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1. BEVEZETES

1.1. A depresszio és ongyilkossag elofordulasa a tarsadalomban

A sulyos depresszidos zavar (MDD) vilagszerte az egyik legelterjedtebb
megvaltozott munkaképességgel jardo betegség, amely magas morbiditassal €s korai
mortalitassal tarsul (1). Az MDD-t egyszeri vagy visszatérd sulyos depresszios epizédok
jellemzik, amelyek soran gyakori tiinet a nyomott hangulat, az 6romtelenség, a motivacio
¢s érdeklddés elvesztése, vegetativ tiinetek (pl. taplalkozas és a cirkadian ritmus
megvaltozasa, faradtsag), valamint a kognitiv és végrehajtd funkciok jelentds zavara (2).
Az dngyilkos magatartas nagyobb valdszinliséggel fordul el6 depresszids zavarban, mint
mas pszichiatriai rendellenességben (3). Az Ongyilkossag jelentls egészségiigyi
probléma. Becslések szerint évente tobb mint 700 000 ember hal meg Ongyilkossag
elkovetésében, emellett 2019-ben az dngyilkossag globalisan a haldlesetek 1,3%-at tette
ki (4). Az MDD az ongyilkossagban elhunyt személyek kozel 87%-at érinti (5). A
befejezett ongyilkossagon kiviil az dngyilkossag egyéb aspektusai is gyakoriak MDD-
ben. Példaul egy kdzelmultbéli metaanalizis altal végzett vizsgalat alapjan az ongyilkos
gondolatok prevalencidja 42—-63%, mig az O6ngyilkos kisérletek prevalencidja 20-28%
volt MDD-ben (6). Az dngyilkossagra hajlamos pszichés betegek 43-50%-a szenved
depressziodban, valamint az 6ngyilkossdgot mar megkisérlet €s az akciot tulélé személyek
46%-a ismétel meg tjabb Oongyilkossagi kisérletet. Az ismételt Ongyilkossagi kisérleteket
foleg ndk kovetik el, illetve a fobb kockazati tényezdk kozott szerepel a nem megfeleld
orvosi ellatas, az érzelmi vagy kognitiv hanyatlds, 1 éven beliil kialakult 6ngyilkos
magatartas, stresszhelyzetek és stresszes események, rossz impulzuskontroll és alkohollal
vald visszaélés (7). Az Ongyilkossag Osszetett jelenség, amelyben szamos tényezd
szerepet jatszhat. Az dngyilkos viselkedés nem biologiai kockazati tényezdinek prediktiv
értéke korlatozott (8), tovabba megbizhat6é biomarkert még nem sikeriilt azonositani. Az
ongyilkossdg hatékony megeldzése €rdekében jobban meg kell érteniink azokat a
funkcionalis anatomiai és molekularis bioldgiai mechanizmusokat, amelyek novelik az
ongyilkos viselkedések kockazatat. Megoldasként szolgalhat a megvaltozott strukturdjti
és aktivitasi agyi régiok azonositisa, tovabba ezen agyi régidokban bekovetkezd

neurobioldgiai €és molekularis biologiai valtozasok elemzése.
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1.2. A depresszio és ongyilkossag neuroanatomai alapjai

Jelenleg a depresszid stulyossaganak és az ongyilkossag rizikojanak diagnosztikai
felmérése pszichiatriai interjukon ¢€s a betegek Onbevalldsan alapul, azonban a jobb és
pontosabb diagnosztikahoz sziikség van egy objektiv €s szamszerisithetd eljarasra. Az
emberi agy széleskori funkciondlis és strukturdlis jellemzésére gyakran hasznalt
képalkotd eljards a magneses rezonancia képalkotas (MRI). Az MRI képalkotas
fejlodésének koszonhetden ma mar komplex funkcionalis MRI (fMRI) és diffazids tenzor
képalkoto (DTT) vizsgalatok lehetségesek, melyek segitségével nem csak vizsgalhatok a
sziirke- ¢és fehérallomanyi struktardk, de pontosan lokalizalhatéak a kiilonbozd agyi
halézatok, meghatarozhatok a halozatokon beliili fobb agyi kozpontok, illetve
lekdvethetok a régiok kozotti idegpalyak is. Ezek a képalkoto eljarasok lehetévé teszik a
mentélis betegségekben érintett agyi halozatoknak a kordbbiaknal sokkal informativabb
¢s pontosabb leirasat.

Az elmult évtizedben exponencidlisan nétt a depresszidval és Ongyilkos
viselkedéssel kapcsolatos strukturalis, funkcionalis és metabolikus agyi folyamatok MRI
technikakkal torténd vizsgalatok szama (9, 10). Korabbi képalkoto vizsgalatok igazoltak,
hogy az MDD alapvet6 tiineteit, illetve az dngyilkos kogniciot olyan agyi aramkorok
megvaltozott mikddése okozza, amelyek foként az érzelmek szabalyozasadban ¢€s a
kognitiv kontrollban jatszanak szerepet (11-13). fgy igazolast nyert, hogy az ezekért a
funkciokért felelds kérgi és szubkortikalis régiok strukturalis valtozasa, beleértve a
bazalis ganglionokat (14), az amigdalat és az orbitofrontalis kérget (15), a dorsolateralis
¢és dorsomedialis prefrontalis kéreget, illetve az insulat (16, 17), a fronto-limbikus
halézatot (18) és a temporalis-parietalis-limbikus rendszert (19), hozzajarulnak az
ongyilkos viselkedéshez. Tovabbi, funkcionalis képalkoto vizsgalatok kimutattak, hogy
a medialis és lateralis prefrontalis kéregben fellépé funkcionalis aktivitas valtozasai
Osszefiiggésben allnak az Ongyilkossag elkovetésével (20, 21). Szamos tanulmany
bizonyitotta, hogy a végrehajtdo funkciok, a figyelem, a memoria €s a dontéshozatal
karosodasa is megfigyelhet6 az ongyilkossagot tervezd €s megkisérlok korében (22-25).
Ezeknek a kognitiv funkcidknak, kiilondsen a viselkedést szabalyozé és a végrehajto
folyamatokat iranyit6 funkcioknak a zavara, a kornyezeti informaciok pontatlan

értelmezéséhez, visszakereséséhez €s reagalasahoz vezethetnek, ami dnmagukrdl és a
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jovOkeéplikrol alkotott rugalmatlan, pesszimista gondolkoddsmodot eredményez, amely
magasabb ongyilkossagi kockazatot jelenthet.

Az elmult években egyre nagyobb szerepet toltott be a nyugalmi vagy mas néven
resting state fMRI (RS-fMRI), amellyel képesek vagyunk az agy nyugalmi allapota bels
aktivitdsanak vizsgalatdira. A RS-fMRI vizsgéalat sordn az alany nem hajt végre
semmilyen kognitiv vagy motoros feladatot, épp ellenkezdleg, mozdulatlanul, csendben
fekszik a mérés soran. A RS-fMRI elemzések kimutattak, hogy egészséges alanyoknal a
nyugalmi fazisban kimutathat6 agyi aktivitds mértéke csokken bizonyos agyteriileteken
kognitiv feladatok végzése soran. Korabbi tanulmanyok, melyek az Ongyilkos
viselkedéshez kapcsolodd nyugalmi haldzatokat vizsgaltak, Osszefiiggést talaltak tobb
agyteriilet megvaltozott funkciondlis kapcsolata és az 6ngyilkos gondolatok kozott. Ezek
a funkcionalis hal6zatok magukba foglaltak olyan frontalis régidkat, mint az eliils6
cingularis kéreg (ACC), a felsé frontalis és orbitofrontalis gyrusok, de olyan kiilonb6z6
régiokat is, mint az occipitalis és felsd parietalis gyrus, a talamusz és a caudatus mag (26,
27). Mas hasonl6, az 6ngyilkos gondolatokkal rendelkez6 és nem rendelkez6 depresszios
betegeket 0sszehasonlitdé tanulmanyok megndvekedett nyugalmi allapotii funkcionalis
konnektivitasrol (RSFC) szamoltak be a bilateralis hippokampusz (26), az amigdala
illetve a precuneus (28), valamint a bal habenula és a bal kisagy (29) kozott. Ezzel
szemben csOkkent RSFC-t figyeltek meg az 6ngyilkos gondolatokkal rendelkezd betegek
jobb eliils6 cingularis kérge, a jobb kdzépsd temporalis polusa és az orbitofrontélis kérge
(30) kozott, valamint hasonléan csokkent konnektivitds volt megfigyelhet6 a jobb
habenula, jobb precuneus és a bal oldali als6 frontalis gyrus (29) kozott az ongyilkos
gondolatokkal nem rendelkez6 depresszids betegek illetve kontroll személyekhez képest.
Eddig csak kevés tanulmany vizsgélta a nyugalmi agyi aktivitast Ongyilkossagot
megkisérlet depresszios betegekben. A kézelmultban Northoff és mtsai. (31) altal végzett
nyugalmi fMRI vizsgalatok megmutattdk, hogy a depresszios tiinetek a nyugalmi agyi
aktivitas térbeli €s idobeli zavaraiként értelmezhetdk. Ezen javaslat alapjan a depresszios
betegek ruminécioit és fokozott Onfokuszat a nyugalmi aktivitds koros térbeli
szervezddéseként, mig az anheddniat és az ongyilkos gondolatokat a multon valo fokozott
Osszpontositassal a nyugalmi aktivitds idObeli zavaraként képzelik el. Az ongyilkos
gondolatok neuralis korrelacidinak vizsgalata céljabol fMRI-t végeztek olyan depresszios

betegeknél, akik nemrégiben ongyilkossdgot kiséreltek meg. A lelki fajdalom és az
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ongyilkos akcio felelevenitése soran a frontalis kérgi teriiletek deaktivalddasat, mig csak
az ongyilkossag felidézése soran a medialis prefrontalis kéreg (MPFC), az ACC és a
hippokampusz idegi aktivitasanak novekedését figyelték meg (12). Felvetették, hogy az
ongyilkos cselekvés allapotfiiggd jelenség, amelyet egy adott inger valthat ki, és a
traumatikus allapot mindségétdl is fiigg. Mas RS-fMRI alapl vizsgalatok szinkron
valtozast mutattak ki az ongyilkossagot elkovetdk frontélis, temporalis és parietalis
teriileteinek bels6 aktivitasaban (32, 33). Egy kovetkezd tanulmany arrol szamolt be,
hogy az 6ngyilkossagot megkisérlé depresszidosokban emelkedett funkcionalis kapcsolat
volt megfigyelhetd az amigdala, az insula, az orbitofronalis kéreg és a kozéps6 temporalis
gyrus teriiletén (34).

Ezek az eredmények mind arra utalnak, hogy az dngyilkos viselkedés az agyban
sz€les korli strukturdlis és funkciondlis valtozasokkal jar. Bar a képalkot6 vizsgalatok
tobb agyteriiletet érintd funkcionalis elvaltozasokat tartak fel, még nem ismert, hogy az
MDD-ben az 6ngyilkossag hogyan kapcsolddik a kiilonbdz agyi halézatokhoz és azok

kolcsonhatasaihoz.

1.3. Az emberi agy nyugalmi allapot hal6zatai

Az elmult évtized meghatarozé jelentdségii volt az emberi agy ideghaldzatainak
topografiai megismerésében. Ebben dontd szerepet jatszott az fMRI és a traktografiai
technikak oriasi fejlodése, amely vizsgalatok eldszor nyujtottak képet az €16 emberi
agyrol. Ezéltal szdmos korabban ismert agypalya nyert finomabb topografiai bizonyitast,
ugyanakkor 0j dimenzidk is nyiltak az agykutatasban.

Az emberi agy Osszetett dinamikus rendszer. A funkcionalis agyi haldzatok
nyugalomban is dinamikusan, jol szervezett modon rendez6dnek ujra, annak érdekében,
hogy a régiok kozott hatékony kommunikacios rendszert tudjanak létrehozni. A
mindennapi élet informacidinak belsd feldolgozasa a mentalis tevékenység soran, kiilsd
ingerek hidnydban megy végbe. Ebben a tudatdllapotban a gondolatok szabad
Kiils6 ingerek hidnydban az elme gordiilékenyen ugrik egyik gondolatrdl a mésikra. Ezt
a spontan agyi tevékenységet random episodic silent thinking-nek (REST) is nevezik
(35). Agyi képalkotd vizsgalatok soran kimutattak, hogy a REST alatt az agy spontan

modon Ujraszervezddik ¢€s Onszervezd rugalmas rendszerként mikodik, amely
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folyamatok soran féleg asszociacios kérgi régiok aktivalodnak (35). Az agy mentalis
rugalmassaga azon a képességén alapul, hogy a kiilonféle hal6zatok nyugalmi allapotban
képesek dinamikusan valtozni, Ujra konfiguralédni az alternativ tér-idobeli allapotok
kozott, amely a kognitiv rugalmassag és tanulas bizonyos korrelatumainak tekinthetok.
Kezdetben a fMRI technikat két allapot aktivitasanak, példaul feladathoz kotott
vagy feladat nélkiili allapotok mérésére hasznaltak (36). Azonban az utobbi évtizedben a
feladatspecifikus agymiikodés vizsgalata mellett egyre inkabb elétérbe keriilt az emberi
agy nyugalmi allapotban torténd funkcionalis vizsgélata, amely segit megérteni a
nyugalmi allapotban egymassal atfed6 kapcsolatokat (37). A neuronok nem rendelkeznek
sajat energiatarold tulajdonsagokkal. Amikor az idegsejtek intenziven mikoddnek, a
nagymeértékii gliikoz felhasznalas mellett a véraramlas is nagymértékben megemelkedik
az aktivalodas helyén. Igy a neuronalis aktivalodas altal kivaltott hemodinamikai valasz
tobb energiaval latja el a neuronokat. Ennek a folyamatnak az eredménye a magneses
rezonancia képalkotdssal kimutathaté oxihemoglobin és dezoxihemoglobin relativ
szintjének valtozdsa azok magneses tulajdonsagaik alapjan. Ezt a technikat vér
oxigénszint-fiiggd (BOLD) kontrasztos képalkotasnak nevezziik, amelyet gyakran
alkalmaznak a feladathoz kotott fMRI mérések soran. Ilyenkor a beteg kiilonb6zo
feladatokat hajt végre, amelyek sordn az adott funkcioért felelds agyi régiok aktivalodnak,
aminek a kovetkezménye a megnovekedett vérataramlas. RS-fMRI mérések soran az agy
spontan alacsony frekvenciaju fluktuacioéi (0,01-0,1 Hz) mérhetdk (37), amelyek idoben
szinkronizaltan jelentkeznek, ha az alany nem végez semmilyen kognitiv vagy motoros
feladatot (37, 38). Ilyen agyi aktivitas akkor is mérhetd, amikor az alany csukott szemmel
¢éber allapotban pihen (39). A nyugalmi allapotban, illetve specifikus feladatvégzés alatt
aktiv agyi teriileteken mért jelek kozotti korrelaciok meghatarozasaval képet kaphatunk
az agy bizonyos részeinek dsszekottetéseirdl, a kapcsolatok erdsségérdl és szerepérdl, igy
lehetdséglink adodik a kiilonbozo agyi halozatok feltérképezésere. A nyugalmi allapotban
aktiv és atfed6 haldzatokat nyugalmi allapot vagy resting state hdalézatoknak (RSN) is
nevezik (40). A leggyakrabban vizsgalt nyugalmi allapot haldzatok kozé tartozik az
alapértelmezett modu vagy default mode hdlozat (DMN), a kiemeld vagy salience hdlozat
(SN) és a kozponti végrehajtd vagy central executive control hdalézat (CEN) (41, 42). A
nyugalmi allapot hélozatok kiemelkedd szerepet jatszanak az érzelmi és kognitiv

folyamatokban is. A DMN-t eldszor ,,feladat negativ” agyhalozatként azonositottak (43),
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amely akkor aktiv, amikor az egyén belsé mentalis allapotara 0sszpontosit (6néletrajzi
emlékek elbhivasa, a jovo elképzelése, masok nézOpontjanak megértése) (44). Mig a
DMN-hoz tarsitott régidok valoéban deaktivalodnak szamos céliranyos feladat soran, ma
mar tobb funkcid is ismert, amely megnovekedett DMN aktivitashoz tarsithatd. Példaul
ez a halozat er6sen aktivalodik a memoria, a tudatelmélet (theory of mind), az
onreferencialis, illetve a szocialis kogniciot érint6 feladatok soran (45-48), ami arra utal,
hogy az 6nmagunk és masok megismerését végrehajtod idegrendszeri elemek jellemzden
nyugalmi allapotban aktivak (49). A DMN magaban foglalja a MPFC-t, a hatulso
cingularis kéreget (PCC), a precuneust és a medialis temporalis lebeny (MTL) egyes
részeit (50), amelyek deaktivalodnak a kognitiv feladatok végrehajtasa soran (49, 51, 52).
A CEN részt vesz a munkamemoria mitkddtetésében, valamint a célirdnyos viselkedés
soran kiemelked6 szereppel bir a dontéshozatalban és a problémamegoldasban (41, 53).
Mig a DMN nyugalmi ébrenléti allapot alatt aktiv, a CEN kognitiv és érzelmileg kihivast
jelentd tevékenységek soran aktivabb. A CEN kulcs régioi kozé tartozik a dorsolateralis
prefrontalis kéreg (DLPFC) és a lateralis hatso parietalis kéreg (54). A lateralis hatso
parietalis kéreg szenzoros és interoceptiv informéciokat integral, mig a DLPFC a
munkamemoria szabdlyozasaban vesz részt, illetve mérlegeli a lehetséges viselkedési
valaszokat. A dontéshozatalban valo részvétel mellett a CEN részt vesz az érzelemi
folyamatok szabalyozasaban is (41). Kimutattak, hogy a SN fontos szerepet jatszik a
kiils6 és belsd ingerek feldolgozasaban, példaul az autondém és érzelmi informaciok
monitorozasaban, azonositdsdban és kiemelésében, valamint a kognitiv funkcidok
szabalyozéasaban, tovabba a kiilsé és belsd ingerekre torténd Osszpontositas érdekében
atkapcsolo szereppel bir a DMN és CEN kozott (42, 53, 55). A halozat kulcs régidja az
ellilsé insula, mely kritikus fontossagu a viselkedés szempontjabdl relevans ingerek
észlelésében, valamint az ingerekre adott valasz koordinalasaban. A halozat tovabbi
elemei a dorséalis ACC, az amigdala és a temporélis polus (54). Erdekes modon a DMN,
CEN és SN kozotti funkcionalis konnektivitds megvaltozasa szerepet jatszik szdmos
pszichiatriai €és neurologiai rendellenesség kialakuldsédban, példaul figyelemhianyos
hiperaktivitas-zavarban (56), pszichdzisban (57) és depresszioban (58, 59), emellett tobb
tanulmany is kimutatta, hogy a halézatok kozotti abnormalis konnektivitas hatassal van
az Oregedésre, igy részt vesz a neurodegenerativ korképek, pl. az Alzheimer-kor

megjelenésében is (60).
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1.4. A default mode halézat

A fMRI vizsgalatok kimutattdk, hogy a figyelemigényes feladatok soran inaktiv
agykérgi régiok egy csoportja nyugalomban id6beli korrelaciot mutat (61, 62). Azonban
tobb végrehajtod funkcid, mint példaul a dontéshozatal, a tervezés vagy a munkamemoria
soran is megfigyelheté a RSN-ok aktiv mitkddése (63). Az egyik ilyen széles korben
tanulmanyozott nyugalmi allapot hal6zat a DMN, amely aktivabb pihenés kozben,
azonban deaktivalodik a figyelem igényes ¢és exekutiv-motoros feladatok végrehajtasa
soran (44, 64). A DMN szamos, az agykéreg medialis felszinén elhelyezked6 és magas
szintli kognitiv funkciot ellatd teriiletet foglal magaban, mint példaul a MPFC, a PCC, a
precuneus és a MTL (64). A DMN-t gyakran harom alhalozatra osztjak, egy
dorsomedialis prefrontalis alhalozatra, amelynek kozponti régidja a dorsomedidlis
prefrontalis kéreg (DMPFC), egy core alhalozatra, amelynek két fébb kdzponti régioja
van, a PCC és a precuneus, valamint egy MTL alhalozatra (48, 50, 65-67). Mig a DMN
alhalézatok idobeli dinamikéaja hasonl6, specifikus funkcidjukat tekintve eltérnek
egymastol (48, 50). A DMPFC ¢és core alhalozatok inkabb az oOnreferencialis
informéciofeldolgozashoz és az érzelem reguldcidhoz kapcsolodnak, amely részben a
limbikus tertiletekkel, példaul az amigdalaval valo erds kapcsolatuk révén valosul meg,
mig a MTL alhalozat a tudat és az emlékezet feldolgozasaban jatszik szerepet, amelyet a
hippokampalis formacioval valo kapcsolatan keresztiil valosit meg (48, 50, 65, 68, 69).

A DMN kezdeti felfedezése o6ta szamos kutatds igyekezett tisztdzni a halozat
pontos funkciojat. Leirtdk, hogy a DMN részt vesz a mentdlis folyamatok
lebonyolitasaban, példaul a kiils6 ingerek dnmagunkra vald vonatkoztatasaban, beleértve
ajelen és jovoképet (70), illetve a nézOpont kialakitasat (71), az onvizsgalatot, dnkontrollt
(44, 71-73), az elkalandozast (65, 74) és a kreativitast (75). A disszociativ folyamatok,
mint példaul az elkalandozéas vagy az onreferencialis informaciofeldolgozas, tobbnyire a
PCC-nek és a DMPFC-nek tulajdonithatok, amelyek, mint fentebb is olvashat6, a DMN
kulcsfontossag régioit alkotjak (44, 49, 51). A DMN funkcidjaban bekdvetkezo
abnormalitdsokat szdmos neuropszichiatriai rendellenességgel hoztak Osszefiiggésbe
(76), kiilondsen a ruminaciot, az MDD egyik f6 tiinetét, amely sulyossaga a DMN
aktivalodasanak figgvényében emelkedik depresszidos betegekben (77). Azt is
megfigyelték, hogy a DMN kulcsfontossagu régioi kevésbé aktivak a tapasztalt meditalok

korében, amely a meditacio lehetséges antidepresszans hatasara is utal (78). A DMN
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kimenete kapcsolodik a kortiko-striato-thalamo-kortikalis korhoz, igy a DMN 6sszekoti
a DMPFC-t és a precuneust a jutalom-asszociacios rendszerrel (79, 80). Irodalmi adatok

alapjan ismeretes, hogy a jutalom-asszociacios rendszer diszfunkcioja hozzajarul a sulyos

depresszio kialakulasahoz (29, 79, 81).

1.5. A dorsomedialis prefrontalis kéreg
1.5.1. A DMPFC topologiaja és kapcsolati rendszere

A DMPFC a fels6 frontalis gyrus medialis feliiletén, a ventromedialis prefrontalis
kéreg (VMPFC) és a premotoros kéregtdl elvalasztod precentralis sulcus kozott talalhato
(lasd 1. abra). A DMPFC a DMN egyik f6 kozponti régidja (65, 82), amely erds
parietalis lebenyel (angularis kéreg), a hatsd cingularis/retrosplenialis kéreggel és a
temporalis lebeny medialis struktaraival (82, 83). A DMPFC-nek tobb afferens bemenete
van, példaul direkt kapcsolatban all a kiilvilagbdl érkezé ingerek feldolgozasat végzo
lateralis prefrontalis, orbitofrontalis és ventromedialis kérgi részekkel (84-86). A latasi és
részben hallasi informaciodk a fasciculus uncinatuson keresztiil jutnak el az orbitofrontalis,
ventro- és dorsomedialis kérgi részekbe (87-89). A VMPFC koézvetlen kapcsolatban all a
ventro- és dorsolateralis prefrontalis kéreggel (90, 91), ezaltal a prefrontalis kéreghe
érkez6 latasi és hallasi szignalok tovabbi emocionalis és motivacios toltetet kapnak. A
hallasi és vizualis-térbeli tdjékozodasbol szarmazo informaciok a fasciculus
longitudinalis superior palyan keresztiil a DLPFC-be keriilnek (92, 93), ahol a beérkez6
inputok tovabbi kognitiv feldolgozasa torténik. Mind ezen kiils6é ingerek kozvetetten,
feldolgozott formaban jutnak el a DMPFC-be. A kiilsé ingerek feldolgozasa mellett a
DMPFC részt vesz a zsigeri szenzoros jelek feldolgozasaban is, amely informaciok az
insuldn és az ACC pars dorsalisan (paracingularis kéreg) keresztiil érkeznek a DMPFC-
be (54, 94). A DMPFC a VMPFC-vel egyiittmiikodve részt vesz a munkamemoria
mikodtetésében, a megforditott tanulasban (reversal learning) és a jutalommal
kapcsolatos dontéshozatalban (95, 96). Hasonléan a DLPFC-hez, a szenzoros jelek
feldolgozasat kovetéen a DMPFC végrehajtdé motoros programokat készit, amelyet
tovabbit a szupplementer és preszupplementer motoros kérgi részekhez (97-99), ezaltal
részt vesz a céliranyos mozgas szabalyozasaban (100). A core DMN koézponti régioja a

hatsé medialis parietélis kéreg, amely magéaban foglalja a precuneust €s a hatsé cingularis
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kérget (67, 68, 101, 102). A precuneus jelentds szerepet jatszik a kognitiv folyamatok
individualizalasaban, mint pl. a kiils6 vilagbdl érkezo jelekre adott reflexiok, onvizsgalat,
ontudat, kreativitas és intelligencia (102-106). A central executive control halozat
szabalyozé régidjaként (107) egyedi kapcsolattal rendelkezik a végrehajté funkciokat
szervezd és iranyitd frontoparietalis régiokkal, mint pl. a DLPFC-vel, DMPFC-vel és a
laterdlis inferior parietalis kéreggel, mind nyugalomban, mind végrehajté kontroll
folyamatokat igénylé feladatok soran (108-110). Mint ilyen, a precuneus kozponti
régioként mitkdodik a funkciondlisan Osszekapcsolt CEN és DMN halozatok kozott,
ezaltal kiemelt szerepe van a céliranyos megismerésben (111). A precuneus kozvetleniil
a szupplementer és preszupplementer motoros kéregbe vetiil (69, 112, 113), igy képes
befolyésolni, akar le is 4llitja a motoros valaszt. Osszességében a DMPFC funkcionalis
szerepét tekintve kiemelkedik a tobbi prefrontalis régio koziil, mivel a DMPFC-be érkez6
feldolgozott informaciok alapjan képes felmérni és megfeleld program kialakitasaval

reagalni az azonnali figyelmet igényld helyzetekre.
1.5.2. ADMPFC funkci6ja

A prefrontalis kéreg dorsomedidlis részének funkciondlis szerepe kiilonbozik a
lateralis felszin hasonld részeitdl, mivel azok elsdsorban a felismerd, feldolgozo és
valaszt ado folyamatok elvégzésében jatszanak szerepet, a DMPFC kdzponti szerepe
azonban a kiilvilagbol érkezé informaciok integralasaban teljesedik ki, ami els6é sorban
egyéniségiink, gondolkodasunk, viselkedésiink és onértékelésiink alapja (114-116). A
DMPEFC egy olyan kdzponti asszociacios régid, amely informacids csatornaként miikodik
a kognitiv kontroll és az érzelmi folyamatokat irdnyitdo régiok kozott, ezaltal fontos
szerepet jatszik az érzelmi folyamatok generalasban és szabalyozasaban is (117).
Kimutattak, hogy az érzelmi informaciok feldolgozésa soran a DMPFC erdsebb aktivitast
mutat, ha a résztvevok pozitiv affektiv toltettel rendelkezd képet néznek a negativ affektiv
tolteti helyett (118), ezenkiviil a DMPFC kulcsfontossagt a negativ érzelmek gatlasaban
is (119). A DMPFC nem csak a DMN, de a CEN kozponti régidja is, ezaltal szamos
kognitiv funkcidban vesz részt, beleértve a figyelmet, a végrehajtdo funkcidkat, a
munkamemoriat és a dontéshozatalt (44, 69, 120-123). Korabbi tanulmanyok igazoltak,
hogy a DMPFC részt vesz a kognitiv-orientalt mentalizacios folyamatokban is, mint pl. a
szocialis kognicio (124, 125), az onértékelés (114, 115, 126), a kozelgd események

kimenetelének megitélése és kiértékelése (127), mas emberek preferenciajanak becslése
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(128), az érzelmi reakciok megitélése és kiértékelése (49), valamint a moralis itélkezés
(129, 130). A DMPFC szerves részét képezi a tudatelméletnek (theory of mind) (131,
132), amelyet Ggy hataroznak meg, mint az a képesség, amely soran sajat mentalis
allapotunkon kiviil képesek vagyunk megérteni masok mentalis allapotat, példaul masok
hitét, szandékat, vagyait, gondolatait és nézépontjat. Mivel masok mentalis allapota
kevésbé kiszdmithatd, mint 6onmagunké, igy a masok gondolataiban torténd olvasas
eredendden bizonytalan folyamat. A DMPFC kozponti szerepet jatszik abban, hogy a
megfigyelés utjan és bejovo informacidk alapjan folyamatosan értékelje a tobbi ember
pillanatnyi mentélis allapotat, vagyis személyes interakciok és viselkedési jelek
segitségével a DMPFC altal pontosabban tudunk olvasni masok gondolataiban (131-133).
A legtjabb vizsgalatok kimutattdk, hogy a DMPFC aktivalasa noveli az Onzetlen
magatartast (134). Ez a megallapitas 6sszhangban van azzal az elmélettel, amely szerint
a DMPFC olyan mechanizmusokat iranyit, amelyek a nézépont kialakitasara szolgalnak.
Egy maésik friss kozlemény szerint a DMPFC aktivacidja timogatja a céliranyos mentalis

erofeszitések iranti motivaciot (135).
1.5.3. A DMPFC pszichiatriai betegségekben betoltott szerepe

T6bb nyugalmi allapota funkcionalis konnektivitast elemzd vizsgélat szamolt mar
be a DMN-on belilli és mas haldzatok kozotti abnormalis kapcsolatrol depresszios
betegekben (136). Depresszios betegekben a DMPFC fokozott funkcionalis
konnektivitast mutatott a szenzomotoros, vizualis és SN halozatok régioival (137).
Ezenkiviil a depresszid egyik fo tlinete, az anhedonia megnovekedett konnektivitassal
tarsult a kétoldali nucleus accumbens teriiletei és a jobb DMPFC teriiletei kozott (138).
A sziilés utani depresszidban szenvedd betegekben a DMPFC fokozott funkcionalis
kapcsolatot mutatott a DMN t6bbi régioival (139). Ezenkiviil arrdl is beszamoltak, hogy
a kétoldali DMPFC intrinzik funkcionalis konnektivitdsa negativan korrelal a depresszid
klinikai sulyossagaval (140). A DMPFC funkcionalis kapcsolata mas agykérgi
kozépvonali strukturakkal (pl. PCC, precuneus), valamint temporalis és parietalis
régiokkal fontos szerepet jatszik az Onreferencidlis folyamatok miikodtetésében, a
tarsadalmi megismerésben, az onéletrajzi emlékezésben és a jovokép kialakitasaban (44,
70, 141-143). Egy korabbi nyugalmi aktivitast vizsgalo tanulmany beszamoldja szerint a
DMPFC és precuneus kozotti emelkedett funkcionalis konnektivitas pozitivan korrelalt a

depresszid stlyossagaval (144). Bar a depresszio a leggyakoribb pszichiatriai
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rendellenesség az ongyilkossagban elhunyt személyek korében (8, 145, 146), a mogottes
mechanizmusokban eltérések lehetnek. Egy tanulmany bizonyitékot talalt arra, hogy a
DMN-on beliil a funkcionalis konnektivitas erdsségének kiilonb6z6 mintazatai jelennek
meg az oOngyilkossagot megkisérelt ¢és oOngyilkos viselkedéssel nem rendelkezo
depresszids feln6tt résztvevok kozott (147). Megfigyelték, hogy az Ongyilkossagot
megkisérelt depresszidsokban a precuneus és DMPFC régiok abnormalis funkcionalis
konnektivitasa Osszefiiggésbe hozhat6 a vizsgalt egyének kozelmultban elkdvetett
ongyilkossagi kisérleteikkel (147). gy feltételezhetd, hogy a DMPFC szerepe az
ongyilkossagban az onreferencialis gondolkodasban betdltott kulcsszerepén alapul. Egy
korabbi, kognitiv és emocionalis feladatokat alkalmaz6 funkcionalis aktivacios vizsgalat
soran kimutattdk, hogy az ongyilkossagot megkisérelt depresszids egyének korében a
lelki fajdalom felelevenitése nem, de az dngyilkos akcidra torténd emlékezés a DMPFC
fokozott aktivaciojat mutatta (12). Egy masik fMRI vizsgalat szerint az ongyilkossaggal
nem jard Onsebesitésben szenvedd serdiillokben a tarsadalmi kirekesztés neuralis
feldolgozasa soran kifejezett aktivacio volt mérhet6 a DMPFC-ben (148). Ezen
eredmények alapjan tehat feltételezhetd, hogy affektiv zavarban az Ongyilkossag
elkdvetése, mint kovetkezmény, a DMN, azon beliil is két régi6, a DMPFC és a precuneus
megvaltozott integritasbol adodik (149, 150).

A non-invaziv neuromodulatoros technikdk, mint a repetitiv transzkranidlis
magneses stimulacié (rTMS), a théta burst stimulacid (TBS) és a transzkranialis direkt
egyenaram ingerlés (TDCS) igéretes technikdknak bizonyulnak az affektiv zavarok
kezelésében. Kozelmultbéli kutatasok a DMPFC-n torténd rTMS-t sikerrel alkalmaztak
gyogyszeres kezelésre nem reagaldo depresszidos betegekben, igy ez alapjan joggal
152). Egy masik Gjonnan bevezetett kezelés, az intermittald (facilitalo) TBS (iTBS) a
r'TMS-hoz hasonldan biztonsaggal, tolerabilitassal és hatékonysaggal alkalmazhat6 (153,
154). Az iTBS alkalmazasa a DMPFC felett ugyancsak igéretesnek bizonyult nyilt
elrendezésli depresszios vizsgalatokban, azonban skizofrén betegekben nem valtott ki
szignifikans hatast (155). Ezenkiviil a kétoldali DMPFC-n végzett rTMS hatékonyan
csokkentette az ongyilkos késztetést borderline személyiségzavarban (156). Egy kognitiv
viselkedésterapiat alkalmazd vizsgéalat sordn kimutattdk, hogy a mas személyek

perspektivdja szerinti Onreferens feldolgozas megnovelte a DMPFC aktivaciojat
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depresszios betegekben, tovabba ehhez kapcsoloddan azt is megfigyelték, hogy a
DMPFC aktivacioja a depresszios tiinetek és az 6nvizsgalod funkcio javulasaval jart (157).
Hasonlo6 eredményeket talaltak egy farmakoterapia utan végzett RS-fMRI vizsgalat soran

is (158).

1.6. A depresszio és ongyilkosag neurobioldgiai hatterének rovid ismertetoje
1.6.1. A neurotranszmitter rendszerek

Az elmult évtizedekben szamos tanulmany vizsgalta a depresszids tiinetek
kialakulasdhoz és a depresszio progressziojahoz hozzajarulo etiologiai €s patofizioldgiai
tényezoket. Ezek a kutatasi erdfeszitések jelentds betekintést nyujtottak a depresszid
hatterében zajlo folyamatokba, beleértve a gének szintjén torténd valtozasokat, a
neurotranszmitter és neuroendokrin rendszereket, az agy funkcionalis és szerkezeti
anatomiajat, valamint a kognitiv rendellenességeket. Klinikai szempontbdl a
depresszioval  kapcsolatos  legkiemelkedébb  neurobiologiai  felfedezések a
neurotranszmitter rendszerrel kapcsolatos neurokémiai rendellenességek, amelyek koziil
a monoaminok (szerotonin, noradrenalin és dopamin) kaptdk a legtobb figyelmet. Az
egyik korai elmélet, amely régota elismert a depresszio biologiai hatterében, a monoamin
elmélet, amely azt feltételezte, hogy a depresszio a szerotonin €s a noradrenalin csokkent
elérhetdségének eredménye a kdzponti idegrendszerben (159). A szerotonin transzporter
(SERT) a szerotoninszint elsOdleges szabdlyozdja az agyban, és kulcsfontossag
célpontja a széles korben hasznalt antidepresszansoknak, példaul a szelektiv szerotonin
visszavétel gatloknak (SSRI). Bar kezdetben a monoaminerg funkcié karosodasanak
vizsgélata technikai hidnyossdgok miatt meglehetdsen korlatozott volt, ma mar a
tovabbfejlesztett modszerek segitségével, pl. radioaktivan jelolt receptor ligandumokkal
torténd képalkoto vizsgalatokkal képesek vagyunk tobb informaciot begyiijteni (160). gy
példaul kimutathat6 volt, hogy a depresszio a kdzépagyban és az amigdalaban csokkent
SERT kotodéssel (161), emelkedett monoamin oxidaz A szinttel (162), valamint
szerotonin 1A receptor (5-HT1A) csokkenésével jar a frontalis, temporalis és limbikus
régiokban (163).

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben a f6 hangstilyt a monoaminokra
helyezték, egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre a depresszidhoz kothetd egyéb

neurotranszmitter rendszerek esetében, kiilondsen a gamma-amino-vajsav (GABA) és
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(164, 165) és glutamat rendszert illetéen (166). Depresszios betegek plazmajaban és agy-
gerincvel6i folyadékaban a GABA csokkent szintjét talaltak (164). Ezenkiviil a
GABAerg interneuronok csokkent striiségérol is beszamoltak depresszios betegek
prefrontalis és occipitalis kérgi régioiban (160, 167, 168). A glutamat fontos Szerepet
jatszik a szinaptikus plaszticitasban és a jelatvitel moduldlasdban. Szamos vizsgalat altal
igazolast nyert, hogy a periférids és centralis glutamat szintjének valtozasai
Osszefiiggésbe hozhatdé depresszioval (169, 170). Emellett a glutamaterg rendszer
lehetséges szerepét depresszioban alatamasztjdk az NMDA (N-metil-D-aszpartat)
antagonistak antidepresszans hatasanak preklinikai bizonyitékai is (171-174). Az egyik
lehetséges patofizioldgiai mechanizmus, amely Osszefliggésbe hozhatdé a megvaltozott
GABA ¢és glutamat neurotranszmitter rendszer abnormalitdsaval depresszioban, az
asztrocita funkcid karosoddsa. Az asztrocitdk biztositjak a glutamat és a GABA
kiiiriilésének elsddleges eszkozét az excitatorikus aminosav transzporterek (EAAT),
illetve a GABA transzporterek (GAT) révén (175, 176), emellett kritikus szerepet
jatszanak a glutamat és a GABA metabolizmuséban is. A preklinikai vizsgalatok
eredményei azt is kimutattdk, hogy az asztrocita glutamat felvételének blokkolasa a
prefrontalis kéregben és az amigdala kdzponti magjaban anhedoénia €s szorongas
kialakulasahoz vezet (177, 178). Ezen tilmenden depresszids egyéneket vizsgalo
posztmortem €s magneses rezonancia képalkoto tanulmanyokbo6l szarmazo6 eredmények
bemutattdk a glutamattal kapcsolatos gének megvaltozott expresszigjat, a glutamat
emelkedett szintjét, a glutamin/glutamat arany csokkenését szamos olyan agyi régioban,
amelyeket depresszios tiinetekkel hoznak Osszefliggésbe (pl. a medidlis prefrontalis

kéreg, dorsolateralis prefrontalis kéreg, eliils6 cingularis kéreg) (179-181).

1.6.2. Endokrinologiai vonatkozasok depressziéban

A klinikusok régota felfigyeltek arra, hogy a kiilonféle endokrin betegségekben
szenvedé betegeknél gyakran jelentkeznek depresszios tiinetek (160). Ismert, hogy a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA) tengely szamos hangulati és kognitiv
rendellenesség  patofizioldgidjaban szerepet jatszik. Neuroendokrin vizsgalatok
kimutattadk a HPA tengely talmiikddését, illetve a periférids és centralis gliikkokortikoid
receptorok szamanak csokkenését sulyos depresszioban (160). Ezenkiviil a depresszios

rendellenességek gyakran tarsulnak tarsbetegségekkel (pl. diabetes mellitus, sziv- és
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érrendszeri betegségek) és olyan hosszi tava kovetkezményekkel jarnak, mint példaul a
hippokampusz térfogatcsokkenése és kognitiv karosodasok, melyek kapcsolatban allnak
a megnovekedett hosszi tava gliikokortikoid expozicioval (182). Ebben az
Osszefiiggésben érdekes az a megallapitas is, hogy a korai stresszes élethelyzetek
potencialisan a HPA tengely hiperaktivitasat okozhatjak, amely felnéttkorig is fennall
(183). Ujabban kimutattik, hogy mas endokrin rendszerek, példaul a vazopresszin,
oxitocin vagy melatonin is szerepet jatszanak a depresszios tiinetek kialakulasaban (160,
184, 185), azonban sem patofizioldgiai szerepiik, sem klinikai jelentéségiik nem tisztazott

részletesen.
1.6.3. Depresszio és a Diabetes mellitus

A depresszi6 kialakuldsat és kiajulasat sokféle anyagcserezavarral hoztdk
Osszefiiggésbe, ideértve a hiperglikémiat, a diszlipidémiat és az inzulinrezisztenciat (186-
188). A depresszio mellett szamos mas tarsbetegség megjelenhet, beleértve a 2-es tipusu
diabetes mellitust (T2DM) és az elhizast (189, 190). A depresszid és a cukorbetegség
komorbid megjelenése gyakori, azonban e két korallapot kozotti kapcsolat még nem
teljesen tisztdzott. Mind a cukorbetegség, mind a depresszid igen elterjedtek, a nyugati
vilag két legnagyobb kozegészségiigyi probléméjanak tekinthetdk. A glukagon-szerii
peptid-1 (GLP-1) receptor agonistak a T2DM és az elhizas kezelésére elterjedten hasznalt
gyogyszerek egy csoportja. Erdekes modon a GLP-1 analogok ismerten pro-kognitiv és
neuroprotektiv tulajdonsagokkal is rendelkeznek (191-193), illetve modulalé hatast
fejtenek ki az immun-, endokrin- és metabolikus folyamatokra a kozponti
idegrendszerben (194, 195). A GLP-1 a belekben, illetve az agytorzsi régiokban
szintetizalodo gliikkoregulacids hormon, amely az energia homeosztazis fenntartdsdban
vesz részt, foként az inzulinszekrécid serkentése és az étvagy szabalyozasa révén (196).
Egy kozelmultban végzett tanulmény kimutatta, hogy a GLP-1 neurotrof hatassal
rendelkezik, és elésegiti a neurotrof folyamatokat az agyban (197). Ezen feliil azt is
kimutattdk, hogy a GLP-1 oralis adagoldsa csokkentheti a hiperglikémia okozta
depresszid kockazatat T2DM betegeknél (198). A GLP-1 biologiai hatasait egy specifikus
G-protein-kapcsolt receptorhoz, a GLP-1 receptorhoz (GLP-1R) kétve fejti ki, amely
kiilonbozd tipusu periférias szovetben €és a kdzponti idegrendszerben expresszalodik
(195). Mivel a GLP-1R agonistak lokalizalt intrakranialis injektalasa a hipotalamusz

paraventrikularis magjaba (PVN) nagymértékben csokkentette a taplalékfelvételt kisérleti
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allatoknal, mint mas injektalt hipotalamikus régiokban, ezért a csokkent taplalékfelvétel
¢és az ebbdl eredd testtomeg csokkenés a PVN-ben elsésorban a GLP-1R aktivalddasanak
tudhato be (199-201). Egy korabbi tanulmany beszamoldja szerint a GLP-1R nem csak
az  energiaegyensuly szabalyozasért felelés agyi régiokban, hanem a
hangulatszabalyozasban érintett agyi régiokban is megtalalhatdo, mint példaul az
amigdalaban, a hippokampuszban és a dorsalis raphe magban (DRN) (202). Azt is
megfigyelték, hogy a GLP-1 endogén ligandumokat termeld neuronok beidegzik az
agytorzsi Raphe magokat (203). Egy masik tanulmany arr6l szamolt be, hogy a GLP-1R
agonista exendin-4 befolyasolja a dopaminrendszert, és csokkenti a taplalékkal
kapcsolatos jutalmazasi viselkedést patkanyokban (204). A dopamin neurotranszmitterrdl
kimutattak, hogy csokkenti a depresszidhoz hasonlo viselkedéseket, példaul a szorongést
ragcsalokban (205-208). A GLP-1 a dopaminreceptor 2 jelatvitelén keresztiil fokozhatja
a dopamin forgalmat a striatumban és az amigdalaban (207, 209). Ezenkiviil a GLP-1R-
ro6l kimutattdk, hogy képes stimuldlni mas neurotranszmitterek, példaul a GABA,
glutamat, szerotonin és dopamin depolarizaci6 altal kivaltott felszabaduléasat a kéregben
¢és a hippokampuszban (210). Mas vizsgalatok arra is ramutattak, hogy a liraglutid GLP-
1R agonista antipszichotikus hatast fejt ki a pszichozis egérmodelljében (211). Ezek a
vizsgélatok azt mutatjak, hogy a GLP-1 rendszer szdmos neurotranszmitter, koztiik a
szerotonin, dopamin, GABA ¢és glutamat felszabadulasdt modulalja, amelyek
szabalyozzak a depresszidhoz hasonld viselkedést. A GLP-1 altali neurotranszmitter
szekrécio modulaldsa egy masik hatékony megoldas lehet a depresszid hatdsainak
enyhitésére. Korabbi tanulmanyok azt is bemutattak, hogy a GLP-1 javithatja a memoriat
és kognitiv funkciokat depresszioban szenvedd elhizott betegeknél azaltal, hogy fokozza
a szinaptikus funkciot és a neuronalis jelatvitelt az agyban (212). Figyelembe véve ezeket
az eredményeket, az agyi GLP-1 Utvonal tovabbi megismerése és miikodésének
befolyésolasa 1) megkdzelitést jelenthet a depresszios allapot javitasara.

Allatkisérletek kimutattik, hogy a PVN-ben a GLP-1R-t tobbféle sejttipus is
expresszalja, beleértve az oxitocint, kortikotropinfelszabadito hormont (CRH), nesfatin
1-et és a melanokortin-4 receptort tartalmazo neuronokat (213, 214), azonban human
PVN-ben a sejttipus fliggd GLP-1R expressziot még nem vizsgaltak. Emberben a GLP-
IR eloszlasa a hipotalamuszban hasonl6 a ragcsalokéhoz (215-217). Emellett Kulve és

mtsai. in situ hibridizacios technikat alkalmazva megfigyelték, hogy T2DM betegekben
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cres

azonban a tobbi PVN szubdivizidt érintd GLP-1R expresszié valtozasokrol nem
szamoltak be. Mivel a PVN szubdivizioi szerepet jatszanak az energiacgyenstlyban és a
gliilkoz homeosztazisban (218, 219), amelyben valdszintileg GLP-1R-t tartalmazo
neuronjai is részt vesznek (214, 220), feltételezziik, hogy a PVN-ben kifejez6dé GLP-1R
hatassal lehet a 2-es tipusu cukorbetegségre. Ezért jelen tanulmanyban ezzel a kérdéssel
is foglalkoztunk mind az mRNS, mind a fehérje szintjén, posztmortem T2DM betegekbdl

szarmaz6 PVN mintak vizsgalataval.

1.6.3. Az ongyilkossag neurobiologiaja

A stressz—diatézis (esetleges betegségekre valo nagyfoka hajlam) modell szerint
az exogén, kornyezeti tényezdk (pl. negativ életesemények, krizisallapot) hosszitavi
neurobioldgiai hatdsai mellett a bioldgiai vulnerabilitds (pl. genetikai hatasok,
neuroendokrin rendszer), az egyéni jellemvonasok (pl. impulzitivitds) €s mentalis
zavarok jarulnak hozza ahhoz a komplex folyamathoz, amely 6ngyilkos akcidhoz
vezethet (221, 222). Az agy posztmortem vizsgalataibol, valamint a genomialis és in vivo
neuroimaging vizsgalatokbol szarmazé eredmények alatamasztjak e diatézis biologiai
alapjat, jelezve a kognitiv és viselkedési terapia mellett a neurobioldgiai szlirés
fontossagat az ongyilkossag megel6zésében. A korai élethelyzeti nehézségek és az
epigenetika magyarazatot adhatnak az 6ngyilkossagi kockazat, az agyi aramkorok €s a
neurokémiai rendellenességek kozotti kapcesolatra (222). A kiilonféle posztmortem és in
vivo technikakat alkalmazdé tanulmanyok eredményei a szerotonin neurotranszmitter
rendszer és a HPA tengely stressz-valaszrendszerének karosodasat mutattak az 6ngyilkos
magatartas diatézisében (223). Ezek a karosodasok a hangulat megromlott kognitiv
kontrolljaban, pesszimizmusban, reaktiv agressziv jellemvonasokban,
problémamegoldasban, negativ tarsadalmi jelekre valo tulzott reakcioban, talzott érzelmi
fajdalomban ¢s ongyilkos gondolatokban nyilvanulnak meg, amelyek végiil ongyilkos
akciokhoz vezetnek (224).

A jelenleg rendelkezésre allo klinikai prediktorok csekélyek, illetve eddig még
nem azonositottak olyan biomarkert, amely segitené a klinikusokat a kezelés célzasaban.
Az ongyilkos viselkedés stressz-diatézis modellje szerint az 6ngyilkossag a stresszorok

¢s az ongyilkos viselkedésre vald hajlam (diatézis) kozotti kolcsonhatas eredménye. Bar
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az ongyilkos viselkedés heterogén és eltéré az ok-okozati mértéke, az ongyilkossagi
halalozasok és a nem végzetes, de sulyos ongyilkossagi kisérletek demografiai, klinikai
¢és neurobiologiai szempontbdl hasonldak, igy valosziniileg kozos a diatézisiik (224). A
hangulati rendellenességeknél a morfometrikus sejtelvaltozasok harom mintdzata
figyelheté meg, pl. glia sejtszam csokkenés és alacsonyabb neuronsiiriiség a frontalis
lebenyben (225-227), valamint a szerotonerg sejtek szamanak novekedése az
agytorzsben, pl. a DRN-ban (228). Az o6ngyilkossagban clhunyt embereken végzett
posztmortem vizsgalatok soran hasonld folyamatok voltak megfigyelhetok a glia sejtek
¢és neuronok denzitasaban (229, 230), illetve a DRN szerotonerg sejtek szamaban (231)
valamint magasabb triptofan-hidroxilaz 2 (TPH2; a szerotonin szintézisének
sebességkorlatozd enzime) mRNS és fehérje expressziot azonositottak az agytdrzsben
(232). Az 6ngyilkossagban elhunyt és kezeletlen depresszioban szenvedé személyeknél
kevesebb érett szemcsesejt volt a hippokampuszban (kiilonosen a gyrus dentatus-ban),
azokhoz képest, akik ugyan depresszidban szenvedtek, de ongyilkossaguk elétt SSRI-t
kaptak, vagy akiknél pszichidtriai rendellenesség nem allt fenn. Ezzel parhuzamosan az
ongyilkossag kovetkeztében elhunyt depresszids betegeknél kisebb gyrus dentatus volt
megfigyelheté (232). Az Ongyilkossag kovetkeztében elhunyt emberek locus
coeruleusaban a noradrenerg neuronok hidnyat is megfigyelték dsszehasonlitva a hirtelen
halalt halt pszichiatriai rendellenességekkel nem rendelkezé egyénekkel (233). Az
idegrendszer immunsejtjei a mikroglidk, amelyek a gyulladdsos mediatorok
felszabaditasaval dontd szerepet jatszanak a neuroinflammatorikus folyamatokban,
ezaltal feltehetden hozzdjarulnak a kiilonb6z6 pszichiatriai rendellenességekhez, mint a
depresszidhoz vagy skizofrénidhoz. A kozelmultban végzett vizsgalatok szerint az
aktivalt mikroglia kiilonféle mechanizmusokon keresztiil, kiilonds tekintettel a triptofan-
kinurenin utvonalra, hozzajarulhat az ongyilkos viselkedés kialakulasahoz (234, 235). A
proinflammatorikus citokinek aktivaljak a kinurenin rendszert (234, 236), ennek
kovetkeztében a kinurénsav neurotoxikus kinolinsavva bomlik, amely az NMDA receptor
egyik agonistdjaként hat a kdzponti idegrendszeren beliil. Ez a folyamat a glutamaterg
rendszer tulaktivalodasat és az agyi eredeti neurotrofikus faktor (BDNF) termelés
csokkenését eredményezi, amely kdrositja a neuroplaszticitast és kognitiv problémakhoz
vezet (237). A ketamin, amely az NMDA receptor antagonistaja, gyors antidepresszans

hatéssal rendelkezik, azonban megfigyelték eldnyds hatasat az ongyilkos viselkedés soran
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(238), igy feltételezik a glutamat rendszer fontos szerepét ongyilkossagban is. Meglévd
adatok alapjan a glutamat szint emelkedése hozzajarul az ongyilkossaggal kapcsolatos
személyiségjegyekhez, beleértve az impulzivitast és az agressziot (239). Ez a jelenség
Osszefiiggésbe hozhaté a proinflammatorikus citokinek altali emelkedett kinolinsav
szintjével az ongyilkossagot megkisérelt személyek kozponti idegrendszerében (234,
236). Egyes tanulmanyok a glutamat- és GABA-rendszerekkel kapcsolatos gének
valtozatainak Osszefiiggésérdl szamoltak be Ongyilkos viselkedés kapcsan (240-242),
azonban ezekben a rendszerekben részt vevl gének genomikai szintli valtozasait
korlatozott mértékben vizsgaltdk MDD ¢és Ongyilkossag vonatkozésdban. Az
ongyilkossaggal kapcsolatos posztmortem microarray vizsgalatok a GABA receptor
alegységek, a glutamat-ammonia ligdz (GLUL) vagy a glutamat receptorok eltérd
hogy az 6ngyilkos viselkedés a HPA tengely hiperaktivitasaval jar, ami zavart okozhat a
stressz kezelésében, a hippokampusz mitkddésében és kognitiv zavarok kialakulasahoz
vezethet (247). Tovabba azt is megfigyelték, hogy depresszios Ongyilkos betegek
paraventrikularis hipotalamikus magjaban, az eléagyban és a locus coeruleusban
megemelkedett a CRH szintje, illetve csokkent CRH receptor stirtiség volt megfigyelhetd
a frontopolaris kéregben (248, 249). Ezen feliil azt is megfigyelték, hogy a glukokortikoid
receptor alfa (GR-a) mRNS és fehérje expresszioja szignifikansan csokkent a tinédzser
ongyilkos aldozatok prefrontalis kéregében és amigdalajaban (250, 251).

A jelenleg hasznalt antidepresszans gyogyszerek, amelyek tobbnyire az agyi
monoaminerg neurotranszmissziot célozzak, korlatozott klinikai hatékonysaggal
rendelkeznek. Bar a depresszid €s ongyilkossag etiologidja nem teljesen tisztazott, a
jelenlegi tudoményos adatok kiemelik a neurotrof faktorok hianyossagainak, a
neuroinflammatérikus valamint a neuroendokrin folyamatok megvaltozasanak, valamint
az agyi metabolikus folyamatok és a bél-agy tengely miikkddés zavarainak szerepét a
neuropszichiatriai rendellenességek patogenezisében. Ezek alapjan lehetdségiink van
olyan Uj terapids megoldasok kialakitasara, amelyek a klasszikus antidepresszadnsoktol
eltér6 modon miikddnek, igy nagyobb valoszinliséggel novelnék a depresszid és

ongyilkos viselkedés kezelésének hatékonysagat.
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1.7. Nagy ateresztoképességii modszerek

A bioldgiai problémak megértésének széleskorben alkalmazott és folyamatosan
ujuld megkozelitései a nagy ateresztoképességii vagy high-throughput technolégiak,
amelyek egyszerre tObb szdz mintat vagy tobb ezer analitot elemeznek egyetlen mérés
soran. Ezek a technoldgidk elengedhetetlen részét képezik a neurokémiai ¢és
idegtudomanyi kutatasoknak. Ilyen eszk6zok példaul a microarray-alapi expresszios
vizsgalatok, az uj-generacids szekvenalasi technikdk, a tobbdimenzids proteomikai
modszerek, vagy legijabban a high-throughput tracking eljarasok, amelyek alkalmazasa
segitheti az 10j gyogyszercélpontok kidolgozasat, a sejttipus- és régidspecifikus
neuroanatomiai vizsgalatokat, valamint a neurologiai és pszichidtriai betegségekben
szerepet jatszo molekularis Gtvonalak azonositésat.

A nagy ateresztOképességli modszerek koziil az 0j-generacids szekvendlasi
technikak gyakran alkalmazott médszerei az agymiikddés és a diszfunkciok kozotti
Osszefiiggések keresésében. Az Uj-generacios szekvenalas két nukleotid alapt technikara
oszthatd, a DNS alapu szekvenalasra (DNA-seq) és az RNS alapu szekvenalasra (RNA-
seq) (252). Amint azt az elnevezésiik is sugallja, a DNA-seq technikdk a genomra
specializalddott eljarasok, mig az RNA-seq technikak a transzkriptom tanulméanyozasara
szolgalnak. Az RNA-seq betekintést nyjt a megvaltozott génexpresszidba, az alternativ
splicing-ba és az uj transzkriptek felfedezésébe. Ennek a technikanak az alosztalyai kozé
tartozik a teljes transzkriptom szekvenalas, az mRNS és mikro RNS szekvenalas (252).
Az RNA-seq sordn az amplifikdcié és szekvendlds eldtt az RNS-t cDNS-sé kell
atalakitani. Ezenkiviil az RNA-seq elemzése nagyobb kihivast jelent a DNA-seq-hez
képest, mivel a transzkripciot kovetéen az RNS-molekuldk, kiilonb6zd biologiai
funkciojukat tekintve, tovabbi bonyolult folyamatokon mennek keresztiil (alternativ
splicing, poliadenilacié, stb.) (253). Napjainkban az RNA-seq két megkozelitése
hasznalatos, a rovid €s hosszl fragment szekvenalas.

Osszességében az RNA-seq alkalmazisa kivalé modszer arra, hogy szamos
teriileten betekintést nyerjiink egy adott biologiai rendszer normal vagy patologias

folyamatai mogott meghuzodd mechanizmusokba.
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1.7.1. Nagy ateresztoképességii génexpresszios vizsgalatok depresszio és

ongyilkossag vonatkozasaban

Kezdetben az antidepressziv gyogyszerek hatdsmechanizmusa alapjan
feltételezték, hogy a depresszid6 az agy monoaminerg rendszer deficitjének
kovetkezménye (254). Bar a monoaminerg antidepresszansokat altalaban elsé vonalbeli
kezelésre hasznaljak, klinikai elényiik nem azonnal jelentkezik, néhany ember szdmara
pedig egyaltalan nem nyujtanak segitséget. Ett6l fliggetleniil a szerotonerg, dopaminerg
¢s adrenerg gének a legszélesebb korben vizsgalt gének mind a depresszid, mind az
ongyilkos viselkedés tekintetében, azonban jelenleg koziiliik csak néhany potencialis
génvaltozat all Gsszefliggésben az Ongyilkossaggal (255). Egy koézelmultban végzett
metaanalizis a kognitiv folyamatok fejlddésében ¢s fenntartdsdban szerepet jatszo,
depresszioval osszefiiggd 01j variansokat azonositott (256), raadasul egy szisztematikus
attekintés feltarta, hogy az MDD-ben szerepet jatszo legfontosabb gének érintettek a
glutamat neurotranszmisszioban, a kalcium csatorna-aktivitasban és apoptozisban is
(257). Egy sejttipus-specifikus metilom vizsgalat ramutatott a velesziiletett
immunvalaszok szerepére depresszidban a p75NTR/neurotrof novekedési faktoron és a
toll-like receptor jelatvitelen keresztiil (258). A neuronalis plaszticitas, valamint a
depresszidhoz és az Ongyilkos magatartashoz kapcsolddd egyéb koros elvaltozasok is
magukban foglalhatnak génexpresszios valtozasokat (259). Kezdetben az egyes
rendszereket, mint példaul a GABAerg funkciot (260), a neurotrof faktorokat (261), és a
gliasejteket (229) vizsgaltak. A kozelmultban tobb high-throughput modszert
alkalmaztak az 6ngyilkos aldozatokban megvaltozott gének szélesebb korii vizsgalatara.
Microarray vizsgalatok szamos megvaltozott gént azonositottak, amelyek szabalyozzak
pl. glilis, endothelialis és mitokondrialis funkciokat (262), némelyikiik szexualis
dimorfizmust (263) és szerhasznalati zavarral valo komorbiditast is mutattak (264, 265).
A kozelmultban szekvenaldsi megkdzelitésekkel tovabbi 1) potencialis géneket ¢€s
utvonalakat azonositottak depresszios allatmodellekben (265), valamint depresszioval
(266) és ongyilkossaggal (266) kapcsolatos human vizsgalatok soran is. Bar ezek a
génexpresszios vizsgalatok értékes adatokat szolgaltatnak az Ongyilkos viselkedés
neuronalis mechanizmusairol, legtobbjiik a DLPFC-t vizsgalta. Tekintettel a DMPFC
fentebb leirt szerepére, feltételeztilk, hogy az oOngyilkos viselkedéssel Osszefiiggd

génexpresszios valtozasok a DMPFC-ben is végbemennek. Kisérleteink soran viszonylag
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rovid posztmortem idejli DMPFC mintékat hasznéltunk 6ngyilkos dldozatokbol. Bar a
kisérletben szerepld Ongyilkosok esetében nem diagnosztizaltak depresszidt, joggal
feltételezhetd, hogy depresszios tlineteik is voltak, mivel a depresszié a leggyakoribb
pszichiatriai rendellenesség az ongyilkossagban elhunytak korében (8, 145, 146). Azt is
hangsulyozni kell, hogy a depresszids betegek tobbsége nem kdvet el vagy kisérel meg
ongyilkossagot, ami arra utal, hogy tovabbi tényezdk is hozzajarulhatnak az 6ngyilkossag
bekovetkezéséhez (267). Ezért az Ongyilkos mintak vizsgalata hasznos betekintést

nyujthat az 6ngyilkos viselkedés hatterében huzodo folyamatokba.
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2. CELKITUZESEK

1. A dolgozat elsddleges célja az ongyilkosok DMPFC-ben bekovetkez6 génexpresszios
valtozasok vizsgalata volt. E cél megvalositasa érdekében az alabbi feladatokat tliztiik
ki:

a) az ongyilkossag fliggvényében bekovetkezd transzkriptomikai valtozasokat teljes
transzkriptom analizissel, RNS szekvenalassal vizsgaljuk meg,

b) az RNS szekvenalast kovetéen a mérések alapjan valtozd gének csoportjainak és

biologiai Gtvonalainak bioinformatikai jellemzését végezziik el,

C) a valtozd génekbdl protein interakcids és ko-expresszios halozatok épitése, azok
klaszterezése, hub gének azonositasa és Erintettségilk meghatarozasa gén-

betegség asszocidcios adatbazisok segitségével,

d) a szignifikansan valtoz6 depresszidban érintett gének validalasa valos idejil

kvantitativ PCR technikaval,

e) a funkcionalisan kiemelked6 gének agykérgi eloszlasanak jellemzése hisztologiai

technikak alkalmazasaval.

2. A dolgozat masodik {6 célkitlizése a GLP-1R expressziojanak vizsgalata volt T2DM

cres

1dejli kvantitativ PCR és Western blot technikékat alkalmazunk.
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3. MODSZEREK

3.1. Human agyszoveti mintak forrasa

Az emberi agymintdk gyljtése az emberi szOvetek magyarorszagi orvosi
kutatasban valo felhasznalasanak etikai szabalyai (HM 34/1999) és az Orvosi
Vilagszovetség Etikai Kodexének (Helsinki nyilatkozat) szabalyai szerint tortént. Az agy
kiemelése a Semmelweis Egyetem Igazsagiigyi Biztositas-Orvostani Intézetében a
Human Agyszovet Bank (HBTB) keretén beliili zajlott. A HBTB tevékenységéhez az
Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT-
TUKEB: 189/K0/02.6008/2002/ETT) és a Semmelweis Egyetem Regiondlis, Intézményi
Tudomanyos ¢s Kutatasetikai Bizottsdga (1. sz. 32/1992/TUKEB) adott engedélyt. Az
agyszovetek feldolgozasa a Semmelweis Egyetem Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai
Bizottsaga altal jovahagyott protokoll szerint zajlottak (TUKEB 189/2015). Minden
agyminta tekintetében a boncolas majd az agyak lefagyasztasa a halalt koveton 10 6ran
beliil bekdvetkeztek. Az alanyok kortorténetét klinikai feljegyzésekbdl, csaladtagokkal és
rokonokkal folytatott interjukbodl, valamint kérbonctani és neuropatologiai jelentésekbol

dokumentaltuk.

3.2. Az agyszovet feldolgozasa

A kisérlet soran vizsgalt emberi posztmortem DMPFC (Brodmann area 9) mintak
a Human Agyminta Banktol (Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag)
szarmaznak. A DMPFC topografiai kiterjesztésének meghatarozasaban jelentds eltérések
mutatkoznak az irodalomban. A MPFC, ahogy azt a neve is mutatja, a homloklebeny
medialis feliiletét foglalja el az eliils6 cingularis gyrus felett. A MPFC dorsalis €s ventralis
részre oszlik. A dorsalis MPFC hatulso6 hatarat a precentralis sulcus hatdrozza meg, amely
elvalasztja a DMPFC-t a premotoros kéregtél (1A é&bra). A dorsomedidlis és a
dorsolateralis prefrontalis kéreget a mély felsd frontalis sulcus valasztja el egymastol (1B

abra).
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(@ SFGm: felsé frontalis gyrus (BA9), medialis rész
@ PCg: paracinguliris gyrus (BA32)
®) cgs-a: eliilsé cingularis sulcus —
@ sfs: felsé frontalis sulcus

® gee: kérgestest (corpus callosum) genu-ja

® oldalsé agykamra

1. abra: Az emberi nagyagy dorsomedialis prefrontalis kérgének topogrdfiai kiterjedése
és a kisérlet soran hasznalt kérgi mintak disszekcios helyének reprezentativ szemléltetése.
(A) A DMPFC elhelyezkedését és topografiai kiterjedését lila szin mutatja (forrds: (268)
alapjan sajat szerkesztés). (B) Az emberi agy korondlis metszetén a DMPFC-t és a
disszekcio helyét fekete vonalak altal hatarolt és sotétebb szinnel kiemelt régio
szemlélteti. A tdajékozodasi pontokat és hatarokat szamok jelzik, az abran a skala mérete
1 cm-t jelol. DMPFC: dorsomedidlis prefrontailis kéreg, C: caudalis, D: dorsalis, L:
lateralis, M: medidlis, R: rostrdlis, V: ventrdlis. A metszetet Levanol-Fast Cyanine 5RN

modszerrel festettiik.

A vizsgalati szoveti mintdkat Osszesen 16 alanybdl gyijtottik. A kontroll
csoportot 8 pszichidtriai és neuroldgiai betegséggel nem rendelkezé alany (2 nd és 6 férfi,
atlagéletkor 65,4+5,6) illetve az Ongyilkos csoportot szintén 8 akut vagy kronikus
depresszid jeleit nem mutato alany alkotta (3 né és 5 férfi, atlagéletkor 53,6+4,8) (1.
tablazat). A lefagyasztott homloklebeny blokkokbol sorozatos koronalis metszeteket
készitettink. A mintakat a Montreali Neurologiai Intézet (MNI) standard tér
kiindul6pontjatol szamitva 50 és 30 mm kozotti szakaszokbol gytijtottiik (a genu corporis
callosi megjelenésétdl illetve az oldalkamra eliils6 polusanak megjelenésétél) (269),
amelyhez specialis, 8 és 15 mm bels6 atméréji mikrodisszekcids tiiket hasznaltunk (270,
271). A szoveti mintak a felsé (superior) frontalis gyrus medialis részébdl (Brodmann
area 9) és a paracinguldris gyrusbdl (mas néven az ACC pre- €s szupragenualis részének

dorsalis része, Brodmann area 32) szarmaztak (1B abra). A gyiijtott mintdkban a felso

34



frontalis gyrus/paracingularis gyrus arany 80-85% volt, tovabba a mintak nagyobb részt

szlirkedllomanyi és kisebb részt fehérallomanyi részeket tartalmaztak. A disszektalt

szovetmintakat 1,5 ml-es Eppendorf-csovekbe (Eppendorf, Hamburg, Németorszag)

gyujtottiik, és felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A disszekcios eljaras minden 1épése alatt

(szeletelés, lyukasztas) a szovetmintakat fagyasztva tartottuk.

1. tablazat: A kisérletben szereplo kontroll és ongyilkos személyek demografiai adatai.

Poszt-
Kisérleti Kor Klinikai és patologiai
#Donor Nem mortem Halalok
csoport (év) diagnozisok
ido (ora)
akut 1égzési
1 kontroll | férfi | 42 3,5 -
elégtelenség
1égzési és keringési oedema cerebri,
2 kontroll | n6 | 56 6 elégtelenség,  [coarctatio aortae, hepatitis
oedema cerebri alcoholica
nagy kérgi és
3 kontroll | férfi | 50 55 stroke, agyvérzés | szubkortikalis vérzés a
parietalis lebenyben
akut tiid66déma, stilyos
akut ¢relmeszesedés, periférias
4 kontroll | férfi | 68 10 '
szivelégtelenség artérids shunt, bal
koszortér elzarodas
) | cukorbetegség, stroke,
stroke (jobb oldali - _ .
i ) hiperténia, mamma
5 kontroll | né | 75 10 arteria cerebri ‘
) carcinoma, altaldnos
media)
érelmeszesedés
) cardiomyopathia,
stroke (bal oldali -
) ] koszortérelmeszesedés,
arteria cerebri ' . '
6 kontroll | férfi | 64 10 ] hipertonia, 1€gzési és
media), . _
| keringési elégtelenség,
bronchopneumonia
tiidégyulladas
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Poszt-

Kisérleti Kor Klinikai és patologiai
#Donor Nem mortem Halalok
csoport (év) diagnozisok
ido (6ra)
) stroke, infarctus lacunaris
stroke (arteria ) )
] ] multiplex cerebri,
7 kontroll | férfi | 90 4-5 cerebri media et _
) Parkinson-kor, 1égzési és
posterior) S
keringési elégtelenség
. . _|demencia, cukorbetegség,
1égzési és keringési . '
8 kontroll | férfi | 78 10 hipertonia,
elégtelenség )
polyneuropathia
ongyilkos
9 [ongyilkos| né | 48 6-7 (gyogyszer -
tuladagolas)
‘ klinikai ellatas nélkiil a
) ongyilkos
10 |ongyilkos| férfi | 71 1 halalt megel6z6 6
(magasbol leugrott)
honapban
_ ongyilkos (akasztott| klinikai kezelésben nem
11 |ongyilkos| férfi | 48 6 ]
- asphyxia) részesiilt
koros diagnozis: negativ
. (nincs koros jel
ongyilkos (akasztott _
12 |ongyilkos| né | 65 5 ) semmilyen betegségre),
- asphyxia)
klinikai kezelésben nem
részesiilt
ongyilkos (akasztott| klinikai kezelésben nem
13 |ongyilkos| férfi | 31 8 .
- asphyxia) részesiilt
ongyilkos
‘ gyogyszeres kezelés nem
14 |ongyilkos| nd | 49 6 (gyogyszer )
Ismert
taladagolas)
) ongyilkos klinikai kezelésben nem
15 |ongyilkos| férfi | 43 4
(akasztott) részesiilt
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Poszt-
Kisérleti Kor Klinikai és patologiai
#Donor Nem mortem Halalok
csoport (év) diagnozisok
ido (6ra)

) ongyilkos (akasztott| klinikai kezelésben nem
16 |0ongyilkos| férfi | 66 8-10 .
- asphyxia) részesiilt

3.3. RNS szekvenalas és adatfeldolgozas

Szamos hazai ¢és kiilfoldi kollaboracié soran igazolast nyert, hogy az agyi
mikrodisszekciods technikaval rovid posztmortem idejii agyakbol izolalt mintakon sikeres
RNS vizsgélatok végezhet6k, melyek patologids elvaltozasai nagy pontossaggal és
specifikusan kimutathatok (272-275). A begytijtott DMPFC mintakon RNS szekvenalast
hajtottunk végre annak érdekében, hogy meghatarozzuk az ongyilkos viselkedéssel
Osszefiiggd génexpresszids valtozdsokat. A mintak eldkészitését, a szekvenaléasi konyvtar
készitését és az RNS szekvendlast a Pekingi Genomikai Intézet (BGI, Hongkong,
Shenzhen, Kina) végezte. A teljes RNS kinyerést 20 mg poritott agyszoveti mintabol
végezték, majd az RNS szekvenalast egy in. BGISEQ-500 platformon hajtottak végre.
Az RNS koncentraciojat és integritasat Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA) segitségével ellendrizték. Az Osszes generalt nyers
szekvenalasi adatokat a BGI altal kifejlesztett szoftverrel (SOAPnuke 1.5.2) sziirték
aszerint, hogy mely leolvasott szekvencidk tartalmaznak adapter szekvencidkat, mely
szekvencidknal haladja meg az ismeretlen bazisok aranya az 5%-ot, illetve mely
leolvasott szekvencidk mindsége alacsonyabb az elvartnadl. Ezen szekvencidk
kikiiszobolése utan a tiszta leolvasasi adatokat FASTQ formatumu szekvencia tarolo
fajlokban mentették (276). A kovetkezd 1épésben a leolvasott és FASTQ fajlban tarolt
értékeket egy human referenciagenomra (hgl9) képezték le HISAT2 (2.0.4) szoftver
segitségével (277, 278). A referencia génekkel torténd atlagos letérképezési arany a
leolvasott gének esetében 76,12%, a referencia genomra torténd atlagos térképezési arany
91,28% volt. A folyamat utolsé 1€pését, a csoportok kozotti génexpresszids kiillonbségek
RStudio program hasznalataval végeztiik (R program 4.0.4; RStudio 1.4.1106). Ehhez az
adatokat az Rsubread csomag (2.4.3) segitségével importaltuk az RStudio programba. Az

Rsubread hasznéalata megkonnyiti az RNS szekvenalas soran leolvasott adatok elemzését,
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tobbek kozott lehetdséget nyujt a szekvencia leolvasasok mindségének értékelésében és
Osszegzésében is (279). A valtozo mértékben, vagyis differencialtan expresszalodo gének
(DEG-ek) azonositasahoz a DESeq2 csomagot (1.34.0) hasznaltuk (280). A DESeq2
hasznalata el6tt minimalis el6sziirést hajtottunk végre, annak érdekében, hogy megtartsuk
azokat a géneket, amelyeknek legalabb egy olvasott értéke van minden mintaban, igy
elkeriilhetjiik azt, hogy olyan géneket is listdzzunk, melyek akar egy, akar az Osszes
vizsgalt mintaban nem expresszalodnak. A valtozdsok megallapitasahoz szigorabb
szlirési paramétereket alkalmaztunk: a DEG-eket a Benjamini és Hochberg-korrigalt p-
érték (padj<0,05) (281) alapjan azonositottuk, valamint a szignifikans értékek
mértékének jellemzésére a valtozas mértékének (a fold change érték kettes alapu
logaritmusa; log2FC) hatar értékét +1-nél hataroztuk meg. Ez értéken feliil szignifikansan
megnodvekedett vagy lecsokkent expresszioja géneket hataroztunk meg. A szignifikansan
valtozo expresszioji géneket a ggplot2 (3.3.5) R csomag segitségével volcano plot abran
vizualizaltuk. A DEG-ek hierarchikus csoportosuldsat a gplots (3.1.1) R csomag

segitségével elemeztiik.

3.4. Az RNS szekvenalasi adatok bioinformatikai értékelése

Az Ujgeneraciés transzkriptom szekvenalds egy robusztus eszkoz, amelyet a
transzkriptom elemzésére, illetve a genetikai funkciok feltarasara hasznélnak. A moédszer
elényei koziil fontos kiemelni, hogy a transzkriptek mennyiségét képesek vagyunk egy
adott idOpillanatban meghatarozni, igy ezzel a megkdzelitéssel akar kiilonbozd tényezdk
génexpressziora gyakorolt hatdsa is vizsgalhatova valik. Az RNS szekvenalasbol nyert
informaciok elsdsorban egy adott gén aktivitdsarol adnak felvildgositast, ugyanakkor a
génexpresszid szabdlyozasokrol nem nyujtanak bioldgiailag relevans informéciot. Az
RNS szekvenalasi adatok bioinformatikai elemzése azonban lehetdséget nyujt a
bonyolultabb bioldgiai folyamatok és szabdlyoz6 korok vizsgélatara, igy egy adott
patologias elvaltozas bioldgiai folyamatainak funkcionalis leirasa lehetdveé valik.

A bioinfomratikai downstream adatfeldolgozas soran betekintést nyerhetiink
kiilonb6z6 expreszszids kapcsolatokba és olyan funkcionalis dsszefliggésekbe, mint a gén
ontolégia vagy a sejtek jelatviteli tutvonala. Az ilyen jellegli bioinformatikai
adatfeldolgozas sordn azonosithatok az adott patologias elvaltozasban értintett bioldgiai

utvonalak és szabalyozdé halozatok, illetve mas proteomikai vagy metabolomikai
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adatbazisbol szarmazo6 informéciok egyiittes elemzése soran lehetdségiink van fehérje

interakcids és gén ko-expresszids haldzatok rekonstrukcidjara is.

3.4.1. A DEG-ek funkcionalis annotacidja

Gén ontologia (GO) elemzéssel megvizsgaltuk a DEG-eket azok molekularis
funkcidban, sejtes lokalizacidban és biologiai folyamatban vald részvételilk szerint. A
gének ontologiai azonositasa folyaman a szignifikansan feliilreprezentalt (dusult) GO
kategoriakat a gprofiler2 (0.2.0) R csomag felhasznalasaval azonositottuk (FDR-korrigalt
p-érték<0,05). Az elemzés eredményeképpen a legszignifikansabban feliilreprezentalt
kategoriakat 9 f6 csoportba soroltuk. A funkcionalis dusulast kiilon-kiilon végeztik a
lecsokkent és megnovekedett expresszioju, a tovabbiakban fel- és le-regulalt DEG-ek
esetében. A fel-, illetve le-regulalt gének biologiai ttvonalelemzéséhez a Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) és a Reactome adatbazisokat hasznaltuk
(282, 283). A funkcionalisan feliilreprezentalt bioldgiai utvonalakat Manhattan plot dbran
foglaltuk 6ssze, melyet szintén a gprofiler2 programcsomag segitségével készitettiik el.
Database for Annotation, Visualization and Integration Discovery (DAVID) online

program segitségével végeztiik.

3.4.2. A DEG-ek fehérje-fehérje interakcios halozatanak a vizsgalata

A fehérje interakcios haldzat analizisének egyik célja a hub fehérjék azonositasa.
A hub fehérjék olyan fehérjék, amelyek a legmagasabb foku kapcsolattal birnak egy
fehérje interakcios halozatban. A DEG-ek fehérje-fehérje interakcids (PPI) halozatanak
elemzésére és a hub fehérjék azonositasahoz a Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins (STRING) online szoftvert (http://string-db.org) alkalmaztuk (284). A
STRING adatbazis hasznalataval a minimalisan sziikséges 0,4 interakcids pontszammal
rendelkezd géneket valasztottuk ki, a haldzati modell analiziséhez és vizualizalasdhoz
pedig a Cytoscape (3.8.2) grafikus halozatelemzd és megjelenitd programot hasznaltuk
(285). A Cytoscape egy beépiil6 modulja (pugin-ja), a CytoHubba (286) segitségével
értékeltiik ki a PPI halozat legkiemelkeddbb tagjait azok node degree értékeik szerint. A
annotacids Kkifejezésekhez tartozd gén duasulasokat FDR-korrigalt p-érték<0,05

szignifikansnak tekintettiik.
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3.4.3. Gén ko-expresszios halozat analizis

A gén ko-expresszios haldzat szignifikdnsan egylitt expresszalt gének kapcsolatait
tartalmazza. A gén ko-expresszios halozatok vizsgalata lehetdvé teszi olyan gének
azonositasat, amelyeket ugyanaz a transzkripcids szabalyoz6 program iranyit, vagy
amelyek funkciondlisan rokonok vagy géntermékeik egy kozos bioldgiai folyamatban
vesznek részt. Két gén expresszids hasonlosaganak szamszeriisitésére a Pearson-féle
korrelacids egyiitthatd alkalmaztuk, ahol a +1-hez vagy -1-hez kozeli értékek a
legerésebb korrelaciot mutatjak (287). A szamszer(i vizsgalatokat EBSeq R
programcsomag segitségével végeztiik (288). Az analizis soran létrehoztunk egy adat
tablazatot, amely a teljes adatsor statisztikailag szignifikans korrelacids értékeit
tartalmazta minden relevans gén-parra vonatkozoan. Ezt az adat tablazatot a Cytoscape
programban vizualizaltuk. A héalézat elemeit (csucsait) a gének, a génparok kozotti
korrelaciodt az élek hatarozzak meg. A génparok korrelacios értékét és iranyat az €lek
szine és sz¢lessége adta meg. A ko-expresszids haldzat stirlin kapcsolodo elemeinek, mas
néven klasztereinek azonositasara a GLay elemzést hasznaltuk (289). A Glay plugin a
Cytoscape programon beliil génexpresszids halozatok klaszterezésére ¢és a
géncsoportosuldsaik strukturalt és informativ megjelenitésére alkalmas modszer, amely
nagy halozatokra optimalizalt elrendezési algoritmusokat is biztosit. A gén ko-
expresszios halozatok klasztereinek funkciondlis elemzéséhez a ClueGO Cytoscape
alkalmazast hasznaltunk (290). Az egyes annotacios kifejezésekhez tartozd gén
dusulasokat a Bonferroni-korrigalt p-értékeik szerint sziirtikk (p<0,05). A ko-expresszios
klaszterek cstcsainak fontossaganak jellemzésére, igy a hubok azonositasara a maximalis
klikk-centralitas (MCC) algoritmust hasznaltunk (291). A maximal clique vagyis
maximalis klikk a grafelmélet egy klasszikus kombinatorikus optimalizalasi modellje. A
maximalis klikk fogalmat széles korben hasznéaljadk a gén ko-expresszios haldzatok
kapcsolatrendszerének elemzésére. Az MCC a haldzat csucsait (node-ok) a haldzatban
betoltott topologiai fontossaguk szerint rangsorolja. Az MCC értéke egyesiti a csiicsok
helyzetére vonatkoz6 informécidkat a hozza legkdzelebbi szomszéd helyzetére vonatkozo

crer

segitségével végeztiik.
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4.4.4. Betegség-asszocialt elemzés

Az emberi betegségekkel Osszefiiggd jenlegi gének listdja elérhetd tobb
adatbazisban is. Szamos, kiilonboz6 génfunkcios adatbazisokon alapuld analitikai
megkozelitést fejlesztettek ki  bizonyos génkészletek biologiai jelentdségének
megfejtésére. A génkészletek funkcidjanak feltarasara az Over-Representation Analysis
megkozelités gyakran hasznalt modszer (292), amely algoritmusan alapulva szamos
dusitd eszkoz jelent meg, koztiik a betegségek dusitisara kifejlesztett DiSGENET és
Genetic Association Database (GAD) adatbazisok is. A DisGeNET adatbazisrol ismert,
hogy tobb forrasbdl integral kiilonboz6 emberi betegségekhez kothetd géneket (293). A
komplex betegségekben feliilreprezentalt gének azonositasara, a DAVID online
programon  keresztil, a DisGeNET ¢és GAD adatbazisokat hasznaltuk
(https://david.ncifcrf.gov/). A DAVID hatékony programja a génannotaciok és duasult
biologiai folyamatok elemzésének, azonban hasonléan alkalmas Osszetett
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) adatbazisokat hasznalja. A legjelentdsebb 10 le-
, illetve fel-regulalt DEG-eket, valamint a PPI és ko-expresszios haldzatok hub-jait
beimportaltuk a DAVID program keres¢jébe, majd a GAD ¢és DisGeNET adatbazisok
alapjan kapott eredményeket letoltottilk. Annak érdekében, hogy a valtozd gének
listajabol Osszegyljtsilk a depresszidban lehetségesen érintett géneket, a hangulati
rendellenességeket €s a kapcsolodo tarsbetegségeket érintd kategoridkat figyelembe véve

interpretaltuk a relevans talalatokat.

3.5. Az RNS szekvenalasi adatok osszevetése az Allen Human Brain Atlas adatbazis

adataival

Az eltérd sejttipusok valtozatos génkifejez6dési profillal rendelkeznek, ezért
morfologiajuk és funkcidjuk nagymértékben eltér egymastol. Igy a hub gének
funkcionalis vizsgélata soran elengedhetetlen, hogy expresszidjukat a DMPFC
molekularisan meghatarozott altipusaiban is lokalizalni tudjuk. Ennek meghatarozaséara
az Allen Human Brain Atlas (AHBA) transzkriptomikai adatait hasznaltuk. A sejttipus-
specifikus gének kereséshez a Multiple Cortical Area — SMART-seq (2019) adatkészletet
hasznaltuk, amelyet az Allen Institute for Brain Science weboldalarél (www.brain-

map.org) toltottiik le.
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3.6. A valtozé gének expressziéjanak validalasa valés idejii kvantitativ PCR

technikaval

Az RNS szekvenaldsi adatok validalasara 14 depresszioban érintett és/vagy
neuron-specifikus funkciot ellatdé valtozo gének expresszidjat valos idejii kvantitativ
PCR-rel (RT-qPCR) vizsgaltuk. Az eljarast a korabban leirtak szerint végeztiik (294).
Roviden, a teljes RNS-t kortilbeliil 20 mg fagyasztott agyszovetbdl izolaltuk TRIzol
reagens (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) felhasznalasaval. A lizatumokat RNeasy
Mini kit oszlopokon tisztitottuk (Qiagen, Hilden, Németorszag). Az extrahalt RNS
mindségét és mennyiségét NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher
RNaz-mentes vizzel 500 ng/pl-re allitottuk be, majd SuperScript II Reverse Transcriptase
Kit (Invitrogen) segitségével cDNS-t irtunk at. 10-szeres higitas utan a cDNS mintakbol
2,5 pl-t hasznaltunk templatként. A PCR reakciot iTaq DNS-polimerazzal (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA) 12,5 ul 6ssztérfogatban végeztiik a kovetkezéek
szerint: 95 °C 3 percig, majd 38 ciklus 95 °C-on 0,5 percig, 60 °C-on 0,5 percig és 72 °C-
on 1 percig. Az amplifikaciés ciklusok végén a PCR termékek specificitasanak
ellendrzésére leolvastuk az olvadasi hdmérsékletet, illetve az amplifikacids folyamatokat
SYBR Green festékkel (Sigma, St Louis, Missouri, USA) detektaltuk. A PCR reakciokat
egy CFX-96 C1000 Touch Real-Time késziilékben végeztiik (Bio-Rad Laboratories). Az
RT-gPCR-hez hasznalt primereket az Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT,
Coralville, lowa, USA) gyartotta, melyeket 300 nM végs6 koncentracioban hasznaltunk.
A primerek szekvenciainak listdja a 2. tablazatban taldlhat6. Referencia génekként az
béta-aktin (ACTB), gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) és laktat
dehidrogenaz A (LDHA) géneket hasznaltuk, és ezek atlagabol szamitottuk ki a relativ

génexpresszios értekeket 2—AACt modszerrel.

2. tablazat: A dolgozatban hasznalt primerek listdja.

] ] Termék
Cél gén Primer Szekvencia (5' - 3") GeneBank 1D
hossz (bp)
GLUL-forward tgatctccgtggctttggtt
GLUL 302 NM_002065.7
GLUL-reverse tgttttgactccagccctgt
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Termék

Cél gén Primer Szekvencia (5' - 3') GeneBank 1D
hossz (bp)
GJA1-forward tcaagggcgttaaggatc
GJAl J99raTato9eTegy 309 NM_000165.5
GJA1-reverse caaaaggctgtgcatgggag
GRM2-forward aagctgagtgacaagtccc
GRM2 JeigagigacangTeced 307 NM_000839.5
GRM2-reverse cagaacgggtgaacaggaca
GRIK1-forward ttccacacatacagacccgc
GRIK1 374 NM_000830.5
GRIK1-reverse gtactcggtcatcatgccca
GRIK2-forward tacaaacccaggcgtcttctc
GRIK2 283 NM_021956.5
GRIK2-reverse ccaccaaatgcctcccactat
SYT5-forward acaatcagccatcctcgtctg
SYT5 374 NM_003180.3
SYT5-reverse tggacaagcaagggagttctc
NRGN-forward cggagactaggccagaact
NRGN Jgagactaggecagaactd 263 NM_006176.3
NRGN-reverse gtttagggtggggtggagty
ITPKB-forward acaagccttactgcctggag
ITPKB 298 NM_002221.3
ITPKB-reverse ctcccagcetcctgtacctct
AQP1-forward ctatgcgtgctggctacta
AQP1 JelaTgeaioeia 323 NM_198098.3
AQP1-reverse cggcatccaggtcatactcc
ITGB4-forward tccecatctttgetgtcacc
ITGB4 244 NM_000213.5
ITGB4-reverse cggatgtgaaaggacccagt
PRKCH-forward tcaccccttcctcactcagt
PRKCH 279 NM_006255.4
PRKCH-reverse atcccctccttgcacattcc
SLCO2B1-forward | cct cagtgtggataat
SLCO2B1 990962919799 294 NM_007256.4
SLCO2B1-reverse | gcgaggtggggtggtaatag
S100B-forward tctggaagggagggagacaa
S100B 206 NM_006272.3
S100B-reverse tcgtggcaggceagtagtaac
NECAB2-forward | caggatcttggtgccagct
NECAB?2 360 NM_019065.2
NECAB2-reverse | tgtggtcagtgtgggtcatg
Actin-beta-forward | gtgctatccctgtacgectc
ACTB i 271 NM_001101.5
Actin-beta-reverse | tggccatctcttgctcgaag
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] ] Termék
Cél gén Primer Szekvencia (5' - 3') GeneBank 1D
hossz (bp)

GAPDH-forward ccagaacatcatccctge
GAPDH 275 NM_002046.7
GAPDH-reverse gtgggtgtcgctgttgaa

LDHA-forward aggttgtgcatgttgtcc
LDHA 99a0070T9caTo™ 290 NM_005566.4
LDHA-reverse cagtgaaggagccaggaagt

3.7. ANECAB?2 hisztologiai vizsgalata
3.7.1. In situ hibridizaci6

A human DMPFC-bdl reverz transzkipcioval cDNS-t allitottunk eld, melyet
templatként hasznaltunk az in situ hibridizacios probak gyartasahoz. A neuronalis
kalcium-koté fehérje 2 (NECAB2) probakat a kvantitativ PCR soran is hasznalt
primerparok segitségével készitettik (forward: CAGGATCTTGGTGCCAGCT és
reverse: TGTGGTCAGTGTGGGTCATG, GenBank szam: NM_019065.2). A tisztitott
NECAB?2 PCR termékeket ezutan a probara specifikus forward primerszekvenciaval és
egy T7 RNS-polimeraz felismerési helyet tartalmazd reverse primerszekvencidval
sokszorositottuk. Végiil a T7 RNS-polimeraz felismerési szekvenciat tartalmazo cDNS
termékekrol T7 RNS-polimeraz enzim segitségével RNS probakat szintetizaltunk.

Az in situ hibridizacios vizsgalatokhoz két alany frissen fagyasztott DMPFC
agyblokkjat hasznaltuk fel: egyet egy 75 éves kontroll ndi alanytol, akinek jelentdsebb
betegségre utald klinikai jelentései nem voltak, illetve egyet egy 72 éves ongyilkos ndi
alanytol. Kriosztat segitségével sorozatos 12 um vastag koronalis metszeteket vagtunk,
és pozitiv toltésii targylemezekre (Superfrost Plus, Fisher Scientific, Pittsburgh,
Pennsylvania, USA) rogzitettiink. A metszeteket felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A
tovabbi 1épéseket Dobolyi és mtsai. (295) altal korabban leirt eljaras szerint végeztiik.
Roviden, antiszensz [35S] UTP-vel jelolt riboprobakat allitottunk eld a fent leirt DNS
probakbol MAXIscript transzkripcids kit (Ambion, Austin, Texas, USA) segitségével. A
hibridizacidt megel6zden a szoveteket 30 percig RNaz A-val inkubaltuk. A hibridizaciot
¢és mosasokat kovetden a targylemezeket Kodak NTB autoradiografids emulzioba
(Eastman Kodak, Rochester, New York, USA) martottuk majd 4 °C-on 3 hétig taroltuk.
Ezt kovetden a targylemezeket Kodak Dektol eléhivoval, illetve Kodak fixaldval hivtuk

elo.
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3.7.2. Immunhisztologiai vizsgalatok

A NECAB2 fehérje DMPFC-ben valdo eloszlasanak  felmérésére
immunhisztokémiat alkalmaztunk. Az immunjeldléshez egy 62 éves kontroll néi egyén
DMPEFEC agyblokkjat hasznaltuk fel. A metszésre szant, kb. 0,5 cm vastag blokkot 4%-0s
paraformaldehidet tartalmaz6 0,1 M foszfat pufferben (PB) 5 napig fixaltuk. Ezt kovetden
a blokkot 0,1% natrium-azidot tartalmazé PB-ben aztattuk 2 napig, hogy eltavolitsuk a
felesleges paraformaldehidet. Ezutan krioprotekcié céljabol a blokkot 20% szacharozt
tartalmazd PB-ben aztattuk 2 napig. A blokkot fagyasztast kovetéen mikrotom
segitségével 60 pm vastag koronalis metszetekre vagtuk. A metszeteket 0,1% natrium-
azidot tartalmazo PB-ben gytijtottiik 0ssze, és tovabbi feldolgozasig 4 °C-on taroltuk.

A diamino-benzidin (DAB) immunjel6lés soran a fixalt DMPFC szeleteket 3%-
os szarvasmarha szérumalbumin (0,5% Triton X-100 oldatot tartalmaz6 0,1 M PB-ben,
Sigma) pufferben oldott nyul anti-NECAB?2 antitesttel jeloltik (1:250; Thermo Fisher
Scientific). A jelolést 24 oran at szobahémérsékleten végeztiik. Az inkubalast kovetden a
metszeteket 3x10 percig 0,1 M PB-ben mostuk, majd PB-ben oldott biotinilalt
masodlagos antitestben 1 o6ran at (1:1000; Vector Laboratories, Mowry Ave, Newark,
California, USA), majd avidin-biotin-peroxidaz elegyében (1:500; Vector Laboratories)
szintén 1 o6ran at inkubaltuk. Ezutan a jeldlést 0,02% 3,3-DAB-t (Sigma), 0,08%
nikkel(I1)-szulfatot és 0,001% hidrogén-peroxidot tartalmazé 100 mM Trizma pufferben
tettiik lathatova. A metszeteket iiveglemezre huztuk, dehidrataltuk és Cytoseal 60-nal
lefedtiik (Stephens Scientific, Riverdale, New Jersey, USA).

A NECAB?2 kolokalizacidjanak vizsgalatara kettds immunfluoreszcens festést
alkalmaztunk. Az autofluoreszcencia csokkentése érdekében a szoveti metszeteket 70%-
os etanolban oldott 0,15%-0s Sudan Black B-vel kezeltik. Ezt kovetden a metszeteket
3%-0s szarvasmarha szérumalbumin (0,5% Triton X-100 oldatot tartalmazo6 0,1 M PB-
ben, Sigma) pufferben 1 o6ran at blokkoltuk szobahdmérsékleten. A NECAB2
immunjelolést (1:250) fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-tiramid (1:8000), 0,003% H202
és 100 mM Trizma puffer elegyével hivtuk eld. Ezt kdvetden a metszeteket 3x10 percig
0,1 M PB-ben mostuk, majd szintén 3%-0s szarvasmarha szérumalbumint tartalmazo
pufferben (0,5% Triton X-100 0,1 M PB-ben, Sigma) oldott kecske anti-ionizalt kalcium-
koté adaptor molekula-1 (IBA1) (1:500; Abcam, Cambridge, UK) és egér anti-S100
kalcium-koto fehérje (S100) (1:250; Millipore, Molsheim, Franciaorszag) antitestekkel
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24 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten. Inkubalas utan a metszeteket 3x10 percig 0,1
M PB-ben mostuk, ezt kovetden Alexa 594-gyel jelolt szamar anti-kecske/egér
masodlagos antitesttel 2 6ran at (1:500; Vector Laboratories) inkubaltuk. Végiil az 6sszes
fluoreszcensen jelolt metszetet pozitiv toltést targylemezekre (Superfrost Plus, Fisher
Scientific) huztuk és fakulasgatld fedéanyaggal (Prolong Antifade Kit, Thermo Fisher
Scientific) fedtiik.

3.8. A GLP-1R expressziojanak vizsgalata 2-es tipusu cukorbetegekben

Annak megallapitasara, hogy a T2DM betegségben szenvedd személyek GLP-1R
expressziojaban valtozdsok kovetkeznek-e be a hipotalamusz egy meghatarozott

részében, a PVN régidban, kvantitativ expresszios vizsgalatokat végeztiink.
3.8.1. A hipotalamusz paraventrikularis magjanak preparacioja

A hipotalamuszb6l szarmazo6 posztmortem agyszoveti mintakat szintén a Human
Agyszdvet Banktol (Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag) szereztiik be. A

preparalt hipotalamikus mintak a paraventrikuldris magi régioknak felelnek meg (2. abra).

A human hipotalamusz korondlis metszete, amely tartalmazza a preparalt PVN régiot. A

kiserletekhez disszektalt teriiletet fekete téglalap hatarolja. A hipotalamikus metszetet
Levanol-Fast Cyanine 5SRN mddszerrel festettiik, az dbrdn a skdala mérete 2 mm-t jelol.
Roviditések: 3V: harmadik agykamra, f: fornix, Inf: infundibularis mag, PVN:
paraventrikuldris hipotalamikus mag, VMH: ventromedialis hipotalamikus mag, D:

dorsalis, L: lateralis, M: medialis, V: ventralis.
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A mintakat 18 alanybdl gyiijtottik: 9 cukorbetegségben nem szenvedd kontroll
alanybdl (4 n6 és 5 férfi, atlagéletkor 71,143,8 év), és 9 T2DM betegbdl (4 nd és 5 férfi,
atlagéletkor 77,4+2,6 év) (3. tablazat). Klinikai leirasok alapjan a 9 T2DM beteg koziil
ketten metformint (Merckformin vagy Meforal), illetve tovabbi két beteg szulfonilureat,
példaul gliklazidot (Gliclada vagy Diaprel) szedett, azonban a diabéteszes betegek egyike
sem részeslilt GLP-1R agonista kezelésben. A mintakat olyan elhunytakbdl gytijtottiik be,
akiknek a boncoladsa soran a koponyabol torténd agykivétel a halal beéllta utan 1-10 6ra
kozott volt. A kiemelt agyakbol szeleteket készitettiik, melyeket széraz jégen azonnal
lefagyasztottuk, majd a mikrodisszekcidig —80 °C-on taroltuk. A mikrodisszekciohoz
sorozatos korondlis metszeteket vagtunk a diencephalonbdl. Az MNI standard tér
kiindulopontjatol 4,0 mm-re 1évé szakaszokat (269) specialis, 1-2 mm bels6é atmér6jii
tliket hasznalva kilyukasztottuk (270, 271). A disszektalt szoveti mintakat 1,5 ml-es
Eppendorf-csévekbe gytijtottiik, és felhasznalasig -80 °C-on tartottuk.

3. tablazat: A kisérletben szerepld kontroll és diabéteszes személyek demografiai adatai.

Poszt-
Kisérleti Kor Klinikai és patologiai
#Donor Nem mortem Halalok
csoport (év) diagndzisok
id6 (6ra)

akut 1égzési

1 kontroll | nd 72 45 hipertonia
elégtelenség
2 kontroll | férfi | 67 5 tiidéembolia hipertonia
altalanos
3 kontroll | né 81 5 stroke, agyvérzés
érelmeszesedés
hipertonia,
4 kontroll | férfi | 80 2 stroke
koszoruérelmeszesedés
5 kontroll | nd 70 7 stroke hipertonia
stroke, hipertonia,

6 kontroll | férfi | 65 10 ]
bronchopneumonia [koszoraérelmeszesedés

hipertonia,
7 kontroll | nd 95 4 stroke

érelmeszesedés
8 kontroll | férfi 52 8 - kronikus alkoholizmus
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Poszt-
Kisérleti Kor Klinikai és patologiai
#Donor Nem mortem Halalok
csoport (év) diagnozisok
ido (6ra)

1égzési és keringési

9 kontroll | férfi | 66 9 stroke
elégtelenség
1égzési elégtelenség,
10 | T2DM | né 69 3 stroke ' .
hipertonia
pneumonia, 1égzés
11 T2DM | férfi | 67 10 és keringési nyombeélfekély
elégtelenség
altalanos
12 T2DM nd 75 10 stroke érelmeszesedés,
mamma carcinoma
hipertonia,
13 T2DM | férfi | 79 6 stroke ) )
cardiomyopathia
1égzési és keringési
elégtelenség,
14 T2DM | nd 92 4 oedema cerebri érelmeszesedés,
veseelégtelenseég,
hipertonia
stroke, oedema hipertonia, prostata
15 T2DM | férfi | 74 3 ) )
cerebri carcinoma
hipertonia,
16 T2DM | nd 85 8 stroke
érelmeszesedés
stroke, 1égzési és
elhizas,
17 T2DM | férfi | 79 10 keringési ]
polyneuropathia
elégtelenség
kronikus alkoholizmus,
stroke,
18 T2DM | férfi | 77 55 1égzési és keringési

bronchopneumonia
elégtelenség
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3.8.2. RNS extrakcié és RT-qPCR analizis

A szoveti mintdk feldolgozasa és a mintakbol torténd RNS extrakcid a 4.6.
pontban leirtaknak megfelelden tortént. A RT-qPCR analizishez hasznalt primereket az
IDT gyartotta, melyeket 300 nM végsO koncentracioban hasznaltuk. Az analizis soran
hasznalt GLP-1R primerpar a kovetkez6: forward CCCCAGACACATTCTCCTGT és
reverse AGCAAATAAGGGGTGCCTTT. A bels6é kontroll gének, mint az ACTB,
GAPDH ¢s LDHA primer szekvenciai a 2. tablazatban lathatok. A relativ génexpresszios
értékeket a GLP-1R és a housekeeping gének atlag expressziojanak aranyabol 2—AACt

modszerrel szamoltuk ki.

3.8.3. Fehérje extrakcio

Az RNS extrakcid utdn visszamaradt frakciobol totdl fehérjét izolaltunk a
korabban leirtak szerint (296). Roviden, a DNS kicsapasa utan a fehérjék denaturalasat
izopropanol hozzaadasaval végeztik. A fehérje csapadékot kétszer mostuk 95%-0S
etanolban oldott guanidin-hidrokloriddal (0,3 M), majd a fehérjecsapadékot vakuum
technikaval szaritottuk. A szaraz fehérje csapadékokat protedz inhibitorokkal kiegészitett
1%-0s natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldatban oldottuk fel. A fehérje koncentraciot BCA
kit (Sigma) segitségével hataroztuk meg, ahol standard higitasi sorhoz szarvasmarha

szérumalbumint (Sigma) hasznaltunk.

3.8.4. Western blot analizis

A Western blot vizsgalathoz 20 pg total fehérjét hasznaltunk a PVN mintakbol. A
lizatumokat 15%-0s SDS-poliakrilamid gélben szeparaltuk, majd a futtatds utdn a
fehérjéket nitro-celluléz membranra blottoltuk at (Bio-Rad Laboratories). Az aspecifikus
kotések elkeriilése érdekében a membrant 5% sovany tejport tartalmazd Tween-Tris-
pufferelt sdoldatban blokkoltuk (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH=7,6).
A primer antitestes jeloléshez egér anti-GLP-1R antitestet (1:500; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) és egér anti-béta-aktin antitestet (1:10000;
Sigma) hasznaltunk, az inkubalast egy ¢éjszakan at 4 °C-on végeztik. A GLP-1R
antitesteket anti-nyul (1:2000; Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania,
USA), a béta-aktin antitesteket pedig anti-egér (1:2000; Jackson ImmunoResearch,)

torma-peroxidazzal konjugalt masodlagos antitestekkel jeloltiik (1 o6ra inkubacids 1d6
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szobahdmérsékleten). A jelolédést Gel Doc XR+ képalkoté rendszerrel (Bio-Rad
Laboratories) vizualizaltuk Clarity Western ECL el6hivo oldatot hasznalva (Bio-Rad
Laboratories). A jelolt fehérjék molekulatomegét Spectra™ Multicolour High Range

fehérje 1étra (Thermo Scientific) segitségével ellendriztiik.

3.9. Mikroszképia

A DAB-al, illetve a fluoreszcensen immunjel6lt metszeteket Olympus BX60
epifluoreszcens fénymikroszképpal vizsgaltuk. A képeket 2048x2048 pixeles
felbontasban rogzitettilk SPOT Xplorer digitalis CCD kamera (Diagnostic Instruments,
Sterling Heights, Michigan, USA) segitségével. A sotét latomezds képek nagyitashoz 4x-
es objektivet, mig a vilagos latdmezdés képek nagyitdsdhoz 4-40x-es objektivet
hasznaltunk. A tobbszords fluoreszcens jelet tartalmazo metszetek képrogzitéséhez Zeiss
LSM 70 tipust 1ézerkonfokalis pasztazé mikroszkopot hasznaltunk, ahol a nagyitashoz
40-63x-0s objektivet alkalmaztunk. A varikozitdsok vizsgalhatosaga érdekében a
felvételeket 1 pm optikai szeletvastagsag mellett készitettiikk. A képek kontrasztjat és

¢lességét Adobe Photoshop CS 8.0 program segitségével allitottuk be.

3.10. Statisztikai analizis

A demografiai adatokat a Khi-négyzet teszt vagy Welch t-teszt (p<0,05)
segitségével hasonlitottuk Ossze. A volcano plot és heatmap abrakat az R program
segitségével készitettiikk (https://www.r-project.org/). Az RT-qgPCR és Western blot
eredmények kvantitativ kiértékelését a GraphPad Prism 8.0.1 szoftver (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, USA) segitségével végeztiik. A csoportok normalis
eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel, a két csoport értékeinek dsszehasonlitasat pedig Welch
t-teszttel vizsgaltuk. Abban az esetben, ha az adatok nem normal eloszlast mutattak, az
Osszehasonlitdst a nem-paraméteres Mann-Whitney  U-teszttel végeztik. A
kiilonbségeket statisztikailag szignifikansnak vettiik, ha a p-érték 0,05-nél kisebb volt. Az
adatokat az atlag + SEM formajaban adtuk meg.
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4, EREDMENYEK

4.1. Ongyilkos személyek DMPFC mintdinak transzkriptomikai vizsgialata RNS

szekvenalassal
4.1.1. A minta adatok elemzése

Eredményeink értelmezéséhez elengedhetetlen a mintak szaménak és a csoportok
demografiai adatainak dsszehasonlitasa (3. dbra). A demografiai adatokat 6sszehasonlitva
az atlag ¢letkor (3A ébra), a nemek aranya (3B ébra) és a posztmortem id6 (PMI; 3C abra)

nem mutatott kimutathaté kiillonbséget az 6ngyilkos €s a kontroll csoportok kozatt.

A Kor B Nem p0so € Posutmortem id (pvI)
,5
e . p=0.1 1 = né 15 p=0,25
80 £ s m férfi
- g 10 .
40 . L] Z 4 o %
[ ] =] 5
20 S 2 .
w
n n
Kontroll Ongyilkos Kontroll Ongyilkos Kontroll Ongyilkos

3. abra: A mintdk atlagéletkoranak, a nemek aranyanak és a PMI ésszehasonlitasa a
kontroll (n=8) és az ongyilkos (n=38) csoportok kozott. Az 6sszehasonlitas sordan egyik
kovarians esetében sem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott

(életkor: p=0,1; nemek aranya: p=0,59; PMI: p=0,25).

A szekvenalas soran atlagosan 62,9+3,6 megabazis (Mb) teljes nyers leolvasast
generaltunk a mintdkbodl (4. tdblazat). A nem megfeleld mindségli, adapter és/vagy
ismeretlen szekvenciakat tartalmazo leolvasasokat nem vettiik figyelembe a downstream
elemzés soran. Az atlagos tiszta leolvasasi arany 91,9+0,5%, a referencia genommal valo
atlagos leképezési arany pedig 91,3+0,8% volt, ami a posztmortem huméan mintdk jo
mindségli konyvtarépitési és szekvenalasi adatait tiikrozi (4. tdblazat). Az atlagos
leképezési arany a referencia génekkel 76,1+2,9% volt (4. tablazat). Osszesen 29 791 gént
azonositottunk, amelybdl 28 088 volt ismert. A leolvasott szekvenciak (fragmentumok)
koriilbeliil 67%-a fehérjét kodold géneknek volt tulajdonithatd. A fennmarado
fragmensek mas RNS-osztalyoknak tulajdonithatok, beleértve a hosszu intergénikus
szakaszokat, nem kodoldé RNS-eket, pszeudogéneket, stb. Ezek a magas illesztési
szazalékok mind arra utalnak, hogy a szekvendldsi adatok alkalmasak tovéabbi

downstream elemzésre.

51



4, tablazat: A szekvendlas mindségi és géntérképezési adatai.

Teljes Teljes ) ) Teljes
] Tiszta Teljes
nyers tiszta leképezés
Mintak leolvasas leképezés
leolvasas | leolvasas aranya a
aranya (%) | aranya (%)

(Mb) (Mb) génekre (%)
Kontroll_1 74,2 67,04 90,36 94,04 89,8
Kontroll_2 75,78 68,31 90,14 93,28 87,9
Kontroll_3 37,53 33,71 89,83 91,63 75,2
Kontroll_4 49,23 46,85 95,15 90,57 74,9
Kontroll_5 56,51 50,2 88,82 90,86 81,2
Kontroll_6 58,45 52,75 90,25 91,26 83,2
Kontroll_7 71,61 66,66 931 89,88 68,2
Kontroll_8 75,2 70,3 93,49 93,57 82,8
Ongyilkos_1 72,24 66,92 92,64 92,34 75,2
Ongyilkos 2 37,18 34,31 92,29 91,75 72,9
Ongyilkos 3 75,2 70,26 93,43 90,35 66,1
Ongyilkos 4 61,23 55,19 90,14 89,53 67,5
Ongyilkos_5 41,98 37,87 90,21 80,85 41,8
Ongyilkos_6 72,69 68,14 93,74 93,76 87,6
Ongyilkos 7 72,69 67,83 93,32 93,17 80,2
Ongyilkos_8 74,79 69,53 92,96 93,58 83,4

4.1.2. Az ongyilkos és kontroll csoportok kézotti DEG-ek azonositasa

Az valtoz6 génexpresszid elemzés elsd 1épése a mintak altalanos hasonldsaganak
felmérése, amely megadja, hogy mely mintdk hasonlitanak egymashoz, melyek
kiilonboznek egymastodl, illetve megfelelnek-e a kisérlet tervében megfogalmazott
elvardsoknak. Az egyes génexpresszids profilok kozotti hasonldosdg meghatarozasara
tobbféle modszert hasznéalhatunk, példdul a Pearson korrelaciot, Euklideszi tavolsagot,
Manhattan tavolsagot, stb. A mintak k6zotti hasonlosag mértékét a mintak génexpresszios
tulajdonsagaik kozotti korrelacio alapjan felépitett hierarchikus fakon (dendogramokon)

abrazolhatjuk (4. 4bra).
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4. abra: A kontroll és ongyilkos csoportok kozotti génexpresszio elemzeése. (A) A kontroll
és ongyilkos mintdk hierarchikus klaszteranalizise a mintak kozotti euklideszi tavolsag
alapjan. Az abran hierarchikus fa (dendogram) szemlélteti a mintak kozotti
hasonlosagokat és eltéréseket, amelyeket a mintakbol szarmazo expresszios adatok rlog
expresszios hasonlosaganak hierarchikus hétérkép (Heatmap) analizise Pearson
korrelacioval. A hotérkép klaszteranalizis soran a mintakat és geneket hasonlo
expresszios tulajdonsaguk szerint csoportositottuk. Az x tengely mentén a hasonlo
expresszios tulajdonsagokkal rendelkezo mintdk hierarchikus csoportokba rendezodnek,
mig az y tengelyen ugyanez figyelheté meg a hasonlo expresszioju gének esetében. A
hotérkép 500 fehérjét kodolo gén expressziojat reprezentdlja, amelyek hasonlosagat a bal
oldali dendogram szemlélteti. A hotérképen szereplé géneket a mintik kozotti
variabilitasuk alapjan vailasztottuk ki. A hétérkép szine (Color Key) a logl0 transzformalt
génexpresszio mértékét adja meg, ahol a kék az alacsonyan expresszalodo, a fekete a

kézepesen, mig a sarga a magasan expresszalodo géneket jeloli.

Vizsgalataink soran a mintak hasonlosagénak jellemzésére két modszert, az Euklideszi
tavolsagot (4A é&bra) és a Pearson korrelacidt (4B éabra) hasznaltuk. A kontroll és
ongyilkos mintdk hierarchikus klaszteranalizisét mind a differencialtan expresszalodo
gének felhasznalasaval végeztiik. Vizsgalataink alapjan az Ongyilkos mintak jol
elkiilontiltek 5 kontrolltol, de tovabbi 3 kontrolltol kisebb mértékii volt az elkiiloniilés
(4A és B abra).

Miutan megkaptuk az egyes génekhez tartozo leolvasdsokat, az Ongyilkos
aldozatok génexpresszidjanak elemzésére DESeq2 modszert hasznaltunk. Ez a mddszer
statisztikai probak segitségével képes szlirni a valddi valtozasokat egy adott rendszeren
beliil. A DMPFC-ben 19692 fehérjét kodold gén expresszidjat detektaltuk, amelyek koziil
1400 eltérden expresszalodott a kontroll és ongyilkos csoportok kozott. A DEG-ek koziil

1262 gén expresszidja lecsokkent, mig 138 gén expresszidja megndvekedett (5. abra).
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5. dbra: Az RNS szekvendlasi eredmények elemzése és bemutatasa volcano plot abran.
Az adatok elemzése soran a statisztikai adatsziirés paraméterei az alabbiak voltak: az
ongyilkos csoportban a kontroll csoporthoz képest legalabb kétszeres expresszio
novekedés vagy csokkenés (log2FC>=x1), amely expresszio valtozds statisztikailag
szignifikans (Benjamini és Hochberg tobbszords hipotézis korrigalt p-érték [padj]<0,05).
Az dabran az x tengely a gének expressziojanak valtozasat (log2FC), mig az y tengely a
valtozas erdsségét mutatja meg (-logl0[padj]). Minden pont egy gént jeldl: a kék és piros
pontok azokat a DEG-ket jelolik, amelyek megfeleltek a szelekcios kritériumoknak
(log2FC>1 vagy <-1, illetve padj<0,05). A fel-regulalt gének piros, mig az le-regulalt
gének kék szinnel vannak jelolve, tovibba a szignifikansan nem valtozo gének sziirkék az

abran. A 29 legkiemelkedobb gén neve meg lett jelenitve az abran.
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4.1.3. A DEG-ek funkcionalis annotacidja és osztalyozasa

Annak megértésére, hogy a DMPFC valtoz6 génjei hogyan kapcsolédnak az
konzorcium adatbazisa egy atfogod, naprakész biologiai adatbazis, amelyet forrasként
hasznalnak a kdédold és nem kodold gének jelenlegi tudomanyos jellemzésére. A GO
hasznalataval informaciot kapunk a génekrdl kifejez6do fehérjék bioldgiai folyamatairol,
esetében a modszer célja a feliilreprezentalt génfunkciok felderitése. Az 5. tdblazat a 10
legfobb le- és fel-regulalt DEG-eket mutatja. A 3 legintenzivebben csokkent expresszioji
gén a kolonia-stimuldlo faktor 3 (CSF3), interleukin 1 receptor 2-es tipus (IL1R2) és
citokin jelatvitel szuppresszor 3 (SOCS3). Mindharom gén kritikus szerepet jatszik a
gyulladasos folyamatokban. A 3 legintenzivebben ndvekedett expresszioju gén a purinerg
receptor P2X 2 (P2RX2), a Na+/K+ transzport ATP-az alfa alegység (ATP4A) és egy
jelenleg karakterizalatlan fehérjét kodold gén, a LOC101059915. A P2RX2 és az ATP4A
a plazmamembranban helyezkedik el, tovdbbad mindkettdnek szerepe van az ATP

megkotésében és az iontranszportban is (5. tablazat).

5. tablazat: A tablazat a legfelsé 10 le-, illetve fel-reguldlt DEG-eket és bioldgiai
funkciojukat szemlélteti. A felsorolt géneket azok kiemelkedo log2FC értékeik szerint

listaztuk.
Gén Megnevezés log2FC | p-érték Biolégiai funkcié
kolonia-stimulalo citokin stimulusra
CSF3 -7,67 | 5,84E-08 _
faktor 3 adott cellularis valasz
interleukin 1 o
citokin-kozvetitett
IL1IR2 receptor 2-es -5,18 | 1,74E-05 _ o
& jelatviteli Gitvonal
8 tipus
o0
= S citokin-kozvetitett
E citokin jelatvilel ' o
N SOCS3 -5,05 | 1,81E-09 jelatviteli utvonal
5 szuppresszor 3
= szabalyozasa
_ _ interleukin-33-
interleukin 1
ILIRL1 -4,95 | 2,66E-04 | kozvetitett jelatviteli
receptor szerli 1
utvonal
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Gén Megnevezés log2FC | p-érték Bioldgiai funkcio
szerin-tipust
endopeptiddz

transzmembran
TMPRSS4 . -481 | 5,66E-04 aktivités, fehérje
szerin proteaz 4
metabolizaciods
folyamatok
ZAN zonadhezin -4,57 | 1,01E-04 sejt adhézo
mitokondrialisan
kodolt NADH-
o mitokondrialis
MT-ND6 ubikinon -4,46 | 5,71E-08
' elektron transzport
oxidoreduktaz
a4
% lanc alegység 6
%ﬂ interleukin-6-
?E() IL6 interleukin-6 -4,26 | 2,89E-04 | kozvetitett jelatviteli
E utvonal
szerin-tipusu
endopeptidaz
serpin A csalad 3
SERPINA3 . -4,16 | 3,80E-09 aktivitas, fehérje
ag
metabolizaciods
folyamatok
mitokondrialisan
kédolt NADH-
o mitokondrialis
MT-ND5 ubikinon -4,05 | 6,08E-07
elektron transzport
oxidoreduktaz
lanc alegység 5
é extracellularisan ATP-
O
o0 P2X purinerg kapuzott kation
= P2RX2 3,01 | 6,80E-06 o
2, receptor 2 csatorna aktivitas, ion
]
= transzport
&
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fehérje

Gén Megnevezés log2FC | p-érték Bioldgiai funkcio
Na+/K+ kalium:proton cseréld
ATP4A | transzport ATP-az | 2,39 | 6,78E-05 | ATPaz aktivitas, ion
alfa alegység transzport
X kromoszéma AT-hook-tartalmu
LOC101059 )
e open reading 2,28 | 1,42E-04 | transzkripcids faktor-
frame 49-szerti szer(l aktivitas
GTPaz aktivator
TBCI1 domén
TBC1D26 2,09 | 1,42E-04 aktivitas, fehérje
csalad 26 tag
transzport
GTPaz aktivator
TBC1 domén o .
TBC1D3G 2,05 9,35E-06 aktivitas, fehérje
csalad 3G tag
iV transzport
£
;0 protein C, az Va poszttranszlacios
‘S
E) ¢és VlIlla alvadasi fehérje modositas,
9) PROC 1,97 | 2,03E-03 ]
= faktorok vezikula-kozvetitett
inaktivatora transzport
6-0s kromoszoéma
) karakterizalatlan
C6orf141 open reading 1,84 | 7,70E-03 '
fehérje
frame 141
neuropeptid hormon
CART
CARTPT ) 1,82 | 1,99E-03 aktivitas, fehérje
prepropeptid
szekrécio szabalyozas
o citoszkeleton
LOR loricrin 1,80 | 6,17E-04 )
szerkezeti eleme
mesothelin-szert
MSLNL 1,70 | 2,19E-03 sejt adhézio
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A funkcionalis annoticidk sordn azonositani tudjuk azokat az ontologiai
terminusokat és bioldgiai Utvonalakat, amelyek a véletlennél nagyobb mértékben
dusulnak a vizsgalt génlistdban, igy a géneket egy konnyebben értelmezhetd utvonalak
kisebb listajaként foglalja Ossze. A le- ¢és fel-regulalt génlistdk clemzése soran
szignifikans kiilonbségeket azonositottunk olyan funkciondlis Gtvonalakban, amelyekben
tobb mint 500 le-regulalt, illetve 37 fel-regulalt gén érintett. A biologiai folyamat, a
molekularis funkcio és a sejtkomponens kategoriakon beliil a 3 legszignifikansabban
dusult GO terminusok a le-regulalt gének esetében a sejtfelszini receptor jelatviteli
utvonalhoz (GO:0007166) és a fehérje kotddéshez (GO:0019838) kapcsolodd gének
felillreprezentalodtak, mig a fel-regulalt gének korében a szinaptikus jelatviteli
utvonalhoz (GO:0099536) és a natriumcsatorna-aktivitdshoz (GO:0005272) tartozd
gének az Ongyilkosok DMPFC-ben (6A abra). A valtozo gének tovabbi elemzése
érdekében a KEGG ¢és a Reactome adatbazisok hasznalataval listaztuk azokat a
szignifikansan dusult biologiai utakat, amelyek a depresszié vagy Ongyilkossag
patomechnizmusdban potencidlisan részt vehetnek. A 3 legszignifikansabban dusult
KEGG ¢s Reactome ttvonal a 6B 4bran lathato.

Osszesen 23 szignifikdnsan dusult és lefel¢ szabalyozott KEGG utvonalat és 25
szignifikansan dusult és lefelé szabalyozott Reactome ttvonalat azonositottunk, mig 1
szignifikansan dusult és felfelé szabalyozott KEGG utvonalat, illetve 2 szignifikdnsan
dasult és felfelé¢ szabalyozott Reactome utvonalat taldltunk (p<0,05) (Tablazatot az
adatok terjedelme miatt nem tudunk bemutatni, a részleteket lasd a publikalt cikkiink 2.
kiegészitd fajljaban (297)).
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6. abra: A DEG-ek funkcionalis annotacioja. (A) A 9 legszignifikansabban
feliilreprezentalt le- és fel-regulalt génekhez kapcsolodo GO terminusokat oszlop
diagrammon dbrazoltuk. A diagram minden egyes GO terminushoz megadja az
adathalmazban 1évé annotalt gének szamat és a dusulds szignifikanciajat (-log10[p-
erték]). A szinkod aranyos a harom ontologiai osztdllyal. (B) A KEGG és Reactome

adatbazis elemzések soran a felfelé és lefelé szabalyozott gének 3 legszignifikansabban
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erer

gének aranyat jelenti, amely a valtozo gének és az adott utvonal teljes annotalt génjeinek
az aranyat adja meg. Az y tengely a biologiai utvonalak terminusait tartalmazza. Minél
nagyobb az x tengely értéke, annal jelentosebb a gének dusuldasa. A kor mérete az egyes
dusult utvonalakhoz tartozo DEG-ek szamat jelzi, mig a kér szine a dusulas mértékét (-

log10[p-érték]) adja meg.

4.2. A DEG-ek kozotti fehérjekapcsolat vizsgalata és a hub fehérjék azonositasa

A STRING adatbazis segitségével nem iranyitott interakcios halozatokat
alkottunk kiilon a le- és fel-reguldlt DEG-ek altal kodolt fehérjékbdl, amelyek
kapcsolatrendszerének szemléletes megjelenitésére, illetve tovabbi haldzati analizis
céljabol atvittiink a Cytoscape szoftverbe (v3.8.2). A PPI haldzat analizisének egyik
lehetdsége a kiemelkedd fontossaggal is bird6 hub fehérjék azonositdsa. A
legkiemelked6ébb hub fehérjék analizisét a cytoHubba beépiildé modul segitségével
végeztik. A 7A és C édbran a 10 legnagyobb fokszamu le- és fel-regulalt hub fehérjék
lathatok. A le-regulalt hubok funkcidjanak analizise sordn megfigyeltiik, hogy ezek a
fehérjék kiemelkedd szerepet jatszanak az asztrocita differenciacidban €s a gyulladésos
folyamatokban (7B 4ébra). A fel-regulalt hubok zOmében a membranpotencial
szabalyozasaban vesznek részt, illetve a fehérjék tobbsége a szinapszisokban taldlhato
(7D abra). Az AHBA adatbézis adatai alapjan a legtobb leszabalyozott hub fehérje
bdségesen expresszalodik asztrocitdkban, mig a 10 legkiemelkedébb fel-regulalt hub
fehérjék a serkentd és gatld neuronokban expresszalédnak, de expressziojuk

megfigyelhetd az oligodendrocitdkban is.
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7. abra: Az RNS szekvendlas alapjan szignifikansan valtozo DEG-ek PPI halozatanak 10
legkiemelkeddbb le- és fel-reguldlt hub fehérjéje és azok bioldgiai annotdcioja. (A, C) A
le- és fel-requldlt PPI hadlozatok 10 legkiemelkeddbb hub fehérjéjét a CytoHubba plugin
segitségével azonositottuk. (A) A csékkent expresszioju gének 10 legnagyobb fokszammal
rendelkezé hub-jai, (C) az emelkedett expresszioju gének 10 legnagyobb fokszammal
rendelkezé hub-jai lathatéak. Minél mélyebb arnyalatu (pirosabb) a csiucsok szine, anndl
nagyobb a csicsok fokszama. (B, D) A top hub fehérjék GO és KEGG bioldgiai utvonal
analizisét stringApp segitségével végeztiik. A (B) a 10 legnagyobb fokszamu csokkent
expresszioju hubok feliilreprezentalt GO és biologiai uitvonal annotdciojat, mig a (D) a
10 legnagyobb fokszamu emelkedett expresszioju hubok feliilreprezentalt GO és biologiai
utvonal annotaciojat szemlélteti. A grafikonokon az y tengely a dusult GO és biologiai
utvonalakat, az X-tengely pedig a dusulds szignifikancidjat adja meg (-10g10 [p-érték]),
amelyet szinkoddal is jeloltiink. Minden oszlop mellet megtaldlhato az annotdlt gének

szama.
4.3. A DEG-ek ko-expresszios halozat analizise és a halozaton beliili hub gének
azonositasa

A gén ko-expresszios haldzat analizist a génexpresszids profilok és fenotipusok
kozotti Osszefliggések feltarasara hasznaltuk. Tovabba a valtozo gének ko-expresszios

halozatelemzésén tul meghataroztuk az oOngyilkos viselkedés hatterében htzodo
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patomechanizmusokat és kulcsfontossagu géneket. Két fliggetlen ko-expresszios
halézatot alkottunk a le- és fel-regulalt gének szamdara, hogy azonositsuk a le- ¢és
felregulalt gének kozotti modularis kapcsolatokat. A két gén kozotti ko-expresszid
mértékét a hagyomanyos Pearson-féle korrelacids egyiitthato felhasznéalasaval végeztiik.
megbizhatdsdganak novelése érdekében szigorti paramétereket hatdroztunk meg: csak
azokat a génparokat tekintettiilk erésen és szignifikdnsan ko-expresszaltnak, amelyek
Pearson-korrelacioja >0,9 és a korrelacio p-értéke <0,01 volt.

A le-regulalt DEG-ek ko-expresszios halozatanak elemzése soran a gének 56%-a
(710 gén) mutatott szignifikdns korreldciot, amelyek 21 funkcionalis klasztert alkottak.
Az elsd klasztert olyan szignifikdnsan feliilreprezentdlt ¢és hasonld expresszidval
rendelkezé gének alkotjak, melyek tobbsége dsszehangolt modon vesznek részt az idegi
prekurzorsejt  proliferacid szabalyozasaban (GO:2000179) vagy az asztrocita
differenciacioban (GO:0048708). A masodik klaszter génjeinek tobbsége az epitelialis
sejt differenciacio (GO:0030856) vagy az interferon-béta termelés szabalyozasaban
(G0O:0032648), mig a harmadik klaszterhez tartozd gének tobbsége a védekezd valasz
negativ szabalyozasaban (GO:0031348), illetve az I-es tipust interferon szignalizacioban
(GO:0060337) vesznek részt (az adatok terjedelme miatt a teljes tablazatot lasd megjelent
cikkiink 5. kiegészitd fajljaban (297)).

A fel-regulalt DEG-ek ko-expresszios halozatanak elemzése soran a gének 70%-
a (97 gén) mutatott szignifikans korrelaciot, amelyek géncsoportosulasanak vizsgalatakor
6 kiillonbozé klasztert azonositottunk. Az elsé klaszter génjei szignifikdnsan
fellilreprezentalodtak a neurotranszmitter receptor internalizaciot (GO:0099590) és a
biotin metabolizmust (GO:0006768) érintd folyamatokban. A masodik klaszter génjei
olyan biologiai folyamatokban érintettek, mint a natriumcsatorna aktivitas (GO:0005272)
vagy a neuropeptid hormon aktivitds (GO:0005184). A harmadik klasztert alkotd gének
tobbsége a NADPH oxidaz komplex (oxidativ stressz) (GO:0043020) vagy az aromataz
aktivitas (0sztrogén szintézis) (GO:0070330) biologiai folyamatokban vesznek részt (lasd
megjelent cikkiink 5. kiegészit6 fajljaban (297)).

A Cytoscape egyik beépiil6 moduljaval a CytoHubba-val elemeztiik a le- és fel-
regulalt kKo-expresszios halozatok legkiemelkeddbb hub-jait azok MCC értékeik alapjan
(8A ¢és B abra).
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8. dbra: A le- és fel-regulalt gén ko-expresszios halozatok hub analizise. A valtozo gének
ko-expresszios halozatanak legkiemelkeddbb hub génjeit azok MCC értékeik alapjan
rangsoroltuk a CytoHubba beépiilo modul segitségével. (A) a csokkent expresszioju gének

ko-expresszios halozatanak 10 kiemelkedd hub-jat, (B) pedig az emelkedett expresszioju
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gének Ko-expresszios halozatanak 10 kiemelkedd hub-jat mutatja be. A csucsok szine a
hozzdjuk tartozo centralitas fokat tiikrozik, azaz minél mélyebb drnyalatu (pirosabb) a
szin, anndl nagyobb a csucsok MCC értéke. (C) A hub gének fehérje interakcios
halozatanak elemzését a STRING online adatbazis segitségével végeztiik. A kék kor a le-
reguldlt hubok interakcios halozatdat jeloli, mig a piros kor a fel-regulalt hubok fehérje
kolcsonhatasat jelzi. (D) Az oszlopdabra a le- és fel-regulalt hub gének feliilreprezentalt

crer

crer

biolégiai utvonalakat, az x-tengely pedig a dusulds szignifikancidjat adja meg (-log10 [p-
ertek]). Minden oszlop mellett megtaldlhato az annotdlt gének szama, a szinkod pedig

aranyos az ontologiai kategoriakkal.

A 10 le- és fel-regulalt hub gén fehérje interakciés haldozatanak elemzése soran
megfigyeltiik, hogy a le-regulalt gének koziil kettd, a Musashi-2 (MSI2) és az alpha-1-
syntrophin (SNTAL1), illetve a fel-regulalt gének koziil négy, a calcyon neuron specifikus
vezikularis protein (CALY), a kolecisztokinin (CCK), a gamma-amino-vajsav A tipusu
receptor delta alegység (GABRD) és az aktin-szerli fehérje 6B (ACTL6B) gének
fehérjetermékei funkcionalis és fizikai kapcsolatban allnak egymassal (8C abra). A hub
gének GO és Reactome utvonalak disulési analizise soran olyan neurondlis fejlodési
folyamatokhoz kapcsolodo feliilreprezentalt folyamatokat azonositottunk, mint az aktin
filamentum szervezddés, a neuron differenciaci6 vagy az anterograd axonalis transzport
(8D 4abra). Az annotédciés eredményeinkhez hasonléan a top hub gének AHBA
adatbazisban torténd sejttipus fiiggésének elemzése alapjan a legtobb le-regulalt hub gén
asztrocitdkban, mig a fel-regulalt hubok serkentd ¢és gatldo neuronokban, illetve

oligodendrocitdkban expresszalodnak.

4.4. Depresszioban érintett gének azonositasa

Mivel kiilonosen fontosnak tartottuk, hogy a legszignifikdnsabban valtozé DEG-
ek, illetve génexpresszids halozatok hub génjeinek €és a komplex human betegségek
kozotti 0sszefiiggéseket megvizsgaljuk, ezért a DEG-ek koziil a top 10 le- és fel-regulalt
géneket, valamint a PPI és ko-expresszios halozatok legjelentdsebb 10 le- és fel-regulalt
hub-jait (6sszesen 56 gén) két human genetikai asszociacios adatbazis, a DisGeNET és a

GAD annotacios eljarasaval vizsgaltuk meg. A modszer alkalmazaséaval célunk az volt,
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hogy azonositani tudjuk a valtozo gének alapjan szignifikdnsan dasult betegségeket. A
DisGeNET adatbézisban talalhaté informéciok a tudomanyos kisérleti adatok értelmezése
soran szakértdk altal Osszedllitott adatbazisokbol szarmaznak (pl. Osszehasonlitd
Toxikogenomikai adatbazis (CDT), UniProt adatbazis, Patkany Genom adatbazis (RGD),
Egér Genom Adatbazis (MGD)), de a tudoményos irodalombdl kiilonb6zo
szOvegbanyaszati vagy kézi-kvalitativ elemzés altal nyert adatokat is tartalmazza.
Hasonlé szovegbanyaszati eljarassal Genome Wide Association vizsgalatokbol (GWAS)
szarmazo6 adatokat gytijt a GAD adatbazis.

A DisGeNET adatbazis elemzés soran szamos szignifikansan dasult betegséget
azonositottunk (p<0,05), koziiliik a vizsgalt gének koziil 15 gén szignifikdnsan duasult
depresszios zavarban és skizofrénidban (6. tablazat). A GAD adatbazisban valo keresés
alapjan tobb depresszios zavarral komorbid disult betegséget azonositottunk (6. tablazat).
A pszichidtriai rendellenességek mellett szamos komorbid betegség, mint az
alkoholfogyasztas, evészavar (bulimia, elhizds) vagy a T2DM érintettsége is
megfigyelhetd. Kiemelendd, hogy a legtobb gén (le-regulalt gének koziil 14 gén: ITGBI,
SERPINAS3, CSF3, BCL2, MSI2, IL1R2, ZAN, STAT3, FN1, EGFR, IL6, TLR4, CD44,
VEGFB,; fel-regulalt gének koziil 7 gén: ACTL6B, COL24A1, CARTPT, CRHR1, CCK,
PROC, SERPINF1) érintett T2DM-ben. Ugyan a DisGeNET szignifikansan dusult
eredmeényei kozott nem szerepel, de az egyes gének szerinti online DisGeNET keresés
soran megfigyeltiik, hogy a fel-reguldlt CCK, GRIK2 ¢s CRHRI1 gének érintettek
ongyilkossagban. Bar egyik adatbazis sem tartalmaz a DMPFC-re specifikus
informacidkat, adataink arra utalnak, hogy ezek a valtozdé gének a DMPFC-ben is

Osszefliggésbe hozhatok az ongyilkossaggal.
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6. tablazat: A 10 top le- és fel-regulalt DEG-ek, PPI és ko-expresszios hubok DisGeNET
és GAD gén-betegség asszocidcios adatbazisok szerinti elemzése. A DisGeNET
adatbazisban tortéené elemzés alapjan tébb gén szignifikans dusulasat talaltuk
depresszios zavarban és skizofréniaban, mig a GAD adatbazisban térténo keresés

alapjan tobb depresszios zavarral komorbid dusult betegséget azonositottunk.

:5 ) Gének »Fold enrich-
2 | Terminus p-érték Gének
] szama ment”
=
<
IL6, BCL2, GRIK1,
Bipolaris
7 1,12E-02 GRIK2, TLR4, 3,56
depresszio
CRHR1, NRGN
_ CSF3, IL6, STATS,
Depresszids
6 5,70E-03 BCL2, CARTPT, 5,03
- Zavar
L CRHR1
i
O IL6, CACNGS, CALY,
%)
o GRIK1, CCK, GRIK2,
Skizofrénia 10 7,12E-03 2,75
BCL2, GABRD, TLR4,
NRGN
Unipolaris CSF3, IL6, CRHR1,
4 4,52E-02 3,74
depresszio EGFR
GRIK1, CCK,
Alkohol
5 8,90E-04 CARTPT, GABRD, 11,30
fogyasztas
CRHR1
SOCS3, IL6, CALY,
<DE Bulimia 6 3,35E-04 CCK, CARTPT, 9,63
© CRHR1
MT-NDG, IL6, MT-
Kolorektalis
" 7 2,68E-03 ND5, SERPINF1, 4,83
ra
ERBB2, TLR4, EGFR

67



EGFR, CRHR1, IL6,
PROC, BCL2, TLR4,
CD44, CCK

:5 ) Gének »Fold enrich-
2 | Terminus p-érték Gének
& szama ment”
=
<
Crohn
3 7,78E-03 IL6, STAT3, TLR4 22,03
betegség
. ) GRIK1, GABRD,
Epilepszia 3 9,36E-03 20,03
CACNAILG
SOCS3, IL6, STATS,
Elhizas 5 1,31E-02 5,32
CARTPT, CRHR1
Parkinson SERPINAS, IL6, MT-
4 3,01E-02 5,76
kor ND5, CCK
IL6, CAMKYV, FN1,
GRIK1, CCK, GRIK2,
Skizofrénia 9 4,58E-04 4,70
AP3B2, CRHR1,
<DE NRGN
O
GRIK1, CCK, GRIK2,
Pszichiatriai
7 4,32E-04 CARTPT, GABRD, 6,88
zavarok
CRHR1, EGFR
ITGB1, SERPINA3,
CSF3, COL24A1,
ACTLG6B, IL1R2,
2-es tipusu SERPINF1, ZAN,
cukorbeteg- 21 2,79E-05 | STAT3, FN1, VEGFB, 2,67
ség CARTPT, MSI2,

68




4.5. A szignifikansan valtozo gének expressziojanak validalasa

A szekvenalasi adataink megerdsitése céljabol és az Ongyilkos viselkedéssel

Osszefliggd génexpresszid valtozasok igazoldsara olyan valtozo gének expressziojat

vizsgaltuk, melyek irodalmi adatok alapjan igazoltan érintettek depresszidoban vagy

depresszid-szerli viselkedés kialakuldsdban. A validalast RT-qPCR technika segitségével
végeztik, a vizsgalt gének pedig az alabbiak voltak: GRIK1, GRIK2, GRM2, NRGN,
SYTS ¢és NECAB2, mint emelkedett expresszioju géneket, valamint AQP1, ITPKB,
ITGB4, SLCO2B1, GJA1, PRKCH, GLUL ¢és S100B csokkentett expresszioju géneket

vizsgaltuk. Vizsgalataink alapjan a vizsgalt gének expresszidjanak valtozasa 6sszhangban

volt a szekvenalasi eredményekkel (9. abra).
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9. dabra: A DEG-ek validalasa gRT-PCR-rel. Az RNS-seq analizis alapjan 14 eltéréen

expresszalodo geént valasztottunk ki, melyek expresszioja osszhangban volt az RNS
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szekvenalasi eredményekkel. Az oszlopdiagramok az expresszios atlagok + SEM értékeit

mutatjak, a p-értéket pedig t-probaval szamitottuk ki (*: p<0,05; **: p<0,01).

A validalt fel-regulalt gének (9A és B abra) zomében a glutamaterg szignalizacios
utvonalakhoz tartoznak (GRIK1, GRIK2, GRM2, NECAB2), mig a le-regulalt gének
(9C-D ébra) foleg glialis folyamatokban vesznek részt (S100B, AQP1, GJA1, GLUL,
ITPKB, ITGB4) (7. tablazat).

1. tablazat: A depresszioban érintett validalt gének expressziojanak mértéke és iranya

(qPCR log2FC) illetve a gének legfontosabb biologiai funkcioi.

Expresszié | qPCR
Gén Megnevezés Funkcio
regulacié | log2FC

kainat-tipusa )
kainat szelektiv glutamat

GRIK2 ionotrép glutamat fel 2,35 o
receptor aktivitas
receptor alegység 2
NRGN neurogranin fel 2,16 szignal transzdukcid
SYT5 synaptotagmin 5 fel 3,76 SNARE, syntaxin kotés

adenilat ciklaz gatlo G
metabotrop glutamat )
GRM2 fel 2,18 | protein-kapcsolt glutamat

receptor 2 -
receptor aktivitas

kainat-tipusu )
‘ kainat szelektiv glutamat
GRIK1 ionotrop glutamat fel 1,59

receptor aktivitas
receptor alegység 1

neuronalis kalcium- 5-0s tipusu metabotrop
NECAB?2 ‘ fel 1,05
kotd fehérje 2 glutamat receptor kotés
) transzmembran
AQP1 aquaporin 1 le -1,72 .
transzporter aktivitas
inozitol-trifoszfat 3- ATP kotés, kinaz
ITPKB le -1,57
kindz B aktivitas
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Expresszié | qPCR
Gén Megnevezés Funkcio
regulacié | log2FC

integrin beta G protein-kapcsolt
ITGB4 le -2,1
alegység 4 receptor kotés

natrium-independens
szerves anion organikus anion

SLCO2B1 le -2,05
transzporter 2B1 transzmembran

transzporter aktivitas

gap junction protein glutation transzmembran
GJAl le -0,78
alfal transzporter aktivitas
o kalcium-fiiggd protein
PRKCH protein kinaz C éta le -2,11 ' o
kinaz C aktivités
glutamat-ammonia glutamat-ammonia ligaz
GLUL ‘ le -1,78 .
ligaz aktivitas
S100 kalcium-koto kalcium-fiiggé fehérje
S100B ' le -1,11
fehérje B kotés

4.6. A NECAB2 eloszlasa a DMPFC-ben

A tovabbiakban a funkciondlisan relevans géneket kifejezd sejttipusok
meghatarozasat terveztiik in situ hibridizaciés és immunhisztokémiai vizsgalatokkal. Az
egyik ilyen validalt és funkcionalisan relevansnak vélt valtozo gén a NECAB2. Mivel
ennek a génnek nagy jelentdsége lehet a neuronalis funkciok szervezésében (298, 299),
¢s kordbban még nem vizsgaltdk ongyilkossagban, illetve depresszidban betoltott
szerepét, célul tiztik ki eloszlasanak jellemzését a DMPFC kiilonb6z6 rétegeiben. A
NECAB2 mRNS expresszigjat in situ hibridizacios hisztokémiaval vizsgalva intenziv
hibridizacids jeleket figyeltiink meg a kisérlet soran vizsgalt ongyilkos személy DMPFC-
ének felsObb és mélyebb rétegeiben (10B é&bra). Ezzel szemben a kontroll személy
DMPFC-¢t vizsgalva alacsonyabb NECAB2 expressziot figyeltink meg a kérgi
rétegekben (10A abra), a kiilonbség pedig jol lathato a nagy nagyitasu vilagos latomezos
felvételeken is (10C és D abra).

Hasonlo eloszlast figyeltiink meg a NECAB2 immunhisztologiai vizsgélata soran,

ahol a NECAB2-immunreaktiv (NECAB2-ir) sejtek foleg a II., illetve I11-V. rétegben
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jelentek meg (11A abra). Az immunjel6lés azt is feltarta, hogy a NECAB2 két kiilonb6z6

interneuron altipusban expresszalodik (11B és D, illetve E-G ébra).

éves kontroll néi alany (4) és egy 72 éves ongyilkos néi alany (B) DMPFC szeleteiben. A

(B) sotét latomezos mikroszkopos felvétel jol mutatja, hogy a reprezentativ kontrollal
ellentétben (A) intenziv hibridizacios jel jelenik meg az ongyilkos egyén DMPFC kérgi
rétegeiben. Az (A) és (B) felvételeken szaggatott vonallal koriilzart teriiletetek a kontroll
eseteben az (C), az ongyilkos esetében a (D) nagy nagyitasu vilagos latomezos felvételein
lathatoak, amelyeken a sejttestek kornyezetében lévé fekete eziistszemcsék a NECAB2
radiokativ jelolodését reprezentaljak. Az (A)és (B) panelen a WM rovidités a
fehérallomanyt jeloli. A skala 500 um-nek felel meg az A és B abrdakon és 50 um-nek a C-
D dbrakon.
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A nagyobb sejttesttel rendelkezé neuronok a mélyebb rétegekben talalhatok (11D és G
abran kék nyilakkal jeldlve), mig a legnagyobb mennyiségben eléforduld kisebb
sejttesttel rendelkezd neuronok a felsd rétegekben, tulnyomorészt a IlI. rétegben oszlanak
el (11B és E abran kék nyilhegyekkel jelolve). Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy a
NECAB2 nemcsak a szomatodendritikus kompartmentekben (11D abran csillaggal
jelolve), de az idegsejtek axonterminalisaiban is jelen van (11C abran fehér nyilhegyekkel
jelolve). Annak megallapitasara, hogy a NECAB2 fehérje expresszalodik-e gliasejtekben
i1s, kombinalt immunjeldlést végeztiink S100 asztroglidlis és IBA1 mikroglialis
markerekkel (11E-G abra). Eredményeink alapjan sem az asztrocitak (11E ébra) sem a
mikroglidk (11F és G abra) esetében sem figyeltiink meg NECAB2 ko-expressziot, igy
elmondhat6, hogy a NECAB2 nem expresszalodik gliasejtekben.

11. dabra: A NECAB2-ir neuronok laminaris eloszlasat a keérgi rétegek kozott DAB
immunfestéssel tettiik lathatovda egy kontroll egyén (62 éves) DMPFC-ben. (A) A

73



NECAB2-ir neuronok foleg a II-V rétegek kozott talalhatok, valamint, amint azt a
nagyobb nagyitasu (B) és (D) felvételek is bemutatjak, a NECAB2 két kiilonbozd
interneuron altipusban expresszalodik. Az (A) panelen a WM révidités a fehérallomanyt
Jjeloli. (B) Kis sejttestes NECAB2-ir neuronok jellennek meg a DMPFC II. kérgi rétegében
(a sejteket kék nyilhegy jeloli). (C) A NECAB2 expresszioja megfigyelheto az axonok
menteén, illetve a varikozitasokban is (fehér nyilheggyel jelolve). (D) A DMPFC mélyebb
rétegeiben nagy szomaval rendelkezo6 NECAB2-ir interneuronok figyelhetok meg,
valamint a NECAB2 expresszidja a sejtek szomdjan (kék nyil) kiviii a neuronok
szomatodenritikus kompartmentjeiben (csillag) és az axon nyulvanyokban is megjelenik
(fehér nyil). (E-G) A NECAB2 kombinalt immunjelolése S100 és IBAI glidlis
markerekkel. (E) A reprezentativ konfokdlis felvételeken jol lathato, hogy a NECAB2
expresszioja (zold) nem kolokalizalédik az S100-pozitiv asztrocitakkal (piros). (F-G) Az
IBAl-pozitiv mikrogliak (piros) eseteben sem figyeltink meg NECAB2 (zold)
kolokalizaciot. A skdla 250 um-nek felel meg az A dbrdn és 50 um-nek a B-G dbrdkon.

4.7. GLP-1R expresszio T2DM betegek posztmortem PVN mintaiban

A mennyiségi expresszio analizis alapjan elmondhat6, hogy a GLP-1R mRNS
expresszioja szignifikdnsan megnott a T2DM betegekben (12A abra): a GLP-1R relativ
MRNS expresszigjanak aranya (GLP-1R mRNS szint/housekeeping gének [HKG] mRNS
szint) a diabéteszes betegek PVN mintaiban 2,9+0,9 volt. A relativ GLP-1R mRNS
expresszio 1,4+0,8 volt a metforminnal kezelt T2DM betegek esetében, mig 0,5+0,1 a
kontroll egyének esetében (p<0,05). A denzitometrias mennyiségi analizis kimutatta,
hogy a GLP-1R fehérje expresszidja szintén megndvekedett a T2DM betegek PVN
régidjaban (12B abra). A relativ GLP-1R fehérje szint a T2DM betegekben 1,2+0,2
(koztiik 1,4+0,5 a metforminnal kezelt betegeknél) illetve 0,7+0,1 a kontroll egyénekben
(p<0,05).
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12. dabra: Emelkedett GLP-1R expresszios szint T2DM betegekben. (4) A PVN mintdik
GLP-IR mRNS expresszidjanak mennyiségi meghatdrozasat RT-qPCR technikaval
vegeztiik. Ahogy az oszlop diagram bemutatja, szignifikansan emelkedett GLP-1R mRNS
expressziot figyeltiink meg a T2DM diabéteszes betegek PVN mintaiban. A mintdkat 9
kontroll és 9 T2DM személybol gyujtottiik. (B) A Western blot analizis eredményei
alapjan a GLP-IR fehérjeszint szignifikansan emelkedett a T2DM betegek PVN
mintdaiban a kontroll egyénekéhez képest. A fehérjeexpresszio elemzést 6 kontroll és 5
T2DM diabéteszes egyén mintaibol végeztiik. (C) Az immunoblot felvételek is jol tiikrozik
a GLP-1R fehérje expressziojanak emelkedését a T2DM csoportban. Az oszlopdiagramok
az expresszios atlagok + SEM értékeit mutatjak, a p-értéket pedig t-probaval szamitottuk
ki (*: p<0,05).
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5. MEGBESZELES

Tobb mint ezer szignifikdnsan valtozo gént azonositottunk a kontroll és 6ngyilkos
csoportok kozott. Korabbi kisérleti adatok alapjan ez a kimagasléan nagy valtozo gén
mennyiség Osszhangban van mas ongyilkos aldozatokat (264) és skizofrén egyéneket
(300) vizsgald tanulmanyokkal. Adataink szerint a szignifikansan alul expresszalt gének
mennyisége joval meghaladta a magasan expresszalt gének mennyiségét, azonban e
kiilonbséget valoszinlsithetden nem technikai probléma okozza, mivel a mindség-
kontroll elemzés soran az RNS szekvenalasi adataink jol illeszkedtek a DESeq2
modellhez. Ezért ezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az ongyilkos viselkedést
altalanossagban csokkent génexpresszio kiséri a DMPFC-ben. Fontos kiemelniink, hogy
a kisérleti csoportok alacsony elemszdma ellenére a mintdk szdma mindkét csoportban
elég magas volt ahhoz, hogy megfeleld kovetkeztetéseket tudjunk levonni a szekvenalési
adatokbol (301). Modszertani kérdés, hogy a megfigyelt valtozasok inkabb a betegek
kozotti kiilonbségekbdl fakadnak, és nem az dngyilkos viselkedés okozza az eltéréseket.
Ezzel kapcsolatban ki kell emelniink, hogy a 16 kisérleti alany koziil 7 kontroll és 7
ongyilkos beteg esetében rendelkeztiink részletes klinikai és patologiai leirasokkal. A
kontrollcsoportban az akut szivelégtelenség €s a stroke volt a leggyakoribb haldlok. Mivel
a sziv- és légzési elégtelenség hypoxidhoz vezet, annal az 5 ongyilkos aldozatnal, akiknél
a halal oka akasztds volt, szintén hypoxia meriilhet fel. Noha az ezekhez az
alcsoportokhoz tartoz6 mintdk szdma nem elegendd a fontossdguk statisztikai
kimutatasdhoz, nem valdszinii, hogy a génexpresszidban felmeriilt kiilonbségeket ezek a
tényezOk hatdrozzak meg. Figyelemre meltod az is, hogy a vizsgalatunkban részt vevo
ongyilkos betegek koziil egyiknél sem diagnosztizaltak korabban depressziot. Bar ez az
allitds nem zarja ki, hogy néhanyuk depresszioban szenvedett, azonban erésen
valdsziniisithetd, hogy nem részesiiltek antidepresszans kezelésben, ami fontos tényezd a

gén- ¢s fehérjeexpresszid tekintetében.

5.1. Kovetkeztetések az egyes DEG-ek alapjan

A 10 legszignifikansabban le-regulalt gén biologiai szerepét vizsgalva
megfigyeltiik, hogy ezek a gének kiemelkedd szerepet jatszanak az immunvalaszban, a
neurodegeneracioban, a mitokondridlis elektrontranszportban €és a sejtadhézidban.

Korabbi vizsgalatok beszamoltak a gyulladasos folyamatok oOngyilkossagban valo
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szerepérol a prefrontalis kéregben (262) és az insulaban (302). Azt is feltételezték, hogy
a neurodegeneracio, a neuroplaszticitas karosodasa (302, 303), valamint a mitokondrialis
diszfunkcio (264, 304) osszefiiggésbe hozhaté az Ongyilkossagi akciokkal. A 10
legszignifikansabban fel-regulalt gén részt vesz az ATP jelatvitelben, a fehérje és
vezikula-kozvetitett transzportban, a membran és citoszkeleton felépitésében, valamint a
fehérjeszekrécid szabdlyozasaban. Hasonldan eredményeinkhez, maés vizsgalatok is
beszamoltak a fehérje ¢és vezikula-kozvetitett transzport folyamatok valtozasarol
ongyilkos személyek agykérgi mintaiban (246, 262, 302). A legnagyobb expresszios (fold
change szerinti) valtozast mutatdé DEG-ek mellett az igazoltan depresszoban érintett
DEG-ek validalasara is kiilon hangstlyt helyeztiink. A RT-qPCR validalas soran 14 gén
mRNS expressziojat vizsgaltuk, amelyek expresszidos valtozasat megfigyelték
depresszioban érintett vagy Ongyilkossagot elkovetett személyekben, illetve leirtdk
ragcsalok depresszid-szerii viselkedésében is (244, 263, 265, 305-309). Az ITPKB, GJA1
¢s GLUL depresszidban étintett gének esetében, amelyek valtozasat leirtak depresszidsok
DLPFC-ben (265), hasonl6 expresszio valtozast figyeltiink meg az dngyilkosok DMPFC-
ben is. Bar a DLPFC és a DMPFC elhelyezkedésiikben hasonl6 (ugyanazon gyrus részei
egymas mellett), funkcidjukban kiilonboznek. A DLPFC egyik ,,felvevohelye” mind a
kiilvilagbol, mind belsé szerveinkbdl szarmaz6 informacidknak (,input system”), a
DMPFC azonban az egyik legfontosabb kiindulasi helye a DMN-nak (,,output system™).
Bar a két dorsalis prefrontalis kéreg funkcidjukban kiillonbozdek, egymastdl nem
fliggetlenek, igy depresszids szigndlokra egyarant reagalnak. Az AQP1 és ITGB4 gének
esetében, amelyek expresszio valtozasat eddig depresszio-szerli viselkedésben irtak le
(305, 308), jelen tanulmanyunk az elsé, amely Osszefiiggésbe hozza 6ket az emberi
ongyilkos viselkedéssel.

Szamos, az asztrocita miikodéséhez elengedhetetlen gének, mint az ATP1A2,
ALDHILI1, GFAP, S100B, GJAl vagy az AQPI1 csokkent expresszidjat talaltuk az
ongyilkos aldozatok DMPFC-¢ében. Tobb tanulmany beszamoloja szerint az asztrocitak
miikddésében torténd valtozasok hozzajarulnak a depresszio kialakulasahoz (227, 310,
311). Ezek alapjan, és a fentiekben taglalt eredményeink szerint feltételezhetd, hogy az
asztrocitak milkodésében szerepet jatszo gének csokkent expresszidja a DMPFC-ben

szerepe lehet a depresszio és az ongyilkos viselkedés kialakulasahoz.
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5.2. A biolégiai itvonalelemzés funkcionalis vonatkozasai

A GO funkciondlis annotaciot, valamint a KEGG ¢és a Reactome biologiai
utvonalakat hasznald integralt elemzéseink szamos valtozast tartak fel az ongyilkos
személyekben. Az 6sszes DEG feldtsulds elemzése (gene set enrichment) alapjan a
legkiemelkedébb valtozast mutatd biologiai funkciok kozott megfigyeltiik a glidlis és
gyulladésos folyamatok jelentds csokkenését, illetve a glutamaterg neurotranszmisszio
jelentds emelkedését az ongyilkos csoportban. A le-regulalt DEG-ek szignifikansan
feliilreprezentalodtak a sejtfelszini receptor jelatviteli Gitvonalban, a névekedési faktor
kotodésében, a PI3K-Akt jelatviteli itvonalban, a TNF jelatviteli utvonalban és a citokin-
citokin receptor kolcsonhatasban. Az ehhez hasonld gyulladasos valaszok valtozasait
korabban Osszefliggésbe hoztak mentalis betegségekkel (312-314). Jelen munkank
azonban az els6, amely az ongyilkos viselkedés és a DMPFC-ben bekdvetkezett csokkent
gyulladasos képesség kapcsolatait mutatja be. Emellett fontos leszogezni, hogy a
gyulladési folyamatok csokkenése utalhat a mikroglidk csokkend funkcidjara is.

A fel-regulalt DEG-ek szignifikansan feliilreprezentalodtak a szinaptikus
funkciokban, a natriumcsatorna aktivitasban, igy nem meglepd modon az axonokban és
szinapszisokban is. A fel-regulalt DEG-ek kozott a neuroaktiv ligandum-receptor
kolesonhatasok és a Na-permedbilis kainat receptor uitvonalak aktivitasa kiemelkedo volt,
amely utvonalak a glutamaterg, specifikusan a kainat-tipusi jelatvitel fokozott
miikddésére utalnak. A kainat-tipusti glutamaterg szignalizacid érintettségét bemutattak
hangulati zavarokban (315, 316), szenvedélybetegségekben (317) és alkoholfiiggdségben
IS (318). Korabban posztmortem vizsgalatokbdl szarmazo megfigyelések alapjan leirtak,
hogy a DLPFC-ben a magasan expresszalodo glutamaterg gének érintettek lehetnek
MDD-ben és 6ngyilkos viselkedésben is (246, 319), tovabba jelen munkankban mi is
bizonyitékot szolgaltatunk arra, hogy a glutamaterg gének magas expresszidjaa DMPFC-
ben 0Osszefliggésben all a depresszido ¢€és Ongyilkossag kialakuldsaval. Az egyik
sz¢éleskorlien vizsgalt kainat-tipusu glutamat receptor a GRIK2, amely szerepét leirtdk az
antidepresszans kezelést kovetd ongyilkossagi gondolatok kialakulasaban (320). Egy
masik tanulmany vizsgalatai szerint a GRIK2 gén polimorfizmusai tovabbi
Osszefiiggésbe hozhatok az MDD-ben szenvedd betegek antidepresszans kezeléseit
kovetd ongyilkossagi gondolataikkal (321). Egy ragesalokkal végzett vizsgalat kimutatta,

hogy a GRIK2 knock-out egerek impulzivabbak és agresszivabbak, ami arra enged
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kovetkeztetni, hogy a GRIK2 sajatos modon vesz részt ezen viselkedési
megnyilvanulasainak szabalyozasaban (322). Nem utolsé sorban a GRIK2 fokozott
megfigyelések és az altalunk bemutatott eredmények mind azt sugalljak, hogy a DMPFC-
ben a megemelkedett kainat receptor jelatvitel hozzéjarul az 6ngyilkos cselekedetekhez,
igy a kainat-tipusu jelatvitelhez tartozo gének potencialis biomarkerek lehet.

A le- és fel-regulalt DEG-ek funkcionalis annotacidja feltarta, hogy vannak olyan
génkészletek, amelyek biologiai Utvonalai atfednek a korabban depresszidban leirt
bioldgiai utvonalakkal. Ez alapjan a depresszioval 6sszefiiggd utvonalak utan kutatva azt
talaltuk, hogy a DMPFC-ben megvaltozott és depresszidban leirt neurotranszmisszids €s
sejtanyagcsere folyamatokban lecsokkent és megnovekedett expresszioji gének egyarant

részt vesznek (8. tablazat).

8. tablazat: A le- és fel-regulalt gének bemutatasa, amelyek kozos funkcidjuk révén

érintettek a felsorolt depresszioval kapcsolatos utvonalakban.

Depresszioval
Le-regulalt Fel-regulalt
Funkcié kapcsolatos
gének gének
utvonal
CARTPT,
Neuroaktiv

GABRGI1, NTSR2, GPR37L1, | GABRD, CCK, Szignal

ligand-receptor
GABRE, GLRA1, GRIN2C | CRHR1, GRM2, | transzdukcio

kolcsonhatas
GRIK1, GRIK?2
Kalcium- _
Oxytocin
ITPR2, RYR3, ASPH TRPM2 kdzvetitett
) ) jelatviteli utvonal
jelatvitel
Anion

SLC6A13, SLC6A11, SLC6A12,
GABRG1, GABRE, SLC38A3, GABRD
SLC38A5

transzmembran| GABAerg
transzporter szinapszis

aktivitas
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Depresszioval
Le-regulalt Fel-regulalt
Funkcio kapcsolatos
gének gének
utvonal

PDGFRB, FLT4, ERBB2,
EGFR, NTRK2, CYSLTR2,
FLT1, PTGERL, GRIN2C,
NOS3, ADORAZ2B, VEGFB, CACNAIG, Sejt Szerotonerg
ADCY4, FGF8, ADORA2A, FGF8, P2RX2 |kommunikacio szinapszis
FGFR3, GNA14, ASPH, ITPR2,
RYR3, ITPKB, PLCD1, TPCNL1,
PLCD3, FGF1
TNFRSF1A, TGFB1, TGFB3,
DUSP1, RRAS, HSPB1,
PDGFRB, FLT4, ERBB2, CACNAIG, Cellularis
GNA12, EGFR, FLT1, VEGFB, CACNGS, folyamatok
ANGPT2, CSF1, MAP4K4, DUSP4, FGF8 | szabalyozasa
EPHA2, TGFBR2, TGFB2,
IL1IR1, PGF, FGF1

MAPK jelatviteli

utvonal

5.3. A DEG-ek fehérje interakciés halézatinak elemzése

A kiilonboz6é fehérje elemzd technikak lehetdvé teszik a fehérjék kozotti
kolcsonhatasok meghatarozasat. Ezeket a kolcsonhatasokat specidlis biologiai
adatbazisok gytjtik 6ssze, amelyek lehetdveé teszik az interakciok késébbi megkeresését
¢s tanulmanyozasat. Ilyen adatbazis példaul a STRING, amelyet mi is alkalmaztunk
vizsgalataink sordn. A STRING a kisérletes adatok gytijtése mellett kiilonbozd
automatikus szamitogépes szovegfeldolgozasi algoritmusokat is hasznal, amelyek
lektoralt cikkek szovegében keresnek fehérje interakcios informaciokat.

A PPI halozatok értékelésének egyik modja a hub fehérjék azonositdsa. Ezek a
legmagasabb foku kapcsolattal birnak egy interakcids haldzatban, vagyis grafelméleti
kifejezéssel élve nagy fokszam jellemezi 6ket. Ez alapjan egy PPI halézatban a hub
fehérjék fontos szereppel birhatnak egy adott patologias elvaltozasban. A DEG-ek PPI

halozatanak elemzésébdl szarmazo 10 legjobban rangsorolt le-regulalt gén (EGFR, FN1,
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IL6, STAT3, NOTCH1, CD44, ERBB2, PECAM1, TLR4, ITGB1) funkcionalis
annotacios elemzése kimutatta, hogy ezek a gének szignifikansan feliilreprezentalodtak a
sejtfelszini receptor jelatviteli utvonalban, az asztrocita differenciacioban, illetve a
MAPK kaszkad szabalyozasdban. Amint azt kordbban meghataroztuk, a
legkiemelkedébb kapcsolattal bird fehérje, az epidermalis ndvekedési faktor receptor
(EGFR), amelyrdl a kozelmultban megallapitottak, hogy mutacidja osszefiiggésben allhat
stlyos depresszioval (323). Két tovabbi hub fehérje, a vérlemezke és endothel sejt
adhézids molekula 1 (PECAMI vagy CD31) és az ERBB2 proto-onkogén csokkenését
szintén kimutattak ongyilkos aldozatok DLPFC-ben (265).

A 10 legjobban rangsorolt fel-regulalt hub gén (CCK, GABRD, SCN3B, GRIK1,
GRIK2, CRHR1, CALY, CACNGS8, CACNALG, COL24A1) GO elemzése feltarta, hogy
ezek a gének a membranpotencial szabalyozdsdban, az idegrendszeri folyamatokban,
illetve a sejt-sejt jelatvitelben jatszanak kiemelkedd szerepet. A 10 legfébb hub fehérje
koziil a CCK rendelkezik a legnagyobb kapcsolattal a fel-regulalt gének fehérje
halozataban. Lofberg és mtsai. (324) kimutattak, hogy azok a depresszids betegek, akik
egy vagy tobb ongyilkossagi kisérletet kovettek el, altalaban magasabb CCK szintet
mutattak a cerebrospinalis folyadékban. Egy ujabb tanulmany feltételezései szerint a
depresszids betegekben megemelkedett CCK szint inkabb az dngyilkossagi kisérletekhez,
semmint a depresszids tiinetek értékeihez kothetd (325). Hasonloképpen, egy
tanulmanyban az Ongyilkossagban elhunyt személyek frontalis kérgében a CCK
receptorok szamanak megemelkedését figyelték meg (326). A masodik legnagyobb
kapcsolattal bir6 fehérje a GABRD. Egy tanulmény szerint, amely a GABAerg rendszer
genetikai érintettségét vizsgalta depresszios ¢és Ongyilkos személyek prefrontalis
kérgében, a GABRD génvaridansok ¢érintettségét figyelték meg depresszids
rendellenességben (327). Erdekes tovabba az is, hogy a kozelmultban erds osszefiiggést
talaltak a kortikotropinfelszabadité hormon receptor 1 (CRHR1) polimorfizmusa ¢és az
ongyilkossagi kisérletek kozott (328).

Egy multilokusz asszociacios (ML-GWAS) vizsgalat kimutatta, hogy a
GRIK3, GRIN1, GRIN2A, GRIN2C vagy GRM?7, stilyos depressziohoz tarsul (307). Egy
ezt kovetd szisztematikus attekintés feltarta, hogy a sulyos depresszios zavarban érintett

kulcsfontossagli gének nagy része részt vesz a glutamat neurotranszmisszidjaban (257).
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Ezenkiviil szamos tanulmany megallapitotta, hogy az NMDA és AMPA (2-amino-3-[5-
metil-3-0x0-1,2- oxazol-4-il] propansav) receptor alegységek expresszidja emelkedik
pszichiatriai ¢és mas egészségiigyi allapotokban vald részvételét régota intenziven
vizsgéljak, azonban a korabbi tanulmanyok nagyobb részt az ionotrop glutamat
hasonléan nagy figyelmet érdemelnek, hiszen a G-protein-kapcsolt jelatviteli
tulajdonsaguk révén képesek befolyasolni a neuronalis aktivitast (331). Erds
kolesonhatasokrol szamoltak be az 1. metabotrop glutamat receptor (mGluR) csoportba
tartozo metabotrop glutamat receptor 5 (mGIluRS) és az NMDA receptor kozott, ami arra
utal, hogy az mGIuR5 szerepet jatszhat az idegsejtek plaszticitasban, igy a tanulasi
folyamatok lebonyolitasaban és a memoriaban (332). A fel-regulalt DEG-ek koziil kettd,
a fesziiltség-fiiggd kalciumcsatorna segédegység gamma 8 (CACNGS8) és a CALY
neurotranszmitter receptor szabalyozo fehérjéket kédolnak. A CALY szabalyozza a D1
dopamin receptor internalizaciojat a prefrontalis kferéregben és a dorsalis striatumban
(333), mig a CACNGS8 vagy mas néven transzmembran AMPA receptor szabalyozd
fehérje gamma 8 (TARP-y8) pedig negativan szabalyozza az AMPA receptor jelatvitelt
(334). Ezek alapjan elmondhatd, hogy a glutamat rendszert érint6 valtozasok a DMPFC-

ben kiemelkedd jelentdséggel birhatnak az dngyilkos viselkedés kialakulasaban.

5.4. A DMPFC génexpressziojanak funkcionalis klaszteranalizise

A DEG-ek tovabbi elemzésének céljabol megvizsgaltuk a gének ko-expresszios
tulajdonsagait. A gének ko-expressziojan alapuld halozatelemzés alkalmazhaté a
kiilonbozé bioldgiai funkcidkat szabalyoz6d vagy ellatd gének kozotti modularis
kapcsolatok vizsgalatara. Ezzel a moddszerrel olyan génhalmazokat azonosithatunk,
melyek hasonld expressziojuk révén kiemelkedd szereppel birhatnak egyes bioldgiai
betegségek ¢€s fenotipusok mogottes folyamatainak a megértéséhez. Tovabba olyan hub
géneket is meghatarozhatunk a halozatban, amelyek a legmagasabb kapcsolattal
rendelkeznek egy adott génhalmazban. A le-regulalt géneket tartalmazd ko-expresszios
halézat legnagyobb klaszterei a biologiai funkciokat tekintve tobbek kozott a

gliogenezishez, valamint az l-es tipusu interferon jelatviteli utvonalhoz tarsultak,
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amelyek a csokkent glidlis aktivitasra és a gamma-interferon szerepén keresztiil csokkent
gyulladasos valaszkészségre utalnak. A fel-regulalt ko-expresszidés halozat fobb
génhalmazai viszont a neurotranszmitter receptor internalizacidjahoz, a natriumcsatorna
aktivitdshoz, illetve a peptidek neuromoduldtor funkcidjdhoz kapcsolodtak. A
neurotranszmitter receptor internalizacids Utvonaldnak megvéltozasa 6sszhangban van

azzal a feltételezéssel, hogy a neurotranszmitter receptorok diszfunkcioja hozzajarulhat a

A hub fehérjék a magas szamu interakcidjuk miatt altaldban fontos szerepet
jatszanak egy adott biologiai rendszerben. Példaul a transzkripcios faktorok, amelyek
le-regulalt gének ko-expresszios haldzataban az elsé és legfébb klaszter hub-ja a
SORBS3, mas néven vinexin. A vinexin f6 feladata az aktin citoszkeleton szabalyozasa,
tovabba képes negativan szabalyozni az autofagiat. Expresszidja az egér és emberi
agyszovetben az életkor eldrehaladtaval novekszik, igy feltehetéen az életkorral
Osszefliggd neurodegenerativ allapotok kialakulasahoz (337, 338). Ezenkivill egy
metaanalizis bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a SORBS3 szoros kapcsolatban all a
stlyos depresszioval (339). A fel-regulalt ko-expresszios halozat legfobb klaszterének
hub-ja a CALY, amely képes serkenteni a klatrin burok dsszeszerel6dését, igy részt vesz
a klatrin altal kozvetitett endocitézisban, ami kulcsfontossagu a hatékony szinaptikus
jelatvitelben és a neurotranszmitter felszabaditas optimalizalasaban (333, 340). Mas
tanulmanyok arrol is beszamoltak, hogy a CALY elsdsorban az idegi fejlddéssel és a
szinaptikus plaszticitassal kapcsolatos folyamatokban jatszik kiemelked6 szerepet (341,
342). Eredményeink alapjan a SORBS3 és a CALY, mint a le- és fel-regulalt ko-
expresszios haldzatok két legfébb hub génje, potencialis biomarkerként szolgalhatnak a
jovObeni terapias beavatkozasok soran.

A le- és fel-regulalt ko-expresszios haldzatok legkiemelked6bb hub génjeit a
gének MCC értéke alapjan sziirtiik. Az egyik legerdsebben le-regulalt hub gén, a MSI2
RNS-kot6 fehérjérdl kimutattak, hogy expresszalodik az idegi progenitor sejtekben (343)
illetve részt vesz a sejtciklus és a fejlodés szabalyozasaban (344). A STRING
adatbazisban valo elemzéseink sordan az MSI2 funkciondlis kapcsolatban allhat az
SNTAL-gyel. Irodalmi adatok alapjan az SNTAI1l szamos membranfehérje

lokalizaciojanak megszervezésében jatszik fontos szerepet, valamint képes kapcsolatot
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1étrehozni az extracellularis matrix és a receptorok kozott (345, 346). A STRING elemzés
alapjan a 10 legkiemelked6ébb hub gén koziil 4 gén, az ACTL6B, CCK, CALY, és
GABRD fehérje kapcsolatat azonositottuk. Ezek koziil a legintenzivebb kapcsolattal bird
gén az ACTL6B, amely a neuron-specifikus kromatin atrendez6 (chromatin remodeling)
komplex tagja. Korabban megfigyelték, hogy az ACTL6B knock-out iPSC-eredeti
idegsejtekben az ACTL6B hianya a dendritfejlédés hianyat eredményezi (347),
elmondhat6, hogy az ACTL6B dontd szerepet jatszik a neuralis fejlddésben és a dendrit
tiiske kinovésben (348). Egy masik fel-regulalt és az ACTL6B fehérjével funkcionalis
kapcsolatban 1év6 hub gén, a gasztrointesztinalis traktusban termelédé CCK, amely f6
feladata az emésztés szabalyozédsa, azonban gy is azonositottdk mint a gerincesek
agyaban boségesen expresszal6do neuropeptid (349). Az agyban a CCK szerepe még nem
teljesen tisztazott, de ismert, hogy szdmos funkciot ellat, mint példdul a memoria, az

érzelem, valamint az étvagy szabalyozasa (350).

5.5. A depressziohoz és tarsbetegségeikhez tartozo gének bemutatasa

A hub gének betegség-asszocialt elemzése soran 11 gén szignifikansan
feliilreprezentalodott depresszioban. A feliilreprezentalodott gének koziil 6 le-regulalt
(BCL2, CSF3, IL6, STAT3, EGFR, TLR4) mig 5 fel-regulalt (CARTPT, CRHR1,
GRIK1, GRIK2, NRGN). A pszichiatriai rendellenességek genetikai polimorfizmusainak
tanulmanyozasa soran megfigyelték, hogy a CARTPT génmutacioja fokozott
szorongassal és depresszioval fiigghet 6ssze (351). Ezenkiviil a CARTPT altal kodolt
peptid a hangulatszabalyozéasra gyakorolt hatdsa miatt a sulyos depresszid potencialis
biomarkere lehet (352, 353). Ezen tilmenden a hub gének analizise soran szamos mas,
depresszioval komorbid betegség feliilreprezentalodésat is azonositottuk. Az egyik ilyen
tarsbetegség a T2DM, amelynél 21 hub gén érintettségét figyeltiik meg (1asd 6. tablazat).
Szamos bizonyiték utal arra, hogy gyakori a depresszido és a cukorbetegség kozotti
komorbiditas eléfordulasa (189, 190). Ujabb kutatasok becslései szerint a T2DM betegek
korében kétszer olyan magas a depresszid eléfordulasa, mint a nem cukorbeteg lakossag
korében (354). Az oOngyilkos gondolatok és cselekedetek jelents klinikai és
kozegészségiigyi problémat jelentenek a cukorbetegek korében. Mig egyes tanulmanyok
szerint a T2DM 0Osszefliggésben all az ongyilkos gondolatok és kisérletek fokozott

kockazataval (355), masok ennek az ellenkez6jét talaljak (356). Azonban a fiatalabb
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¢letkor, a ndi nem, az alkoholfogyasztés, a csaladban el6fordult ongyilkossag és a stressz
noveli az 6ngyilkossag kockazatat a T2DM betegek korében (357-360). Ezen tilmenden,
a halalos kimenetelli eszk6zokhdz valo hozzaférés, mint példaul az oralis hipoglikémias
gyogyszerek vagy inzulin injekcid, megnoveli az ongyilkossagi kisérletek valoszintiségét
(361).

5.6. A NECAB?2 potencialis funkciéi

A NECAB?2 egyike azoknak a validalt géneknek, amelyek szintje szignifikansan
emelkedett az 6ngyilkos aldozatok DMPFC-ben. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy
a NECAB2 specifikusan kotodik az I. mGluR csoportba tartozd glutamat receptorokhoz
(mGluR1 és mGIuRS), igy modulalni képes azok funkciojat (362, 363). Szekvenalasi
eredményeink, 6sszhangban egy korabbi vizsgalattal (364), bizonyitékot szolgaltatnak
arra, hogy a glutamdterg jelatviteli rendszer aktivalodasa részt vesz az oOngyilkos
viselkedés patogenezisében. Igy valésziniisithetd, hogy a NECAB2 a mGluRS
aktivitasanak novelésével fejti ki szerepét az ongyilkossag kialakulasaban. Hisztologiai
vizsgalataink és az AHBA expresszios adatbazissal valo Osszehasonlitasunk soran
megfigyeltiik, hogy a NECAB2 az emberi agykéreg felsobb és mélyebb rétegeiben, foleg
a Il illetve a 111-V. rétegben talalhato interneuronokban expresszalodik. A NECAB2-t
expresszalo sejtek tobbsége olyan GABAerg interneuronokban fejezédik ki, amelyek
zOmeében a vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP), a lizoszéma-asszocialt
membranglikoprotein 5 (LAMPS), a paros dobozfehérje 6 (PAX6) illetve a
szomatosztatin (SST) molekulak expresszidjaval jellemezhetoek.

Kombinalt immunhisztologiai vizsgalataink megerdsitették, hogy a NECAB2
nem expresszalodik sem asztrocita, sem mikroglia sejtekben, azonban azt talaltuk, hogy
a NECAB?2 két, morfologiailag eltéré interneuron altipusban jelenik meg. Az egyik
interneuron altipus nagyobb sejttesttel jellemezhetd, amely a mélyebb rétegekben
helyezkedik el, mig a masik altipus, amely kisebb sejttesttel rendelkezik, nagyobb
mennyiségben fordul el6 a DMPFC felsébb rétegeiben, tilnyomorészt a II. rétegben. A
sejtek eloszlasa és morfologidja alapjan a nagyobb sejttipus valdsziniileg SST+
interneuronnak, mig a kisebbik sejttipus VIP+ interneuronnak felel meg (365, 366). A

NECAB2 expresszioja nemcsak a sejttestben, hanem a szomatodendritikus
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kompartmentekben, illetve axonterminalisokban is azonosithatd volt. Ez a megfigyelés
megegyezik egy korabbi vizsgalat soran leirt tapasztalatokkal (299).

Eredményeinket 6sszegezve valdszinii, hogy a NECAB2-t expresszalo sejttipusok
koziil legalabb egy a mGluR-0k szabalyozasan keresztiil érintett lehet az 6ngyilkos

viselkedés kialakulasaban.

5.7. Emelkedett GLP-1R expresszio a T2DM betegek PVN régiéjaban

A depresszio, amely gyakori Onallé pszichiatriai korkép, szdmos kronikus
egészségligyl betegség egyik leggyakoribb kisérObetegsége lehet, beleértve a
rosszindulati daganatot, valamint a sziv- ¢és érrendszeri betegségeket, az
anyagcserezavarokat, vagy a gyulladasos €és neuroldgiai betegségeket. Két kronikus,
vilagszerte terjedd betegség, a diabetes mellitus és a depresszid kozotti komorbiditdst
szamos epidemiologiai és klinikai tanulmény igazolta. A cukorbetegek nem egész a fele
depresszioval kiizd, amely rontja a betegeknél a terapia sikerességét, valamint novelik a
szovodmények kialakuldsat és a mortalitast.

Irodalmi adatok beszamoltak a GLP-1 jelatvitel érintettségérdl depresszidoban
(195, 367). Mivel eddig még kevés adat szarmazik a human agyi GLP-1 rendszer
vizsgalataibol, érdekesnek véltikk a cukorbetegség gydgyszeres kezelésének egyik
célpontjanak, a GLP-1R expressziojanak vizsgalatat T2DM betegségben érintett
személyek hipotalamuszadnak paraventrikularis magjaban. A génexpresszios
vizsgalatokat RT-qPCR ¢és Western blot technikdk segitségével végeztiik. Jelen
munkaban elséként szamoltunk be a GLP-1R expresszidjanak emelkedésérél T2DM
betegek PVN-ben. Ezaltal feltételezziik, hogy a GLP-1R kiilonleges szerepet jatszik a
taplalkozas €és a gliikoz homeosztazis zavaraban. Adataink azonban arr6l nem adnak
informaciot, hogy mely szubdiviziokban torténik valtozas, illetve arr6l sem, hogy a GLP-
1R mRNS szintje milyen mechanizmusok altal n6 a T2DM betegekben. Esetleges
magyardzatként szolgalhat, hogy a GLP-1 rendszerben bekdvetkezd valtozdsok nem okai,
hanem kovetkezményei a T2DM betegekben lezajlo egyéb eseményeknek (368). A masik
lehetdség, amely emelkedett GLP-1R szintet okozhat, az inzulin, amelyrdl ismert, hogy
szintje megnd T2DM betegekben. A PVN-ben megemelkedett GLP-1R expresszio

alapjan valoszintisithetd, hogy a GLP-1R megndétt aktivitdsa pozitivan tdmogatja a
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cukorbeteg allapot ellen kiizdé6 kompenzéacidos mechanizmusokat. Ennek tisztazasara

azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.
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6. KOVETKEZTETESEK

Jelen munkam célja az ongyilkossaggal Osszefliggd génexpresszios valtozasok
RNS szekvenalasi modszer felhasznalasaval végeztiik. Eredményeink kozott bemutattuk
az immunvalaszok inaktivalodasat és a gliasejtek differencidlodasaban szerepet jatszo
gének expresszios Szint csokkenését, valamint a glutamaterg szinaptikus atvitelben részt
vevd gének expresszidjanak emelkedését. A gliogenezishez kapcsolodd tutvonalak
megvaltozasa miatt az ongyilkos viselkedés befolyasolhatja a gliasejtek szamat ¢és a
sejtmorfologiat a prefrontalis kéreg medidlis részén. Ezen kivill a glutamat
neurotranszmisszidjaban bekovetkezd valtozasok, beleértve az ionotrdp és metabotrop
receptorokat, hozzajarulhatnak a DMPFC neuroplasztikus diszfunkciojahoz. Mivel a
depresszio a leggyakoribb pszichiatriai betegség az Ongyilkosok korében, igy az
ongyilkos személyekben megvaltozott expresszioji gének GO és bioldgiai
utvonalelemzései sordn azonositott diszregulalt utvonalak és funkcionalis kaszkadok
nagy valoszinliséggel Osszefiiggésbe hozhatok a depresszioval. A depresszidval valo
Osszefliggést az is aldtamasztja, hogy a DEG-ek nagy atfedést mutattak a korabban
bemutatott, depresszids rendellenességekben érintett génekkel.

A DMPFC tobb funkciondlis agykérgi halézat kulcselemeként kiemelkedd
szereppel bir. Kozvetlen viszcero- €s szomatoszenzoros bemeneteket kap, példaul
motivacios/érzelmi informaciokat kap az orbitofrontalis kéregbdl, illetve kognitiv
bemeneteket a dorsolateralis és ventralis prefrontalis kéregbdl. Mindezen informacidok
egyiittes feldolgozasat a munka memoriaval egyiitt a DMPFC végzi, amely a beérkezett
informaciok kontextusa alapjan kidolgoz egy motoros programot. A DMPFC kozvetleniil
informaciot kiild a premotoros és szupplementer motoros kérgi teriiletekhez is. A
feldolgozott informéciot a default mode halozaton Keresztiil tovabbitja a medialis
paritealis kérgi teriiletek, a PCC és precuneus neuronjaihoz. A PCC és a precuneus a
central executive control hdlozaton keresztiil képes befolyasolni vagy akar blokkolni a
motoros kéreg tevékenységét, igy ongyilkosok esetében az dnreflexioé révén hatéssal lehet
az ongyilkos viselkedésre.

Gén-betegség asszociacids elemzéseink sordn megfigyeltik, hogy a
depresszioban szignifikansan feliilreprezentalodott hub gének nagy része T2DM

betegséggel is 0sszefiiggésbe hozhatok. Egy nem régiben megjelent tanulmany kimutatta,
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hogy a GLP-1 agonistak alkalmazasa elhizott depresszios betegeknél a kognitiv funkciok
javulésat és a depresszid koros tiineteinek enyhitését eredményezi. Mindezen eredmények
alapjan, tovabba a GLP-1 rendszer csekély human vonatkozasai miatt megvizsgaltuk a
T2DM betegek PVN mintaiban a GLP-1R expresszidjanak valtozasat. Eredményeink
alapjan a GLP-IR szignifikdnsan emelkedett mRNS és fehérje expressziojat talaltuk
T2DM betegek PVN régiojaban. A T2DM betegekben a GLP-1R expresszid szint
novekedése nem a gyogyszeres terapia kovetkezménye, hanem feltételezhetéen ez a
valtozas a jollakottsag ¢érzésének megvaltozott szabalyazasara utalhat, illetve a
megnodvekedett GLP-1R szint a T2DM betegekben a megemelkedett inzulinszint
kovetkezménye is lehet.

Végso kovetkeztetésként eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a DMPFC-ben
bekovetkezd expresszids valtozasok hozzajarulhatnak a depresszids vagy oOngyilkos

crer

terapids stratégiak kifejlesztésére és megvalositasara.
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7. OSSZEFOGLALAS

F6 vizsgélataink egy, a hangulati zavarokkal osszefliggésbe hozott, és a default
mode halézat (DMN) egyik f6 elemeként szamontartott teriiletre, a dorsomedialis
prefrontalis kéregre (DMPFC) iranyultak. Mivel e teriiletnek a depressziot és/vagy
ongyilkossagot érinté expresszids valtozasairél még nem 4allt rendelkezésre human
vizsgalati adat, célul tiztiik ki nyolc 6ngyilkosok és nyolc kontroll személy DMPFC kérgi
mintdinak transzkriptom szintli vizsgalatat nagy ateresztd képességii RNS szekvenalas
segitségével. Vizsgalataink soran a DMPFC-ben tobb mint 1000 szignifikansan valtozo
gént talaltunk a kontroll és az ongyilkos csoportok kozott. Gén ontologiai és biologiai
utvonal analizis alapjan a mitokondrialis elektron transzport, a glialis funkcid, valamint a
citokin receptor szignalizaciot és a glutamaterg szinaptikus szignalizaciot érintd jelatviteli
utvonalak jelentésen valtoztak az Ongyilkos csoportban. Az egyik fel-regulalt gén, a
neuronalis kalcium-kot6 fehérje 2 (NECAB2), amelynek hangulati zavarokban betoltott
szerepét még nem vizsgaltak, igy célul tliztik ki eloszldsdnak hisztologiai jellemzését a
DMPFC kérgi rétegeiben. Vizsgélataink soran megfigyeltiik, hogy a NECAB2 két
interneuron altipusban is expresszalodik, viszont nincs jelen piramissejtekben és glia
sejtekben. A NECAB2 emellett megtalalhato dendritikus és axonalis kompartmentekben
IS. A gén-betegség asszociacios elemzéseink soran tobb valtozo gén érintettségét talaltuk
depresszidban és a depresszioval komorbid 2-es tipusu diabetes mellitus-ban (T2DM).

A glukagon-szerii fehérje 1 receptor (GLP-1R) agonistakat alkalmazasa a T2DM
kezelésére jotékonynak bizonyul, azonban agyi hatdsaikrol emberben még nem all
rendelkezésre sok informécio. Ezért megvizsgaltuk a GLP-1R mRNS és fehérje
expressziojat T2DM betegségben szenvedo egyének hipotalamuszanak paraventrikularis
magjaban (PVN), amely soran megfigyeltik a GLP-1R expressziojanak szignifikans
emelkedését.

Mivel az irodalomban 6ngyilkossaggal foglalkoz6 tanulmanyok eddig még nem
szamoltak be a DMN egyes teriiletein tobb génre kiterjedd nagy ateresztoképessegii
vizsgalatokrol, ezért kutatasainkkal elészor vetjiik fel a lehetdséget, hogy a DMN kérgi
teriileteinek génexpresszios valtozasainak szerepe lehet az Ongyilkos viselkedés
kialakulasaban. Emellett olyan eredményekkel is szolgalhatunk, melyek alapjan jabb

potencialis gyogyszercélpontok és biomarkerek azonosithatok.
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8. SUMMARY

Our main topic focused on the dorsomedial prefrontal cortex (DMPFC), which is
associated with mood disorders and considered one of the major and functionally
significant components of the default mode network (DMN). However, expressional
alterations related to depression and suicidal behavior have not been reported in the
DMPFC, so we aimed to examine the transcriptomic changes in the DMPFC of suicide
victims. To achieve this, we isolated DMPFC cortical samples from eight control and
eight suicidal individuals and used high-throughput RNA sequencing for transcriptome
analysis on the isolated samples. Between the control and suicide groups, we found more
than 1000 significantly altered genes. Gene set enrichment analysis revealed that
mitochondrial electron transport, glial functions, cell surface receptor signaling, and
glutamatergic synaptic signaling were overrepresented in suicide victims, suggesting that
these processes are involved in suicidal behavior. The neuronal calcium-binding protein
2 (NECAB2) was one of the differentially expressed genes. Since NECAB2 may have
great importance in modulating neuronal functions, and was previously not fully
characterized for its role in mood disorders, we aimed to further characterize its
histological distribution in different layers of the DMPFC. Our findings suggest that
NECAB?2 is expressed in two different interneuron subtypes. Besides that, NECAB2 is
present in the somatodendritic compartment as well as in axonal boutons, furthermore, it
is not expressed in pyramidal and glial cells. During our gene-disease association
analyses, we found the involvement of several genes in depression and several diseases
comorbid with depression, such as type 2 diabetes mellitus (T2DM).

The glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) agonists have been approved for
the treatment of T2DM, however, the brain actions of these drugs have not been properly
established in humans. In this regard, we measured the mMRNA and protein expression of
GLP-1R in hypothalamic samples of patients with T2DM and observed an elevated level
of GLP-1R in the paraventricular nucleus (PVN).

Since studies of suicidal behavior have not yet been reported on high-throughput
screening analyses covering several genes in the DMN, our results provide evidence for
the role of gene expression changes in cortical areas of the DMN in suicidal behavior.
Our results can also provide potential targets and biomarkers for new drug treatments for

depression.

91



9. IRODALOMJEGYZEK

1. Collaborators GMD. Global, regional, and national burden of 12 mental disorders
in 204 countries and territories, 1990-2019: a systematic analysis for the Global Burden
of Disease Study 2019. The Lancet Psychiatry. 2022;9(2):137-50.

2. American Psychiatric Association. Diagnostic and statistical manual of mental
disorders: DSM-5. Washington, DC: American Psychiatric Association; 2013.

3. Wasserman D, Carli V, losue M, Javed A, Herrman H. Suicide prevention in
psychiatric patients. Asia-Pacific Psychiatry. 2021;13(3):e12450.

4. World Health Organization. Mental Health-Suicide: World Health Organization;
2021 [updated 2021 June 17]. Available from: https://www.who.int/teams/mental-health-

and-substance-use/data-research/suicide-data.
5. Nordentoft M, Mortensen PB, Pedersen CB. Absolute risk of suicide after first

hospital contact in mental disorder. Archives of General Psychiatry. 2011;68(10):1058-
64.

6. Dong M, Wang S-B, Li Y, Xu D-D, Ungvari GS, Ng CH, Chow IHI, Xiang Y-T.
Prevalence of suicidal behaviors in patients with major depressive disorder in China: A
comprehensive meta-analysis. Journal of Affective Disorders. 2018;225:32-9.

7. Bradvik L, Berglund M. Repetition of suicide attempts across episodes of severe
depression Behavioural sensitisation found in suicide group but not in controls. BMC
Psychiatry. 2011;11(1):1-7.

8. Franklin JC, Ribeiro JD, Fox KR, Bentley KH, Kleiman EM, Huang X,
Musacchio KM, Jaroszewski AC, Chang BP, Nock MK. Risk factors for suicidal thoughts
and behaviors: A meta-analysis of 50 years of research. Psychological Bulletin.
2017;143(2):187.

Q. Drysdale AT, Grosenick L, Downar J, Dunlop K, Mansouri F, Meng Y, Fetcho
RN, Zebley B, Oathes DJ, Etkin A. Resting-state connectivity biomarkers define
neurophysiological subtypes of depression. Nature Medicine. 2017;23(1):28-38.

10.  Schmaal L, Pozzi E, C Ho T, Van Velzen LS, Veer IM, Opel N, Van Someren EJ,
Han LK, Aftanas L, Aleman A. ENIGMA MDD: seven years of global neuroimaging
studies of major depression through worldwide data sharing. Translational Psychiatry.
2020;10(1):1-19.

92


https://www.who.int/teams/mental-health-and-substance-use/data-research/suicide-data
https://www.who.int/teams/mental-health-and-substance-use/data-research/suicide-data

11.  Li BJ, Friston K, Mody M, Wang HN, Lu HB, Hu DW. A brain network model
for depression: From symptom understanding to disease intervention. CNS Neuroscience
and Therapeutics. 2018;24(11):1004-19.

12. Reisch T, Seifritz E, Esposito F, Wiest R, Valach L, Michel K. An fMRI study on
mental pain and suicidal behavior. Journal of Affective Disorders. 2010;126(1-2):321-5.
13. Ma C, Ding J, Li J, Guo W, Long Z, Liu F, Gao Q, Zeng L, Zhao J, Chen H.
Resting-state functional connectivity bias of middle temporal gyrus and caudate with
altered gray matter volume in major depression. PLoS One. 2012.

14. Dombrovski AY, Siegle GJ, Szanto K, Clark L, Reynolds C, Aizenstein H. The
temptation of suicide: striatal gray matter, discounting of delayed rewards, and suicide
attempts in late-life depression. Psychological Medicine. 2012;42(6):1203-15.

15.  Monkul E, Hatch JP, Nicoletti MA, Spence S, Brambilla P, Lacerda ALTd, Sassi
RB, Mallinger A, Keshavan M, Soares JC. Fronto-limbic brain structures in suicidal and
non-suicidal female patients with major depressive disorder. Molecular Psychiatry.
2007;12(4):360-6.

16. Wagner G, Schultz CC, Koch K, Schachtzabel C, Sauer H, Schlosser RG.
Prefrontal cortical thickness in depressed patients with high-risk for suicidal behavior.
Journal of Psychiatric Research. 2012;46(11):1449-55.

17. Schmaal L, van Harmelen AL, Chatzi V, Lippard ETC, Toenders YJ, Averill LA,
Mazure CM, Blumberg HP. Imaging suicidal thoughts and behaviors: a comprehensive
review of 2 decades of neuroimaging studies. Molecular Psychiatry. 2020;25(2):408-27.
18.  Wagner G, Koch K, Schachtzabel C, Schultz CC, Sauer H, Schlésser RG.
Structural brain alterations in patients with major depressive disorder and high risk for
suicide: Evidence for a distinct neurobiological entity? Neurolmage. 2011;54(2):1607-
14,

19. Peng H, Wu K, Li J, Qi H, Guo S, Chi M, Wu X, Guo Y, Yang Y, Ning Y.
Increased suicide attempts in young depressed patients with abnormal temporal—parietal—
limbic gray matter volume. Journal of Affective Disorders. 2014;165:69-73.

20.  Oquendo MA, Placidi GP, Malone KM, Campbell C, Keilp J, Brodsky B, Kegeles
LS, Cooper TB, Parsey RV, Van Heertum RL. Positron emission tomography of regional
brain metabolic responses to a serotonergic challenge and lethality of suicide attempts in

major depression. Archives of General Psychiatry. 2003;60(1):14-22.

93



21.  Amen DG, Prunella JR, Fallon JH, Amen B, Hanks C. A comparative analysis of
completed suicide using high resolution brain SPECT imaging. The Journal of
Neuropsychiatry and Clinical Neurosciences. 2009;21(4):430-9.

22.  Keilp JG, Gorlyn M, Russell M, Oquendo MA, Burke AK, Harkavy-Friedman J,
Mann JJ. Neuropsychological function and suicidal behavior: attention control, memory
and executive dysfunction in suicide attempt. Psychological Medicine. 2013;43(3):539-
51.

23.  Richard-Devantoy S, Berlim M, Jollant F. A meta-analysis of neuropsychological
markers of vulnerability to suicidal behavior in mood disorders. Psychological Medicine.
2014;44(8):1663-73.

24.  Gujral S, Dombrovski AY, Butters M, Clark L, Reynolds Il CF, Szanto K.
Impaired executive function in contemplated and attempted suicide in late life. American
Journal of Geriatric Psychiatry. 2014;22(8):811-9.

25.  Gifuni AJ, Perret LC, Lacourse E, Geoffroy M-C, Mbekou V, Jollant F, Renaud
J. Decision-making and cognitive control in adolescent suicidal behaviors: a qualitative
systematic review of the literature. European Child & Adolescent Psychiatry.
2021;30(12):1839-55.

26.  Chen VC-H, Chou Y-S, Tsai Y-H, Huang Y-C, Mclintyre RS, Weng J-C. Resting-
state functional connectivity and brain network abnormalities in depressive patients with
suicidal ideation. Brain Topography. 2021;34(2):234-44.

27. Kim K, Kim S-W, Myung W, Han CE, Fava M, Mischoulon D, Papakostas Gl,
Seo SW, Cho H, Seong J-K. Reduced orbitofrontal-thalamic functional connectivity
related to suicidal ideation in patients with major depressive disorder. Scientific Reports.
2017;7(1):1-11.

28. Wei S, Chang M, Zhang R, Jiang X, Wang F, Tang Y. Amygdala functional
connectivity in female patients with major depressive disorder with and without suicidal
ideation. Annals of General Psychiatry. 2018;17(1):1-7.

29. Qiao D, Zhang A, Sun N, Yang C, Li J, Zhao T, Wang Y, Xu Y, Wen Y, Zhang
K. Altered static and dynamic functional connectivity of habenula associated with
suicidal ideation in first-episode, drug-naive patients with major depressive disorder.
Frontiers in Psychiatry. 2020;11:608197.

94



30. Du L, Zeng J, Liu H, Tang D, Meng H, Li Y, Fu Y. Fronto-limbic disconnection
in depressed patients with suicidal ideation: a resting-state functional connectivity study.
Journal of Affective Disorders. 2017;215:213-7.

31.  Northoff G. Spatiotemporal psychopathology I: no rest for the brain’s resting state
activity in depression? Spatiotemporal psychopathology of depressive symptoms.
Journal of Affective Disorders. 2016;190:854-66.

32.  Fan T, Wu X, Yao L, Dong J. Abnormal baseline brain activity in suicidal and
non-suicidal patients with major depressive disorder. Neuroscience Letters. 2013;534:35-
40.

33.  CaoJ, Chen X, Chen J, Ai M, Gan Y, Wang W, Lv Z, Zhang S, Zhang S, Wang
S. Resting-state functional MRI of abnormal baseline brain activity in young depressed
patients with and without suicidal behavior. Journal of Affective Disorders.
2016;205:252-63.

34. Kang SG, Na KS, Choi JW, Kim JH, Son YD, Lee YJ. Resting-state functional
connectivity of the amygdala in suicide attempters with major depressive disorder.
Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry. 2017;77:222-7.

35.  Andreasen NC, O'Leary DS, Cizadlo T, Arndt S, Rezai K, Watkins GL, Ponto LL,
Hichwa RD. Remembering the past: two facets of episodic memory explored with
positron emission tomography. American Journal of Psychiatry. 1995;152(11):1576-85.
36.  Barkhof F, Haller S, Rombouts SA. Resting-state functional MR imaging: a new
window to the brain. Radiology. 2014;272(1):29-49.

37.  Lee MH, Smyser CD, Shimony JS. Resting-state fMRI: a review of methods and
clinical applications. American Journal of Neuroradiology. 2013;34(10):1866-72.

38.  Shimony JS, Zhang D, Johnston JM, Fox MD, Roy A, Leuthardt EC. Resting-
state spontaneous fluctuations in brain activity: a new paradigm for presurgical planning
using fMRI. Academic Radiology. 2009;16(5):578-83.

39.  Liang B, Zhang D, Wen X, Xu P, Peng X, Huang X, Liu M, Huang R. Brain
spontaneous fluctuations in sensorimotor regions were directly related to eyes open and
eyes closed: evidences from a machine learning approach. Frontiers in Human
Neuroscience. 2014;8:645.

40. Rosazza C, Minati L. Resting-state brain networks: literature review and clinical

applications. Neurological Sciences. 2011;32(5):773-85.

95



41.  Menon V. Large-scale brain networks and psychopathology: a unifying triple
network model. Trends in Cognitive Sciences. 2011;15(10):483-506.

42.  Menon V, Uddin LQ. Saliency, switching, attention and control: a network model
of insula function. Brain Structure and Function. 2010;214(5):655-67.

43. Fox MD, Snyder AZ, Vincent JL, Corbetta M, Van Essen DC, Raichle ME. The
human brain is intrinsically organized into dynamic, anticorrelated functional networks.
PNAS. 2005;102(27):9673-8.

44,  Buckner RL, Andrews-Hanna JR, Schacter DL. The brain's default network:
anatomy, function, and relevance to disease. Annals of the New York Academy of
Sciences. 2008;1124:1-38.

45, Harrison BJ, Pujol J, Lopez-Sola M, Hernandez-Ribas R, Deus J, Ortiz H,
Soriano-Mas C, Yiicel M, Pantelis C, Cardoner N. Consistency and functional
specialization in the default mode brain network. PNAS. 2008;105(28):9781-6.

46.  Spreng RN, Mar RA, Kim ASN. The common neural basis of autobiographical
memory, prospection, navigation, theory of mind, and the default mode: a quantitative
meta-analysis. Journal of Cognitive Neuroscience. 2009;21(3):489-510.

47. Mars RB, Neubert F-X, Noonan MP, Sallet J, Toni I, Rushworth MF. On the
relationship between the “default mode network™ and the “social brain”. Frontiers in
Human Neuroscience. 2012;6:189.

48.  Andrews-Hanna JR, Smallwood J, Spreng RN. The default network and self-
generated thought: component processes, dynamic control, and clinical relevance. Annals
of the New York Academy of Sciences. 2014;1316(1):29-52.

49.  Gusnard DA, Raichle ME. Searching for a baseline: functional imaging and the
resting human brain. Nature Reviews Neuroscience. 2001;2(10):685-94.

50.  Andrews-Hanna JR, Reidler JS, Sepulcre J, Poulin R, Buckner RL. Functional-
anatomic fractionation of the brain's default network. Neuron. 2010;65(4):550-62.

51. Raichle ME, MacLeod AM, Snyder AZ, Powers WJ, Gusnard DA, Shulman GL.
A default mode of brain function. PNAS. 2001;98(2):676-82.

52.  Spreng RN, DuPre E, Selarka D, Garcia J, Gojkovic S, Mildner J, Luh W-M,
Turner GR. Goal-congruent default network activity facilitates cognitive control. Journal
of Neuroscience. 2014;34(42):14108-14.

96



53.  Sridharan D, Levitin DJ, Menon V. A critical role for the right fronto-insular
cortex in switching between central-executive and default-mode networks. PNAS.
2008;105(34):12569-74.

54.  Seeley WW, Menon V, Schatzberg AF, Keller J, Glover GH, Kenna H, Reiss AL,
Greicius MD. Dissociable intrinsic connectivity networks for salience processing and
executive control. Journal of Neuroscience. 2007;27(9):2349-56.

55.  Craig AD. How do you feel — now? The anterior insula and human awareness.
Nature Reviews Neuroscience. 2009;10(1):59-70.

56.  Zang YF, He Y, Zhu CZ, Cao QJ, Sui MQ, Liang M, Tian LX, Jiang TZ, Wang
YF. Altered baseline brain activity in children with ADHD revealed by resting-state
functional MRI. Brain and Development. 2007;29(2):83-91.

57. Khadka S, Meda SA, Stevens MC, Glahn DC, Calhoun VD, Sweeney JA,
Tamminga CA, Keshavan MS, O’Neil K, Schretlen D. Is aberrant functional connectivity
a psychosis endophenotype? A resting state functional magnetic resonance imaging
study. Biological Psychiatry. 2013;74(6):458-66.

58. Manoliu A, Meng C, Brandl F, Doll A, Tahmasian M, Scherr M, Schwerthoffer
D, Zimmer C, Forstl H, Baduml J, Riedl V, Wohlschldager AM, Sorg C. Insular dysfunction
within the salience network is associated with severity of symptoms and aberrant inter-
network connectivity in major depressive disorder. Frontiers in Human Neuroscience.
2013;7:930.

59.  ZhengH, Xu L, Xie F, Guo X, Zhang J, Yao L, Wu X. The altered triple networks
interaction in depression under resting state based on graph theory. BioMed Research
International. 2015;2015:386326.

60. Wu X, Li Q, Yu X, Chen K, Fleisher AS, Guo X, Zhang J, Reiman EM, Yao L,
Li R. A triple network connectivity study of large-scale brain systems in cognitively
normal APOE4 carriers. Frontiers in Aging Neuroscience. 2016;8:231.

61.  Biswal B, Zerrin Yetkin F, Haughton VM, Hyde JS. Functional connectivity in
the motor cortex of resting human brain using echo-planar MRI. Magnetic Resonance in
Medicine. 1995;34(4):537-41.

62.  Greicius MD, Krasnow B, Reiss AL, Menon V. Functional connectivity in the
resting brain: a network analysis of the default mode hypothesis. PNAS. 2003;100(1):253-
8.

97



63.  Reineberg AE, Andrews-Hanna JR, Depue BE, Friedman NP, Banich MT.
Resting-state networks predict individual differences in common and specific aspects of
executive function. Neurolmage. 2015;104:69-78.

64.  Raichle ME. The brain's default mode network. Annual Review of Neuroscience.
2015;38:433-47.

65.  Andrews-Hanna JR. The brain's default network and its adaptive role in internal
mentation. Neuroscientist. 2012;18(3):251-70.

66.  Dixon ML, Andrews-Hanna JR, Spreng RN, Irving ZC, Mills C, Girn M, Christoff
K. Interactions between the default network and dorsal attention network vary across
default subsystems, time, and cognitive states. Neurolmage. 2017;147:632-49.

67.  Figley TD, Bhullar N, Courtney SM, Figley CR. Probabilistic atlases of default
mode, executive control and salience network white matter tracts: an fMRI-guided
diffusion tensor imaging and tractography study. Frontiers in Human Neuroscience.
2015;9:585.

68.  Leech R, Sharp DJ. The role of the posterior cingulate cortex in cognition and
disease. Brain. 2014;137(1):12-32.

69.  Cavanna AE, Trimble MR. The precuneus: a review of its functional anatomy and
behavioural correlates. Brain. 2006;129(3):564-83.

70.  Xu X, Yuan H, Lei X. Activation and connectivity within the Default Mode
Network contribute independently to future-oriented thought. Scientific Reports.
2016;6(1):21001.

71.  Buckner RL, Carroll DC. Self-projection and the brain. Trends in Cognitive
Sciences. 2007;11(2):49-57.

72. Buckner RL, Andrews-Hanna JR, Schacter DL. The brain's default network:
anatomy, function, and relevance to disease. Annals of the new York Academy of Sciences.
2008;1124(1):1-38.

73. Kronke KM, Wolff M, Shi Y, Krédplin A, Smolka MN, Biihringer G, Goschke T.
Functional connectivity in a triple-network saliency model is associated with real-life
self-control. Neuropsychologia. 2020;149:107667.

74.  Christoff K, Gordon AM, Smallwood J, Smith R, Schooler JW. Experience
sampling during fMRI reveals default network and executive system contributions to
mind wandering. PNAS. 2009;106(21):8719-24.

98



75. Beaty RE, Benedek M, Wilkins RW, Jauk E, Fink A, Silvia PJ, Hodges DA,
Koschutnig K, Neubauer AC. Creativity and the default network: A functional
connectivity analysis of the creative brain at rest. Neuropsychologia. 2014;64:92-8.

76.  Mohan A, Roberto AJ, Mohan A, Lorenzo A, Jones K, Carney MJ, Liogier-
Weyback L, Hwang S, Lapidus KA. Focus: the aging brain: the significance of the default
mode network (DMN) in neurological and neuropsychiatric disorders: a review. Yale
Journal of Biology and Medicine. 2016;89(1):49.

77.  Zhou HX, Chen X, Shen YQ, Li L, Chen NX, Zhu ZC, Castellanos FX, Yan CG.
Rumination and the default mode network: Meta-analysis of brain imaging studies and
implications for depression. Neurolmage. 2020;206:116287.

78.  Brewer JA, Worhunsky PD, Gray JR, Tang Y-Y, Weber J, Kober H. Meditation
experience is associated with differences in default mode network activity and
connectivity. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2011;108(50):20254-9.
79. ChenlL,RaoB,LiS,Gaol, XieY, Dai X, FuK, Peng XZ, Xu H. Altered effective
connectivity measured by resting-state functional magnetic resonance imaging in
posterior parietal-frontal-striatum circuit in patients with disorder of consciousness.
Frontiers in Neuroscience. 2021;15:766633.

80.  Haber SN, Knutson B. The reward circuit: Linking primate anatomy and human
imaging. Neuropsychopharmacology. 2010;35(1):4-26.

81.  Coenen VA, Schumacher LV, Kaller C, Schlaepfer TE, Reinacher PC, Egger K,
Urbach H, Reisert M. The anatomy of the human medial forebrain bundle: Ventral
tegmental area connections to reward-associated subcortical and frontal lobe regions.
Neurolmage: Clinical. 2018;18:770-83.

82.  LiW, Mai X, Liu C. The default mode network and social understanding of others:
what do brain connectivity studies tell us. Frontiers in Human Neuroscience. 2014;8:74.
83.  Eickhoff SB, Laird AR, Fox PT, Bzdok D, Hensel L. Functional segregation of
the human dorsomedial prefrontal cortex. Cerebral Cortex. 2016;26(1):304-21.

84.  Taren AA, Venkatraman V, Huettel SA. A parallel functional topography between
medial and lateral prefrontal cortex: evidence and implications for cognitive control.
Journal of Neuroscience. 2011;31(13):5026-31.

99



85.  Fettes P, Schulze L, Downar J. Cortico-striatal-thalamic loop circuits of the
orbitofrontal cortex: promising therapeutic targets in psychiatric illness. Frontiers in
Systems Neuroscience. 2017;11:25.

86.  Roy M, Shohamy D, Wager TD. Ventromedial prefrontal-subcortical systems and
the generation of affective meaning. Trends in Cognitive Sciences. 2012;16(3):147-56.
87.  Von Der Heide RJ, Skipper LM, Klobusicky E, Olson IR. Dissecting the uncinate
fasciculus: disorders, controversies and a hypothesis. Brain. 2013;136(Pt 6):1692-707.
88.  Price G, Cercignani M, Parker GJ, Altmann DR, Barnes TR, Barker GJ, Joyce
EM, Ron MA. White matter tracts in first-episode psychosis: a DTI tractography study of
the uncinate fasciculus. Neuroimage. 2008;39(3):949-55.

89.  HauJ, Sarubbo S, Houde JC, Corsini F, Girard G, Deledalle C, Crivello F, Zago
L, Mellet E, Jobard G, Joliot M, Mazoyer B, Tzourio-Mazoyer N, Descoteaux M, Petit
L. Revisiting the human uncinate fasciculus, its subcomponents and asymmetries with
stem-based tractography and microdissection validation. Brain Structure and Function.
2017;222(4):1645-62.

90. Hare TA, Hakimi S, Rangel A. Activity in dIPFC and its effective connectivity to
vmPFC are associated with temporal discounting. Frontiers in Neuroscience. 2014;8:50.
91. Marsh AA, Blair KS, Jones MM, Soliman N, Blair RJR. Dominance and
submission: The ventrolateral prefrontal cortex and responses to status cues. Journal of
Cognitive Neuroscience. 2009;21(4):713-24.

92. Kamali A, Flanders AE, Brody J, Hunter JV, Hasan KM. Tracing superior
longitudinal fasciculus connectivity in the human brain using high resolution diffusion
tensor tractography. Brain Structure and Function. 2014;219(1):269-81.

93.  Bushara KO, Weeks RA, Ishii K, Catalan M-J, Tian B, Rauschecker JP, Hallett
M. Modality-specific frontal and parietal areas for auditory and visual spatial localization
in humans. Nature Neuroscience. 1999;2(8):759-66.

94. Cauda F, D'Agata F, Sacco K, Duca S, Geminiani G, Vercelli A. Functional
connectivity of the insula in the resting brain. Neurolmage. 2011;55(1):8-23.

95. Kuzmanovic B, Rigoux L, Tittgemeyer M. Influence of vmPFC on dmPFC
predicts valence-guided belief formation. Journal of Neuroscience. 2018;38(37):7996-
8010.

100



96.  Mullette-Gillman OA, Huettel SA. Neural substrates of contingency learning and
executive control: dissociating physical, valuative, and behavioral changes. Frontiers in
Human Neuroscience. 2009;3:23.

97.  Cacciola A, Calamuneri A, Milardi D, Mormina E, Chillemi G, Marino S, Naro
A, Rizzo G, Anastasi G, Quartarone A. A connectomic analysis of the human basal
ganglia network. Frontiers in Neuroanatomy. 2017;11.

98. Isaacs BR, Forstmann BU, Temel Y, Keuken MC. The connectivity fingerprint of
the human frontal cortex, subthalamic nucleus, and striatum. Frontiers in Neuroanatomy.
2018;12:60.

99. Kotz S. Differential input of the supplementary motor area to a dedicated temporal
processing network: functional and clinical implications. Frontiers in Integrative
Neuroscience. 2011;5.

100. Eryilmaz H, Rodriguez-Thompson A, Tanner AS, Giegold M, Huntington FC,
Roffman JL. Neural determinants of human goal-directed vs. habitual action control and
their relation to trait motivation. Scientific Reports. 2017;7(1):6002.

101. Utevsky AV, Smith DV, Huettel SA. Precuneus is a functional core of the default-
mode network. Journal of Neuroscience. 2014;34(3):932-40.

102. Cavanna AE. The precuneus and consciousness. CNS Spectrums. 2007;12(7):545-
52.

103. Bruner E, Pereira-Pedro AS, Chen X, Rilling JK. Precuneus proportions and
cortical folding: a morphometric evaluation on a racially diverse human sample. Annals
of Anatomy-Anatomischer Anzeiger. 2017;211:120-8.

104. Bruner E, Rangel de Lazaro G, de la Cuétara JM, Martin-Loeches M, Colom R,
Jacobs HI. Midsagittal brain variation and MRI shape analysis of the precuneus in adult
individuals. Journal of Anatomy. 2014;224(4):367-76.

105. Bruton OJ. Is there a “g-neuron”? Establishing a systematic link between general
intelligence (g) and the von Economo neuron. Intelligence. 2021;86:101540.

106. Margulies DS, Vincent JL, Kelly C, Lohmann G, Uddin LQ, Biswal BB,
Villringer A, Castellanos FX, Milham MP, Petrides M. Precuneus shares intrinsic
functional architecture in humans and monkeys. PNAS. 2009;106(47):20069-74.

107. Menon V, D'Esposito M. The role of PFC networks in cognitive control and

executive function. Neuropsychopharmacology. 2022;47(1):90-103.

101



108. Jung J, Lambon Ralph MA, Jackson RL. Subregions of DLPFC display graded
yet distinct structural and functional connectivity. Journal of Neuroscience.
2022;42(15):3241-52.

109. Wu Y, Sun D, Wang Y, Wang Y, Ou S. Segmentation of the cingulum bundle in
the human brain: A new perspective based on DSI tractography and fiber dissection study.
Frontiers in Neuroanatomy. 2016;10:84.

110. Yeager BE, Bruss J, Duffau H, Herbet G, Hwang K, Tranel D, Boes AD. Central
precuneus lesions are associated with impaired executive function. Brain Structure and
Function. 2022;227(9):3099-108.

111. Spreng RN, Stevens WD, Chamberlain JP, Gilmore AW, Schacter DL. Default
network activity, coupled with the frontoparietal control network, supports goal-directed
cognition. Neurolmage. 2010;53(1):303-17.

112. Beaty RE, Seli P, Schacter DL. Network neuroscience of creative cognition:
mapping cognitive mechanisms and individual differences in the creative brain. Current
Opinion in Behavioral Sciences. 2019;27:22-30.

113. Fuentealba-Villarroel FJ, Renner J, Hilbig A, Bruton OJ, Rasia-Filho AA.
Spindle-shaped neurons in the human posteromedial (precuneus) cortex. Frontiers in
Synaptic Neuroscience. 2021;13:769228.

114. Kelley WM, Macrae CN, Wyland CL, Caglar S, Inati S, Heatherton TF. Finding
the self? An event-related fMRI study. Journal of Cognitive Neuroscience.
2002;14(5):785-94.

115. Northoff G, Heinzel A, De Greck M, Bermpohl F, Dobrowolny H, Panksepp J.
Self-referential processing in our brain—a meta-analysis of imaging studies on the self.
Neurolmage. 2006;31(1):440-57.

116. Macrae CN, Moran JM, Heatherton TF, Banfield JF, Kelley WM. Medial
prefrontal activity predicts memory for self. Cerebral Cortex. 2004;14(6):647-54.

117. Kober H, Barrett LF, Joseph J, Bliss-Moreau E, Lindquist K, Wager TD.
Functional grouping and cortical-subcortical interactions in emotion: a meta-analysis of
neuroimaging studies. Neurolmage. 2008;42(2):998-1031.

118. Bermpohl F, Pascual-Leone A, Amedi A, Merabet LB, Fregni F, Gaab N, Alsop
D, Schlaug G, Northoff G. Attentional modulation of emotional stimulus processing: an

fMRI study using emotional expectancy. Human Brain Mapping. 2006;27(8):662-77.

102



119. Phan KL, Fitzgerald DA, Nathan PJ, Moore GJ, Uhde TW, Tancer ME. Neural
substrates for voluntary suppression of negative affect: a functional magnetic resonance
imaging study. Biological Psychiatry. 2005;57(3):210-9.

120. Baez-Mendoza R, Vazquez Y, Mastrobattista EP, Williams ZM. Neuronal circuits
for social decision-making and their clinical implications. Frontiers in Neuroscience.
2021;15:720294.

121. Anticevic A, Cole MW, Murray JD, Corlett PR, Wang XJ, Krystal JH. The role
of default network deactivation in cognition and disease. Trends in Cognitive Sciences.
2012;16(12):584-92.

122. Kolling N, O'Reilly JX. State-change decisions and dorsomedial prefrontal cortex:
the importance of time. Current Opinion in Behavioral Sciences. 2018;22:152-60.

123. Bressler SL, Menon V. Large-scale brain networks in cognition: emerging
methods and principles. Trends in Cognitive Sciences. 2010;14(6):277-90.

124. Lieberman MD, Straccia MA, Meyer ML, Du M, Tan KM. Social, self,
(situational), and affective processes in medial prefrontal cortex (MPFC): Causal,
multivariate, and reverse inference evidence. Neuroscience and Biobehavioral Reviews.
2019;99:311-28.

125. Bzdok D, Langner R, Schilbach L, Engemann DA, Laird AR, Fox PT, Eickhoff
SB. Segregation of the human medial prefrontal cortex in social cognition. Frontiers in
Human Neuroscience. 2013;7:232.

126. Northoff G, Heinzel A, Bermpohl F, Niese R, Pfennig A, Pascual-Leone A,
Schlaug G. Reciprocal modulation and attenuation in the prefrontal cortex: an fMRI study
on emotional-cognitive interaction. Human Brain Mapping. 2004;21(3):202-12.

127. Forster SE, Brown JW. Medial prefrontal cortex predicts and evaluates the timing
of action outcomes. Neurolmage. 2011;55(1):253-65.

128. Kang P, Lee J, Sul S, Kim H. Dorsomedial prefrontal cortex activity predicts the
accuracy in estimating others' preferences. Frontiers in Human Neuroscience.
2013;7:686.

129. Moll J, de Oliveira-Souza R, Moll FT, Ignacio FA, Bramati IE, Caparelli-Daquer
EM, Eslinger PJ. The moral affiliations of disgust: a functional MRI study. Cognitive and
Behavioral Neurology. 2005;18(1):68-78.

103



130. Greene J, Haidt J. How (and where) does moral judgment work? Trends in
Cognitive Sciences. 2002;6(12):517-23.

131. Molenberghs P, Johnson H, Henry JD, Mattingley JB. Understanding the minds
of others: A neuroimaging meta-analysis. Neuroscience and Biobehavioral Reviews.
2016;65:276-91.

132. Wang Y, Olson IR. The original social network: White matter and social
cognition. Trends in Cognitive Sciences. 2018;22(6):504-16.

133. Wagner DD, Haxby JV, Heatherton TF. The representation of self and person
knowledge in the medial prefrontal cortex. Wiley Interdisciplinary Reviews: Cognitive
Science. 2012;3(4):451-70.

134. Zhang H, Dong Z, Cai S, Zhao J. Distinguishing the roles of the dorsomedial
prefrontal cortex and right temporoparietal junction in altruism in situations of inequality:
A transcranial direct current stimulation study. Frontiers in Human Neuroscience.
2022;16:821360.

135. Soutschek A, Nadporozhskaia L, Christian P. Brain stimulation over dorsomedial
prefrontal cortex modulates effort-based decision making. Cognitive, Affective, and
Behavioral Neuroscience. 2022;22(6):1264-74.

136. Liu X, Jiang W, Yuan Y. Aberrant default mode network underlying the cognitive
deficits in the patients with late-onset depression. Frontiers in Aging Neuroscience.
2018;10.

137. YangY,CuiQ, LuF,Pang Y, ChenY, Tang Q, Li D, Lei T, He Z, Hu S, Deng J,
Chen H. Default mode network subsystem alterations in bipolar disorder during major
depressive episode. Journal of Affective Disorders. 2021;281:856-64.

138. Olson EA, Kaiser RH, Pizzagalli DA, Rauch SL, Rosso IM. Anhedonia in trauma-
exposed individuals: Functional connectivity and decision-making correlates. Biological
Psychiatry: Cognitive Neuroscience and Neuroimaging. 2018;3(11):959-67.

139. Deligiannidis KM, Fales CL, Kroll-Desrosiers AR, Shaffer SA, Villamarin V, Tan
Y, Hall JE, Frederick BB, Sikoglu EM, Edden RA, Rothschild AJ, Moore CM. Resting-
state functional connectivity, cortical GABA, and neuroactive steroids in peripartum and
peripartum depressed women: a functional magnetic resonance imaging and spectroscopy

study. Neuropsychopharmacology. 2019;44(3):546-54.

104



140. Zhang S, Wang W, Wang G, Li B, Chai L, Guo J, Gao X. Aberrant resting-state
interhemispheric functional connectivity in patients with postpartum depression.
Behavioural Brain Research. 2020;382:112483.

141. Molnar-Szakacs I, Uddin LQ. Self-processing and the default mode network:
interactions with the mirror neuron system. Frontiers in Human Neuroscience.
2013;7:571.

142. Thaiss L, Petrides M. Autobiographical memory of the recent past following
frontal cortex or temporal lobe excisions. European Journal of Neuroscience.
2008;28(4):829-40.

143.  Wen T, Mitchell DJ, Duncan J. The functional convergence and heterogeneity of
social, episodic, and self-referential thought in the Default Mode Network. Cerebral
Cortex. 2020;30(11):5915-29.

144, Peng D, Liddle EB, lwabuchi SJ, Zhang C, Wu Z, Liu J, Jiang K, Xu L, Liddle
PF, Palaniyappan L, Fang Y. Dissociated large-scale functional connectivity networks of
the precuneus in medication-naive first-episode depression. Psychiatry Research:
Neuroimaging. 2015;232(3):250-6.

145. Hawton K, Casanas ICC, Haw C, Saunders K. Risk factors for suicide in
individuals with depression: a systematic review. Journal of Affective Disorders.
2013;147(1-3):17-28.

146. Turecki G, Brent DA. Suicide and suicidal behaviour. The Lancet.
2016;387(10024):1227-39.

147. Malhi GS, Das P, Outhred T, Bryant RA, Calhoun V, Mann JJ. Default mode
dysfunction underpins suicidal activity in mood disorders. Psychological Medicine.
2020;50(7):1214-23.

148. Brown RC, Plener PL, Groen G, Neff D, Bonenberger M, Abler B. Differential
Neural Processing of Social Exclusion and Inclusion in Adolescents with Non-Suicidal
Self-Injury and Young Adults with Borderline Personality Disorder. Frontiers in
Psychiatry. 2017;8:267.

149. Shao R, Gao M, Lin C, Huang CM, Liu HL, Toh CH, Wu C, Tsai YF, Qi D, Lee
SH, Lee TMC. Multimodal neural evidence on the corticostriatal underpinning of
suicidality in late-life depression. Biological Psychiatry: Cognitive Neuroscience and
Neuroimaging. 2022;7(9):905-15.

105



150. Marchand WR, Lee JN, Johnson S, Thatcher J, Gale P, Wood N, Jeong E-K.
Striatal and cortical midline circuits in major depression: implications for suicide and
symptom expression. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological
Psychiatry. 2012;36(2):290-9.

151. Kreuzer PM, Downar J, de Ridder D, Schwarzbach J, Schecklmann M, Langguth
B. A comprehensive review of dorsomedial prefrontal cortex rTMS utilizing a double
cone coil. Neuromodulation. 2019;22(8):851-66.

152. Schulze L, Feffer K, Lozano C, Giacobbe P, Daskalakis ZJ, Blumberger DM,
Downar J. Number of pulses or number of sessions? An open-label study of trajectories
of improvement for once-vs. twice-daily dorsomedial prefrontal rTMS in major
depression. Brain Stimulation. 2018;11(2):327-36.

153. Bakker N, Shahab S, Giacobbe P, Blumberger DM, Daskalakis ZJ, Kennedy SH,
Downar J. rTMS of the dorsomedial prefrontal cortex for major depression: safety,
tolerability, effectiveness, and outcome predictors for 10 Hz versus intermittent theta-
burst stimulation. Brain Stimulation. 2015;8(2):208-15.

154. Miron JP, Feffer K, Cash RFH, Derakhshan D, Kim JMS, Fettes P, Giacobbe P,
Blumberger DM, Daskalakis ZJ, Downar J. Safety, tolerability and effectiveness of a
novel 20 Hz rTMS protocol targeting dorsomedial prefrontal cortex in major depression:
An open-label case series. Brain Stimulation. 2019;12(5):1319-21.

155. Boden R, Bengtsson J, Thornblom E, Struckmann W, Persson J. Dorsomedial
prefrontal theta burst stimulation to treat anhedonia, avolition, and blunted affect in
schizophrenia or depression - a randomized controlled trial. Journal of Affective
Disorders. 2021;290:308-15.

156. Feffer K, Peters SK, Bhui K, Downar J, Giacobbe P. Successful dorsomedial
prefrontal rTMS for major depression in borderline personality disorder: three cases.
Brain Stimulation. 2017.

157. Shiota S, Okamoto Y, Okada G, Takagaki K, Takamura M, Mori A, Yokoyama
S, Nishiyama Y, Jinnin R, Hashimoto RI, Yamawaki S. Effects of behavioural activation
on the neural basis of other perspective self-referential processing in subthreshold
depression: a functional magnetic resonance imaging study. Psychological Medicine.
2017;47(5):877-88.

106



158. Abdallah CG, Averill LA, Collins KA, Geha P, Schwartz J, Averill C, DeWilde
KE, Wong E, Anticevic A, Tang CY, losifescu DV, Charney DS, Murrough JW.
Ketamine treatment and global brain connectivity in major depression.
Neuropsychopharmacology. 2017;42(6):1210-9.

159. Krishnan V, Nestler EJ. The molecular neurobiology of depression. Nature.
2008;455(7215):894-902.

160. Cowen PJ. Neuroendocrine and neurochemical processes in depression.
Psychopathology Review. 2016;3(1):3-15.

161. Gryglewski G, Lanzenberger R, Kranz GS, Cumming P. Meta-analysis of
molecular imaging of serotonin transporters in major depression. Journal of Cerebral
Blood Flow & Metabolism. 2014;34(7):1096-103.

162. Meyer JH, Ginovart N, Boovariwala A, Sagrati S, Hussey D, Garcia A, Young T,
Praschak-Rieder N, Wilson AA, Houle S. Elevated monoamine oxidase a levels in the
brain: an explanation for the monoamine imbalance of major depression. Archives of
General Psychiatry. 2006;63(11):1209-16.

163. Sargent PA, Kjaer KH, Bench CJ, Rabiner EA, Messa C, Meyer J, Gunn RN,
Grasby PM, Cowen PJ. Brain serotoninlA receptor binding measured by positron
emission tomography with [11C] WAY-100635: effects of depression and antidepressant
treatment. Archives of General Psychiatry. 2000;57(2):174-80.

164. Sanacora G. Cortical inhibition, gamma-aminobutyric acid, and major depression:
there is plenty of smoke but is there fire? Biological Psychiatry. 2010;67(5):397-8.

165. Croarkin PE, Levinson AJ, Daskalakis ZJ. Evidence for GABAergic inhibitory
deficits in major depressive disorder. Neuroscience & Biobehavioral Reviews.
2011;35(3):818-25.

166. Sanacora G, Zarate CA, Krystal JH, Manji HK. Targeting the glutamatergic
system to develop novel, improved therapeutics for mood disorders. Nature Reviews
Drug Discovery. 2008;7(5):426-37.

167. Rajkowska G, O'Dwyer G, Teleki Z, Stockmeier CA, Miguel-Hidalgo JJ.
GABAergic neurons immunoreactive for calcium binding proteins are reduced in the
prefrontal cortex in major depression. Neuropsychopharmacology. 2007;32(2):471-82.
168. Maciag D, Hughes J, O'Dwyer G, Pride Y, Stockmeier CA, Sanacora G,

Rajkowska G. Reduced density of calbindin immunoreactive GABAergic neurons in the

107



occipital cortex in major depression: relevance to neuroimaging studies. Biological
Psychiatry. 2010;67(5):465-70.

169. Machado-Vieira R, Salvadore G, Ibrahim LA, Diaz-Granados N, Zarate Jr CA.
Targeting glutamatergic signaling for the development of novel therapeutics for mood
disorders. Current Pharmaceutical Design. 2009;15(14):1595-611.

170. Hashimoto K, Sawa A, lyo M. Increased levels of glutamate in brains from
patients with mood disorders. Biological Psychiatry. 2007;62(11):1310-6.

171. Trullas R, Skolnick P. Functional antagonists at the NMDA receptor complex
exhibit antidepressant actions. European Journal of Pharmacology. 1990;185(1):1-10.
172. Skolnick P, Legutko B, Li X, Bymaster FP. Current perspectives on the
development of non-biogenic amine-based antidepressants. Pharmacological Research.
2001;43(5):411-22.

173. Pérez-Esparza R. Ketamine for treatment-resistant depression: a new advocate.
Revista de Investigacion Clinica. 2018;70(2):65-7.

174. Dhir A. Investigational drugs for treating major depressive disorder. Expert
Opinion on Investigational Drugs. 2017;26(1):9-24.

175. O'shea R. Roles and regulation of glutamate transporters in the central nervous
system. Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology. 2002;29(11):1018-23.
176. Conti F, Minelli A, Melone M. GABA transporters in the mammalian cerebral
cortex: localization, development and pathological implications. Brain Research
Reviews. 2004;45(3):196-212.

177. John CS, Sypek EI, Carlezon WA, Cohen BM, Ongiir D, Bechtholt AJ. Blockade
of the GLT-1 transporter in the central nucleus of the amygdala induces both anxiety and
depressive-like symptoms. Neuropsychopharmacology. 2015;40(7):1700-8.

178. John CS, Smith KL, Van't Veer A, Gompf HS, Carlezon WA, Cohen BM, Ongiir
D, Bechtholt-Gompf AJ. Blockade of astrocytic glutamate uptake in the prefrontal cortex
induces anhedonia. Neuropsychopharmacology. 2012;37(11):2467-75.

179. Zhang X, Tang Y, Maletic-Savatic M, Sheng J, Zhang X, Zhu Y, Zhang T, Wang
J, Tong S, Wang J. Altered neuronal spontaneous activity correlates with glutamate
concentration in medial prefrontal cortex of major depressed females: an fMRI-MRS
study. Journal of Affective Disorders. 2016;201:153-61.

108



180. Yiiksel C, Ongiir D. Magnetic resonance spectroscopy studies of glutamate-
related abnormalities in mood disorders. Biological Psychiatry. 2010;68(9):785-94.

181. Rosa CE, Soares JC, Figueiredo FP, Cavalli RC, Barbieri MA, Schaufelberger
MS, Salmon CE, Del-Ben CM, Santos AC. Glutamatergic and neural dysfunction in
postpartum depression using magnetic resonance spectroscopy. Psychiatry Research:
Neuroimaging. 2017;265:18-25.

182. Brown ES, Varghese FP, McEwen BS. Association of depression with medical
illness: does cortisol play a role? Biological Psychiatry. 2004;55(1):1-9.

183. Pariante CM, Lightman SL. The HPA axis in major depression: classical theories
and new developments. Trends in Neurosciences. 2008;31(9):464-8.

184. Valdés-Tovar M, Estrada-Reyes R, Solis-Chagoyan H, Argueta J, Dorantes-
Barron AM, Quero-Chavez D, Cruz-Garduno R, Cercés MG, Trueta C, Oikawa-Sala J.
Circadian modulation of neuroplasticity by melatonin: a target in the treatment of
depression. British Journal of Pharmacology. 2018;175(16):3200-8.

185. Neumann ID, Landgraf R. Balance of brain oxytocin and vasopressin:
implications for anxiety, depression, and social behaviors. Trends in Neurosciences.
2012;35(11):649-59.

186. Frangou S, Shirali M, Adams MJ, Howard DM, Gibson J, Hall LS, Smith BH,
Padmanabhan S, Murray AD, Porteous DJ, Haley CS, Deary 1J, Clarke T-K, Mclntosh
AM. Insulin resistance: Genetic associations with depression and cognition in population
based cohorts. Experimental Neurology. 2019;316:20-6.

187. Lemche AV, Chaban OS, Lemche E. Depression contributing to dyslipidemic
cardiovascular risk in the metabolic syndrome. Journal of Endocrinological
Investigation. 2017;40(5):539-46.

188. Lustman PJ, Anderson RJ, Freedland KE, de Groot M, Carney RM, Clouse RE.
Depression and poor glycemic control: a meta-analytic review of the literature. Diabetes
Care. 2000;23(7):934-42.

189. Pouwer F, Beekman AT, Nijpels G, Dekker J, Snoek FJ, Kostense P, Heine R,
Deeg D. Rates and risks for co-morbid depression in patients with Type 2 diabetes

mellitus: results from a community-based study. Diabetologia. 2003;46(7):892-8.

109



190. Moulton CD, Pickup JC, Ismail K. The link between depression and diabetes: the
search for shared mechanisms. The Lancet Diabetes and Endocrinology. 2015;3(6):461-
71.

191. Hansen HH, Fabricius K, Barkholt P, Niehoff ML, Morley JE, Jelsing J, Pyke C,
Knudsen LB, Farr SA, Vrang N. The GLP-1 receptor agonist liraglutide improves
memory function and increases hippocampal CA1 neuronal numbers in a senescence-
accelerated mouse model of Alzheimer's disease. Journal of Alzheimer's Disease.
2015;46(4):877-88.

192. Holscher C. Central effects of GLP-1: new opportunities for treatments of
neurodegenerative diseases. Journal of Endocrinology. 2014;221(1):T31-41.

193. Maskery MP, Holscher C, Jones SP, Price Cl, Strain WD, Watkins CL, Werring
DJ, Emsley HC. Glucagon-like peptide-1 receptor agonists as neuroprotective agents for
ischemic stroke: a systematic scoping review. Journal of Cerebral Blood Flow and
Metabolism. 2021;41(1):14-30.

194. Lv M, Xue G, Cheng H, Meng P, Lian X, Holscher C, Li D. The GLP-1/GIP dual-
receptor agonist DA5-CH inhibits the NF-xB inflammatory pathway in the MPTP mouse
model of Parkinson's disease more effectively than the GLP-1 single-receptor agonist
NLYO1. Brain and Behavior. 2021;11(8):e2231.

195. Detka J, Gtombik K. Insights into a possible role of glucagon-like peptide-1
receptor agonists in the treatment of depression. Pharmacological Reports.
2021;73(4):1020-32.

196. Nadkarni P, Chepurny OG, Holz GG. Regulation of glucose homeostasis by GLP-
1. Progress in Molecular Biology and Translational Science. 2014;121:23-65.

197. Mainardi M, Fusco S, Grassi C. Modulation of hippocampal neural plasticity by
glucose-related signaling. Neural Plasticity. 2015;2015.

198. Onoviran OF, Li D, Toombs Smith S, Raji MA. Effects of glucagon-like peptide
1 receptor agonists on comorbidities in older patients with diabetes mellitus. Therapeutic
Advances in Chronic Disease. 2019;10:2040622319862691.

199. Sandoval DA, Bagnol D, Woods SC, D'Alessio DA, Seeley RJ. Arcuate glucagon-
like peptide 1 receptors regulate glucose homeostasis but not food intake. Diabetes.
2008;57(8):2046-54.

110



200. McMahon LR, Wellman PJ. PVN infusion of GLP-1-(7-36) amide suppresses
feeding but does not induce aversion or alter locomotion in rats. American Journal of
Physiology. 1998;274(1):R23-9.

201. Sisley S, Gutierrez-Aguilar R, Scott M, D'Alessio DA, Sandoval DA, Seeley RJ.
Neuronal GLP1R mediates liraglutide's anorectic but not glucose-lowering effect.
Journal of Clinical Investigation. 2014;124(6):2456-63.

202. Merchenthaler I, Lane M, Shughrue P. Distribution of pre-pro-glucagon and
glucagon-like peptide-1 receptor messenger RNAs in the rat central nervous system.
Journal of Comparative Neurology. 1999;403(2):261-80.

203. Llewellyn-Smith 13, Gnanamanickam GJ, Reimann F, Gribble FM, Trapp S.
Preproglucagon (PPG) neurons innervate neurochemicallyidentified autonomic neurons
in the mouse brainstem. Neuroscience. 2013;229:130-43.

204. Hayes MR, Schmidt HD. GLP-1 influences food and drug reward. Current
Opinion in Behavioral Sciences. 2016;9:66-70.

205. Tye KM, Mirzabekov JJ, Warden MR, Ferenczi EA, Tsai H-C, Finkelstein J, Kim
S-Y, Adhikari A, Thompson KR, Andalman AS. Dopamine neurons modulate neural
encoding and expression of depression-related behaviour. Nature. 2013;493(7433):537-
41.

206. Mohammadi M, Nasehi M, Zarrindast MR. Modulation of the effects of the
cannabinoid agonist, ACPA, on spatial and non-spatial novelty detection in mice by
dopamine D1 receptor drugs infused into the basolateral amygdala. Behavioural Brain
Research. 2015;280:36-44.

207. Lietzau G, Magni G, Kehr J, Yoshitake T, Candeias E, Duarte Al, Pettersson H,
Skogsberg J, Abbracchio MP, Klein T, Nystrom T, Ceruti S, Darsalia V, Patrone C.
Dipeptidyl peptidase-4 inhibitors and sulfonylureas prevent the progressive impairment
of the nigrostriatal dopaminergic system induced by diabetes during aging. Neurobiology
of Aging. 2020;89:12-23.

208. Dunlop BW, Nemeroff CB. The role of dopamine in the pathophysiology of
depression. Archives of General Psychiatry. 2007;64(3):327-37.

209. Anderberg RH, Anefors C, Bergquist F, Nissbrandt H, Skibicka KP. Dopamine
signaling in the amygdala, increased by food ingestion and GLP-1, regulates feeding
behavior. Physiology and Behavior. 2014;136:135-44.

111



210. Rebosio C, Balbi M, Passalacqua M, Ricciarelli R, Fedele E. Presynaptic GLP-1
receptors enhance the depolarization-evoked release of glutamate and GABA in the
mouse cortex and hippocampus. Biofactors. 2018;44(2):148-57.

211. Dixit TS, Sharma AN, Lucot JB, Elased KM. Antipsychotic-like effect of GLP-1
agonist liraglutide but not DPP-IV inhibitor sitagliptin in mouse model for psychosis.
Physiology and Behavior. 2013;114-115:38-41.

212. Cuomo A, Bolognesi S, Goracci A, Ciuoli C, Beccarini Crescenzi B, Maina G,
Rosso G, Facchi E, Maccora C, Giordano N. Feasibility, adherence and efficacy of
liraglutide treatment in a sample of individuals with mood disorders and obesity.
Frontiers in Psychiatry. 2019;9:784.

213. Katsurada K, Maejima Y, Nakata M, Kodaira M, Suyama S, Iwasaki Y, Kario K,
Yada T. Endogenous GLP-1 acts on paraventricular nucleus to suppress feeding:
projection from nucleus tractus solitarius and activation of corticotropin-releasing
hormone, nesfatin-1 and oxytocin neurons. Biochemical and Biophysical Research
Communications. 2014;451(2):276-81.

214. Li C, Navarrete J, Liang-Guallpa J, Lu C, Funderburk SC, Chang RB, Liberles
SD, Olson DP, Krashes MJ. Defined paraventricular hypothalamic populations exhibit
differential responses to food contingent on caloric state. Cell Metabolism.
2019;29(3):681-94 5.

215. Farkas E, Szilvasy-Szabd A, Ruska Y, Sinkd R, Rasch MG, Egebjerg T, Pyke C,
Gereben B, Knudsen LB, Fekete C. Distribution and ultrastructural localization of the
glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) in the rat brain. Brain Structure and Function.
2021;226(1):225-45.

216. Alvarez E, Martinez MD, Roncero I, Chowen JA, Garcia-Cuartero B, Gispert JD,
Sanz C, Vazquez P, Maldonado A, de Caceres J, Desco M, Pozo MA, Blazquez E. The
expression of GLP-1 receptor mRNA and protein allows the effect of GLP-1 on glucose
metabolism in the human hypothalamus and brainstem. Journal of Neurochemistry.
2005;92(4):798-806.

217. Ten Kulve JS, van Bloemendaal L, Balesar R, RG 1J, Swaab DF, Diamant M, la
Fleur SE, Alkemade A. Decreased hypothalamic glucagon-like peptide-1 receptor
expression in type 2 diabetes patients. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism. 2016;101(5):2122-9.

112



218. Andermann ML, Lowell BB. Toward a wiring diagram understanding of appetite
control. Neuron. 2017;95(4):757-78.

219. Carrasco M, Portillo F, Larsen PJ, Vallo JJ. Insulin and glucose administration
stimulates Fos expression in neurones of the paraventricular nucleus that project to
autonomic preganglionic structures. Journal of Neuroendocrinology. 2001;13(4):339-46.
220. LiuJ, Conde K, Zhang P, Lilascharoen V, Xu Z, Lim BK, Seeley RJ, Zhu JJ, Scott
MM, Pang ZP. Enhanced AMPA receptor trafficking mediates the anorexigenic effect of
endogenous glucagon-like peptide-1 in the paraventricular hypothalamus. Neuron.
2017;96(4):897-909 e5.

221. Mann JJ, Waternaux C, Haas GL, Malone KM. Toward a clinical model of
suicidal behavior in psychiatric patients. American Journal of Psychiatry.
1999;156(2):181-9.

222. Van Heeringen K. Stress-diathesis model of suicidal behavior.  The
Neurobiological Basis of Suicide. 51: Frontiers in Neuroscience; 2012. p. 113.

223. Berardelli I, Serafini G, Cortese N, Fiasche F, O'Connor RC, Pompili M. The
involvement of hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis in suicide risk. Brain
Sciences. 2020;10(9).

224. van Heeringen K, Mann JJ. The neurobiology of suicide. Lancet Psychiatry.
2014;1(1):63-72.

225. Cotter D, Mackay D, Landau S, Kerwin R, Everall 1. Reduced glial cell density
and neuronal size in the anterior cingulate cortex in major depressive disorder. Archives
of General Psychiatry. 2001;58(6):545-53.

226. Khundakar A, Morris C, Oakley A, McMeekin W, Thomas AJ. Morphometric
analysis of neuronal and glial cell pathology in the dorsolateral prefrontal cortex in late-
life depression. British Journal of Psychiatry. 2009;195(2):163-9.

227. Rajkowska G, Miguel-Hidalgo JJ, Wei J, Dilley G, Pittman SD, Meltzer HY,
Overholser JC, Roth BL, Stockmeier CA. Morphometric evidence for neuronal and glial
prefrontal cell pathology in major depression. Biological Psychiatry. 1999;45(9):1085-
98.

228. Rajkowska G. Postmortem studies in mood disorders indicate altered numbers of
neurons and glial cells. Biological Psychiatry. 2000;48(8):766-77.

113



229. O'Leary LA, Belliveau C, Davoli MA, Ma JC, Tanti A, Turecki G, Mechawar N.
Widespread decrease of cerebral vimentin-immunoreactive astrocytes in depressed
suicides. Frontiers in Psychiatry. 2021;12:640963.

230. Underwood MD, Kassir SA, Bakalian MJ, Galfalvy H, Mann JJ, Arango V.
Neuron density and serotonin receptor binding in prefrontal cortex in suicide.
International Journal of Neuropsychopharmacology. 2012;15(4):435-47.

231. Underwood MD, Khaibulina AA, Ellis SP, Moran A, Rice PM, Mann JJ, Arango
V. Morphometry of the dorsal raphe nucleus serotonergic neurons in suicide victims.
Biological Psychiatry. 1999;46(4):473-83.

232. Boldrini M, Santiago AN, Hen R, Dwork AJ, Rosoklija GB, Tamir H, Arango V,
John Mann J. Hippocampal granule neuron number and dentate gyrus volume in
antidepressant-treated and untreated major depression. Neuropsychopharmacology.
2013;38(6):1068-77.

233. Arango V, Underwood MD, Mann JJ. Fewer pigmented locus coeruleus neurons
in suicide victims: preliminary results. Biological Psychiatry. 1996;39(2):112-20.

234. Erhardt S, Lim CK, Linderholm KR, Janelidze S, Lindqvist D, Samuelsson M,
Lundberg K, Postolache TT, Traskman-Bendz L, Guillemin GJ, Brundin L. Connecting
inflammation with glutamate agonism in suicidality. Neuropsychopharmacology.
2013;38(5):743-52.

235. Suzuki H, Ohgidani M, Kuwano N, Chrétien F, Lorin de la Grandmaison G,
Onaya M, Tominaga I, Setoyama D, Kang D, Mimura M, Kanba S, Kato TA. Suicide and
microglia: Recent findings and future perspectives based on human studies. Frontiers in
Cellular Neuroscience. 2019;13:31.

236. Brundin L, Sellgren CM, Lim CK, Grit J, Pdlsson E, Landén M, Samuelsson M,
Lundgren K, Brundin P, Fuchs D, Postolache TT, Traskman-Bendz L, Guillemin GJ,
Erhardt S. An enzyme in the kynurenine pathway that governs vulnerability to suicidal
behavior by regulating excitotoxicity and neuroinflammation. Translational Psychiatry.
2016;6(8):e865.

237. Pandey GN. Biological basis of suicide and suicidal behavior. Bipolar Disorder.
2013;15(5):524-41.

238. Witt K, Potts J, Hubers A, Grunebaum MF, Murrough JW, Loo C, Cipriani A,

Hawton K. Ketamine for suicidal ideation in adults with psychiatric disorders: A

114



systematic review and meta-analysis of treatment trials. Australian & New Zealand
Journal of Psychiatry. 2020;54(1):29-45.

239. Jimenez-Trevino L, Gonzalez-Blanco L, Alvarez-Vazquez C, Rodriguez-
Revuelta J, Saiz Martinez PA. Glutamine and new pharmacological targets to treat
suicidal ideation. Current Topics in Behavioral Neurosciences. 2020;46:179-96.

240. Chiesa A, Crisafulli C, Porcelli S, Han C, Patkar AA, Lee S-J, Park MH, Jun T-
Y, Serretti A, Pae C-U. Influence of GRIAL, GRIA2 and GRIA4 polymorphisms on
diagnosis and response to treatment in patients with major depressive disorder. European
Archives of Psychiatry and Clinical Neuroscience. 2012;262(4):305-11.

241. Kertes DA, Kalsi G, Prescott CA, Kuo PH, Patterson DG, Walsh D, Kendler KS,
Riley BP. Neurotransmitter and neuromodulator genes associated with a history of
depressive symptoms in individuals with alcohol dependence. Alcoholism: Clinical and
Experimental Research. 2011;35(3):496-505.

242. Myung W, Song J, Lim S-W, Won H-H, Kim S, Lee Y, Kang HS, Lee H, Kim J-
W, Carroll BJ. Genetic association study of individual symptoms in depression.
Psychiatry Research. 2012;198(3):400-6.

243. Kim S, Choi K-H, Baykiz AF, Gershenfeld HK. Suicide candidate genes
associated with bipolar disorder and schizophrenia: an exploratory gene expression
profiling analysis of post-mortem prefrontal cortex. BMC Genomics. 2007;8(1):1-10.
244. Klempan TA, Sequeira A, Canetti L, Lalovic A, Ernst C, Turecki G. Altered
expression of genes involved in ATP biosynthesis and GABAergic neurotransmission in
the ventral prefrontal cortex of suicides with and without major depression. Molecular
Psychiatry. 2009;14(2):175-89.

245.  Sequeira A, Klempan T, Canetti L, Benkelfat C, Rouleau GA, Turecki G. Patterns
of gene expression in the limbic system of suicides with and without major depression.
Molecular Psychiatry. 2007;12(7):640-55.

246. Sequeira A, Mamdani F, Ernst C, Vawter MP, Bunney WE, Lebel V, Rehal S,
Klempan T, Gratton A, Benkelfat C, Rouleau GA, Mechawar N, Turecki G. Global brain
gene expression analysis links glutamatergic and GABAergic alterations to suicide and
major depression. PLoS One. 2009;4(8):e6585.

247. Mann JJ. Neurobiology of suicidal behaviour. Nature Reviews Neuroscience.
2003;4(10):819-28.

115



248. Jokinen J, Bostrom AE, Dadfar A, Ciuculete DM, Chatzittofis A, Asberg M,
Schioth HB. Epigenetic changes in the CRH gene are related to severity of suicide attempt
and a general psychiatric risk score in adolescents. eBioMedicine. 2018;27:123-33.

249. Merali Z, Du L, Hrdina P, Palkovits M, Faludi G, Poulter MO, Anisman H.
Dysregulation in the suicide brain: mRNA expression of corticotropin-releasing hormone
receptors and GABA(A) receptor subunits in frontal cortical brain region. Journal of
Neuroscience. 2004;24(6):1478-85.

250. Pandey GN, Rizavi HS, Bhaumik R, Ren X. Increased protein and mRNA
expression of corticotropin-releasing factor (CRF), decreased CRF receptors and CRF
binding protein in specific postmortem brain areas of teenage suicide subjects.
Psychoneuroendocrinology. 2019;106:233-43.

251. Pandey GN, Rizavi HS, Ren X, Dwivedi Y, Palkovits M. Region-specific
alterations in glucocorticoid receptor expression in the postmortem brain of teenage
suicide victims. Psychoneuroendocrinology. 2013;38(11):2628-39.

252. HuT, Chitnis N, Monos D, Dinh A. Next-generation sequencing technologies: An
overview. Human Immunology. 2021;82(11):801-11.

253. Li S, Tighe SW, Nicolet CM, Grove D, Levy S, Farmerie W, Viale A, Wright C,
Schweitzer PA, Gao Y. Multi-platform assessment of transcriptome profiling using RNA-
seq in the ABRF next-generation sequencing study. Nature Biotechnology.
2014;32(9):915-25.

254. Hirschfeld RM. History and evolution of the monoamine hypothesis of
depression. Journal of Clinical Psychiatry 2000;61 Suppl 6:4-6.

255. Clayden RC, Zaruk A, Meyre D, Thabane L, Samaan Z. The association of
attempted suicide with genetic variants in the SLC6A4 and TPH genes depends on the
definition of suicidal behavior: a systematic review and meta-analysis. Translational
Psychiatry. 2012;2(10):e166.

256. Thalamuthu A, Mills NT, Berger K, Minnerup H, Grotegerd D, Dannlowski U,
Meinert S, Opel N, Repple J, Gruber M, Nenadi¢ I, Stein F, Brosch K, Meller T, Pfarr J-
K, Forstner AJ, Hoffmann P, N6othen MM, Witt S, Rietschel M, Kircher T, Adams M,
Mclintosh AM, Porteous DJ, Deary 1J, Hayward C, Campbell A, Grabe HJ, Teumer A,
Homuth G, van der Auwera-Palitschka S, Oliver Schubert K, Baune BT. Genome-wide

116



interaction study with major depression identifies novel variants associated with cognitive
function. Molecular Psychiatry. 2022;27(2):1111-9.

257. Norkeviciene A, Gocentiene R, Sestokaite A, Sabaliauskaite R, Dabkeviciene D,
Jarmalaite S, Bulotiene G. A systematic review of candidate genes for major depression.
Medicina. 2022;58(2):285.

258. Chan RF, Turecki G, Shabalin AA, Guintivano J, Zhao M, Xie LY, van
Grootheest G, Kaminsky ZA, Dean B, Penninx BWJH, Aberg KA, van den Oord EJCG.
Cell type—specific methylome-wide association studies implicate neurotrophin and innate
immune signaling in major depressive disorder. Biological Psychiatry. 2020;87(5):431-
42,

259. Bai T, Wei Q, Zu M, Xie W, Wang J, Gong-Jun J, Yu F, Tian Y, Wang K.
Functional plasticity of the dorsomedial prefrontal cortex in depression reorganized by
electroconvulsive therapy: Validation in two independent samples. Human Brain
Mapping. 2019;40(2):465-73.

260. Ghosal S, Hare B, Duman RS. Prefrontal cortex GABAergic deficits and circuit
dysfunction in the pathophysiology and treatment of chronic stress and depression.
Current Opinion in Behavioral Sciences. 2017;14:1-8.

261. Zhang JC, Yao W, Hashimoto K. Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)-
TrkB Signaling in Inflammation-related Depression and Potential Therapeutic Targets.
Current Neuropharmacology. 2016;14(7):721-31.

262. Pantazatos SP, Huang Y'Y, Rosoklija GB, Dwork AJ, Arango V, Mann JJ. Whole-
transcriptome brain expression and exon-usage profiling in major depression and suicide:
evidence for altered glial, endothelial and ATPase activity. Molecular Psychiatry.
2017;22(5):760-73.

263. Labonte B, Engmann O, Purushothaman I, Menard C, Wang J, Tan C, Scarpa JR,
Moy G, Loh YE, Cahill M, Lorsch ZS, Hamilton PJ, Calipari ES, Hodes GE, Issler O,
Kronman H, Pfau M, Obradovic ALJ, Dong Y, Neve RL, Russo S, Kazarskis A,
Tamminga C, Mechawar N, Turecki G, Zhang B, Shen L, Nestler EJ. Sex-specific
transcriptional signatures in human depression. Nature Medicine. 2017;23(9):1102-11.
264. Cabrera B, Monroy-Jaramillo N, Fries GR, Mendoza-Morales RC, Garcia-
Dolores F, Mendoza-Larios A, Diaz-Otanez C, Walss-Bass C, Glahn DC, Ostrosky-

Wegman P, Fresno C, Nicolini H. Brain gene expression pattern of subjects with

117



completed suicide and comorbid substance use disorder. Molecular Neuropsychiatry.
2019;5(1):60-73.

265. Cabrera-Mendoza B, Fresno C, Monroy-Jaramillo N, Fries GR, Walss-Bass C,
Glahn DC, Ostrosky-Wegman P, Mendoza-Morales RC, Garcia-Dolores F, Diaz-Otanez
CE, Gonzalez-Saenz EE, Genis-Mendoza AD, Martinez-Magana JJ, Romero-Pimentel
AL, Flores G, Vazquez-Roque RA, Nicolini H. Sex differences in brain gene expression
among suicide completers. Journal of Affective Disorders. 2020;267:67-77.

266. Romero-Pimentel AL, Almeida D, Munoz-Montero S, Rangel C, Mendoza-
Morales R, Gonzalez-Saenz EE, Nagy C, Chen G, Aouabed Z, Theroux JF, Turecki G,
Martinez-Levy G, Walss-Bass C, Monroy-Jaramillo N, Fernandez-Figueroa EA, Gomez-
Cotero A, Garcia-Dolores F, Morales-Marin ME, Nicolini H. Integrative DNA
methylation and gene expression analysis in the prefrontal cortex of mexicans who died
by suicide. International Journal of Neuropsychopharmacology. 2021.

267. Rihmer Z, Rihmer A. Depression and suicide - the role of underlying bipolarity.
Psychiatria Hungarica. 2019;34(4):359-68.

268. Nieuwenhuys R, Voogd J, Van Huijzen C. The human central nervous system: a
synopsis and atlas. Springer Science & Business Media. 2007.

269. Mai JK, Majtanik M, Paxinos G. Atlas of the Human Brain. 4th ed. New York,
NY: Academic Press; 2015.

270. Palkovits M. Isolated removal of hypothalamic or other brain nuclei of the rat.
Brain Research. 1973;59:449-50.

271. Palkovits M. Microdissection of individual brain nuclei and areas. In: Boulton
AA, Baker GB, editors. General Neurochemical Techniques. Totowa, NJ: Humana Press;
1985. p. 1-17.

272. Hardwick SA, Hu W, Joglekar A, Fan L, Collier PG, Foord C, Balacco J, Lanjewar
S, Sampson MM, Koopmans F, Prjibelski AD, Mikheenko A, Belchikov N, Jarroux J,
Lucas AB, Palkovits M, Luo W, Milner TA, Ndhlovu LC, Smit AB, Trojanowski JQ, Lee
VMY, Fedrigo O, Sloan SA, Tombacz D, Ross ME, Jarvis E, Boldogkéi Z, Gan L, Tilgner
HU. Single-nuclei isoform RNA sequencing unlocks barcoded exon connectivity in
frozen brain tissue. Nature Biotechnology. 2022;40(7):1082-92.

273. Durrenberger PF, Fernando S, Kashefi SN, Ferrer I, Hauw JJ, Seilhean D, Smith
C, Walker R, Al-Sarraj S, Troakes C, Palkovits M, Kasztner M, Huitinga I, Arzberger T,

118



Dexter DT, Kretzschmar H, Reynolds R. Effects of antemortem and postmortem variables
on human brain mRNA quality: a BrainNet Europe study. Journal of Neuropathology and
Experimental Neurology. 2010;69(1):70-81.

274.  Zhurov V, Stead JD, Merali Z, Palkovits M, Faludi G, Schild-Poulter C, Anisman
H, Poulter MO. Molecular pathway reconstruction and analysis of disturbed gene
expression in depressed individuals who died by suicide. PLoS One. 2012;7(10):e47581.
275. Kormos V, Kecskés A, Farkas J, Gaszner T, Csernus V, Alomari A, Hegediis D,
Renner E, Palkovits M, Zelena D, Helyes Z, Pintér E, Gaszner B. Peptidergic neurons of
the Edinger-Westphal nucleus express TRPAL ion channel that is downregulated both
upon chronic variable mild stress in male mice and in humans who died by suicide.
Journal of Psychiatry and Neuroscience. 2022;47(3):E162-e75.

276. Cock PJ, Fields CJ, Goto N, Heuer ML, Rice PM. The Sanger FASTQ file format
for sequences with quality scores, and the Solexa/lllumina FASTQ variants. Nucleic
Acids Research. 2010;38(6):1767-71.

277. Langmead B, Salzberg SL. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nature
Methods. 2012;9(4):357-9.

278. Kim D, Langmead B, Salzberg SL. HISAT: a fast spliced aligner with low
memory requirements. Nature Methods. 2015;12(4):357-60.

279. Liao Y, Smyth GK, Shi W. The Subread aligner: fast, accurate and scalable read
mapping by seed-and-vote. Nucleic Acids Research. 2013;41(10):e108-¢.

280. Love MI, Huber W, Anders S. Moderated estimation of fold change and
dispersion for RNA-seq data with DESeq2. Genome Biology. 2014;15(12):550.

281. Benjamini Y, Hochberg Y. Controlling the false discovery rate: a practical and
powerful approach to multiple testing. Journal of the Royal Statistical Society Series B
(Methodological). 1995;57(1):289-300.

282. Kanehisa M, Goto S. KEGG: kyoto encyclopedia of genes and genomes. Nucleic
Acids Research. 2000;28(1):27-30.

283. Jassal B, Matthews L, Viteri G, Gong C, Lorente P, Fabregat A, Sidiropoulos K,
Cook J, Gillespie M, Haw R, Loney F, May B, Milacic M, Rothfels K, Sevilla C,
Shamovsky V, Shorser S, Varusai T, Weiser J, Wu G, Stein L, Hermjakob H, D'Eustachio
P. The reactome pathway knowledgebase. Nucleic Acids Research. 2020;48(D1):D498-
D503.

119



284. Szklarczyk D, Gable AL, Lyon D, Junge A, Wyder S, Huerta-Cepas J, Simonovic
M, Doncheva NT, Morris JH, Bork P, Jensen LJ, Mering CV. STRING v11: protein-
protein association networks with increased coverage, supporting functional discovery in
genome-wide experimental datasets. Nucleic Acids Research. 2019;47(D1):D607-D13.
285. Smoot ME, Ono K, Ruscheinski J, Wang PL, Ideker T. Cytoscape 2.8: new
features for data integration and network visualization. Bioinformatics. 2011;27(3):431-
2.

286. Chin CH, Chen SH, Wu HH, Ho CW, Ko MT, Lin CY. cytoHubba: identifying
hub objects and sub-networks from complex interactome. BMC Systems Biology. 2014;8
Suppl 4:S11.

287. Contreras-Lopez O, Moyano TC, Soto DC, Gutiérrez RA. Step-by-step
construction of gene co-expression networks from high-throughput arabidopsis rna
sequencing data. Methods in Molecular Biology. 2018;1761:275-301.

288. Leng N, Dawson JA, Thomson JA, Ruotti V, Rissman Al, Smits BM, Haag JD,
Gould MN, Stewart RM, Kendziorski C. EBSeq: an empirical Bayes hierarchical model
for inference in RNA-seq experiments. Bioinformatics. 2013;29(8):1035-43.

289. Su G, Kuchinsky A, Morris JH, States DJ, Meng F. GLay: community structure
analysis of biological networks. Bioinformatics. 2010;26(24):3135-7.

290. Bindea G, Mlecnik B, Hackl H, Charoentong P, Tosolini M, Kirilovsky A,
Fridman WH, Pages F, Trajanoski Z, Galon J. ClueGO: a Cytoscape plug-in to decipher
functionally grouped gene ontology and pathway annotation networks. Bioinformatics.
2009;25(8):1091-3.

291. Thul PJ, Lindskog C. The human protein atlas: a spatial map of the human
proteome. Protein Science. 2018;27(1):233-44.

292. Khatri P, Sirota M, Butte AJ. Ten years of pathway analysis: current approaches
and outstanding challenges. PLoS Computational Biology. 2012;8(2):e1002375.

293. Pinero J, Bravo A, Queralt-Rosinach N, Gutierrez-Sacristan A, Deu-Pons J,
Centeno E, Garcia-Garcia J, Sanz F, Furlong LI. DisGeNET: a comprehensive platform
integrating information on human disease-associated genes and variants. Nucleic Acids
Research. 2017;45(D1):D833-D9.

294. Dobolyi A. Central amylin expression and its induction in rat dams. Journal of
Neurochemistry. 2009;111(6):1490-500.

120



295. Dobolyi A, Ostergaard E, Bagd AG, Déczi T, Palkovits M, Gal A, Molnar MJ,
Adam-Vizi V, Chinopoulos C. Exclusive neuronal expression of SUCLAZ in the human
brain. Brain Structure and Function. 2015;220(1):135-51.

296. Likhite N, Warawdekar UM. A unique method for isolation and solubilization of
proteins after extraction of RNA from tumor tissue using trizol. Journal of Biomolecular
Techniques. 2011;22(1):37-44.

297. Dora F, Renner E, Keller D, Palkovits M, Dobolyi A. Transcriptome profiling of
the dorsomedial prefrontal cortex in suicide victims. International Journal of Molecular
Sciences. 2022;23(13).

298. Zhang MD, Su J, Adori C, Cinquina V, Malenczyk K, Girach F, Peng C, Ernfors
P, Low P, Borgius L, Kiehn O, Watanabe M, Uhlén M, Mitsios N, Mulder J, Harkany T,
Hokfelt T. Ca2+-binding protein NECAB?2 facilitates inflammatory pain hypersensitivity.
Journal of Clinical Investigation. 2018;128(9):3757-68.

299. Miczan V, Kelemen K, Glavinics JR, Laszl6 ZI, Barti B, Kenesei K, Kisfali M,
Katona I. NECAB1 and NECAB2 are prevalent calcium-binding proteins of CB1/CCK-
positive GABAergic interneurons. Cerebral Cortex. 2021;31(3):1786-806.

300. Ramaker RC, Bowling KM, Lasseigne BN, Hagenauer MH, Hardigan AA, Davis
NS, Gertz J, Cartagena PM, Walsh DM, Vawter MP, Jones EG, Schatzberg AF, Barchas
JD, Watson SJ, Bunney BG, Akil H, Bunney WE, Li JZ, Cooper SJ, Myers RM. Post-
mortem molecular profiling of three psychiatric disorders. Genome Medicine.
2017;9(2):72.

301.  Schurch NJ, Schofield P, Gierlinski M, Cole C, Sherstnev A, Singh V, Wrobel N,
Gharbi K, Simpson GG, Owen-Hughes T. How many biological replicates are needed in
an RNA-seq experiment and which differential expression tool should you use? RNA.
2016;22(6):839-51.

302. Jabbi M, Arasappan D, Eickhoff SB, Strakowski SM, Nemeroff CB, Hofmann
HA. Neuro-transcriptomic signatures for mood disorder morbidity and suicide mortality.
Journal of Psychiatric Research. 2020;127:62-74.

303. Underwood MD, Arango V. Evidence for neurodegeneration and neuroplasticity
as part of the neurobiology of suicide. Biological Psychiatry. 2011;70(4):306-7.

304. Punzi G, Ursini G, Chen Q, Radulescu E, Tao R, Huuki LA, Di Carlo P, Collado-
Torres L, Shin JH, Catanesi R, Jaffe AE, Hyde TM, Kleinman JE, Mackay TFC,

121



Weinberger DR. Genetics and brain transcriptomics of completed suicide. American
Journal of Psychiatry. 2022;179(3):226-41.

305. HanlL,WangL, Tang S, Yuan L, Wu S, Du X, Xiang Y, Qu X, Liu H, Luo H,
Qin X, Liu C. ITGB4 deficiency in bronchial epithelial cells directs airway inflammation
and bipolar disorder-related behavior. Journal of Neuroinflammation. 2018;15(1):246.
306. Hlavacova N, Wes PD, Ondrejcakova M, Flynn ME, Poundstone PK, Babic S,
Murck H, Jezova D. Subchronic treatment with aldosterone induces depression-like
behaviours and gene expression changes relevant to major depressive disorder.
International Journal of Neuropsychopharmacology. 2012;15(2):247-65.

307. Lee PH, Perlis RH, Jung JY, Byrne EM, Rueckert E, Siburian R, Haddad S,
Mayerfeld CE, Heath AC, Pergadia ML, Madden PA, Boomsma DI, Penninx BW, Sklar
P, Martin NG, Wray NR, Purcell SM, Smoller JW. Multi-locus genome-wide association
analysis supports the role of glutamatergic synaptic transmission in the etiology of major
depressive disorder. Translational Psychiatry. 2012;2(11):e184.

308. Luo, Zeng B, Zeng L, Du X, Li B, Huo R, Liu L, Wang H, Dong M, Pan J,
Zheng P, Zhou C, Wei H, Xie P. Gut microbiota regulates mouse behaviors through
glucocorticoid receptor pathway genes in the hippocampus. Translational Psychiatry.
2018;8(1):187.

309. Petrykey K, Lippé S, Robaey P, Sultan S, Laniel J, Drouin S, Bertout L, Beaulieu
P, St-Onge P, Boulet-Craig A, Rezgui A, Yasui Y, Sapkota Y, Krull KR, Hudson MM,
Laverdiere C, Sinnett D, Krajinovic M. Influence of genetic factors on long-term
treatment related neurocognitive complications, and on anxiety and depression in
survivors of childhood acute lymphoblastic leukemia: The Petale study. PLoS One.
2019;14(6):e0217314.

310. Cotter D, Mackay D, Chana G, Beasley C, Landau S, Everall IP. Reduced
neuronal size and glial cell density in area 9 of the dorsolateral prefrontal cortex in
subjects with major depressive disorder. Cerebral Cortex. 2002;12(4):386-94.

311.  Ongiir D, Drevets WC, Price JL. Glial reduction in the subgenual prefrontal cortex
in  mood disorders. Proceedings of the National Academy of Sciences.
1998;95(22):13290-5.

122



312. Dowlati Y, Herrmann N, Swardfager W, Liu H, Sham L, Reim EK, Lanctot KL.
A meta-analysis of cytokines in major depression. Biological Psychiatry.
2010;67(5):446-57.

313. Farooq RK, Asghar K, Kanwal S, Zulgernain A. Role of inflammatory cytokines
in depression: focus on interleukin-1p. Biomedical Reports. 2017;6(1):15-20.

314. Kitagishi Y, Kobayashi M, Kikuta K, Matsuda S. Roles of
PIBK/AKT/GSK3/mTOR pathway in cell signaling of mental illnesses. Depression
Research and Treatment. 2012;2012.

315. Zarate CA, Du J, Quiroz J, Gray NA, Denicoff KD, Singh J, Charney DS, Manji
HK. Regulation of cellular plasticity cascades in the pathophysiology and treatment of
mood disorders - Role of the glutamatergic system. Glutamate and Disorders of
Cognition and Motivation. 2003;1003:273-91.

316. Nagy C, Suderman M, Yang J, Szyf M, Mechawar N, Ernst C, Turecki G.
Astrocytic abnormalities and global DNA methylation patterns in depression and suicide.
Molecular Psychiatry. 2015;20(3):320-8.

317. LiCY, Mao X, Wei L. Genes and (common) pathways underlying drug addiction.
PLoS Computational Biology. 2008;4(1):e2.

318. Biernacka JM, Geske J, Jenkins GD, Colby C, Rider DN, Karpyak VM, Choi D-
S, Fridley BL. Genome-wide gene-set analysis for identification of pathways associated
with alcohol dependence. International Journal of Neuropsychopharmacology.
2013;16(2):271-8.

319. Gray AL, Hyde TM, Deep-Soboslay A, Kleinman JE, Sodhi MS. Sex differences
in glutamate receptor gene expression in major depression and suicide. Molecular
Psychiatry. 2015;20(9):1057-68.

320. Laje G, Paddock S, Manji H, Rush AJ, Wilson AF, Charney D, McMahon FJ.
Genetic markers of suicidal ideation emerging during citalopram treatment of major
depression. American Journal of Psychiatry. 2007;164(10):1530-8.

321. Menke A, Lucae S, Kloiber S, Horstmann S, Bettecken T, Uhr M, Ripke S, Ising
M, Miiller-Myhsok B, Holsboer F. Genetic markers within glutamate receptors associated
with antidepressant treatment-emergent suicidal ideation. American Journal of
Psychiatry. 2008;165(7):917-8.

123



322. Shaltiel G, Maeng S, Malkesman O, Pearson B, Schloesser R, Tragon T,
Rogawski M, Gasior M, Luckenbaugh D, Chen G. Evidence for the involvement of the
kainate receptor subunit GIuR6 (GRIK2) in mediating behavioral displays related to
behavioral symptoms of mania. Molecular Psychiatry. 2008;13(9):858-72.

323. Jacobs JM, Traeger L, Eusebio J, Simon NM, Sequist LV, Greer JA, Temel JS,
Pirl WF. Depression, inflammation, and epidermal growth factor receptor (EGFR) status
in metastatic non-small cell lung cancer: A pilot study. Journal of Psychosomatic
Research. 2017;99:28-33.

324. Lofberg C, Agren H, Harro J, Oreland L. Cholecystokinin in CSF from depressed
patients: possible relations to severity of depression and suicidal behaviour. European
Neuropsychopharmacology. 1998;8(2):153-7.

325. Jahangard L, Solgy R, Salehi I, Taheri SK, Holsboer-Trachsler E, Haghighi M,
Brand S. Cholecystokinin (CCK) level is higher among first time suicide attempters than
healthy controls, but is not associated with higher depression scores. Psychiatry Research.
2018;266:40-6.

326. Harro J, Marcusson J, Oreland L. Alterations in brain cholecystokinin receptors
in suicide victims. European Neuropsychopharmacology. 1992;2(1):57-63.

327. Yin H, Pantazatos SP, Galfalvy H, Huang Y'Y, Rosoklija GB, Dwork AJ, Burke
A, Arango V, Oquendo MA, Mann JJ. A pilot integrative genomics study of GABA and
glutamate neurotransmitter systems in suicide, suicidal behavior, and major depressive
disorder. American Journal of Medical Genetics, Part B, Neuropsychiatric Genetics.
2016;171b(3):414-26.

328. De la Cruz-Cano E. Association between FKBP5 and CRHR1 genes with suicidal
behavior: A systematic review. Behavioural Brain Research. 2017;317:46-61.

329. Karolewicz B, Stockmeier CA, Ordway GA. Elevated levels of the NR2C subunit
of the NMDA receptor in the locus coeruleus in depression. Neuropsychopharmacology.
2005;30(8):1557-67.

330. Gibbons AS, Brooks L, Scarr E, Dean B. AMPA receptor expression is increased
post-mortem samples of the anterior cingulate from subjects with major depressive
disorder. Journal of Affective Disorders. 2012;136(3):1232-7.

124



331. Niswender CM, Conn PJ. Metabotropic glutamate receptors: physiology,
pharmacology, and disease. Annual Review of Pharmacology and Toxicology.
2010;50:295-322.

332. Cleva RM, Olive MF. Positive allosteric modulators of type 5 metabotropic
glutamate receptors (mGIuR5) and their therapeutic potential for the treatment of CNS
disorders. Molecules. 2011;16(3):2097-106.

333. HaCM, Park D, Han JK, Jang JI, Park JY, Hwang EM, Seok H, Chang S. Calcyon
forms a novel ternary complex with dopamine D1 receptor through PSD-95 protein and
plays a role in dopamine receptor internalization. Journal of Biological Chemistry.
2012;287(38):31813-22.

334. Maher MP, Wu N, Ravula S, Ameriks MK, Savall BM, Liu C, Lord B, Wyatt RM,
Matta JA, Dugovic C, Yun S, Ver Donck L, Steckler T, Wickenden AD, Carruthers NI,
Lovenberg TW. Discovery and characterization of AMPA receptor modulators selective
for TARP-y8. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics.
2016;357(2):394-414.

335. Cannon DM, Klaver JM, Peck SA, Rallis-Voak D, Erickson K, Drevets WC.
Dopamine type-1 receptor binding in major depressive disorder assessed using positron
emission tomography and [11C]NNC-112. Neuropsychopharmacology.
2009;34(5):1277-87.

336. Kang HJ, Voleti B, Hajszan T, Rajkowska G, Stockmeier CA, Licznerski P,
Lepack A, Majik MS, Jeong LS, Banasr M, Son H, Duman RS. Decreased expression of
synapse-related genes and loss of synapses in major depressive disorder. Nature
Medicine. 2012;18(9):1413-7.

337. Kioka N, Ueda K, Amachi T. Vinexin, CAP/ponsin, ArgBP2: a novel adaptor
protein family regulating cytoskeletal organization and signal transduction. Cell Structure
and Function. 2002;27(1):1-7.

338. Park SJ, Frake RA, Karabiyik C, Son SM, Siddiqi FH, Bento CF, Sterk P,
Vicinanza M, Pavel M, Rubinsztein DC. Vinexin contributes to autophagic decline in
brain ageing across species. Cell Death and Differentiation. 2021.

339. Howard DM, Adams MJ, Clarke TK, Hafferty JD, Gibson J, Shirali M, Coleman
JRI, Hagenaars SP, Ward J, Wigmore EM, Alloza C, Shen X, Barbu MC, Xu EY, Whalley
HC, Marioni RE, Porteous DJ, Davies G, Deary 1J, Hemani G, Berger K, Teismann H,

125



Rawal R, Arolt V, Baune BT, Dannlowski U, Domschke K, Tian C, Hinds DA, andMe
Research T, Major Depressive Disorder Working Group of the Psychiatric Genomics C,
Trzaskowski M, Byrne EM, Ripke S, Smith DJ, Sullivan PF, Wray NR, Breen G, Lewis
CM, Mclintosh AM. Genome-wide meta-analysis of depression identifies 102
independent variants and highlights the importance of the prefrontal brain regions. Nature
Neuroscience. 2019;22(3):343-52.

340. Xiao J, Dai R, Negyessy L, Bergson C. Calcyon, a novel partner of clathrin light
chain, stimulates clathrin-mediated endocytosis. Journal of Biological Chemistry.
2006;281(22):15182-93.

341. Chander P, Kennedy MJ, Winckler B, Weick JP. Neuron-specific gene 2 (NSG2)
encodes an AMPA receptor interacting protein that modulates excitatory
neurotransmission. Eneuro. 2019;6(1).

342. Davidson HT, Xiao JP, Dai RJ, Bergson C. Calcyon is necessary for activity-
dependent AMPA receptor internalization and LTD in CA1 neurons of hippocampus.
European Journal of Neuroscience. 2009;29(1):42-54.

343. Sakakibara S, Nakamura Y, Satoh H, Okano H. Rna-binding protein Musashi2:
developmentally regulated expression in neural precursor cells and subpopulations of
neurons in mammalian CNS. Journal of Neuroscience. 2001;21(20):8091-107.

344. Imai T, Tokunaga A, Yoshida T, Hashimoto M, Mikoshiba K, Weinmaster G,
Nakafuku M, Okano H. The neural RNA-binding protein Musashil translationally
regulates mammalian numb gene expression by interacting with its mMRNA. Molecular
and Cellular Biology. 2001;21(12):3888-900.

345. Adams ME, Kramarcy N, Krall SP, Rossi SG, Rotundo RL, Sealock R, Froehner
SC. Absence of a-syntrophin leads to structurally aberrant neuromuscular synapses
deficient in utrophin. The Journal of Cell Biology. 2000;150(6):1385-98.

346. Hasegawa M, Cuenda A, Spillantini MG, Thomas GM, Buée-Scherrer V, Cohen
P, Goedert M. Stress-activated protein kinase-3 interacts with the PDZ domain of al-
syntrophin: a mechanism for specific substrate recognition. Journal of Biological
Chemistry. 1999;274(18):12626-31.

347. Bell S, Rousseau J, Peng H, Aouabed Z, Priam P, Theroux JF, Jefri M, Tanti A,
Wu H, Kolobova I, Silviera H, Manzano-Vargas K, Ehresmann S, Hamdan FF, Hettige
N, Zhang X, Antonyan L, Nassif C, Ghaloul-Gonzalez L, Sebastian J, Vockley J, Begtrup

126



AG, Wentzensen IM, Crunk A, Nicholls RD, Herman KC, Deignan JL, Al-Hertani W,
Efthymiou S, Salpietro V, Miyake N, Makita Y, Matsumoto N, Ostern R, Houge G,
Hafstrom M, Fassi E, Houlden H, Klein Wassink-Ruiter JS, Nelson D, Goldstein A, Dabir
T, van Gils J, Bourgeron T, Delorme R, Cooper GM, Martinez JE, Finnila CR, Carmant
L, Lortie A, Oegema R, van Gassen K, Mehta SG, Huhle D, Abou Jamra R, Martin S,
Brunner HG, Lindhout D, Au M, Graham JM, Jr., Coubes C, Turecki G, Gravel S,
Mechawar N, Rossignol E, Michaud JL, Lessard J, Ernst C, Campeau PM. Mutations in
ACTLG6B cause neurodevelopmental deficits and epilepsy and lead to loss of dendrites in
human neurons. American Journal of Human Genetics. 2019;104(5):815-34.

348. de la Torre-Ubieta L, Bonni A. Combinatorial assembly of neurons: from
chromatin to dendrites. Trends in Cell Biology. 2008;18(2):48-51.

349. Morley JE. The ascent of cholecystokinin (CCK)—from gut to brain. Life
Sciences. 1982;30(6):479-93.

350. Reisi P, Ghaedamini AR, Golbidi M, Shabrang M, Arabpoor Z, Rashidi B. Effect
of cholecystokinin on learning and memory, neuronal proliferation and apoptosis in the
rat hippocampus. Advanced Biomedical Research. 2015;4:227.

351. Miraglia del Giudice E, Santoro N, Fiumani P, Dominguez G, Kuhar MJ, Perrone
L. Adolescents carrying a missense mutation in the CART gene exhibit increased anxiety
and depression. Depression and Anxiety. 2006;23(2):90-2.

352. Ahmadian-Moghadam H, Sadat-Shirazi M-S, Zarrindast M-R. Cocaine-and
amphetamine-regulated transcript (CART): a multifaceted neuropeptide. Peptides.
2018;110:56-77.

353.  Wiehager S, Beiderbeck DI, Gruber SH, EI-Khoury A, Wamsteeker J, Neumann
ID, Petersén A, Mathé AA. Increased levels of cocaine and amphetamine regulated
transcript in two animal models of depression and anxiety. Neurobiology of Disease.
2009;34(2):375-80.

354. Han SJ, Kim HJ, Choi YJ, Lee KW, Kim DJ. Increased risk of suicidal ideation
in Korean adults with both diabetes and depression. Diabetes Research and Clinical
Practice. 2013;101(3):e14-e7.

355. Wang B, An X, Shi X, Zhang JA. Suicide risk in patients with diabetes: A
systematic review and meta-analysis. European Journal of Endocrinology.
2017;177(4):R169-r81.

127



356. Anderson RJ, Freedland KE, Clouse RE, Lustman PJ. The prevalence of comorbid
depression in adults with diabetes: a meta-analysis. Diabetes Care. 2001;24(6):1069-78.
357. Conti C, Mennitto C, Di Francesco G, Fraticelli F, Vitacolonna E, Fulcheri M.
Clinical characteristics of diabetes mellitus and suicide risk. Frontiers in Psychiatry.
2017:8:40.

358. Lofman S, Hakko H, Mainio A, Timonen M, Résédnen P. Characteristics of suicide
among diabetes patients: A population based study of suicide victims in Northern Finland.
Journal of Psychosomatic Research. 2012;73(4):268-71.

359. Iwasaki Y, Bartlett J, O'neil J. An examination of stress among Aboriginal women
and men with diabetes in Manitoba, Canada. Ethnicity & Health. 2004;9(2):189-212.
360. Cheng TYL, Boey KW. Coping, social support, and depressive symptoms of older
adults with Type Il diabetes mellitus. Clinical Gerontologist. 2000;22(1):15-30.

361. Avci D, Cetinkaya A, Karahan S, Oguzhan N, Karagéz H, Basak M, Erden A.
Suicide commitment with metformin: our experience with five cases. Renal Failure.
2013;35(6):863-5.

362. Canela L, Fernandez-Duefias V, Albergaria C, Watanabe M, Lluis C, Mallol J,
Canela EI, Franco R, Lujan R, Ciruela F. The association of metabotropic glutamate
receptor type 5 with the neuronal Ca2+-binding protein 2 modulates receptor function.
Journal of Neurochemistry. 2009;111(2):555-67.

363. Chen Z, Long H, Guo J, Wang Y, He K, Tao C, Li X, Jiang K, Guo S, Pi Y.
Autism-risk gene necab2 regulates psychomotor and social behavior as a neuronal
modulator of mGIluR1 signaling. Frontiers in Molecular Neuroscience. 2022;15:901682.
364. Zhao J, Verwer RWH, Gao SF, Qi XR, Lucassen PJ, Kessels HW, Swaab DF.
Prefrontal alterations in GABAergic and glutamatergic gene expression in relation to
depression and suicide. Journal of Psychiatric Research. 2018;102:261-74.

365. Mazuir E, Fricker D, Sol-Foulon N. Neuron-oligodendrocyte communication in
myelination of cortical GABAergic cells. Life-Basel. 2021;11(3).

366. Zhu Q, Ke W, He Q, Wang X, Zheng R, Li T, Luan G, Long YS, Liao WP, Shu
Y. Laminar distribution of neurochemically-identified interneurons and cellular co-
expression of molecular markers in epileptic human cortex. Neuroscience Bulletin.
2018;34(6):992-1006.

128



367. Kim YK, Kim QY, Song J. Alleviation of depression by glucagon-like peptide 1
through the regulation of neuroinflammation, neurotransmitters, neurogenesis, and
synaptic function. Frontiers in Pharmacology. 2020;11:1270.

368. Gribble FM, Reimann F. Metabolic messengers: glucagon-like peptide 1. Nature
Metabolism. 2021;3(2):142-8.

129



10. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE
A doktori disszertacié alapjat képezd publikaciok:

1. DéraF, Renner E, Keller D, Palkovits M, Dobolyi A. (2022) Transcriptome profiling
of the dorsomedial prefrontal cortex in suicide victims. International Journal of
Molecular Sciences, 23(13), 7067. (IF: 6,208)

2. *Renner E, *Déra F, Oszwald E, Dobolyi A, Palkovits M. (2022) Elevated glucagon-
like peptide-1 receptor level in the paraventricular hypothalamic nucleus of type 2
diabetes mellitus patients. International Journal of Molecular Sciences, 23(24),
15945. (IF: 6,208). *: egyenld hozzajarulas

Egyéb publikaciok:

1. Csikés V, Olah S, Déra F, Arrasz N, Cservenak M, Dobolyi A. (2023) Microglia
depletion prevents lactation by inhibition of prolactin secretion. iScience,
24,26(3):106264. (IF: 6,107)

2. Keller D, Lang T, Cservenak M, Puska G, Barna J, Csillag V, Farkas I, Zelena D,
Dora F, Kiippers S, Barteczko L, Usdin TB, Palkovits M, Hasan MT, Grinevich V,
Dobolyi A. (2022) A thalamo-preoptic pathway promotes social grooming in rodents.
Current Biology, 32(21), 4593-4606.e8. (IF: 10,900)

3. Kumari R, Fazekas EA, Morvai B, Udvari EB, Déra F, Zachar G, Székely T, Pogany
A, Dobolyi A. (2022) Transcriptomics of parental care in the hypothalamic-septal
region of female zebra finch brain. International Journal of Molecular Sciences,
23(5), 2518. (IF: 6,208)

4. Léké AH, Kumari R, Déra F, Keller D, Udvari EB, Csikos V, Renner E, Dobolyi A.
(2021) Transcriptome sequencing in the preoptic region of rat dams reveals a role of
androgen receptor in the control of maternal behavior. International Journal of
Molecular Sciences, 22(4), 1517. (IF: 6,208)

5. Fazekas EA, Morvai B, Zachar G, Déra F, Székely T, Pogany A, Dobolyi A. (2020)
Neuronal activation in zebra finch parents associated with reintroduction of nestlings.
Journal of Comparative Neurology, 528(3), 363—-379. (IF: 3,215)

130



6. Zachar G, Montagnese C, Fazekas EA, Kemecsei RG, Papp SM, Déra F, Renner E,
Csillag A, Pogany A, Dobolyi A. (2020) Brain distribution and sexually dimorphic
expression of amylin in different reproductive stages of the zebra finch (taeniopygia
guttata) suggest roles of the neuropeptide in song learning and social behaviour.
Frontiers in Neuroscience, 13, 1401. (IF: 4,677)

7. Luz LL, Fernandes EC, Dora F, Lukoyanov NV, Szucs P, Safronov BV. (2019)
Trigeminal Ad- and C-afferent supply of lamina | neurons in the trigeminocervical
complex. Pain, 160(11), 2612-2623. (IF: 5,483)

131



11. KOSZONETNYILVANITAS

Halaval tartozom témavezetdimnek, Dr. Palkovits Miklos és Dr. Dobolyi Arpad
professzor uraknak, akik biztositottak a doktori munkamhoz sziikséges feltételeket,
illetve faradhatatlan tdmogatasukkal, Gtleteikkel és kivald szakmai iranymutatasukkal
segitették és 6sztonozték tudomanyos fejlédésemet. Kiilon szeretném megkdszonni, hogy
lehetdséget adtak arra, hogy részese lehessek egy egyediilalld és szinvonalas tudomanyos
munkakdzosségnek.

Koszonettel tartozom Dr. Dobolyiné dr. Renner Eva és Toronyay-Kasztner
Magdolna kollegandimnek, akik hozzajarulasa nélkiil dolgozatom nem johetett volna
létre. Kiilon koszonettel tartozom nekik, amiért kérdéseimmel barmikor fordulhattam
hozzajuk, segitségiikre és véleményiikre mindig szamithattam.

Szeretnék koszonetet mondani munkacsoportunk valamennyi volt és jelenlegi
tagjanak, mindenekeldtt Dellaszéga-Labas Viktorianak, Deak Szilvianak, Horvathné
Oszwald Erzsébetnek ¢s Handk Nikolettnek, akik kivald technikai hozzajarulasukkal
segitették munkamat. Koszonettel tartozom Dr. Keller Davidnak lelkesitd tamogatasaért
¢s munkédmban nytjtott segitségéért.

Halaval tartozom az Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet valamennyi
munkatarsanak, akik pozitiv hozzaallasukkal tamogattdk ¢és motivaltdk a
mindennapjaimat.

Koszonetemet szeretném kifejezni az Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani intézet
vezet6jének, Dr. Alpar Alan professzor tirnak, a Neuromorfologia és sejtbiologia program
vezetdjének, hogy lehetové tette és tamogatta kutatomunkamat az Intézetben. Koszonettel
tartozom tovabba Dr. Palfi Emesének, aki dolgozatom eldbiralojaként értékes kritikajaval
és kérdéseivel segitette munkamat.

Végiil, de nem utolsé sorban, szeretnék koszonetet mondani csaladomnak és
barataimnak, akik a doktori munkdm kezdetétél fogva tamogattak, és amikor a

legnagyobb sziikségem volt ra, mindig mellettem alltak.

132



	elolapok
	DóraFanni_Disszertáció-2023-mod

