar az 5-HT szintézisének teljes ellehetetlenitése letalis az allatok szdmara,
léteznek olyan stabil polimorfizmusok, amelyek csdkkentett S-HT jelatvitelt eredményeznek.
Ilyenre példa a TPH2 human populacidban unipoléris depresszidval kapcsolatba hozhato
R441H variansat kifejez6 transzgenikus egértorzs (,,knock-in technolgia, Kl), amely eléagyi
5-HT szintje 40-80%-al kevesebb a vad tipusénal. Ezek az allatok szorongas-asszocialt
viselkedést, megnétt vilagos kompartmentbe vald belépési latenciat mutatnak sotét-vilagos

teszt kihivas soran'®®

. Egy masik példa a TPH2 enzim csokkent funkcidjara és ennek nyoman
kialakul6 alacsony kdzponti 5S-HT koncentraciora, a BALB/cJ egértorzs, amit leggyakrabban
annak erés szorongisos vonasai miatt alkalmaznak'®®. Tovéabbi példa, a szerotonerg
neuronok egy fontos fejlodési faktordnak, a TPH2 transzkripciot eldsegité PET1-nek kiiitése,
ami a normalis 20%-ara csokkenti a kozponti szerotonerg sejtek szamat. Ez a mutacio szintén
szélsdséges szorongassal jar egyiitt Ujdonsag kihivast prezentald tesztekben'’®. Egy masik
fontos fejlodési faktor, az Lmx1b PET 1+ sejtekbdl valod feltételes kiiitése a TPH expresszio
drasztikus csokkenését és erésebb kondicionalt félelmi valaszt eredményez!’t. Az 5-HT
szintézis genetikai blokkoldsa tehat minden esetben megemelkedett szorongést eredményez.
Erdekes modon, az 5-HT szintézis akut serkentése vagy gatlasa, az 5-HT valamely
prekurzoranak adagolasaval, vagy a TPH enzim gatlasaval, a viselkedési fenotipus egy masik
dimenzidjaban okoz valtozasokat. Régota boncolgatott jelenség az 5-HT jelenléte és a
viselkedési valaszkészség kozti kapcesolat, amelyet az allatok spontan, illetve amfetamin vagy
dopamin-indukalt lokomocidjara, valamint ujdonsaghelyzetben valdé exploraciojara
gyakorolt 5-HT hatasokkal jartak koriil'’2"4. Mig az éllatok kdzponti 5-HT szintje és
spontan mozgasa kozott nem mindig egyértelmii a megfeleltethet6ség, az amfetamin vagy
dopamin-indukalt mozgast felerdsiti a DL-Pcpa-val eléidézett TPH gatlas, mig az 5-HT vagy
5-HT prekurzorok adagolasa azt elmossa. Ezzel parhuzamosan, az 5-HT szintézis gatlasa
jellemzden kedvez az exploracionak, mig maga az 5-HT gyakran gétolja a viselkedés
kifejez6dését, a kornyezet Gjdonsag fiiggvényében® 17, Ezen feliil az 5-HT depletalt allatok

szenzoros érzékenysége megndhet, erésebb lokomotoros valaszt adnak fény és

hanghatasokra egyarant, egy jdonsag-kihivas soran'’®1’® Ezek alapjan az 5-HT szintézis
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tartos hidnya drasztikusan alacsony 5-HT jelatvitelt €s erdsen szorong6 fenotipust hoz létre,
mig annak akut valtozéasai az exploraciot, valamint az 0j kornyezeti ingerek befogadéasat

tamogato, illetve azt megengedd funkcioval rendelkezhetnek.

Szallitas és visszavétel. A monoaminok sejten beliili szallitasat végz6 VMAT2 gént
nélkiilozo allatok heterozigéta formaban életképesek csak, szorongasos vonasaikban nem
kiilonbdznek a vad tipust6l}’®. Az 5-HT szinaptikus résbdl vald visszavételét, és igy annak
bioldgiai rendelkezésre 4llasat szabalyozd SERT expresszid manipulalasa azonban széles
korben befolyasolja a szorongésos fenotipust. A SERT KO allatok viselkedési fenotipusa
erdsen fligg hattérként szolgald allattorzstdl, van ahol csak depresszid-asszocialt viselkedési
hatast mértek, mas esetekben, koztiik patkanyokban is, minden alkalmazott viselkedés-
tesztben erdsen szorongonak bizonyultak a gént nélkiilozé egyedek!®®18¢ A SERT kritikus
fejlodési periodusban vald blokkolasa SSRI készitményekkel a KO fenotipushoz hasonloan
erdsen szorongd fenotipust hoz 1étre'®. mig a transzporter tilexpresszaltatasa csokkenti a
szorongast'®. A SERT farmakologiai gatlisara talan a legjobb példa a human gyogyaszatban
sz¢éles korben alkalmazott SSRI terapia. Az SSRI-k krénikus alkalmazasénak indikacioja
szinte az 0sszes szorongassal jaro pszichitriai betegség lehet, igy a poszt-traumas stressz-
zavar (PTSD), a generalizalt szorongas zavar (GAD), a panikbetegség, a kiilonbdzé fobiak,
beleértve a szocialis fobiat is!®. Preklinikai vizsgalatokban az SSRI-k akut hatdsa gyakran
ellentmondasos, kronikus alkalmazasa a human hatasokkal altalaban egybevag!®. A SERT
manipuldlasaval kapott viselkedési eredmények arra utalnak, hogy mig az 5-HT visszavétel
fejlodés soran valo tartds nélkiilozése erdsen szorong6d fenotipust eredményez, addig annak
feln6tt korban valo gatlasa, vagyis az 5-HT rendelkezésre allasanak csokkentése csillapithatja

az ujdonsag-asszocialt allapotokat, példaul a szorongast.

Lebontds. Altalanosan elmondhat6, hogy az 5-HT-t lebont6 MAOA enzim génjének
kilitése  jdonsdghelyzetben csokkenti az exploraciot ¢és a  kockdzatfelmérd
magatartdsformakat, egyes esetekben a szorongés-asszocialt viselkedést'9 1% mig csdkkenti
a szocialis interakciot!®®. A klinikkumban az enzimet gatlé készitményeket alkalmazzak

PTSD-ben, panikbetegségben, és szocialis fobia esetén, mig GAD-ban hatastalan'®,
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Receptorok. Az 5HT1a receptor kiiitése és fejlodés soran valo gatlasa megemelkedett
szorongast'® 2% annak thlexpreszaltatasa csokkent elkeriilést eredményez?®. Ezzel
Osszhangban, a receptor specifikus és nem specifikus agonistakkal valé farmakologiai
aktivalasa szintén a szorongas csokkenését eredményezi, amire preklinikai bizonyitékokon
tal a klinikumban GAD-ra alkalmazott parcidlis agonista buspiron is jo példa'?!8%, Az 5HT1a
az emlds idegrendszerben a szerotonerg sejtek sejttestjein a szerotonin jelatvitelt gatld
autoreceptorként, mig azok projekcios teriiletein a poszt-Szinaptikus sejtek membranjan
heteroreceptor formaban van jelen. Az agonistak szorongéasoldo hatasukat valdszintileg az
autoreceptorokon keresztiil megvaldsuld szerotonin jelatvitel csokkenésen keresztiil fejtik
ki'2. Hasonl6an tehat sok korabbi szerotonerg manipulacidhoz, a jelatvitel fejlédés soran vald
zavarasa vagy teljes nélkiilozése erdsen szorongd fenotipust eredményez, mig az akut

manipuldciok hatasait az aktualis kornyezet hatdrozhatja meg.

Mig az SHTia receptornak lathatoan fontos szerepe van az Ujdonsdghelyzetben
kialakuld szorongas-asszocialt allapotok csdkkentésében, addig az 5-HT152%%2%5, 5HT42%
és SHT2c?Y aktivacio erésen asszocialhato a szorongasos jellegekkel. A fenti receptorokat
nélkiiloz6 allatok szinte minden esetben csokkent szorongast mutatnak, vagy egyes ritka

esetekben manipulacidjuk nem gyakorolt a szorongasra mérhet6 hatast.

Az ionotrop 5HT3 receptor szorongasra gyakorolt hatdsair6l mérsékelt adat all
rendelkezésiinkre, annak tulexpresszaltatdsa az alkalmazott genetikai hattértl fliggden a
szorongast nem befolyasolja, vagy azt csokkenti Harrell and Allan, 2003, mig az allattorzst6l

figgetleniil noveli az Gjdonsag exploraciot?%320°,

A fentiekbdl lathatd, hogy a szerotonerg rendszer jelatviteli hatdsai erdsen fliggnek az
alkalmazott kezelés koriilményeitdl. A rendszer fejlédés soran vald nélkiilozése, vagy talzott
milkddése egyarant maladaptiv hatast lehet, az erdsen szorongéd fenotipust hoz létre. Ez
alapjan a rendszer fejléddés soran valé optimalis jelenléte kritikus a viselkedési fenotipus
kialakuldsdnak szempontjabol. Ezzel szemben, a rendszert akut modon befolyésold

kezelések viselkedési hatasai jol prediktalhatok az aktualis kornyezeti kihivas, illetve ezzel
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Osszefliggésben az 5-HT szintek kezelésindukalta megvaltozasanak iranya és dinamikaja

alapjan.
Anatomiai komponensek

Régota vizsgalt kérdés, hogy a raphe komplex fejlodési és anatomiai szempontbol
heterogén jellege funkcionalis sokszintiséget is jelent-e egyben. Szamos, a teljes raphe
komplex 1ézidjat kovetd vizsgalat utan?1®213 Geyer, valamint Jacobs és munkatarsaik az
els6k kozott korrelaltattak fiziologiai és viselkedési adatokat a dorzalis, illetve a medialis
magok specifikus elirtasat kovetéen. Mig az eldagyi 5-HT?!4, és a TPH aktivitas?®® mindkét
mag 1ézidja esetén drasztikusan csokkent, addig csak az MRD eliminalasat kovette, a korabbi
szisztémas farmakolégiai 5-HT csokkentéshez hasonld, viselkedési diszinhibicio®!®. Az
egyedek biokémiai és viselkedési adatainak korrelaltatdsaval arra is ramutattak, hogy a
hippokampuszban detektdlhato TPH aktivitds ardnyos az allatok ujdonsaghelyzet
exploracidjaval, sotétben vald aktivitasaval, illetve averziv ingerre adott Osszerezzenési
valaszéaval, amibdl arra kovetkeztettek, hogy normalis, nyugalmi koriilmények kozott a fenti
reakcidk az eldagyi 5-HT gatlasa alatt allnak. Ezt tamogatja tovabba, hogy az MRN szelektiv
optogenetikai aktivalasa az eldagyi 5-HT szint megemelkedésével parhuzamosan gatolja az

exploraciot ismeretlen kornyezetben?!’.

Egy masik, széles korben vizsgalt funkcionalis anomalia, miszerint a szerotonerg
rendszer latszolag ellentétesen hat szorongésasszocialt és félelemasszocialt viselkedést mérd
tesztekben. Az ellentmondas egyik feloldasa a Deakin-Graeff elmélet, ami szerint a kézponti
5-HT eltéré mechanizmusokon keresztiil erdsiti az elkeriilé valaszokat és gatolja a menekiild
viselkedést. A kettds szerep mechanisztikus hatterére szamos elmélet sziiletett, ide értve a
két viselkedés szabalyozasaban szerepl6 eltérd projekcios teriileteket, 5-HT receptorokat, 5-
HT valasz dinamikat, vagy raphe magvakat. Deakin és Graeff szerint az elkeriilé valaszokra
kifejtett hatds az amigdaldaban jelenlévé 5-HT tonushoz kothetd, kialakitdsaban SHT2a,
5HT2c és SHT3 receptorok vesznek részt, mig a menekiilés gatlasa a PAG fazikus szerotonerg
inhibici6javal valosul meg SHT1a és SHT2a és SHT2c receporokon keresztiil'*®. Mivel ismert,

hogy az MRN és DRN projekcids teriiletei eltéréek, és azok valaszdinamikéja is eltérhet?,
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a két mag hatasat kiilon is vizsgaltak a kettds szerep szabalyozasdban. Mig a szorongés-
asszocialt elkeriilésre gyakorolt hatdsok konzisztensek, vagyis az MRN vagy a DRN géatlasa
azt csokkenti, aktivalasa azt noveli, addig a menekiild valaszok modulalasa sokszor
ellentmondasos. Mig az MRN 4ltalanos, nem-szeretonerg gatlasa példaul elektromos
1ézioval, vagy a GABAerg neurotranszmisszié serkentésével képes befolyasolni a menekiild
valaszokat, a mag 5-HT jelatvitelhez kothetd komponenseinek szelektiv aktivacioja vagy
gatlasa nem fejt ki specifikus hatést a félelmi magatartasra®®221, Bar a DRN mind altalanos,
mind pedig szerotonerg manipulacidja azonos iranyban befolyasolja a menekiilést3022222 g
viselkedéssel parhuzamosan aktivalé raphe neuronok legnagyobb része nem szerotonerg??,
Ez alapjan lehetséges, hogy a menekiild valasz szabalyozasaban kozvetlen szerepe a raphe

komplex nem-szerotonerg komponenseinek van, mig a DRN esetében azokat a lokalis

szerotonerg projekciok befolyasolhatjak.

Lathato tehat, hogy a szerotonerg jelatvitel kiilonboz6 szisztémas, teljes szervezetet
érinté manipulacidinak korabban ismertetett sokrétii viselkedési hatasai megjelenhetnek
anatomiailag fokuszalt kezelések kdvetkezményeként is. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
a szisztémas kezelések is eltéré modon befolyasolhatjak az egyes eltérd szereppel rendelkez6
anatdmiai csomdpontokat, ami a szerotonerg rendszer agyteriilet specifikus vizsgalatanak
fontossagat is elére vetiti. Osszefoglalva, a szerotonerg rendszer viselkedést szabalyozo
szerepének megértés¢hez figyelembe kell venniink a rendszert befolyasoldo kornyezeti
faktorokat, beleértve a fejlodés és az aktuadlis kihivas sordn megjelend ingereket, illetve azt
hogy a rendszer egyes anatomai ¢€s jelatviteli komponensei mely viselkedési dimenzid

szabalyozédsaban érintettek. .

2.2.6.A zebradanio modell helye a biolégidban, a neurobiologiaban és a stressz-
kutatasban

A zebradanio modell tradicionalisan a genetika és embriologia eszkoztaraba tartozik,
azonban az utobbi években a kardioldgiai, endokrinologiai és neurobiologiai kutatasokban is
eldszeretettel hasznaljak. A modell 4ltalanos eldnyének tekinthetd, hogy egyfajta hidat képez

a redukcionista megkozelitést jelentd, egyszerii szervezettel rendelkezd gerinctelen, és az
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emberhez evoluciés értelemben kdzelebb allo, de joval dsszetettebb és koltségesebb emlds
modellek koz6tt??. Az emlés idegrendszer Osszetettsége miatt, sok neurobiolégiai kérdés
megvalaszolasahoz elengedhetetlen olyan egyszerlibb szervezetek alkalmazasa, amikben
lehetdséglink nyilik az idegrendszeri kapcsolatok széleskorti feltarasara a lehetd legnagyobb

id6-és térbeli felbontasban??®

. A mai technologiaval ez csak limitalt komponensszamu és
fizikai értelemben kompakt méretii halézatok vizsgalataval érhetd el. Ilyen megkozelitések a
korabban egyszerii idegrendszeri korok leirasara alkalmazott puhatestii (példaul az Aplysia,
Pleurobranchea, Tritonia, Clione, vagy Lymnea csoportok)??’, vagy a Kis méreténél fogva a
teljes idegrendszer szimultan vizsgalatara alkalmas elegans fonalféreg (Caenorabditis
elegans) és az ecetmuslica (Drosophylla melanogaster) modellek. Ezek az é161ények

nélkiilozhetetlenek voltak olyan alapvetd idegrendszeri miikodések megértéséhez, mint az

1228—230 231,232

akcids potencia , a visszacsatoldsi hurkok, vagy a diszinhibiciés szabalyozas
Ezen feliil ramutattak, hogy filogenetikai tavolsagtol fliggetleniil egy idegrendszerben
1éteznie kell bizonyos funkcionalis kozpontoknak, mint befogado, feldolgozo és valaszadd
komponensek 231232 vagy az ezeket egyiitt szabalyozo éberség kialakitasaért felelds lokalis
és altalanos csomopontok??’. A jelenlegi idegrendszeri ismereteinkhez vald alapvetd
hozzajarulasuk ellenére azonban ezek a modellek sok esetben annyira ,tavoliak”, hogy az
emberben miikk6dé neurotranszmitter rendszerek megértését csak funkcionalis és nem
konstrukcids analogiakkal szolgalhatjak. Szemben ezzel, a zebradanié egyszeriibb és
kompakt méretii idegrendszerében Kifejezi a legtobb emlésben leirt neurotranszmittert és
azok receptorait?3*2*° homolog agyteriiletekkel rendelkezik?33236-2% illetve az eddig leirt
human betegség-asszocialt géneknek mar 84%-4t azonositottdk genomjaban®®. Ezek, a
zebradanio biologiajabol fakado elényok tehat idealis jeloltté teszik a fajt egy kiilonleges
atmeneti modell szerepének betoltésére, bar meg kell jegyezni, hogy nem idealisabba, mint
barmely mas halfajt. Mas halfajokkal szemben a zebradanio elénye, mint modell abban all,
hogy az utdbbi tobb tiz évben fejlddésgenetikai modellként a modern genetika teljes
eszkoOztarat validaltdk a fajon és a mai neurobioldgia mddszertana is ezen az eszkdztaron
alapszik®*!. A faj biologiai adottségai és torténeti okokbol adodo behatd ismerete egyiitt teszi

tehat a zebradaniot egyediilalld neurobiologiai modellé.
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A zebradani6 modell a stressz-kutatasban is nagy jelent6séggel bir, kdszonhetéen
robosztus stressz- és nagy-ateresztOképességgel szamszerlsithetd, emlds-analog viselkedési
valaszainak. Emlésével homolég  limbikus  rendszere?*22%8,  stressz-tengelye
(,,hypothalamus-hypophysis-interrenal axis”, HPI tengely)?**2?°! és neuromodulatoros
palyai??6233.234252 yalamint széles védekezd repertoarja jol feltérképezett és mar a fejlodés
igen korai szakaszan, az egyszerlien és gyorsan vizsgalhaté larva allapotban is
megmutatkozik. Ezen feliil a larvak kiiltakardja teljesen atlatszo és erOsen ateresztd, ezért
optogenetikia ¢s farmakoldgiai manipulaciojuk egyszeri, kozponti idegrendszeriik

megfigyelése pedig mas modellekben nem latott id3-és térbeli felbontasban lehetséges?>> 260,

Tovébba a zebradanio erésen szociélis faj?®!, igy mind az aktuélis szocidlis kihivasok, mind

a kronikusan megzavart szocialis kornyezet hatésai jo1 vizsgalhatok a modellben?%2-264,

2.2.7. A zebradanio viselkedésrepertoarja és annak fejlédése

Mivel a neurobiolégidban egyarant jelen vannak larva és adult stadiumot alkalmazd
zebradanié modellek, fontos ismerniink a faj fejlodési dinamikajat. Az egyik, az emldsoktol
valo gyokeres eltérés, hogy a zebradaniok, sziiléi gondozas hijan, mar a fejlédés nagyon korai
szakaszaban aktiv, 6nallo viselkedést mutatnak, ami a fajt alkalmassa teszi a viselkedés korai
vizsgalatara. A zebradanional praktikus okokbol a fertilizaciot, mint idében jol lokalizalhato
eseményt tekintjiik az allat élete 0. idOpontjanak, és az innentdl eltelt idét hasznaljuk az allat
koranak megjelolésére (,,days post feritilisation”, dpf). Az egyes viselkedésformak
egyedfejlodés soran valdé megjelenését az 1. 4bra foglalja Ossze. A zebraddnidok a
megtermékenyitéstol szamitott 48-72. draban kelnek ki, majd hozzavetdlegesen 30 nappal
ezutan, egy metamorfozis soran alakulnak az adult morfoldgiai és fizioldgids jellegek

nagyrészét mutato juvenilis halla. Ez alatt az id@szak alatt jelennek meg ¢€s érik el végleges
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formajukat az adult allatokat jellemzd viselkedésformak és az ezek hatterében allo érzékelo,

dontéshozo ¢és a viselkedés kivitelezését lehetéveé tevd idegrendszeri és kdrnyéki struktarak.
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1. abra: a zebradanio viselkedési ontogenezise. (PMR: fotomotoros valasz, OKR: optokinetikus vélasz,
OMR: optomotoros valasz)

A zebradanié a kornyezet taktilis ingereire adott véalaszai 1725, az olfaktoros
szignalokra adott valaszai 4826257 mig a vizualis ingerekre adott valaszai 682%® oraval a
fertilizacio utan mar mérhetok. 3 nappal a fertilizacio utan, az ikrabol kikelt szabadon mozgo
larvak, mozgoé stimulusokra adott helyzetvaltoztaté optokinetikus valaszt (,,optokinetic
response”, a tovabbiakban OKR), majd 4 naposan a helyvaltoztato kovetd viselkedést, vagy
optomotoros valaszt (,,optomotoric response”, a tovabbiakban OMR) adnak?®®. Az ideg és
izomrendszer, valamint a neuromuszkularis kapcsolatok gyors fejlodésével 4-5 napos
korukra a larvdk mar szabadon Usznak, mozgasuk lassi és robbanasszerli Un. ,burst
swimming” epizddokra oszthat6 fel. A kezdeti, legegyszeriibb Gsz6 mozgéasok még autoném
modon, a CPG Aaltal szabalyozottak, majd a vizudlis rendszer és a nyutltagy gerinceveldi
projekcioinak fejlddésével lehetdség nyilik az erdsebb szenzoros integraciot igényld
viselkedésekre, mint a vadaszat, az elkeriilé vagy a menekiilési valaszok?®>?92"1 A fenti
velesziiletett viselkedésmintdzatokon tul, a larvak 5-8 napos korukban mar tapasztalatfiiggd
viselkedést, féleg nem-asszociativ tanulast; habituaciot, szenzitizaciot és diszhabituaciot?’?,

valamint rovidtava deklarativ memoriara utald viselkedést mutatnak?’®. A fenti széles és
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fejlett viselkedésrepertoar miatt szdmos szenzoros, motoros, éberségi, defenziv, illetve nem-
asszociativ tanuldsi folyamat hatterét, illetve azok manipuldlasanak farmakolodgiai és

genetikai célpontjait az 5-8 napos korcsoportban vizsgaljak.

Léteznek azonban viselkedések, amelyek csak a fejlodés elsd honapjanak végén, a
morfologiai metamorfozist kovetden jelennek meg végleges formaban. Ebben az id6szakban
alakul ki a felnéttekre jellemzé szocialis, illetve az adekvat elkeriild, valamint vadaszo
viselkedés, illetve az asszociativ tanulasra vald képesség. Mig az allatok helyvaltoztatd
mozgashoz kdthetd szocialis érdeklddése csak 4 hetes kor kornyékén jelenik meg?®!, a felndtt
szocidlis  preferencidk  vizualis bevésédése?’*?’®, illetve az olfaktoros alapt
rokonfelismeréshez sziikséges megerdsitd ingerek megengedd szerepe a fejlodés elsd
heteihez kotott?’S. Rajviselkedés?”’, illetve kis egyedszamok mellett territorialis agresszio a
metamorfozis utan, szintén 4 hetes kortol véalik mérhetévé?’®. Ugyszintén a zebradaniok
morfoldgiai metamorfozisa mentén, a fejlddés elsé honapjaban fordul at az egyedek sotét-
elkeriild, ,,szkotofob” viselkedése vilagos-elkeriilésbe, vagyis ,,szkototaxisba”?’®. A fejlodés
elsé honapjahoz kdthetd még a jellemzOen vizualis alapti vadaszo viselkedés tanulasa is. A
korai id6szakban a larvak képesek a vizualis ingerek helyett mas modalitdsu stimulusokra
helyezni a hangstlyt vadaszat soran, igy példaul sotétben nevelt egyedek a fej kornyéki
neuromaszt sejtekkel valo érzékelés révén képesek vadaszni. Ez a modalitas-valtas nem jar a
neuromaszt sejtek szdmanak, vagy a sejtek érzékeld receptorszamanak megvaltozasaval és
csak egy rovid idéablakban volt lehetséges, tehat valoszintileg érzékeny idészakhoz kthetd
és tanulas alapt valtozas®®. Sok szempontbol ugy tiinik tehat, hogy a zebradaniok nagyon
hamar, a fejlodés els6 napjaiban létrehoznak egy tuléld viselkedési fenotipust, amit aztan az
elsd honapban felvalt egy adult formara jellemzd stabil viselkedésrepertodr. A kettd

kapcsolata ezidaig sajnos nem ismert.
2.2.8. A defenziv viselkedésmodellek zebradaniéban és azok kiegészitései

A zebradaniéo defenziv viselkedésének vizsgalata mind céljaiban, mind pedig
mechanizmusaban erdsen atfed a ragcsalokndl targyaltakkal. Célja a human félelmi,

szorongasos és éberségi jellegek modellezése, modszertananak alapja a stressz-modell
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fejlesztés. Bar a zebradanidk élettani paramétereinek megfigyelése €s manipulalasa
messzemenden meghaladja a ragesaloknal rendelkezésre alld lehetdségeket, a megbizhatdan

mikodo stressz-modellek szdma erdsen limitalt.

A zebradanié védekezd viselkedése az emldsokéhez hasonld megjelenésii, hasonld
ingerek altal kivaltott és szabalyozott repertoar. A vélt vagy valos veszély intenzitasatol
fliggben mutathatnak elkeriild, menekiil6, a kiszamithatatlan Uszas-trajektoriaval
jellemezhetd zavarkeltd viselkedést vagy a viselkedési inhibicid kdvetkezményeként eldallo
dermed¢6 valaszokat. Ez alapjan, a vizsgalni kivant viselkedésformat kiilonboz6 kihivasokat
prezentald tesztekkel idézhetjiikk elé. Félelem-asszocialt valaszokat valthatunk ki vizualis
¢és/vagy olfaktoros predatorasszocialt kihivasokkal, igy példaul egy konkrét ragadozo
jelenlétével, vagy annak képi megjelenitésével, egy kozeledé pont projektalasaval, vagy a
zebradaniok kiiltakardjabol sériilés hatasara felszabadulo veszélyt jelzd anyag (,,alarm
substance”, AS) vizbe oldasaval?®!. Szorongas-asszocialt valaszok, példaul elkeriilés valthato
ki a vélt fenyegetést prezentald ujdonsagkihivasokkal, illetve azt averzivabba tevé kronikus
stresszel. A zebradani6 szorongas-szerii viselkedését mérd tesztek, hasonléan a
ragcsalokéhoz, jellemzden egy konfliktust prezentdlnak az allat szdmdra, amiben annak
viselkedését az 0 kdrnyezet exploracidja €s egy velesziiletett médon averziv inger, példaul
kitettség vagy nem megfeleld megvilagitds, kozotti csereviszony irdnyitja. A fenti
kihivasokra adott viselkedési valaszok félelem-, illetve szorongas-asszocialt jellegét, azok

farmakologiai, viselkedési és fiziologiai validalasaval igazoltak?82-29t,

A zebradaniok szorongas-asszocialt viselkedésének vizsgalatara leggyakrabban
alkalmazott, ujdonsaghelyzetet prezentald, megkdzelités-elkeriilés konfliktuson alapuld
modellek a nyilt-tartdly (,,0open tank”, OT)*? és a sotét-vilagos preferencia tesztek
(,light/dark tank”, LDT)?288293.2% A modelleket elsésorban felndtt zebradanidkra
fejlesztették, de létezik a larvakra adaptalt, bizonyos szempontokbdl leegyszeriisitett
valtozatuk is. Az OT tesztben az allatot egy szamara ismeretlen buvohelymentes kdrnyezetbe
helyezziik, praktikusan egy iires akvariumba. A halak, az eml6s6khoz hasonloan, ujdonsag-
stressz alatt keriilik a kitett teriileteket, ugynevezett ,.thigmotaxist” mutatnak, vagyis a falak

mentén Usznak, illetve a felszinrdl az aljzatra menekiilnek. Az ujdonsag-indukalt szorongésos
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allapot az id6 eldre haladtaval, vagy klinikiai szorongasold6 agensek hatdsara csokken, ami
a nyilt exploracié felé hajtja a viselkedést, az egyedek egyre gyakrabban Iépnek a szamukra
velesziiletett médon averziv kdzponti és vizfelszin kozeli zonakba. Az OT tesztben, az
valtozokat; kockazatfelmérd viselkedést, valamint félelem-asszocialt valaszokat, példaul
dermedési vagy zavarkeltési viselkedést is vizsgalnak®2%2%, A szamos vizsgalt viselkedési
végpontbol, az egyedek felszinkeriilési tendencidja a leggyakrabban bemutatott és
legszélesebb korben reprodukalt defenziv valasz, azonban annak larvakra alkalmazhat6 és
ezzel Osszefliggésben nagy-ateresztoképességli vizsgalatdra ezidaig nincs megfeleld
moddszer. Ennek oka, hogy mérése csak a vertikalis mozgas vizsgéalataval lehetséges, mig a
nagy szamu teszt szimultan végzésére alkalmas elrendezések jellemzden csak horizontélis
megfigyelést engednek. A masik széleskorben alkalmazott modszer az LDT teszt. A teszt
soran az allat egy kétfelé osztott akvariumba kertil, ahol az egyik rész vilagos, mig a masik
az allat szamara teljesen sotét. Viselkedését a velesziiletett sotét, majd az egyedfejlodés soran
kialakulo, genetikailag prediszponalt vilagos-elkeriilés, valamint Ujdonsagindukalt
exploraciés motivacidja kozti csereviszony alakitja. Az LDT mind larvaknal, mind
adultoknal széles korben alkalmazott teszt, de fontos tisztaban lenni vele, hogy a fejlodés
elsé honapjaban az elkeriilést iranyitd f0 inger megvaltozik, a sotét-elkeriilés vildgos-

elkeriilésbe fordul®’.

Hasonloan a ragcsaloknal targyalakhoz, a zebradanio irodalomban is talalunk példat
elézetes egyszeri, ismételt vagy kronikus stresszorokat alkalmazo, etiologiai modellekre. Az
elézetes akut stressz hatdsara jo példa a transzfer inhibici6 €s transzfer aktivacio jelensége
(2. abra). Yokogawa és munkatarsai mutattak ra, hogy a zebradani6 larvak aktivitasa 0j
kornyezetbe 1épéskor eldszor egy rovid iddre drasztikusan lecsokken, majd egy hosszabb
iddre erdteljesen megnd, végiil koriilbeliil 20 perc utdn visszadll az alapszintre. Bar a jelenség
elnevezése arra utal, hogy a megvaltozott aktivaciot a szallitas-stressz valtotta ki, nincs okunk
feltételezni, hogy a viselkedési valaszt nem az Gjdonsag-kihivas 6nalldan, vagy a szallitassal
interakcidban okozta. A szerz6k késobb kisérletet tettek reprodukalni a jelenséget kiilonb6z6

tipust stresszorok prezentaldsaval, példaul er6s6dd vizarammal, fényvillanassal, ragadozo-
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asszocidlt és neutralis mozgasingerrel, illetve kis frekvenciajo rezgéssel. Transzfer
inhibicidhoz hasonlé aktivitasvaltozast csak a rezgés, mig a transzfer aktivacio jellegli
aktivitdsnovekedést a vizaramoltatas keltett, raadasul utobbi aktivacio az inger erésdodésével
aranyosan valtozott. Ramutattak tovabba, hogy az aktivitast noveld vizaram helyettesithetd
a folyasiranyt utanzo kivetitett savokkal, valamint igazoltak, hogy ezek az ingerek megnétt

szenzori-motoros valaszkészséggel jaro éber allapotot alakitanak ki 27

a b c
teszt
kezdete
Y id6 Y @ alapi
Vizaram O vizaram
n
he @ x
2 1/ AAh---\ . 5 ©
= e ©
< transzfer  alapszint £ <
© Il aktivacio © A 8
®
transzfer stimulus e vizualis stimulus
inhibicio 2 sebessege
o

2. abra: transzfer inhibicié és aktivacio jelenségének sematikus abrazolasa Yokogawa és munkatarsai
eredményeit alapul véve. a) Egy 0j kornyezetben kivitelezett viselkedésteszt jellemzden az aktivitas
alapszinthez képesti csokkenésével, majd annak novekedésével jar egyiitt. b) Hasonld aktivitisnovekedés
idézhetd el vizaram keltésével. c) a vizdrammal kivaltott aktivaciot mutatd allatok magas orientacios ratat
mutatnak egy vizualis stimulusra annak sebességétdl fliggetleniil, mig a nyugalmi koriilmények kozott a

lassabban mozgo6 ingerekre nem vagy csak kevésbé reagalnak.

A fenti stressz-asszocialt éberség mellett, az akut stresszorok elkeriilésre gyakorolt
hatasara is rendelkeziink adatokkal. Lima-Maximino és munkatarsai egy vizsgalatukban
bemutattak, hogy a predator-asszocialt AS kezelés akut hatasai inkabb a menekiilést, mig
annak elhtizodo hatésai a dermedési magatartast erdsitik fol egy OT teszt jdonsagkihivésa
soran®®®. Egy Gijdonsag kihivast megeléz6 mas tipust akut stresszor, példaul immobilizacié
a felszinkeriilést leggyakrabban ndveli?®3%! a vilagos-elkeriilést csokkenti®®?, mig a
lokomotoros aktivitast valtozatosan befolyasolhatja?%%300302303 = Fzze| szemben fizikai
stresszorok, példaul a hdmérséklet novelése, annak csokkentése, vagy UV kitettség a vilagos-

elkeriilés drasztikus megndvekedésével jar’®. Bar a felszinkeriilés és a vilagoskeriilés egyes

esetekben ellentétesen valtozik elézetes akut stressz hatdsara, fontos megjegyezni, hogy
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utobbirdl kevesebb adat all rendelkezésiinkre. Ennek oka, hogy a ragcsalé modellekhez
hasonloan, az el6zetes stresszorokat sok esetben egy drog vélt hatasanak elmaradasakor
alkalmazzak, azonban ez gyakrabban fordul el6 az OT teszt, ritkdbban az LDT teszt esetében.

N-acetil-cisztein®®, klordiazepoxid, vagy fluoxetin kezelés?*®

példaul 6nmagaban is képes a
vilagoselkeriilés csokkentésére, mig ugyanezen szerek ugyanezen dézisai a felszinkertilést
csak immobilizacios vagy iildozési stresszt kovetden befolyasoljak. Ezzel 6sszhangban, a két
tesztben mért hatasok egy atfogd meta-analizise arra utal, hogy az OT teszt felszini zondjaba
valo belépésszam és az LDT teszt vilagos zondjaba vald belépésszam koziil utobbi
érzékenyebb a farmakologiai kezelésekre, fiiggetleniil azok természetétél 27, Erdekes
modon, abban a kevés vizsgalatban, ahol az LDT el6tt elzetes stresszort, példaul halozast
alkalmaztak, a tesztben mért viselkedés nem valtozott?’®. Lehetséges, hogy az LDT teszt
nyujtotta kihivas 6nmagaban egy olyan erds, felfokozott allapotot hoz Iétre az allatban, ami

elmossa az eldzetes kdrnyezeti hatasokat, ugyanakkor megadja azt a neurokémiai tonust,

amin a legtobb szorongasoldo szer kifejtheti hatasat.

Az utobbi években jelentek meg a teriileten a kronikus stressz-modellek is, habar
egyeldore igen limitalt szamban. A krénikus kiszamithatatlan enyhe stressz modellekben
jellemzdéen adult allatokat hasznalva, egymas utani napokon alkalmazhatnak példaul
leszoritéast, sorozatos transzfert egyik akvariumbdl a masikba, haloval iildozést, a vizszint
drasztikus csokkentését, a hati oldal megérintését, rovid szocialis izolacidt vagy szocialis
talzsufoltsagot, predator-asszoicalt stresszorokat, esetleg a hoémérséklet szélsdséges
valtoztatasat. A kevés publikalt modellben a kronikus kezelés kivétel nélkiil csokkentette az
ujdonsaghelyzetben mért lokomotoros aktivitast, felerdsitette a felszinelkeriilést, illetve a
vilagos elkeriilést, habar megjegyzendd, hogy utobbit csak egy szerzé vizsgalta®®307, Az
UCMS mellett a leggyakrabban alkalmazott kronikus stressz-modell a kronikus szocialis
izolaci6. Az izolacios protokollok és a viselkedési fenotipizalas is nagyon sokféle lehet, nem
talalkozni két hasonléan lefolytatott vizsgélattal. A leginkabb koherens tényezdk talan, hogy
a szerzOk jellemzden adult korban izolaljak a halakat. Az felndttkori izolacid szdmos

viselkedési paraméterre nincs kimutathato hatassal, azonban egyes esetekben csokkenti a

thigmotaxist?®? és a vilagos elkeriilést, mig noveli a felszinkeriilést*®®, Emellett csdkkentheti
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3 illetve noveli a

a lomomotoros aktivitast egy ujdonsag kihivas elsd szakaszaban?®
mozdulatlan epizodok szdmat, valamint csdkkenti az orinetacios fordulasok szogét®®. A
kevés, viselkedési végpontot is vizsgalo, larva kori izolaciés modell az ujdonsaghelyzetre
adott csokkent, és a szocialis stimulusra adott megnott valaszokrol szamol be. Shams és
munkatarsai a fejlodéskori izolacié defenziv viselkedésre gyakorolt hatasainak vizsgalatahoz
rovid (0-7 dpf), és hosszu izolacios (0-180 dpf) csoportokat jeldlt ki, majd viselkedésiiket 30
naponként monitorozta az OT tesztben. A hosszu izolacidonak alavetett allatok felndtt korukra
stabilan alacsonyabb thigmotaxist, er6sebb szocialis averziot és magasabb lokomotoros
aktivitast mutattak mint a két masik csoport egyedei. Erdekes modon a rdvid izolacionak
csak a metamorfozis kornyéki, 1 honapos korcsoportban volt hatasa, ahol drasztikusan
lecsokkent aktivitas jellemezte az allatokat?®*, Ezzel 6sszhangban, egy az Elena Dreosti 4ltal
vezetett laboratorium vizsgalataban a fertilizaciotol 3 héten at izolalt zebradaniok csokkent
tjdonsag-asszocialt aktivitast és megnétt szocidlis averziot mutattak®®®. Ezt tamogatandd
Gronenberg ¢és munkatarsai 1 hetes larva kori izolaciot kovetden hasonld eredményt,
csokkent lokomdciot és megnétt szocialis elkertilést detektaltak, illetoleg leirtdk, hogy a
szocialisan tartott €s izolalt allatok viselkedésrepertoarja teljességgel atrendezédik az eltérd

kihivasok soran, valésziniileg egymastol fiiggetlen mechanizmusok altal®t

. Az ijdonsag-
helyzetre adott csokkent valasz, akar adult, akar larvakori izolacid esetén, a viselkedési
stressz-valasz szétkapcsolodasara utalhat. Ezt az elképzelést tamogatja tovabba, hogy az
izolacios modellek legkoherensebb fiziologias eredménye az inadekvat, alacsony kortizol

263,299,311-313

valaszkészség , ami hozzajarulhat a viselkedési hatasok elmaradéasahoz.

2.2.9. A defenziv viselkedés funkcionalis neuroanatémiai alapjai zebradanioban

A zebradani6 defenziv, elkeriilo valaszainak funkcionalis anatémiai hatterérol
eziddig nagyon kevés informacio all csak a rendelkezésiinkre, annak ellenére, hogy az
emldsok elkeriilését iranyitod f6bb idegrendszeri csomdpontok homolog strukturait mar
azonositottak a fajban®**?4, Lau és Guo egy elegans vizsgalattal tarta fel a zebradaniok
vilagos elkeriilésének szabalyozasat iranyitd felsébb kdzpontokat, természetes moédon
elkeriilést mutatd és nem mutato halak idegi aktivitasanak vizsgalataval. A vilagos

elkeriilésre specifikusan aktivalodo sejteket irtak le az emlés BLA-val homolog dorzalis
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pallium medialis részén (Dm), illetve az annak irdnyitasa alatt 4llo, stridtum homolog
ventralis pallium dorzalis magcsoportjaban (Vd). A Dm és Vd kozponti 0sszekottetéseit,
illetve a veliik kapcsolatban all6 magok ismert szerepét alapul véve a szerzék a kovetkezo
modellre tettek javaslatot. A LDT teszt vizualis kihivasai két uton érhetik el a Dm-et.
Egyrészt a latoidegen at érkez6 informaci6 aktivalja a tektum optikum (TeO)
periventrikularis sziirkeallomanyanak (PGZ) sejtjeit, amelyek a Dm-be vetitd, és vizualis
inger hatasara azt aktivalo preglomeruldris magot (PG) idegzik be. Masrészt a vizualis
inger direkt médon aktival olyan thalamikus sejteket, amelyek dendritjei a retina terminalis
zondjaig érnek, mig axonjaik kozvetlen kapcsolatban allnak a Dm-el. A Dm tehat a tobb
uton sziirt és megkapott vizudlis informaciot integral, majd valaszt kiild a motoros
kimenetet szabalyoz6 Vd-nek, illetve a fiziologias stressz-valaszt irdnyitd hipothalamikus
magvaknak?"®.

A viselkedési stressz-valaszt facilitaldé és modulalé neuromodulatoros és endokrin
mitkddések 1étrejottéhez, hasonldoan az emlésokhoz, elengedhetetlen a hipotalamusz-
hipofizis-mellékvesekéreg (,,hipothalamus-hipophysis-adrenal”, HPA), vagyis az un.
stressz-tengely aktivalddasa. A zebradaniok az ember és mas emlésallatok HPA
tengelyével homolog HPI tengellyel rendelkeznek?*®-25L, Stresszor megjelenésekor, az
emlds paraventrikularis maggal homolog preoptikus mag CRH elvalasztasa megnd, ami az
eliilsé hipofizis altal termelt ACTH szisztémas keringésbe keriilése révén, kaszkad szerlien
emeli a mellékvesekéreg interrenalis sejtjeinek kortizol elvalasztasat. A kortizol, mint
végrehajtd molekula szamos stresszasszocialt miikodést facilitdl mind a kozponti, mind a
periférias szinteken, illetve gatolja a hipotalamikus CRH elvalasztast, ezzel a stresszvalaszt

314

terminalva®”. A hipotalamikus CRHerg sejtek a stresszor intenzitdsanak megfelelden

egyre nagyobb szamban mutatnak szinkron aktivitast, aktivalodhatnak fiziologiai®®® és
pszicholégiai®®*, ujdonsagstressz hatésara is, példaul LDT kihivés soran. Az aktivalodott
sejtek az endokrin szabalyozason feliil kdzvetleniil is szabalyozzék a stresszasszocialt
valaszokat, példaul elengedhetetlenek a larvak hirtelen sotétség altal kivaltott,

pigmentmozgositassal jaro, alcazéd valaszahoz®®

. A megndvdé CRH valaszhoz hasonldan,
értelemszeriien a stressz-indukalt kortizol ndovekedésre is ismeriink példakat, akéar ujdonsag

kihivas, vagy iildozés stresszor kontextusdban?®317 A HPA aktivitas erésen befolyolt a
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szerotonerg jelatvitel altal, azok anatdmiai kapcsolatain feliil funkcionalis 6sszekottetésre
utal példaul, hogy az SHT1a receptor agonistaval kivaltott csokkent 5-HT jelatvitel erds
kortizol valaszt indukal®'8,

A Hitoshi Okamoto altal vezetett laboratorium munkajanak nyoman tudjuk, hogy a
zebradanidk averziv ingerekre adott adekvat viselkedési valaszdnak szabalyozasaban a
habenula is kézponti szerephez jut. A habenula mind eml6sokben, mind halakban az
emocionalis miikodések és a viselkedés szabalyozdsaban fontos elfagyi €s agytorzsi
magvakat koti Ossze, igy példaul bemeneteket kap a szepto-hipokampalis rendszerbdl, a
ventralis pallidumbdl ¢€s vetit az interpedunkularis magba, a VTA-ba és a raphe
komplexbe3!®. Agetsuma és munkatarsai ramutattak, hogy az emldsdk dozalis habenulajaval
homolog lateralis magcsoport kimeneteinek specifikus gatlasa a kondicionalt averziv ingerre
adott menekiil valaszt a dermedési viselkedés iranyaba tolja el, vagyis a mag kiemelkedd

fontossagu az averziv inger-valasz kombinaciok szabalyozasaban®?.

Az averziv ingerekre adott valaszok neuromodulatoros szabalyozasanak fontossagara
hivtak fel a figyelmet Lovett-Barron és munkatarsai Gttor6 jelentdségli vizsgalatukban. A
kisérlet soran 9 napos larvak teljes agyi aktivitasat monitoroztdk sejtszinten €s valds idében
egy predatorasszocialt koézeledd pontra adott reakcid kozben. A szerzok arra voltak
kivancsiak, hogy a stimulus altal kivaltott éberség kialakitdsaban mely neuromodulatoros
sejtcsoportok vesznek részt, igy a viseledés és in vivo neuronalis aktivitas vizsgalata utan az
egyes résztvevo sejteket immunhisztokémiai jeloléssel fenotipizaltdk. Szamos, eltérd tipusu
neuromodulatoros magcsoport szerepének azonositdsan til a szerzOk ramutattak, hogy a
dopaminerg, noradrenerg, szerotonerg, szomatosztatint, CART+ ¢és NPY+ sejtek
aktivitdsanak kiilonboz0 iranyua korrelacioi hogyan prediktaljdk egy egyed averziv inger altal

kivaltott éberségét??®.

A fenti példakbol lathatdé, hogy a zebraddnidban, az emldsokhdz hasonldoan
megtalalhatok a kiilonbdzd szenzoros ingereket integrald és a motoros és fiziologids valaszt
iranyitd fels6bb kozpontok. Ezek, hasonloan a jobban levezetett allatcsoportokhoz, az

agytorzsi neuromodulatoros magvak finomhangol6 szabalyozasa alatt alnak. Ezen feliil a
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zebradaniok az eldagyi kdzpontokon és azokat modulald agytorzsi magokon tul, az ezeket

0sszehangol6 csomdpontokkal is rendelkeznek.

2.2.10. A defenziv viselkedés szerotonerg szabalyozasa zebradaniéban
A szamos, szerotonerg rendszeren keresztiil hatd szorongasoldé agens zebradanidoban
is igazolt viselkedési hatasa a faj védekezd viselkedésrepertoarjanak és a szerotonerg
rendszer komponenseinek kapcsolatat jelzi, igy ezt a kérdéskort széles korben vizsgaltak az
utobbi években. A teriilet azért is kiemelkedd fontossagt, mert a zebradanié mind larvalis,
mind pedig adult formait széles kdrben alkalmazzék a farmakologiai szlirési vizsgalatokban,
igy a modell prediktiv validitasan tal, annak konstrukcios validitasat, vagyis a zebradanio

szerotonerg rendszerének felépitését is fontos megismerniink.

2.2.10.1.A szerotonerg rendszer anatomiaja

Erdekes modon az emlésokénél egyszeriibb felépitésti idegrendszerrel rendelkezé
zebradaniok, azoknal anatomiai és neurokémiai szempontbol is joval Osszetettebb

szerotonerg rendszerrel birnak®?*

. A filogenetikai szempontbol kevésbé levezetett gerinces
csoportokat vizsgalva, az eldgerinchurosoknal még nem, de példaul az egyik legbsibb
jellegeket mutatd gerincharos csoportnal, az ingolaknal (Petromyzontiformes) mar a
csontoshalakéhoz hasonlé komplex anatémiajii szerotonerg rendszert latunk®??, igy ez
valdszintileg a valddi gerinchurosok egy alapi tulajdonsaga. A zebradanioban 6sszesen 9+1,
egymastol jol elkiiloniild szerotonerg klaszert és szdmos alteriiletet ismeriink; ezek a
tobozmirigyi csoport (klaszterx), a pretektalis komplex (klaszter;), a paraventrikularis
komplex (Klaszter,.s), a rosztralis, vagy szuperior (Klaszters.7) és a kaudalis vagy inferior
raphe komplexek (klaszters), valamint az area postrema (klaszterg)?®*%2l, A zebradanio
rosztralis komplexéhez tartoz6 DRN (klaszers), MRN (Kklaszters), valamint a

ventrolateralis/raphe magnusz (klaszter7) magvait, a ragcsalok azonos nevii, B6, B8-B9,
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illetve B3 magvainak homolog teriileteinek tekintik. A zebradanié kaudalis raphe komplexe

(klaszters) a ragesalok raphe pallidusz (B1) és obszkurusz magvainak feleltethetéek meg?3.

Az egyes szerotonerg klaszterek elhelyezkedését és azok homoldgidkat a 3. dbra
mutatja. Lathato, hogy mig a zebradaniok esetében a filogenetikai értelemben alapi pozicioja,
jol elkiiliiniild6 magvakbdl alldé szerotonerg rendszerrel talalkozunk, az emldsokben egy

kizarolag a raphe magvak keretein beliil létrejott, lokalisan 6sszetettebb struktura mutatkozik.

zebradanio

B8-B9 /”g;—n;veia
B1-B2
B

Raphe magvak

Hipothalamikus magvak

3. abra: A patkany és a zebradanio szerotonerg magcsoportjai és ismert projekcios teriileteik. A fajokra
jellemzd, elfogadott felosztast és nevezéktant (patkany: B1-B9, zebradanio: klaszterig) a magvakban feketével
tiintettem fel. A zebradanidban azonositott patkany-homolog teriileteket a magvak mellett pirossal 1athatok.
Roviditések: TeO - tektum optikum)

Mivel a zebraddniot els6sorban a jobban levezetett gerincesek modelljeként
alkalmazzuk, a legszéleskortibb ismeretekkel az ezekben a fajokban a szerotonerg funkciot
kizarolagosan kiszolgalo raphe komplexekrdl rendelkeziink. Ezek génexpresszids profiljuk
alapjan jol elkiilonithet6k a tobbi magtdl, a szerotonin szintézishez, szallitashoz és
lebontashoz sziikséges komponenseken feliil szelektiven fejezik ki a Petl transzkripcids

faktort és egyes szerotonerg receptorokat®?. A dorzilis raphet hosszukas-ovalis unipolaris
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szerotonerg neuronok, mig a medialis magot két parhuzamos sorban elhelyezkedd, nagyobb
szerotonerg sejtek alkotjak, ventralis és ventrolateralis irdnyban elagazo dendritfaval. Mig a
dorzalis mag a telencephalon tobb teriiletét és a szaglogumot idegzi be, a medidlis mag a
nyultvelobe és a gerincvelobe vetit. A raphe magokon kivill, egyediil a pretektalis

magcsoport tektalis projekcidirdl tudunk?®,

2.2.10.2.A szerotonin jelatvitel komponensei

A zebradani6 szerotonerg rendszerének jelatviteli komponensei az emldsokénél joval
nagyobb diverzitast mutatnak, ami visszavezethet6 az un. hal-specifikus genom duplikacios
(,fish-specific genome duplication”, a tovabbiakban FSGD) evolucios eseményre. Az FSGD,
vagyis a genom megduplazodasa, valdszintileg a ma ¢él6 halfajok 99%-at magaba foglalo
sugarasuszoji halak (Actinopterigii) egy Osi csoportjaban torténhetett, fliggetleniil a
csontoshalak masik, a tetrapodak és igy az emldsok Osének tartott bojtostiszos halaktol
(Sarcopterigii)®?432°, A két nagy csoport egymastol mintegy 400 millié éve valhatott el, igy
ettdl a ponttdl az agak fliggetlen evolicids utat jartak be. Mivel azonban a zebraddnidknal
leirt komplex szerotonerg rendszer valdszintileg gerinchtiros vivmany, a legtobb emlésdknél
ismert jelatviteli komponens megtalalhato a halakban, az FSGD miatt akar tobb kdpiaban is.
Mivel az eml6sok szerotonerg jelatvitelét részletesen ismertettem a korabbiakban, ebben a
részben csak a legfontosabb funkcioval rendelkezé6 komponensek hal-specifikus

kiilonbségeire térek ki.

Szintézis. Az emlosok kornyéki idegrendszerében szerotonint szintetizalo TPH1 enzim
génjének két (TPH1a-b), a kdzponti idegrendszeri TPH2-nek egy génvariansat azonositottak
eddig zebradanidban. Az 5-HT szintézisét potencialisan értint6 kiilonbségek, hogy i) a TPH1
varidnsai kifejezddnek a kozponti idegrendszerben, bar csak a hipotalamuszra és a
tobozmirigyre korldtozodva, illetve hogy az emldsoknél a dopamin szintézisét katalizalo
tirozin-hidroxilaz egy szintén hipotalamikus expressziot mutatd variansa (TH2) valojaban
egy funkcionalis triptofan-hidroxilazt kodol, ami szintén képes lehet a szerotonin

326

szintézisre®°. Mig a fenti varidnsok funkcionalis szerepére nincs egyértelmii bizonyiték,
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addig a hipotalamusz kivételével minden szerotonerg magban kifejez6d6 TPH2

manipulalasa, az emlds enzimmel analoég szerepre utal.

Szallitas és visszavétel. Mind a monoaminok szallitasaért felelds VMAT®27, mind pedig
a szerotonin visszavételét végzd SERT két izoforméja ismert zebraddnioban®®. A SERT-et
kodold gén variansai (slc6adan) komplementer modon fejez6dnek ki, duplikdtuma a
periventrikulaits hipotalamuszra és periventrikularis szervre (PVO) korlatozédik. A
transzporterek €s receptorok esetében is kiemelkedden fontos eltérés az emlds izoformakhoz
képest, az egyes farmakoldgiai agensek azokhoz vald affinitisa. A szélesebb korben
kifejez6dd slc6ada formahoz példdul 35-szords hatékonysaggal kotnek be triciklusos
antidepresszansok, mint a dezipramin vagy az imipramin, mig 15-30-ad annyira kotodik

hozza a kokain és annak analogjai®?®.

Lebontas. A monoaminok lebontéasat végzé MAO enzimnek egy izoformajat, a zMAO-
t ismerjiik zebradanidban. Mivel a porcoshalak ¢€s allkapocsnélkiilieck MAO enzimjérdl nincs
adatunk, nem tudjuk, hogy az eml6sokben leirt 2 izoforma vajon egy tetrapoda-specifikus
duplikacié eredménye-e, vagy a zebradanio zMAO enzime maradt magara masodlagosan. A
zZMAO ko6téhelyei mindkét human izoformatol koriilbeliil annyira kiilonbozik, mint azok
egymastol. Ezzel 6sszhangban, az irreverzibilis MAOA (klorgilin) és MAOB (deprenil)

inhibitorok azonos potenciéllal gatoljak az enzimet32%-33L,

Receptorok. Zebradanioban eddig Osszes 22 szerotonin receptort kodold gént
azonositottak. Ezek ko6ziil az SHT1g, 5HT1p, 5HT1g, 5HT28, 5HT4 és az 5SHTs receptoroknak
1, az 5HT1a, 5HT1r, S5HT2a, SHT2c, 5SHT3 és az SHTsa receptoroknak 2, mig az SHT?
receptornak dsszesen 4 izoformajat ismerjiik a fajoan?33:235321:332333 * A jeggzélesebb korben
vizsgalt és a defenziv viselkedés szabalyozasaban ismert szereppel bird receptorok az SHT 1a
(htrlaa és htrlab variansok) és az SHTac (htr2cll és htr2cl2). Az 5HT1a receptort kodold
génvariansok szamos kdzponti magban fejezédnek ki, ami azonban a viselkedésfarmakologia
eszkOztaranak szempontjabol a legérdekesebb, hogy mig mindkét varianst detektalhatjuk
mRNS szinten a rosztralis raphe komplexben, addig az eldagyban csak a htrlab jelenik meg,

kis expressziot mutatva, és kizarélag a stristum homolég ventralis pallium teriileten®®, Ez
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alapjan felételezhetjiik, hogy ez az emlésokben hetero-és autoreceptorként is funkcionald
fehérje, a zebradanidoban tilnyomorészt az utobbi funkciot tolti be. Ugyan ilyen szempontbol
lényeges, hogy az SHT1a receptor parcialis agonistaja, a klinikumban szorongasoldoként
alkalmazott buspiron, 4-szer, illetve 8-szor nagyobb affinitassal kot a zebradanid ezen

receptoraihoz, mint azok patkanyban és emberben ismert izoformaihoz33,

2.2.10.3.A szerotonerg rendszer szerepe a defenziv viselkedésben

Hasonléan az emldsoknél targyaltakhoz, a zebraddnidé defenziv viselkedésének
szerotonerg hatterére is szamos indirekt és direkt bizonyiték utal. A korabbiakhoz hasonloan,
targyalom 1) a szerotonerg rendszer és a védekez6 viselkedést iranyitd kdzpontok anatomiali
kapcsolatait, 2) a stressz-valasz keretein beliil megjelend szerotonerg és viselkedési valaszok
korrelacioit, valamint 3) a rendszer anatomiai és jelatviteli komponenseinek manipulalasara

adott viselkedési valaszokat.

2.2.10.4.A szerotonerg rendszer és a viselkedési stressz-valaszt iranyito teriiletek
anatomiai kapcsolatai

A zebradanio szerotonerg rostjai behdlozzak a védekezd viselkedés létrejottéhez
nélkiilozhetetlen szenzoros teriileteket, az informacidintegrald és dontéshozo, valamint a
motoros ¢€s ¢lettani valaszt meginditd kozpontokat. A vizualis informaciot feldolgozo tektum
optikum projekciokat kap a pretektalis szerotonerg magcsoportbol és a DRN-bS1?7. Ezen
feliil, a kémiai informaciot feldolgozo szaglogumot szintén behal6zza a DRN. A szenzoros
informaciot feldologozo eldagyi teriiletek erds szerotonerg innervaciot kapnak az oldalsé
eldagyi kdtegen keresztiil. A bejuto rostok legnagyobb mennyiségben a preoptikus areat és a
BLA homoloég Dm-et, majd a hippokampusz homolog DI-t, illetve a striatum homolog Vd
teriileteket érik. Ezzel a mintdzattal nagyjabol megegyezik a telencephalonban mért zMAO
aktivitas is®%2%%1 A fiziologids stressz-vélaszért felelds paraventrikuldis hipotalamusz,
egyrészt maga is tartalmaz, erésen egyedi expresszios-profillal rendelkezd szerotonerg
sejteket, masrészt minden alrégidja dis bemenetet kap az MRN-t8l. A menekiild vélasz
kozvetlen kivitelezésben fOszerepet jatszO Mauhtner Oridsneuronok, illetve a motoros

gerincveléi ducokat az inferior raphe komplex idegzi be®33%, A raphe magok védekezé
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viselkedésben vald szabdlyozd szerepére utal még, hogy a rosztralis raphe komplex a
kozponti stressz-valaszban fontos CRHerg neuronoknak®®, illetve az adekvat inger-vélasz

parok kivalasztasaban fontos habenulanak is célteriilete®?°,

2.2.10.5.A szerotonerg jelatvitel és a viselkedés korrelicidja stresszmodellekben

A zebradanié szerotonerg rendszerének akut és/vagy kronikus stresszre adott
valaszainak irodalma nagyon limitdltnak mondhat6. Maximino ¢s munkatarsai az
extracellularis térbol mértek 5-HT koncentraciot kdzvetleniil az OT és az LDT tesztek utan,
teljes-, el6-, kozép-, illetve nyultagyi homogenizatumokbol, felndt allatban.
Kontrollcsoportnak ,,handling” stresszt alkalmaztak. Eredményeik alapjan az LDT kihivas
utan a teljes-, az el6-, és a nyultagyi szovetekben magasabb 5-HT koncentracido volt
kimutathatd, mig az OT teszten atesett allatok kizardlag a kdzépagyban mutattak hasonld
hatast. Interpretacidjuk alapjan a két kihivds mas-mas agyteriileteken okozott megemelkedett
5-HT elvalasztast. Erdekes médon, annak ellenére, hogy mind az LDT, mind az OT tesztet
hasonlo iranyu valtozas kovette, a kozponti 5-HT szint a vilagoselkeriiléssel pozitivan, mig
a felszinelkeriiléssel negativan korrelalt. Meg kell azonban jegyezni, hogy a handling, mint
eltérd tipusu stresszor, nem feltétleniil megfeleld kontrol a stressz-indukalt 5-HT mérésére,
hiszen a nyugalmi koncentraciok ismeretének hidnydban nem tudhatjuk, hogy a stressz
hatdsara milyen irdnya valtozas tortént®¥’. Ennek ellenére, a szerzok eredményei és azok
értelmezése egybevag az emlés irodalom megallapitasaival, miszerint az akut kihivasok 1)
megemelkedett 5-HT szintekkel korrelalnak, illetve 2) az 5-HT viselkedési hatasai a HPI-
tengely aktivitasaval parhuzamosan jelenhetnek meg, tekintve, hogy mindkét alkalmazott
kihivas az 5-HT elvalasztas mellett, erds kortizol és/vagy CRH szinteket indukal®®’=%8, Ez
alapjan Maximino eredményei Osszefliggésbe hozhatok mind az 5-HT tonus viselkedést
megengedd hatdsaival, valamint az 5-HT viselkedés megjelenésével valo pozitiv, illetve az

5-HT kontextusvaltassal valo negativ kapcsolataval egyarant.

Cheng és munkatarsai a DRN TPH2-t és Petl-et Kifejez6 szerotonerg sejtjeinek
averziv és nem averziv ingerekre, koztiik sotétre és vildgosra adott sejtaktivitasat vizsgalta 9
napos larvakban in vivo. A jelolt sejtek nagyobb része sotétben volt aktiv, majd fény hatasara

hosszii csokkenést mutatott (OFF sejtek), mig egy kisebb résziik a fényingerre megnott
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aktivitassal vélaszolt (ON sejtek). Erdekes modon rovid elektromos sokk, mint stresszor
hatasara mind az ON, mind az OFF sejtek aktivalodtak, amibol a szerzok arra kovetkeztettek,
hogy a sejtek aktivitasvaltozdsa nem a stimulis averzivitdsdnak kodolasaval van
osszefiiggésben®®. A sokk indukalt elnyujtott aktivitast minden esetben megszakitotta a
sejtek fény-sotét atmenetre adott akut valasza, tehat lehetséges hogy a kiilonalld populaciok
aktivitasvaltozasa a Kontextusvaltozassal és a kontextus szerint adekvat viselkedés
facilitdlasaval van Osszefliggésben. Sajnos a vizsgalatban limitalt szamt viselkedési

végpontot publikaltak csak, igy erre a kérdésre az nem ad valaszt.

A kronikus stressz altal befolyasolt, kihivasra adott szerotonerg valaszokat szinte
kizarolag a Gerlai Robert altal vezetett laboratorium munkaibol ismerjiik. Adult allatok

szocialis izolaciojat kovetéen, egy akut kihivds egyes esetekben novelte?®®, maskor

csokkentette?6?

, vagy egyaltalain nem volt hatassal?®®**%® a kozponti 5-HT és 5-HIAA
szintekre. Az ellentét feloldasat jelentheti, hogy mig valamely kisérletnél ujdonsag-kihivas
utan, mas esetekben szocialis kihivast kdvetden vizsgaltdk az 5-HT valaszt €s kicserélodést,
amely kontextusok ragcsalok esetében ellentétes iranyt 5-HT vélaszt eredményezhetnek>%.
Ezen feliil fontos fontos megjegyezni, hogy az adult kori szocialis izolacid, ragcsalok
esetében is ellentmondasos eredményekkel terhelt, valtozatos iranya hatdsokra ismeriink

példakat.

Az adultkori izolacioval kontrasztban érdemes megemliteni Elena Dreosti
laboratériuma egy jelenleg publikalas alatt allo vizsgalatat, ahol a fejlodés elsé 3 hetében
izolaltak az allatokat, vagyis a szocialis viselkedés kialakulasanak idészakdban. Az izolacio
a korabban targyalt erds szocialis averzid mellett érdekes idegrendszeri aktivitdsmintazattal
jart egyiitt. A szocialisan nevelt allatok szocialis inger hatasara erés aktivaciot mutattak a
stressz-valasszal (hipotalamusz, POA), illetve a vizudlis inger feldolgozasaval (TeO, PTN)
Osszefliggésbe hozhatd agyteriileteken az izolaltakhoz képest. Ami azonban igazan meglepd
volt, hogy az izolalt allatok, a tarsas csoport szocialis kihivasra adott valaszait is felilmalo
aktivitast mutattak ezekben a régiokban, nyugalmi allapotban. A viselkedésvizsgalat el6tt
buspiront alkalmazva, az izolaltak viselkedése a csoportosan tartott egyedek szintjére

emelkedett, igy a szerzék a hatdsok szerotonerg hatterérdl szamoltak be3%®. Az
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eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fejlédéskori izolacid, hasonldéan a
ragcsaloknal latottakhoz, ellentétes irdnya idegrendszeri valtozasokhoz vezethet nyugalmi-,

¢s stressz-indukalt allapotokban.

2.2.10.6.A szerotonerg jelatvitel és a viselkedés kauzalis kapcsolatai

Hasonloan a ragcsaloknal targyaltakhoz, a zebradanié szerotonerg miikodéseinek és
védekez6 viselkedésének kauzalis kapcsolatainak leirasa a rendszer jelatviteli és anatomiai

komponenseinek manipulalasaval lehetséges.
Jelatviteli komponensek

Szintézis. A TPH farmakologiai gatlasa pCPA-val, és igy az SHT szintézis csokkentése

:255,337

egy Ujdonsagkihivas soran a korspecifikus sotét/vilagos elkeriilést csokkenti , mig a

felszinkeriilést noveli®®.

Ahogy kordabban mar targyaltuk, jocskan taldlkozunk az
irodalomban példakkal, ahol a két viselkedés ellentétes iranyban reagal egy kornyezeti vagy
farmakologiai kezelésre, aminek a hatterében a két teszt altal nyujtott eltérd kihivas allhat.
Erdekes modon, ha az OT tesztet elézetes predatorasszocialt AS kezeléssel kombinaljuk, a
TPH gatlas a felszinelkeriilés novelése helyett, kivédi azt >, Lehetséges, hogy az LDT teszt,
illetve a predator szignallal felerdsitett OT teszt olyan belsd tonust hoz létre, ahol az 5-HT
szintézis gatlasa elkeriilést csokkentd lehet, mig az egyszerti, ingermentes OT teszt
kontextusaban az az elkeriilést noveli. Hasonlo jelenséggel talalkozhatunk a ragcsalo
irodalomban, ahol a szerotonin elvalasztast csokkent6 buspiron gyakran csak averzivabb,
vagy stresszorral kiegészitett ujdonsagkihivasra fejti ki a hatasat. Az 5-HT szintézis akut

gatlasa, vagyis az 5-HT tonus csokkentése er0sen kihivas-fliggd hatasokat fejt ki az elkeriild

viselkedésre.

Szallitas és visszavétel. A monoaminokat szallit6 VMAT2 kronikus gétlasa resperinnel
elhuz6do exploraciot, nagyobb felszinre 1épési latencidt és megndtt dermedési magatartast
eredményez3/®, azonban a kezelt allatok egyéb, lokomotoros deficitre utalé tiinetei miatt,
véleményem szerint hiba ezt specifikus hatasként interpretalni. A szerotonin visszavételét

végzd SERT akut gatlasa SSRI készitményekkel, és igy az 5-HT jelatvitel rovidtava ndvelése

t341—344 t337

csokkenti a felszinkeriilés ¢s noveli a vilagos elkeriilést™’, mig larvak esetében
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csokkenti a sotét-elkeriilést?®®. Az akut fluoxetin kezelés csdkkenti az ijedési valaszt>*®, az
tjdonsag-indukalt dermedést®*®, az AS kezelés kdzvetlen, félelem-asszocialt hatasait, mig
ndveli annak elhuz6dd, szorongis-asszocialt hatdsait?®®, Ezen feliil a fluoxetin elmossa az
akut stresszasszoicalt fiziologias hatasokat, példaul az AS kezelés altal kivaltott szimpatikus
aktivaciot, vagy az iildozés-stressz altal kivaltott kortizol ndvekedést>’**. Ez alapjan ugy
tinik, hogy az akut SERT gatldas a TPH gatlas hatasaival ellentétes; noveli a vilagos-
elkeriilést, mig csokkenti a felszinkeriilést és a félelmi valaszokat. Fontos megjegyezni, hogy
a szintézisgaltassal ellentétes hatds konzisztens képet mutat, vagyis az akut 5-HT csokkenés

és novelés viselkedési hatasai szimetrikusak a két kihivas soran.

Receptorok. A viselkedési paradigmakban legtobbet vizsgalt receptortipus az 5-HT1a
receptor, aminek farmakologiai aktivalasa buspironnal, csokkenti mind a korspecifikus
sotét/vilagos elkeriilést®21340348:349349 ' mind a felszinelkeriilést?®>3%"%° Erdekes modon, a
receptor gatlasa a WAY 100.635 antagonistaval ugyanilyen hatast fejt ki a két tesztben, az
extracellularis 5-HT szint megndvelése nélkiil*?3%’. Ugyan ez az 4gens, bar nem képes az
AS-indukalt viselkedési hatast elmosni, annak antinociceptiv hatasait gatolhatja®’.
Védekez6 viselkedés kontextusaban vizsgaltak még a nem-szelektiv SHT>, illetve 5HT3
receptor antagonistikat, amelyek novelték a felszinkeriilést®™?, illetve a nem-szelektiv
szerotonerg receptor antagonista metergolint, ami az AS kozvetlen panikogén hatasait nem,

298 (Osszefoglalva, ugy tiinik az 5-HT1a hatasok

de annak elhtizodo6 anxiogén hatasait elmosta
kevéssé érzékenyek a kihivas tipusara, mig a szerotonerg jelatvitel generalis inhibicioja

kontextusfliggd lehet. Ez a trend ragcsalokban éppen ellentétesen alakul.
Anatomiai komponensek

Cheng ¢és munkatarsai korabban mar targyalt munkajaban, a TPH2 neuronok
optogenetikai aktivaldsa egy erdsen bimodalis eloszlast eredményezett az LDT-ben mért
sotét/vildgos elkeriilésben, a halak egyik része vilagos-, a masik sotétkeriild fenotipust
mutatott. Ezzel ellentétben, ugyan ezen sejtek optogenetikai inhibicidja egységesen
csokkentette a sotételkeriilést. A szerzok a bimodalis eloszlast azzal magyarazzak, hogy a

sejtaktivacio hatasa talan egy aktualis belsd allapothoz jarul hozza és a viselkedési fenotipus

50



DOI:10.14753/SE.2021.2427

ennek ereddjét tiikrozi, igy példadul sotétben vagy vildgosban tartozkodod egyedek, a
kornyezet averziv értéke miatt eltéré 5-HT tonussal és ennek kovetkeztében mas éberséggel

és mar szenzoros percepcioval rendelkezhetnek??.

A stressz-indukalta éberség kialakitasaban fontos szerotonerg mechanizmusra hivtak
fel a figyelmet Yokogawa és munkatarsai is, amikor egy vizsgalatukban ramutattak, hogy a
vizarammal keltett magasabb éberségi szint specifikus DRN neuronok aktivacidéjahoz vezet.
A neuronok szelektiv elirtdsaval kivédhetd volt a stressz-indukalt megnétt szenzoros

érzékenység és éberségi allapot®®’.

Hasonléan a ragcsalokndl tapasztaltakhoz, a zebradanid kiilonb6z0 szerotonerg
sejtpopulaciol mas-mas viselkedési dimenziot érinthetnek. Fontos ezen feliill megjegyezni,
hogy az anatomiai és jelatviteli kiilonbségek ellenére, szdmos szerotonerg miikodés
funkcionalsan konzervativ képet mutat, az egyes szorongast befolyasold agensek a legtobb

esetben hatékonynak bizonyulnak.
2.2.11. A gerincesek szerotonerg stressz-valaszat befolyasolo tényezok osszefoglalasa

Az emlds ¢€s zebradani6 modellbdl szarmazo, védekezd viselkedés és a szerotonerg

rendszer kapcsolatat mutatd adatokat az 1. tdblazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: szerotonerg és viselkedési valtozasok emlés valamint zebradanio stresszmodellekben.

modell emlds zebradanio értelmezés
g -
] kihivas kezelés viselkedés 5-HT  viselkedés
= HT
sokk
predator
félelmi félelmi
(akut) 1 ) 1 ) viselkedés
valasz valasz
predator megjelenésével
(kontextus) asszocialt valasz
. valtozatos
immaob. 1 NA NA
hatasok
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Lathato, hogy az emlds és zebradanié modellek vizsgalt biologiai végpontjai szamos
ponton egyeznek, kiilonds tekintettel arra, hogy a szerotonerg rendszer mely viselkedési
dimenziok kialakitdsaban jatszik fontos szerepet. Ebbol a rendszer funkcidjanak és
mechanizmusanak konzervalt jellegére kovetkeztethetiink, valamint, ezzel szoros
Osszefliggésben, a kiilonb6zé modellorganizmusokbdl szarmazd eredményeket egyiitt
értelmezhetjiik a rendszer megértéséhez. Mindkét esetben latunk példat az akut stressz altal
kivaltott novekvd, illetve csokkend szerotonin jelatvitelre, amelyek a defenziv viselkedés
megjelenésével, illetve az ujdonsag inger feldolgozasaval lehetnek kapcsolatban. A kronikus
stressz hatasait mar joval nehezebb parhuzamba allitani, ami taldn nem is annyira meglepd,
szamba véve az emldsok €s a halak merdben mas kornyezeti kényszereit és életciklusat. Ezen
feliil, mind a ragcsald, mind a zebradanié modellek esetében, a kornyezeti perturbacios és
fenotipizalasi protokollok szdmossadga megneheziti az irodalom értelmezését és az altalanos
érvényl tanulsdgok levonasat. Ennek ellenére, lathatunk bizonyos trendeket, a
leggyakrabban alkalmazott, és az egyik legerdsebb viselkedési és szerotonerg hatasokkal bird
szocialis izolaciot vizsgalva. Az irodalmat alaposan attekintve a latott hatasok sokfélesége
visszavezethetd néhany o tényezbre, gy mint a 1) kOrnyezeti tapasztalat, 2) az aktualis
kornyezet és kihivasok, valamint 3) a vizsgalt viselkedési és 4) élettani fenotipus.
Altalanosan elmondhaté, hogy 1) az izolacid akkor fejt ki erds és koherens hatasokat a
védekezO viselkedésre és a szerotonerg rendszerre, ha az valamely a viselkedés
kialakuldsanak szempontjabol kritikus idészakban torténik. A szerotonerg jelatviteli
komponensek fejlédés soran vald manipulacidjabdl, illetve azok viselkedési hatasaibol
lathato, hogy ezekben az iddablakokban torténd valtozasok igénylik a szerotonerg jelatvitel
adekvat jelenlétét. Lathato tovabba az is, hogy az izolacio idején feliil, kritikus kérdés még,
hogy a fenotipizalas milyen koriilmények kozott torténik, vagyis hogy 2) milyen
kornyezetben, 3) mely viselkedési dimenziokat vizsgaljuk. Az egészséges allatok
vizsgalatabol lathattuk, hogy a szerotonerg szabalyozas megjelenését erdsen befolyasolja a
kihivas jellege, annak ujdonsaga és averzivitasa, igy feltételezhetjilk, hogy a megzavart
fejlodésti rendszer éppen az adekvat inger-valasz kombindcidk létrehozasara nem képes.
Azon kevés vizsgalat, amely kitért az izolaciot kovetd nyugalmi-, és stressz-asszocialt

allapotok vizsgélatara egyarant, ezt az elképzelést erdsiti. Ezen feliil, mivel a szerotonerg
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jelatvitel a védekezd valaszok kialakitasanak bemeneti, feldolgozasi és kimeneti, illetve
ezeket finomhangol6 kdzpontokban is jelen van, igy a valasz barmely szinten sériilhet, tehat
a fenotipialas soran a teljes szenzori-motoros valaszt vizsgalnunk kell. Végiil pedig, az 4)
¢lettani fenotipizalds id6-, €és térbeli felbontdsa az, ami meghatdrozza a latott hatdsunk
tisztasagat. Mind egészséges, mind valamely kornyezeti perturbacion tulesett allatok,
valamint azok farmakologiai kezelése révén lathattuk, hogy az aktudlis kdzponti 5-HT
koncentracional sokkal informativabb lehet az 5-HT valtozas mértéke és annak dinamikaja a
viselkedés kialakitasanak szempontjabdl. Ezen feliil komoly irodalma van a szerotonerg
projekcio-fiiggd viselkedési hatasoknak, igy a milkddéseket érdemes agyteriiletenként is
vizsgalnunk. Osszefoglalva tehat, a defenziv viselkedés szerotonerg szabalyozasinak
megértésé¢hez sziikséglink van erds kdrnyezeti kontrollra, mind a fejlédés, mint az aktudlis
kihivasok szintjén, és a lehetd legjobb id6-, és térbeli felbontdsu viselkedési és élettani

fenotipizalasra.
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3. Célkitiizések

A zebradani6 az el6z6 részben felsorolt tényezok manipulalhatosagat tekintve élen jar
a preklinikai modellorganizmusok kozott, hiszen 1) kornyezetének kontrollalasa kompakt
méret6bol és gyors fejlédésébdl adodoan konnyen kivitelezhetd, 2) a faj egyedfejlédése soran
mar igen koran széles viselkedésrepertoart mutat, aminek vizsgalatara validalt tesztek allnak
a rendelkezésiinkre, illetve 3) emlésokével analog és homolog élettani paramétereit jo id6-,
¢és térbeli felbontasban vizsgalhatjuk. A modell gyakran ismételt elényein feliil azonban,
fontos tisztaban lenniink annak limitacioival is. Mivel a zebradani6 viselkedésneurobioldgiai
alkalmazasa még nagyon gyerekcipOben jar, kevés, a fajt alkalmazé etioldgiai modell all
rendelkezésiinkre, rdadasul ezek ritkan veszik figyelembe a ragcsalo irodalom tanulsagait.
Azon kevés esetben, ahol a kdrnyezeti tapasztalat befolyasolo hatasait vizsgaljak, jellemzden
nem a fejlédés szempontjabol kritikus ablakokra helyezik a hangstlyt, pedig a zebradani6
kiilonleges egyedfejlodése és a viselkedési metamorfozis jelenléte indokolna azt. Ezen feliil
igen limitalt szamu olyan teszt all a rendelkezésiinkre, amelyben az elkeriilo viselkedést
fejlodési stadiumtol fiiggetleniil vizsgalhatjuk, hiszen a sotét/vilagos elkeriilés erdsen
fejlodéstiiggd, mig a felszinkeriilésre nincs is larvara alkalmazhaté modszer, raadésul
utobbiak szinte minden szerotonerg ¢s kornyezeti manipulaciora ellentétes médon reagalnak,

tehat azok interpretacidja sem teljes.

Doktori munkdam soran célul tiiztem ki egy olyan etiolégiai modell kifejlesztését
zebradanidban, amelyben, a ragcsald irodalom tanulsagait alapul véve, vizsgalhatok a

szerotonerg rendszer defenziv viselkedési fenotipusra gyakorolt hatésai.

Ennek keretein beliil célom 1) korai fejlédési stadiumban 1évo, larva és juvenilis
stadiumu zebradaniok védekez6 viselkedésrepertoarjanak jellemzése, kitérve azok tjdonsag-
, €s szocialis inger altal vezérelt viselkedésére, valamint ezen viselkedések fejlodésére, illetve
kornyezeti és farmakologiai érzékenységére. Ezt az ujdonsagra adott valaszok esetében a
1étez6 sotét/vilagos elkeriilést (LDT) és thigmotaxist (OT) mérd tesztek validacidjaval (1.

Kisérlet) és azok tanulsagait alapul véve a felszinelkeriilést méré 1j teszt Kifejlesztésével (2.,
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3. és 4. Kisérletek), mig a szocialis ingerre adott valaszok esetében a Dreosti-féle U-alaku

szociabilitas teszt validalasaval kivanom elérni (6. Kisérlet).

A megfelel6 fenotipizalasi eszkoztar validalasat kovetéen, 2) célom olyan fejlédési
periodus utdn kutatni, amely a kornyezeti ingerekre kiemelkedden érzékeny, ennélfogva
kritikus a kés6bbi védekezd viselkedés kialakulasanak szempontjabol, ezen okokbol pedig
alkalmas lehet egy kornyezeti perturbacios etiologiai modell kialakitasara. Hipotézisem,
hogy a zebraddnidk viselkedési metamorfozisa egy ilyen kiemelt érzékenységgel és
plaszticitassal bir¢ id6szak. Ennek igazolasahoz azt vizsgalom, hogy a metamorfozis elétti
(pre-metamorf) és ahhoz kozeli (peri-metamorf) idészakokban az egyedek eltéré modon
alakitjak-e viselkedésiiket a koOrnyezeti tapasztalat fiiggvényében, képesek-e példaul

kornyezeti habitaciora (5. Kisérlet).

Ezt kovetéen célom 3) a legmagasabb érzékenységii id6szakban kornyezeti
zavarasokat, akut kihivast és/vagy kronikus szocidlis izolaciot alkalmazni, majd annak
hatasat vizsgalni a juvenilis (poszt-metamorf) védekezé viselkedésre (7., 8., 10., 11., 12., és
13. Kisérletek).

Tovabba célom 4) a legerésebb viselkedési hatasokkal bird perturbacié tovabbi
jellemzése, kitérve annak nyugalmi és stressz-indukalt szerotonerg valaszokra gyakorolt
hatasara (8. és 9. Kisérletek), valamint ezek idegrendszeri lokalizacidjara (10. Kisérlet).
Ezzel parhuzamosan tervezem a zebradanio védekezd viselkedéseire az irodalom alapjan
egységes hatast kifejtd SHT1a receptor agonista buspiron validalasat, mint a szerotonerg
jelatvitelt csokkent6 eszkozt (9. Kisérlet), majd annak alkalmazasat a viselkedési és

szerotonerg hatasok kozotti kapcsolat leirasara (10., 11., 12. és 13. Kisérletek).
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4. Modszerek
4.1. Kisérleti alanyok

A kisérletekhez hasznalt allatokat az Eotvos Lorand Tudomanyegyetemen, standard
protokollok szerint®®? tartottak. A kisérleti alanyok minden esetben vad tipusti (AB torzs) 8,
14 illetve 30 napos nem-szexalt zebradaniok voltak. Az allatok 14/10 oras fény/sotét
ciklusban nevelkedtek. A larvakat 5 dpf kortol kereskedelmi forgalomban elérhetd szaraz
tapon (100 um-nél kisebb, illetve 100-200 um szemcseméret kozotti tap 1:1 aranya keveréke,
Zebrafeed, Sparos) és Paramecium-on, majd 15 dpf utdn nagyobb szemcseméretii
szaraztapon (200-400 um, Zebrafeed, Sparos) és friss Artemia-n tartottak. A jelen munka
soran alkalmazott 6sszes vizsgalati protokollt a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
engedélyezte (PEI/001/1458-10/2015, PE/EA/2483-6/2016).

4.2. Kornyezeti manipulaciok

A zebradaniok fejlédéskori kornyezetének juvenilis fenotipusra gyakorolt hatasait a
larvak kronikus szocidlis izolacidjaval, illetve egy akut ujdonsdg kihivas alkalmazaséaval
kivantuk elérni. Az izolacio 14 dpf korban, a jelenlegi munka elsé szakaszdban azonositott
érzékeny idészakban kezd6dott és, a juvenilis kort egyedek vizsgalatanak hosszatol fliggben,
28, 29, vagy 30 dpf korig tartott. Az egyes kisérletekhez ugyanazon ivasbol szarmazod
larvakat random allokaltuk szocialis, illetve izolacids nevelésre. Az izolalt allatokat fehér,
atlatszatlan miilanyag kadakba (52 x 35 x 46 mm, mélység x szélesség x hosszusag) tartottuk,
ezzel kizarva az egyedek kozotti vizualis kommunikacié lehetdségét. A neveld kozeg E3
médium volt, amit napi rendszerességgel cseréltek. A szocialisan tartott kontroll allatokat az
izolaltakkal identikus koriilmények kozott, de a nagyobb egyedszamot figyelembe véve
nagyobb kadakban tartottuk, ezzel minden egyednek hozzavetdlegesen 50 ml folyadékteret

biztositva.

Ujdonsag kihivasként a LDT tesztnek vetettiik ala az allatokat, ami irodalmi adatok

alapjan akut fiziologias stressz-valaszt valt ki zebradaniokbo*®, Mivel a LDT tesztet a

58


https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEU_enHU821HU821&sxsrf=ACYBGNQkemn-_EQZ7A1AbQnl3fZj6Gi3RQ:1581512309448&q=Nemzeti+%C3%89lelmiszerl%C3%A1nc-biztons%C3%A1gi+Hivatal&stick=H4sIAAAAAAAAAONgecS4iJFb4OWPe8JSMxgnrTl5jXEiIxdXcEZ-uWteSWZJpZAeFxuUpcIlKMWrn65vaJiSUlVuXFWRp8Egxc-FKiSkzsUZlJqTWJKaEpIvJMXFI8Whn6tvYJyeZQRUzcUF5ylpGcntujTtHJuEYJ2tm69LTKiDFIMSJycDA8MBKcEb9loMTftWHGJj4WAUYOBZxKrjl5pblVqSqXC4Myc1JzezuCq1KOfwwrxk3aTMqpL8vOLDC9MzFTwyyxJLEnMA9PQnx9cAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj7jqa7iMznAhVnxIsKHUZNCQoQ6RMwDHoECAwQBw
https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEU_enHU821HU821&sxsrf=ACYBGNQkemn-_EQZ7A1AbQnl3fZj6Gi3RQ:1581512309448&q=Nemzeti+%C3%89lelmiszerl%C3%A1nc-biztons%C3%A1gi+Hivatal&stick=H4sIAAAAAAAAAONgecS4iJFb4OWPe8JSMxgnrTl5jXEiIxdXcEZ-uWteSWZJpZAeFxuUpcIlKMWrn65vaJiSUlVuXFWRp8Egxc-FKiSkzsUZlJqTWJKaEpIvJMXFI8Whn6tvYJyeZQRUzcUF5ylpGcntujTtHJuEYJ2tm69LTKiDFIMSJycDA8MBKcEb9loMTftWHGJj4WAUYOBZxKrjl5pblVqSqXC4Myc1JzezuCq1KOfwwrxk3aTMqpL8vOLDC9MzFTwyyxJLEnMA9PQnx9cAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj7jqa7iMznAhVnxIsKHUZNCQoQ6RMwDHoECAwQBw

DOI:10.14753/SE.2021.2427

viselkedési fenotipizalashoz is alkalmaztuk, annak paramétereit a 4.4. (Viselkedéstesztek és

analizis) szekcioban ismertetem.
4.3. Farmakologiai manipulaciok

Minden alkalmazott drogot a halak tartasara hasznalt E3 médiumban oldottunk fel. Az
allatokat egy 10 percen at tarto ,,fiird6” formajaban kezeltiik, amit az inkubaciés periddus
standardizalasa végett, egy tisztdn E3-at tartalmazd, 1 percen &t tartdé kimosasi ,,flird6”
kovetett. Ez alol az egyediili kivétel, a kezelési inkubacids idOk viselkedésre gyakorolt
hatasat vizsgalo kisérlet, ahol az egyik csoport a kezeld oldattal egyiitt keriilt a
viselkedéstesztbe. A vizflirdok standard, 24 részes sejttenyésztd edényekben torténtek. Az
allatokat egyedileg, kiilon kompartmentekben kezeltiik, egyedenként 1.5 ml folyadékban
(kompartment: 15,6 mm atmérd). A kezelések elézetesen randomizalt elrendezés szerint
torténtek. Az OT és LDT tesztek farmalologiai validalasahoz buspiron (PubChem CID:
24278079) 0, 6.25, 12.5, 25, 50 és 100 mg/L-es koncentracioit alkalmaztuk. Az altalunk
fejlesztett sz6 keresztpallo teszt (a tovabbiakban SPM) farmakologiai validalasahoz, a
buspiront és koffeint (PubChem CID: 2519) 0, 25, 50 és 100 mg/l, a kloérdiazepoxidot (a
tovabbiakban CDP) (PubChem CID: 24892497) 0, 0.1, 1 és 10 mg/l koncentracioban
alkalmaztuk. Az SPM validaciojat kovetd kisérletekben alkalmazott buspiront mar csak a
hatékonynak bizonyul6 50 mg/l koncentracioban alkalmaztuk. A drogokat a Sigma-Aldrich-

tol szereztiik be.

4.4, Viselkedéstesztek és analizis

4.4.1.Sotét/vilagos preferencia teszt (LDT)

A vizudlis ingerek altal irdnyitott, ijdonsaghelyzet altal kivaltott szorongas-asszocialt
viselkedés ¢és viselkedési reaktivitds vizsgdlatira, valamint ujdonsag kihivas eldidézésére a
LDT tesztet alkalmaztuk. A tesztben latott viselkedés a zebradaniok korfiiggd sotét-, illetve
vilagos-averzidja, valamint az ujdonsag helyzetben kialakul6 explorativ motivacidja kdzotti
csereviszonyon alapszik?’®?®, Az irodalom a tesztet farmakologiai?®®2%33%8  fiziologias®*® és

viselkedési?®® validaciot alapul véve, klasszikus értelemben szorongas-tesztként targyalja és
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viselkedési kimenetét eszerint értelmezi. A szocidlis izolacid viselkedési hatasait vizsgald
kisérletekben az apparatusokat atlatsz6 miianyag kadakbol alakitottuk ki (90 x 25 x 24,
hosszusag x szélesség x mélység). Az apparatus alsé felszinének felét feketére festettiik (sotét
zona), masik felét érintetleniil hagytuk, igy utdbbi atjarhatdé maradt az alulrol érkezd fény
szamara (vilagos zona). A szkototaxis, thigmotaxis és geotaxis Osszefliggéseit vizsgalo
kisérletekben, valamint a farmakolédgiai validacié soran, az el6z6hoz hasonldan lefestett, 24
osztatu sejttenyészt6 talakat hasznaltunk. A nem kivant kiilsé hatasok minimalizalasa
érdekében az apparatusokat minden esetben egy atlatszatlan fekete dobozzal takartuk és
alulrdl vilagitottuk meg fehér matt miianyaggal fedett led panelekkel. A teszteket a vilagos
periodus masodik részében végeztik (hozzavetdlegesen 13:00-t61 kezdddden), mivel
irodalmi adatok alapjan a zebradaniok ekkor mutatjak a legstabilabb lokomotoros
aktivitast®™3, A farmakologiai kezeléseket is magaban foglald kisérletek alkalmaval a
teszteket, a Farmakologiai manipuldciok részben leirtak szerint egy 10+1 perces
kezelés+kimosas peridodus eldzte meg. A kezeld, kimoséd é€s teszteld periodusok kozott az
allatokat pasteur pipettaval mozgattuk a kompartmentek kozott. Egyszerre 8 egyedet
vetettiink ala viselkedéstesztnek. Egy egyed 10 ml E3-ban tszott. A teszt kezdetén az
egyedeket az apparatus vilagos zoénajaba, kozvetleniill a sotét-vilagos hatarvonal elé
helyeztiik, majd viselkedésiiket videokameraval, 30 fps (frame per seconds) képfrekvencia
értékkel rogzitettiik. A felvételeket automatizalt (EthoVision XT)*®*, illetve manudlis
(Solomon Coder)*>® kévetd szoftverrel elemeztiik. Elsédleges kimeneti valtozoink a viligos
zonaban toltott id6 €s szasi sebesség, valamint a zondk kozti atlépések szdma voltak. A
szkototaxis, thigmotaxis és geotaxis Osszefliggéseit vizsgaldo kisérletekben, valamint a
farmakologiai validacio soran, mértiik tovabba a kompartment szélein (thigmotaxis), azon
beliil pedig a szélek felszini részén (geotaxis) toltott idot is. A szkotofobia (sotét elkeriilés)
vagy szkototaxis (vilagos preferencia) jellemzésére minden esetben az un. elkeriilési index
valtozot alkalmaztuk, ami a sotét zondban és a vilagos zdénaban toltott relativ idok
kiilonbségeként allt eld. Kovetkezésképp -1 értéket mutatd elkeriilési index azt jelzi, ha az

allat idejének 100%-4t a vilagosban tolti, mig a +1 érték 100% sotét preferenciat jelez.

sotét zonaban toltott idé vilagos zénaban toltott ido

— ——— = -1 <elkeriiles index < +1
teljes idd teljes id6
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4.4.2. Nyilt-tér teszt (OT)

A nyilt tér (open tank, a tovabbiakban OT) teszt a zebradaniok lokomotoros
aktivitdsanak és szorongés-asszocialt thigmotaxis viselkedésének vizsgalatara alkalmas
teszt. A tesztben latott viselkedés valdszinilileg az apparatus kdzponti zonajanak kitettsége
okozta averzido ¢és az allatok ujdonsaghelyzetben fellépd exploracids motivacio kozti
csereviszonyon alapszik. Apparatusnak standard 24 részes sejtenyésztd talak
kompartmentjeit hasznaltuk (atmér6=15.6 mm). A kezelés, kimosas és viselkedésteszt
részek, az apparatust kivéve, az LDT-nél leirtakkal megegyeznek. A thigmotaxis
jellemzésére minden esetben az elkeriilési index valtozot alkalmaztuk, ami a kdzponti, illetve
a periférias zonaban to1tott relativ id6 kiilonbségekent 4llt eld. Ez alapjan a -1 elkertilési index
érték azt jelzi, ha az allat idejének 100%-at a centrumban tolti, mig a +1-es érték teljes

periféria preferenciat mutat.

periférian toltott id6 centrumban toltott id6 _ ey .
- = -] <elkeriilés index < +1

teljes id6 teljes id6
4.4.3.Usz6 keresztpallé teszt (SPM) SPM sematikus Larvakra Juvenilisekre
keépe alkalmazott SPM alkalmazott SPM
 [EEEE

Az usz6d keresztpalld (swimming

fo

_—
A

4. abra: Az 0sz6 keresztpalld apparatus sematikus képe
(balra) és dimenzidi (kozépen és jobbra). A larvakra
alkalmazott apparatus hossza minden dimenzidban 2x1(fal) +
2x5(kar) + 2x2(rampa) + 4 mm(centrum), mig a juveniliseknél
alkalmaztuk. A tesztben latott ez 2x1(fal) + 2x10(kar) + 2x3(rdmpa) + 8 mm(centrum). A
) mély karok esetén rampa nincs, azonban az elemzés soran
viselkedeés valoszinlileg a felndtt centrumnak szémitottunk az annak megfeleld térrészt.

lus-maze, a tovabbiakban SPM) tesztet &
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a nem vizualis ingerek altal iranyitott, ml

-=-=11
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ujdonsaghelyzet altal kivaltott

szorongas-asszocialt viselkedés

vizsgélatara fejlesztettiik és

zebradanioban ismert és a ,,novel tank

diving” tesztel mérheté felszin elkeriilés, azaz geotaxis, illetve az ujdonsaghelyzet altal
kivaltott exploracidos motivacio kozti csereviszonyon alapul. Az kereszt alak( apparatus 2 +
2 egymassal szemben 1évd, kiillonbozd mélységii karbdl és egy azokat 6sszekotd centrum

z6nabol all. A digitdlisan megtervezett apparatusokat egy Stratasys Object30 3D
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nyomtatoval készitettiik PolyJet gyanta felhasznalasaval. A larvak és juvenilis allatok
tesztelésére két, kiilonbozé paraméterekkel rendelkezd, azok méretéhez igazodd apparatust
terveztiink. Fontos megjegyezni, hogy bar a centrum és a mély karok megegyezo
mélységlick, az allatok jelen munkaban ismertetett exploraciés mintazata arra utal, hogy az
allatok kiilonbséget tesznek azok kozott. Megjegyzendd tovabba, hogy a reprezentativ videok
alapjan, a sekély karok nem jelentenek az éllatok szamadra fizikailag nehezen megléphetd
akadalyt. A kezelés, kimosas és viselkedésteszt részek, az apparatust, illetve a rovidebb, 5
perces tesztelést kivéve, az LDT-nél leirtakkal megegyeznek. A felszinelkertilés jellemzésére
minden esetben az eclkeriilési index valtozot alkalmaztuk, ami a sekély-, illetve a
mélykarokban toltott relativ id6 kiilonbségeként 4llt el6. Ez alapjan a -1 elkertilési index érték
azt jelzi, ha az allat idejének 100%-4at a sekélyebb karban tolti, mig a +1-es érték teljes

mélykari preferenciat mutat.

sekély karban toltott id6 mély karban toltott ido wpr s
- = -] <elkeriilés index < +1

teljes id6 teljes id6
4.4.4.Szocialis preferencia teszt (SP)

A szocialis preferencia (social preference, SP) tesztet?®! a vizualis ingerek altal vezérelt
szocialis érdeklddés, illetve szocialis szorongas vizsgalatara alkalmaztuk. A tesztben latott
viselkedést a zebradaniok nagyjabdl 3 hetes kora koriil megjelend, elsd sorban vizuélis
szignalok altal kivaltott szocidlis érdeklodése iranyitja. A tesztapparatus egy U-alaku
platform (40 x 32 mm), aminek két szaraban (kar) egy-egy tiveggel elvalaszott, kizarolag
vizualis kommunikaciot engedd térrész kap helyet. A digitalisan megtervezett apparatusokat
egy Stratasys Object30 3D nyomtatoval készitettiik PolyJet gyanta és liveg felhasznalasaval.
A kezelés és kimosas részek az LDT-nél leirtakkal megegyeznek. A teszt az eredeti protokoll
alapjan, egy 15 perces habituacios és egy 15 perces szocialis szakaszbol a11%%1. A habituéciés
szakaszban a megfigyelt egyed szabadon felfedezheti az apparatust, majd a szocidlis
szakaszban az egyik, el6zetesen random kijeldlt, elvalasztott térrészbe egy fajtarsat
helyeziink. A szocialis aktivitas jellemzésére minden esetben a szocidlis index és a

Apreferencia valtozokat alkalmaztuk. A szocialis index a szocialis-, illetve az tires karokban
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toltott relativ id6 kiilonbségeként allt elé. Ez alapjan a -1 elkeriilési index érték azt jelzi, ha
az allat idejének 100%-4at a fajtars jelenlétében tolti, mig a +1-es érték teljes szocialis averziot
mutat.

szocialis karban toltott id6 lres karban toltott idd

—— - — = -1 <szocidlis index < +1
teljes id6 teljes id6

A Apreferencia az aktiv szocialis érdeklodést hivatott szemléltetni. A valtozé azt mutatja
meg, mennyit valtozik egy adott kompartmentben toltott id6 a szocialis szakaszban a
habituacios szakaszban tapasztalthoz képest, a szerint, hogy a kompartment iiresen marad

vagy fajtarsat helyeziink el benne.
4.4.5.Szenzori-motoros valaszkészség teszt (SMR)

A szenzori-motoros valaszkészség (Sensory-motor response, a tovabbiakban SMR) az
ujdonsaghelyzet altal kivaltott ¢éberség vizsgalatdra alkalmaztuk. A tesztben latott
lokomotoros viselkedésbdl a kiilonb6zd vizualis ingerekre, illetve azok valtozésaira érzékeny
valaszkészséget mérjiik, amibdl az egyedek éberségére kovetkeztetiink. Zebradanioknak
adott idékozonként gyorsuld ingert prezentdlva, az egyedek mozgasukat a stimulus
sebességéhez igazitjak. Egy éberebb egyed gyorsabban reagal a mozgasvaltozasra, illetve
mar kisebb sebességnél valaszol az ingerre®®’. Tesztapparatusnak standard 6-részes
sejttenyésztd talakat alkalmaztunk (atmérd: 34.8 mm). A megvilagitast és a vizualis ingert
egy az apparatusok ala helyezett tablagéprél biztositottuk. A teszt egy alapi és egy
ujdonsaghelyzet altal befolyasolt szakaszbdl alt. Az alapi szakaszt egy 20 perces habituacios
periodus elézte meg, ami irodalmi adatok alapjan elegendé az éllatok athelyezése és a
tesztapparatus Ujdonsaga 4ltal kivaltott éberségi valasz elmosédisihoz®®’. Az
ujdonsaghelyzet hatdsdnak méréséhez, a masodik szakaszban az allatokat egy az eldzdvel
identikus, masik apparatusba helyeztiik. A valaszkészség méréséhez mindkét szakaszban egy
fekete korcikkelyt vetitettiink ki az allatoknak, ami 5 percig mozdulatlan maradt, majd 5x2
percig korozott, 2 percenként 2x gyorsasaggal (0.5-8 rpm-es tartomany). A cikkely kezdeti
pozicidja és mozgasanak koronkénti irdnya elézetesen randomizalt volt. Elsédleges kimeneti

valtozoink az aktiv epizddok szdma, az allatok forgasi sebessége és teljes forgasi szoge,
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valamint a cikkelytél vald tavolsag voltak. Az aktiv epizodok szdmdval az allatok
lokomotoros aktivitasat mértiik. Aktiv epizédnak szamitott minden 2 olyan képkocka, ahol 1
pixelnél nagyobb valtozast detektaltunk. Videok kézi kiértékelése alapjan, ez a hatarérték
elég érzé¢keny hogy a legkisebb szabad szemmel érzékelhetd mozgast mar detektalja. A
zebradaniok forgasi sebességét és atlagos forgasi szogét, mint viselkedési stressz-markereket
alkalmaztuk, a stimulus averzivitasanak meghatarozasara. A cikkelyt61 vald tavolsagot annak
meghatarozasara alkalmaztuk, hogy a tesztben latott megvaltozott lokomocio ténylegesen a
cikkely vizsgalatara specifikus €s nem csak valamely altaldnos menekiilési reflex részeként

all eld.

4.5. Nagy teljesitményili folyadékkromatografia-tandem tomegspektrometria

(HPLC/MS/MS)

A kozponti idegrendszeri szerotonin (5-HT), dopamin (DA), noradrenalin (NA),
valamint 5-hidroxi-indolecetsav (5-HIAA) teljes-agyi koncentraciéjanak meghatarozasara
HPLC/MS/MS modszert alkalmaztunk.

4.5.1. Mintak elokészitése

A viselkedéstesztek végeztével terminalt zebradanidkat -80 oC-on tartottuk a
vizsgalatig. Az egyedek testét €s szemeit manudlisan tavolitottuk el, jégen tartott
petricsészékben, majd azok kis tomege miatt 2 (8. kisérlet), illetve 3 (9. kisérlet), azonos
kisérleti csoportba tartozo, véletlenszeriien valasztott szovetmintat vontunk 6ssze egy mérési
mintaba. A mintadk kezelésére hasznalt Eppendorf csovek, illetve az Osszevont mintak
tomegét egy szemi-mikro analitikai mérleggel (Precisa EP 225SM-DR) hataroztuk meg. A
mintakat 50 pl 10 mM-os ammonium-formiat oldatba vittiik, 0.1% hangyasav és 5% metanol
hozzaadéasaval, ultrahangos szonotroddal homogenizaltuk, majd egy centrifugalast kovetden

a fehérjementes feliiliszot levalasztottuk az analizishez.

4.5.2.Nagy teljesitményii folyadékkromatografia
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Az anyagok toltés-szerinti elvalasztasahoz egy nagynyomasu gradiens pumpabol
(Perkin Elmer series 200), egy automata mintaadagolobdl, egy gazmentesitobol, és egy
termosztatbol alld6 HPLC késziiléket hasznaltunk. A késziilékben egy 3 pm-es oszlopot
(Phenomenex Luna Omega Polar C18 50x3 mm) hasznaltunk metanolos gradiens eluenssel
(A’ mozgofazis) és 0.1%-os hangyasav eluenssel ("B’ mozgofazis). A gradiens elucios
program a kovetkezo szerint alakult: 0-0.8 perc: 3% ’A’; 1.3-1.8 perc: 80% ’A’; 2-3 perc:
3% *A’. Az egyszeri injektalasi térfogat 10 ul, az d&ramlasi sebesség 50 pl/perc volt.

4.5.3. Tandem tomegspektrometria

A toltés szerinti folyadékkromatografids elvalasztas utan tomegspekrometriat
végeztiink. A folyamat soran a vizsgalt molekuldkat ionizaljuk, majd elektromos erdtérben
felgyorsitjuk. Az erétérben valdo mozgasuk palydjat €s sebességét elsd sorban tomegiik €s
toltésiik befolyasolja, igy lehetdségiink nyilik azok tomeg/toltés (a tovabbiakban m/z)
értékének meghatdrozasara €s e szerint vald szétvalasztasara. A tandem tomegspektometriat
triple quadrupole tomegspektrométerrel végeztiik (Applied Biosystems MDS SCIEX 4000
Q TRAP), pozitiv, tobbszords reakcid megtigyeléses mérési iizemmoddban. Ez a médszer a
jelenleg elérhetd legjobb felbontast és legnagyobb foku specifikussagot kinalja, annak
koszonhetden, hogy a két, elektromos erdteret generald quadrupol analizator kézé egy
nitrogéngazt tartalmazo litkézési cella is be van iktatva. Ebben a cellaban az ionizalt
molekulak iranyitott fragmentacidja zajlik olyan termékekre (leanyionokra), amelyek az
eredeti molekulat (anyaionokat) ujjlenyomat szertien jellemzik, azok molaris tomegénél is
specifikusabban. A detektorba beérkez6 ionok abszoliit mennyisége aranyos a mintaban 1évo
vizsgalni kivant molekula anyagmennyiségével, igy az eljardas végén az egy

tomegspektrummal jellemezhetd.

4.6. Immunhisztokémia és konfokalis mikroszkopia

Az eldagyi (a tovabbiakban telencephalon) szerotonerg projekciokat fagyasztva

metszett szeleteken vizsgaltuk immunhisztokémiaval és konfokalis mikroszkopiaval.
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4.6.1. Mintak elokészitése

A viselkedésvizsgalat utdn terminalt allatokat 4% paraformaldehidet tartalmazé foszfat
pufferes sooldatban (phosphate buffered saline, PBS) fixaltuk egy éjszakan at. A
fagyasvédelem miatt a teljes-testi mintakat 10, 20, majd 30% cukrot tartalmaz6 PBS oldatba
dehidrataltuk 10-10 percen at. A mintakat Tissue-Tek OCT médiumba agyaztuk a
kovetkezok szerint: Egy pasterur pipettarol levagtuk annak ballonjat, majd azt a forrasztés
mentén félbe vagtuk. Az igy létrehozott fél-ballonokat koriilbeliil 1 mm vastagsagban
toltottiik fel a bedgyazd médiummal figyelve hogy légbuborékok ne keriiljenek bele. Erre az
agyra helyeztiik a teljes-test mintdkat, majd folytattuk a médiummal vald feltdltést. Az
esetlegesen bekeriild légbuborékokat egy csipesszel kiemeltiik, vagy arrébb sodortuk ugy,
hogy azok ne keriilhessenek a minta metszési sikjaba. A ballont ez utan szarazjégre
helyeztiik, majd a néhany masodperc alatt megfagyott mintat -80°C-on tartottuk a metszésig.

Egy ballonba 3 egyedet helyeztiink a fenti modszerrel.

4.6.2. Fagyasztva metszés

A mintdkb6ol 20 pum vastag frontdlis szeleteket metszettiink egy Microm HMS505
kriosztattal. A szeleteket zselatinnal bevont targylemezekre olvasztottuk, majd
szobahOmérsékleten szaritottuk elszivo fiilke alatt egy éjszakan at. Az immunhisztokémiai

jelolésig a lemezeket -80-C-on tartottuk.
4.6.3. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai jeloléshez a targylemezeket egy hidrofob, elfolyast gatlo, 2mm
vastag PAP tollal (Merck) rajzoltuk kdrbe. A jelolés soran minden lépésben lemezenként 400
ul oldatot alkalmaztunk. Az elsédleges jelolés soran egy 3x10 perces PBS-es mosast
kovetéen, nytlban termeltetett anti-5-HT antitestet (1:500, 20080, ImmunoStar) tartalmazo
primer oldattal kezeltiik a lemezeket szobahdmérsékleten, egy éjszakan at. A primer oldat
oldoszere PBS volt, az aspecifikus jelolédés blokkolasara 0.5% borji szérum albumint

(A7906, Sigma-Aldrich, Magyarorszag), a szovet permeabilitasinak novelésére 0.25%
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Triton X-100-at (T8787, Sigma-Aldrich, Magyarorszag) alkalmaztunk. A masodlagos jelo1és
soran egy 3x10 perces PBS-es mosast kovetden, kecskében termeltetett anti-nyal Alexa Fluor
488 ellenanyagot (1:500, 111-545-003, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.)
tartalmazé szekunder oldattal kezeltiik a lemezeket szobahémérsékleten, 2,5 oran at. A sejtek
jeloléséhez a sejtmagi DNS-t festd 4,6-diaminido-2-fenilindolt (a tovabbiakban
DAPI)(1:10000, D8417, Sigma-Aldrich, Hungary) tartalmazo oldattal kezeltiik a lemezeket
szobahémérsékleten, 30 percen at. A lemezeket Mowiol4-88 (81381, Sigma-Aldrich,
Hungary) fluorescens fedé médiummal fedtiik, majd a mikroszkdpos elemzésig fénytol

elzartan, 4 -C-on tartottuk.
4.6.4. Konfokalis mikroszkopia

Az elemzéshez hasznalt képeket egy C2 konfokdlis 1ézer pasztazd mikroszkoppal
(Nikon Europe, Amsterdam, Hollandia) készitettiik, 20x nagyitast (Plan Apo V¢, NA=0.75)
biztositd lencsét (xy: 0. 31lum/pixel) alkalmazva. A sejtmagokat fest6 DAPI jel
gerjesztéséhez 405 nm hulldmhosszusagh 1ézert (Coherent), az 5-HT megjelenitéséhez 488
nm hullamhosszusagu 1ézert (CVI Melles Griot) alkalmaztunk. A lézerintenzitas és pinhole

paramétereket alland6 értéken tartottuk a vizsgalat soran.
4.6.5. Analizis

Az elkésziilt képeket az Imagel szoftverrel®® elemeztiikk. Az analizis soran minden
vizsgalt agyteriileten standard, 30x30 um nagysagu tartomanyokat jeloltiink ki ¢és
értékeltiink. A képeket egyedileg processzaltuk ugy, hogy egy szomszédos, szerotonerg
rostokat nem tartalmazo tartomanyban addig csokkentettiik a képintenzitast, mig semmilyen
jel nem volt detektalhato. Az ehhez sziikséges ,,szubtrakcids” értéket aztan alkalmaztuk a
rostokat tartalmazé tartomdnyban, majd binarissa konvertalt képeken kiszamitottuk az igy
homogén jelként jelentkezé immunoreaktivitas teljes képhez képesti szazalékos aranyat. Egy

egyed immunoreaktivitas értéke a két agyféltekén mért értékek atlagaként alt eld.
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4.7. Kisérleti elrendezések

4.7.1. korai védekezo viselkedésrepertoar jellemzése, tesztek validalasa (Kisérlet 1-4.)

Az els6 4 kisérletben a zebraddnidok korai védekezd viselkedésrepertoarjat mérd
teszteket validaltunk, kitérve azok kdrnyezeti és farmakologiai érzékenységére. Az 1. kisérlet
soran larva koru (5-8 dpf) zebradanidk elkeriilési viselkedését vizsgaltuk az LDT és az OT
tesztekben, kiilonos tekintettel a tesztben alkalmazandé idealis korcsoport kivalasztasara, és
a tesztek kiilonboz6 korilmények kozotti alkalmazhatosdgara a korabbi kornyezeti
tapasztalat fliggvényében. A 2. kisérletben célunk volt az 1. kisérlet LDT ¢és OT tesztjeiben
megfigyelt, a kitett teriiletek elkeriilésével ellentétesen valtozo felszinelkertilési viselkedést
mérhetévé tenni €s farmakologiai eszkozokkel wvalidalni, mint szorongas-asszocialt
viselkedés, az altalunk fejlesztett SPM tesztben. A 3. kisérletben az SPM teszt juvenilis

korcsoporton valo farmakologiai, a 4. kisérletben annak kornyezeti validaciojat végeztiik el.

1.  Kkisérlet — larvakoru =zebradani6 -elkeriilési viselkedésformainak kifejezddése,

tapasztalatfiiggése ¢s farmakologiai manipulacioja

Az 1A kisérletben 5 dpf'koru zebradaniokat vetettiink ala az LDT vagy OT teszteknek,
majd 8 dpf korban a tesztet megismételtiik, egy kiegészitd, a tesztre eldzetesen naiv 8§ dpf
kort kontrolcsoport beiktatasaval. A mintaclemszamok az LDT-ben n=22 (ismételt csoport)
¢s n=14 (naiv csoport) voltak, az OT-ben n=20 (ismételt csoport) és n=9 (naiv csoport)

voltak.

Az 1B kisérletben 8 dpf koru =zebradaniokat vetettiink ala kiilonbozo
tesztkombinacioknak, LDT->OT vagy OT->LDT sorrendben. A masodik tesztelés
alkalmaval, teszt-naiv kontrollcsoportokat iktattunk be. A mintaclemszamok n=12
(LDT->0T) és n=24 (naiv), valamint n=12 (OT->LDT) és n=18 (naiv) voltak.

crocr

allatokat (1C: 0, 6.25, 12.5, 25 mg/l; 1D: 0, 50, 100 mg/1) az LDT vagy az OT tesztek elott.
A mintaelemszamok az 1C kisérletben csoportonként n=16-21 voltak, az 1D kisérletben

csoportonként n=8-13 voltak.
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2. kisérlet — larvakor(i zebradanido felszinelkeriilési viselkedésének mérése ¢és

farmakoldgiai manipulacidja

A kisérlet soran 8 dpf kort zebradanio larvakat vizsgaltunk. Az exploraci6s mintazat
leirdsdhoz nem alkalmaztunk kezelést (2A kisérlet), mig a farmakoldgiai validalashoz az
allatokat a szorongasoldo buspironnal (0, 25, 50 ¢és 100 mg/l)(2B kisérlet) és
klordiazepoxiddal (0, 0.1, 1 és 10 mg/1)(2C kisérlet), illetve a szorongaskelté koffeinnel (0,
25, 50 és 100 mg/1)(2D kisérlet) kezeltiik, majd viselkedésiiket az SPM tesztben vizsgaltuk.
A mintaelemszamok a n=8-10 (2A), n=15-25 (2B), illetve n=15-26 (2C) voltak.

3.  Kisérlet — juvenilis koru zebradaniok felszinkeriilési viselkedésének mérése ¢és

farmakoldgiai manipulédcioja

A 3. kisérletben juvenilis 30 dpf kort zebradanidkat kezeltiink buspiron larvakon
Mivel a juvenilis egyedek bérének ateresztoképessége eltér a larvakétol 357, beiktattunk egy
csoportot, amelynél az egyedeket kezeld oldatukkal egyiitt helyeztilk a tesztbe, ezzel
hosszabb inkubacids periddust (~16 perc) biztositva szamukra. A mintaclemszdmok n=11-

14 voltak.

4. Kisérlet — juvenilis kora zebradaniok felszinelkeriilését befolyasold tényezdk

vizsgalata

A 4A Kisérletben a fényintenzitas, mint a kornyezet averzivitasat befolyasolo tényezo
szerepét vizsgaltuk a felszinelkeriilésre az SPM teszben 30 dpf allatokon. 3 kiilonb6zd

fényintenzitast vizsgaltunk, a mintaelemszdmok n=16 volt csoportonként.

A 4B Kkisérletben a vizualis ingerek szerepét vizsgaltuk az SPM tesztben mutatott
felszinelkeriilésre 10-, illetve 30 dpf allatokon. A kisérletben az allatok Gsszesen 45 percig
voltak az apparatusban, ahol 3x5 perc vilagosban és 2x5 perc sotétben vald mintavételezést

hajtottunk végre. A mintaelemszam n=24 (10 dpf) és n=20 (30 dpf) volt.
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A 4C kisérletben az SPM teszt ismételhetdségét vizsgaltuk 30 dpf allatokon. Az elsd
¢s masodik tesztet 1, illetve 24 ora kiilonbséggel végeztiink, a masodik mintavételezésre
tovabbi teszt-naiv kontrolcsoportokat beiktatva. A mintaclemszamok n=10 voltak

csoportonként.
4.7.2. A viselkedési metamorfozis jellemzése (Kisérlet 5-6.)

Az 5. és 6. kisérletekben a larva és adult stadiumokban eltéré moédon megjelend
viselkedésformak fejlodését, illetve a fejlodés kornyéki kornyezeti érzékenységet kivantuk

megvizsgalni, ezzel egy potencialisan kiemelkedo érzékenységii periodus utan kutatva.

5. Kkisérlet — A sotét/vilagos elkertiilés kifejezodésének és tapasztalatfliggésének valtozasa

a fejlédés soran

A viselkedési metamorfozis vizsgalatdhoz ugyan abbol az ivasbdl szdrmazo, 8, 14 €s
28 dpf koru, teszt-naiv zebradaniokat vetettiink ala az LDT-nek, mig a tapasztalatfliggés
vizsgalatdhoz ugyanezeket az egyedeket 1 nappal késébb is alavetettiik a tesznek, tovabbi
teszt-naiv kontrolcsoportokat beiktatva. A két teszt kozott az allatokat a szocidlis izolacidhoz
is hasznalt kadakban kiilonitettiik el az egyedi azonosithatosag végett. A mintaclemszamok

n=48 (8 dpf), n=24 (14 dpf) és n=23 (28 dpf) voltak.
6. Kisérlet — A szocialis aktivitds megjelenése a fejlédés soran

A 6. kisérlet soran azt vizsgaltuk, a zebradaniok fejlédésének mely pontjan jelenik meg
aktiv helyvaltoztatassal jard szocidlis érdeklddés. Mivel a szocialis érdeklddés validalasara
farmakolégiai eszk6z nem 4ll rendelkezésre, a szocidlis aktivitas fejlddés sordn vald
megjelenése az alkalmazott U-alaku szocidlis preferencia teszt validacidjat is szolgélta. A
viselkedési metamorfozis vizsgéalatdhoz ugyanabbdl az ivasbol szarmazd, 8, 14 és 28 dpf
koru, teszt-naiv zebradaniokat vetettiink ala az SP-nek. A mintaclemszamok n=28 (8 dpf),

n=23 (14 dpf) és n=30 (28 dpf) voltak.
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4.7.3. A peri-metamorf kornyezeti hatasok szerepe a védekezd viselkedés és a

szerotonerg rendszer kapcsolatara

A 7-13. kisérletekben a kordbban azonositott érzé¢keny idészakban (a tovabbiakban peri-
metamorf) alkalmazott kornyezi ingerek viselkedési és szerotonerg fenotipusra gyakorolt
hatasait kivantuk azonositani. A 7. kisérletben azt vizsgaltuk, hogy az akut (LDT teszt) vagy
kronikus (szocialis izolacid) peri-metamorf stressz befolyasolja-e a poszt-metamorf, juvenilis
elkeriilé viselkedést. A 8. kisérlettl kezdve a peri-metamorf izolacié hatasait vizsgaltuk a
nyugalmi-és stresszindukalt 5-HT szintekre, a teljes agy (8. kisérlet), illetve kiilonbz6
eldagyi teriiletek szintjén (10. kisérlet), valamint azt, hogy ezek szelektiven megel6zhetdek-
e az elézetes SHT1a receptor agonista buspiron kezeléssel (9-10 kisérlet). A buspiron
alkalmazasa mellett szol, hogy 1) elsésorban SHT1a receptorokon hat*?, 2) amely receptorok
a zebradanié raphe magjaban, 5-HT jelatvitelt csokkentd autoreceptor formajaban vannak
jelen®®. 3) A raphe dorzalis régioja az egyetlen szerotonerg magcsoport, ami a zebradaniok
sotét/vilagos elkeriilés szabalyozasaért felelds eléagyi régiojaba, a dorzo-medialis palliumba
kiild projekciokat. Ezen feliil 4) a buspiron a zebradanié SHT1a receptoraihoz 4-szer, illetve
8-szor nagyobb affinitdssal kot, mint a patkédnyban, illetve az emberben kifejez6do
ortologjaihoz®**. Ezen elényok ellenére, a buspiron az emlés idegrendszerben befolyasolja a
DA és NA szinteket is**33%0, valamint hat az 5-HT kicserélodésre®®1:%%2, igy fontos volt
vizsgalni az ezeket jellemzd paramétereket is. Ezen feliil vizsgaltuk, hogy ugyan ez a kezelés

képes-e az izolacio okozta viselkedési hatasok megeldzésére is (10-13. kisérlet).

7. Kkisérlet — A peri-metamorf kérnyezeti tapasztalat, mint kronikus szocialis izolacio

¢s/vagy akut kihivés, szerepe a juvenilis elkeriilési viselkedés formaldsaban

A kisérletben 14 dpfkort zebradanidkat 2 héten 4t izolaltunk és/vagy egy alkalommal
LDT-nek vetettiink ald, majd sotételkeriilésiiket 29 naposan vizsgaltuk. A mintaelemszdmok
a szocialisan tartott csoportokban n=25 és n=21 (naiv és teszt-tapasztalt), az izolalt

csoportokban 15 és 21 (naiv és teszt-tapasztalt) voltak.
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8.  Kkisérlet — A kronikus peri-metamorf szocidlis izolacid szerepe a juvenilis-kora allatok

nyugalmi-és kihivas-indukalt 5-HT szintjének formalasaban

A kisérletben HPLC-MS-MS moddszerrel mértiik a teljes agyi 5-HT szinteket
szocialisan tartott, illetve izolalt juvenilis 30 dpf kort zebradaniokbol. Az alapi, illetve
kihivas-indukalt szintek mérésére sajat kadban terminalt, illetve kozvetleniil, valamint 1,5
oraval LDT kihivas utan terminalt 4llatok agyat vizsgaltuk. Az alkalmazott egyedszamok a
szocialisan tartott csoportokban n=22, 18 ¢és 24 (alapi, kozvetlen és 1,5 oraval késobbi
mintavétel), az izolalt csoportokban egységesen n=16 voltak. A mérési mintékat (6sszesitett

szovetmintak) 2 véletlenszerlien valasztott egyedbdl egyesitettiik.

9.  Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolacid hatasa a juvenilis-kort allatok
kihivas-indukalt 5-HT, 5-HIAA, DA ¢és NA valaszdra és annak farmakologiai

manipulacidja

A kisérletben HPLC-MS-MS modszerrel mértiik a teljes agyi 5-HT, 5-HIAA, DA ¢és
NA szinteket szocialisan tartott €s izolalt, juvenilis 30 dpf koru zebradaniokbol LDT utan
kozvetleniil. A buspiron altal befolyasolt szintek méréséhez az egyedek egy részét a
viselkedésteszt elott kezeltik a szorongasolddval. Az alkalmazott egyedszamok a
szocialisan tartott csoportokban n=25 és 28 (vivoanyag és buspiron kezelt), az izolalt
csoportokban egységesen n=28 voltak. A mérési mintdkat (&sszesitett szovetmintak) 3

véletlenszerlien valasztott egyedbdl egyesitettiik.

10. Kkisérlet — A kronikus peri-metamorf szocidlis izolacido viselkedési és eldagyi

szerotonerg hatasainak kapcsolata

A kisérletben szocialisan tartott és izolalt juvenilis 30 dpf kort allatokat vetettiink ala
az LDT tesztnek, majd 1,5 6raval kés6ébb terminaltuk azokat a telencephalikus 5-HT
immunhisztokémiai vizsgélatdhoz. Az izolacid viselkedési és szerotonerg hatasa kozti
kapcsolat feltarasahoz az LDT el6tt a szerotonerg jelatvitelt gatlo buspiron kezelést

alkalmaztunk. Osszesen 4 eléagyi régiot vizsgiltunk: a dorzalis és ventralis pallium
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commisura anteriortdl rosztralisan fekvd teriileteit, igy az anterior dorzélis palliumot
(anterior recess of the dorsal pallium, DPa) és anterior ventralis palliumot (anterior recess
of the ventral pallium, VVPa), valamint az att61 kaudalisan fekvo, kaudalis dorzalis palliumot
(caudal recess of the dorsal pallium, DPc) és oldalsé eléagyi koteget (lateral forebrain
bundle, LFB). A mintaclemszamok a szocialisan tartott csoportokban n=31 és n=22
(vivéanyag és buspiron kezelt), az izolalt csoportokban n=14 és n=16 (vivoanyag és buspiron

kezelt) voltak.

11. Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolaci6 szerepe a juvenilis-kora allatok

nyugalmi-és kihivas-indukalt éberségének formalasaban

A 11. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacio szerepét vizsgaltuk a poszt-
metamorf alapi, €s kihivas-indukalt éberségre. Ehhez szocialisan tartott €s izolalt, juvenilis
30 dpf koru allatokat vetettlink ald a SMR tesztnek habitudciot kovetden, illetve
ujdonsaghelyzetben. Az izolacid éberséget befolyasold hatasainak potencidlis szerotonerg
hatterét a habituacios ¢s ujdonsaghelyzet koz¢ beiktatott buspiron eldkezeléssel vizsgaltuk.
A mintaelemszamok n=13 és n=14 (vivéanyag ¢s buspiron kezelt) mind a szocialisan tartott,

mind az izolalt csoportokban.

12. Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolacio felszinelkeriilésre gyakorolt

hatasai és azok szerotonerg hattere

A 12. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacid felszinelkeriilésére gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A kisérletben szocialisan tartott és izolalt, juvenilis, 30 dpf korua allatokat
vetettiink ald az SPM tesztnek. Az izolacié viselkedési és szerotonerg hatasa kozti kapcsolat
feltarasahoz az SPM el6tt a szerotonerg jelatvitelt gatld buspiron kezelést alkalmaztunk. A
mintaelemszdmok a szocidlisan tartott csoportokban n=28 és n=24 (vivéanyag és buspiron

kezelt), az izolalt csoportokban n=17 és n=16 voltak (vivoanyag és buspiron kezelt).

13. Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolacio szocialis aktivitasra gyakorolt

hatasai és azok szerotonerg hattere
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A 13. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacid szocidlis aktivitasra gyakorolt
hatéasat vizsgaltuk. A kisérletben szocialisan tartott és izolalt, juvenilis, 30 dpf kort allatokat
vetettiink ala az SP tesztnek. Az izolaci6 viselkedési €s szerotonerg hatasa kozti kapcsolat
feltarasahoz az SP eldtt a szerotonerg jelatvitelt gatlé buspiron kezelést alkalmaztunk. A
mintaelemszamok a szocialisan tartott csoportokban n=16 és n=25 (vivéanyag és buspiron

kezelt), az izolalt csoportokban egységesen n=14 voltak.
4.8. Adatelemzés

Az adatokat atlag + standard hiba formaban abrazoltuk. A statisztikai elemzést R
statisztikai kornyezetben végeztiik®®. A kornyezeti tapasztalat és farmakologiai kezelés
viselkedésre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz linearis kevert modelleket alkalmaztunk3®*
az Ime4 csomag®® hasznalataval. A fenti tényezék neurotranszmitter koncentraciéra és
immunoreaktivitdsra gyakorolt hatisainak vizsgalatdhoz egyszeri linedris modelleket
alkalmaztunk. A kornyezeti tapasztalat faktor szintjén a ,,szocialis tartas” és ,,izolalt tartas”
egyarant referenciaszintek voltak, mig a kezelés faktor szintjén kizardlag a ,,vivbanyag
kezelés”-t tekintettiik referenciaszintnek. Mivel a nagy-ateresztoképességli viselkedési
mintavételezésnek kdszonhetden egyszerre nagy szamu allattal dolgozunk, lehetdségiink volt
az allatok poziciojabol (mely kisérleti apparatusban uszik) és sorrendjébdl (a kisérlet mely
korében keriil tesztbe) szarmazo varianciat leirni, ezen valtozék random faktorként valo
modellbe épitésével. Az ilyen, referenciaszinttel dolgoz6 lineéris kevert €s egyszerti linearis
modellek kevesebb dsszehasonlitast végeznek, igy arrdl adnak informaciot hogy 1) faktor 1
referenciaszintjén beliil, faktor 2 szintjei milyen kapcsolatban allnak egymassal, illetve hogy
2) ez a kapcsolat megmarad-¢ faktor 1 masik, nem-referenciaszintjén is (potencialis
interakcio). Ismételt mintavételezés esetén az allatok egyedi azonosit6jat mint magyarazo
valtozot is beleépitettiik modelliinkbe. A p-értékeket a kevert modellek t-értékeibol
szamoltuk az ImerTest csomag felhasznalasaval®*® A nullhipotézist p<0.05 esetén vetettiik

el.
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5.  Eredmények

5.1. Korai védekezo viselkedésrepertoar jellemzése, tesztek validalasa (Kisérlet 1-4.)

1.  Kkisérlet — larvakorti zebradanid elkeriilési viselkedésformainak kifejezodése,

tapasztalatfliggése és farmakoldgiai manipulacioja
Az 1. kisérlet eredményeit az 5. &bra, statisztikai adatait a 2. tdblazat tartalmazza.

Az 1A kisérletben vizsgaltuk az OT és LDT tesztek ismételhetdségét és az elkeriild
viselkedés korfliggését. Az OT tesztben a kornak nem, mig a tesztismétlésnek szignifikans,
a centrum aktivitast noveld, tehat elkeriilés csokkentd hatasa volt (5a abra), mig az LDT

tesztben egyik tényezd sem befolyasolta a viselkedést (5e abra).

Az 1B kisérletben a tesztek 6sszevonhatosagat vizsgaltuk, vagyis azt, hogy az eldzetes,
masik tipusu tesztben vald részvétel, mint stresszor, befolyasolja-e a vizsgalt teszt
kimenetelét. Az OT teszt eldtti LDT teszt szignifikdnsan csokkentette a centrum exploraciot,
erositette az elkertilést (5b abra), mig az elézetes OT tesztelés nem hatott a sotételkeriilésre

(5f abra).

Az 1C és 1D kisérletben a fenti tesztekben mutatott viselkedés klinikai szorongasoldo
buspironra vald érzékenységét vizsgaltuk. Az OT tesztben egyediil a 12.5 mg/l-es
koncentracio fejtett ki hatast az elkeriilési viselkedésre, fokozva annak mértékét (5¢ abra),
mig az LDT tesztben az 50 mg/l-es koncentracio a sotételkeriild viselkedés mértékét

csokkentette (5h abra).

Az OT teszt, pontosabban a tesztben mért centrum-elkeriilési viselkedés (thigmotaxis) a
szorongasold6 4gensre adott véalasza az emlds adatokkal ellentétes irdnyu volt. Azonban
megfigyeltiik, hogy egyes buspironnal kezelt allatok a vizfelszinhez kdzelebb Usznak, ami
zavarhatja a mérést, mivel a csokkent szorongassal asszocialt felszini aktivitast tisztan
periféridnak kodoljuk. Utdbbi szamszer(isitése miatt ujraclemeztiik a teszteket, felszini és
aljzati teriiletekre bontva a periférias részt. Lathato, hogy a kezelt allatok felszinaktivitasa

mindkét teszt esetén a thigmotaxissal ellentétes iranyban valtozik kezelés hatasara (5i és 5j
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abrak), vagyis a szélsdségesebb centrumelkeriilés egyes esetekben 6sszekapcsolhatd
csokkent felszinkeriiléssel. Ezek alapjan az OT ¢és az LDT tesztekben mért thigmotaxis nem
alkalmazhaté biztonsaggal szorongas-asszocialt viselkedés vizsgéalatira, ellentétben a
kornyezetre kevéssé, szorongasoldora jobban érzékeny sotét/vilagos elkeriiléssel. Ezen feliil,
a tesztekben mért felszini aktivitas, a farmakologiai kezelésre érzékeny és a tesztekben

konzisztensen megjelend valtozo lehet.

2. tablazat: az 1. kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba, viv: vivoanyag)

Teszt referencia

Kisérlet valtozo statisztika s Kontraszt becslés SE n t-érték p-érték
oT 5 dpf (T1) 8 dpf (T1) 0,143 0,128 24vs14 1,116 0,270
1A thigmotaxis 8 dpf (T2) 0,534 0,010 24vs22 5,354 2,27e-06*
LDT 5 dpf (T1) 8 dpf (T1) 0,075 5,939 23vs9 0,013 0,990
szkototaxis 8 dpf (T2) 1,451 5326  23vs20 0,272 0,786
_oT LDT>0T 0217 0071 24vs12 3053 0,003
thigmotaxis .
1B bt naiv
. OT->LDT -0,006 0,137 18vs12 0,041 0,967
szkototaxis
oT . 6.25 mg 0,003 0,067 18vs18 0,051 0,959
thigmotaxis viv 12.5mg -0,142 0,067 18vs18 -2,106 0,039*
25 mg 0,066 0,069 18vs16 0,949 0,346
6.25 mg 0,195 0,154 18vs18 1,266 0,210
OT geotaxis . viv 12.5mg 0,223 0,154 18vs 18 1,446 0,153
h,ﬁﬁ;if 25 mg 0,290 0,159 18vs16 1,826 0,072*
LDT _ 6.25 mg -0,315 0,130 21vs21 -2,421 0,018*
1C thigmotaxis viv 12.5mg -0,273 0,135 21vs18 -2,014 0,047*
25 mg 0,089 0,130 21vs21 0,683 0,497
6.25 mg 0,317 0,137 21vs21 2,318 0,023*
LDT geotaxis viv 12.5mg 0,320 0,142 21vs18 2,247 0,027
25 mg 0,370 0,137 21vs21 2,703 0,008*
LDT ' 6.25 mg 0,052 0,166 21vs21 0,312 0,756
szkototaxis viv 12.5mg 0,118 0,173 21vs18 0,681 0,498
25 mg 0,210 0,166 21vs21 1,265 0,210
oT viv 50 mg -0,157 0,159  11vs13 -0,990 0,330
1D thigmotaxis 100 mg -0,298 0,180 11vs 8 -1,657 0,108
LDT geotaxis viv 50 mg 0,360 0,160 12vs13 2,259 0,031
100 mg 0,192 0,166 12vs1l 1,152 0,257
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5. abra: a-d) zebradani6 larvak thigmotaktikus viselkedése az OT tesztben. Az el6zetes kdrnyezeti tapasztalat
(a, b), valamint a buspiron (c, d) hatasa. e-h) zebradani6 larvak sotét elkeriilé viselkedése az LDT tesztben. Az
eldzetes kornyezeti tapasztalat (e, f), valamint a buspiron (g, h) hatasa. i, j) Thigmotaxis, geotaxis és szkototaxis
mérése az OT (i) és az LDT (j) tesztekben. *: szignifikans eltérés a vivdanyag kezelt csoporttol.
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2. Kkisérlet — larvakor zebradanié felszinelkerilési viselkedésének mérése és
farmakologiai manipulacioja

A 2. kisérletben a korabban megfigyelt felszinelkeriilést akartuk mérhetévé tenni az

altalunk fejlesztett SPM tesztben. A kisérletek eredményeit az 6. és 7. abra, statisztikai adatait

a 3. tablazat tartalmazza.

a b
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40 -
R * o
g o WI* A
- =
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o 6 4 2 246 TAE *
kdzépponttol vald
é tavolsag (mm)
- mely karok > 2 0,5
B centrum g O -1 0 1
© S
|:| sekély karok 14 5.0,5 pearson korr. koeff.
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©

12345678910
perc

6. abra: a) zebradani6 larvak viselkedése az SPM tesztben. b) Exploracios viselkedés nagyobb térbeli (fent:
hétérkép, kozépen: részletes eloszlas) és idébeli (lent) felbontasban. ¢) SPM valtozok osszefiiggései. Két
valtozo kozti korrelacio a valtozok metszéspontjaban lathato. A korok mérete €s szinintenzitdsa a Pearson
korrelacios koefficienssel aranyos, a csillag szignifikans korrelaciot jelez. valtozok: DAE: mély/6sszes kari
belépésszam, C: Elkeriilési index, SAE: sekély/Osszes kari belépésszam, VELO: atlagsebesség, TAE: Gsszes
kari belépésszam.

A 2A kisérletben zebradanid larvak viselkedését, illetve a viselkedési paramétereik
kozti Osszefliggéseket vizsgaltuk a tesztben. Lathato, hogy a vivéanyag-kezelt allatok erds
mélykari preferenciat mutatnak (6a abra). A nagyobb térbeli felbontassal késziilt elemzés (6b
abra alja), illetve az exploracios hotérkép megmutatja (6b abra teteje), hogy a mélykari
aktivitds leginkabb a karok szélére Gsszpontosul. A nagyobb iddbeli felbontassal késziilt
elemzés (6¢ abra) emellett ravilagit, hogy a fenti preferencia a teszt teljes ideje alatt
fennmarad. Az egyes viselkedési valtozok kozotti korrelacioelemzés (6d abra) erds
Osszeflggést mutat az ,.elkeriilés index” és a "mély/Gsszes kari belépés” valtozok kozott, mig

mindkét elébbi kimenet negativ §sszefliggésben all a ,,sekély kari belépési frekvenciaval”. A
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tesztben mutatott atlagos Uszasi sebesség egyediil az ,,0sszes kari belépéssel” all pozitiv

kapcsolatban.

A 2B kisérletben zebradanié larvak felszinelkeriilé visekedését és annak buspironra
valo érzékenységét vizsgaltuk az SPM tesztben (7a és 7b abrak). A vivoanyag kezelt allatok
tovabbra is er0s mélykari preferenciat mutattak. 50 mg/l buspiron csokkentette a mélykari
aktivitast, valamint ahogy a szignifikdns interakcidos hatasok mutatjak, a szorongasoldd
kezelés részlegesen vagy teljesen elmosta a kontrolcsoportnal latott mintazatot. Bar a
buspiron nem befolyasolta szignifikansan az allatok elkeriilési indexét, csokkentette azok
,meély/0sszes kari belépésszamat™. Egyik alkalmazott ddzis sem befolyasolta az egyedek

lokomotoros aktivitasat.

A 2C Kkisérletben zebradanio larvak felszinelkeriilését és annak CDP-re valo
érzékenységét vizsgaltuk az SPM tesztben (7¢ abra). A vivéanyaggal kezelt allatok tovabbra
is er0s mélykari preferencidt mutattak, ami csokkenthetd volt 10 mg/1 koncentracioji CDP
oldattal. A CDP csak marginalisan csokkentette a ,,mély/0sszes kari belépésszamot™ és nem

befolyésolta a lokomotoros aktivitast.

A 2D kisérletben zebradanid larvak felszinelkeriilését és annak koffeinre vald
érzékenységét vizsgaltuk az SPM tesztben (7d abra). A vivOanyag kezelt allatok tovabbra is
er6s mélykari preferenciat mutattak, ami tovabb erdsodott a legmagasabb koncentracioji
koffein oldat hatasara. Ez a valtozas mind az ,,clkeriilés index”-ben, mind a ,,mély/6sszes kari
belépésszamban” megjelent. Mindemellett a 100 mg/l-es koncentracioji koffein oldat

marginalisan csokkentette az allatok Giszasi sebességét.
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7. abra: a) Buspiron kezelés hatasa az SPM tesztben mutatott exploracios mintazatra *: szignifikans kiilonbség
a mély karban t6ltott id6t6l, #: szignifikans zona*kezelés interakcio. b-d) buspiron, klordiazepoxid és koffein
kezelések hatasai az elkeriilést €s lokomotoros aktivitast leird szarmaztatott valtozokra. *: szignifikans eltérés

a vivéanyag kezelt csoporttol.

Elmondhaté tehat, hogy az SPM teszt alkalmas a zebradaniok felszinkertilési

viselkedésének kimutatdsara, amely viselkedés érzékeny minden alkalmazott, a human

szorongast befolyasolo agensre, igy a teszt farmakologilag validalt szorongas-tesztnek

tekinthetO.

3. Tablazat: a 2. kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba)

Teszt

Referencia

Kisérlet Viltozé - - Kontraszt Becslés SE n  térték p-érték
statisztika szint
zOnéaban toltott id6 i centrum -20,96 26 -5,47 1,89e-06*
2A ids ANOVA mély sekély 2018 o83 579 642607~
mély/viv sekély/viv -55,73 19,77 8 -2,82 0,009*
centrum/viv -66,63 18,91 -3,562 0,002*
mély/25mg
~ 35,88 23,21 1,546 0,126
sekély/25mg
mély/viv mély/50mg
2B ismételt ~ ~ 58,72 23,6 8 2,49 0,015*
zOnaban toltott id6 méréses sekély/viv sekély/50mg
ANOVA mély/100mg 10
~ 13,10 23,59 0,556 0,580
sekély/100mg
mély/viv mély/25mg
~ N 29,67 22,72 1,306 0,196
centrum/viv centrum
/25mg
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Teszt

Referencia

Kisérlet Viltozo statisztika i, Kontraszt Becslés SE n t-érték p-érték
mély/50mg
= *
centrum 50,22 23,20 2,16 0,033
/50mg
mély/100mg
N 50,22 23,20 2,164 0,033*
centrum
/100mg
elkeriilés index 0,31 0,36 8 0,88 0,358
mély/Ssszes kari 25 mg 0,17 015 vs 1,117 0,273
belépés 10
Atlag-sebesség 0,69 0,89 0,77 0,448
elkeriilés index 0,42 0,37 8 1,12 0,182
mély/dsszes kari viv 50 mg 032 015 vs 2055  0,049*
belépés 10
Atlag-sebesség 0,39 0,90 -0,43 0,670
elkeriilés index 0,25 0,38 8 0,68 0,500
mély/Ssszes kari 100 mg 005 016 vs 0293 0772
belépés 10
Atlag-sebesség 1,11 0,92 1,21 0,237
elkeriilés index 0,17 0,19 25 0,906 0,390
mély/Gsszes kari 0.1mg 002 007 Vs 023 0816
belépés 15
Atlag-sebesség ) ) 0,28 0,53 0,525 0,612
elkeriilés index lllfearéls 0,01 015 . _009% 0,922
2C 51v/G ; evert .
melyégfg;g: kari el viv 1 mg/ 006 007 vs 0842 0402
—_— 15
Atlag-sebesség 0,28 0,46 0,620 0,546
elkeriilés index 0,53 0,18 25 2,870 0,024*
mély/sszes kari 10 mg -0,14 007 vs -1922  0,059*
belépés 16
Atlag-sebesség 0,46 0,52 0,887 0,391
elkeriilés index -0,13 0,12 26 -1,016 0,313
mély/Gsszes kari 25mg 0,04 003 vs 1,383 0171
belépés 17
Atlag-sebesség -0,004 0,11 -0,039 0,969
elkeriilés index 0,06 0,12 0,490 0,625
20 mélylosszes kari 26
melyrosszes kar viv 50 mg 0,01 003 vs 0459 0,648
belépés 19
Atlag-sebesség -0,03 0,11 -0,271 0,787
elkeriilés index -0,32 0,13 26 -2,401 0,019*
mély/sszes kari 100 mg 0,07 003 vs 2308  0,024*
belépés 15
Atlag—sebesség -0,22 0,12 -1,862 0,066
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3. Kisérlet — juvenilis koru zebradaniok felszinkeriilési viselkedésének mérése és
farmakoldgiai manipulacidja
A 3. kisérletben célunk az SPM teszt juvenilis zebradanidkon vald validalasa volt, amihez
azok felszinelkeriilését és annak buspironra valdo érzékenységét vizsgaltuk kiilonb6zo
inkubécios periodusok mellett. A kisérlet eredményeit az 8. abra, statisztikai adatait a 4.

tablazat tartalmazza.
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8. abra: a-c) buspiron kezelési tipusok hatasa juvenilis zebradaniok viselkedésére az SPM tesztben. ,,rovid
ink™: révid kezelési csoport - 10 perc buspiron elékezelés, ,,hossszt ink.”: hosszu kezelési csoport — a teljes
teszt alatt az oldatban maradtak. *: szignifikans eltérés a vivéanyag kezelt csoporttol.

A 30 dpf kort, vivoanyaggal kezelt allatok a larvakhoz hasonléan erds mélykari
preferenciat mutattak. Mig ezt a trendet a hosszabb inkubacios idével adott buspiron
csokkentette, addig az allatok lokomotoros aktivitasara mindkét inkubacios protokol hatassal
volt. Lathato tehat, hogy az SPM tesz mind larva, mind pedig juvenilis kori egyedek

felszinelkeriilési viselkedésének vizsgalatara alkalmas eszkoz.

4. Tablazat: a 3. Kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba)

Kisérlet véltozs e referencia i ntrasst  beeslés SE n térték  p-érték
statisztika szint

elkeriilés index rovid 0,29 0,25 14 1,172 0,250

mély/é}sszes kari belépés linedris Kezelés -0,07 0,10 'S -0,774 0,445

3 Atlagsebesség Kevert vivéanyag -2,42 0,98 11 -2,462 0,020*
elkeriilés index modell hosszil 0,74 0,24 14 3,036 0,005*

mély/é}sszes kari belépés Kezelés -0,04 0,09 'S -0,465 0,646
Atlagsebesség -3,92 0,94 12 -4,147 0,0003*
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4. Kisérlet — juvenilis koru zebradaniok felszinelkeriilését befolyasolo tényezok vizsgalata

A 4. kisérletben az SPM teszt kisérleti koriilményekre valo érzékenységét vizsgaltuk. A

kisérlet eredményeit az 9. abra, statisztikai adatait a 5. tablazat tartalmazza.

A 4A kisérletben a fényintenzitds szerepét vizsgaltuk a juvenilis allatok felszinelkeriilésben
(9a abra). Referenciaszintnek a legalacsonyabb, a tobbi kisérletnél alapértelmezett
fényintenzitast valasztottuk. Eredményeink szerint a fényintenzitds nodvelése nem

befolyasolta a felszinelkertilést vagy a lokomotoros aktivitast.

a fényintenzitas b fény-sotét C ismétlés
_ 0,6 p=0.066 i ]
8« i fs f s f sf -
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9. abra: a) Kiilonboz6 fényintenzitas hatasai a juvenilis zebradaniok (30 dpf) viselkedésére az SPM tesztben.
b) a fény-sotét atmenet, illetve a vizualis ingerek szerepe larva (10 dpf) és juvenilis (30 dpf) zebradaniok
viselkedésére az SPM tesztben. C) tesztismétlés hatasa juvenilis zebradaniok (30 dpf) viselkedésére az SPM
teszthen.

A 4B kisérletben a vizudlis ingerek szerepét vizsgaltuk a larva és juvenilis allatok
felszinelkeriilésben (9b abra). Mig a 10 napos larvak a sotét-fény atmenetre reaktivnak
bizonyultak, vilagosban csokkent elkeriilést és alacsonyabb lokomotoros aktivitast mutattak,
addig a 30 napos egyedek elkeriilése és mozgasa a kornyezeti valtozastol fliggetleniil stabil
maradt. Tehat a juvenilis egyedeknél sem a vizualis ingerek hidnya, sem pedig a sotét-fény
atmenet mint potencialisan averziv inger nem befolyasolja az SPM altal kivaltott viselkedést,

tehat az nem tekinthetd vizudlis alapa tesztnek.
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A 4C kisérletben az SPM teszt ismételhetdségét vizsgaltuk 30 dpf allatokon 1, illetve

24 oras inter-teszt intervallummal (9c abra). A tesztismétlés idsavjaba (T1 és T24) teszt-

naiv kontrolcsoportot alkalmaztunk. Referenciaszintnek a masodik tesztben mért viselkedést

hasznaltuk. A vizsgalt csoport ismételt tesztjének eredményei (T1 ismételt és T24 ismételt)

nem kiilonboztek a sajat korabbi eredményeiktdl (TO ismételt), vagy az idodben egyszerre futd

teszt-naiv allatok eredményeitdl (T1 naiv és T24 naiv).

Eredményeink mutatjak, hogy az SPM teszt, hasonloan az LDT teszthez, egy

kornyezeti ingerekre kevéss¢, de szorongast befolyasold agensekre fokozottan érzékeny

kisérleti eszkoz.

5. Tablazat: a 4. kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba)

Teszt

Referencia

Kisérlet Viltozo statisztika s Kontraszt becslés SE n t-érték  p-érték
elkeriilés index 0016 0,10 016 0876
— 16
mély/dsszes Kézepes Vs
kari belépés P 0004 003 2 015 0879
linearais
A Atlag-sebesség kevert alacson 0,16 0,19 0,84 0,408
elkeriilés index modell y
020 010 1,89 0,066*
— 16
mély/0sszes erbs vs
kari belépés 0,03 0,03 16 0,94 0,355
-
Atlag-sebesség -0,18 0,19 -0,95 0,351
lkeriilés inde 10 dpf/fény 10 dpfsotét 20 202 0,050*
* arost- 30 dpf/fény 30 dpfsotét 24 003 0974
4B P - -
A la-sebosst proba 10 dpP/fény 10 dpflsotét 20 327  0,003*
g g 30 dpfifeny 30 dpf/sotet 24 047 0641
elkerlés index 019 0,14 131 0,239
mély/0sszes 9
kari belépés ismételt TO— 545 06 9 oin
. linearais
4C (T0-1) Atlag-sebesség kevert ismételt T1 5,16 3,73 -1,38 0,235
elkeriilés index modell 0.15 011 136 0,184
mély/0sszes 9
kari belépés naiv T1 005 0,05 "95 01 0328
Atlag—sebesség 1,96 1,10 -0,98 0,338
elkeriilés index 009 008 118 0285
mély/0sszes li ai 12
mearais . .
4C (T0.24 kari belépés kevert ismetelt SMECITOg05 003 ‘1’; 164 0141
( ) modell T24
Atlag—sebesség 2,46 1,62 1,52 0,179
elkerilés index naiv T24 008 007 113 0,269

84



DOI:10.14753/SE.2021.2427

L, . . Teszt Referencia . i Rnfd
Kisérlet Viltozo statisztika it Kontraszt  becslés SE n t-érték  p-érték
mély/Gsszes 12
kari belépés 0,05 0,03 Vs 1,95 0,060*

- 1
Atlag-sebesség 0,34 0,28 6 1,19 0,241

5.2. A viselkedési metamorfozis jellemzése (Kisérlet 5-6.)

5. Kkisérlet — A sotét/vilagos elkeriilés kifejezodésének és tapasztalatfliggésének valtozasa
a fejlédés soran

A 5. kisérlet soran a sotét-vilagos elkertiilés fejlodés soran vald atalakulasat és annak
kornyezeti érzékenységének valtozasat vizsgaltuk. A kisérlet eredményei a 10. abran, a

statisztikai adatok a 6. tablazatban talalhatok.

Lathat6, hogy az allatok sotételkeriild viselkedésre a fejlddés masodik hetére
vilagoselkeriilésbe fordult, ami fenotipus a fejlodés 4. hetén, a poszt-metamorf, juvenilis
allatoknal is fennmaradt (10c abra). Ugyanakkor a masodik tesztelés soran, a 9 és 15 dpfkora
allatok csokkent elkeriild viselkedést mutattak, mig a 29 dpf koru allatok magatartdsa nem
valtozott. Erdekes megfigyelni, hogy mindig a kor-specifikus elkeriilés csokkent, vagyis a
sotételkeriild allatok erésebb sotét-exploraciot, mig a vilagoselkeriilo allatok erdsebb
vilagos-exploraciot mutattak. Ahogy a tesztek kozti viselkedési valtozas meredeksége
mutatja (10d abra), a 2 hetes allatok mutattak a legerdsebb reakciot az ismételt tesztelésre,
illetve ebben a csoportban valtoztattak meg viselkedésiiket a legnagyobb aranyban az allatok
(10e abra), 24 egyedbdl 20 mutatott alacsonyabb értéket a masodik tesztben. Fontos
megfigyelni, hogy az elsd tesztnapon mutatott viselkedés szélsOségessége az elkeriilés
iranyatol fliggetlentil prediktalta a 2 teszt kozotti valtozas mértékét az 1 és 2, de nem a 4 hetes
korcsoportban (10f abra). Az erdsebb elkeriilést mutatd éllatok erdsebben reagiltak a
tesztismétlésre. Eredményink rdmutattak, hogy a viselkedési metamorfozis egyik jellegzetes

formaja egybeesik az elkeriil6 viselkedés er6sebb tapasztalatfiiggésével.
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10. abra: a-b) az 5. kisérlet elrendezése (a) és az egységes LDT tesztapparatus larva és juvenilis
zebradanidknak (b). ¢) Kor-, és tapasztalatfliiggd exploracidé az LDT tesztben. Piros pontok: elkeriilési index
értékek, skala a jobb tengely szerint. a-b-c jelzés: az eltéré betiik szignifikans kiilonbséget jeleznek az egyes
korcsoportok 1. tesztjeiben. *: szignifikans kiilonbség az elkeriilésben korcsoporton beliil, tesztnapok kozott.
d) Az egyes korcsoportok tesztnapjai kozotti eltérés az elkeriilési viselkedésben. €) A 2 hetes korcsoport
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elkeriilésének valtozasa és a teszt-naiv kontrolcsoport. f) Az 1. napi elkertiilés erésségének és a 2 tesztnap kozotti
elkertilés kiilonbségének Osszefliggései. *: szignifikans 0sszefliggés, *: marginalis szignifikancia.

6. Tablazat: az 5. kisérlet statisztikai adatai (SE: standard hiba)

Teszt Referencia

Kisérlet  Valtozd i tika szint

Kontraszt Becslés SE n t-érték p-érték

8dpf/l.teszt 14 dpf/l. teszt 0,892 0,119 48 vs 24 7,516 2,48e-12*

8dpf/l.teszt 27 dpf/l. teszt 0,756 0,120 48 vs 23 6,285 2,35e-09*

8 dpf/1. teszt 8 dpf/2. teszt 0,256 0,098 48 2,630 0,0093*
elkeriilés linearis 8 dpf/l.teszt 14 dpf/l. teszt
index kevert ~ ~ -0,769 0,168 - -4,587 8,36e-06*
modell 8 dpf/2.teszt 14 dpf/2. teszt
8 dpf/l.teszt 27 dpf/l. teszt
~ ~ -0,155 0,170 - -0,912 0,3631
8 dpf/2.teszt 27 dpf/2. teszt
8 dpf 8 dpf
meredekség elkertilés 0,426 0,111 48 3,825 0,0004*
(absz.érték) index
5 linearis 14 dpf 14 dpf
- ., meredekség elkertilés 0,524 0,262 24 1,997 0,0583*
TCEICSSZIO  (absz.érték) index
27 dpf 27 dpf
meredekség elkertilés 0,195 0,286 23 0,681 0,5033
(absz.érték) index
p p Teszt . . Négyzet- Négyzetes- F- e
Viltozo statisztika Tényez6 6sgs};eg Egzép n érték p-érték
meredekség ANOVA korcsoport 9.45 4,723 - 12,87 1,24e-05*
Viltozo s ta1t—iiszzt§ka Kontrasztok Becslés = n = p-érték
Tukey post- 8 dpf 14 dpf -0,743 48 vs 24 0,00002*
meredekség hoc 8 dpf 27 dpf -0,043 - 48 vs 23 - 0,95924
14 dpf 27 dpf 0,700 24 vs 23 0,00044*

6. Kisérlet - A szocialis aktivitds megjelenése a fejlddés soran

A 6. Kisérletben a zebradanidé szocialis aktivitasdnak mérésére alkalmas U-alaku
szocialis preferencia tesztet validaltuk laboratériumunkban. A kisérlet eredményeit a 10.

abra, statisztikai adatait a 7. tablazat mutatja.

Lathato, hogy a 28 dpf csoport esetében tapasztaltunk egyediil a véletlentdl eltérd, a
habituacios periddusban mért preferencianal szignifikdnsan nagyobb érdeklddést egy fajtars
megjelenésének hatdsara (11a abra). Az aktiv szocidlis érdeklddést, vagy elkeriilést a A
preferencia valtozo bevezetésével kivantuk megmutatni. Ez a valtozd azt mutatja hogy adott
kompartmentben valo id6toltés, hogyan valtozik annak fliggvényében, hogy abbol iires vagy
szocialis kompartment valik a teszt fazisban. Lathatd, hogy mig a 8 és 14 napos csoportok
nem valtoztattak a kompartmentpreferencian a fajtars megjelenésének hatasara, addig a 28
napos allatok az iiresen marad6 kompartmenteket elhagytdk a szocidlis kompartmentek

javéra (11b abra). Ezek alapjan az eredmények alapjan az SP teszt megfeleld eszkoz a
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juvenilis szocidlis preferencia mérésére. Ezen feliil lathato, hogy az aktiv, helyvaltoztatd

szocialis érdeklddés a fejlodés 2. €s 4. hete kdzott jelenik meg.

a
100%
80%
X 60%
38 - -
= 40%
20%
0%
hab. SZOC- hab, SZOC- hab, SZOC-
" inger " inger " inger
8-9 dpf 14-15 dpf 27-28 dpf
[ ] ures [ fajtars
b
p=0.076 #
PR I I |
*
0,2 |
@© 01 - ns. ns.
§ ’0 — — | ] tres
e | M fajtars
o
< -02- L [
0,3 - ‘

04" 8.9 dpf 14-15 dpf 27-28 dpf

11. abra: a) tres kamraban vagy fajtars mellett toltott id6% habituacios (sehol nincs fajtars) és szocialis
tesztfazisban (fajtars az egyik kamraban). *: szignifikans kiilonbség a fajtars kamra hasznalataban a habituacios
és a szocialis fazisok kozott. b) aktiv szocialis preferencia: a delta preferencia azt fejezi ki, hogy a szocialis
inger hatasara mennyiben valtozott az lires vagy a fajtars kamra hasznalata. * szignifikans eltérés a két
kamrahasznalatban, # szignifikans kamra*kor interakcio.

7. Tablazat: a 6. Kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba)

Kisérlet  Valtozo T_est Referencia szint Kontraszt Becslés SE n t-érték . p—,
statisztika érték
27 dpf/hab -122,3 45,20 30 -2,707 0,008*
. . 30 vs
§ 27 dpfiszoc.ing. 14 dpf/ szoc.ing. -40,72 60,84 23 -0,669 0,504
£ ismételt 8dpfiszocing.  -6358 57,68 3%’5 1,102 0272
6 = méréses
S ANOVA 27 dpf/ hab 14 dpf/ hab
8 ~ ~ 95,18 68,61 - 1,387 0,169
;‘% 27 dpf/ szoc.ing. 14 dpf/ szoc.ing.
27 dpf/ hab 8 dpf/ hab 9317 6505 - 1432 0156
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Kisérlet  Valtozé . ta-[iziﬁka Referencia szint Kontraszt Becslés SE n t-érték érF;;’:k
27 dpf/ szoc.ing. 8 dpf/ szoc.ing.
8 dpf/szoc.ing. 8 dpf/hab. 29,16 46,78 28 0,623 0,535
14 dpf/szoc.ing. 14 dpf/hab. 27,16 51,62 23 0,526 0,600
27 dpflires 0,317 0,101 30 3,146 0,002*
27 dpfifajtrs 14 dpfifajtars 0,127 0,108 3(2’;5 1177 0,241
8 dpf/fajtérs o112 0103 % 1086 0279
27 dpf/fajtars 14 dpfifajtars
Apref. ~ ~ -0,314 0,153 - -2,053 0,042*
27 dpflires 14 dpflires
27 dpf/fajtars 8 dpf/fajtars
~ ~ -0.259 0.145 - -1.787 0.076*
27 dpflires 8 dpffires
8 dpf/ fajtars 8 dpfliires 0.058 0.104 28 0.555 0.580
14 dpf/ fajtars 14 dpflires 0.003 0.115 23 0.026 0.980

5.3. A peri-metamorf kornyezeti hatasok szerepe a védekezo viselkedés és a szerotonerg

rendszer kapcsolatara

7. Kkisérlet — A peri-metamorf kornyezeti tapasztalat, mint kronikus szocialis izolacio
¢s/vagy akut kihivas, szerepe a juvenilis elkeriilési viselkedés formaldsaban

A 7. kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a peri-metamorf ingerek kronikus hianya, jelen esetben

a szocialis izolacio vagy egy akut kihivas jelenléte, ugy mint egy LDT teszt, befolydsolja-e

a poszt-metamorf elkeriilési viselkedését. A kisérlet eredményeit a 12. 4bra, statisztikai

adatait a 8. tablazat tartalmazza.

ns

a | === izolaci6 CImLDT b
0 -

A szocidlis izolacid az L T IC'
alkalmazott LDT teszttol 1 a@ 8
fiiggetleniil  csokkentette az Bl

29 [N ] akut stressz

allatok vilagoselkeriild tronlkus stressz

. . , . Ve c

viselkedését (12b 4bra), valamint " L ~
50 . 2
i1 1 ae ratr s . a9 -3
a zonak kozti atlépések szamat e S
©

, . ;s 52 5
(12c é&bra) és Uszasi sebességét. sm ot N

N /42 mm akut stressz

A peri-metamorf  szocialis
izolacié tehat markdns hatast
gyakorolt a poszt-metamorf

viselkedési fenotipusra.

0
W sotét

krénikus stressz

12. abra: a) a 7. Kisérlet elrendezése (fent) és a szocialis izolaciohoz
hasznalt izolaciés kadak (lent). b-c) Kroénikus szocidlis izolacio
és/vagy akut LDT kihivas hatasa a juvenilis viselkedésre az LDT
tesztben. *: szignifikdns kiilonbség az izolacié hatasara (az akut

stressz=0 referencia szinten).
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8. Tablazat: a 7. kisérlet statisztikai adatai.

. . , Teszt Referencia . standard L, (s
Kisérlet valtozé statisztika S Kontraszt  Becslés hiba n t-érték p-érték
el:‘neé;lfs 0208 0207 25 1,005 031826
- szoc/LDT Vs
éffé“is 0,286 3,775 21 0,076 0,93973
elkerli)ilés szoc/0 LDT
ndox Lineéris 0,530 0,186 25  -2,853 0,00564*
7 Ere— kevert izo/LDT Vs
zona modell 9,772 3615 15 2,704 0,00842%
atlépés
el:‘neég)lfs s70c/0 LDT  izo/OLDT 0,338 0,283 1,193 0,23664
7ona sz0c/LDT izo/LDT 14117 53611 0,263 0,79300
atlépés

8.  Kkisérlet — A kronikus peri-metamorf szocidlis izolacié szerepe a juvenilis-kora allatok

nyugalmi-és kihivas-induka

It 5-HT szintjének formalasaban

A 8. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacio poszt-metamorf, nyugalmi, illetve

kihivas-indukalt 5-HT szintre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A kisérlet eredményeit a 13. abra,

statisztikai adatait a 9. tablazat tartalmazza.

A szocidlisan tartott allatok
5-HT szintje akut kihivas hatasara
lezuhan ¢és tartésan alacsony
marad. Ezzel ellentétben az
izolalt allatok nyugalmi
koriilmények kozott alacsonyabb,
kihivas hatasara pedig gyorsan
megndvo és gyorsan lecsengd 5-
HT szintet mutatnak (13b abra).
Fontos megjegyezni, hogy mig az
izolalt csoport nyugalmi 5-HT
szintje megegyezik a szocialisan
tartott csoport kihivas-indukalt 5-

HT valaszaval, ugyan ez forditva

------ izolaci6 ~ cmLDT b

1.56ra
0 HPLC-MS-MS @ intervallum

140
120
100
80
60
40
e T 20

14 T

y—
[=%
-

5-HT cc. (ng/mg)

o o,

elkeriilés
index
o
oN
k-3
atlagsebesség
(mm/s)
=
3t

2 4 6 8 10 perc 0 2 4 6 8 10 perc

13. abra: a) a 8. kisérlet elrendezése. b) A szocialis izolaci6 hatasa
a teljesagyi 5-HT koncentraciokra nyugalmi allapotban, illetve LDT
kihivas utan kozvetleniil és 1.5 oraval. *: szignifikans kiilonbség a
szocialisan tartott és izolalt csoportok kozott egy koncicion beliil, #:
fejlédés*kondicid interakeid. c-d) az LDT tesztben latott viselkedés
perces idébontasban. #: fejlédés*iddablak interakcid

is igaz, tehat az izolalt allatok 5-HT koncentracidja a kontrolcsoport nyugalmi szintjéig

emelkedik. A kisérlet soran

tovabba reprodukaltuk a kordbban latott csokkent
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vilagoselkeriilést és lokomotoros aktivitast (13c ¢€s 13d abrdk). A viselkedést perces

felbontasban elemezve tovabba lathattuk, hogy az alacsony elkeriilési viselkedés

specifikusan a teszt elsé néhany percére jellemz6. A peri-metamorf szocialis izolaci6 tehat

markans hatast gyakorol a poszt-metamorf 5-HT dinamikara, kiilonds tekintettel a nyugalmi-

és kihivas-indukalt szintek eltolodasara, valamint az elkeriilési viselkedés teszten beliili

megjelenésére.

9. Tablazat: a 8. kisérlet statisztikai adatai.

" 7 2 Teszt 7 2 Négyzet- atl. eltérés F- p-
e VIS statisztika ez Osszeg négyzeto. n érték érték
kihivas 22603 11301 12,624 3’0655,?'
kétutas T x
ANOVA fejlédés 705 705 - 0,788 f,g?:gg
kihivas*fejlédés 24448 12224 13,655 ’Osf'
Teszt . p-
statisztika Kontrasztok Becslés - n - érték
SZOC’;}’“ga' s20¢/LDT  -56,810 22vs18 0,001*
szoc/nyugal szoc/LVDT+ 75748 29 vs 24 0,0000
mi 1,56ra 1*
5-HT cc szogLpT  S0ULDTH 18938 18 vs 24 0,706
1,56ra
ZougalizonpT 45,029 16 vs 16 0,045*
Tukey post- — - I
hoc izo/nyugal izo/LDT+1, g 13, - 16 vs 16 - 0.1
mi 5o6ra
8 izoLDT ~ ZOLDTHL 55161 16 vs 16 0,018*
5o6ra
szoc/rr:]3i/ugal lzo/r;T)]/iugal 50,512 22 vs 16 0,008*
szoc/LDT izo/LDT -51,327 18 vs 16 0,011*
SZ00/LDT+  1z0LDT+1, 54 104 24vs 16 0,683
1.56ra S56ra
, " Teszt Referencia . standard - p-
Viltozo statisztika Szint* Kontraszt Becslés hiba n t-érték értek
izo/1. szoc/1,
idsablak _idSablak 0,309 0,161 1916 0058
izo/1. izo/tovabbi -
N id6ablak id6ablakok 0,027 0,010 2626 0,009
clkeriiles  Smételt szoc/l
index méréses izo/1. d6abl ’k 34 vs 46
ANOVA idéablak 1doabia
~ . -0,029 0,013 -2,181 0,029*
. szoc/tovabb
izo/ i
idgablak 4 blakok
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9.  Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolacié hatasa a juvenilis-kort allatok
kihivas-indukalt 5-HT, 5-HIAA, DA ¢és NA valaszdra és annak farmakoldgiai

manipulacioja

A 9. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacio szerepét vizsgaltuk a poszt-
metamorf, kihivas-indukalt, kozponti 5-HT, 5-HIAA, DA és NA szintek kialakitasaban,

valamint ezek buspironra valo érzékenységét. Ennek keretein beliil tovabba vizsgaltuk, hogy

az SHT1aR parcialis agonista buspiron viselkedést befolyasoldé koncentracidja (50 mg/l)

alkalmas-e az 5-HT jelatvitel specifikus gatlasara. A kisérlet eredményeit a 13. abra,

statisztikai adatait a 10. tablazat tartalmazza.

Kisérletlinkben reprodukaltuk
az izolalt allatoknal korabban latott
kihivas hatadsara megnovekedett 5-
HT szintet (13d abra), valamint
ugyan ilyen iranyt valtozast
mértiink az 5-HIAA (13e abra) és
DA (13b abra) szintekben is. A
buspriron eldkezelés kivédte az 5-
HT és 5-HIAA valtozast, mig a DA
szintet nem befolyasolta. Erdekes
moédon, a buspiron kizardlag az
izolalt csoportokban fejtett ki hatast
a neurotranszmitterekre. Ez alapjan
elmondhat6, hogy a buspiron
alkalmazott koncentracioja
specifikus eszkozként hasznalhatd
a kihivas-indukalt 5-HT
szintvaltozasok megelézésére az

1zolalt allatokban.

a b DA c NA
ns.

4500 ns.
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2 1 ; B 2500
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14 I g 100 | < 1500 ’
| % i 1000 {
. |
=% 500 {
© l |
Q 0 o 0 '3 .
2 pe
2N, kezeléss 3 3 3 3 kezeléss = 2 3 3
cmlcm Lomicm —
29 o krénikus 0 7 otacié kronikus 0 izolacie
—— T stressz: stressz:
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13. abra: a) a 9. kisérlet elrendezése. b-f) A kronikus szocialis
izolacié és az akut buspiron el6kezelés hatasa a dopamin (b),
noradrenalin (c), 5-HT (d) és 5-HIAA (e) szintekre, valamint az 5-
HT kicserélodésre. *: szignifikans kiilonbség a szocialisan tartott
és az izolalt csoport kozott a vivéanyag szintjén, #: szignifikans
kiilonbség a vivoanyag és buspiron kezelt csoport kozott az izolalt
csoport szintjén. /: margindlis szignifikancia
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10. Tablazat: a 9. kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba)

Teszt Referencia

Kisérlet Viltozo statisztika o Kontraszt  Becslés SE n t-érték p-érték
szoc/viv szoc/busp 0,566 2,923 10 0,194 0,848
szoc/viv izo/viv 5,990 2,923 Vs 2,050 0,049*
5HT cc. izo/viv izo/busp -5,781 2,836 10 -2,039 0,050*
szoc/viv izo/viv
~ ~ -6,347 4,072 - -1,559 0,129
szoc/busp izo/busp
sz0c/Viv szoc/busp -0,033 1,0636 10 -0,031 0,975
sz0c/Viv izo/viv 2,283 1,0636 'S 2,147 0,040*
SHIAA ce. izo/viv izo/busp -2,605 1,031 10  -2525 0,017*
szoc/viv izo/viv
~ ~ -2,572 1,4818 - -1,736 0,093*
9 Linearis szoc/busp izo/busp
modell sz0C/Viv szoc/busp 9,335 29,524 10 0,316 0,754
szoc/viv izo/viv 69,991 29,524 'S 2,371 0,024 *
DA cc. izo/viv izo/busp -34,97 28,64 10 -1221 0,231
szoc/viv izo/viv
~ ~ -44,30 41,135 -1,077 0,290
szoc/busp izo/busp
Sz0c/Viv szoc/busp 170,2 587,4 10 0,290 0,774
szoc/viv izo/viv 780,9 587,4 'S 1,329 0,193
NA cc. izo/viv izo/busp -1061 569,9 10 -1,862 0,072*
szoc/viv izo/viv
~ ~ -1231 818,5 - -1,504 0,143
szoc/busp izo/busp

10. Kkisérlet — A kronikus peri-metamort szocialis izolacio viselkedési és eldagyi szerotonerg
hatasainak kapcsolata
A 10. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacio sotételkeriilésére és eldagyi 5-HT
szintjére gyakorolt hatdsainak kapcsolatat vizsgaltuk. A kisérlet eredményeit a 14. éabra,

statisztikai adatait a 11. tablazat tartalmazza.

A Kkisérlet soran reprodukaltuk az izolalt csoportoknal korabban latott csokkent
vilagoselkeriilésre utaldé eredményeinket. Ezt a viselkedési hatdst kivédte az eldzetes
buspiron kezelés, mig az a kontrolcsoport viselkedését az nem befolyasolta (14b abra). Az
immunhisztokémiai vizsgdlat sordn az izolalt allatoknal erdsebb 5-HT immunoreaktivitast
detektaltunk az oldalso eldagyi kotegben (LFB), ahol a szerotonerg projekciok belépnek az
eléagyba, illetve a dorzalis pallium kaudélis részén (DPc), ahol az emlds amigdaldval, és
hippokampusszal homolég dorzo-medidlis és dorzo-laterdlis magcsoportok mar kiilonallo
teriiletként jelennek meg (14d és 14e abrak). Ez, a viselkedésteszt utan 1,5 oraval detektalt

valtozas szintén kivédhetd volt a megel6zd buspiron kezeléssel. Az anterior kommiszuratol
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rosztralis iranyban fekvd eldagyi teriileteken (Dpa, VPa) egyik tényezdét vizsgalva sem

mértiink valtozast.

a
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== immunohisztikémia
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14, abra: a) a 10. kisérlet elrendezése. b) a kronikus szocialis izolacio és az akut buspiron el6kezelés hatisa az
elkeriil6 viselkedésre az LDT tesztben. ¢) immunhisztokémiaval vizsgalt teriiletek rosztro-kaudalis pozicdja
egy sematikus abran (fenn) és egy feliilrél készitett teljesagyi konfokalis képen (lent). d) a kronikus szocialis
izolacid és az akut buspiron kezelés hatasa a vizsgalt teriileten detektalt 5-HT immunoreaktivitasra. €) a vizsgalt
tertiletek dorzo-ventralis pozicidja egy frontalis metszeten az LFB és a DPc sikjaban, valamint a szignifikans
kiilonbséget mutatd tertiletek reprezentativ képei.
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Elmondhato tehat, hogy az izolalt allatok vildgoselkeriilést szabalyzo eldagyi teriiletein
az LDT kihivast kovetden mérhetd kiilonbség van az 5-HT immunoreaktivitasban, ami

funkcionalis kapcsolatban all az izolacid okozta viselkedési eltérésekkel.

11. Tablazat: a 10. kisérlet statisztikai adatai. (SE: standard hiba)

Kisérlet Viltozo S ta-trieszzt?ka Rei"zrif"t‘c'a Kontraszt  Becslés  SE n t-érték  p-érték
szoc/viv szoc/busp 0,0210 0,142 31vs22 0,148 0,883
Linearis szoc/viv izo/viv -0,335 0,155 21vs 14 -2,159 0,034*
elkeriilés index kevert szoc/viv izo/viv
modell ~ ~ 0,664 0,224 - 2,963 0,004*
szoc/busp izo/busp
szoc/viv szoc/busp 1,117 1,591 8vs6 0,702 0,488
szoc/viv izo/viv 3,004 1,131 8vs12 2,655 0,012*
5HT cc. (LFB) izo/viy i_zo/bu_sp -3,004 1,131 12 vs 10 2,655 0,012*
szoc/viv izo/viv
~ ~ -4,121 1,952 - -2111 0,042*
szoc/busp izo/busp
szoc/Viv szoc/busp -0,952 1,293 9vs 6 -0,736 0,467
10 szoc/viv izo/viv 2,758 1,011 9vs12 2,729 0,010*
5HT cc. (DPc) izo/viy i.zolbu.sp -2,320 1,077 12vs7 -2,153 0,039*
szoc/viv izo/viv
Linearis ~ ~ -1,368 1,683 - -0,813 0,422
modell szoc/busp izo/busp
SZoC/Viv szoc/busp 0,132 0,452 8vs6 0,293 0,772
SZoC/Viv izo/viv -0,314 0,373 8vs7 -0,841 0,409
5HT cc. (VPr) szoc/viv izo/viv
~ ~ 0,089 0,578 - 0,155 0,878
szoc/busp izo/busp
SZoC/Viv szoc/busp 1,269 0,765 8vs6 1,658 0,112
SZoC/Viv izo/viv -0,620 0,726 8vs7 -0,841 0,410
5HT cc. (DPr) szoc/viv izo/viv
~ ~ -1,508 0,981 - -1,537 0,140
szoc/busp izo/busp

11.kisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolacid szerepe a juvenilis-kora allatok
nyugalmi-és kihivas-indukalt éberségének formalasaban

A 11. kisérletben a peri-metamorf szocialis izolacio szerepét vizsgaltuk a poszt-metamorf
nyugalmi-, és kihivas-indukalt éberségre. A kihivas-indukalt ¢berség potencialis
szerotonerg hatterének feltarasdhoz az allatokat az ujdonsaghelyzet eldtt buspironnal

kezeltiik. A kisérlet eredményeit a 15. 4bra, statisztikai adatait a 12. tablazat tartalmazza.
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15. abra: a) a 11. kisérlet elrendezése. b) a kronikus szocialis izolacid, az Gjdonsag stressz és az akut buspiron
kezelés hatisa a megjelend mozdulatlan targyra adott reakciora. ) ugyan ezen koriilmények hatasa a mozgd
targyra adott reakciora. *: szignifikans kiilonbség a vivéanyag kezelt, nyugalmi mintavételi reaktivitashoz
képest. d) csillagabra az egyes koriilmények alatt mutatott mozgasi epizddok gorbéje alatti teriilet alapjan.
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A szocidlisan tartott allatok nyugalmi koriilmények kozott nem reagaltak mérhetd
modon a korcikkely megjelenésére (15b abra), mig ujdonsaghelyzetben aktiv epizodjaik
szama ¢és a cikkelyt6l vald tavolsaguk is szignifikdnsan csokkent. Mig a szocidlis
csoportokban a buspiron mindkét fenti hatast kivédte, az izolalt allatok csak az elokezelés
hatasara valaszoltak a cikkely megjelenésére. A szocialisan tartott csoport nyugalmi
koriilmények kozott egyaltalin nem reagalt a korcikkely mozgasara (15c¢ é&bra), mig
ujdonsaghelyzetben aktiv epizodjaik szdma a mozgas sebességével ndtt, amely valaszt
kivédett az eldzetes buspiron kezelés. Ezzel ellentétben, az izolalt allatok nyugalmi
koriilmények kozott novelték aktivitasukat, mig wGjdonsaghelyzetben egy késleltetett, a
nyugalmival és a szocialisan tartottak stressz-indukaltjaval ellentétes iranyt valaszt adtak. A
buspiron elékezelés a sajat nyugalmi valasszal, illetve a szocidlis ijdonsaghelyzetben adott

valasszal megegyezd aktivitast indukalt.

Lathato, hogy mig a szocidlisan tartott allatok csak Ujdonsaghelyzetben reagéalnak
aktivan az ingerre, addig az izolaltak csak nyugalmi koriilmények kozott, illetve buspiron

elokezelés hatasara képesek ugyan erre a valaszra (15d abra).

12. Tablazat: a 11. kisérlet statisztikai adatai.

Kisérlet  Stimulus Valtozo 1S Refetenma Kontraszt  Becslés star!dard n t-érték 'p-'
stat. szint hiba érték
aktiv epizod -8,141 10,605 97 -0,768 0,445
alle targyt6l - valo szoc [ odz0 [ gass 25217 vs 0212 0832
tavolsag nyugalmi nyugalmi 27
mozgo aktiv epizod -5,326 6,786 -0,785 0,433
aktiv epizdd -4,074 12,377 27 -0,329 0,743
allo targytl - valé szo¢ L e ousp 28864  vs -0368 0,714
tavolsag nyugalmi 10,613 14
mozgd aktiv epizdd 2,498 8,531 0,293 0,770
. . - 0,0002
- aktiv epizod 44,972 11,602 27 -3,876 -
MO gyl vals  fimearis %€ 1 oszoc /T vs
. = *
11 tavolsig Kevert nyugalmi stresszelt 55,982 27,018 13 2,072 0,042
mozgo aktiv epizdd modell 17,476 8,341 2,095 0,037*
aktiv epizod sZ0C /| izo /- 16,617 -1,783 0,079*
1A . . 29,634
allo “reviol valo nyugalmi nyugalmi )
Argytor valo ~ ~ 13,560 38,691 0350 0,727
tdvolsig szoc / bus| izo/bus
mozed _ akiiv epizod P P 7286 11587 0629 0530
aktiv epizod szoc / izo / 32,381 16,804 1,927 0,058*
allo tgrgytc?l valo nyugalmi nyugalmi 63515 30125 1,623 0,109
tavolsag ~ ~ -
, L., szoc | izo/stressze
mozgo aktiv epizod stresszelt It 3,931 12,362 0,318 0,751

97



DOI:10.14753/SE.2021.2427

12. Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocidlis izolacid felszinelkeriilésre gyakorolt
hatésai és azok szerotonerg hattere

A 12, kisérletben a peri-metamorf szocidlis izolaci6  poszt-metamorf
felszinelkeriilésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Az alkalmazott SPM tesztben latott
elkeriilés elozetes eredményeink alapjan elsésorban nem vizualis alapu, igy az jo

kontrasztként szolgal a teljesen vizudlis ingerek altal irdnyitott LDT teszt mellett. Az izolacio

felszinelkeriilésre  gyakorolt a -ze izolacio b
.. e Wl Buspiron elbkezelés
hatasainak potencialis [
% SPM teszt 5
- §

szerotonerg hatterét buspiron

14 | T 1 T T

. . -1
:||:] Eg kezeles viv v
Viv
krénikus S0 i

o
Xapul sa|nIae

elokezeléssel vizsgaltuk. A

kisérlet eredményeit a 16.

dpf
= ¢ #]

abra, statisztikai adatait a 13. drener [0 izolaci6
tablazat tartalmazza 204 LRLR “% ‘R ancy: Wkocain i@y
c
A szocialisan tartott O mély ;
@ centrum
allatok erds felszinelkertilést @ sekely "
. . Viv. bus. Viv.. bus.
mutattak, mig az izolalt sematikus e P
abra szocialis tartas szocialis izolacio

csoport ezt marginalisan ; ‘. . - e
p g 16. abra: a) a 12. kisérlet elrendezése. b) a krénikus szocialis izolacid

feliilmulta. A buspiron ¢s az akut buspiron kezelés hatisa a juvenilis zebradaniok
) felszinelkertilésére. ¢) reprezentativ hotérképek az egyes csoportokrol.
elokezelés ezt a hatast kivédte,

mig szocialis csoport viselkedését nem befolyasolta (16b és 16¢ abrak).

Lathato, hogy a felszinelkeriilés a vildgoselkeriiléssel ellentétes irdnyban valtozik mind az

izolacid, mind a szerotonerg jelatvitel csokkentésének hatdsara.
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13. Kkisérlet - A kronikus peri-metamorf szocialis izolacié szocialis aktivitasra gyakorolt
hatésai és azok szerotonerg hattere

A 13. kisérletben a peri-
metamorf szocidlis izolacio
poszt-metamorf szocialis
aktivitasra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. A kisérletben
szocialisan tartott és izolalt, 30
dpf koru allatokat vetettiink ala
az SP tesztnek. Az izolacid
szociabilitasra gyakorolt
hatasainak potencialis
szerotonerg hatterét buspiron
elokezeléssel vizsgaltuk. A
kisérlet eredményeit a 17. dbra,
statisztikai adatait a 13. tablazat

tartalmazza.

a Y- izolacio b #
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* *
E SP teszt 100 Ré H 1m
80 1[5 8 | IS
0 = o .[ £ 60 ok 566 [56.7 8
14 | ° ) 0g
i e = 4015 J e g
Vi 20 J | 3t 8
Y d < x
% ) 0 v ' v . 1
kezelés: Vviv. bus. viv. bus.
y krénikus . .
1} v
E ; stressz: 0 isolation
i
29 L& L LY
E E] E E O fajtars [ tres
C
Ofajtars  [O] [@]
O ures e
sematikus Viv. bus. Viv.. bus.
abra szocialis tartas szocidlis izol4cié

17. abra: a) a 13. kisérlet elrendezése. b) A kronikus szocialis izolacid
és az akut buspiron kezelés hatdsa a szocabilitasra. *: szignifikans
kiilonbség referencia szinten beliil (kezelési csoportok kozott szocialis
tartasban, tartasi korilmények kozott vivoanyag kezelt szinten). c)
reprezentativ hétérképek az egyes csoportokrol.

A szocialisan tartott allatok erds szocialis érdeklodést mutatnak, amit az eldzetes

buspiron kezelés elmosott (17b

¢s 17c abrak). Ezzel ellentétben az izolalt allatok erds

szocialis elkeriilést mutatnak, amit a buspiron szintén megakadalyozott.

13. tablazat: a 12. és 13. Kisérlet statisztikai adatai.

Kisérlet ~ Teszt  Viltozé Teszt Referencia \ ontraszt  Beeslés  SE n o tértek P
statisztika szint érték
szociviv izolviv 0237 0120 Zi;’s 1,984 0,050
szocviv. szochbusp 0,026 0108 28VS 0240 0811
12 SPM ! 1 24 ’ 1
szoc/viv izo/viv
Linedris ~ - 0,287 0,173 - 1,661 0,101
elkeriilés szoc/busp izo/busp
index kevert . .. 6vs 0,0003
modell szoc/viv izolviv -0,790 0,208 17 -3,802 -
szocviv. szoclbusp  -0435 0,182 8VS 396 010
13 SP ’ ’ 25 ! !
szoc/viv izo/viv
~ ~ 0,703 0,292 - 2,404 0,019*
szoc/busp izo/busp

99



DOI:10.14753/SE.2021.2427

6. Megbeszélés

Kisérleteink soran validaltuk a zebradanid korai fejlodése soran megjelend védekezo
viselkedésrepertoart és az azt vizsgald teszteket, beleértve a thigmotaxist kivalté OT-t, a
szkototaxist kivaltdé LDT-t, illetve a szocidlis aktivitast kivalto6 SP-t, valamint 1j
megkozelitéseket fejlesztettiink Ki a geotaxis €s a stressz-indukalta éberség vizsgalatara az
SPM ¢s az SMR tesztek forméjaban. Ezt kovetOen definidltunk egy a viselkedési
metamorfozissal egybeesd (peri-metamorf) érzékeny idészakot a fejlédés elsé honapjaban,
ahol az egyedek plasztikusabb viselkedést mutattak a poszt-metamorf allapottal 6sszevetve.
Az ebben az iddszakban alkalmazott szocidlis izolacid hatdséra a juvenilis zebradaniok
atipikus viselkedési €s szerotonerg fenotipust mutattak. Mig a nem-vizudlis Gjdonsag (SPM),
¢s a vizualis alapt szocidlis kihivas (SP) soran erdsebb elkertilést figyeltiink meg esetiikben,
addig a vizualis tjdonsag kihivas (LDT) esetén csokkent elkeriilést és exploraciot mértiink.
Ennek mechanisztikus okait vizsgéalva fedtiik fel, hogy mig a szocidlisan tartott allatok
magasabb stressz-indukalt ¢berséget mutatnak egy vizualis kihivas soran (SMR), addig az
izolalt egyedek ugyanerre csak nyugalmi koriilmények kozott képesek. Ezzel parhuzamosan
mig a szocialisan tartott allatok egy vizualis kihivasra lezuhand 5-HT szinttel valaszoltak,
addig az izolalt allatokat alacsonyabb nyugalmi, és magasabb kihivasra adott valasz
jellemezte. Az 5-HT valaszt érinté eltérések megfigyelheték voltak az eléagyat szerotoninnal
ellato LFB rostkdtegben, illetve az emlés amigdala és hippokampusz homologokat
tartalmazo dorzalis pallium kaudalis részén. A stressz-indualt 5-HT valtozasok kivédhetdk
voltak az elézetes SHT1a receptor agonista buspiron alkalmazasaval mind a teljesagy, mind
pedig a dorzalis pallium szintjén. Ezzel parhuzamban a buspiron képes volt helyredllitani a

tipikus stressz-indukalt éberséget és elkeriilést egyarant.

Az elsé kisérletek soran a larva €s juvenilis allapotu zebradaniok viselkedésrepertoarjat
jellemeztiik. Az 1. Kisérletben az OT és az LDT teszteket hasonlitottuk 6ssze azok kdrnyezeti
¢és farmakologiai érzékenységét vizsgalva. Mig az OT-ben mért thigmotaxis mind az eldzetes
OT és LDT tesztelésre, mind pedig a buspiron elékezelésre érzékenynek bizonyult, addig az
LDT-ben mért szkototaxis csak utobbira reagalt. Az OT teszt esetében, a thigmotaktikus

elkeriilési viselkedés csokkent, ha az allat mar rendelkezett tapasztalattal a tesztrdl, és nott,
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ha azt egy masik teszt (LDT) elézte meg. Ezt értelmezhetjiik az tesztrél szerzett elézetes
tapasztalat habituald és a mas tipust kihivas akut stresszor hatdsanak. Ennek ellenére, az
elézetes szorongdsoldo kezelés az elkeriilést novelte, mely alapjan a thigmotaxis végpont a
szorongassal negativan asszocidlhat6. Ezzel ellentétben, az LDT teszt szkototaxis végpontja
a vizsgalt tapasztalati tényezOkre inszenzitiv volt, mig a szorongasold6 hatdsara csdkkent,
igy azt egy kisérleti koriilményekre kevésbé érzékeny, szorongds-asszocialt viselkedésnek
tekinthetjiik. Az OT ¢és LDT tesztekben mért viselkedések ellentétes érzékenysége a
tesztvégpontok, kiilonds tekintettel a thigmotaktikus viselkedés tujraértelmezését tette
szlikségessé. Ennek keretein beliil a viselkedés 6 jelzdjeként alkalmazott periférids aktivitast
tobb részre bontottuk, elkiilonitettiink aljzati és felszini thigmotaktikus viselkedést.
Eredményeink szerint az erdsebb thigmotaxist mutaté egyedek valdjaban erdsebb felszini
aktivitdst — csokkent felszinkeriilést — mutatnak. Ebbdl kovetkezOen a thigmotaxis
onmagaban nem értelmezhetd elkertilési viselkedésként, ezzel szemben az adult stadiumu
halaknal széles kdrben vizsgalt, szorongis-asszocialt felszinkeriilést?842923%7 fontos lehet

mérhetdve tenni a larva és juvenilis stadiumokban egyarant.

A2, 3.¢s4. Kisérletekben a felszinelkeriilés vizsgalatat célz6 SPM tesztet fejlesztettiik
Ki és validaltuk. Az 2A kisérletb6l lathato, hogy a larvakoru zebradaniok az apparatus mély
karjat preferaljak, annak centruma és sekély karjai ellenében. Feltételezziik, hogy ez a
preferenciat az adult stadiumban leirt szorongés-asszocialt felszinkeriilé6 motivacidé hozhatja
létre. A hipotézist erdsiti, hogy a mély kari preferencia a 2B kisérletben az adult jelenséghez
hasonléan reagal a human szorongést befolyasold agensekre, igy a szorongas validalasanak
,»golden standardjét” jelentd benzodiazepin szarmazékral®, a GAS-ban hatékony klinikai
szorongasoldd buspironra'®®, és az agitativ, szorongaskelté koffeinre3%®3%, Fontos
megjegyezni, hogy a két vizsgalt, kiilonalld6 mechanizmuson keresztiil hatd szorongasold6
agens, a CDP és a buspiron, azonos koriilmények kozott ritkan fejt ki azonos hatast ragesalo
modellekben''?!, igy ez mind a zebrad4ni®6 modell, mind az SPM teszt elényeként
targyalando. Az adult felszinelkeriiléssel valo kapcsolatot erésiti tovabba, hogy a mélykari
preferencia hasonloan jelenik meg és hasonloan befolyasolhaté a 3. kisérletben, tehat a

viselkedési metamorfozist kovetd allapotban is, ami alapjan a fenti végpontok valosziniileg
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egyazon motivacio kiilonallo viselkedési jelzoi lehetnek. Itt fontos megjegyezni, hogy bar a
vivoanyagkezelt halak exploraciés mintdzata nagyon hasonld volt a larvak és a juvenilis
allatok esetében, utobbi esetében a buspiron kezelés csak hosszabb inkubacié mellett fejtett
ki hatast az elkeriilésre. Ez lehetséges egyrészt az anyagok fejlodési allapotonként eltérd
felvétele miatt, masrészt a kdzponti idegrendszer fejlettsége miatt iS. Mind a larva, mind a
juvenilis egyedek esetében az anyagok abszorbcidja torténhet a borfeliileten és a kopoltyin
keresztiil 1s, bar minél idsebb az egyed, anndl inkabb az utobbi felé tolodik a hangstly, mig
ennek megfelelden a kopoltyiin keresztiili anyagaramlas jellege is megvaltozik®’®. Ezen tul,
a larvak testfeliilet-tomeg aranya nagyobb az adult allapotokndl, valamint bdriik is
ateresztobb, a gerincesekre jellemz0 3 rétegli epidermisz csak a morfologiai metamorfoziskor
jelenik meg®’. Osszességében tehat a larvak kiils és belsé kdrnyezete kozott nagyobb
anyagaramlast feltételezhetiink. Ezek ellenére, az eredményeink sokkal inkabb kdzponti
idegrendszeri kiilonbozoseget feltételeznek, mivel példaul minden alkalmazott inkubacio
befolyéasolta a lokomotoros aktivitast, mig a larvak esetében egyik sem. Ezen feliil a larvak
koriilbeliil 3 napos kortol mar rendelkeznek a gerincesekre jellemzd fejlettségli vér-agy
kisérlet f6 tanulsaga, hogy az SPM a kisérleti koriilményekre kevésbé érzékeny teszt.
Juvenilis zebradaniokat tesztelve nem talaltunk példat a fényintenzitas er6sségének, a fény
¢s lathato ingerek teljes hianyanak, vagy az elOzetes teszt-tapasztalatnak barmilyen
befolydsolo hatasara. Fontos megjegyezni, hogy a ragcsdlomodellek esetén, ezek a tényezok

erésen befolyasoljdk egy teszt viselkedési végpontjait3’>37

, ami ellentét a zebradanio és az
SPM paradigma elényére valhat a nagy-ateresztoképességli farmakologiai szlirésekben és
annak limitaciojat jelentheti az etiologiai megkdzelitésekben. Megjegyzendd, hogy bar egyik
esetben sem lattunk statisztikailag szignifikdns eredményt, trend szint{i hatas figyelheté meg
a tesztismétléseknél (4C Kisérlet), ahol az 1 6rés intervallumnal margindlis excitacio, mig a
24 6rés intervallumnal margindlis habituacid sejthetd minden vizsgalt valtozo esetében. A
befolyasoltak a vizualis ingerek, a 10 napos larvak lathatéan erdsebb elkeriilést és

lokomotoros aktivitast mutatnak sotétben. A lokomotoros aktivitas ilyen jellegli valtozasai

ismertek a zebradanié irodalombo61®*®, aminek lehet méasodlagos kdvetkezménye az ezzel
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parhuzamosan valtozé elkeriilési aktivitas is. Ugyanakkor az, hogy az elkeriilés fény-sotét
érzékenysége korfliggd jelenség, arra utal, hogy a teszt exploracidojahoz nem sziikségesek
vizualis ingerek, illetve azt mutatja, hogy poszt-metamorf allatok feltérképezd viselkedése
kevésbé érzékeny a kdrnyezet megszakito ingereire. Osszefoglalva tehat, az LDT és az SPM
tesztek a kisérleti koriilményekre kevésbé, mig farmakologiai manipulacidkra erdsen
érzékeny tesztek, amelyekben a megnyilvanulé viselkedés valosziniileg az eml6soknél latott
szorongas-asszocialt elkeriilési viselkedéssel rokonithatd. Ezek a tesztek potencidlisan

alkalmasak lehetnek modelleink fenotipizalasara.

A pre-metamorf larva és poszt-metamorf juvenilis egyek sajat adatainkbol és
irodalombol ismert eltérd érzékenységii és iranyu viselkedése a viselkedési metamorfozis
elmélete felé iranyitotta vizsgalatainkat. Az 5. és 6. Kisérletekben a viselkedési metamofozis
irodalombél ismert formait?12’® szandékoztuk reprodukali, illetve azt parhuzamba allitani a
kornyezeti ingerekre vald érzékenységet jelz6 habitudcios képességgel. Lathato, hogy a sotét-
elkeriilés vilagos-elkeriilésbe fordulasa a fejlodés 1. €s 2. hete kdzé, mig az aktiv szocialis
érdeklodés a fejlodés 2. és 4. hete kozé tehetd. Mig Lau és Guo a sotét/vilagos averzio
atfordulast a 2. és 4. hét kozott, tehat a mi vizsgalatunkban latottakhoz képest késdbb
tapasztalta, addig Dreosti és munkatdrsai a szocidlis aktivitds megjelenésére a mi
kisérletiinkkel megegyezé fejlédési dinamikat irt le. Erdekes modon a vizsgalatokban a
metamorfozis k6zos pontjaként megjelend 2. hét volt a leginkabb plasztikus viselkedéssel
tarsuld idészak. Itt az allatok dontd tobbsége, a mashol tapasztaltaknal joval erdsebb
viselkedési valtozast mutatott az ismételt kihivas hatasara. Ez a valtozas prediktalhato volt
az elsd napi teszteléskor mutatott elkeriilés mértékébol, vagyis az erdsebben elkeriilok
reaktivabbak voltak. Ez valosziniileg nem csak az elsd teszteléskori magas elkeriilésnek
k6szonhet0, hiszen annak mértéke az 1 hetes allatoknal is hasonloan alakult, de ott ezt nem
kovette megegyezd mértékli habitudci6. Ezek alapjan az eredmények alapjan tehat a
viselkedési metamorfozis egybeesik egy a kornyezeti ingerekre kiemelkedden érzékeny

peridodussal.

Latva ezt a viselkedés szempontjabol érzékeny iddszakot, a 7. kisérletben akut

kihivasnak és/vagy szocialis izolacionak vetettiik ald az egyedeket a 2. és a 4. hét kozott,
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majd vizsgaltuk poszt-metamorf elkeriilé viselkedésiiket, egy etiologiai modell beallitasanak
céljaval. Fontos kiemelni, hogy mind az akut kihivas, mind az izolaci6 azon a mintavételi
ponton tortént/kezdodott, ahol az allatok mar adult jellegli elkeriilést mutatnak, de még
er0sen fogékonyak voltak a kornyezetiikre, ezzel kizarva a larva jellegek izolacid okozta
konzervalasanak lehetdségét. A kronikus szocialis izolacid hatdsara az allatok egy LDT
kihivas soran csokkent elkeriilést és lokomotoros aktivitdst mutattak a 7., 8. és 10.
kisérletekben egyarant. Ez a tobb alkalommal is reprodukalt csokkent elkeriilés igen
meglepd, hiszen az LDT teszt egy farmakologiai®®®, viselkedési?®® és élettani®®® eszkozokkel
validalt szorongés-teszt, tehat a kornyezeti perturbacid e szerint egy alacsony szorongasu
fenotipust hozott létre. Ez azonban tobb szempontbdl is kontraintuitiv; egyrészt 1) a
fejlodéskori kronikus stressz, koztiik a szocialis izolacid a szocialis fajoknal jellemzdéen
noveli vagy legalabbis (egyes elszigetelt esetekben) nem befolyasolja a szorongist®,
masrészt 2) mas elkeriild viselkedésformakban, az SPM-ben €és az SP-ben ezzel ellenétes
iranyu reakciot lattunk, valamint 3) a szorongéasoldé buspiron elékezelés visszaforditotta a
csokkent elkeriilést, tehat a széleskdrben elfogadott hatdsaval ellenétes modon,
anxiogenikumként hatott'?, A fenti okokbol kifolyolag lehetséges, hogy a mért csokkent
elkeriilés a nem megfelelé mértékii viselkedési stressz-valaszra vezethetd vissza. Erzékeny
fejlodési iddszakban kronikus szocialis izolaciot, vagy maternalis szeparaciot elszenvedett
ragcsalok esetében gyakran megfigyelnek megkésett exploraciét, magasabb mozgasi
latenciakat, illetve a neofobiat, amelyek jellemzéen a kornyezet ujdonsagaval és
averzivitasaval voltak Osszefiiggésben*®4446, 10j4
kovetden szintén tobb esetben leirtak mar csokkent elkeriilést és alacsony lokomotoros
aktivitast?622643%8  Mind a rdgcsald, mind a zebraddnid eredményekkel dsszhangban, az
altalunk megfigyelt csokkent elkeriilés a teszt elsd felére korlatozodott, tehat potencidlisan
egy megkésett valaszt detektaltunk. A zebradaniok esetében mind a szocialis izolacio, mind
pedig az egészséges populacidkban megfigyelt megndtt exploraciods latencidk dsszefliggésbe
hozhat6k a csokkent fiziologias stressz-valasszal?63299311-313 ljetve rdgesdlok esetében az
izolacido a nyugalmi-, és stressz-indukalt belsd allapotok eltolodasaval jarhat egyiitt, ami
eredmények mind az inadekvat stressz-valasz elméletét erdsitik. Ennek feltarasa érdekében

végeztik az SMR tesztet a nyugalmi ¢€s stresszt kdvetd allapotokban megjelend éberség
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vizsgalatara, ahol lathat6, hogy mig a szocidlisan tartott allatok stresszt kdvetden a mozgo
stimulushoz igazitjak aktivitasukat, addig erre az izolalt allatok csak nyugalmi allapotban
képesek. A szocialis és izolalt viselkedési fenotipust 0sszehasonlitva tehat, azok az allatok
lehetnek hatékony elkeriilok egy az LDT-hez hasonlo vizualis kihivas soran, akik képesek az
ujdonsag-stressz hatasara adekvat éberségi allapotot kialakitani, mig az érzékeny idészakban
izolalt tarsaik csak késve képesek reagalni a stresszorra. Erdekes modon az SPM és SP
tesztekben az LDT-vel ellentétes, erds elkeriilést mutattak az izolalt allatok. Az SP-ben latott
erds szocialis averzi® nem meglepd eredmény, az ilyen jellegli vélasz ugyanis a
leggyakrabban megjelend viselkedési elvaltozas kronikus szocialis stresszt kovetden mind
ragcsalok®*" 3, mind zebraddniok esetében?62264396309 A7 SPM-ben litott ellentétes
eredmény, amennyiben elfogadjuk, hogy a mélykari preferencia a felszinelkeriilés
mérészama, szintén nem példa nélkiili az irodalomban. Erdekes médon szorongasukat
tekintve eltéré torzsekben®*!, vagy szorongasoldd kezeléseket kovetden vizsgalva azonos

1253,321,337,345,348-350

iranyban alakulnak a két teszt elkeriilési végpontjai , mig bizonyos

k299—302

kornyezeti perturbacié , illetve a szerotonin jelatvitel akut csdkkenése®®>3¥" vagy

337,342-344 minden esetben ellentétesen hat ezekben a tesztekben. Az anomaliat

novekedése
legrészletesebben vizsgald Maximino ¢és munkatarsai szerint az ellentmondéas abban
gyokeredzik, hogy mig a felszinelkeriilés egy menekiilési valasz, addig a vilagos-elkeriilés
hatterében egy megkozelités-elkeriilés konfliktus all, és igy, a ragcsaloknal leirt Daekin-
Graeff hipotézist alkalmazva, a kett6t a szerotonerg jelatvitel ellentétes iranyban

befolyasolja2?8:321374

. Bar ez a munkahipotézis tobb ellentét feloldasara alkalmas, a
bevezetésben targyaltakbol latszik, hogy a Daekin-Graeff némileg meghaladott elmélet, az
SPM clkeriilés a teszt jellege miatt pedig nem lehet menekiilési valasz, igy esetiinkben

feltételezhetden nem allja meg a helyét.

A megfigyelt defenziv viselkedési fenotipus potencialis szerotonerg hatterét vizsgaltuk
as.,o., 10, 11, 12., és 13. Kisérletekben. Szocialisan tartott allatokban azt LDT kihivas
hatéasara lecsokken a kdzponti 5-HT koncentracio, mely csokkent szint mafél draval késdbb
is fennmarad. Ezzel szemben az izolalt egyedekben nyugalmi allapotban alacsonyabb, mig

az Ujdonsag kihivas hatasara drasztikusan megndévé 5-HT szint tapasztalhat6. Az 5-HT
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kiilonbségek megjelennek az LFB és a DPc teriiletén is masfél 6raval a stressz utan. Az LDT
kihivas altal kivaltott 5-HT novekedés a teljes agy és az eldagyi teriiletek szintjén is
megel6zhetod volt az elozetes buspiron kezeléssel, anélkiil, hogy az mas monoaminokat, vagy
a szocialisan tartott allatok 5-HT szintjét befolyadsolta volna. Ugyanez a buspiron kezelés
visszaallitotta a szocialisan tartott egyedeknél tapasztalt vilagos-elkeriilést, felszinelkertilést
¢s stressz-indukalta éberségi allapotot. A szocidlisan nevelt allatok esetén latott kihivas-
indukalt 5-HT zuhanas nem vag egybe a Maximino és munkatérsai altal leirtakkal, akik
enyhe 5-HT novekedésrdl szamoltak be LDT-t kdvetden. Meg kell azonban jegyezni, hogy
a csoport egyrészt extracellularis 5-HT koncentraciét mért, masrészt kontrollnak kizarolag

,handling” stressznek alavetett allatokat alkalmazott®®’

. Az elrendezés limitacioja, hogy a
nyugalmi koncentraciok ismeretének hianyaban nem tudhatjuk, hogy a handling stressz €s az
ujdonsag kihivas hatésai alacsonyabb szintrdl vald eltérden megemelkedett koncentraciok,
vagy magasabb tonus eltéré mértékl csokkenései voltak-e. A csoport interpretacidja szerint
a kozponti 5-HT koncentraci6 a vilagos-elkeriiléssel, mint megkozelités-elkertilés
konfliktuson alapuld viselkedéssel pozitivan, mig a menekiilés alapu felszinelkeriiléssel
negativan korrelal. Amennyiben az altalunk stressz utan kozvetleniil mért szinteket vetjiik
ezzel Ossze, ennek forditottjat lathatjuk. Az ellentét feloldasa akkor lehetséges, ha a ragcsalo
irodalom tanulsagait felhasznalva nem az aktudlis 5-HT koncentraciokra és azok szorongas-
asszocialt viselkedéshez valo viszonyara fokuszalunk, hanem az 5-HT valtozasok iranyat és
dinamikajat, illetve azok tobb viselkedési dimenziora gyakorolt hatdsat vizsgaljuk. Fontos
¢szrevenni, hogy a kihivas hatasara lecsokkend 5-HT koncentracid nagyobb stressz-indukalta
¢berséggel és erds elkeriiléssel, mig az izolaltan nevelt allatok esetében megfigyelt
alacsonyabb nyugalmi szint, megnétt reaktivitassal, mig annak novekedése a reaktivitas és a
vizualis alapu elkeriilés csokkenésével asszocidlodott. Ez alapjan tehat a kozponti 5-HT
valtozasok forditottan aranyosak egy vizualis kihivas soran tapasztalhat6 reaktivitassal. Ezzel
Osszhangban van a Dreosti labor egy jelenleg még publikalas alatt 4ll6 vizsgélata, ami
jelenleg a mi megkdzelitésiinkon kiviil az egyetlen olyan zebradanidé modell, ahol a
kornyezeti perturbaciot a viselkedési metamorfozishoz igazitottak®®®. Eredményeik szerint a
fejlédés elsd 3 hetében szocidlisan izolalt zebradaniok megndvekedett idegi aktivitast

mutatnak a vizudlis percepcidval és stressz-valasszal 6sszekothetd teriileteken, mig ez az
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aktivitds egy szocialis kihivas hatdsara alabbhagy. A nyugalmi-, és stressz-indukalt belsd
allapotok felcserélodése tehat lehet az érzékeny idészakban fenndlld ingermentes kornyezet
kovetkezménye. Eredményeink megtdmogathatok tovabba, az emlds irodalombol ismert 5-
HT funkciokkal is. Mig az 5-HT tonusnak létezik egy elkeriild viselkedéssel asszocialhato
farmakolégiail’>1"®, optogenetikai, vagy 1ézi6s gatlasa®>21"25 teret enged az ujdonsag-
indukélta lokomécionak, valamint szenzoros percepcionak'’®18 tehat egy altalanos, 0
kornyezet exploraciot tamogatd, valaszkészséget ndveld hatasa lehet. Ezzel ellentétben az 5-
HT akut emelkedése, példaul SSRI-k alkalmazaséaval, elmoshatja az (ijdonsagkihivas altal
kivaltott viselkedést, példaul fokozott lokomodciot vagy erds elkeriilést'®92%%342  Ennek
mintdjara tehdt, a szocialisan nevelt zebradaniok éberségét és elkeriild viselkedését az
ujdonsag-helyzet altalt kivaltott 5-HT csokkenés facilitalhatta, mig az izolalt allatok az
abnormalisan megemelkedett szint miatt nem voltak képesek a fiziologias stresszindukalt
reaktivitas kialakitdsara. A kihivas eldtt alkalmazott buspiron a szocialisan nevelt allatok 5-
HT szintjét nem befolyasolta, mivel az egy erds csokkenést mutatott, mig az izolaltak stressz-
indukalta megemelkedését képes volt kivédeni. Ez magyarazhatja egyrészt, hogy esetiinkben
a buspiron miért csak az izolalt allatok viselkedését befolydsolta, masrészt az altalanos
jelenséget, hogy a buspiron jellemzéen csak egy stresszindukalta belsé tonus jelenlétében
hatékony'?!, A szerotonerg valtozasok megjelentek az eldagy, defenziv viselkedés
szabalyozasaban kdzponti szerepet jatszo?’® dorzalis pallium teriiletén, azon beliil annak
kaudalis részén, ahol az emlés BLA és hippokampusz homolog struktarak elészor jelennek
meg mint teljesen kiilonallo sejtpopulaciok. A BLA filogenetikailag levezetettebb
gerincesekben, koztiikk a humén vizsgdlatokban is az ujdonsag averzitdsdnak kddolasaban,
illetve ennek nyoman a viselkedési és fiziologias stressz-valasz iranyitasaban jatszik
szerepet, amely funkcidt a szerotonerg rendszerrel szoros egyiittmiikodésben latja el. A

zebradanidban megjelend ilyen jellegli funkcionalis kapcsolatrdl ezid4ig nem volt adatunk.

A munkahipotézisiink tehat, hogy az 5-HT ténus nyugalmi koriilmények kozott
megszliri az ingereket, illetve arra adott valaszokat, ezzel nem-impulziv keretek k6z¢ szoritva

a viselkedést. Ujdonsag stressz hatasara a lezuhano 5-HT szint teret enged a stressz-asszocialt
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fiziologias milkodéseknek ¢és éberségnek, ezzel facilitalva a viselkededési valaszt,
potencialisan a dorzalis pallimon keresztiil. Ezzel ellentétben az izolltan tartott allatok
esetében latott, nyugalmi-, és stressz-indukalt allapotok ,,felcserélédése” inadekvat
reaktivitassal €s elkeriiléssel jarhat egyiitt. A modelliink grafikus 0sszefoglalasat a 18. abra
mutatja. Fontos azonban hozzatenni, hogy modelliink elsé sorban vizualis kihivasokra
alkalmazhatd, hiszen nem-vizualis Gjdonsag soran a hatasok ellentétesen alakulnak. Bar ez
az ellentét nem egyediilallo az irodalomban, azt jellemzden az eltérd kihivasok altal kivaltott
viselkedésformak szabalyozasanak kiillonbozoségével magyarazzak. Ezzel szemben, a mi
modelliink a kihivas vizualis vagy nem-vizualis jellegére, illetve az ez altal kivaltott eltérod

szabalyozo funkciokkal magyarazza az eltérd viselkedést.

Kornyezeti Nyugalmi Kihivas buspiron
tapasztalat allapot

ingerdus
kérnyezet Vilagos elkeriilés

izolalt
kérnyezet

Dorzalis pallium pmm———m T

Eberség -

! vilagos elkertlés ¢

—— o - L T ——

Eberség

18. abra: A korai szocialis izolacio hatasa a stresszindukalt valaszkészség szerotonerg szabalyozasara. Szocialisan
tartott allatokban a nyugalmi koriilmények kozott magas 5-HT tonus megsziiri a kdrnyezeti ingereket, mig kihivas hatasara
az lecsokken, teret engedve a stresszindukalt éberségnek és az adekvat elkeriilési valasznak. A fejlédés soran izolalt
zebradaniok nyugalmi koriilmények kozott alacsonyabb 5-HT szintje nem képes az ingerek szlirésére, igy magas éberség
jellemzi az allatokat, mig a kihivas hatasara megnové 5-HT koncentracié ezzel ellentétesen hat.
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7. Kovetkeztetések

Kisérleteink soran sikerrel allitottunk be mar publikalt, és fejlesztettiink uj
fenotipizalasi eszkdzoket a zebradanié korai defenziv viselkedésrepertoarjanak vizsgalatara.
Ezen feliil a tesztekben mutatott viselkedés kornyezeti érzékenységét és fejlodését eddigi
ismereteinknél részletesebben karakterizaltuk. Ezek a tesztek, kiilonds tekintettel az SPM
paradigmara, kiemelkedéen hasznosak lehetnek mind a nagy-ateresztoképességii
farmakologiai €s genetikai szlirdvizsgalatokban, mind a komplexebb etiologiai modellek
fenotipizalasaban, mind pedig a zebradaniora elérheté in vivo képalkotd eljarasok
alkalmazasaval vizsgalt élettani aspektusok viselkedési korrelatumainak leirdsdban. Az SPM
az els6 modell, amely 1) képes a zebradanid legrobosztusabb szorongas-asszocialt
viselkedését, a felszinelkertilést tobb tiz allaton szimultdn mérni, 2) a kisérleti koriilményekre
csak mérsékelten érzékeny, ami nagyban megkonnyiti az ilyen jellegli vizsgalatokat, végiil
pedig 3) a benne latott viselkedési végpont az fejlédés soran nem valtozik, tehat alkalmazhato
a korai id6szakok fenotipusanak longitudindlis jellemzésére. Ezen feliil létrehoztunk egy
szocialis izolacioét kovetd akut kihivasra adott valaszkészségen alapuld modellt, amibdl
szamos értékes informaciot nyertiink és nyerhetiink a jovoben. Egyrészt 4) leirtuk, hogy az
allatok fejlodésének elsd honapjaban torténd viselkedési metamorfozis egy a viselkedés
rovidtava kifejezédése szempontjabol érzékeny, és a viselkedés hosszutava kialakulasa
szempontjabol kritikus idészakot jelol ki. Ebben a potencialisan ,,k0rnyezeti mintavételezd”
szerepll idoszakban, a szocidlis izolacid, vagyis 5) a kornyezeti ingerek tartés hianya egy
atipikus szerotonerg €s ezzel dsszefliggésben szétkapcsolodott viselkedési fenotipust hozott
létre, aminek vizsgéalata értékes adatokkal szolgdlhat az korai plasztikus iddszakok
fenotipusformaléd szerepérél. Ugyanakkor mivel 6) a modellben mind a szocialisan tartott,
mind a szocidlisan izolalt allatok esetében nagyon karatkeres és meglepden szimetrikus
nyugalmi-, és stressz-indukalt 5-HT valaszokat detektaltunk, az alkalmas lehet a szerotonerg
jelatvitel altalanos hatasainak vizsgalatara is. Végiil, de nem utdlsé sorban, 7) a modell
szamos, a zebraddni6 irodalombol eziddig hidnyzé informacidt szolgaltatott, ami a
viselkedésneurobioldgia és stressz-kutatas ezen még gyerekcipdben jaro, de igéretes agat

szolgélhatja.
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8. Osszefoglalas

A viselkedési stresszvalasz inadekvat megjelenése egyes pszichiatriai betegségek
kozponti tiinete, igy ezek idegrendszeri hatterét, kiilonos tekintettel a terapias potenciallal
bird szerotonerg rendszerre, fontos ismerniink. A stressz-kutatasban sikeres, ectiologiai
faktorokat alkalmazé ragcsaldé modellek tanulsaga, hogy a szerotonerg rendszer és a
viselkedési valasz kapcsolatat csak megfeleld kornyezeti kontrollal és részletes
fenotipizalassal érthetjiik meg. Az utobbi évek legdinamikusabban teret nyerd redukcionista
megkdzelitése a zebradanio (Danio rerio) modell, amely sikerét az emldsdokéhez hasonlo, de
egyszeriibb felépitésli idegrendszerének, valamint a fajra alkalmazhato ¢élettani
vizsgalomodszerek egyediilalld 1d6-, és térbeli felbontasanak koszonheti. Bar a zebradanio
igy alkalmas lehet az inadekvat stressz-valasz hatterében allo kérdések megvalaszolasara, a
fajra alkalmazhato etiologiai és viselkedési fenotipizalasi eszkoztar limitalt. Doktori munkam
soran célul tliztem ki a zebradani6 védekezd viselkedésének és szerotoneg miikodéseinek
kapcsolatat az eddigieknél részletesebben feltarni, a korai kornyezeti tapasztalatra €piilo
etiologiai megkozelitéssel és a viselkedést vizsgald eszkoztar fejleszésével. Karakterizaltam
a zebradani6 korai fejlédése soran megjelend védekezd viselkedésformakat, korabban
publikalt tesztek részletesebb jellemzésével és az un. uszo keresztpalld teszt fejlesztésével,
amely elsoként alkalmas a zebradanio legrobosztusabb, szorongés-asszocialt felszinkeriilo
viselkedésének nagy-ateresztOképességli vizsgalatara. Ezen feliil leirtam egy a halak
viselkedési metamofozisaval egyiittalld érzékeny periodust, ahol az egyedek plasztikusabb
viselkedésre képesek. Az ebben az idészakban alkalmazott szocialis izolacid a védekezo
viselkedési repertodr, valamint az azt tdmogatd stressz-indukalt éberség szétkapcsolasat
eredményezi, egy eddig ismeretlen Szerotonerg mechanizmuson Keresziil. Az izolacid
hatasara megvaltozott 5-HT valaszt buspironnal csillapitva mind az éberségi, mind pedig a
elkeriilési valaszok megmentheték voltak. Osszefoglalva, rendelkezésiinkre 4ll egy gerinces
modell, amelyben a ragcsald vizsgalatokat feliilmald részletességli  élettani
vizsgalomddszereket otvozhetjiik a klasszikus etiologiai megkdzelitéssel és viselkedési
fenotipizalassal, amely révén potencialisan eddig ismeretlen idegrendszeri mechanizmusokat

és terapias célpontokat tarhatunk fel.
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9. Summary

Forming effective responses to environmental threats is crucial for the survival of
individuals and are under control of the serotonergic system. It was previously reported that
understanding the complex mediating role of serotonin requires etiological models with
strong environmental control and detailed description of phenotypes. The zebrafish (Danio
rerio) model is a promissing reductionist approach to understand such phenomena due to its
relatively simple central nervous system and the accessibility of state-of-the-art physiological
monitoring methods. However, there are only a few etiological approaches and behavioral
testing tools available in the species. In my doctoral work | aimed to give a detailed
description of the serotonergic modulation of defensive behavioral responses by introducing
an early life environmental perturbation based model and by developing new behavior-
phenotyping tests. We characterised the early life emergence of the defensive behavioral
repertoir of zebrafish by validating previously published and developing novel behavior
sampling tools, e.g. the swimming plus-maze test (SPM). Best to our knowledge, the SPM is
the first method that is able to measure the anxiety-associated surface avoidance behavior of
larval and juvenile zebrafish in a high-througput manner. Based on our findings, SPM is
highly sensitive to pharmacological manipulations affecting human anxiety, while relatively
insensitive to experimental circumstances. In addition, we described a sensitive period during
the early development of zebrafish, traced out by its behavioral metamorphosis that is
accompanied by enhanced behavioral plasticity. Social isoltion during this period disrupts
defensive behavior and stress-induced arousal by establishing an atipical serotonergic
phenotype. Decreasing isolation-induced enhanced 5-HT response by the clinical anxiolytic
buspirone rescued changes in stress-induced arousal state and defensive behaviour as well.
In summary, we introduced a model that allows us to combine zebrafish based state-of-the-
art physiological screening methods with classical etiological approaches and detailed

behavioral analysis.
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