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BEVEZETES

Stressz és depresszio

Selye Janos, a klasszikus stressz-koncepcidé megalkotoja szerint ,,a Stressz a szervezet nem
specifikus valasza barmilyen fenyegetd igénybevételre” (1936.). A stressz tagabb értelemben a
szervezet univerzalis reakcidja minden olyan valds, vagy valosnak vélt kiilsé vagy belso
fenyegetd hatasra, mely a szervezet integritasat €s egyensulyat veszélyezteti, és a tulélés
érdekében az egyént alkalmazkodéasra kényszeriti (McEwen 2000.). A nyugati tipusu
tarsadalmakban a stresszhez kapcsolddd hangulatzavarok prevalencidja egyre ndvekszik: a
kronikus munkaképtelenség leggyakoribb oka a major depresszid, mely jelentds szocidlis €s
gazdasagi terheket r6 az egészségligyi ellatorendszerekre (WHO, 2016.). A depresszio komplex
neurobioldgiaja és neurokémiai hattere nem teljesen ismert, és kezelése a tobb elérhetd
gyogyszercsoport ellenére sem kielégitd, mivel vannak nem reagdld betegek és a széles
mellékhatasspektrum miatt sok esetben nem lehet optimalis terdpias stratégidt vélasztani.
Sziikség van ezért a hatékonyabb terdpids megkozelités érdekében a patofiziologiai
mechanizmusok pontos megértésére, kulcsmedidtorok ¢és célmolekulaik azonositdsara,
amelyhez 1) allatmodellek beallitdsa és jellemzése elengedhetetlen. Szamos neuropeptid
rendszerrdl és azok receptorairdl kimutattak, hogy fontos tonusos szabalyozé szerepe van a
stresszadaptacioban allatokban és emberben egyarant. Klinikai vizsgalatok kezdddtek annak
feltarasara, hogy az uUjonnan fejlesztett farmakologiai agensek, melyek a neuropeptid
receptorokat veszik célba, hatékony eszkozként vethetOk-e be a depressziod kezelésében (Lin
2012., Kormos és Gaszner 2013., Catena-Dell’Osso ¢s mtsai., 2013.).

PhD munkdm célja a stresszadaptacidos rendszerek vizsgdlata akut ¢és kronikus
egérmodellekben, mely fontos eredményekkel jarulhat hozza a depresszio hatterében allo

mechanizmusok megértéséhez €s az 11j terapias megkozelitések meghatarozasahoz.

Hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) és depresszio

A PACAP a vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP)/szekretin/glukagon csalad tagja, 27 és 38
aminosavbol all6 formdja ismert. Receptorai koziil a PACI1 specifikus a PACAP-ra nézve, mig
a VPACI és VPAC2 a PACAP-ot és a VIP-t hasonl6 affinitassal koéti (Vaudry €s mtsai., 2009.,
Hammack ¢és May 2015.). A PACAP egy pleiotrop neuropeptid, funkcio6it szamos biologiai
folyamatban leirtdk (Vaudry és mtsai.,, 2009., Reglédi és mtsai., 2012.), a kdzponti
idegrendszerben tobbek kozott neurotrop €s neuroprotektiv hatdsokkal rendelkezik (Reglddi és

mtsai., 2001., Hammack és mtsai., 2008., Hashimoto és mtsai., 2009.).



A PACAP génhianyos (KO) egerek depresszio-szerli viselkedést mutatnak forced swim
tesztben (FST), és antidepresszans gyogyszerek visszaforditjak ezt a PACAP gén hianyabol
adodo fenotipust (Hashimoto és mtsai., 2001., 2009.). Mindezek alapjan felmertilt, hogy ez az
allat alkalmas lehet az 6roklott depresszid hajlam modellezésére. Hashimoto €s munkatarsai
(2010.) human vizsgalatok soran megfigyelték, hogy egy a PACAP génre jellemz6 nukleotid
polimorfizmus gyakran jar egyiitt major depresszioval. Egyéb adatok is alatamasztjadk a PACAP
lehetséges szerepét emberi pszichopatoldgiakban (Hashimoto és mtsai., 2011.), mivel a PACAP
PACI1 receptoron keresztiil hatva noveli a DISC1 gén (disrupted in schizophrenia 1)
expressziojat (Hattori és mtsai., 2007.), melyrdl kimutattak, hogy mind a skizofrénia (Millar és
mtsai., 2000.), mind a major depresszid kialakuldsaban (Blackwood és mtsai., 2001.) szerepet
jatszik, tovabba a PACAP (Ressler és mtsai., 2011.) és PACI1 receptor (Almli és mtsai., 2013.,
Mercer és mtsai., 2016.) génpolimorfizmusok nékben fontos szerepet jatszanak a poszttraumas

stressz szindromak kifejlodésében.

CELKITUZESEK

1. Szorongas és akut stressz-reakcié vizsgalata PACAP génhianyos egerekben viselkedési

és c-Fos immunhisztokémiai modszerekkel
1.1. PACAP KO és vad tipust (WT) egerek viselkedési paramétereinek Gsszehasonlitasa
szorongas ¢és depresszid-szer( viselkedés értékelésére szolgaldo magatartasi tesztekkel.
1.2. Akut stressz-indukalta neuronalis aktivacios mintazat feltérképezése a c-Fos marker
expressziojanak vizsgalataval a stressz-reaktiv agyteriileteken egérben, kiilonds tekintettel
azokra, amelyek PACAP-erg rostok beidegzése alatt allnak és/vagy a PACAP receptorait
expresszaljak. FST-t kovetden vad és PACAP génhidnyos egereken az alabb felsorolt
teriiletek immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el: a tdgabb értelemben vett amygdalaban
a dorsolateralis (BSTdI), dorsomedialis (BSTdm), ovalis (BSTov) és ventralis (BSTv) bed
nucelus of the stria terminalis-t (BST), a centralis (CeA), basolateralis (BLA) és medialis
(MeA) amygdala magokat; a nucleus paraventricularis hypothalami (PVN) parvocellularis
(pPVN) és magnocellularis (mPVN) magjait; a ventralis és dorsalis lateralis septumot (LS); a
dorsalis (APAG) és lateralis (IPAG) periaqueductalis sziirkealloményt; az centralis projekcidja

Edinger-Westphal magot (EWcp) és a nucleus raphe dorsalist (DR).



2. PACAP génhianyos egerek vizsgalata kronikus variabilis enyhe stressz (CVMS)
modellben viselkedési és funkcionalis morfologiai modszerekkel

2.1. PACAP KO egerek tesztelése két héten at tart6 CVMS depresszié modellben WT
tarsaikkal 6sszehasonlitva.

2.2. Triciklikus antidepresszans imipraminnal kezelt csoportok Osszehasonlitisa a
vivéanyaggal kezelt kontroll csoportokkal, a CVMS okozta hatdsok
visszafordithatésaganak értékelésére.

A modell validitdsanak megitélése viselkedés vizsgalati (FST), fizikai (test- ¢&s

mellékvesetomeg valtozas mérése), endokrinologiai [kortikoszteron (CORT) titer mérése] és

funkcionalis-morfologiai modszerekkel tortént. A stressz kronikus hatdsanak vizsgalatara a

kronikus neuronalis aktivaciot jelzé FosB festést alkalmaztuk az alabbi limbikus PACAP

tartalmu teriileteken: CeA, MeA, BLA, BSTdm, BSTdl, BSTov, BSTv, a hippocampus CA1,

CA3 régioi és a gyrus dentatus (DG), a dLS és a vLS. Mivel ezek a teriiletek és a PACAP is

befolyasolhatja a PVN parvo- és magnocellularis részének stresszre adott valaszat, a FosB

kvantifikaciot itt is elvégeztik. Tovabbi célunk volt a FosB expresszi6 vizsgalata a

szorongésos viselkedéssel Osszefliggd dPAG ¢és a leszallo antinociceptiv rendszerben részt

vevd IPAG teriiletén szintén jelentds PACAP-erg beidegzésiik alapjan, tovabba a DR és a

EWcp teriiletén is. Masodik 1épésben szemikvantitativ kettds immunfluoreszcens jelolések

segitségével vizsgaltuk a BSTov corticotropin-releasing factor (CRF), EWcp urocortinl

(Ucnl), illetve a DR-szerotonin (5-HT) tartalmu sejtjeinek miikodését és FosB aktivitasat.

KiSERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

1. Allatok

Az allatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Anatomiai Intézet Allathazaban standard miianyag
ketrechben, 12 oras nappali-éjszakai ciklusban tartottuk, 24-25 °C fokon, ad libitum ellatva
ivovizzel és ragesalo tappal.

 Akut stressz modell:

38 darab CD1 torzsbe tartozd, him PACAP KO egeret vizsgéltunk, 6sszehasonlitva ugyanennyi
vad tipusu (WT) egérrel.

* Kronikus stressz modell:

36 darab felnétt him PACAP KO egeret, és 33 vad tipust him egeret valasztottunk ki. Az
allatokat 12 csoportba osztottuk. Az allatok felénél 14 napon keresztiil CVMS-t alkalmaztunk,



a masik felénél csak egy egyszeri 5 perces FST-et végeztiink 10 nappal a perfuzio elétt. Minden
{6 csoporton beliil az allatok harmadat kezeletleniil hagytuk, harmadat intraperitonealisan (i.p.)
adott vivoanyaggal (fiziologids s6oldat), harmadat pedig i.p. adott imipraminnal (naponta

15mg/testtomeg kg) kezeltiik.

2. Viselkedés-vizsgalatok

Szorogasi tesztek:

* Open field teszt

* Sotét-vilagos doboz (light-dark box) teszt
» Uveggolyoé-elrejtési (marble burying) teszt
Depresszio teszt:

* Forced swim teszt

3. c-Fos immunhisztokémia az akut modellben

A c-fos gén fehérje terméke a c-Fos a sejtmagban halmozodik és altalanosan elfogadott akut
neurondlis aktivaciés markerként szolgdl (Kovacs 1998.). Ennek kvantitdlda céljabol az
egereket 2 oraval a FST utan perfundaltuk. Az immunhisztokémidhoz c-Fos ellen nytlban

termeltetett poliklonalis antiszérumot és biotinilalt kecske anti-nyul IgG-t hasznaltunk.

4. Kronikus variabilis enyhe stressz paradigma

A CVMS modell (Willner 2005.) esetében két héten keresztiil naponta kiilonb6z6 napkdzbeni
¢s ¢jszakai stresszoroknak tettiik ki az allatokat.

Napkozbeni erésebb mértékii, de rovid ideig tarto stresszorok:

* Ferde ketrec stressz

* Laboratoriumi sikrazora helyezés

* Restraint stressz

Ejszakai enyhébb mértékii, de hosszabb idétartamii stresszorok:

* Szocidlis izolacios stressz

* Nedves alom stressz

* Group holding

A stresszhez valo adaptdcido minimalizalasanak érdekében a kiilonb6z0 stresszorokat random
modon valtogattuk.

Az egerek testsulyat az els6 és a hetedik napon a szokéasos alomcsere alkalmaval mértiik. Az

utols6é mérést a 15. napon végeztiik az anesztéziat kovetden, a perfuzio elott.
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A stresszelt csoportok egyedeit a CVMS protokoll 14. napjan 5 percen at tartd6 FST-nek vetettiik
ala. Hogy a FST akut hatasai ne befolyasoljak a kontrolljainkat, a nem stresszelt csoportok
tagjait 10 nappal a perfuzié el6tt tettiik ki az 5 percen at tartd6 FST-nek. A lehetséges kronikus

hatasokat elkeriilendd, az egereket egyszeri FST-nek vetettiik ald, elotesztelés nélkiil.

5. FosB immunhisztokémia a kronikus modellben
A kronikus neurondlis aktivacio vizsgalatara FosB immunhisztokémiat alkalmaztunk. A festést
nytlban termeltetett anti-FosB antitestek oldataval majd biotinilalt kecske anti-nytal IgG-vel

végeztik.

6. Free-floating CRF-FosB kettés immunfluoreszcens jelolés

Az ovBST teriiletén elhelyezkedd CRF neuronok aktivitasanak meghatarozasahoz primer
antitestként poliklonalis nyul anti-FosB és kecske anti-CRF antitesteket, szekunderként pedig
Cy3 konjugalt szamar anti-nyul és biotinilalt szamar anti-kecske antitesteket ¢s Cy5 konjugalt
sztreptavidint hasznaltunk.

7. Free-floating Ucn1-FosB kettos immunfluoreszcens jelolés
Az Ucnl neuronok aktivitasanak meghatarozasahoz primer antitestként poliklonalis nytl anti-
FosB és kecske anti-Ucn1l antitesteket, szekunderként pedig Alexa Fluor 488-konjugalt szamar

anti-kecske és Cy3 konjugalt szamar anti-nyul antitesteket hasznaltunk.

8. Free floating 5-HT-FosB kettés immunfluoreszcens jelolés
A DR teriiletérdl szarmazo6 mintak esetében az alkalmazott protokoll megfelelt az Ucn1-FosB
festésnél lertaknak, azzal a kiilonbséggel, hogy primer antitestként monoklonalis egér anti-5-

HT antitestet hasznaltunk anti Ucnl helyett.

9. Mikroszkoépia
Metszeteinkrdl digitalis fotokat készitettiink Nikon Microphot FXA mikroszkop és Spot RT
color digitalis kamera (Nikon, Tokyo, Japan) segitségével. Az immunfluoreszcens

preparatumokat Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkop segitségével rogzitettiik.

10. Kortikoszteron radioimmunoassay
A vérplazma gliikokortikoid hormon tartalmat a hypothalamus-hypophysis-mellékvese (HPA)

tengely aktivitasanak meghatdrozasa céljabol mértiik.
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11. Statisztikai értékelés

Akut stressz modell:

A statisztikai analizist két utas variancia-analizissel (ANOVA; a=5%) végeztiik. Az ANOVA
teszt statisztikai értékelhet6ségének kritériuma az adatok normal eloszlasanak (Shapiro-Wilk
teszt; Shapiro és Wilk 1965.) és a csoporton beliili variancia homogenitasanak (Bartlett’s Chi-
négyzet teszt; Snedecor és Cochran 1989.) ellendrzése volt. Post hoc analizis a Fisher-féle
teszttel tortént Statistica 8.0 program segitségével (a=5%). A viselkedési tesztek statisztikai
kiértékeléséhez Student-féle kétmintds t-probat alkalmaztunk (0=5%). Adatainkat minden
esetben csoportatlagokként adtuk meg, feltlintetve a csoportatlagok standard hibdjat (£
standard error of the mean, SEM).

Kronikus stressz modell:

A bemutatott adatok a kisérleti csoportok atlagat és az atlag standard hibajat reprezentaljak. Az
adatok eloszladsdnak normalitasat Shapiro—Wilk teszt (Shapiro és Wilk, 1965.), a variancia
homogenitasat pedig Bartlett-féle Chi-négyzet probaval (Snedecor és Cochran, 1989.)
ellendriztiik. A két szigma intervallumon kiviil esé adatokat kizartuk a statisztikabol. Az 1.
szamu adatsort két utas varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgaltuk. A 2. adatsort multifaktorialis
varianciaanalizissel (MANOVA) teszteltiik. Minden post hoc analizist a Fisher-féle tesztel

végeztiink a Statistica 8.0 szoftver (a=5%) segitségével.

EREDMENYEK, MEGBESZELES

1. Szorongas és akut stressz-reakcio vizsgalata PACAP génhianyos egerekben viselkedési
és c-Fos immunhisztokémiai modszerekkel

Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a PACAP KO egerek viselkedése eltér a WT
allatoktol: open field tesztben fokozott lokomotoros aktivitassal rendelkeztek, FST-ben
kifejezettebb depresszio-szerli viselkedést mutattak, light-dark box tesztben és marble burying
tesztben pedig alacsonyabb szorongdsi szintet tanusitottak, mint vad tipusu tarsaik. A PACAP
hianya csokkentette a FST hatdsara bekovetkez6 neuronadlis aktivaciot jelzé c-Fos expressziot
a tagabb értelemben vett amygdala magkomplex, a LS, a PVN, a EWcp és a DR tertiletén.
Mindez arra utal, hogy a PACAP az allat hangulatit befolydsold hatasat ezeken az
agyteriileteken fejti ki.



1.2. A stressz kozpontok FST Kkivaltotta aktivaciés mintazatanak értékelése c-Fos

segitségével

1.2.1. Altalanos szempontok

A vad tipust egerekben a FST minden vizsgalt agyteriileten jelentdés c-Fos expresszio-
emelkedést okozott. Ennek mértéke azonban fligg a vizsgalt agyteriilettdl: példaul a dLS
terliletén kozel négyszeres c-Fos expresszid emelkedést tapasztaltunk, mig a DR teriiletén ez
tobb mint 75-sz6rds volt. Eszerint az egyes stressz kozpontok kiillonb6z6 mértékben érzékenyek
a FST-re, 6sszhangban az irodalmi adatokkal (Duncan és mtsai., 1993., Cullinan és mtsai.,
1995., Kovacs 1998.).

Kutatasunk legfontosabb eredménye, hogy a FST altal kivaltott c-Fos aktivacio PACAP KO
egerekben jelentds mértékben elmarad szdmos (BSTov, BSTdL, BSTv, vLS, EWcp, DR, dPAG,
IPAG), de nem minden (CeA, MeA, BSTdm, dLS) vizsgalt agyteriileten. Ezek alapjan
feltételezziik, hogy a PACAP hianyaban megfigyelt, nagymértékben csdkkent szorongasi szint
hatterében a stressz-magok csokkent érzékenysége allhat.

Osszehasonlitottuk a stressz-genotipus interakci6 hatdsanak nagysagat a c-Fos expresszidra. A
legerésebb hatast a DR, a EWcp és a IPAG tertiletén tapasztaltuk a vizsgalt agyteriiletek koziil.
A leszallo antinociceptiv rendszerekhez tartozik a IPAG (Heinricher és mtsai., 2009.), mig a
megfigyelt viselkedésbeli eltérésekben a DR és az EWcp jatszhatnak fontos szerepet. Mind a
szerotoninerg neuronok a DR-ban, mind az Ucnl-et termel6 perikarionok az EWcp teriiletén
hozzajarulnak a stresszel kapcsolatos hangulatzavarok, és a szorongas kialakulasahoz (Kozicz
¢s mtsai., 2008., Savitz és mtsai., 2010., Lowry és mtsai., 2008.). A DR neuronok c-Fos
expresszioja szorongas-szerl viselkedést eredményez (Bouwknecht és mtsai., 2007.); tovabba
az EWcp urokortinerg idegsejtjei interakcioba léphetnek a DR szerotoninerg neuronjaival
(Kozicz 2010., Neufeld-Cohen és mtsai., 2010.). A DR, a EWc¢p és a IPAG is PACAP tartalmu
rostok beidegzése alatt 4ll (Hannibal 2002.) és ezekben a magokban a PACAP receptorai is
kifejezOdnek (Vaudry €s mtsai., 2009.), ezért ezeken a teriileteken adottak a PACAP hatasanak
neuroanatomiai alapjai.

Mas magokban (mPVN, pPVN, BSTov, BSTdl, BSTv, BLA) a stressz-genotipus interakcio
hatasa kevésbé volt markans, mégis nagymértékben szignifikansnak bizonyult. A FST altal
kivaltott c-Fos expresszid ezekben a magokban is jelentdésen kisebb mértéki volt KO
egerekben, ami felveti ezen agyteriiletek szerepét a megfigyelt viselkedésbeli eltérések

kialakitasaban.



Megfigyelésiink szerint bizonyos magokban a stresszvalasz csokkent, ami arra utal, hogy a
PACAP-nak fontos szerepe lehet e magok stressz aktivacidjaban, és a stressz altal kivaltott
szorongds illetve hangulatzavarok kialakuldsdban. Ezzel Osszhangban Ressler é&s
munkatarsainak (2011.) eredményei szerint a PACAP gén és a PACI receptor génjének
polimorfizmusai olyan szorongasos koérképekkel allhatnak kapcsolatban, mint a poszttraumas

stressz szindréma.

1.2.2. Nucleus interstitialis striae terminalis
A BSTov és a BSTdI teriiletén stresszt kdvetden jelentdsen kisebb mértékii c-Fos expresszio

novekedést tapasztaltunk PACAP hianyban (rendre: -63.83% ¢és -40.10%).

1.2.3. Amygdala magkomplex

Meglepd, hogy a CeA és MeA teriiletén a PACAP géntermék hianyanak c-Fos expressziora
kifejtett hatasat nem talaltuk szignifikansnak. Ezzel ellentétben a BLA teriiletén szignifikans
interakcidt talaltunk a stressz és a genotipus kozott, valamint a c-Fos expresszid szignifikansan

(-27%) alacsonyabb volt.

1.2.4. Nucleus paraventricularis hypothalami
A FST és a genotipus interakcioja erds hatast fejt ki a c-Fos expressziora, ami FST-et kdvetden

jelentdsen elmaradt a génhianyos egerekben a vad tipussal dsszehasonlitva.

1.2.5. Centralis projekcioju Edinger-Westphal mag
A PACAP hiany 43.46%-kal csokkenti a c-Fos expresszid mértékét az EWcp teriiletén egérben.

1.2.6. Periaqueductalis sziirkeallomany

A nem stresszelt génhianyos €s vad tipusu allatok kozott egy alap c-Fos expresszio kiilonbséget
talaltunk, mely kiilonbség a FST stresszt kovetden eltiinik.

A IPAG teriiletén erds stressz-genotipus interakciot tapasztaltunk, és a nem stresszelt allatoknal

az alap neuronalis aktivitasban is kiillonbséget talaltunk.

1.2.7. Nucleus raphe dorsalis
Az egyes agyteriileteket Osszehasonlitva azt taldltuk, hogy a c-Fos valasz csokkenésének
mértékét illetden a legerdsebb hatas a DR teriiletén mutatkozott, ahol 78%-0s sejtszam

csokkenést tapasztaltunk.



1.3. Kovetkeztetések

Eredményeink alatdmasztjak a kordbbi tanulmanyokban megfigyelt markdns viselkedésbeli
eltéréseket PACAP KO egereken szorongasi €s depresszid modellekben. Ez az elsé olyan
tanulmany, amely bizonyitja, hogy a PVN és a MeA mellett szdmos stressz rendszer csokkent
azonnali génexpresszioval reagal akut stresszre, és hogy a PACAP hianyanak hatasa agyteriilet-
specifikus is egyben. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a PACAP hidnynak modulalé szerepe
lehet a stressz (mal)adapticid szabalyozasaban, mely megndvekedett depresszio-szerii
viselkedéshez és csokkent szorongasi szinthez vezet a peptid hidnyaban. Eredményeink alapjan
azonositottunk néhany olyan agyteriiletet, melyeknek kozponti szerepe lehet a megfigyelt

viselkedési eltérésekben.

2. PACAP génhianyos egerek vizsgalata kronikus variabilis enyhe stressz modellben

viselkedési és funkcionalis morfologiai modszerekkel

2.1. A modell validitasa

A CVMS hatasat az allatok csokkent testtomeg-gyarapodasa tamasztotta ala, mely egyéb CD1
egereken végzett kutatasokkal 6sszhangban van (Boleij és mtsai., 2014., Rabasa és mtsai.,
2015., Harris 2015.). A CVMS nem csokkentette a PACAP KO egerek testtomegét, mely
Mustafa és mtsai. (2015.) eredményeivel egyezik meg. Az imipramin csdkkentette a stressznek
ki nem tett WT allatok testtomegét, mely jelenséget mas laboratdriumok is kimutattak mind
patkanyban (Lewis és mtsai., 1983.), mind egérben (Zhao és mtsai., 2015.).

A CVMS modell validitasat tdmasztja ald tovabba a WT egerek mellékvesetomegének CVMS
paradigma hatasara bekovetkezd novekedése is (Bali és mtsai., 2015.). Ezzel ellentétben, a
CVMS nem okozott emlitésre méltdo mellékvesetomeg ndvekedést a PACAP KO egerekben.
Ennek magyarazataul szolgalhat az az 1) megfigyelésiink, mely szerint a stressznek ki nem tett
PACAP KO egerek mellékveséje nagyobb tomegli, mint a vad tipusi kontrolloké. Az a
megfigyelésiink, miszerint a CVMS nem okoz mellékvesetomeg novekedést PACAP KO
allatokban, jol korreldl a HPA tengely csokkent aktivitdsdval, melyet CORT mérések
tamasztottak al4 (jelen tanulmény, Storth és Eiden 2010., Tsukiyama és mtsai., 2011., Mustafa
és mtsai., 2015.). A CVMS éltal kivaltott CORT emelkedés minden stresszelt WT csoportban
megfigyelhetd volt, mely tovabbi érv a modell validitdsa mellett. Az a megfigyelés, hogy az

imipramin nem normalizalta a CORT értékeket a WT egereinknél, azzal az ismert ténnyel
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magyarazhat6, hogy az imipramin hatasossaga attol is fiigg, hogy milyen egértorzset vizsgalunk
(Ibarguen-Vargas és mtsai., 2008.).

A viselkedési tesztek eredményeit illetden, tekintetbe véve a viszonylag kis elemszambol adodo
technikai korlatokat is, megallapithatjuk, hogy a modell hatékonyan novelte a FST-ben az
immobilitasi idét WT egerekben, mely a CVMS hatékonysagat tamasztja ala. Kezeletlen
PACAP KO egereink emelkedett immobilitasi szinttel rendelkeztek, habér ez a kiilonbség nem
volt szignifikans a korabbi kisérletek eredményeivel ellentétben (Hashimoto és mtsai., 2001.,
Gaszner ¢és mtsai.,, 2012.). Fontos kiemelni, hogy a vivoanyaggal kezelt WT egerek
immobilitasi szintje viszonylag magas volt melyet az intraperitonealis injekciok altal okozott
stresszhatds magyarazhat.

A CVMS a PACAP KO éllatok viselkedésében mélyrehato viselkedési valtozasokat idézett eld
FST-ben. Az eredmények arra utalnak, hogy az enyhe stressz paradox modon csdkkenti a
depresszio-szerli viselkedést a CDI1 alapon tenyésztett PACAP KO egereinknél, és az
immobilitasi id6 az imipramin kezelt kontroll KO egerek szintjére csokkent a Lehmann és
mtsai. (2013.) altal leirtakkal 6sszhangban.

Osszefoglalva, a WT CD1 allatok a stresszhatés okozta klasszikus fizikai, endokrinolégiai és
viselkedési jeleket mutatjak, mely a modell validitasat tdmasztja ald. Meg kell allapitanunk,
hogy eredményeink a kisérletben nem tdmasztjak ala a CD1 torzsbe tartoz6 PACAP KO éllatok
depresszio-szerli fenotipusat. Mindazonaltal kétségtelen, hogy ezek az allatok csokkent
valaszkészséget mutatnak a CVMS expoziciora. Folyamatban 1év6 kisérletiinkben ezért tovabbi
stressz faktorok hatdsanak vizsgalataval egészitjik ki a CVMS paradigmat, hogy egy
megbizhatobb depresszid6 modellt fejleszthessiink ki a PACAP génhidnyos egerek
felhasznalasaval (Gaszner és mtsai., 2013., 2014., Farkas és mtsai., 2016., 2017.).

2.2. A FosB neuronalis aktivitas mintazata

A kisérletben azt talaltuk, hogy az intraperitonedlis vivOanyag illetve az imipramin injekcio
novelhette a bazdlis FosB expressziot egyes allatokban. Annak érdekében hogy az ezen
csoportok kozti 6sszehasonlitast elkeriiljiik, eredményeinket két adatsorra bontva értékeltiik.
A CVMS szignifikans valtozast okozott a FosB expresszioban a kisérletiinkben vizsgalt 18
agyteriilet koziil 11-ben (CeA, MeA, BSTdm, BSTov, DG, VLS, pPVN, mPVN, IPAG, EWcp,
DR). Két tovabbi stresszérzékeny teriiletet, a hippocampus CA1l aredjat és a BSTv-t, a
stresszhatas x genotipus interakcid befolyasolta a stressz féhatasa nélkiil. Ezek az eredmények
tovabbi bizonyitékként szolgidlnak a CVMS paradigma validitdsara, mivel a vizsgalt

stresszadaptacios kdozpontok tobb mint fele érintett volt a modellben.
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Az imipramin hatasa a FosB expressziora négy agyteriiletre korlatozodott (CeA, MeA, VLS,
pPVN). Ezen kiviil a stressz és a kezelés interakcidja a DR teriiletén, valamint a kezelés x
genotipus kolcsonhatas a BSTdm, BSTv, CA1, CA3 aredkban és a DG teriiletén befolyasolta a
FosB expressziot. A post hoc tesztek azt mutattak, hogy a CVMS FosB-re kifejtett hatasat a
Az imipramin kezelés FosB kifejezddésre gyakorolt viszonylagos hatastalansaga annak is
betudhatd, hogy a PACAP KO egerekben a FosB expresszido novekedés majdnem teljes
mértékben elmaradt, ezért a kezelés nem csokkenthette tovabb a kozel bazalis szintii FosB

sejtszamokat.

2.3. A PACAP hianya agyteriilet és stresszorfiiggé6 médon befolyasolja a FosB
expressziot

Az ANOVA teszt kilenc post hoc 6sszehasonlitast tett lehetové a kezeletlen WT és KO egerek
esetében CVMS-t kovetden. Ezek koziil nyolc régidoban a FosB valasz csokkent mértéki volt.
A PACAP KO allatok stressz altal kivaltott idegsejtaktivitas mintazatan végzett vizsgalataink
arra utalnak, hogy a PACAP stresszor- és agyteriilet specifikus modon befolyasolja az
idegsejtekben megfigyelhetd valaszt mind CVMS-ben (Kormos és mtsai., 2016.) mind a FST-
et kovetden (Gaszner és mtsai., 2012.). A PACAP sziikséges a kronikus stresszben bekovetkezo
FosB valasz kifejléddéséhez a pPVN, CeA, BSTdm, BSTov, BSTv, CA1, vLS és DR tertiletén.
Mivel az utobbi hét limbikus teriilet afferens 6sszekottetésben van a PVN-nel, illetve a periPVN
régioval (Risold és Swanson 1997., Larsen és mtsai., 1996., Hammack és mtsai., 2010., Ulrich-
Lai és Herman., 2009.), nem meglepd hogy a legnagyobb hatast a pPVN teriiletén figyelhettiik
meg. Kétségtelen az is, hogy a PACAP nagymértékben befolyasolja a PVN reaktivitasat
(Grinevich és mtsai., 1997., Agarwal és mtsai., 2005., Norrholm és mtsai., 2005., Das és mtsai.,
2007., Kageyama ¢és Suda 2009.). A PACAP hidnya funkcionalis valtozasokat okoz a HPA
tengely mukodésében, ¢€s valamelyest ellentmond6 viselkedési fenotipussal jar (Storth és

Eiden., 2010., Tsukiyama és mtsai., 2011., Gaszner ¢s mtsai., 2012., Lehmann és mtsai., 2013.).

2.4. A PACAP KO egerek CRF neuronjai a BSTov teriiletén nem aktivalodnak CVMS
hatasara

Korabbi munkank eredményei alapjan azt feltételeztiik, hogy a CVMS befolyasolhatja a
BSTov-CRF neuronok aktivitasat. A CVMS megnovelte a FosB aktivitast a CRF neuronokban
a WT egerekben, ezzel szemben ezt a PACAP KO allatokban nem figyelhettiilk meg. A teljes

FosB ¢és a CRF-FosB sejtek szamanak dsszehasonlitasa soran arra a kovetkeztetésre jutottunk,
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hogy a FosB immunreaktivitas emelkedése a CRF neuronokra specifikus jelenség az BSTov
teriiletén. A CRF sejtek szdmanak értékelése alatdmasztja azt, hogy a PACAP hiany
befolyasolja az BSTov-CRF neuronokat. Azt a kvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a PACAP KO
egerekben megfigyelt csokkent BSTov-CRF aktivitas hozzéjarulhat a viselkedési fenotipusban

megnyilvanulo6 valtozasokhoz.

2.5. A PACAP hiany CVMS-ben befolyasolja az urokortinerg EWcp miitkodését

Sikeriilt bizonyitanunk feltételezéslinket, miszerint a PACAP hiany CVMS sordan KO
egerekben befolyasolja az Ucnl neuronokat: a PACAP KO egerek Ucnl neuronjai nem
mutattak FosB expresszido emelkedést CMVS hatasara, mely korabbi eredményeinkkel
Osszhangban van, ahol a EWcp c-Fos expresszigjat tanulmanyoztuk (Gaszner és mtsai., 2012.).
Tovéabba az Ucnl immunjel denzitasa csokkent a WT egereinknél CVMS expoziciot kovetden,
mely egybevag a kordbbi tanulmanyokban (Korosi €s mtsai., 2005., Kozicz és mtsai., 2008.)
taglaltakkal. Mindezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a PACAP szabalyozhatja a EWcp

Ucnl neuronjait, melynek révén a stresszadaptaciora tobbféle modon is kifejtheti hatasat.

2.6. A PACAP génhianyos egerekben magasabb a DR idegsejtjeinek szerotonin tartalma
Az egyik f6 eredménye kutatasunknak az, hogy a PACAP KO egerekben mind a 5-HT sejtek
szdma, mind azok szerotonin tartalma emelkedett volt a DR teriiletén, tovabba egy erds,
harmadrendii interakci6t talaltunk a CVMS, a genotipus és a kezelés kozott, mely arra utal hogy
a DR 5-HT neuronjait ez a modell befolyasolja. Hashimoto és munkatarsai (2001.) ezzel
egybehangzoan azt figyelték meg, hogy a PACAP KO egerekben csokkent az agy 5-hidroxi-
indolecetsav tartalma. Ennek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a szerotoninerg rendszert a
PACAP hiany befolyasolja, habar Hannibal (2002.) csak gyenge PACAP tartalmu rostsiirtiséget
figyelt meg a patkdny DR teriiletén. Erre magyarazatot szolgaltathat az urokortinl (Kozicz
2010, Gaszner és mtsai., 2012.) és a CRF. Ezt alatdmasztja az is, hogy Waselus és munkatarsai
(2009.) mindkét CRF receptort kimutattdk a DR sejtjein, melyek megjelenését a stressz eltérden
befolyasolja. Mindezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az EWcp-Ucnl és BST-CRF
rendszer kozvetitheti a PACAP hiany hatasat a DR felé. Tekintettel arra, hogy mind a EWcp
(Kozicz 2010.) mind a BST kozvetlen kapcsolatban all a DR-szal (Peyron és mtsai., 1998.),
meghatarozhatjdk a DR-5-HT neuronok aktivitasat, melyek pedig a HPA tengelyre (Jorgensen
2007.) és a viselkedésre (Neufeld-Cohen és mtsai., 2010., Kozicz 2010.) vannak hatéssal.
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2.7. Kovetkeztetések

A CVMS alkalmas modell a depresszid tanulmanyozasara CD1 egértdrzsben. A PACAP hiany
egérben a HPA csokkent aktivitasdval és a pPVN idegsejtjeinek markans aktivitas-
csokkenésével jar egyiitt. A CVMS éltal kivaltott FosB aktivitasanak csokkent volta azokon a
limbikus teriileteken, melyek a PVN vagy a periPVN teriilettel 6sszekottetésben allnak [vLS
(Risold és Swanson 1997.), DR (Larsen és mtsai., 1996.) a CeA, a MeA, az BSTov, és a BSTdm
(Ulrich-Lai és Herman 2009., Hammack és mtsai., 2010.)] hozzajarulhatnak a HPA tengely
csokkent érzékenységéhez. Arra kovetkeztethetlink tehat, hogy a PACAP a magasabb rendii
kozpontok stresszadaptacidja szempontjabol is nélkiilozhetetlen.

Azok az eredményeink, hogy a a) BSTov CRF- és az b) EWcp Ucnl neuronjai nem reagalnak
a CVMS-re PACAP KO egerekben, tovabba, hogy ezen egértérzsben c¢) a kontroll allatokban
magasabb bazalis szerotonin tartalom a DR teriiletén CVMS hatasara csokkent,
hozzéjarulhatnak a HPA tengely csokkent aktivitasahoz és a depresszid-szerli viselkedési
mintazathoz. Eredményeink egyik limitacidja, hogy ebben a kisérletben a CDI1 alapon
tenyésztett PACAP KO egerek fenotipusa nem volt egyértelmiien depresszidra utalo, illetve az
imipramin kezelés nem forditotta vissza a stressz fizikai és endokrinoldgiai hatésait.

Tovabbi kutatdsaink soran egyéb stresszorokkal egészitjiik ki a CVMS-t annak érdekében, hogy
megbizhatd depresszid modellt fejlessziink, melyet szelektiv szerotonin visszavétel gatld
kezelés segitségével is validalni szeretnénk (Gaszner és mtsai., 2013., 2014., Farkas és mtsai.,

2016.).
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Els6ként bizonyitottuk, hogy a PVN és a MeA mellett szamos stressz rendszer csokkent
azonnali gén expresszioval reagal PACAP hianyban akut stresszre, és hogy a PACAP
hianyanak hatasa agytertilet specifikus is egyben. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a
PACAP hianynak modulalo szerepe lehet a stressz (mal)adaptacié szabalyozasaban,
mely megnovekedett depresszio és csokkent szorongasi szinthez vezet. Azonositottunk
néhany olyan agyteriiletet, melyeknek kozponti szerepe lehet a megfigyelt viselkedési

eltérésekben.

2. Ez az els6 tanulmany, mely a PACAP KO egereket a CVMS modellben vizsgalja
antidepresszans kezelésben részesitett csoportok bevonasaval, a PACAP
stresszadaptacioban betoltott szerepének tisztazasara. A PACAP hiany e modellben a
HPA tengely csokkent aktivitasaval és a pPVN idegsejtjeinek markans aktivitas-

csokkenésével jar egylitt.

3. A CVMS altal kivaltott FosB aktivitas csokkent volta a vLS, DR, a CeA, MeA, BSTov,
¢s a BSTdm teriiletén hozzajarulhatnak a HPA tengely csokkent érzékenységéhez,
amelybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP jelenléte a magasabb rendii kozpontok

stresszadaptéacidja szempontjabol is nélkiilozhetetlen.

4. Elsoként kozoltiik, hogy a) a BSTov CRF- és b) az EWcp Ucnl neuronjai nem reagalnak
a CVMS-re PACAP KO egerekben, tovabba ezen egértdrzsben ¢) magasabb a DR
bazalis szerotonin tartalma. Ezek az anomalidk hozzdjarulhatnak a HPA tengely

csOkkent aktivitasahoz és a depresszid-szerii viselkedési mintazathoz.
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1. abra: Legfontosabb eredményeink 6sszefoglalasa. A felsé panel a nem stresszelt (kontroll)
PACAP KO dllatokban megfigyelt eltéréseket mutatja a stressznek ki nem tett (kontroll)
PACAP vad tipust egerekkel sszehasonlitva. A bal also tablazat az akut, a jobb alsé a kronikus
stressz hatasara bekovetkezd valtozasokat reprezentalja ugyanezen egértorzsnél. (Kontroll
PACAP KO: nem stresszelt PACAP hidnyos allat, SHT: szerotonin, DR: nucleus raphe dorsalis,
OF: open field teszt, LDB: light dark box teszt, MB: marble burying teszt, FST: forced swim
teszt, CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz, MeA: nucleus medialis amygdalae, CeA:
nucleus centralis amygdalae, BLA: nucleus basolateralis amygdalae, BSTov: nucleus
interstitialis striae terminalis ovalis almagja, BSTdm: nucleus interstitialis striae terminalis
dorsomedialis almagja, BSTdI: nucleus interstitialis striae terminalis dorsolateralis almagja,
BSTv: nucleus interstitialis striae terminalis ventralis almagja, vLS: nucleus septi lateralis
ventralis része, dLS: nucleus septi lateralis dorsalis része, EWcp: centralis projekcidju Edinger-
Westphal mag, pPVN: nucleus paraventricularis hypothalami parvocellularis része, mPVN:
nucleus paraventricularis hypothalami magnocellularis része, 1PAG: periaqueductalis
szlirkeallomany lateralis része, CORT: kortikoszteron, CA1: cornu Ammonis 1. szamu régidja,
DG: gyrus dentatus, CRF: corticotropin releasing factor, Ucnl: urokortin 1, HPA-tengely:
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese-tengely)
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tamogatast, a példa értéki kutatdi szemléletét, szorgalmat, precizitasat, kritikussagat, mellyel

bevezetett a kutatas vilagéaba.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Reglédi Déranak, a PACAP KO egerekhez vald hozzaférés
biztositasaért, Orban Izabellanak és Dittrich Erzsébetnek asszisztensi munkéjaért és barati

tamogatasaért, tovabba Prof. Dr. Kozicz Tamasnak szakmai tandcsaiért.

Koszonetemet szeretném kifejezni a Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézet és az Anatdmiai
Intézet minden dolgozojanak, akik hozzéjarultak munkdmhoz: Dr. Sandor Katanak, Dr. Gaspar
Lészlonak, Dr. Farkas Jozsefnek, Dr. Kovacs Laszlé Akosnak, Dr. Gaszner Tamasnak, Prof.

Dr. Csernus Valérnak, Godané Bruman Beatrixnak, és Hilyovszky Klaranak.

Halas kdszonettel tartozom Csaldadomnak, kiilondsen Férjemnek és Gyermekeimnek, tovabba

Sziileimnek és Férjem Sziileinek szeretetiikért, timogatasukért, tiirelmiikért és segitségiikért.

A PhD dolgozatban 6sszefoglalt kutatasi tevékenység anyagi tdmogatasaért kdszonet illeti a
tamogatokat: PEPSYS GINOP-2.3.2-15-2016-00050 - Stratégiai K+F miihelyek kivalosaga: A
peptiderg szignalizacié komplexitasa €s szerepe szisztémas betegségekben; EFOP-3.6.2 A
neuroinflammacid vizsgalata a neurodegenerativ folyamatokban: a molekulatdl a betegagyig -
"Neuroinflammacidos mechanizmusok feltérképezése kronikus fajdalomban szerepet jatszo

centralis szenzitizacioban".
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