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I. Altalanos bevezetés és irodalmi hattér

A nyugati tipust tarsadalmakban a hangulatzavarok prevalencidja egyre novekszik: a
kronikus munkaképtelenség leggyakoribb oka a major depresszio, mely jelentds
szocidlis és gazdasagi terheket ro az egészsegugyi ellatérendszerekre (WHO, 2016.). A
depresszié komplex neurobiologidja és neurokémiai héattere nem teljesen ismert, és
kezelése a tobb elérheté gyodgyszercsoport ellenére sem kielégité, mivel vannak nem
reagald betegek és a széles mellékhatdsspektrum miatt sok esetben nem lehet optimélis
terapias stratégiat valasztani. Szilkség van ezért a hatékonyabb terdpids megkdzelités
érdekében a patofizioldgiai mechanizmusok pontos megertésére, kulcsmediatorok és
célmolekuldik azonositasara, amelyhez (j allatmodellek beéllitdsa és jellemzése
elengedhetetlen. Szamos neuropeptid rendszerrdl és azok receptorairdl kimutattak, hogy
fontos ténusos szabalyozd szerepe van a stresszadaptacioban allatokban és emberben
egyarant. Klinikai vizsgdlatok kezdddtek annak feltarasara, hogy az Gjonnan fejlesztett
farmakoldgiai agensek, melyek a neuropeptid receptorokat veszik célba, hatékony
eszkozként vethetok-e be a depresszid kezelésében (Lin 2012., Kormos és Gaszner
2013., Catena-Dell’Osso és mtsai., 2013.).

PhD munkam célja a stresszadaptacids rendszerek vizsgalata akut és kronikus
egérmodellekben, mely fontos eredményeket jelenthet a depresszio hatterében allo

mechanizmusok megértésehez és az Uj terapias megkozelitések meghatarozasahoz.

1. Stresszelméleti alapfogalmak

1.1. Stressz

Selye Janos, a klasszikus stressz-koncepcié megalkotOja szerint ,,a stressz a szervezet
nem specifikus valasza barmilyen fenyeget6 igenybevetelre” (1936.). A stressz tagabb
értelemben a szervezet univerzélis reakcija minden olyan valos, vagy valosnak vélt
kiils6 vagy belsé fenyegetd hatdsra, mely a szervezet integritasat €s egyensulyat
veszélyezteti, és a tulélés érdekében az egyént alkalmazkodasra kényszeriti (McEwen
2000.).

1.2. Stresszor
Stresszoroknak nevezzilk azokat az ingereket, melyek a stresszreakciot Kivaltjak.
Jellegét tekintve megkilonboztethetiink fizikai (pl. zaj expozicié, hideghatas,

héartalom, trauma, sugarartalom, laz, fajdalom, vérveszteség, toxikus artalmak,
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taplalék- és vizmegvonas sth.) és pszichologiai (pl. tdbmeg, izolacid, félelem, erészak,
gyasz, munkahelyi nehézségek, parkapcsolati konfliktusok, egzisztencialis szorongas
sth.) stresszorokat. A fizikai stresszorok kozvetlen karositd hatasuk miatt azonnali
valaszreakciot igényelnek a szervezett6l a homeosztazis fenntartasanak érdekében, mig
a pszichologiai stresszorok esetében nem beszélhetink direkt karosité hatasokrdl, az
életet valdjaban nem feltétlenil veszélyeztetik, az egyén azt mégis komoly
fenyegetésként éli meg (Carrasco és mtsai., 2003., Ulrich-Lai és mtsai., 2009.). Mivel
ugyanaz a stresszor egyénenként kiilonb6zo mértékli stresszvalaszt valthat ki, sot
egyenen belul is valtozhat a reakcid a szervezet pillanatnyi allapotatol fiiggéen

(Seymour 2005.), ezért jelentds kihivast jelent a stressz okozta korképek terépidja.

1.3. Stresszreakcio

A stresszreakcidé a szervezet stresszorokra adott valasza, tipusa fiigg a stresszor
jellegétol (fizikai vagy pszichologiai), mindségétél (diszstressz vagy eustressz),
intenzitasatol, az egyéni érzékenységtdl, az expozicidé idétartamatol (az akut stressz
egyszeri, mig a kronikus stressz ismétlddé vagy folyamatos, elhtizodé stresszhatast
jelent), a helyzet kontrollalhatosaganak mértékétél és a megkiizdési stratégidk
sikerességétol.

Az eustressz olyan stresszreakcio, melyet pozitivan értékelt stresszor valt ki, id6ben
behatarolt, és bar a szervezetet igénybe veszi, megklizdési képességét nem haladja meg,
ellenalloképesseégét noveli. Ezzel szemben a diszstresszt negativan értékelt stresszor
véltja ki, mely alig kontrollalhatd, intenzitasatol fliggben hosszatavi fennallasa
betegségek kialakuldsahoz vezethet.

A stresszreakcio idébeli lefolyasat az altalanos adaptécids szindroma fézisaival (Selye
1950. és McEwen 2012.) jellemezhetjik (1. abra).

\ Az ellenalloképesség
\ normal szintje

C

%

A B

SRR AR I

1. dbra: A stresszreakcio idobeli lefolyasa — az altalanos adaptécios szindroma fazisai
(Selye 1950. és McEwen 2012. alapjan) A: veszreakcio fazisa, B: rezisztencia fazis, C:
Kimerulési fazis.
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A.) A stresszor felismeréeset és értékelését a vészreakcid koveti, mely soran olyan
energiamobiliz&l6 neuroendokrin valtozasok indulnak, melyek felkészitik a
szervezetet az esetleges harcra vagy menekulésre (fight or flight). A szimpatikus
idegvégzOddésekbdl noradrenalin, a mellékvesevel6bdl adrenalin szabadul fel,
ezek hatasara pedig gyorsul a 1égzés és a szivmiikodés, né a vérnyomas és a
vércukorszint, fokozodik a vazizmok vérellatdsa, élesednek az érzékszervek,
fokozddik az éberseg és gyorsulnak a reakcidk (Cannon-fele vészreakcio). Ezzel
parhuzamosan a paraszimpatikus idegrendszer is aktivalodik, mely az
ellenregulacioért felel, a szimpatikus tonus csokkentésén keresztul. A
veészreakciot kovetden aktivalodik a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely
(HPA) (2. é&bra). A nucleus paraventricularis hypothalami (PVN)
parvocellularis sejtcsoportjabol corticotropin releasing hormone vagy masnéven
factor (CRF) és arginin vazopresszin (AVP) szabadul fel, melyek az eminentia
mediana-n keresztll a portélis keringés révén az adenohipofizis corticotrop
sejtjeihez (CRF-1 receptor talalhat6 rajtuk) jutnak, ahol a pro-opiomelanokortin
(POMC) szintézisét serkentik, melyb6l adrenokortikotrop hormon (ACTH)
hasad le. Az ACTH a szisztémas keringés Gtjan a mellékvesekéreg zona
fasciculata nevii rétegébe kerll, ahol hatadsara a gliikkokortikoidok termelddése
fokozodik (emberben legfontosabb a kortizol, rdgcsalokban a kortikoszteron,
CORT). A glikokortikoidok a véraram atjan a célszervekhez jutva fejtik ki
komplex hatadsukat (metabolizmus fokozésa, sziv és agy keringésének
regulaléasa, reprodukcid és taplalék felvétel csokkentése, memdria és hangulat
befolyasolasa), és negativ visszacsatolds révén leallitjdk a stresszvalaszt a
limbikus rendszeren, a hipothalamuszon és a HPA tengelyen keresztul (Herman
és Cullinan 1997., Gaszner 2008., DeKloet 2008., Bonfiglio és mtsai., 2011.).
Ezek a valtozasok azt a célt szolgaljak, hogy stresszhelyzetben a szervezet képes
legyen sikeresen adaptalodni. Ez a fazis atmenetileg az ellenalloképesseg
csokkenésével jar.

B.) Amennyiben a stresszhatas tovabbra is fenndll, kialakul a rezisztencia fazisa,
mely soran idedlis esetben a szervezet az allosztazis (folyamatok 0sszessege,
melyek fenntartjadk a homeosztazist) révén alkalmazkodik a megterheléshez,
ellenalloképessége n6 (McEwen 1993.). Ezen allapot hosszabb tdvon nehezen

tarthato fenn, energia és egyéb forrasigény miatt.



C.) Tul hosszu ideig fennallo és/vagy kezelhetetlen stresszor hatdsara kialakul a
kimeriilési fazis, mely sordn az ellendlloképesség jelentésen csokken

(allosztatikus tulterhelés), ez pedig kiilonb6z6 betegségek kialakuldsadhoz vezet.

Napi | Stressz,
ritmus trauma

—-—-@-. CRF (PVN)
———  Hypothalamus
® j
®
Portalis venak
. |
O
3
-8 Eeesesssessd HypOphySiS,
K mellsé lebeny

Mellékvese
kéreg
veld

2. dbra: HPA tengely (Nussey és Whitehead 2001. alapjan)

1.4. A stressz agyi szabalyozasa

A stressz hatasara aktivalédd periférias és centralis receptorok az agytorzsbe (locus
coeruleus) széllitott informéacion keresztil inditjak el a Cannon-féle vészreakciét a
szimpato- adrenomedulléris tengely aktivacioja révén. Ezzel parhuzamosan afferens
palyakon keresztil a limbikus rendszer (amygdala, prefrontélis kéreg, hippocampus) és
a hipotalamusz felé jut el az informéacio, melyek a stresszvélasz f6 szabalyozoi, a
szimpatikus aktivaciora, paraszimpatikus aktivaciéra és a HPA tengelyre Kkifejtett
hatasaik révén (Gaszner 2008., Ulrich-Lai és mtsai., 2009.).

Az amygdala kulcsfontossagu a HPA tengely és az autondm idegrendszer szabalyozasa
szempontjabol. Stressz hatdsara az amygdala centralis almagja (CeA) aktivalja az
autonom idegrendszert (fizikai és pszichologiai stresszor esetén egyarant), mig
basolateralis (BLA) és medialis (MeA) almagjai a HPA tengelyt (foként pszichologiai

stresszor esetén). Az amygdala CRF tartalmu és GABA-erg neuronjai a nucleus
9



interstitialis striae terminalis-ban (angolul bed nucleus of the stria terminalis: BST)
atkapcsolva (gatlé neuronok gatlasa révén) aktivaljak a PVN-t (Choi és mtsai., 2007.,
Ulrich-Lai és mtai., 2009.). A septum laterale (LS) GABA-erg afferentaciot kuld a PVN

neuronjaihoz (Ons és mtsai., 2010., Singewald és mtsai., 2011.).

A medidlis prefrontélis kéreg (mPFC) prelimbikus része stresszhatds soran gatolja a
HPA tengely miikodését ¢és az autondém aktivaciot egyarant, mig infralimbikus része

ezzel épp ellentétes hatasu (Choi és mtsai., 2007., Ulrich-Lai és mtsai., 2009.).

A hippocampus csokkenti a fokozott HPA aktivitast, a vérben 1évé gliikkokortikoidok

- sz

A hipotalamuszban talalhatd PVN a HPA tengely els6 allomasa, gazdag afferentaciot
kap a limbikus rendszerbdl, és az agytorzsbol. Ilyen agytorzsi kozpontok példaul a
szerotonin (5-HT) tartalmd raphe magok, mint a nucleus raphe dorsalis (DR)
(Sawchenko és mtsai., 1983., Liposits és mtsai., 1987., Hornung és mtsai., 2003.) és az
urokortin 1 (Ucnl) expresszald centralis projekcioju Edinger-Westphal mag (EWcp)
(Dos Santos és mtsai., 2015.). A PVN az agytorzsi kdzpontokon keresztul az autonom
idegrendszer aktivaciojdban és gatlasaban, illetve a paraszimpatikus idegrendszer
szabalyozésaban egyarant részt vesz (Ulrich Lai és mtsai., 2009.). (3. abra)
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Infralimbikus medidlis prefrontélis cortex

Prelimbikus medialis prefrontalis cortex

Hippocampus

Amygdala A
BST pars posterior A

BST pars anterior A

Nucleus septi lateralis

T

Nucleus < Nucleus
Edinger- .| raphe
Westphal "| dorsalis

Nucleus

paraventricularis
: : Locus coeruleus
hipothalami
v v
| Hypophysis | Truncus sympathicus |

| Glukokortikoidok Adrenalin, noradrenalin |

. v
| Keonikus sres batés | | At stressz atds |

3. abra: A stressz szabalyozasanak attekint6 vazlata. A kék nyilak a serkentd, a piros
nyilak a gatl6 hatasokat abréazoljak (BST: nucleus interstitialis striae terminalis).

2. Stresszhez kapcsolodoé betegsegek

Kronikus stressz hatasara, amennyiben tul hosszl az adaptacios fazis, a szervezet
készultségi reakcidja allandosul, és egyensulyi allapotaba visszatérni nehezen, vagy
egyaltalan nem képes, kimerulési fazisba Iép. A negativ visszacsatolds csokken, a
magas glukokortikoid szint allanddsul, a locus coeruleus emelkedett noradrenalin
szintézise miatt a szimpatikus tonus fokozddik, és az amygdalaban fokozddik a CRF
expresszidja (Ulrich-Lai és mtsai., 2009.). Az amygdalaban a dendritek hosszabbodnak
és a dendrittliskék szama n6, mig a hippocampusban és a mPFC-ben ennek forditottjat

talaltak (Chattarji és mtsai., 2015.), és ez utdbbit a kognitiv funkciok hanyatlasa kiséri.

A kronikus stressz szdmos betegség etioldgiai faktora: hipertdnia, szivinfarktus,
kronikus fejfajas, irritabilis bél szindroma, gyomorfekély, inszomnia, impotencia, panik
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betegség, poszttraumas stressz szindroma, depresszid, a tartdsan magas kortizol szint
immunszupresszald hatadsa miatt infekciok és daganatos betegségek. Dolgozatomban
terjedelmi korladtok miatt kizarélag az értekezés szempontjabdl fontos depresszios

korkepet részletezem.

2.1. Depresszio
A depresszio az affektiv zavarok kozé sorolhatd korkép, mely a hangulati élet tartos,
negativ irdnya eltoldédasaval jar. Megjelenési formai szerint elkulonitlink unipolaris és
bipolaris (manias epizodokkal kevert) depressziot.
Elettartam prevalenciaja 15-25% a nyugati tipust tarsadalmakban (Kormos és Gaszner
2013.), a betegség &ltal okozott anyagi kar pedig az eurdpai GDP 1%-at teszi ki €s a
kronikus munkaképtelenség vezeté oka (WHO 2016.). A depresszio a pszichologiai,
kognitiv, vegetativ és szomatikus funkcidkat egyarant érinti. Tlnetei szerteagazodak:
tartésan negativ érzelmi allapot, hangulatingadozasok, szorongas, anheddnia
(6romérzésre vald képtelenség), csokkent dnbizalom, negativ jovokép, érdeklddés és
motivacid  csOkkenése, koncentracidzavar, feledékenység, bilintudat érzése,
ongyilkossagi gondolatok, fokozott betegségtudat, munkahelyi teljesitmény csokkenése,
szocidlis  aktivitds  csOkkenése, vegetativ  tlnetek  (inszomnia/hiperszomnia,
csokkent/fokozott étvagy, fogyas/hizas, szexudlis diszfunkcio), és a cirkadian ritmusok
(alvas-ébrenlét, testhdmérséklet, hormonszekrécid) zavara.
A tinetek hatterében all6 neurobioldgiai jelenségek kozil a teljesség igénye nélkil
emlitésre méltd a noradrenerg, szerotoninerg és dopaminerg rendszer receptorainak
funkcidvaltozasa, a HPA-tengely fokozott miikodése, magas CRF és plazmakortizol
szint, katekolaminok, és metabolitjaik plazma- és liquorkoncentracidjanak emelkedése
(Carrasco és mtsai., 2003., Meaney és mtsai., 2005., Hillhouse és mtsai., 2006.,
Hoelsboer és mtsai., 2008., Binder és mtsai., 2010., Kehne és mtsai., 2010.).
Patomehanizmusat klasszikusan a monoamin tedridval magyarazzak, mely szerint a
noradrenalin, szerotonin és dopamin neurotranszmitterek alacsony szintje és csokkent
felszabaduldsa felelés a fenti szimptomék kialakulasaért. A tudomany jelen allasa
szerint azonban, sok egyéb teodria (pl.: gyulladasos teoria, neuroplaszticitasi elmélet)
mellett az egyik legelfogadottabb nézet a depresszio harom talalat elmélete (Mill és
mtsai., 2007., deKloet 2008.), mely szerint a depresszi6 multifaktorialis eredetli
betegség, kialakulasahoz az alabbi harom faktor egyuttes jelenléte sziikséges:

1.) Genetikai hajlam: Bizonyos genetikai eltérések novelik a hajlamot a depresszio

kialakulasara, ilyenek példaul a pontmutaciok, vagy nukleotid polimorfizmusok
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a CRF, mineralokortikoid, glikokortikoid, szerotonin €és dopamin
receptorfehérjék génjeiben (Mill és mtsai., 2007., de Kloet 2008., Olivier és
mtsai., 2008., Feder és mtsai., 2009., Bonfiglio és mtsai., 2011., Homberg
2012.).

2.) Epigenetikai faktorok: Bizonyos korai életesemények (pl. anyai stressz,
maternalis deprivacio, gyermekkori ablzusok, kozeli hozzétartozd haldla,
erdszak, trauma) életre sz6l6 epigenomikus valtozasokat eredményeznek (pl.:
DNS-metilacios és acetilacios valtozasok), melyek tovabb fokozzak az egyeén
érzékenysegét a késébbi stresszhelyzetekkel szemben, és novelik a depresszio
kialakulasanak kockazatat (Mill és mtsai., 2007., de Kloet 2008., Heim és mtsai.,
2008., Leussis és mtsai., 2012.).

3.) Kdrnyezeti stressz: Amennyiben a fent emlitett rizik6faktorok miatt fokozottan
vulnerabilissa valt egyént kornyezeti stressz éri, nagy valoszintiséggel fejlodik Ki

nala a depresszios korkeép.

2.1.1. A depresszié farmakoldgiai aspektusai
Szamos depresszié modell, a harom talalat elmélet, valamint az ezek alapjan végzett
kutatasi eredmények messze tilmutatnak a monoaminerg rendszerek kizéarélagos koroki
szerepén (Nabeshima és Kim 2013.). A napjainkban rendelkezésre all6 farmakoterépia
kizar6lag ezt a neurotranszmitter csoportot célozza, a monoaminok (szerotonin,
noradrenalin, dopamin) preszinaptikus idegvégzddésekbe valod visszavétele, vagy
lebomlasuk gatlasa révén. Az alabbi lista roviden dsszefoglalja a jelenleg hasznalt fébb
hatéanyag csoportokat, néhany példaval.

1.) Szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (SSRI): citalopram, fluoxetin,

fluvoxamin, paroxetin, sertralin, escitalopram

2.) Triciklikus antidepresszansok (TCA): clomipramin, maprotilin, imipramin

3.) Reverzibilis monoaminoxidaz-A gatlok (RIMA): moclobemid

4.) Dopamin visszavétel gatlok (DRI): bupropion

5.) Noradrenalin visszavétel gatlok (NRI): reboxetin

6.) Szerotonin receptor antagonista és visszavétel gatlok (SARI): trazodon

7.) Szerotonin-noradrenalin visszaveétel gatlok (SNRI): venlafaxin, duloxetin

8.) Szelektiv szerotonin visszavétel fokozok (SSRE): tianeptin

9.) Preszinaptikus receptorra hat6 antidepresszansok: mianserin, mirtazapin
A gyogyszeres kezelést neheziti, hogy lassan fejlédik ki a terapias hatas (2-3 het),

kezdetben elsésorban a mellékhatdsok jelentkeznek, ami sok esetben akadalyozza a
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megfeleld egyiittmiikodés kialakitdsat a beteggel, raadasul megfeleld gyogyszeres
kezelés és pszichoterapia mellett is a betegek kozel 30%-a terdpiarezisztens marad
(Catena-Dell’Osso és mtsai., 2013.).

3. Hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP)

A PACAP a vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP)/szekretin/glukagon csalad tagja, 27
és 38 aminosavbdl allé formaja ismert. Receptorai kézul a PAC1 specifikus a PACAP-
ra nézve, mig a VPAC1 és VPAC2 a PACAP-ot és a VIP-t hasonlo affinitassal koti
(Vaudry és mtsai., 2009., Hammack és May 2015.). A PACAP egy pleiotrop
neuropeptid, funkcioit szdmos bioldgiai folyamatban leirtak (Vaudry és mtsai., 2009.,
Reglédi és mtsai.,, 2012.), a kdzponti idegrendszerben tobbek kdzott neurotrop és
neuroprotektiv hatasokkal rendelkezik (Regl6di 2001., Hammack és mtsai., 2008.,
Hashimoto és mtsai., 2009.).

A PACAP szerepének tanulmanyozéasara kivaldoan alkalmas az Intézetiinkben
rendelkezésre allé egeértdrzs, mely a PACAP mutans alléljeit hordozza (knockout, KO),
ezert benniik nem fejezédik ki ez a neuropeptid. Bar ebben az egértérzsben a PACAP
funkcidinak gyakorlatilag minden szervrendszerre kiterjedd vizsgélata megtortént az
utobbi években (Reglédi és mtsai., 2012.), terjedelmi korladtok miatt itt csak a
depresszi6 és a peptid kapcsolatara térnék ki. Irodalmi adatok tamasztjak ala, hogy ezek
az egerek depresszio-szerii viselkedést mutatnak forced swim tesztben (FST), és
antidepresszans gyogyszerek visszaforditjak ezt a PACAP gén hiadnyabol adddo
fenotipust (Hashimoto és mtsai., 2001., 2009.). Mindezek alapjan felmerilt, hogy ez az
allat alkalmas lehet az 6roklott depresszio hajlam modellezésére. Ez annak fényében
kilonosen érdekes, hogy Hashimoto és munkatarsai (2010.) human vizsgalatok soran
megfigyelték, hogy egy a PACAP génre jellemzd nukleotid polimorfizmus gyakran jar
egyUtt major depresszidval. Egyéb adatok is alatdmasztjak a PACAP lehetséges szerepét
emberi pszichopatoldgiakban (Hashimoto és mtsai., 2011.), mivel a PACAP PAC1
receptoron keresztiil hatva noveli a DISC1 gén (disrupted in schizophrenia 1)
expressziojat (Hattori és mtsai., 2007.), melyrdl kimutattdk, hogy mind a skizofrénia
(Millar és mtsai., 2000.), mind a major depresszié kialakulasaban (Blackwood és mtsai.,
2001.) szerepet jatszik, tovabba a PACAP (Ressler és mtsai., 2011.) és PAC1 receptor
(Almli és mtsai., 2013., Mercer és mtsai., 2016.) génpolimorfizmusok nékben fontos
szerepet jatszanak a poszttraumas stressz szindromak kifejlodésében. A téma
fontossagat és népszeriiségét jol bizonyitja, hogy az utobbi években szamos rangos

folydiratban jelent meg 0Osszefoglald tanulmany azzal a céllal, hogy megkiséreljék
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attekinteni a PACAP stresszadaptacidban betoltott szerepét (Hammack és mtsai., 2010.,
Pinhasov és mtsai., 2011., Hashimoto és mtsai., 2011., Stroth és mtsai., 2011., Dias és
Ressler 2013., Gaszner és Kormos 2013., Hammack és May 2015.). Tekintettel a PhD
értekezés terjedelmi korlataira, az alabbiakban arra térek ki, hogy kutatasunk kezdetén
mit tudtunk a PACAP hatasarol a HPA tengelyre, kilonds tekintettel a PACAP és CRF
rendszerek interakcioira, tovabba réviden ravilagitunk a CRF peptidcsaladba tartozd
Ucnl stresszadapticioban betoltott szerepére, és a DR szerotoninerg neuronjainak

jelentOségére, mert ezek a tertilletek alltak kiséerletsorozatunk kdzéppontjaban.

4. abra: A PACAP szerkezete (http://www.sci.u-toyama.ac.jp)

3.1. PACAP és a stressz rendszerek kapcsolata

A PACAP 1989-ben tortént felfedezése utan (Miyata és mtsai., 1989.) révid id6
elteltével feltérképezték a neuropeptid kdzponti idegrendszeri eloszlasat, és
nyilvanvaldva valt, hogy igen nagy mennyiségben van jelen a PVN-ben (Koves és
mtsai., 1991.). Ekkor mér jol ismert volt a CRF expresszidjanak jelentGsége ezen a
terileten (Liposits 1990.), mely azt sugallta, hogy a PACAP-nak lehet szerepe a
stresszadaptacio  szabalyozasadban, legaldbb részben a PVN-CRF neuronok
mikodésének befolydsolasa révén. Ennek megfeleléen szdmos laboratoriumban
megerdsitést nyert, hogy a PACAP agykamraba, illetve kozvetleniil a PVN-be
injektalva befolyésolja a CRF tartalmu idegsejtek mitkodését. A PACAP hatasa tobb
sikon is megjelenik, de leggyakrabban a sejt transzkripcios aktivitdsanak valtozasat
mutatd, azonnali génekként indukalddo transzkripcids faktorok marker (pl. c-Fos,
Kovéacs 1998.), illetve azok foszforilalt formainak (CREB) nuklearis immunreaktivitas
emelkedését mutattak ki (Agarwal és mtsai., 2005., Norrholm és mtsai., 2005., Das és
mtsai., 2007., Kageyama és Suda 2009.). Kiemelend6, hogy a CRF neuronok
aktivalodadsa PACAP hatasra kovetkezményes HPA tengely aktivalodast idézett eld.
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A PACAP a hipotalamuszon kivil szamos egyeb kdzponti idegrendszeri teriiletben
eléfordul (Koves és mtsai.,, 1991., Hannibal 2002.). Figyelemre mélt6, hogy igen
markans PACAP tartalm0 rostafferentaciot a limbikus el6agyi teriileten, a tagabb
értelemben vett amygdala terlletén is talalhatunk, mint pl. a BST és a CeA terlletén
(K6ves és mtsai., 1991., Hannibal 2002.). Erdekes, hogy ezeken a teriileteken szintén
talalhatok CRF expresszald neuronok, melyek itt is PACAP tartalml afferentaciot
kapnak (Koves és mtsai., 1994., Kozicz és mtsai., 1997.). A két peptiderg rendszer
kozotti interakciot Hammack és munkatarsai (2009.) is bizonyitottak krénikus stressz
modellben, ahol a PAC1 receptor és a PACAP mRNS szintjének emelkedését talaltak a
BST teruletén. Tovabba PACAP injekcié a BST terlletén szorongasos viselkedést valt
ki, illetve a PAC1 receptor hianya csokkent szorongasi szinteket eredményez (Otto és
mtsai., 2001.). A CRF lentiviralis vektor segitségével indukalt emelkedett expresszidja a
BST teruletén kifejezettebb depresszioszerti viselkedést okoz (Regev és mtsai., 2011.),
mely aladtamasztja a PACAP lehetséges moduléld szerepét (Hammack és mtsai., 2010.)
a BST-CRF tekintetében. Az is ismert, hogy a kronikus stressz epigenetikai
modosulasokat eredményez a crf génen a BST teriiletén, melyet megvaltozott CRF
expresszid kiser (Sterrenburg és mtsai., 2011.).

Tekintettel arra, hogy a tagabb értelemben vett amygdala (Westenbroek és mitsai.,
2003., Badowska-Szalewska és mtsai., 2009., Hammack és mtsai., 2010.), és szdmos
egyeb limbikus tertlet is, mint a LS (Ons és mtsai., 2010., Singewald és mtsai., 2011.) a
DR (Sawchenko és mtsai., 1983., Liposits és mtsai., 1987., Hornung és mtsai., 2003.)
kapcsolatban allnak a PVN-nel, részt vesznek a HPA tengely aktivitasanak
szabalyozésaban. JoOl ismert, hogy ezek a régiok szintén jelentds c-Fos expresszio
novekedést mutatnak stressz hatdsara, és PACAP tartalmu rostok beidegzése alatt is
allnak (Hannibal 2002.).

A EWcp (Kozicz és mtsai., 2010., Kozicz 2010.) egy CRF rokon neuropeptid, az Ucnl
6 kifejezOdési teriilete a kozponti idegrendszerben. Az Ucnl nagy affinitassal kotddik a
CRF 2-es tipusu receptorahoz, melyen keresztiil szorongasoldé funkcidval bir (Vaughan
és mtsai., 1995.). Szdmos agytertlet all a EWcp neuronok beidegzése alatt, de itt csak a
LS-t és a DR-t, mint legfontosabb projekcios tertleteket emlitjik meg (Bittencourt és
mtsai., 1999.), melyek a HPA tengely, és a hangulat szabalyozédsaban jatszanak
szerepet. Az urokortinerg EWcp a PVN-CRF neuronokhoz hasonldan, c-Fos expresszio
novekedéssel reagal kiilonbozé stresszhatasokra patkanyokban (Kozicz 2001., Gaszner
és mtsai., 2004., 2009., Rouwette és mtsai., 2011.), egerekben (Korosi és mtsai., 2005.,

Xu és mtsai., 2011.) és mokuscickanyokban (Kozicz és mtsai., 2008a.). Az Ucnl
16



expresszid novekedeset talaltdk dngyilkos emberek agymintaiban az EWcp terlletén,
mely arra utal, hogy a magnak szerepe lehet a hangulatzavarok patogenezisében (Kozicz
és mtsai., 2008b.). Kiemelends, hogy erre a magra is jellemzé PACAP-ir rostok
jelenléte (Hannibal 2002.), melyek juxtapoziciéban helyezkednek el az Ucnl
neuronokkal (Kozicz és mtsai., még nem publikalt megfigyelés).

A szerotoninerg DR (Valentino és mtsai., 2010.) neuronok szintén erés c-Fos expresszio
ndvekedéssel reagalnak kilonbozé akut (Bouwknecht és mtsai., 2007.) és kronikus
stresszhatasokra patkanyban (Gardner és mtsai., 2005., Lim és mtsai., 2015.) és egérben
(Liu és mtsai., 2009.). Szamos allatmodellb6l és az emberen végzett megfigyelésbol
szarmazo adat utal arra, hogy a DR szerotoninerg neuronjainak szerepe van a szorongas
és a hangulat kontrollalasdban (Challis és Berton 2015.), illetve a hangulatzavarok
patogenezisében (Kranz és mtsai., 2010.). Erdekes modon a DR teriilete szintén
tartalmaz PACAP-ir rostokat (Hannibal 2002.). Tovabbi kdzvetett bizonyiték a PACAP
és a szerotoninerg rendszer kdzotti kapcsolatra az a megfigyelés, miszerint csokkent 5-
hidroxi-indolecetsav mennyiséget mértek PACAP KO egerek agyaban (Hashimoto és

mtsai., 2001.), mely a szerotonin egyik metabolitja.
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Il. Célkituzések

1. Szorongéas és akut stressz-reakcio vizsgalata PACAP génhianyos

egerekben viselkedési és c-Fos immunhisztokémiai médszerekkel

Sajat megfigyeléseinkre, és ezzel 6sszhangban 1évé irodalmi adatokra tamaszkodva
allitottuk fel hipotézistinket, hogy a PACAP modulalé hatéassal bir a stresszadaptacioban
résztvevé agyi kodzpontokra, mely befolydsolja a viselkedést és a c-Fos azonnali
géntermék megjelenését.

1. Els6 célkitlizésink a PACAP-hianyos és vad tipusi egerek viselkedési
paramétereinek dsszehasonlitasa volt olyan nemzetkozileg az alapkutatasban és a
gyogyszergyari vizsgalatokban is széles korben alkalmazott magatartési
tesztekben, melyek elsdsorban a szorongas ¢és depresszio-szerii viselkedés
értékelésére szolgalnak.

2. Az irodalomban nem taldltunk &tfogd morfologiai jellegli tanulmanyt arra
vonatkozo6an, hogy mi jellemz0 a stressz magok aktivitdsara PACAP hidny esetén,
ezért masodik célkittizésunk az volt, hogy feltérképezzilk az akut stressz-indukalta
neuronalis aktivacidés mintazatot a c-Fos marker expressziojanak vizsgalataval a
stressz-reaktiv agyteruleteken egérben, kilonds tekintettel azokra, amelyek
PACAP-erg rostok beidegzése alatt allnak és/vagy a PACAP receptorait
expresszaljak. FST-t kovetden vad és PACAP génhidnyos egereken az aldbb
felsorolt terlletek immunhisztokémiai vizsgalatat végeztik el: a tagabb
értelemben vett amygdaldban a dorsolateralis (BSTdl), dorsomedialis (BSTdm),
ovalis (BSTov) és ventralis (BSTv) BST-t, a centralis (CeA), basolateralis (BLA)
és medialis (MeA) amygdala magokat; a PVN parvocellularis (pPVN) és
magnocellularis (MPVN) magjait; a ventralis és dorsalis LS-ot; a dorsalis (dPAG)
és lateralis (IPAG) periaqueductalis szirkeallomanyt; az EWcp-t és a DR-t. A
stressz  kozpontok reaktivitasanak feltérképezése lehetoséget nyujt azon
agyteriiletek azonositasara, amelyeket a PACAP hatasa befolyasolhat. igy fény
deriilhet arra is, hogy mely agyi struktirak felelések a PACAP-hianyos allatokban
megfigyelt viselkedésbeli kildnbségekért, tovabba tagabb ismeretekre tehetlink

szert a PACAP stressz(mal)adaptacioban betoltott szerepér6l is.
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2. PACAP génhianyos egerek vizsgalata kronikus variabilis enyhe

stressz modellben viselkedesi es funkcionalis morfoldgiai modszerekkel

1.  Annak érdekében, hogy tisztazzuk, hogy a PACAP hiany hogyan modulalja a
krénikus stresszhez vald adaptécidt, elsé célkitlizésiink volt a PACAP KO
egerek tesztelése két héten at tartd krénikus varidbilis enyhe stressz (CVMS)
depresszié modellben vad tipusu tarsaikkal 6sszehasonlitva.

2. Masodik célkittizésink a triciklikus antidepresszans imipraminnal kezelt
csoportok Osszehasonlitdsa volt a vivéanyaggal kezelt kontroll csoportokkal, a

CVMS okozta hatasok visszafordithatésaganak értékelésére.

A modell validitdsdnak megitélése viselkedés vizsgalati (FST), fizikai (testsuly és
mellékvesetdmeg valtozds mérése), endokrinologiai (CORT titer mérése) és
funkcionalis-morfologiai maodszerekkel tortént. A stressz  kronikus hatdsanak
vizsgalatara a kronikus neuronalis aktivaciot jelzd FosB festést alkalmaztuk az alabbi
limbikus PACAP tartalmu teriileteken: CeA, MeA, BLA, BSTdm, BSTdl, BSTov,
BSTv, a hippocampus CAL, CAS3 régidi és a gyrus dentatus (DG), a dLS és a VLS.
Mivel ezek a terlletek és a PACAP is befolyasolhatia a PVN parvo- és
magnocellularis részének stresszre adott valaszat, a FosB kvantifikaciot itt is
elvégeztik. Tovabbi célunk volt a FosB expresszid vizsgalata a szorongasos
viselkedéssel Osszefiiggd dPAG és a leszallo antinociceptiv rendszerben részt vevo
IPAG teriiletén szintén jelentds PACAP-erg beidegzésik alapjan, tovabba a DR és a
EWcp terlletén is. Masodik 1épésben szemikvantitativ kettds immunfluoreszcens
jelolések segitségével vizsgaltuk a BSTov-CRF, EWcp-Ucnl, illetve a DR-5-HT

rendszerek mukodését és FosB aktivitasat.
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111. Kisérleti modellek, vizsgalati modszerek

1. Allatok

1.1. Akut stressz modell

Akut kisérleteinkben 38 darab CD1 torzshe tartoz6, him PACAP KO egeret vizsgaltunk,
0sszehasonlitva ugyanennyi vad tipusd (WT) egérrel. Az allatok heterozigota
tenyészegyedeit Prof. H. Hashimoto munkacsoportja allitotta el6 CD1 torzsben az
Osakai Orvostudomanyi Egyetemen (Hashimoto és mtsai., 2006.) és kollaboracio
keretében bocsatotta rendelkezéslinkre. A tiz generéacion keresztil CD1 torzzsel
visszakeresztezett heterozigdta egereket a Pécsi Tudomanyegyetem Farmakologiai €s
Farmakoterapiai Intézet allathazaban szaporitottak. Az els6 generacié utddait polimeraz
lancreakcio (PCR) modszerével genotipizaltak, és a WT és KO egyedeket Kkilon
valogattak. A tovabbi tenyésztés homozigota vad tipusu és KO vonalakon elkildnitve
tortént, a genotipus ellendrzését a tovabbi generaciokban is elvégezték PCR-ral. A
Kisérleteinkben szereplé egyedek az els6 harom homozigota KO generaciobol
szarmaztak.

Az anyai gondoskodds mindségébdl adodd esetleges kiillonbségek minimalizalasara
torekedve, a csoportok egyedeit 4-5 kiilonb6z6 alombol valogattuk 6ssze. Bar a PACAP
gén hianya dnmagaban nem befolyasolja az anyai gondoskodas mindségét (Shintani és
mtsai., 2002.), kdzvetve, a kisebb alomméret miatt, hatassal van ra.

Az éallatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Anatomiai Intézet Allathazaban standard
milanyag ketrecben (365 mm x 207 mm x 144 mm), 12 6ras nappali-éjszakai ciklusban
tartottuk, 24-25 °C fokon, ad libitum ellatva ivovizzel és ragcsalé tappal.

Kisérleteinket a Pécsi Tudomanyegyetem Allat Etikai Bizottsdg engedélyével
(Engedélyszamok: BA 02/2000-11-2006, BA 02/2000/25/2011) és az Eurdpai Kozosseg
1986. november 24-én kelt ajanlasait, tovabba az allatok tartasarol és felhasznalasarol
sz0l6 1998. évi XXCIII toérvényt minden tekintetben betartva végeztilk. Minden esetben

torekedtiink az allatok szenvedésének és létszamanak minimalizalasara.

1.2. Kronikus stressz modell
A tiz generécion keresztil CD1 torzzsel visszakeresztezett PACAP génre nézve
heterozigo6ta egereket szaporitottuk, genotipizaltuk. Ezutan PACAP KO és vad tipusu

egerek paroztatasa utjan egy heterozigdta generaciot hoztunk létre, majd 70 PACAP
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heterozigota ndstény egeret paroztattunk PACAP  heterozigbta himekkel.
Kisérleteinkhez azon almokat valasztottuk ki, melyek egy 36 0Oras peridduson belil
sziilettek, majd ezekbdl genotipizalas utan 36 felnétt him PACAP KO egeret, és 33 vad
tipusu him egeret valogattunk ki. Az allatokat 12 csoportba osztottuk (1. tablazat). Az
almok kozti kulonbségek elkerllése érdekeben 4-5 kiilonb6zé alombol valogattuk 6ssze
a kiilonb6z6 csoportok egyedeit. Az allatok felénél 14 napon keresztil CVMS-t
alkalmaztunk, a masik felénél csak egy egyszeri 5 perces FST-et végeztink 10 nappal a
perfuzio eldtt. Minden f6 csoporton beliil az allatok harmadat kezeletleniil hagytuk,
harmadat intraperitonealisan (i.p.) adott vivOanyaggal (fizioldgias sooldat), harmadat
pedig i.p. adott imipraminnal (naponta 15mg/testtdémeg kg) kezeltlik. A kisérlet soran 6
egyedet zartunk ki betegség vagy elhullas miatt. Mivel eredményeink szerint az allatok
kézbe vetele (handling) és/vagy az i.p. injekcié ndveli adataink szorasat, a kezeletlen
csoportot kiilon statisztikai analizisnek vetettiik ala (1. tablazat).

Az allatok eredete, gondozésa, genotipizéalasa és az etikai vonatkozasok megegyeznek a
2.1.1. szakaszban leirtakkal.

1. adathalmaz 2. adathalmaz
Kontroll CVMS Kontroll CVMS
Kezeletlen | Kezeletlen VivOéanyag | Imipramin | Vivéanyag Imipramin

WT | KO | WT | KO WT | KO | WT | KO | WT | KO | WT | KO

n=6 | Nn=5 | n=6 | n=5 nN=6 | n=5 | n=4 | n=6 | n=5 | n=4 | n=6 n=5

1. téblazat: A krénikus modell kisérleti elrendezésének dsszefoglaldja a csoportok
elemszamaval. Az 1. adathalmaz az injekcios kezelésben nem részesilt csoportok
eredményeit tartalmazza. A 2. adathalmaz olyan egerek adatait tartalmazza, amelyek
egy tovabbi, az intraperitonedlis injekcidk (imipramin illetve vivéanyaga) altal okozott
stresszfaktornak is ki voltak téve. CVMS: krénikus variabilis enyhe stressz; WT: vad
tipus, KO: a PACAP génhianyos egér

2. Viselkedés-vizsgalatok az akut modellben

2.1. Open field teszt
A teszt az allatok lokomotoros aktivitasanak és szorongasi szintjének vizsgalatara
szolgél. Az egereket (n=7/csoport) minden esetben egyesével vizsgaltuk, és ugyanabba

a pozicioba helyeztiik 6ket egy meghatarozott paraméterekkel rendelkezé doboz
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(42x42x21 cm, alapterllete négyzethaloval 8x8 részre osztott) kozepére, melyben az
allatok szabadon mozoghattak (5. &bra). Viselkedésuket 5 percen keresztil figyeltik és
video kameraval rogzitettiink. A felvételek kiértékelése soran a lokomotoros aktivitast
(megtett Ut, mozgassal toltott id6), és a szorongasi szintet (a fal mellett, illetve a nyilt
teriileten toltott id6, fej emelgetések, agaskodasok, ugrasok és tisztalkodasok szama)

vizsgaltuk. (Kudryavtseva és mtsai., 1991. alapjan modositva)

5. &bra: Open field teszt

2.2. Sotét-vilagos doboz (light-dark box) teszt

A teszt a szorongas mértékének vizsgalatara szolgal. A teszt soran egy olyan dobozt
(40x20%27 cm) hasznaltunk, mely két kompartmentre osztott, az egyik sotét, fényt6l
teljesen elzart, mig a masik egy 100 W-os izz6 altal megvilagitott rekesz. Az egerek
szamara a két térfél kozotti szabad atjarast egy 16 cm? teriiletii nyilas biztositotta (6.
abra). Az egereket (n=12/csoport) minden esetben egyesével vizsgalva a vilagos
kompartmentbe helyeztik, fejjel a nyilas felé, majd 5 percen keresztul figyeltiik
viselkedésiiket. Detektaltuk a sotét térfélre vald els6 belépésig eltelt id6t, a sotét
kompartmentbe torténé Osszes belépés szamat, a vizsgalat alatt a sotétben toltott teljes
idét, valamint a vilagos térfélre valo kitekintések szamat. A sotétben valo tartdzkodéas
ideje egyenesen aranyos a szorongas szintjével. A kisérleteket déleldtt 8 és 12 ora
kozotti idészakban végeztiik a cirkadian ritmus befolyasanak kivédése érdekében. (lhne
és mtsai., 2012.)
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6. abra: Light-dark box teszt

2.3. Uveggolyo-elrejtési (marble burying) teszt

A teszt szintén a szorongas mértékének vizsgalatara szolgal. A Kisérletekhez egy
30x30x28 cm-es allattartd ketrecben, melyben sem téplalék, sem ivoviz nem volt
elérhetd, 5 cm vastagsagu forgacs rétegre, 24 darab 1,5 cm atmérdji szines tiveggolyot
helyeztiink, egymastdl egyenlé tavolsagra (7. &bra). Az egereket (n=12/csoport)
egyesével vizsgalva a doboz kdzepére helyeztiik, fejjel ugyanabba az iranyba. 30 perc
elteltével megszamoltuk, hogy az egér hany Uveggolyot temetett el a forgacsalomba.
Mivel az egér szamara az Uveggolyd ismeretlen targy, ami vélhetéen félelmet kelt
benne, azokat részben elassa. Az eltemetett golydk szama aranyos a szorongas
szintjével. Minden olyan Uveggoly0 elasottnak mindsiil, amelynek legalabb 2/3 részét

forgacs boritja. (Njung’e és Handley 1991.)

7. abra: Marble burying teszt

2.4. Forced swim teszt
A FST a depresszids magatartas vizsgalatara szolgal (Porsolt és mtsai., 1977., Ghasemi
és mtsai., 2009.). A teszthez 11,5 cm atmér6jii, 25 cm magas atlatsz6 miianyag
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hengereket hasznaltunk, melyeket 19 cm magassagig 23 + 1°C fokos csapvizzel
toltottink fel (8. dbra). Az egereket (n=7/csoport) egyesével a vizbe helyeztik, és 6
percen Kkeresztill videokameraval rogzitettiik viselkedésliket. A vizet minden egér utan
tisztara cseréltiik. A felvételek kiértékelése soran az immobilitassal (a kezdetben aktivan
kapalodzo, menekilni vagyo allat késébb részben passzivan lebeg a viz tetején) toltott
id6t mértiik a teszt utolsd 4 percében, mely egyenesen aranyos az anheddnia szintjével,
ami a depresszio-szert viselkedés mértékének fontos paramétere. Akut kisérleteinknél
elézoéleg nem alkalmaztunk adaptaciot, az allatok elészor talalkoztak az emlitett kiserleti
elrendezéssel, szamunkra ugyanis az akut stressz hatas altal kivaltott c-Fos expresszio

mértéke szolgélt relevans informéacioként.

8. 4bra: Forced swim teszt

3. c-Fos immunhisztokémia az akut modellben

Az idegtudomanyban altalanos elfogadott, hogy a neuronok aktivaciojat azonnali gének
termékeinek megjelenése jelzi. llyen gén a c-fos, melynek fehérje terméke a c-Fos a
sejtmagban halmozddva, akut neurondlis aktivacids markerkent szolgal (Kovacs 1998.).
A c-Fos expresszio akut stressz hatasara 20 percen belll indul el, 2 dra elteltével éri el
maximumat, majd 4 6ra multan kezd csdkkenni, ezért az akut modellnél az egereket
(n=6/csoport) 2 oraval a FST utan perfundaltuk a szdvettani vizsgalathoz. Kontrollként
intakt, FST-en at nem esett WT és KO egereket (n=6/csoport) vizsgaltunk. A mély
altatasahoz intraperitonealisan adott natrium-pentobarbitalt (Nembutal 100 mg/testsuly
kg; Sanofi, Budapest, Hungary) alkalmaztunk. Az altatoszer beadasat kovetden 2-3 perc
alatt allt be a narkdzis, ezutan feltartuk a mellkast, és transzkardialis perfundalast
végeztink 20 ml 0.1 M natrium-foszfat altal pufferelt fizioldgias sooldattal (PBS; pH

7.4) 2 percig, majd 150 ml hideg 0.2 M Millonig pufferben oldott 4%-0s
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paraformaldehiddel (pH 7.4) 20 percig. Az egereket dekapitaltuk, ezt kovetden agyukat
Kipreparaltuk, melyeket 12 6rén at ugyanilyen oldatban posztfixaltunk.

Az agyakat korondlis sikban 30 pm vastagsagu szeletekre metszettiik Lancer Vibratom
(Ted Pella Inc., Redding, CA, USA) segitségével. Egyedenként négy sorozatot
készitettiink, melyb6l egyet feldolgoztunk c-Fos immunhisztokémiai vizsgalathoz,
harmat pedig anti-freeze oldatban (30% glicerin, 20% etilén-glikol és 0.1 M PBS) -20
C° fokon taroltunk, esetleges késObbi vizsgalatok céljara. Az immunhisztokémiahoz
free-floating technikat alkalmaztunk. A metszeteket PBS oldatban 3x10 percen
keresztll mostuk, ezt kdvetéen 30 percen at inkubalast végeztiink 0.5% Triton X-100
(Sigma Chemical) detergenssel, az aspecifikus kotohelyek blokkolasahoz pedig 2%
normal kecske szérumot (NGS, Jackson Immunoresearch Europe Ltd., Suffolk, UK)
tartalmazd PBS oldatot (blokkolé szérum) hasznaltunk 30 percig. A mintakat ezutan
szobahdmérsékleten egy éjszakan at inkubaltuk c-Fos ellen nyulban termeltetett
poliklonalis antiszérum (Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-52, Santa Cruz, CA, USA)
1:500 aranyban higitott oldatdban egy éjszakara, szobah6én. Masnap PBS oldattal 3x10
percen keresztll mostuk a metszeteket, ezt kovetden a blokkold szérum és a biotinilalt
kecske anti-nyal IgG 1:200 aranyd oldataban inkubaltuk 2 oran at, 20 C° fokon. A
mintékat hideg PBS-sel dblitettiik, majd avidin-biotin-komplex oldataban (Vectastain
Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) inkubaltuk 1 éran keresztl
20 C° fokon, majd 3x10 percig mostuk PBS-ben. Végiil az el6hivast Tris pufferben
oldott 0.02% diaminobenzidinnel (DAB; D5637; Sigma Chemical, Zwijndrecht,
Hollandia) végeztik 0.00003v/v% H20: jelenlétében. A reakcido soran keletkezd
szabadgyokok hatdsara a DAB oxidalodik, és az igy kialakuld barna szinti csapadék
megjelenik a sejtek magjaban. A szinreakciot sztereomikroszkdp segitségével kovettik
az optimalis kontraszthattér megjelenéséig (10 percen keresztiil) majd PBS segitségével
allitottuk le. 3x10 perc PBS-sel tortén6 mosas utan az agyszeleteket zselatinos
targylemezre huztuk, majd szaradast kovetden 2x10 perc Xilolban torténd derités utan
DePex-szel (Fluka, Heidelberg, Germany) lefedtik.

A nyulban termeltetett c-Fos elleni poliklonalis antiszérumot (Santa Cruz
Biotechnology Inc., sc-52, Santa Cruz, CA, USA) az emberi c-Fos fehérje 3-16.
aminosav  szekvenciajanak epitopjai ellen termeltették. Korabbi munkainkkal
0sszhangban (Gaszner és mtsai., 2007., 2009.) kimeritéses teszttel kimutattuk a szérum
specificitasat azzal a blokkol6 peptiddel (sc-52-P, Santa Cruz), amely ellen a szérumot
termeltették. Korabbi tanulmanyok igazoltdk tovabba, hogy a szérum nem mutat

keresztreaktivitast egyéb Fos-rokon gentermékekkel az egéragyban (Ryabinin és mtsai.,
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1999.). Az antitest festés el6tti inkubalasa a blokkold peptid jelenlétében minden
esetben megakadalyozta értékelhetd jel megjelenését a festések soran. Ezzel
0sszhangban, az antitest elhagyasa, vagy a c-Fos szérum normal szérummal torténd
helyettesitése meggatolta az immunjel megjelenését. A gyartd honlapjan elérhetd
informéacid szerint (http://datasheaths.scbt.com/sc-52.pdf) a szérum specificitasa

Western blottal is kimutathat6.

4. Krénikus variabilis enyhe stressz paradigma
A CVMS modell (Willner 2005.) esetében két héten keresztiil naponta kiilonbozo
napkdzbeni es éjszakai stresszoroknak tettiik ki az allatokat (2. tablazat).
A napkozbeni er6sebb mértékii, de rovid ideig tarto stresszort 10:00 és 14:00 éra kdzotti
periddusban alkalmaztuk:
- Aferde ketrec stressz esetében a ketreceket 45°-0s szogben rogzitettik.
- A razo stressz alkalméval az egereket laboratoriumi kever$ asztalra helyeztiik
(60/perc frekvencidju 3 cm atmérdji kormozgas).
- A ,restraint” stressz soran az allatokat egy 25 mm atmérdjii milagyag perforalt
csObe zartuk, melynek kiipos vége nyitott kialakitast.
Az ¢éjszakai enyhébb mértékii, de hosszabb idétartamu stresszort 18:00 és masnap 7:00
Ora kozotti idoszakban alkalmaztuk:
- A szocialis izolacios stressz esetén az egereket egyesével kilon ketrecbe
szeparaltuk.
- A nedves alom stressz alkalmaval a ketrecben 1év6 forgacsot 150 ml csapvizzel
benedvesitettik.
- A ,group holding” esetében nem alkalmaztunk stresszort, hanem normal
allathézi korilmenyek kozott tartottuk az allatokat.
A napkozbeni és az éjszakai stressz utdn az egyedeket minden esetben az eredeti
ketreclikbe és csoportjukba helyeztik vissza. A stresszhez valé adaptacid
minimalizalasanak érdekében a killonb6z6 stresszorokat random modon valtogattuk.
Az egerek testsulyat az els6 €s a hetedik napon a szokéasos alomcsere alkalméval
mértuk. Az utolsé mérést a 15. napon végeztilk az anesztéziat kovetden, a perfuzio elott.
A stresszelt csoportok egyedeit a CVMS protokoll 14. napjan 5 percen at tarto
FST-nek vetettlik ala, melynek részletei megegyeznek a 2.2.4. fejezetben taglaltakkal.
Hogy a FST akut hatasai ne befolyasoljak a kontrolljainkat, a nem stresszelt csoportok
tagjait 10 nappal a perfuzio el6tt tettiik ki az 5 percen at tartd FST-nek. A lehetséges

kronikus hatasokat elkeriilendd, az egereket egyszeri FST-nek vetettiik ald, el6tesztelés
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nélkdl. A teszt utan az allatokat megszaritottuk, és az eredeti ketrectikbe

vissza.

helyeztiik

Napok

Nappali stresszor

Ejszakai stresszor

Ferde ketrec (2 6ra)

Szociélis izolécio

Razo (2 6ra, 60/min)

Nincs stressz (group holding)

Restraint (30 perc)

Nedves alom

Raz6 (2 6ra, 60/min)

Nincs stressz (group holding)

Ferde ketrec (2 Ora)

Nedves alom

Restraint (30 perc)

Szocialis izolacio

Restraint (30 perc)

Szocialis izolacio

Raz6 (2 6ra, 60/min)

Nincs stressz (group holding)

Ferde ketrec (1 6ra)

Nedves alom

10.

Restraint (60 perc)

Szociélis izolécio

11.

Réaz6 (1 ora, 60/min)

Nincs stressz (group holding)

12.

Restraint (30 perc)

Szociélis izolécio

13.

Ferde ketrec (90 perc)

Nincs stressz (group holding)

14.

Forced swim teszt

Nedves alom

2. tablazat: A kronikus variabilis enyhe stressz protokoll dsszefoglaldja. (Ejszakai

stresszt a 2., 4., 8., 11., és 13. napon nem alkalmaztunk, melyet a nemzetkozi irodalom

“group holding”-ként hataroz meg, utalva arra, hogy az allatokat ekkor nem izolaljuk.)

5. Perfundalas, szovetminta gytijtés €s elokészités a kronikus

modellben

A CVMS protokoll 15. napjan, a szokésos forgacs csere utan, a 10:00 és 11:00 6ra

kozotti idoszakban az egereknél i.p. adott uretannal (2.4 g/kg) anesztéziat végeztiink.

Az ugyanazon ketrecben tartott egyedek mindegyike 2 percen beltl éntudatlan allapotba

kerult. Testtdmegmérés utan minden egyednél megnyitottuk a mellkast, és a bal
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kamrabol injekcios fecskendd segitségével 1 ml vért gylijtottiink dssze, melyet S0ul 7.5
m/m%-0s EDTA-val (Sigma, Zwijndrecht, Hollandia) el6toltott, hitott csovekbe
helyeztink.

Az allatok perfundaldsdnak maddszere a 2.3. fejezetben leirtakkal megegyezik, Kiveve
hogy az agyak posztfixalasat 72 éran at végeztik.

A vérmintakat 3000/perces fordulatszamon 5 percig centrifugéltuk. A plazma feltluszoét
Osszegyljtottik, ¢és -20°C-on tartottuk 40 pl-es egységekben a CORT
radioimmunoassay mérésig.

Mindkét mellékvesét eltavolitottuk es tomeguket lemértiik (Sartorius AG, Gottingen,
Németorszag), majd az adatokat az allat testtdmegére vonatkoztattuk.

A szovetmintak elOkészitése az immunhisztokémidhoz megegyezik a 2.3. fejezetben
leirtakkal, kivéve hogy a metszést Leica VS1000 vibratommal (Leica Biosystems,

Wetzlar, Németorszag) vegeztik.

6. FosB immunhisztokémia

Az eljarés lényegi l1épéseit illetben megegyezik a 2.3. fejezetben leirt c-Fos
immunhisztokémiaval, ezért itt csak az attol eltérd 1épések tényszerti felsorolasara
szoritkozom: az anti freeze oldat kimosasara a mintakat 60 percig mostuk PBS-ben. A
blokkolds NGS-ben 60 percig tartott. Az els6dleges szérum nyulban termeltetett anti-
FosB antitesteket (Santa Cruz, sc-48 Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA) tartalmazott. Az ABC-kit oldatait 60 percig alkalmaztuk, a reakcié eléhivasa 7
percet vett igénybe. (Nestler és mtsai., 1999., Perrotti és mtsai., 2004., Sterrenburg és
mtsai., 2011., Vialou és mtsai., 2015.)

7. Free-floating CRF-FosB kettos immunfluoreszcens jelolés

Az ovBST teruletén elhelyezkedd6 CRF neuronok aktivitdsanak meghatarozasahoz a
metszeteket PBS-sel mostuk 6 x 10 percig, majd 60 percig tartdé 0.5%-0s Triton X-100
kezelés utan 5%-os normal szamar szérum (NDS) (Jackson) PBS oldataba helyeztiik
Oket 60 percre. Ezt kovetden a metszeteket 72 oran keresztiil inkubaltuk 4°C-on a
primer antitesteket tartalmaz6 NDS-ban oldott keverékében, mely poliklonalis nydl
anti-FosB (1:250, Santa Cruz, sc-48 Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA) és kecske anti-CRF (1:150, Santa Cruz, sc-1759) antitesteket tartalmazott. 2x15
perces PBS-sel val6 mosast kovetden a metszeteket Cy3 konjugalt szamar anti-nydl

(1:800, Jackson) és biotinilalt szamar anti-kecske (1:1000, Jackson) antitesteket és 5%
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NDS-t tartalmazo PBS oldatba helyeztiik 4°C-on 24 Oréara. 2x15 perc PBS-ben vald
mosas utan, a metszeteket Cy5-konjugélt streptavidin (1:1000) PBS (Jackson) oldataban
inkubaltuk 3 oOrén keresztil, melyet 2x15 perc mosas kovetett PBS-ben, ezutan a
metszeteket zselatinos targylemezekre huztuk, és szobahdmérsékleten vald szaritas utan

glicerin-PBS 1:1 aranyu oldataval fedtik.

8. Free-floating Ucn1-FosB kettés immunfluoreszcens jelolés

Az Ucnl neuronok aktivitasanak meghatarozasdhoz a kozépagy teriiletérdl a colliculus
superior sikjabol valogatott metszeteket PBS-sel mostuk 6 x 10 percig, majd 60 percig
tartd 0.5%-0s Triton X-100 kezelés utan, 2%-0s NDS (Jackson) oldatba helyeztik 60
percig. Ezt kdvetéen a metszeteket 48 oOran keresztiil inkubaltuk 4°C-on a primer
antitesteket tartalmazé NDS-ban oldott keverékében, mely poliklonalis nydl anti-FosB
(1:250, Santa Cruz, sc-48) és kecske anti-Ucnl (1:175, Santa Cruz, sc-1825) antitesteket
tartalmazott. 2x15 perc PBS-sel mosast kovetéen a metszeteket fluorofor-jeldlt
szekunder antitestek oldatanak keverékébe helyeztiik 24 o6rara, mely Alexa Fluor 488-
konjugalt szamér anti-kecske (1:200, Jackson) és Cy3 konjugalt szamér anti-nydl
(1:800, Jackson) antitesteket tartalmazott PBS-ben. 2x15 perc PBS mosast kovetden, a
metszetek felhlzasa, szaritasa és fedése kdvetkezett a CRF-FosB jeldlésnél leirt madon.

9. Free floating 5-HT- FosB kettés immunfluoreszcens jeloles

A DR kettds jeloléséhez a kozépagy teriiletérdl a colliculus inferior sikjabol valogattuk
a metszeteket. A jeldlés menete megegyezik a fent emlitett Ucnl-FosB jelolésnél
leirtakkal, kivéve hogy primer antitestként monoklonalis eger anti-5-HT (1:10.000,
ajandék Dr. Lucienne Légert6l, Université Claude Bernard, Lyon, France), szekunder
antitestként pedig Alexa 488 konjugalt szamar anti-egér (1:200, Jackson) antitesteket

hasznaltunk.

10. Mikroszkdpia, digitalis képalkotas és morfometria

10.1. Akut stressz modell

Metszeteinkr6l digitalis fotokat készitettlink Nikon Microphot FXA mikroszkdp és Spot
RT color digitalis kamera (Nikon, Tokyo, Japan) segitségével. Allatonként 6t kiilonboz
sikbol szarmaz6 metszeten szamoltuk meg a c-Fos pozitiv idegsejteket Image J

képanalizalo program (version 1.37, NIH, Bethesda, MD, USA) segitségével, az eredeti
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fotok felhasznalasaval Ugy, hogy az objektivitas érdekében a szamlalas idépontjaban az
adott allat illetve szOvettani preparatum csoportbeli hovatartozasat nem ismertik. A
reprezentativ fotdkat szirkearnyalatossa tettilk, és az optimalis kontraszt eléréséhez
Photoshop 7.0.1 szoftver (Adobe, San Jose, CA, USA) segitségével korrigaltuk. A
kovetkez6 agyteriileteket vizsgaltuk a Paxinos és Franklin (2003.) altal kiadott atlasz
alapjan: CeA, BLA, MeA, dLS, vLS, mPVN, pPVN, EWcp, dPAG, IPAG, és DR. A
BNST eliils6é magcsoportjanak felosztasanal Dong és munkatarsai (2001.) &ltal leirt
klasszifikaciot alkalmaztuk: BSTov, BSTdm, BSTdl, BSTv (Hammack és mitsai.,
2010.).

10.2. Kronikus stressz modell

Az immunfluoreszcens preparatumokat Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkop
segitségével rogzitettik a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Orvosi Bioldgiai Intézetében. A digitalis képeket szekvencidlis szkennelés Gtjan photon
count (izemmadban vettiik fel, hogy az egyes fluoroférok emisszids spektrumai kozotti
kis atfedésekbdl adodo alpozitiv jeltdl mentes, szemikvantitativ fluoreszcens jelet
kapjunk. A konfokalis apertura 80um atmérdji volt. A metszeteket 1024x1024 pixel
felbontassal 20x objektivvel szkenneltik. Az egyes festékek gerjesztési és emisszios
spektrumét a FluoView szoftverbe (FV10-ASW; Version 0102) épitett beallitasok
szerint vélasztottuk meg. A festékek gerjesztéséhez az aldbbi hullamhosszusagu
lézersugarakat hasznaltunk 100%-o0s intenzitassal: Alexa Fluor 488: 488nm; Cy3:
550nm illetve Cy5: 650nm. A fluoreszcens jelet a festékek emisszids spektrumanak
cstcsan detektéaltuk az alabbiak szerint: Alexa Fluor 488: 525nm, Cy3: 570nm, és Cyb5:
670nm.

A metszeteket az egyes hullamhosszoknak megfelelé két csatorndn szkenneltiik és a
képeket mentettiik. A szoftver a két csatornan vizualizalt ugyanazon régiot abrazolo
képeket automatikusan illesztette és egyesitette. A kolokalizaciot a két csatornan
detektalt fluoreszcens jeleket Osszevetve hataroztuk meg, melyekhez zéld és voros
virtualis szineket rendeltink.

A manualis sejtszamolast az eredeti digitalis fotok segitsegével végeztik, olyan modon,
hogy a szamolas id6épontjaban nem tudtuk melyik csoportokhoz tartoznak az egyes
mintak. A sejtszamokat 6t fotd atlaga alapjan hataroztuk meg melyeken a vizsgalt
magok teljes keresztmetszetének teriiletét tekintetbe vettlik. Ezeken az értékeken

vegeztik el a statisztikai analizist.
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A fluoreszcens jel intenzitasat Image J szoftver segitségével (version 1.42., NIH,
Bethesda, MD) 6t eredeti digitalis foton, képenként 10 sejttesten hataroztuk meg a CRF,
Ucnl és 5-HT jelét &brazold csatorna képeit felhasznalva. A vizsgélt terlleteket
manualisan hataroztuk meg Ugy, hogy a sejtmag terlilete abba ne kerlljon bele. Az ezen
a teriileten mért denzitast a hattér jel immunjel6lés mentes teriiletein gyljtott mérési
adat segitségével korrigéltuk, és az igy kalkulalt specifikus jeldenzitast (SSD) dnkényes
egységben kifejezve adtuk meg. Ot metszet egyenként 10 sejtjének adatait atlagolva
jutottunk egy adott agyteriileten megjelené antigén SSD értékéhez. A CRF-et az
BSTov-ben, az, Ucnl-et az cpEW, mig a 5-HT-t a DR teruletén mértiik a Paxinos és
Franklin (2003.) atlasz szerint.

A DAB jelolt FosB immunfestést a 2.10.1. fejezetben részletesen leirt modon
digitalizaltuk éllatonként 5, egymdstol 90 um tavolsagrdl gylijtott sorozatmetszeten. A
sejtszamolast ebben a kisérletben manualisan végeztik az alabbi magok tertletén azok
teljes keresztmetszeteinek terliletét figyelembe véve, a Paxinos és Franklin (2003.)
atlasz alapjan: CeA, BLA, MeA, dLS, vLS, CAl, CA3, DG, mPVN, pPVN, EWcp,
dPAG, IPAG, DR. A BST eliilsé magcsoportjat Dong és munkatarsai (2001.)
klasszifikacioja szerint értékeltik: BSTov, BSTdm, BSTdl, BSTv (Hammack és mtsai.,
2010.)

11. Az immunfestések kontrolljai a krénikus modellben

A kronikus kisérletben hasznalt CRF antitestet (Santa Cruz, sc-1759 Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) az emberi CRF peptid C terminélis
fragmentuma ellen termeltették. Specificitasat Western blot technikdval mutattak ki,

melynek eredménye a cég weboldalan elérhet6: (http://datasheets.scbt.com/sc-

1759.pdf). Kimeritéses tesztekben, a festéshez hasznalt higitasban inkubéltuk a CRF
antiszérumot 0,1ug, 1ug, és 10ug szintetikus blokkol6 peptiddel (Santa Cruz, sc-1759-
P), mely minden esetben megakadalyozta a jel megjelenését az BSTov teriletén. Egy
megbizhatéan karakterizalt standard CRF antitest (Prof. WW Vale ajandéka, Salk
Institute. La Jolla, CA, USA) az altalunk hasznalt kecske antiszérumhoz hasonldan
citoplazmatikus jelet adott az BSTov teriiletén. Amennyiben a festés soran kihagytuk
elsddleges vagy masodlagos antiszérumokkal torténd kezelést, vagy helyettesitettiik
azokat nem immunizalt allat szérumaval, semmilyen jelet sem kaptunk.

A kecskében eléallitott Ucnl ellenes antitestet (Santa Cruz, sc-1825) patkany Ucnl C
terminalis fragmentuma ellen termeltették, melyet korabban karakterizaltak (Bachtell

2003., Gaszner és mtsai., 2009.). Ezt az antitestet is 6sszehasonlitottuk egy altalanosan
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elfogadott nyulban eldallitott Ucnl antitesttel (Prof. WW Vale ajandéka). Mindkét
szérum morfoldgiailag nagyon hasonlé képet adott a EWcp teriletén. Kimeritéses
vizsgalatok, illetve az Ucnl szérum kihagyésa, helyettesitése minden esetben
meggatolta értékelhetd jel kialakulasat. A monoklonalis egér 5-HT antiszérumot (Dr.
Lucienne Léger ajandéka, Université Claude Bernard, Lyon, Franciaorszag) korabban
tesztelték (Léger és mtsai., 1998.). Az antitest elhagyasa, vagy normal szérummal
torténd helyettesitése megeldzte értékelhetd jel megjelenését mind WT mind KO
allatokban.

Az itt hasznalt FosB antiszérumot (Santa Cruz, sc-48) korabban tesztelték (Wallace és
mtsai., 2008., Sterrenburg eés mtsai.,, 2011.), tovabbd Western-blot vizsgélat is

alatdmasztja a specificitdsat a gyartd honlapjan elérheté adatok szerint

(http://datasheets.scbt.com/sc-48.pdf.). Ebben a kisérletben is elvégeztik a kimeritéses
vizsgalatokat az egéragyon a blokkol6 peptid (sc-48-P, Santa Cruz) segitségével, mely
megakadalyozta a jel megjelenését. Mind az els6dleges, mind a masodlagos szérum

elhagyasa, és/vagy normal szérummal torténd helyettesitése megszintette a jelet.

12. CORT radioimmunoassay

A vérmintdkban a CORT szintjét radioimmunoassay segitségével hataroztuk meg a
korabban kozoltekkel mindenben megegyezé modszer segitségével (Gaszner és mtsai.,
2004., 2009.). Ebben a kiserletben 40ul vérszérum mintat hataroztunk meg tricialt
kortikoszteron (12,000 cpm; 90-120 Ci/mmol, NET-399; PerkinElmer, Boston, MA) és
CS-RCS-57 antiszérum (Jozsa és mtsai., 2005.) segitségével. Az assay-k kozotti és

egyazon assay-n belli mérések varianciaja 9.1% illetve 6.5% volt.

13. Statisztikai értékelés

13.1. Akut stressz modell

A statisztikai analizist két utas variancia-analizissel (ANOVA; a=5%) végeztik. Az
ANOVA teszt statisztikai értékelhetdségének kritériuma az adatok normal eloszlasanak
(Shapiro-Wilk teszt; Shapiro és Wilk 1965.) és a csoporton belili 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 segitségevel
(StatSoft, Tulsa, OK, USA) (a=5%). A viselkedési tesztek statisztikai kiértékeléséhez

Student-fele kétmintas t-prébat alkalmaztunk (a=5%). Adatainkat minden esetben
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csoportatlagokként adtuk meg, feltiintetve a csoportatlagok standard hibajat (+ standard

error of the mean, SEM).

13.2. Krénikus stressz modell

A bemutatott adatok a kisérleti csoportok atlagat és az éatlag standard hibajat
reprezentaljdk. Az adatok eloszlasédnak normalitasat Shapiro-Wilk teszt (Shapiro és
Wilk, 1965.), a variancia homogenitdsat pedig Bartlett-féle Chi-négyzet probéaval
(Snedecor ¢és Cochran, 1989.) ellendriztiik. A két szigma intervallumon kiviil eso
adatokat kizartuk a statisztikabol. Az 1. szam( adatsort két utas varianciaanalizissel
(ANOVA) vizsgaltuk. A 2. adatsort multifaktorialis varianciaanalizissel (MANOVA)
teszteltik. Minden post hoc analizist a Fisher-féle tesztel végeztiink a Statistica 8.0
szoftver (StatSoft, Tulsa, OK) (alpha=5%) segitségével.
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V. Eredmények

1. Szorongas és akut stressz-reakcio vizsgalata PACAP genhianyos

egerekben viselkedési és c-Fos immunhisztokémiai médszerekkel

1.1. Viselkedeés-vizsgalatok

1.1.1. Open field teszt

A KO egerek kozel kétszer nagyobb aktivitast mutattak az open field tesztben (9. abra,;
p<0.000001), 40%-kal tobb mezot kereszteztek (10. dbra; p<0.001), valamint az els6
(0-90 sec) periddushban 37%-kal tobb ideig tartézkodtak a sarkokban, mint a WT allatok
(11. &bra; p<0.001). A KO egerek tovabba 58%-kal kevesebb id6t toltottek a nyilt tér
k6z€épsd mezdiben, mint vad tipusu tarsaik (p<0.01). A masodik periédusban (90-300
sec) nem lattunk szignifikans kilénbséget a mobilitast illetéen, de a KO egerek 10%-kal
hosszabb ideig tartézkodtak a falak mentén elhelyezked6 mez6kben (p=0.065). A hét
vizsgalt KO egér kozul négynél lattunk ugralé magatartast (1.00+£0.43 ugrés/allat), mig
a vad tipust egerek Aallatok kozll egyiknél sem; ez a kilonbség statisztikailag
szignifikdnsnak bizonyult (p<0.05). A toébbi vizsgalt paraméter (fejemelgetések,

agaskodasok, mosakodas) tekintetében nem lattunk szignifikans kulénbséget (nincs

abréazolva).
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9. &bra: Open field aktivitasi id6. Az oszlopok felett lathaté betiik a szignifikans
(p<0.000001) kuldnbséget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint (n=7/csoport).
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10. abra: Mobilitas open field tesztben. Az oszlopok felett lathato betiik a szignifikans
(p<0.001) kilénbséget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint (n=7/csoport).
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11. &bra: Sarokban to1t6tt id6 a 0-90 sec. periodusban. Az oszlopok felett lathato betiik
a szignifikans (p<0.001) kulonbseget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint
(n=7/csoport).

1.1.2. Sotét-vilagos doboz (light-dark box) teszt

A KO egerek 37.50%-kal kevesebb id6t toltottek a sotét kompartmentben, mint a WT
tarsaik (12. abra; p<0.001), amelybdl arra kdvetkeztethetlink, hogy PACAP hidnyaban
az egerek szorongasi szintje alacsonyabb. A KO Allatok azonban 36.61%-kal
gyakrabban Iéptek be a s6tét kompartmentbe (11.83+0.83 belépés), mint a WT egerek
(7.50+0.43 belépés) (13. abra; p<0.001), melynek héatterében a KO egerek fokozott
lokomotoros aktivitasa allhat. A vilagos kompartmentbe vald kitekintések szdma 3.14-
szer tobb volt a vad tipust egerek esetében, mint a KO tarsaiknal (14. dbra; 5.50+1.14
vs. 1.75+0.51; p<0.01). Nem talaltunk szignifikans kilonbséget a csoportok kozétt a

sOtétbe vald els6 belépésig eltelt id6 vizsgalatanal (p=0.23, nincs abrazolva).
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12. abra: Sotét kompartmentben eltoltott id6. Az oszlopok felett lathato betiik a
szignifikans (p<0.001) kilonbséget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint
(n=12/csoport).
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13. dbra: Sotét kompartmentbe tortént belépések szdma. Az oszlopok felett lathato
betiik a szignifikans (p<0.001) kilénbséget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint
(n=12/csoport).
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14. &bra: Vilagos kompartmentbe tortént kitekintések szdma. Az oszlopok felett lathatd
betiik a szignifikans (p<0.01) kilonbséget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint
(n=12/csoport).
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1.1.3. Uveggolyé-elrejtési (marble burying) teszt
A KO egerek 44%-Kkal, szignifikansan kevesebb lveggolyot astak el, mint a vad tipusu
tarsaik (15. &bra; p<0.001), amely arra utal, hogy PACAP hianyaban az egerek

szorongasi szintje ebben a modellben is alacsonyabb.
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15. &bra: Marble burying teszt soran elasott tiveggolydk szama. Az oszlopok felett
lathat6 betiik a szignifikans (p<0.01) kilénbséget jel6lik, a Student-féle paratlan t-teszt
szerint (n=12/csoport).

1.1.4. Forced swim teszt

A KO allatok 17.9%-kal, szignifikansan hosszabb id6tartamt immobilitast mutattak,
mint a WT egerek (16. dbra; p<0.01), amely a PACAP-hidnyos egereknél depresszio-
szer(i viselkedésre utal, az irodalomban leirtakkal 6sszhangban (Hashimoto és mtsai.,
2009.).
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16. dbra: Immobilitasi id6 forced swim tesztben. Az oszlopok felett lathaté betiik a
szignifikans (p<0.01) kulénbséget jeldlik, a Student-féle paratlan t-teszt szerint
(n=7/csoport).
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1.2. A c-Fos immunhisztokémia
A c-Fos expresszio mértékét a stresszben fontos szerepet jatszo agyterileteken FST utan
vizsgaltuk PACAP KO és WT allatoknal, 6sszehasonlitva naiv, nem stresszelt PACAP-

hianyos és vad tipust egerek agymintaival.

1.2.1. A tagabb értelemben vett amygdala magkomplex

A MeA terliletén csak a stressznek volt szignifikans hatasa (Fz24=47.02; p<0.00001), a
genotipusnak és az interakcionak nem (17.a. abra).

A CeA terilletén FST utadn nyolcszorosara novekedett a c-Fos immunreaktivitas a
PACAP-hidnyos és a vad tipust &llatoknal egyarant. Stressz hatasara az ANOVA
szerint szignifikdns Fos expresszid valtozés tortént (Fz24=50.97, p<0.00001), azonban
szignifikans hatasa sem a genotipusnak (F324=0.79; p=0.38), sem pedig a stressz-
genotipus interakcionak (Fs24=1.65; p=0.22) nem volt (17.b. dbra).

A BLA teriiletén mind a stressz (F324=80.27; p<0.000001), mind a stessz-genotipus
interakcio hatasa (Fs24=5.51; p<0.04) szignifikdns volt az immunreaktivitdsra. FST
hatdsdra a post hoc teszt szerint a PACAP-hianyos egerek szignifikansan Kisebb

mértékii c-Fos valasszal reagaltak, mint a vad tipustak (p<0.04) (17.c. bra).
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17. abra: c-Fos immunhisztokémia az amygdala teriiletén, reprezentativ fotok. Kontroll
WT: nem stresszelt vad tipusd &llat; Kontroll KO: nem stresszelt PACAP hianyos
(knockout, KO) allat; FST WT: forced swim teszten atesett vad tipusu allat; FST KO:
forced swim teszten atesett PACAP KO allat. Az oszlopdiagrammok a c-Fos
immunreaktiv idegsejtek szamat mutatjak az egyes csoportokban a (a) medialis
amygdala (MeA), a (b) centralis amygdala (CeA) és a (c) basolateralis amygdala (BLA)
teriiletén. Az oszlopok felett lathato betiik az egyes csoportok kozotti szignifikans
kulonbségeket mutatjak a Fisher-féle post hoc teszt szerint (p<0.05). Lépték: 200 pm.

A BSTov teriiletén stressz hatasara nyolcszorosara novekedett c-Fos immunreaktivitast
tapasztaltunk a WT allatoknal (p<0.0001) a kontroll vad egerekhez képest. A stresszelt
KO egereknél szignifiknsan kisebb mértékii c-Fos valaszt talaltunk (-63.84%; p<0.001)
a stresszelt vadakhoz viszonyitva (18.a. abra). A stressz indukalta immunreaktivitas
ndvekedés a PACAP-hianyos egerekben nem érte el szignifikans mértéket (p=0.11). Az
ANOVA szerint a stressz (F324=32.52; p<0.0001), a genotipus (F324=9.62; p<0.01), és a
stressz-genotipus interakcio (F324=10.97; p<0.01) hatésa is szignifikans volt.
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A BSTdI terlletén, 6sszhangban a BSTov magjaval, stressz hatdsara a KO egerek
csupan kétszer nagyobb c-Fos expresszid novekedést mutattak, mint a kontroll csoport
tagjai (p<0.05), mig a WT egereknél stressz hatasara négy és félszeres c-Fos valaszt
lattunk (p<0.00001). A KO egereknél 40%-kal alacsonyabb volt a stressz indukélta
immunreaktivitas novekedés, mint a stresszen atesett WT allatoknal (p<0.01). Az
ANOVA szerint a stressz (Fz24=51.05; p<0.00001), a genotipus (F324=4.93, p<0.05), és
a stressz-genotipus interakcio (Fs24=9.09; p<0.01) hatésa is szignifikansnak bizonyult
(18.b. abra).

A BSTdm teriiletén a stressz erételjes hatast fejtett ki a c-Fos immunreaktivitasra
(F324=40.11; p<0.001), mig a PACAP genotipus és a stressz-genotipus interakcié nem
volt hatassal erre (F324=0.64; p=0.43); F324=3.63; p=0.07). A post hoc tesztekben
szintén azt tapasztaltuk, hogy a BSTdm teriiletén az FST indukalta c-Fos expresszio
mértéke nem fiigg a PACAP hianyatol (p=0.07), mert a KO (p<0.01) és a WT
(p<0.0001) egereknél is erételjes immunreaktivitas-ndvekedést talaltunk (18.c. 4bra).

A BSTv terulletén az ANOVA szerint a stressznek (F324=50.94; p<0.00001) és a stressz-
genotipus interakcionak is szignifikans hatasa volt (Fs24=8.40; p<0.02), de 6nmagaban a
genotipusnak nem (Fz24=0.02, p=0.08). A post hoc teszt szerint stressz hatasara a KO
(p<0.01) és a WT (p<0.0001) egerek is jelentés c-Fos expresszid novekedéssel
reagaltak, mely a vad tipus esetében erdsebb volt, mint a PACAP-hianyos csoportban
(p<0.05) (18.d. abra).
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18. abra: c-Fos immunhisztokémiai preparatumokrol készilt reprezentativ fotok a
nucleus interstitialis striae terminalis (BST) teruletén. Kontroll WT: nem stresszelt vad
tipusu allat; Kontroll KO: nem stresszelt PACAP hianyos (knockout, KO) allat; FST
WT: forced swim teszten atesett vad tipusu allat; FST KO: forced swim teszten atesett
PACAP KO éllat. Az oszlopdiagrammok a BST ovalis (a) (BSTov), dorsolateralis (b)
(BSTdI), dorsomediélis (c) (BSTdm) és ventralis (d) (BSTv) almagjaiban talalt c-Fos
immunreaktiv idegsejtek szamat mutatjak. A Kontroll WT panelben lathaté roviditések
az alabbi anatomiai képleteket jel6lik: ac: comissura anterior, lv: ventriculus lateralis,
ov: BSTov, dl: BSTdIl, dm: BSTdm, v: BSTv. Az oszlopok felett lathat6 betiik az egyes
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csoportok kozotti szignifikdns kiulonbségeket mutatjdk a Fisher-féle post hoc teszt
szerint (p<0.05). Lépték: 200 pum.

1.2.2. Nucleus paraventricularis hypothalami

A pPVN teriletén a stressz (Fs24=89.16; p<0.000001) és a stressz-genotipus interakcio
(F3,24=15.97; p<0.01) is szignifikansan befolyasolta a c-Fos immunreaktivitast, mig a
genotipus nem (Fz24=1.49; p=0.23). Bar a post hoc tesztek szerint mind a KO (p<0.01)
és mind a WT (p<0.01) egerek esetében szignifikans stressz indukalta c-Fos expresszio
novekedést tapasztaltunk, a PACAP-hianyos allatoknal ez szignifikdnsan Kkisebb
mértékii volt (-36.46%, p<0.01). Erdekes, hogy az alap c-Fos expresszié a
szignifikanciat megkozelité mértékben (p=0.08) magasabb volt a naiv, nem stresszelt
KO egereknél (19.a. abra).

Az mPVN teriletén, a pPVN-hez hasonloan, az ANOVA szerint a stressz (F324=64.09;
p<0.00001) és a stressz-genotipus interakcio (Fz24=15.97; p<0.01) is szignifikansan
befolyésolja a c-Fos immunreaktivitast, mig a genotipus nem (Fs24=0.69 p=0.41). A
post hoc tesztek szerint az mPVN-ben a kontroll KO egereknél 3.2-szer tobb c-Fos
pozitiv neuront talaltunk, mint a WT allatoknal (p<0.04). Az FST kozel tizszeres c-Fos
expresszio novekedést idézett el6 a WT egereknél (p<0.000001), mig a PACAP-hianyos
allatoknal ez csupan 87% volt (p<0.02). Az FST indukalta c-Fos expresszio ndvekedés
az mPVN-ben 36%-kal alacsonyabb volt a PACAP-hianyos allatoknal (p<0.01), mint a
vad tipusu egereknél. Ez esetben is megfigyelhetd, hogy a naiv, nem stresszelt KO
egereknél 3.2-szer, szignifikansan magasabb az alap c-Fos expresszio, mint a vad
tipusnal (p<0.05) (19.b. abra).
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19. &bra: A nucleus paraventricularis hypothalami (PVN) a c-Fos immunhisztokémiai
festést kovetden, reprezentativ képek. Kontroll WT: nem stresszelt vad tipusu allat;
Kontroll KO: nem stresszelt PACAP hianyos (knockout, KO) allat; FST WT: forced
swim teszten atesett vad tipusu allat; FST KO: forced swim teszten atesett PACAP KO
allat. A hisztogrammok a csoportonkénti atlag c-Fos pozitiv sejtek szaméat mutatjak be a
PVN parvocellularis (pPVN) (a), és magnocellularis (mPVN) (b) almagjaiban. 3
ventriculus tertius; f: fornix. Az oszlopok felett lathato betiik az egyes csoportok kozotti
szignifikans kulonbsegeket mutatjadk a Fisher-féle post hoc teszt szerint (p<0.05).
Leéptek: 100 pum.

1.2.3. Nucleus septi lateralis

A dLS teriiletétn az ANOVA szerint a stressz hatdsa a c-Fos expresszidra
szignifikansnak bizonyult (Fs24=37.43; p<0.0001), de a genotipus (F324=0.35; p=0.55),
és a stressz-genotipus interakcio (Fs24=1.88; p=0.19) hatadsa nem (20.a. abra).

Ezzel szemben a vLS terlletén azt tapasztaltuk, hogy az ANOVA szerint a stressz

(Fs24=31.16; p<0.0001) és a genotipus (Fs24=5.85; p<0.01) hatésa is szignifikansan
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befolyasolta c-Fos expresszié mértékeét, viszont az interakciéé (Fs24=2.17; p=0.16) nem.

A KO egerekben megkozelitéleg fele akkora a stressz indukalta c-Fos valasz ezen az
agyterileten, mint a WT allatokban (p<0.02) (20.b. &bra).

a dLs b VLS
© —
§ 60 ab § ::: ; a,b,d
[ 2 4
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20. &bra: c-Fos immunhisztokémia a lateralis septum (LS) terlletén. Kontroll WT: nem
stresszelt vad tipust allat; Kontroll KO: nem stresszelt PACAP hianyos (knockout, KO)
allat; FST WT: forced swim teszten atesett vad tipust allat; FST KO: forced swim
teszten atesett PACAP KO allat. Az oszlopdiagramm a c-Fos aktivacio mértéket mutatja
a dorsalis (a; dLS), és a ventralis LS (b; vLS) terliletén. Az oszlopok felett lathatd betiik
az egyes csoportok kozotti szignifikans kulonbségeket mutatjak a Fisher-féle post hoc
teszt szerint (p<0.05). Lépték: 200 pm.
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1.2.4. Centralis projekcioju Edinger-Westphal mag

Ebben a kozépagyi stressz kézpontban az ANOVA szerint szignifikans hatasa volt a
stressznek (Fs24=164.56; p<0.000001), a genotipusnak (Fs24=15.34; p<0.01), és ezek
interakcidjanak egyarant (Fz24=23.87; p<0.001). A WT allatok esetében nyolcszorosara
novekedett a c-Fos expresszidé (p<0.000001), mig a KO csoportban szignifikansan

kisebb mértékben, csupan négyszeresére (p<0.0001) (21. abra).
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1.2.5. Periaqueductalis szlirkeallomany

A PAG lateralis részében az ANOVA szerint a c-Fos immunreaktivitas szignifikans
mértékben fiigg a stressztdl (F324=225.14; p<0.000001) és a stressz-genotipus
interakciotol (Fs24=41.45; p<0.00001) egyarant, azonban énmagaban a genotipustol
flggetlen (F324=1.59; p=0.22). A post hoc tesztek alapjan a c-Fos expresszio
egyértelmii novekedését lattuk mind a KO (kdzel kétszeres, p<0.0001), mind pedig a
WT (tizszeres, p<0.0000001) csoportoknal. A PACAP-hianyos allatok, vad tipustakhoz
viszonyitva (p<0.01), csokkent mértékii c-Fos expressziot mutattak FST hatésara.
Erdekes, hogy a naiv kontroll csoportokban a KO allatok, mintegy négyszer magasabb
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c-Fos immunreaktivitassal rendelkeztek, mint vad tipust tarsaik (p<0.0001) (22.a.
abra).

A PAG dorsalis részében is az ANOVA szerint szignifikans stressz (Fz24=49.38;
p<0.00001), genotipus (F324=9.23; p<0.01) és stressz-genotipus interakcid (Fs24=5.93;
p<0.03) hatast tapasztaltunk. A kontroll KO csoportban 2.7-szer tébb c-Fos pozitiv
neuront talaltunk, mint a vad tipusndl. FST hatdsara viszont a WT csoportban kozel
négyszeresére novekedett a c-Fos expresszidé mértéke (p<0.00001), mig a KO
csoportban csupan 50%-0s (p<0.01) ndvekedést lattunk. Erdekes, hogy stressz hataséara
eltinik a kontroll csoportoknal megfigyelhetd bazalis c-Fos immunreaktivitasbeli
kulonbség: mindkeét genotipusnal hasonlé mennyiségii c-Fos pozitiv neuront
szamlaltunk (p<0.67) (22.b. &bra).
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22. &bra: c-Fos immunhisztokémia a periaqueductalis szlrkedlloméanyban (PAG),
reprezentativ felvételek. Kontroll KO: nem stresszelt PACAP hianyos (knockout, KO)
allat; FST WT: forced swim teszten atesett vad tipusu allat; FST KO: forced swim
teszten atesett PACAP KO allat. Az “a” oszlopdiagrammon a lateralis PAG (IPAG), mig
a “b” jeltin a dorsalis (APAG) c-Fos sejtszamait hasonlithatjuk 6ssze. Az oszlopok felett
lathato betiik az egyes csoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket mutatjak a Fisher-
féle post hoc teszt szerint (p<0.01). Léptek: 100 pm.
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1.2.6. Nucleus raphe dorsalis

A DR terlletén az ANOVA szerint a c-Fos expresszio mértékét szignifikansan
befolyasolja a stressz (Fz24=96.13; p<0.000001), a genotipus (Fz24=40.75; p<0.00001)
és a stressz-genotipus interakcio (Fz24=49.11; p<0.00001) egyarant. A post hoc tesztek
szerint FST hatdsara a vad tipusnal hetvenodtszorosere emelkedett c-Fos pozitiv
neuronok szadma erésen szignifikansnak bizonyult (p<0.000001), ezzel szemben a KO
egereknél csupén Otszoros novekedést tapasztaltunk, mely szintén szignifikans (p=0.02)
volt. FST hatasara a WT allatoknal 4.5-szer tobb (p<0.00001) c-Fos immunreaktiv

neuront szamoltunk, mint a KO egerek esetében (23. abra).
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23. abra: c-Fos immunhisztokémia a nucleus raphe dorsalisban (DR). Kontroll KO:
nem stresszelt PACAP hianyos (knockout, KO) allat; FST WT: forced swim teszten
atesett vad tipusu allat; FST KO: forced swim teszten atesett PACAP KO éllat. Az
oszlopdiagramm a c-Fos aktivacio mértékét mutatja. Az oszlopok felett lathatd betiik az
egyes csoportok kozotti szignifikans kiilonbségeket mutatjak a Fisher-féle post hoc teszt
szerint (p<0.01). Lépték: 100 pum.
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2. PACAP génhianyos egerek vizsgalata kronikus variabilis enyhe

stressz modellben viselkedeési és funkcionalis morfoldgiai modszerekkel

2.1. A modell validalasa

2.1.1. Testtémeg valtozas

A CVMS hatasét az allatok testtdmeg valtozadsanak merésével vizsgaltuk. (24.A. abra).
A nem kezelt WT egerek esetében (6sszehasonlitva a 24.A. abra ‘a’ és ‘c’ oszlopat;
p<0.02) a CVMS hatékonyan cstkkentette a testtomeget (ANOVA: F32,=5.60; p<0.04),
mig a KO allatok nem veszitettek testtomegiikb6l. A kezelt allatoknal a kezelés
(F7,41=62.98; p<0.000001) és a genotipus (F7, 41=18.21; p<0.001) hatasa is
szignifikdnsnak bizonyult, mig a stressz hatdsa a statisztikai hatarérték alatt volt. A
stressz x kezelés (F11,63=29.55; p<0.00001) interakcio szignifikansnak bizonyult. A
CVMS csokkentette a testtomeget a vivoanyaggal kezelt WT egerek esetében
(6sszehasonlitva a 24.B. abra ‘a’ és ‘e’ oszlopat; p<0.05). Az imipramin nem forditotta
vissza a CVMS testtdmeg valtozasra kifejtett hatasat a WT egerekben, a vivéanyaggal
kezelt stresszelt WT egerekkel 6sszehasonlitva (e’ és ‘g’ oszlop; p<0.00001). A CVMS
nem okozott testtémeg valtozast a KO egereknél a post hoc teszt szerint,
dsszehasonlitva a nem kezelt (24.A. &bra, ‘b’ és ‘d’ oszlop; p=0.67) és a vivbanyaggal
kezelt (24.B. &bra ‘b’ és “f* oszlop; p=0.11) parokat a KO csoportokban. Erdekes, hogy
az imipraminnal kezelt CVMS-nek kitett KO egerek (24.B. abra ’h’ oszlop) 2 grammot
hiztak, 6sszehasonlitva a nem stresszelt imipraminnal kezelt KO allatokkal (24.B. abra
‘d’ oszlop; p<0.001) és a stresszelt imipraminnal kezelt WT allatokkal (24.B. &bra ‘g’
oszlop; p<0.00001) akik veszitettek a testtomegiikbol.

A testtdmegre vonatkozd adatok bizonyitjak a stresszor hatékonysagat a WT egerekben,

nem Ugy mint a PACAP defficiens allatok esetében.

2.1.2. Mellékvese tdmeg
A nem kezelt egereknél a stressz (Fz22=21.97; p<0.001), a genotipus (Fs22=9.28;
p<0.01) és ezek interakcidja (Fz22=8.64; p<0.01) is szignifikans hatast fejtett ki a
mellekvesék tomegére (24.C. abra). A kezelt allatoknal szignifikans hatasa volt a
genotipusnak (F741= 7.20; p<0.02), tovabba stressz x kezelés (F741=4.48; p<0.05) és
stressz x genotipus (F741=5.30; p<0.03) interakciot taldltunk. Az egyik jelent6s
felfedezésink ebben a kisérletben az volt, hogy a post hoc teszt szerint a kontroll
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PACAP KO egerek 57%-kal nagyobb tomegii mellékvesékkel rendelkeznek, mint a
vadak (l&sd 24.C. &bra ‘a’ és ‘b’ oszlopat; p<0.01). KO egerckben az alapbdl magasabb
mellékvese tdmeget sem a kezelés, sem pedig a CVMS nem véltoztatta meg. A vad
tipusu egerek esetében szignifikansan magasabb mellékvese tdmeget mértiink a nem
kezelt (lasd 24.C. abra ‘a’ és ‘¢’ oszlopat; p<0.0001) és a vivéanyaggal kezelt (24.D.
abra ‘a’ vs. ‘e’ oszlop; p<0.02) csoportokban is CVMS hatasara, mely modelliink
hatékonysagat tdmasztja ala. Az imipraminnal kezelt allatok esetében a CVMS nem
befolyasolta szignifikans mértékben a mellékvesék tomegét (24.D. abra ‘e’ és ‘g’
oszlop; p=0.38). Amennyiben a stresszelt allatokat hasonlitottuk 6ssze egymassal, azt
taldltuk, hogy sem a kezelés, sem pedig a genotipus nem befolyasolta szignifikans

mértékben a mellékvesék tdmegét.

2.1.3. Kortikoszteron titer

A HPA tengely aktivitasanak értékelése plazma CORT titer meghatarozassal tortént. A
nem kezelt csoportok (24.E. abra) 6sszehasonlitasanal kideriilt, hogy a CVMS
(F3,22=4.75; p<0.05) és a stressz x genotipus interakcid (Fs22.=4.50; p<0.05) hatékonyan
befolyasolja a CORT titereket. A kezelt egerek esetében (24.F. dbra) a genotipus (F7,
41=9.75; p<0.01) és a stressz x genotipus interakcid (F7, 41=7.89; p<0.01) hatdsat
talaltuk, mig az imipramin kezelésnek nem volt szignifik&ns hatdsa. A post hoc tesztek
szerint a WT egereknél CVMS hatasara szignifikans, kozel kétszeres CORT titer
emelkedést talaltunk [lasd a 24.E. abran az ‘a’ és ‘c’ oszlop parokat; (p<0.02); a 24.F.
abran az ‘a’ és ‘e’ oszlopokat; (p<0.04); tovabba a ‘c’ €és ‘g’ oszlopokat; (p<0.03)],
ezzel ellentétben a KO egerek esetében a stresszelt és nem streesszelt csoportok
0sszehasonlitdsanal nem talaltunk szignifikdns CORT titer emelkedést [24.E. &bra ‘b’
¢és ‘d’ oszlop; (p=0.96), illetve ‘b’ és ‘f* oszlop parok; (p=0.60), tovabba a 24.F. abra
‘d’ és ‘h’ oszlop; (p=0.47)].

2.1.4. Forced swim teszt

A FST-nél mért immobilitasi id6 a depresszid-szerli viselkedést reprezentalja. A nem
kezelt egereknél a stressz x genotipus interakcio befolyasolta az immobilitdsi 1d6t
(F322=16.76; p<0.001). A CVMS novelte a depresszio-szerli viselkedést a WT egerek
esetében, a kontroll csoportokkal 6sszehasonlitva (lasd a 24.G. &bra ‘a’ és ‘c’ oszlopat;
p<0.02), ami alatdmasztja CVMS modelliink hatékonysagat. Meglepetésiinkre a kontroll
KO egerek nem mutattak szignifikans depresszio-szeri viselkedés mintat,

0sszehasonlitva a WT egerekkel (lasd a 24.G. abra ‘a’ és ‘b’ oszlopat; p=0.15).
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Paradox modon, a CVMS expozicidé a KO egerekben alacsonyabb (p<0.02) depresszios
szintet eredményezett, mint a nem stresszelt KO &llatok esetében.

A kezelt csoportokban az imipramin hatédsa (Fi1163=11.66; p<0.01) szignifikdnsnak
bizonyult. A post hoc tesztek szerint a kontroll KO egereknél az imipramin csokkentette
az immobilitasi id6t, 6sszehasonlitva a vivoanyaggal kezelt csoporttal (24.H. abra ‘b’
és ‘d‘ oszlop), de a stresszelt csoportokndl ez a hatds nem ért el statisztikailag

szignifikans mertéket.
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24. &bra: A kronikus varidbilis enyhe stressz (CVMS) modellink validitasat
alatamaszto eredmények 6sszefoglaloja. Az (A), (C), (E), és (G) diagramm az injekcios
kezelésben nem részesult egerek eredményeit mutatja. A (B), (D), (F) és (H) grafikonok
a kezelt allatok eredményeit mutatjak. Az (A) és (B) grafikon a kisérlet id6tartama alatt
bekovetkezd testtomeg valtozast mutatja be grammban (g) kifejezve. A (C) és a (D)
abra a testtobmegre vonatkoztatott mellekvese tomeget mutatja (g/g). Az (E) és (F)
hisztogrammok a plazma kortikoszteron szintjét mutatjak (nmol/l). A (G) és a (H) abra
a forced swim tesztben (FST) immobilitassal t6ltott id6 szazalékérétéket adja meg. Az
oszlopok feletti betlijelek azokat a csoportparokat jelolik, amelyek kozott szignifikans
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kilonbség van a Fisher-féle post hoc teszt szerint (p<0,05). A vilagos oszlopok a
PACAP vad tipusd (WT) egereket, a sotétek a PACAP knockout (KO) egerek
eredményeit képviselik.

2.2. FosB neuronalis aktivacios mintazat az agyban

A neurondlis aktivaciot 12 Kkisérleti csoportban, 18 agyteruleten vizsgaltuk FosB
immunhisztokémiai modszerrel. Az eredményeket két adathalmazba csoportositottuk
(l&sd 1. tablazat) melyeket az alabbi két alfejezetben targyalunk:

2.2.1. A FosB neuronalis aktivacios mintazat a nem kezelt WT és PACAP KO
egereknél CMVS hatésara (1. adathalmaz, 4. tablazat)

2.2.1.1. Tagabb értelemben vett amygdala magkomplex

A CeA terileten (25.A. abra) a CVMS (F322=5.25; p<0.04), a genotipus (F322=8.57;
p<0.02) és a stressz x genotipus interakcid (Fz22=9.01; p<0.01) FosB neuronélis
aktivaciora kifejtett hatdsa is szignifikAnsnak bizonyult. A post hoc teszt szerint a
kontroll csoport parok kozoétt nincs szignifikans kilonbség (25.A. abra; p>0.05). A WT
egereknél CVMS hatasara kozel kétszer tobb FosB pozitiv sejtet szamoltunk, mint a
kontrolljaiknal (25.A. abra ‘a’ és ‘c’ oszlop; p<0.01). A FosB immunreaktivitas
nagysaganak mértéke szignifikansan Kisebb volt a KO egerek esetében, mint a WT
allatoknal (lasd a 25.A. abra ‘¢’ és ‘d’ oszlopat; p<0.001).

A MeA teruletén (25.B. abra) csak a stressznek (Fz22=8.55; p<0.01) volt szignifikans
hatasa a FosB expressziora. A WT egerek esetében a FosB expresszio hozzavetblegesen
kétszeres novekedése szignifikansnak bizonyult (‘a’ vs. ‘¢’ oszlop; p<0.02), de a KO
allatok nem reagaltak a CVMS-re (p=0.20).

A BLA terlletén is vizsgaltuk a FosB expressziot, de egyik vizsgalt faktor sem fejtett ki
statisztikailag jelent6s hatast (az adatokat nem tiintettiik fel).

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy CVMS-en atesett WT egereknél fokozott FosB
expresszidt talaltunk a CeA és a MeA terlletén, mig a PACAP géntermék hidnya a

CVMS-re adott reakcié elmaradasat eredményezte ezen agyterileteken.
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25. dbra: FosB immunhisztokémia injekcids kezelésben nem részesilt egereken. A
nucleus centralis amygdalae (CeA) reprezentativ fotdi. A hisztogrammok a FosB
immunreaktiv (ir) neuronok szamat mutatjak, rendre a CeA (A), a nucleus medialis
amygdalae (MeA) (B), a nucleus interstialis striae terminalis (BST) dorsomedialis
(BSTdm) (C), ovalis (BSTov) (D), ventralis (BSTv) (E) divizioi, a hippocampus CA1
aredja (F) és a gyrus dentatus (DG) (G) teruletén. Az oszlopok feletti betiijelek azokat a
csoportparokat jelolik, amelyek kdzott szignifikans kilénbség van a Fisher-féle post hoc
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teszt szerint (p<0.05). A vilagos oszlopok a PACAP vad tipusu (WT) egereket, a sotétek
a PACAP génhianyos (KO) egerek eredményeit képviselik. CVMS: kronikus variabilis
enyhe stressz. Lépték: 100um.

A BSTdm teriletén (25.C. abra) a FosB expressziot a stressz (Fs22=5.65; p<0.04), a
genotipus (Fs22=4.60; p<0.05) és ezek interakcidja (F11, 63=6.61; p<0.03) is befolyasolta.
A post hoc tesztek szerint CVMS hatasara a WT egereknél kétszeresére emelkedett a
FosB expresszid (p<0.01), miga KO egerek esetében az nem valtozott (25.C. abra).
Az BSTov teriletén a stressz (Fz2=10.12; p<0.01), a genotipus (F322=9.32; p<0.02) és
ezek interakcidja (Fz22=7.44; p<0.02) is befolyasolta a FosB expressziot. A PACAP KO
allatok BSTov neuronjaiban elmaradt a CVMS indukélta FosB emelkedeés (lasd a 25.D.
abra ‘b’ és ‘d’ oszlopat).

A BSTYV terlletén a stressz és a genotipus nem befolyasolta a FosB expressziot, de ezek
interakcioja szignifikansnak bizonyult (F322=12.27; p<0.01). Kiemelend6, hogy
magasabb bazélis FosB expressziét talaltunk a KO egerek esetében, mint a WT
allatoknal (25.E. &bra ‘a’ és ‘b’ oszlop; p<0.04). WT egereknél a CVMS FosB
expresszid emelkedést okozott (lasd az ‘a’ és ‘c’ oszlopot). Ezzel ellentétben KO
egereknél alacsonyabb FosB expressziot talaltunk CVMS hatasara, mind a stresszelt
WT (‘c’ és ‘d’ oszlop; p<0.03) mind pedig a kontroll KO egerek esetében (‘b’ és ‘d’
oszlop; p<0.03).

A BST teriletén végzett FosB neuronalis aktivitdas mérések 0Osszességében azt

tamasztjak ala, hogy a KO allatok kisebb érzékenységet mutatnak a CVMS irant.

2.2.1.2. Hippocampus

A CA1 régié teruletén a CVMS nem befolyasolta a FosB expressziét (25.F. abra), de a
genotipus (F322=7.00; p<0.02), tovabba a stressz x genotipus (Fs22=5.62; p<0.04)
interakcio igen. A post hoc tesztek szerint a WT egerek hozzavet6legesen kétszeres
FosB expresszid novekedéssel reagaltak (25.F. abra ‘a’ és ‘¢’ oszlop; p<0.03), mig a
KO egerek nem reagaltak a CVMS-re.

A DG (gyrus dentatus) terlletén a FosB expressziot a stressz (Fi11,63=8.15; p<0.02)
befolyasolta, interakciot azonban nem talaltunk. A WT egerek esetében a CVMS
majdnem kétszeres FosB expresszio novekedést eredményezett (25.G. abra ‘a’ vs. ‘¢’
oszlop; p<0.03). A stressz-indukalta FosB expresszio emelkedés nem érte el a
szignifikans mértéket a KO allatoknal.

A CAB3 régio terlletén csak negativ eredményeket talaltunk (az adatokat nem tuntettiik

fel).
56



Osszességében KO egerek esetén a DG és a CA1 teriiletén a FosB neuronélis aktivitas

CVMS hatasara nem mutatott érzékenységet.

2.2.1.3. Nucleus septi lateralis

A VLS teriletén (26.C. dbra) ANOVA szerint szignifikans hatasa volt a stressznek
(F11,63=14.66; p<0.01) és a stressz x genotipus interakcionak (Fz22=6.20 ; p<0.04). WT
egerek esetében a CVMS novelte a FosB pozitiv sejtek szamat (lasd a 26.C. abra ‘a’ és
‘¢’ oszlopat; p<0.001) mig a KO egereknél nem lattunk CVMS indukalt FosB
pozitivitads ndvekedést. A stresszelt WT egerek kozel haromszoros neuronalis aktivitast
mutattak a KO allatokkal 6sszehasonlitva (p<0.01). A CVMS hatasa a FosB neuronélis
aktivitas emelkedésének mértéke nem érte el a statisztikailag szignifikéns értéket a dLS
teruletén. A kezelés, a genotipus és azok interakcioi is hatastalanok voltak (az adatokat

nem tlntettlk fel).
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26. abra: FosB immunhisztokémia injekcids kezelésben nem részesilt egereken. A
nucleus paraventricularis hypothalami parvocellularis (pPVN) és magnocellularis
(mPVN) teruleteinek reprezentativ felvételei. A hisztogrammok a FosB immunreaktiv
(ir) neuronok szamat mutatjak, rendre a pPVN (A), a mPVN (B), a nucleus lateralis
septi ventralis (VLS) (C), a periaqueductalis szlirkeallomany lateralis divizidja (IPAG)
(D) terlletén, tovabba a centralis projekcioju Edinger-Westphal magban (EWcp) (E); és
a nucleus raphe dorsalisban (DR) (F). A vilagos oszlopok a PACAP vad tipust (WT)
egereket, a sotétek a PACAP génhianyos (KO) egerek eredményeit képviselik. Az
oszlopok feletti betiijelek azokat a csoportparokat jelolik, amelyek kozott szignifikans
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kilonbség van a Fisher-féle post hoc teszt szerint (p<0,05). CVMS: kronikus variabilis
enyhe stressz. I1l: harmadik agykamra. Lépték: 200 pum.

2.2.1.4. Nucleus paraventricularis hypothalami

A pPVN (26.A. adbra) FosB immunreaktivitasanak értékelése nagy jelent6séggel bir,
figyelembe véve a mag alapvetd szerepét a stressz adaptacioban. A stressz (F322=50.79;
p<0.00001), és a stressz x genotipus interakcio (Fz22=51.28 ; p<0.00001) erdsen
szignifikansnak bizonyult. A post hoc tesztek szerint a WT egerek CVMS hatésara
kozel 14-szeres FosB pozitiv sejtszdm novekedést mutattak (26.A. abra ‘a’ és ‘¢’
oszlop; p<0.000001). A PACAP KO allatok nem reagaltak a CVMS-re (lasd a ‘b’ és ‘d’
oszlopokat; p=0.98).

A mPVN terlletén (26.B. abra) az ANOVA szerint csak a stressz hatasa volt
szignifikans (F322=6.20; p<0.03), a genotipusé és az interakcidjé nem. A CVMS csak a

WT éllatokban novelte hatékonyan a FosB pozitiv neuronok szamat (p<0.02).

2.2.1.5. Periaqueductalis szlirkedlloméany

A IPAG teriletén (26.D. &bra) a stressz (Fs22=5.14; p<0.04) és a stressz x genotipus
interakcid (Fz22=4.63; p<0.05) befolyasolta a FosB expressziot. A post hoc teszt szerint
a CVMS képes volt emelni a FosB expressziot a WT egerekben (vo. a 26.D. dbra ‘a’ és
‘¢’ oszlopat; p<0.01), nem Ggy mint a KO egerek esetében (‘b’ és ‘d’ oszlop; p=0.94).

A dPAG terlletén (4. tAblazat) csak negativ eredményeket talaltunk a FosB expresszid

szempontjabol (az adatokat nem tuntettik fel).

2.2.1.6. Centralis projekcidju Edinger-Westphal mag

Két utas ANOVA szerint a stressz hatdsa szignifikdnsnak bizonyult (Fs22.=6.56;
p<0.03). CVMS hatdsdra a FosB expresszio csak a WT egerekben emelkedett
szignifikans mertékben (6sszehasonlitva a 26.E. bra ‘a’ és ‘¢’ oszlopat; p<0.05), mig a

KO egerek esetében nem.

2.2.1.7. Nucleus raphe dorsalis

A stressz (F32,=18.21; p<0.001) és a stressz x genotipus interakcio (Fs2,=8.44; p<0.01)
hatasa statisztikailag bizonyithat6 volt. A csoportparok 6sszehasonlitdsanal azt talaltuk,
hogy a WT egerek tdbb mint hatszoros FosB expresszio ndvekedéssel reagaltak a
CVMS-re (26.F. dbra ‘a’ és ‘c’ oszlop; p<0.0001). A DR a KO egerekben nem reagalt

a CVMS-re FosB expresszid szempontjabol.
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2.2.2. A FosB neuronalis aktivacios mintazat imipraminnal vagy vivéanyagaval
kezelt WT és PACAP KO egereknél CMVS hatasara (2. adathalmaz, 5. tablazat)

2.2.2.1. Tagabb értelemben vett amygdala magkomplex

A CeA terlletén (27.A. abra) a CVMS (F741=9.26; p<0.01), a kezelés (F7,41=8.43;
p<0.01) és a genotipus x kezelés interakcidja (F741=4.22; p<0.05) szignifikans hatast
fejtett ki a FosB neuronalis aktivacidra. A vivOanyaggal (lasd az ‘a’ és ‘e’ oszlopokat;
p=0.38) és az imipraminnal valo kezelés (‘c’ és ‘g’ oszlop) a WT egerekben CVMS
hatadsara nem mutatott FosB expresszio ndvekedést. Ezzel ellentétben, a KO egerekben
az imipraminnal valo kezelés novelte a FosB expressziot a CeA teruletén CVMS
hatasara (‘f* vs. ‘h’ oszlop; p<0.001). A FosB immunreaktivitas nagysaganak mértéke
szignifikdnsan eltompult a KO egereknél, 0Osszehasonlitva a WT allatokkal, a
vivéanyaggal kezelt csoport parok esetén (‘e és ‘f” oszlop; p<0.03). Nincs azonban
szignifikans kiilonbség az imipraminnal kezelt stresszelt KO és WT egerek kozott (‘g’
vs. ‘h” oszlop; p=0.28).

A MeA teriiletén (27.B. abra) a stressz (F7,40=28.46; p<0.0001) és a kezelés (F7,40=7.28,;
p<0.02) is szignifikdns hatast fejtett kis a FosB expresszidora. A hozzavetdlegesen
kétszeresére novekedett FosB expresszid szignifikdnsnak bizonyult a vivéanyaggal (‘a’
vs. ‘e’ oszlop; p<0.03) és az imipraminnal kezelt (‘c’ és ‘g’ oszlop; p<0.01) WT allatok
esetén is. KO egereknél a FosB expresszid szignifikansan magasabb volt stressz
hatasara, ha az egereket imipraminnal kezeltiik (‘d” és ‘h’ oszlop; p<0.01), mig a
vivbanyaggal kezelt KO allatok csak tendencidzus novekedését mutatjadk a FosB
expresszionak (‘b’ és ‘f” oszlop; p=0.069) CVMS hatasara.

Osszefoglalva tehat a CVMS hatasosan novelte a neurondlis aktivitast a WT egerekben
a CeA és a MeA terlletén egyarant. Az imipramin kezelés sziikséges volt ahhoz, hogy
létre j6jjon a CVMS-indukélta FosB expresszid novekedés a PACAP KO egereknél a
CeA és a MeA teruletén. A BLA terlletén semelyik faktor, és azok interakcidi sem
befolyasoltak a FosB expressziot (az adatokat nem tuntettik fel).

A BSTdm terlletén (27.C. dbra) a FosB expresszidt a stressz (F7,40=18.33; p<0.001), a
genotipus (F740=4.56; p<0.05), tovabba a kezelés x genotipus interakcidja (F740=6.58;
p<0.02) eés a stressz x kezelés x genotipus interakcidja (F7.40=5.05; p<0.04) is
befolyasolta. CVMS hatasara FosB expresszid novekedése kozel kétszeres volt a
vivoanyaggal kezelt stresszelt WT egerek esetében, Osszehasonlitva a kontrolljaikkal
(v6. az ‘a’ és ‘e’ oszlopot; p<0.001). Erdekes, hogy a CVMS okozta FosB expresszi6

novekedést az imipramin kezelés megsziintette a WT egereknél, 0sszehasonlitva a
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kontroll WT allatokkal (27.C. abra ‘¢’ és ‘g’ oszlop; p=0.06) vagy a stresszelt
vivéanyaggal kezelt (‘e’ és ‘g’ oszlop; p<0.01) WT egerekkel. A KO 4allatok viszont
magasabb FosB aktivitdst mutattak a BSTdm teruletén, ha imipramin kezelést
alkalmaztunk (‘f° és ‘h’ oszlop; p<0.04).

Az BSTov terlletén (27.D. abra) a FosB immunreaktiv neuronok szdmat a genotipus
(F739=15.67; p<0.001) befolyasolta. Az imipraminnal kezelt KO egereknél ezen
agyteruleten 50-100%-kal kevesebb FosB pozitiv sejtet szdmoltunk (p<0.05), mint a
megfeleld6 WT tipusu allatoknal (27.D. dbra), habar a vivoanyaggal kezelt WT és KO
csoport parok kozott nem volt szignifikans kilénbseg (6sszehasonlitva a 27.D. abra ‘a’
VS. ‘b’ oszlop parokat; p=0.38 és ‘e’ vs. ’f” oszlop parokat; p=0.11).

A BSTdl teruletén a FosB expressziot szignifikdnsan nem befolyésolta a stressz, a
genotipus, a kezelés és ezek interakcidi sem (az adatokat nem tuntettik fel).

A BSTv teriletén pedig minddssze a genotipus x kezelés interakcidja (F7.41=7.81,;
p<0.01) bizonyult szignifikansnak azonban a post hoc tesztek nem taléltak figyelemre

méltd kilonbségeket (az adatokat nem tlintettik fel).
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27. abra: FosB immunreaktivitds injekcios kezelésben részesult egereknél. Az

oszlopdiagrammok a FosB immunreaktiv (ir) neuronok szamat mutatjak be rendre a
nucleus centralis amygdalae CeA (A), a nucleus medialis amygdalae (MeA) (B), a
nucleus interstitialis striae terminalis (BST) dorsomedialis (BSTdm) (C), ovalis
(BSTov) (D) divizioi, a hippocampus CAl (E) és CA3 aredja (F), a gyrus dentatus
(DG) (G) és a nucleus lateralis septi ventralis (vLS) része (H) tertletén. A vilagos
oszlopok a PACAP vad tipust (WT) egereket, a sotétek a PACAP génhianyos (KO)
egerek eredményeit képviselik. Az oszlopok feletti betiijelek azokat a csoportparokat
jelolik, amelyek kozott szignifikans kilonbség van a Fisher-féle post hoc teszt szerint
(p<0,05). CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz.
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2.2.2.2. Hippocampus

A FosB expressziot a CAL (F7.41=4.79; p<0.04), a CA3 (F7.41=4.44; p<0.05) és a DG
tertletén (F7,40=4.41; p<0.05) csak a kezelés x genotipus interakcio befolyasolta. CVMS
hatasara a WT egereknél az imipramin kezelés hatasara szignifikdnsan csokkent a FosB
expresszio [lasd az ‘e’ és ‘g’ oszlopot a 27.E. dbran a CAl-ban (p<0.01); 27.F. &bran
a CA3-ban (p<0.02); és a 27.G. abran a DG-ban (p<0.01)].

2.2.2.3. Nucleus septi lateralis

A VLS terlletén (27.H. &bra) a MANOVA szerint szignifikans hatasa volt a stressznek
(F741=20.02; p<0.001), a kezelésnek (F7,41=4.92; p<0.04) és a genotipusnak (F741=5.32;
p<0.03), tovabba a stressz x genotipus interakcionak (F741=6.90; p<0.02) is. A CVMS
novelte a FosB expressziot a vivbanyaggal kezelt (lasd a 27.H. abra ‘a’ és ‘e’ oszlopat;
p<0.03) és az imipraminnal kezelt (‘c’ és ‘g’ oszlop; p<0.0001) WT egereknél. KO
egerek esetében a CVMS egyik csoportban sem novelte a FosB expressziot.

A dLS teruletén a CVMS nem befolyasolta a FosB neuronalis aktivitast szignifikans
mértékben, tovabba a genotipus, a kezelés és ezek interakcioi is hatastalanok voltak (az

adatokat nem tiintetttk fel).

2.2.2.4. Nucleus paraventricularis hypothalami

A pPVN teriletén a kezelt csoportok esetén (28.A. abra) a stressz (F7,41=5.67; p<0.03),
a kezelés (F741=15.14; p<0.001) és a genotipus (F741=33.91; p<0.00001) hatasa is
er6sen szignifikansnak bizonyult a FosB immunreaktivitisra. A MANOVA szerint
stressz x kezelés (F741=9.61; p<0.01) interakcid is megfigyelhet6 volt. A post hoc teszt
szerint a CVMS kozel 6tszoros, szignifikdns FosB expresszid ndvekedést okozott a
vivéanyaggal kezelt WT csoportban (28.A. dbra ‘a’ és ‘e’ oszlop; p<0.01). Erdekes,
hogy az imipramin kezelés hatalmas FosB expresszio novekedést okozott a kontroll WT
egereknél, (‘a’ és ‘¢’ oszlop; p<0.001), melynek mértéke hasonld volt a CVMS
hatdsdhoz a vivéanyaggal kezelt WT egerek esetében (‘c’ és ‘e’ oszlop; p=0.60). A
PACAP KO egerek nem reagaltak a CVMS-re. Az imipramin indukalt FosB expresszid
novekedés a KO egerek esetében is szignifikansnak bizonyult (6sszehasonlitva a ‘b’ és
‘d” oszlopot; p<0.01), de a novekedés mertéke kisebb volt, dsszehasonlitva a WT
allatokkal (‘c’ és ‘d’ oszlop; p<0.01).

A mPVN teriletén (28.B. &bra) MANOVA szerint csak a stressznek volt szignifikans
hatasa (F7,41=8.46; p<0.01), a kezelésnek, a genotipusnak és ezek interakcidinak nem.
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28. abra: FosB immunreaktivitds injekcios kezelésben részesult egereknél. A
hisztogrammok a FosB immunreaktiv (ir) neuronok szamat demonstraljak a
hypothalamus parvocellularis (pPVN) (A) és magnocellularis (mPVN) (B)
paraventricularis magjaban, a periagueductalis szirkeallomany laterdlis divizidja
(IPAG) (C), a centralis projekcioju nucleus Edinger-Westphal (EWcp) (D) és a nucleus
raphe dorsalis (DR) (E) terlletén. A vilagos oszlopok a PACAP vad tipusa (WT)
egereket, a sotétek a PACAP génhidnyos (KO) egerek eredményeit képviselik. Az
oszlopok feletti betlijelek azokat a csoportparokat jelolik, amelyek kozott szignifikans
kulonbség van a Fisher-féle post hoc teszt szerint (p<0,05). CVMS: krénikus variabilis
enyhe stressz.

2.2.2.5. Periaqueductalis sztrkeallomany

A IPAG teruletén (28.C. abra) a CMVS befolyasolta a FosB expresszidt (F7,41=15.53;
p<0.001), de a kezelésnek, a genotipusnak és ezek interakcidjanak nem volt szignifikans
hatasa. A CVMS hatékonyan novelte a FosB immunreaktivitast a KO egereknél (‘b’ és
‘f* oszlop).

A dPAG terlleten (4. tdblazat) csak negativ eredményeket kaptunk. (az adatokat nem
tlintettuk fel).
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2.2.2.6. Centralis projekcioju Edinger-Westphal mag

Ezen az agyterlleten (28.D. 4bra) MANOVA szerint a genotipusnak (F7.40=11.12;
p<0.01) és a stressz x genotipus (F740=14.43; p<0.001) interakcionak szignifikans
hatdsa volt a FosB expressziora. A kontroll csoportok esetén a KO egereknél magasabb
volt a FosB pozitiv neuronok szama, mint a WT allatoknal (6sszehasonlitva a 28.D.
abra ‘a’ és ’b’ oszlop parokat; p<0.02 vagy a ‘c’ és ‘d’ oszlopokat; p<0.001), azonban
ez a kuldnbség CVMS hatasara eltiint.

2.2.2.7. Nucleus raphe dorsalis

Ezen az agyterileten (28.E. &bra) a stressz (F741=23.87; p<0.0001), a genotipus
(F741=7.00; p<0.02), tovabba a stressz x kezelés (F741=4.66; p<0.04) és a stressz x
genotipus (F7,41=4.88; p<0.04) interakcidja is szignifikans hatassal birt a FosB
expresszidra. A vivéanyaggal kezelt WT egereknél a CVMS haromszorosara novelte a
FosB pozitiv neuronok szdmét (28.E. abra ‘a’ és ‘e’ oszlop; p<0.001). Ellenben az
imipraminnal kezelt WT éllatok esetében a FosB expresszio ndvekedés szignifikansan
kisebb mértékii volt (28.E. abra ‘e’ és ‘g’ oszlop; p<0.01). KO egereknél a CVMS nem

novelte a FosB expressziot a DR teriletén.

2.3. CRF-FosB kettés immunfluoreszcens jelolés az BSTov teriiletén

Az BSTov terliletén a neuronalis aktivacié tovabbi értékeléséhez a CRF és a FosB
kolokalizéciojat vizsgaltuk az idegsejteken (29. abra).

A nem kezelt egerek esetében (1. adathalmaz) a stressz (Fz22=7.19; p<0.01) és a
genotipus  (F322=10.38; p<0.000); tovabba ezek interakciojanak hatdsa is
szignifikansnak bizonyult (F322=8.34; p<0.02). A WT allatoknal (29.A. abra ‘a’ és ‘¢’
oszlop; p<0.0001) egyértelmii FosB expresszid novekedést talaltunk a CRF
neuronokban, mig a KO egerek esetében ez elmaradt (6sszehasonlitva a 29.A. dbra ‘b’
¢és ’d’ oszlopat; p=0.89).

A kezelt csoportok (2. adathalmaz) 6sszehasonlitasa soran azt talaltuk, hogy a genotipus
(F741=10.47; p<0.02) és a stressz x genotipus interakcio (F7,41=6.41; p<0.01) hatasa
szignifikans volt. A vivéanyaggal kezelt WT csoportok esetében a CVMS szignifikans
FosB expresszio novekedést okozott a CRF neuronokon (29.B. abra ‘a’ és ‘e’ oszlop;
p<0.04), ellenben az imipraminnal kezelt WT egereknél, ez nem érte el a szignifikancia
szintjét (‘c’ és ‘g’ oszlop; p=0.16). A post hoc tesztek szerint az BSTov CRF neuronjai

egyaltalan nem reagaltak a KO allatok esetében.
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A CRF immunreaktivitast a SSD meghatarozas modszerevel is értékeltik, melynek
sordn nem talaltunk szignifikans hatast (6. és 7. tablazat) a vizsgélt faktorok
tekintetében (az adatokat nem tlintettik fel).

A BSTov teruletétn a CRF neuronok szamat a genotipus (F7.41=7.48; p<0.02)
szignifikansan befolyasolta, azonban a CVMS, a kezelés és ezek interakcioja nem (az
adatokat nem tilintetttk fel).

Osszefoglalva tehat, a BSTov CRF neuronjaiban a CVMS indukalta valtozasok nem
bizonyultak szignifikansnak az imipraminnal kezelt WT egereknél. A PACAP KO
allatok nem reagaltak a CVMS-re, igy az imipramin kezelés nem volt képes

visszaforditani a CMVS hatasét.

CVMS WT CVMS KO

B CRF és FosB ir neuronok szama az BSTov tertiletén,

A CRF és FosB ir neuronok szama az BSTov terlletén
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29. abra: Kett6s immunfluoreszcens jelolést abrazolo reprezentativ felvételek a nucleus
interstitialis striae terminalis ovalis régidjaban (BSTov) krénikus variabilis enyhe
stressz (CVMS) utan. A zold jel a corticotropin releasing factor (CRF), a piros a FosB
aktivitast mutatja CVMS hatasara vad tipusu (WT) és PACAP génhianyos (KO)
egerekben. A nyilhegyek FosB immunreaktiv (ir) magokat mutatnak a CRF
neuronokban. A nyilak olyan CRF neuronokat jel6lnek, melyek nem mutatnak FosB
immunreaktivitast. Az (A) hisztogramm a BSTov teriiletén CRF és FosB kolokalizaciot
mutatd neuronok szamat abrazolja az injekcios kezelésben nem részesilt egerek
csoportjaiban. A (B) panel a CRF-FosB kolokalizaciot mutatd neuronok szamat mutatja
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kezelt allatokban. A vilagos oszlopok a PACAP vad tipust (WT) egerek, a sotétek a
PACAP génhianyos (KO) egerek eredményeit reprezentaljak. Az oszlopok feletti
betlijelek azokat a csoportparokat jelolik, amelyek kozott szignifikans kiilonbség van a
Fisher-féle post hoc teszt szerint (p<0,05). Cl: capsula interna, CVMS: kronikus
variabilis enyhe stressz. Lépték: 100um.

2.4. Ucnl-FosB kettés immunfluoreszcens jelolés az EWcp teriiletén

Az urokortinerg rendszer tovabbi vizsgalatahoz a FosB pozitiv Ucnl neuronok
mennyiségi meghatarozéasat végeztik az EWcp teriiletén (30.A. abra). A nem kezelt
egereknél az Ucnl-FosB kett6sen jelolt neuronok szamat a stressz (Fz22=7.68; p<0.02)
és a genotipus (Fz22=12.44; p<0.01) egyarant befolyasolta. A post hoc tesztek szerint az
Ucnl-FosB pozitiv sejtek szama hozzavetélegesen kétszer magasabb a CVMS-nek
Kitett WT egereknél (6sszehasonlitva a 30.A. dbra ‘a’ és ‘¢’ oszlopat; p<0.01), mig a
KO allatok erre nem reagaltak (lasd a ‘c’ és ‘d’ oszlopot; p=0.57).

Az Ucnl-FosB pozitiv sejtek szamanak 0Osszehasonlitasabdl kiderllt, hogy a kezelt
csoportokban nincs szignifikans hatasa egyik vizsgalt faktornak sem, azonban a
genotipusnak erds tendenciaja van (F741=4.12; p=0.051) (az adatokat nem tlntettiik
fel). Az Ucnl SSD-at is ertékeltik. A stressz hatdsa az Ucnl immunjelre
szignifikansnak bizonyult (F741=7.98; p<0.01) nem ugy, mint a kezelés és a genotipus
hatasa (30.B. abra). A post hoc tesztek alapjan a stresszelt, vivbanyaggal kezelt WT
egereknél 22%-kal alacsonyabb Ucnl SSD-t taldltunk az cpEW terlletén, mint a nem
stresszelt csoportban (6sszehasonlitva a 30.A. abra ‘a’ és ‘e’ oszlopat; p<0.04). Az
Ucnl neuronok immunreaktivitasat csak a genotipus (F322=5.37; p<0.04) befolyasolta,
és a KO egerek esetén 15%-kal kevesebb Ucnl neuront talaltunk (az adatokat nem
tlintettuk fel).

Osszefoglalva tehat lathatd, hogy az Ucnl befolyasolja a CVMS-re adott valaszt WT
egereknél, azonban az imipramin hatastalan volt. A EWcp-Ucnl neuronok viszont nem
reagaltak a PACAP KO allatok esetében.

67
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30. dbra: Az (A) hisztogramm az urokortinl (Ucnl) és FosB immunreaktiv (ir)
neuronok szamat jelképezi az injekcids kezelésen at nem esett egerekben. A (B) panel
az Ucnl neuronok specifikus jeldenzitasat (SSD) mutatja kezelt egerekben a centrélis
projekcioju Edinger-Westphal mag (EWcp) teriletén onkényes egységben (6.e.)
kifejezve. A vildgos oszlopok a PACAP vad tipust (WT) egerek, a sotétek a PACAP
génhianyos (KO) egerek eredményeit képviselik. Az oszlopok feletti betlijelek azokat a
csoportparokat jeldlik, amelyek k6zott szignifikans kilénbség van a Fisher-féle post hoc
teszt szerint (p<0,05). CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz.

2.5. 5-HT- FosB kettés immunfluoreszcens jel6lés a DR terlletén

CVMS modellben a PACAP KO egereknél a DR stressz adaptacioban betdltott
szerepének tovabbi vizsgalata céljabdl meghataroztuk a FosB pozitiv 5-HT expresszalo
sejtek szamat. Habar a PAG teruletén néhany neuron mutatott FosB immunreaktivitast,
és lattunk néhany elszort FosB pozitiv magot a DR teriletén, de ezek kdzil egy sem
tartozott 5-HT neuronhoz. Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a CMV'S nem indukal
immunfluoreszcenciaval kimutathatdé FosB expressziot a DR 5-HT neuronjaiban.
Irodalmi adatok alapjan azt feltételezzik, hogy ezek az 5-HT sejteken kivili FosB
pozitiv magok a GABA-erg rendszer DR neuronjaihoz tartozhatnak (Nanopoulos és
mtsai., 1982., Bagdy és mtsai., 2000., Lin 2015.).

Kovetkezd 1épésben megszamoltuk a 5-HT termeld idegsejteket a DR teriiletén a nem
kezelt egereknél (31.A. &bra). A genotipus hatdsa szignifikdnsnak bizonyult
szerint a kontroll KO egerek esetében majdnem kétszer tébb 5-HT neuront szamoltunk,
mint a WT allatoknal (6sszehasonlitva a 31.A. abra ‘a’ és ‘b’ oszlopat; p<0.01). A
CVMS hatasara ez a kiilonbség eltiint. A DR 5-HT neuronjainak szamat egyik vizsgalt
faktor sem befolyasolta a kezelt csoportokban (az adatokat nem tintettik fel).

Az 5-HT-SSD-t is értékeltiik (31.B. abra). A nem kezelt egereknél ANOVA szerint a
stressz (F322=46.61; p<0.00001), a genotipus (F3322=7.19; p<0.02) és a stressz x
genotipus interakcid (Fz22=18.42; p<0.001) hatasa er6sen szignifikansnak mutatkozott.
A kontroll KO egerek esetében 36.22%-kal magasabb 5-HT-SSD-t talaltunk, minta WT
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allatoknal (6sszehasonlitva a 31.B. abra ‘a’ és ‘b’ oszlopat; p<0.001), azonban CVMS
hatasara ez a genotipusok k6zotti kiilonbség eltiint.

A kezelt csoportok dsszehasonlitasabol kidertl, hogy nincs szignifikans hatés, azonban
a kezelés x genotipus interakcié (F741=5.19; p<0.04) tovabba a stressz x kezelés x
genotipus harmadrendi interakcidja szignifikansnak bizonyult (F741=7.90; p<0.01). Az
imipramin kezelés hatékonyan csokkentette az 5-HT SSD-t hozzavetélegesen 20%-kal a
WT egerek (31.C. abra ‘a’ és ‘¢’ oszlop; p<0.02) csoportjaiban. Ezzel ellentétben az
imipramin kezelés a KO egereknél 32.32%-0s novekedést eredményezett az 5-HT-SSD-
t illetéen a kontrollokban (&sszehasonlitva a ‘b’ és ‘d’ oszlopot; p<0.02). A CVMS
szignifikdnsan csokkentette az 5-HT immunreaktivitasat a vivOanyaggal kezelt WT
egereknél (‘a’ és ‘e’ oszlop; p<0.03), mig a KO egerek esetében nem taldltunk ilyen
kiilonbséget (‘b> és ‘f* oszlop; p=0.27). A CVMS hatasa nem csokkentette az 5-HT-
SSD-t az imipraminnal kezelt (‘e’ és ‘g’ oszlop; p=0.93) WT allatoknal. A stresszelt
csoport parok dsszehasonlitasanal nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kezelés és a
genotipus alapjan (p>0.05).

Osszefoglalva tehat, a DR az intakt PACAP KO egerekben tébb 5-HT-t tartalmaz, mint
a WT egerek esetében. Az imipramin injekci6 a kontroll WT és KO egerekben
ellentétes hatassal bir a DR-5-HT tekintetében. A CVMS hatasara eltiinnek ezek a
kilénbségek.
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A 5-HT ir neuronok szama a DR teriiletén
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31. &bra: Szerotonin (5-HT, z6ld) immunfluoreszcens jel6lés a nucleus raphe dorsalis
(DR) tertletén kontroll, nem kezelt PACAP vad tipusd (WT) és kontroll kezeletlen
PACAP génhianyos, (knockout, KO) egerekben. Az (A) hisztogramm a szerotonin
immunreaktiv (ir) neuronok szamat és azok specifikus jeldenzitasat (B) (SSD) mutatja
onkényes egysegben (6.e.) kifejezve a DR teriletén kezeletlen egerekben. A (C) panel
az 5-HT-SSD értéket kezelt egerekben mutatja. A vilagos oszlopok a WT egereket, a
sotétek a PACAP KO egerek eredmenyeit képviselik. Az oszlopok feletti betiijelek
azokat a csoportparokat jelolik, amelyek kdzott szignifikans killonbség van a Fisher-féle
post hoc teszt szerint (p<0.05). CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz. Lépték: 50
pm.
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V. Eredményeink o6sszefoglalasa, megbeszélése az irodalmi

adatok tikrében, kovetkeztetések

1. Szorongas és akut stressz-reakcid vizsgalata PACAP génhianyos

egerekben viselkedési és c-Fos immunhisztokémiai médszerekkel

Vizsgéalataink sorén azt tapasztaltuk, hogy a PACAP KO egerek viselkedése eltér a WT
allatoktol: open field tesztben fokozott lokomotoros aktivitassal rendelkeztek, FST-ben
kifejezettebb depresszid-szerii viselkedést mutattak, light-dark box tesztben és marble
burying tesztben pedig alacsonyabb szorongéasi szintet tandsitottak, mint vad tipusd
tarsaik. A PACAP hiadnya csokkentette a FST hatasara bekovetkez6 neuronalis
aktivaciot jelz6 c-Fos expresszidt a tdgabb értelemben vett amygdala magkomplex, a
LS, a PVN, a EWcp és a DR teriiletén. Mindez arra utal, hogy a PACAP az éllat

hangulatat befolyasolo hatasat ezeken az agyterileteken fejti ki.

1.1. Viselkedés-vizsgéalatok

Az irodalmi adatokkal 6sszhangban (Hashimoto és mtsai., 2009.) azt tapasztaltuk, hogy
a PACAP KO egerek depresszid-szerii viselkedést mutattak FST-ben, 17.9%-kal
hosszabb id6tartamt immobilitast mutattak, WT tarsaikkal ©sszehasonlitva. A
viselkedés vizsgalatok mellett szamos tovabbi kutatds alatdmasztja a KO egerek
markans depresszio-szeri viselkedését, mint a testhémérséklet és a kortikoszteron
szintek kisebb mértékli cirkadian ritmusa. Az egereket jellemzi tovabba a
glikokortikoid receptor mRNS cstkkent expresszidja a hippocampusban (Hashimoto és
mtsai., 2009.), valamint hogy antidepresszans kezeléssel, illetve a PACAP beadésaval
sikeriilt a megfigyelt depresszid-szerti viselkedési mintakat megsziintetni (Hashimoto és
mtsai., 2009.).

A FST-ben megfigyelt depresszid-szerii viselkedést korabban  részletesen
tanulméanyozték, és bizonyitottdk, hogy antidepresszans kezelés az immobilitasi idét
csokkenti (Cryan és Mombereau 2004., Hashimoto és mtsai.,, 2009.). Latszélag
ellentmondasosnak tiinhet, hogy a PACAP KO egereinknél tapasztalt jelent6s
szorongasi szint csokkenés mellett FST-ben depresszio-szer(i viselkedést talaltunk, de a
magasabb immobilitasi id6 értelmezhetdé egy energetikailag takarékos alternativ
megkizdési stratégiakent is (Geyer és Markou 1995.), mely valosziniileg agytorzsi

monoaminerg rendszerek direkt hatasa alatt all (Schmidt és mtsai., 2009.). PACAP
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hidnyban a DR teriletén jelent6sen csokkent a c-Fos valasz nagysaga, mely mint
monoaminerg mechanizmus allhat a megfigyelt viselkedési eltérések hatterében. Ezt
alatdmasztja az is, hogy a DR szerotoninerg idegsejtjei a peptiderg rendszerekkel
interakcidban fontos szerepet jatszanak a stresszel valé megklzdésben (Valentino és
mtsai., 2010.).

Hashimoto és munkatarsai 2001-ben k6z6lt munkajaval 6sszhangban open field tesztben
magasabb lokomotoros aktivitast és a PACAP KO allatokra jellemz6 ugralo viselkedést
tapasztaltuk mi is, azonban az 6 eredményeikkel ellentétben mi azt talalatuk, hogy a
PACAP KO allatok kevesebb idét toltenek a kozponti nyitott teriileteken, mely
megnovekedett szorongasi szintre utalhat. Ez az ellentmondas azzal magyarazhato,
hogy mi 5 percig vizsgaltuk az A&llatokat open field tesztben, mig Hashimoto
munkacsoportja egy hosszabb tesztben, a 30. percet meghalad6 periédusban mutatott ki
szignifikans kulonbséget, ahol a génhianyos allatok toltottek tobb id6t az open field
kdzponti zdéndjaban. Tovabba a Hashimoto munkacsoport szerint a KO egerek
aktivabban exploraljak kornyezetiiket, ezért a falnal toltott hosszabb idot az allatok
aktivabb keresd-felfedezd magatartdsaval, és nem azok magasabb szorongasi szintjével
lehet magyarazni. Mindezeket a light-dark box és marble burying tesztek eredményei is
alatdmasztottak, ahol a KO egerek csokkent szorongasi szintet tandsitottak.

Az alacsonyabb szorongasi szinteket mar kordbban is kimutattak emelt keresztpalld, Uj
objektum felismerési és emergence tesztekben (Hashimoto és mtsai., 2001.), legjobb
tudomasunk szerint azonban mi vizsgaltuk eldszor ezeket az egereket marble burying és
light-dark box paradigmakban, és a kordbbi eredményekkel egybehangz6an
egyértelmiien a KO egerek csokkent szorongasi szintjét talaltuk. A KO egerek kevesebb
Uveggolyot astak el marble burying tesztben, és kevesebb id6t toltottek a sotét
kompartmentben light-dark box tesztben. Az open field teszt eredményeihez hasonléan,
a light-dark box tesztben is megfigyelhettik, hogy a mutans egerek magasabb
lokomotoros aktivitassal rendelkeznek, ugyanis szignifikansan tobbszor léptek at egyik
kompartmentbél a masikba. A vilagos kompartmentbe valo Kitekintések szamat is
vizsgaltuk, melyet a vilagos térfélre valo kilépés meghidsult kisérleteként értelmeznek,
ami magas szorongasi szintre utal (Bourin és Hascoét 2003.). Kisérleteinkben a PACAP
KO egerek ugyan tobbszor tekintettek ki a vilagos térfélre, mint vad tipusu tarsaik, de
ezt kdvetden gyakoribb volt a sikeres kilépések szama is a vilagos kompartmentbe, ami
viszont alacsonyabb szorongasi szintre utal.

A FST-ben tapasztalt depresszio-szerti viselkedés, és a csokkent szorongasra utald

magatartas egyuttes jelenléte ugyanabban az allatban ellentmondasosnak tiinhet,
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azonban a hangulatzavarok és a szorongasos betegségek gyakran egyiitt jelennek meg
(McEvoy és mtsai., 2011.) és nem feltétlentl kdzds a neurobiol6giai hatterik.
Nemrégiben kimutattdk, hogy a BSTdI-ben a CRF lokalis overexpresszidja depresszio-
szerii fenotipust idéz el6, anélkil hogy a szorongast befolyasolna, mig a CRF
overexpresszioja a CeA teriletén csokkenti a stressz-indukalta szorongast, de a
depresszid-szerti viselkedésre nincs hatassal (Regev €s mtsai., 2011.). Tekintettel arra,
hogy patkanyokban ezek a magok, kilondsen a CRF neuronok, PACAP tartalmi
beidegzéssel rendelkeznek (Hannibal 2002., Kozicz és mtsai., 1997.), feltételezhetd
hogy a PACAP a CRF neuronokon keresztiil agyterulet-specifikus moédon hatassal lehet
a viselkedésre. PACAP hidnyadban a BSTdI tertletén megfigyelt csdkkent c-Fos
expresszio arra utalhat, hogy a PACAP el6segitheti e neuronok aktivacidjat. A CeA
teriletén a PACAP-nak gatlé hatdsa lehet, ugyanis itt a peptid hianya nem csokkenti a

c-Fos expressziot.

1.2. A stressz kdzpontok FST kivaltotta aktivacios mintazatanak értékelése c-Fos

segitségével

1.2.1. Altalanos szempontok

A c-fos nevii azonnali gén terméke (c-Fos) az idegtudoméanyban altalanosan alkalmazott
és elfogadott neuronalis aktivaciés marker (Kovacs 2008.). A FST utan 2 oraval
perfundalt allatok agymintdin c-Fos immunhisztokémiat végeztlink, és az irodalmi
adatokkal dsszhangban (Stone és mtsai., 2007., Kovécs 1998.) azt talaltuk, hogy a vad
tipusi egerekben a FST minden vizsgalt agyteriileten jelentés c-Fos expresszio-
emelkedést okozott. Ennek mértéke azonban fiigg a vizsgalt agyteriilettdl: példaul a dLS
teriletén kozel négyszeres c-Fos expresszid emelkedést tapasztaltunk, mig a DR
terliletén ez tobb mint 75-sz6rds volt (3. tablazat). Eszerint az egyes stressz kdzpontok
kiilonbdz6 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 jelentés mértékben elmarad szamos (BSTov, BSTdl, BSTv, vLS, EWcp,
DR, dPAG, IPAG), de nem minden (CeA, MeA, BSTdm, dLS) vizsgalt agyteruleten.
Ezek alapjan feltételezzilkk, hogy a PACAP hianyaban megfigyelt, nagymértékben
csokkent szorongasi szint hatterében a stressz-magok csokkent érzékenysége allhat.

Az 3. tablazatban 6sszehasonlitottuk a stressz-genotipus interakcio hatadsanak

nagysagat a c-Fos expressziora. A legerdsebb hatast a DR, a EWcp és a IPAG teriiletén
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tapasztaltuk a vizsgalt agyteriiletek kozil. A leszallé antinociceptiv rendszerekhez
tartozik a IPAG (Heinricher és mtsai., 2009.), mig a megfigyelt viselkedésbeli
eltéresekben a DR és az EWcp jatszhatnak fontos szerepet. Mind a szerotoninerg
neuronok a DR-ban, mind az Ucnl-et termelé perikarionok az EWcp teruletén
hozzajarulnak a stresszel kapcsolatos hangulatzavarok, és a szorongas kialakulasahoz
(Kozicz és mtsai., 2008., Savitz és mtsai., 2010., Lowry és mtsai., 2008.). A DR
neuronok c-Fos expresszidja szorongés-szerli 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
EWcp és a IPAG is PACAP tartalmu rostok beidegzése alatt all (Hannibal 2002.) és
ezekben a magokban a PACAP receptorai is kifejez6dnek (Vaudry és mtsai., 2009.),
ezért ezeken a terlleteken adottak a PACAP hatasanak neuroanatémiai alapjai.

Méas magokban (MPVN, pPVN, BSTov, BSTdl, BSTv, BLA) a stressz-genotipus
interakcié hatdsa kevésbé volt markans, mégis nagymértékben szignifikdnsnak
bizonyult (3. tdblazat). A FST altal kivaltott c-Fos expresszio ezekben a magokban is
jelentésen kisebb mértékii volt KO egerekben, ami felveti ezen agyteriletek szerepét a
megfigyelt viselkedésbeli eltérések kialakitasaban.

Megfigyelésink szerint bizonyos magokban a stresszvalasz csokkent, ami arra utal,
hogy a PACAP-nak fontos szerepe lehet e magok stressz aktivaciojaban, és a stressz
altal kivaltott szorongas illetve hangulatzavarok kialakulasaban. Ezzel 6sszhangban
Ressler és munkatarsainak (2011.) eredményei szerint a PACAP gén és a PAC1
receptor génjének polimorfizmusai olyan szorongdsos korképekkel allhatnak
kapcsolatban, mint a poszttraumas stressz szindréma.

Adataink ertékelésekor figyelembe vettiik annak lehetdségét, hogy az egyedfejlodés
soran esetlegesen fellépnek a géntermék hianyat kompenzalé mechanizmusok, melyek
gyakran megfigyelhetdk genetikailag maddositott allatoknal. Girard és munkatérsai
(2006.) nem taldltak a PACAP KO egerekben ilyen receptorialis, vagy ligand szintl
kompenzacios mechanizmusokat, ezért feltételezzik, hogy a megfigyelt eltérések a
PACAP hiany kovetkezményei. Megemlitendd, hogy bar a c-Fos széles korben
alkalmazott, jol validalt markere a neuronalis aktivacionak, a neuronalis gatlasrol nem
ad felvilagositast (Kovacs 2008.), pedig ez utdbbi is fontos szerepet jatszhat a

megfigyelt viselkedésbeli eltérések hatterében.
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1.2.2. Nucleus interstitialis striae terminalis

Hammack és munkatarsai (2009.) szerint kronikus stresszben a PAC1 receptor és a
PACAP mRNS szintje n6 a BST teruletén. Ismert tovabba, hogy a BST-be adott
PACAP infazi6 szorongasos viselkedést valt ki, illetve a PAC1 receptor hianya
csokkent szorongési szinteket eredmenyez. (Otto és mtsai., 2001.). A BSTov és a BSTdl
egyarant er6s PACAP tartalmu beidegzést kap, és a PACAP tartalma axon terminalisok
szinaptikus kapcsolatban vannak CRF tartalm0 neuronokkal. (Koves és mtsai., 1994.,
Kozicz és mtsai., 1997.). Ezekben a magokban stresszt kovetden jelentésen Kisebb
mértékii c-Fos expresszid ndvekedést tapasztaltunk PACAP hianyban (rendre: -63.83%
és -40.10%). Tovabbi kisérletek sziikségesek annak tisztadzéasara, hogy a stressz altal
okozott neurondlis aktivacio valdoban a BSTov és BSTdl CRF tartalm( idegsejtjeiben
csokkent-e. Nemrégiben kimutattdk, hogy a BSTdl-ben a CRF overexpresszioja
depresszio-szerti viselkedést idéz el6, anélkiil hogy a szorongast befolyasolna, (Regev
és mtsai., 2011.) mely tovabbi adat azon feltételezés aladtamasztasara, hogy a BSTdlI
teriiletén CRF-PACAP interakcio allhat fenn. Tisztazand6 az is, hogy a PAC1

receptorok jelen vannak-e a CRF neuronokon ezekben a magokban.

1.2.3. Amygdala magkomplex

Az amygdala magkomplex szerepe jol ismert a stresszadapticioban (McEwen és
Gianaros 2010.). Az extrahypothalamikus CRF rendszerek kozil az amygdalardl
bizonyitott, hogy miikddését befolyasolja a stressz (Nijsen és mtsai., 2001., Kim és
mtsai., 2010., Rouwette és mtsai., 2011.), valamint ismert, hogy er6s PACAP tartalmu
beidegzés alatt &ll (Hannibal 2002.). Meglepd, hogy a CeA és MeA teriiletén a PACAP
géntermék hianyanak c-Fos expressziora kifejtett hatasat nem talaltuk szignifikansnak.
Ezzel ellentétben a BLA terlletén szignifikans interakciot talaltunk a stressz és a
genotipus kozoétt, valamint a c-Fos expresszio szignifikansan (-27%) alacsonyabb volt.
Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a BLA és annak csokkent stressz iranti
érzékenysege hozzajarulhat a szorongasi szintek csokkenésehez. Regev és munkatarsai
(2011.) szerint a CeA teriiletén a CRF fokozott expresszidja felelds lehet a stressz-
indukalta szorongas csokkenéséért. Tovabbi kutatasok sziikségesek annak tisztazasara,
hogy lehet-e interakcio a PACAP és CRF kozott a CeA teriiletén. A MeA teriiletén
Tsukiyama és munkatarsai (2011.) azt tapasztaltdk, hogy restraint stresszben a c-Fos
expresszid csokkent a PACAP KO egerekben, mely ellentmond a mi eredményeinknek.
A PACAP hiany altalunk megfigyelt gyenge hatdsa valészinileg azzal magyarazhato,

hogy mi nem restraint stresszort, hanem FST-et alkalmaztunk. Ezek alapjan arra
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kovetkeztethetiink, hogy a CeA és a MeA nem jatszhat dontd szerepet a megfigyelt
viselkedésbeli és funkcionalis morfologiai valtozdsokban a PACAP mutans egerekben.

1.2.4. Nucleus paraventricularis hypothalami

A PVN CRF tartalmi neuronjai a HPA tengely f6 szabalyozo6i, melyek az oldalkamraba
adott PACAP injekcid hataséara c-Fos expressziot mutatnak (Agarwal és mtsai., 2005.),
mely PACAP antagonista addsdval kivédheté (Grinevich és mtsai., 1997.). Stroth és
Eiden (2010.) szerint a PACAP defficiens egereknél stressz hatasara csokken a c-Fos
aktivacio és a kortikoszteron valasz egyarant. A FST hatasara fellép6 c-Fos aktivaciot a
PVN terlletén az irodalmi adatok is alatamasztjék patkanyban (Badowska-Szalewska és
mtsai., 2009.) és egérben is (Stone és mtsai., 2011.). Tsukiyama és munkatarsai (2011.)
szerint a PACAP KO egerek restraint stresszben csokkent c-Fos expresszidt, €s
kortikoszteron reakciot mutatnak, ellenben a hideg expozicio6 és az éter stressz esetében
a PACAP hiadny a kortikoszteron valaszt nem befolyasolta, mely alapjan arra
kovetkeztettek, hogy a PACAP inkabb emocionalis jellegii stresszorok esetében jatszik
szerepet. Ezzel a mi eredményeink is 6sszhangban vannak: a FST és a genotipus
interakcioja erds hatast fejt ki a c-Fos expressziora, ami FST-et kovetéen jelent6sen

elmaradt a génhianyos egerekben a vad tipussal sszehasonlitva.

1.2.5. Centralis projekcioju Edinger-Westphal mag

A EWcp PACAP tartalmu rostok beidegzése alatt all (Hannibal 2002.), és ismert hogy a
PACAP tartalmu termindlisok megkdzelitik az Ucnl tartalmd neuronokat az EWcp
tertletén patkanyban (Kozicz T., kozlés alatt). A PACAP hiany 43.46%-kal csokkenti a
c-Fos expresszid meértékét az EWcp terlletén egérben, mely mag a kuldnféle
stresszorok hatasara eltér6 modon reagal patkanyban (Gaszner és mtsai., 2004., 2009.)
és egertorzsekben (Ryabinin és mtsai., 1999). Az urokortinerg idegsejtek az EWcp
magbol elsdsorban a DR ¢és a vLS teriiletére vetiilnek, ahol a stresszvéalasz

modulalasaban vesznek részt (Bittencourt és mtsai., 1999., Kozicz 2007., 2010.).

1.2.6. Periaqueductalis szirkeallomany

A PAG PACAP tartalmu rostok beidegzese alatt all, és dorsalis részének szerepe
felmerult a szorongasos korképek kialakulasaban (Graeff és Zangrossi 2010.). A nem
stresszelt génhidnyos és vad tipusu allatok kozott egy alap c-Fos expresszid kilonbséget
talaltunk, mely alapjan feltételezhetjiik, hogy ez a teriillet hozzajarulhat a megfigyelt

viselkedési eltérésekhez. Erdekes, hogy a FST stresszt kovetden ez a kiilonbség eltiinik.
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A PAG laterdlis részet, mint a leszallé antinociceptiv rendszerek kdzpontjat, behatdan
tanulméanyoztak (Heinricher és mtsai., 2008.). A PACAP defficiens egerekrdl kordbban
kimutattuk, hogy fajdalom modellekben megvaltozott c-Fos valaszt adnak a PAG
tertletén (Sandor és mtsai., 2010.). A IPAG teriiletén erds stressz-genotipus interakciot
tapasztaltunk, és a nem stresszelt allatokndl az alap neurondlis aktivitasban is
kilonbséget talaltunk, mely magyarazhatja a PACAP KO egérre jellemz6 karosodott

nocifenziv viselkedést.

1.2.7. Nucleus raphe dorsalis

Az egyes agyteriileteket 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a c-Fos vélasz
csokkenésének mértékét illetéen a leger6sebb hatas a DR teriiletén mutatkozott, ahol
78%-0s sejtszam csokkenést tapasztaltunk. Ismert, hogy a DR szerotoninerg
idegsejtjeinek kdzponti szerepe van a stresszel kapcsolatos szorongasi korkeépek és
hangulatzavarok kialakuldsaban (Bouwknecht és mtsai., 2007., Lowry és mtsai., 2008.,
Savitz és mtsai., 2009., Valentino és mtsai., 2010.). Bar a DR csak gyenge PACAP
beidegzést kap (Hannibal 2002.), a peptid hianya nagy hatassal van a mag c-Fos
reaktivitasara, mely arra utal, hogy a PACAP nem csak direkt modon hathat a DR-ra,
hanem valamely méas agyteriilet kdzvetitése atjan is. llyen terlilet lehet az EWcp, mely a
PACAP rostok altal szallitott informaciot tovabbitja a DR felé (Kozicz 2010., Neufeld-
Cohen és mtsai., 2010.). Tovabbi kutatasok szlkségesek annak tisztazasara, hogy
hogyan miikddnek a szerotonin rendszerek PACAP hianyban, és hogy mikent

befolyasolja a DR az ismert viselkedési eltéréseket.

1.3. Kovetkeztetések

Eredmeényeink alatdmasztjak a kordbbi tanulmanyokban megfigyelt markans
viselkedésbeli eltéréseket PACAP KO egereken szorongasi és depresszid modellekben.
Ez az els6 olyan tanulmany, amely bizonyitja, hogy a PVN és a MeA mellett szamos
stressz rendszer csokkent azonnali génexpresszioval reagal akut stresszre, és hogy a
PACAP hianyanak hatasa agyterulet-specifikus is egyben. Ezek alapjan feltételezhetjik,
hogy a PACAP hianynak moduldlé szerepe lehet a stressz (mal)adaptacio
szabalyozésaban, mely csokkent szorongési szinthez vezet a peptid hianyéban.
Eredményeink alapjan azonositottunk néhany olyan agyteriletet, melyeknek kdzponti

szerepe lehet a megfigyelt viselkedési eltérésekben.
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2. PACAP génhianyos egerek vizsgalata kronikus variabilis enyhe

stressz modellben viselkedesi es funkcionalis morfoldgiai modszerekkel
Munkéank soran a CVMS modell (Willner 2005.) vizsgélatat végeztik el PACAP KO
nyerjink bepillantast, és hogy tovabbi vizsgalatokat végezzink a PACAP
stresszadaptacioban betoltott szerepének tisztazasara. Ez az elsé tanulmany, mely a
PACAP KO dllatokat a CVMS modellben vizsgalja antidepresszans kezelésben
részesitett csoportok bevonésaval a hatés visszafordithatdsdganak tesztelése céljabol. Az
alabbiakban eredményeink fizikai, viselkedési, endokrinologai és funkcionalis

morfologiai szempontok szerint értelmezzik.

2.1. A modell validitasa

A CVMS hatasat az allatok csokkent testtdmeg-gyarapodasa tdmasztotta ala, mely
egyeb CD1 egereken végzett kutatdsokkal dsszhangban van (Boleij és mtsai., 2014.,
Rabasa és mtsai., 2015., Harris 2015.). A CVMS nem csokkentette a PACAP KO
egerek testtbmegét, mely Mustafa és mtsai. (2015.) eredményeivel egyezik meg. Az
imipramin csokkentette a stressznek ki nem tett WT allatok testtémegét, mely jelenséget
mas laboratériumok is kimutattdk mind patkanyban (Lewis és mtsai., 1983.), mind
egérben (Zhao és mtsai., 2015.).

A CVMS modell validitasat tdmasztja ala tovabba a WT egerek mellékvesetdmegének
CVMS paradigma hatasara bekovetkezé novekedése is (Bali és mtsai., 2015.). Ezzel
ellentétben, a CVMS nem okozott emlitésre méltd mellékvesetdmeg ndvekedést a
PACAP KO egerekben. Ennek magyarazataul szolgélhat az az uj megfigyeléstnk, mely
szerint a stressznek ki nem tett PACAP KO egerek mellékveséje nagyobb tomegii, mint
a vad tipusu kontrolloké. Az a megfigyelésink, miszerint a CVMS nem okoz
mellékvesetomeg novekedést PACAP KO allatokban, jol korreldl a HPA tengely
csokkent aktivitidsaval, melyet CORT mérések tmasztottak ala (jelen tanulmany, Storth
és Eiden 2010., Tsukiyama és mtsai., 2011., Mustafa és mtsai., 2015.). A CVMS éltal
kivaltott CORT emelkedés minden stresszelt WT csoportban megfigyelheté volt, mely
tovabbi érv a modell validitdsa mellett. Az a megfigyelés, hogy az imipramin nem
normalizadlta a CORT értékeket a WT egereinknél, azzal az ismert ténnyel
magyarazhat0, hogy az imipramin hatasossaga attol is fuigg, hogy milyen egértorzset

vizsgalunk (Ibarguen-Vargas és mtsai., 2008.).
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A viselkedési tesztek eredményeit illetéen, tekintetbe véve a viszonylag kis
elemszambol adodo technikai korlatokat is, megallapithatjuk, hogy a modell hatékonyan
novelte a FST-ben az immobilitasi id6t WT egerekben, mely a CVMS hatékonysagat
tamasztja ala. Kezeletlen PACAP KO egereink emelkedett immobilitasi szinttel
rendelkeztek, habar ez a kilonbség nem volt szignifikans a korabbi Kkisérletek
eredmeényeivel ellentétben (Hashimoto és mtsai., 2001., Gaszner és mtsai., 2012.).
Fontos kiemelni, hogy a vivéanyaggal kezelt WT egerek immobilitasi szintje viszonylag
magas volt (24.H. adbra ‘a’ oszlop) melyet az intraperitonealis injekciok altal okozott
stresszhatas magyarazhat.

Maés kutatocsoportok C67BL6/N alapon létrehozott PACAP génhianyos egereket
vizsgalva (Lehmann és mtsai., 2013.) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PACAP
gén delécidja csokkenti a depresszio szintet. Ezzel dsszhangban Hattori és mtsai.
(2012.) C57BL/6J x 129SVEvV hibrid alapon tenyésztett PACAP KO egerek vizsgalata
sorén enyhén csokkent depresszio szintet talaltak. Az ebben a kisérletben végzett FST
eredményeinek értékelése arra utal, hogy a CVMS a PACAP KO allatok viselkedésében
mélyrehatd viselkedési valtozasokat idézett el6 FST-ben. Az eredmények arra utalnak,
hogy az enyhe stressz paradox modon csdkkenti a depresszid-szerii viselkedést a CD1
alapon tenyésztett PACAP KO egereinknél, és az immobilitasi idé az imipramin kezelt
kontroll KO egerek szintjére csdkkent a Lehmann és mtsai. (2013.) altal leirtakkal
0sszhangban.

Osszefoglalva, a WT CD1 allatok a stresszhatas okozta klasszikus fizikai,
endokrinoldgiai és viselkedési jeleket mutatjak, mely a modell validitasat tamasztja ala.
Meg kell allapitanunk, hogy eredményeink a kisérletben nem tdmasztjak ala a CD1
torzsbe tartoz6 PACAP KO allatok depresszio-szerii fenotipusat. Mindazonéltal
kétségtelen, hogy ezek az allatok csokkent vélaszkészséget mutatnak a CVMS
expoziciora. Folyamatban 1év6 kisérletiinkben ezért tovabbi stressz faktorok hatasanak
vizsgalataval egészitjuk ki a CVMS paradigméat, hogy egy megbizhatdbb depresszio
modellt fejleszthessink ki a PACAP génhidnyos egerek felhasznalasaval (Gaszner és
mtsai., 2013., 2014., Farkas és mtsai., 2016.).

2.2. A FosB neuronalis aktivitas mintazata
A FosB expresszio feltérképezése egy széles korben hasznalt eszkéz az idesejtek
aktivitasanak értekelésére (Nestler és mtsai., 1999., Perrotti és mtsai., 2004.,

Sterrenburg és mtsai., 2011., Vialou és mtsai., 2015.). Az altalunk hasznalt FosB
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antitest a teljes hosszUsagu FosB es a delta FosB fehérje minden splice variansat
felismeri (Perrotti és mtsai., 2004., Vialou és mtsai., 2015.). Az utobbi izoforma az,
amely a kronikus stressz adaptacié folyamataban szerepet jatszik (Nestler és mtsai.,
1999., Perrotti és mtsai., 2004., Sterrenburg és mtsai., 2011.). Jelen Kisérletinkben a
CVMS-nek kitett egereinket 16 6raval a perfizio el6tt tettiik ki az utolsé enyhe (nedves
alom) stresszornak. A teljes hosszisagu FosB és a delta FosB fehérjék felezési idejét
tekintetbe véve (Kovacs 1998., Carle és mtsai., 2006.) azt feltételezziik, hogy a FosB
adataink a delta FosB expresszidt mutatjak.

A Kisérletben azt talaltuk, hogy az intraperitonealis vivOanyag illetve az imipramin
injekcid ndvelhette a bazalis FosB expressziot egyes allatokban. Annak érdekében hogy
az ezen csoportok kozti Gsszehasonlitast elkeriljik, eredményeinket két adatsorra
bontva értékeltink, melyet a 1.-es tablazat szemléltet.

A CVMS szignifikans valtozast okozott a FosB expresszidban a kisérletiinkben vizsgalt
18 agyterulet kozul 11-ben (CeA, MeA, BSTdm, BSTov, DG, VLS, pPVN, mPVN,
IPAG, EWcp, DR). Két tovabbi stresszérzékeny teriiletet, a hippocampus CAL aredjat és
a BSTv-t, a stresszhatés x genotipus interakcio befolyasolta a stressz féhatasa nélkiil. (4.
tablazat). Ezek az eredmények tovabbi bizonyitékként szolgalnak a CVMS paradigma
validitasara, mivel a vizsgalt stresszadaptacios kdzpontok tobb mint fele érintett volt a
modellben.

Az imipramin hatdsa a FosB expressziora négy agyteriletre korlatozddott (CeA, MeA,
VLS, pPVN). Ezen kivil a stressz és a kezelés interakcidja a DR teriletén, valamint a
kezelés x genotipus kolcsonhatds a BSTdm, BSTv, CAl, CA3 aredkban és a DG
tertletén befolyasolta a FosB expresszidt. A post hoc tesztek azt mutattak, hogy a
CVMS FosB-re kifejtett hatasat a kezelés csak a BSTdm (6sszehasonlitva a 27.C. abra
megfelel ‘e’ és ‘g’oszlopat) és a DR teriletén (28.E. abra ‘e’ és ‘g’ oszlop) forditotta
vissza. Az imipramin kezelés FosB kifejez6désre gyakorolt viszonylagos hatastalansaga
annak is betudhatd, hogy a PACAP KO egerekben a FosB expresszid ndvekedés
majdnem teljes mértékben elmaradt, ezért a kezelés nem csdkkenthette tovabb a kdzel
bazalis szintli FosB sejtszamokat. Mivel az imipramin kezelés hatasossaga a fizikai és
endokrinologiai paraméterek tekintetében is korlatozott volt, ezért a jovObeni kutatasok
soran felmeriil annak a lehet6sége, hogy hosszabb idétartamu vagy nagyobb dézisu
kezelést, esetleg mas hatdéanyagot hasznaljunk.

Eredményeink értékelése soran két fontos limitalé szempontot kell tekintetbe venniink:

Els6ként azt, hogy a FosB jel6lés nem mutat ki bizonyos funkcionalis szempontbol
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esetleg nagy jelent6séggel biréd valtozasokat, melyek az idegsejtek gatlasaban
nyilvanulnak meg (Kovécs 2008.). Mésodszor, habar a feltételezheté kompenzatorikus
valtozasokat korabbi kutatisok kizartak (Girard és mtsai., 2006.), nem szabad figyelmen
kivul hagyni annak lehetéségét, hogy a PACAP KO allatokban valamely szamunkra

ismeretlen kompenzatorikus valtozasok kovetkezhettek be az egyedfejlodés soran.

2.3. APACAP hianya agyteriilet és stresszorfiiggé médon befolyasolja a FosB
expressziot

Az ANOVA teszt kilenc post hoc 6sszehasonlitast tett lehetévé a kezeletlen WT és KO
egerek esetében CVMS-t kovetben. Ezek koziil nyolc régidban a FosB valasz csokkent
(4. téblazat). A PACAP KO éllatok stressz altal kivaltott idegsejtaktivitds mintazatan
veégzett vizsgalataink arra utalnak, hogy a PACAP stresszor- és agyterulet specifikus
modon befolyésolja az idegsejtekben megfigyelhetd valaszt mind CVMS-ben (Kormos
és mtsai., 2016.) mind a FST-et kovetéen (Gaszner és mtsai., 2012.). A PACAP
szlikséges a kronikus stresszben bekdvetkezd FosB valasz kifejlodéséhez a pPVN, CeA,
BSTdm, BSTov, BSTv, CAL, VLS és DR teriiletén. Mivel az utobbi hét limbikus tertlet
afferens dsszekottetésben van a PVN-nel, illetve a periPVN régidval (Risold és
Swanson 1997., Larsen és mtsai., 1996., Hammack és mtsai., 2010., Ulrich-Lai és
Herman., 2009.), nem meglep6 hogy a legnagyobb hatéast a pPVN teriiletén figyelhettiik
meg. Kétségtelen az is, hogy a PACAP nagymertékben 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 hiénya funkcionalis valtozasokat
okoz a HPA tengely miikddésében, és valamelyest ellentmondé viselkedési fenotipussal
jar (Storth és Eiden., 2010., Tsukiyama és mtsai., 2011., Gaszner és mtsai., 2012.,

Lehmann és mtsai., 2013.).

2.4. APACAP KO egerek CRF neuronjai a BSTov teruletén nem aktivalédnak
CVMS hatésara

Korabbi munkank eredményei alapjan azt feltételeztik, hogy a CVMS befolyasolhatja a
BSTov-CRF neuronok aktivitasat. A CVMS megndvelte a FosB aktivitast a CRF
neuronokban a WT egerekben, ezzel szemben ezt a PACAP KO allatokban nem
figyelhettiik meg. A teljes FosB és a CRF-FosB sejtek szdmanak 6sszehasonlitasa soran
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a FosB immunreaktivitds emelkedése a CRF
neuronokra specifikus jelenség az BSTov terlletén. A CRF sejtek szamanak értékelése

alatamasztja azt, hogy a PACAP hiany befolyasolja az BSTov-CRF neuronokat.
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A BST CRF neuronjairdl ismert, hogy azok patkanyban PACAP tartalmd rostok
beidegzése alatt allnak (Kdves és mtsai., 1994., Kozicz és mtsai., 1997.). A CVMS
néveli mind a PACAP, mind a PAC1 receptor mRNS-einek transzkripciojat a BST-ben,
tovabba a BST-be adott PACAP injekcidé noveli a szorongasi szintet, (Hammack és
mtsai., 2009.) mig a PACL receptor hianya ellentétes hatassal bir. A CRF expresszio
megvaltoztatadsa a BST terlletén noveli a depresszid-szerli viselkedést (Regev és mtsai.,
2011.), mely azt sugallja, hogy a PACAP-CRF interakcié részt vesz a hangulat
szabalyozasaban (Hammack és mtsai., 2010.). Azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
PACAP KO egerekben megfigyelt csokkent BSTov-CRF aktivitds hozzajarulhat a
viselkedési fenotipusban megnyilvanul6 valtozasokhoz.

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

Sikertilt bizonyitanunk feltételezésiinket, miszerint a PACAP hiany CVMS soran KO
egerekben befolyésolja az Ucnl neuronokat: a PACAP KO egerek Ucnl neuronjai nem
mutattak FosB expresszio emelkedest CMVS hatésara, mely korabbi eredményeinkkel
0sszhangban van, ahol a EWcp c-Fos expresszigjat tanulmanyoztuk (Gaszner és mtsai.,
2012.). Tovabba az Ucnl immunjel denzitasa csokkent a WT egereinknél CVMS
expoziciot kovetéen, mely egybevdg a korabbi tanulmanyokban (Korosi és mtsai.,
2005., Kozicz és mtsai., 2008.) taglaltakkal. Mindezek alapjan arra kdvetkeztetiink,
hogy a PACAP szabalyozhatia 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 tertletén, tovabba
egy erds, harmadrendli interakciot taldltunk a CVMS, a genotipus és a kezelés kozott,
mely arra utal hogy a DR 5-HT neuronjait ez a modell befolyasolja. (7. tablazat).
Hashimoto és munkatarsai (2001.) ezzel egybehangzban 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 tartalmt rostslirliséget figyelt meg a
patkany DR teriletén. Erre magyaradzatot szolgaltathat az urokortinl (Kozicz 2010,
Gaszner és mtsai., 2012.) és a CRF. Ezt alatamasztja az is, hogy Waselus és

munkatarsai (2009.) mindkét CRF receptort kimutattdk a DR sejtjein, melyek
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megjelenését a stressz eltérden befolydsolja. 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.), meghatarozhatjak a DR-5-HT
neuronok aktivitasat, melyek pedig a HPA tengelyre (Jgrgensen 2007.) és a viselkedésre
(Neufeld-Cohen és mtsai., 2010., Kozicz 2010.) vannak hatéssal.

2.7. Kbvetkeztetések

A CVMS alkalmas modell a depresszio tanulmanyozasara CD1 egeértorzsben. A
PACAP hiany egérben a HPA csokkent aktivitdsaval és a pPVN idegsejtjeinek markans
aktivitas-csokkenésével jar egyutt. A CVMS altal kivaltott FosB aktivitasanak csokkent
volta azokon a limbikus terlleteken, melyek a PVN vagy a periPVN terilettel
Osszekottetesben 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.)] hozzéjarulhatnak a HPA tengely csokkent érzékenységéhez. Arra
kovetkeztethetiink  tehat, hogy a PACAP a magasabb rendli kozpontok
stresszadaptacioja szempontjabdl is nélkildzhetetlen.

Azok az eredményeink, hogy a a) BSTov CRF- és az b) EWcp Ucnl neuronjai nem
reagadlnak a CVMS-re PACAP KO egerekben, tovabba ezen egértérzsben c) a
kontrollban magasabb bazalis szerotonin tartalom a DR teriiletén CVMS hatasara
csokkent, hozzajarulhatnak a HPA tengely csokkent aktivitasahoz és a depresszio-szeri
viselkedési mintazathoz. Eredményeink egyik limitacioja, hogy ebben a kisérletben a
CD1 alapon tenyésztett PACAP KO egerek fenotipusa nem volt egyértelmiien
depresszidra utald, illetve az imipramin kezelés nem forditotta vissza a stressz fizikai és
endokrinologiai hatasait.

Tovabbi kutatdsaink sordn egyéb stresszorokkal egészitjik ki a CVMS-t annak
érdekében, hogy megbizhatd depresszi6 modellt fejlessziink, melyet SSRI kezelés
segitségével is validalni szeretnénk (Gaszner és mtsai., 2013., 2014., Farkas és mtsai.,
2016.).
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V1. Uj eredmények osszefoglalasa

1.

3.

4.

Elséként bizonyitottuk, hogy a PVN és a MeA mellett sz&mos stressz rendszer
csokkent azonnali gén expresszioval reagadl PACAP hidnyban akut stresszre, és
hogy a PACAP hianyanak hatasa agyterlet specifikus is egyben. Ezek alapjan
feltételezhetjuk, hogy a PACAP hiadnynak moduldlo szerepe lehet a stressz
(mal)adaptacié szabalyozésdban, mely csokkent szorongasi szinthez vezet.
Azonositottunk néhany olyan agytertletet, melyeknek kdzponti szerepe lehet a

megfigyelt viselkedési eltérésekben.

Ez az els6 tanulmany, mely a PACAP KO egereket a CVMS modellben
vizsgélja 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 egyutt.

A CVMS éltal kivaltott FosB aktivitas csokkent volta a vLS, DR, a CeA, MeA,
BSTov, és a BSTdm terlletén hozzajarulhatnak a HPA tengely csokkent
érzékenységéhez, amelybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PACAP jelenléte a
magasabb  rendi = koOzpontok  stresszadapticidja  szempontjabol s

nélkilozhetetlen.

Elséként kozoltiik, hogy a) a BSTov CRF- és b) az EWcp Ucnl neuronjai nem
reagalnak a CVMS-re PACAP KO egerekben, tovabba ezen egértdrzsben c)
csokkent a DR bazalis szerotonin tartalma. Ezek az anomaliak hozzajarulhatnak
a HPA tengely csokkent aktivitasdhoz és a depresszid-szerli viselkedési

mintazathoz.
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MeA, CeA, CORT CeA, MeA, a BSTov aEWcp DR
BLA. BSTowv, BSTov. BSTdm, teriiletén teriiletén teriiletén
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32. dbra: Legfontosabb eredményeink dsszefoglalasa. A piros ellipszissel kiemelt felsé
panel a nem stresszelt (kontroll) PACAP KO éallatokban megfigyelt eltéréseket mutatja
a stressznek ki nem tett (kontroll) PACAP vad tipusu egerekkel dsszehasonlitva. A bal
alsé tablazat az akut, a jobb alsé a kronikus stressz hatasara bekovetkezé valtozasokat
reprezentdlja ugyanezen egértérzsnél. Piros nyilak a novekedést, kék nyilak a
csokkenést, athizott karikak pedig a valtozas hianyat abrézoljak. (Kontroll PACAP KO:
nem stresszelt PACAP hianyos allat, 5SHT: szerotonin, DR: nucleus raphe dorsalis, OF:
open field teszt, LDB: light dark box teszt, MB: marble burying teszt, FST: forced swim
teszt, CVMS: krénikus 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, BSTdl: 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 projekciéju Edinger-Westphal mag, pPVN: nucleus paraventricularis
hypothalami parvocellularis része, mPVN: nucleus paraventricularis hypothalami
magnocellularis része, IPAG: periaqueductalis szlrkeallomany lateralis része, CORT:
kortikoszteron, CAl: cornu Ammonis 1. sz&mi régidja, DG: gyrus dentatus, CRF:
corticotropin releasing factor, Ucnl: urokortin 1, HPA-tengely: hipotalamusz-hipofizis-
mellékvese-tengely)
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-HT: szerotonin
ACTH: adrenocorticotropic hormone
ANOVA: analysis of variance = variancia analizis
BLA: nucleus basolateralis amygdalae
BSTdl: nucleus interstitialis striae terminalis dorsolateralis almagja
BSTdm: nucleus interstitialis striae terminalis dorsomedialis almagja
BSTov: nucleus interstitialis striae terminalis ovalis almagja
BSTv: nucleus interstitialis striae terminalis ventralis almagja
CAL: cornu Ammonis 1 region of the hippocampal formation = cornu Ammonis 1.
szamu régidja
CA3: cornu Ammonis 3 region of the hippocampal formation = cornu Ammonis 1.
szamu régidja
CeA: nucleus centralis amygdalae
CORT: kortikoszteron
CREB: cAMP responsive element binding factor
CRF: corticotropin releasing factor
CVMS: chronic variable mild stress = kronikus variabilis enyhe stressz
DAB: diaminobenzidin
DG: dentate gyrus = gyrus dentatus
dLS: nucleus septi lateralis dorsalis része
dPAG: periaqueductalis szlirkeadllomany dorsalis része (substantia grisea centralis, pars
dorsalis)
DR: nucleus raphe dorsalis
EDTA: ethylene-diamine tetra-acetic acid = etilén-diamin-tetraecetsav
EWcp: centralis projekcioju Edinger-Westphal mag
FST: forced swim test = er6ltetett uszas teszt
GABA: gamma-aminobutyric acid = gamma-amino-vajsav
HPA axis: hypothalamo-pituitary-adrenal axis = hipotalamusz-hipofizis-mellékvese
tengely
ir: immunreaktiv
KO: knockout = génhianyos tipus
LDB: light dark box teszt

IPAG: periaqueductalis sziirkeallomany lateralis része (substantia grisea centralis, pars
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lateralis)
MANOVA: multifactorial analysis of variance = multifaktorialis variancia analizis
MB: marble burying teszt
MeA: nucleus medialis amygdalae
mPFC: medialis prefrontalis cortex
mPVN: nucleus paraventricularis hypothalami magnocellularis része
NDS: normal donkey serum = normal szamar szérum
NGS: normal goat serum = normal kecske szérum
OF: open field teszt
PACAP: Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide = hipofizis adenilat-ciklaz
aktivalo polipeptid
PBS: phosphate buffered saline = foszfat pufferelt fizioldgias sdoldat
POMC: pro-opiomelanokortin
pPVN: nucleus paraventricularis hypothalami parvocellularis része
PVN: nucleus paraventricularis hypothalami
SEM: standard error of the mean = az atlag standard hibaja
SNRI: szerotonin-noradrenalin reuptake inhibitor
SSD: specific signal density
SSRI: szelektiv szerotonin reuptake inhibitor
Ucnl: urokortin 1
VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid
VLS: nucleus septi lateralis ventralis része

WT: wild type = vad tipus
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FUGGELEK

ANOVA PACAP A PACAP A PACAP KO és
o immun- KO ésvad | vad tipust egerek
(F és p értékek)
reaktiv rostok tipust c-Fos
relativ egerek stresszvalaszanak
stressz genotipus interakcio denzitasa stresszre 6sszehasonlitasa
(Hannibal, adott c-Fos (Fisher féle post
2002) valasz hoc tesztek p
er§sségének értékei)
osszehasonli
tasa
CEA F=50.97 F=0.79 F=1.62 it 21% 0=0.14
p<0.00001 p=0.38 p=0.22
MeA F=47.02 F=0.41 F=1.24 .t -19% 0=0.23
p<0.0001 p=0.52 p=0.28
BLA F=80.27 F=0.94 F=5.51 N 27 5% 0=0.032
p<0.0001 p=0.34 p<0.04
BSTov | 79252 F=9.26 F=10.97 —— -63.84% p=0.0003
p<0.0001 p<0.01 p<0.01
BSTdI F=51.05 F=4.93 F=9.09 et -401% p=0.0019
p<0.0001 p<0.05 p<0.01
BsTdm | -40-10 F=0.64 F=3.62 - 27% p=0.073
p<0.0001 p=0.43 p=0.07
BSTv F=50.94 F=0.02 F=8.40 . 2506 0=0.046
p<0.00001 p=0.88 p<0.02
dLs F=37.43 F=0.35 F=1.88 ot -24.58% p=0.18
p<0.0001 p=0.55 p=0.19
VLS F=31.16 F=5.85 F=2.17 n -45.9% p=0.011
p<0.0001 p<0.03 p=0.16
EWcp F=164.56 F=5.34 F=23.87 + 43.4% p=0.000012
p<0.000001 p<0.01 p<0.001
DR F=96.13 F=40.75 F=49.10 ¥ 78.61% P<0.0000001
p<0.000001 | p<0.00001 | p<0.000001
dPAG F=49.38 F=9.23 F=5.93 it -4.83% 0=0.67
p<0.00001 p<0.01 p<0.03
IPAG F=225.14 F=1.5971 F=41.45 n 21.72% p=0.0021
p=0.000001 p=0.22 p<0.00001
MPVN F=64.09 F=0.65 F=15.97 bt -36.04% p=0.0035
p<0.00001 p=0.41 p<0.01
ppyN | =891 F=1.49 F=14.43 T -36.46% p=0.0026
p<0.0000001 p=0.23 p<0.01

3. tablazat: A c-Fos immunreaktiv sejtszamokon végzett statisztikai eredmények
0sszefoglalasa, parhuzamba allitva az egyes stresszben szerepet jatszo teriiletek PACAP
immunreaktiv rostjainak denzitdsdval Hannibal (2002.) alapjan, valamint a c-Fos
reaktivitas gyengulésének mértekével PACAP hianyban. (A statisztikailag szignifikans
értékeket felkover betiitipussal emeltiik ki.)
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Két utas ANOVA A FosB expresszio
Fohatasok Interakci6 kilénbség nagysaga a
Agy- CVMS genotipus CVMS x stressznek kitett WT
teriilet genotipus es KO egerek kozott
(Fisher- féle post hoc
teszt)
CeA F3.22 5.25 8.57 9.01 -54.74%
D <0.04 <0.02 <0.01 p<0.001
MeA F3.22 8.55 2.05 1.04
p <0.01 0.16 0.32
BLA F3.22 0.14 0.40 0.70
p 0.70 0.53 0.41
BSTdm F3.22 5.65 4.60 6.61 -56.96%
p <0.04 <0.05 <0.03 p<0.01
BSTdl F3.22 0.05 3.80 2.08
p 0.81 0.07 0.17
BSTov F3.22 10.12 9.32 7.44 -47.59%
p <0.01 <0.01 <0.02 p<0.001
BSTv F3.22 0.03 0.04 12.27 -51.33
p 0.84 0.83 <0.01 p<0.03
CAl F3.22 2.76 7.00 5.62 -67.77%
p 0.11 <0.02 <0.04 p<0.01
CA3 F32 0.01 0.14 2.20
p 0.99 0.71 0.15
DG F3.22 8.15 0.16 0.48
p <0.02 0.69 0.49
VLS F3.22 14.66 3.65 6.20 -61.07%
p <0.01 0.08 <0.04 p=0.01
dLS F32 2.27 0.34 0.15
p 0.15 0.56 0.70
pPVN F3.22 50.79 2.58 51.28 -81.79%
p <0.00001 0.12 <0.00001 p<0.00001
mPVN F3.22 6.20 2.88 2.09
p <0.03 0.11 0.16
dPAG F3.22 0.31 0.005 2.54
p 0.58 0.94 0.12
IPAG F3.22 5.14 0.16 4.63 -19.47%
p <0.04 0.69 <0.05 p=0.08
EWcp F3.22 6.56 0.14 0.32
p <0.03 0.70 0.57
DR F3.22 18.21 1.72 8.44 -58.53%
p <0.001 0.20 <0.01 p<0.01

4. tablazat: A két utas varianciaanalizis (ANOVA) segitségével végzett statisztikai
elemzések 0sszefoglaldja. Az injekcids kezelésben nem részesult egerek mintain vegzett
FosB immunfestés eredményei (1. adathalmaz). A jobb oldali oszlop 6sszegzi, hogy a
genotipus milyen mértékben befolyasolja a FosB expresszidt a Fisher-féle post hoc teszt
eredményei szerint. RoOviditések: nucleus centralis (CeA), medialis (MeA) et
basolateralis (BLA) amygdalae; nucleus dorsomedialis (BSTdm), dorsolateralis
(BSTdI), ovalis (BSTov) et ventralis (BSTv) nuclei interstitialis striae terminalis. A
hippocampus CA1, CA3 régidi és a gyrus dentatus (DG); ventralis (vLS) es dorsalis
(dLS) almagok a nucleus lateralis septi tertiletén; pars parvocellularis (pPVN) et
magnocellularis (mPVN) nuclei paraventricularis hypothalami, dorsalis (dPAG) és
lateralis (IPAG) periaqueductalis szlrkeallomany, EWcp: centralis projekciéju Edinger-
Westphal mag; DR: nucleus raphe dorsalis. CVMS: krénikus variabilis enyhe stressz;
WT: vad tipusu, KO: a PACAP génhianyos (knockout) egér. A szignifikans értékeket
félkoveér betiitipussal emeltiik ki.
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MANOVA
Féhatasok Interakciok
Agy-

terulet n o g X x 4 x @ x x &
= 3 = 23 2= 8 = 238 s

> b 2 s§ |32 |®¢ S%E

(@] X D X ) L @ L @

> (@] O X o Ox o

CeA Fra1 9.26 8.43 2.14 2.39 0.17 4.22 1.40
p <0.01 <0.01 0.15 0.13 0.67 <0.05 0.24

MeA Fr40 28.46 7.28 0.03 0.59 0.01 3.37 0.62
p <10* <0.02 0.84 0.44 0.91 0.07 043

BLA Fra1 177 0.30 121 1.87 0.11 156 0.03
p 0.19 0.58 0.27 0.18 0.73 0.22 0.84

BSTdm | Frao 18.33 0.01 456 0.01 2.94 6.85 5.08
p <0.001 0.90 <0.05 0.94 0.09 <0.02 <0.04

BSTdl | Fra 0.83 0.12 2.23 0.03 0.45 0.04 0.06
p 0.36 0.72 0.14 0.85 0.50 0.83 0.80

BSTov | Frao 0.53 253 15.67 0.14 1.02 2.29 0.31
p 0.47 0.12 <0.001 0.70 0.32 0.14 0.58

BSTv Fra1 0.70 1.80 111 0.36 0.03 7.81 0.05
p 0.40 0.18 0.29 0.54 0.85 <0.01 0.81

CAlL Fra1 0.15 0.06 2.92 253 131 4.79 1.37
P 0.69 0.80 0.09 0.12 0.26 <0.04 0.24

CA3 Fra1 0.10 0.30 132 1.30 053 4.44 1.05
p 0.74 0.58 0.25 0.26 047 <0.05 0.31

DG Fr40 2.39 0.89 0.28 3.17 0.08 4.41 272
p 0.13 0.35 0.60 0.08 0.77 <0.05 0.11

vLS Fra1 20.02 4.92 5.32 176 6.90 0.61 0.61
p <0.001 <0.04 <0.03 0.19 <0.02 0.44 0.43

dLsS Fra1 1.18 0.30 1.20 0.65 0.43 0.03 0.12
p 0.28 0.58 0.28 0.42 051 0.85 0.72

PPVN | Fra 5.67 15.14 33.91 9,61 0.006 0.29 0.82
P <0.03 <10 <10* <0.01 0.93 0.59 0.37

MPVN | Fra 8.46 1.08 0.03 0.06 0.09 0.56 1.53
p <0.01 0.30 0.85 0.79 0.76 0.45 0.22

dPAG | Fra 2.61 0.0005 1.98 0.03 0.0001 0.48 0.009
p 0.11 0.98 0.16 0.84 0.99 0.49 0.97

IPAG Fra1 1553 0.17 0.09 0.0001 0.49 0.22 0.10
p <0.001 0.67 0.76 0.99 0.48 0.63 0.74

EWcp | Frao 0.91 0.01 11.12 05 14.43 132 0.10
p 0.34 0.97 <0.01 048 | <0.001 0.25 0.74

DR Fra1 23.87 1.60 7.00 4.66 4.88 3.03 0.74
p <10* 0.21 <0.02 <0.04 | <0.04 0.09 0.39

5. téblazat: A multifaktoridlis varianciaanalizis (MANOVA) eredményeinek

osszefoglaloja.

A FosB

immunhisztokémia eredményei,

melyek az

injekcios

kezeléseken atesett allatok mintaibol szarmaznak (2. adathalmaz). Roviditések: nucleus
centralis (CeA), medialis (MeA) et basolateralis (BLA) amygdalae; nucleus
dorsomedialis (BSTdm), dorsolateralis (BSTdl), ovalis (BSTov) et ventralis (BSTv)
nuclei interstitialis striae terminalis. A hippocampus CA1, CA3 régidi és a gyrus
dentatus (DG); ventralis (VLS) és dorsalis (dLS) almagok a nucleus lateralis septi
teriletén; pars parvocellularis (pPVN) et magnocellularis (mPVN) nuclei
paraventricularis hypothalami, dorsalis (dPAG) és lateralis (IPAG) periaqueductalis
szlrkeallomany, EWcp: centralis projekcioju Edinger-Westphal mag; DR: nucleus
raphe dorsalis. CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz; WT: vad tipust, KO: a
PACAP génhidnyos (knockout) egér. A szignifikdns értékeket félkovér betlitipussal
emeltik ki.
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Két utas ANOVA

Agyterilet é
@ S
> e X 5
© 3 Q=
>
@)
CeA CRF-FosB F322 7.19 10.38 8.34
kolokalizacié p <0.02 <0.01 <0.02
CRF sejtszam F3,22 0.63 0.21 0.07
p 0.43 0.65 0.79
CRF SSD F3.22 0.004 0.53 3.25
p 0.95 0.47 0.09
EWcp Ucnl-FosB F322 7.68 12.44 4.06
kolokalizacio p <0.02 <0.01 0.06
Ucnl sejtszdm F3.22 0.81 5.37 0.62
p 0.38 <0.04 0.44
Ucnl SSD Fs22 0.14 0.80 0.65
p 0.71 0.38 0.43
DR 5-HT sejtszam F3.22 3.37 4.84 4.56
p 0.08 <0.05 0.052
5-HT SSD F322 46.61 7.19 18.42
p <10 <0.02 <0.001

6. tablazat: A két utas varianciaanalizissel (ANOVA) végzett statisztikai elemzesek
osszefoglaloja, mely az injekcios kezelésben nem részesilt egerek mintain végzett
kettds jelolések eredményeit elemzi (1. adathalmaz). Corticotropin releasing factor
(CRF), urokortin 1 (Ucnl) illetve szerotonin (5-HT) jel6léseket végeztiink a FosB

kimutatds mellett.

(5-HT neuronokban nem figyeltink meg értékelhetd FosB

immunjelet.) CeA: nucleus centralis amygdalae, EWcp: centralis projekciéju Edinger-
Westphal mag; DR: nucleus raphe dorsalis. CVMS: krénikus variabilis enyhe stressz;
SSD: specifikus jeldenzitas. A szignifikans értékeket félkoveér betiitipussal emeltiik ki.
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MANOVA
Fohatasok Interakciok
Agy-
terdlet " »
8 2 = 3
0 2 g 5 T o
o |8 |32 g e 5 g2
S N IS] X = x x ©
o | & 5 2 o 2 05
=2} S Res} S o
5 S I >
O L o
CeA CRF-FosB | Fr.a1 1.37 0.13 10.47 2.08 6.41 2.28 0.21
kolokalizacio
p 0.25 0.72 <0.01 0.15 <0.02 0.14 0.65
CRF sejtszam | Fr.a 1.86 0.37 7.48 0.25 0.23 0.85 1.82
p 0.18 0.57 <0.02 0.61 0.62 0.36 0.18
CRFSSD | Fra 1.89 0.49 0.003 0.15 1.17 0.08 2.73
p 0.17 0.48 0.95 0.70 0.28 0.76 0.10
EWcp Ucnl-FosB | Fra 2.06 0.05 4.12 0.06 2.06 0.95 0.22
kolokalizacio
p 0.16 0.81 0.051 0.79 0.16 0.33 0.63
Ucnl Fr.41 064 | 081 0.24 1.37 0.003 0.03 2.11
sejtszam p 0.42 0.37 0.62 0.24 0.95 0.84 0.15
Ucn1SSD | Frai 7.89 1.63 3.53 0.54 0.55 0.23 0.11
P <001 | 021 0.06 0.46 0.46 0.63 0.73
DR 5-HT Fra1 0.17 0.04 2.67 1.13 0.75 4.18 0.28
sejtszam p 0.68 0.83 0.11 0.71 0.39 0.053 0.59
5-HTSSD | Fra 1.90 | 007 3.68 0.157 0.34 5.19 7.90
p 0.17 0.78 0.06 0.69 0.56 <0.04 <0.01
7. téblazat: A multifaktorialis varianciaanalizis (MANOVA) eredményeinek

Osszefoglaloja, mely az injekcios kezelésen atesett egerek mintain végzett kettds
jelolések eredmenyeit elemzi (2. adathalmaz). Corticotropin releasing factor (CRF),
urokortin 1 (Ucnl) illetve szerotonin (5-HT) jeldléseket végeztiink a FosB kimutatas
mellett. (5-HT neuronokban nem figyeltiink meg értékelheté FosB immunjelet.) CeA:
nucleus centralis amygdalae, EWcp: centrélis projekcioju Edinger-Westphal mag; DR:
nucleus raphe dorsalis. CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz; SSD: specifikus
jeldenzitas. A szignifikans értékeket félkdvér betlitipussal emeltiik ki.
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