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Bevezetés

A stressz és szabalyozasa

A stressz az egyén fiziologiai és/vagy pszichologiai integritasat veszélyeztetd, valos vagy
valosnak vélt fenyegetés, mely fizioldgiai €s/vagy viselkedésbeli valaszreakciokhoz vezet. A
stresszvalasz feladata a taléléshez nélkiilozhetetlen adaptacids folyamatok meginditasa és
fenntartdsa, melynek elsddleges célja a szervezetiink belsd egyensulyanak (homeostasis)
megtartasa.

Kornyezeti  stresszhatasok, mint ingerek aktivaljak a hypothalamus-hypophysis-
adrenocorticalis (HPA-) tengelyt, mely soran a hypothalamus paraventricularis magjanak
(PVN) parvocellularis neuronjai (PVNp) corticotropin-releasing factor-t (CRF) juttatnak
axonalis transzport Utjan az eminentia mediana kapillarisaiba neuroszekrécio révén. A CRF az
agyalapi mirigy portalis vénaiba keriilve a hypophysis eliilsé lebenyének corticotroph
sejtjeihez jut, ahol a CRF1 receptorhoz kotédve meginditja a proopiomelanocortin (POMC)
szintézisét. A POMC- bol hasitas révén adrenocorticotrop hormon (ACTH) keletkezik, melyet
az adenohypophysis sejtjei a véraramba szekretalnak és az a mellékvese zona fasciculata-
jéban meginditja a glukokortikoidok szintézisét, szekréciojat. A mellékvesekéregbdl
felszabadulo cortisol (emberben), illetve corticosterone (CORT /patkanyban/) képessé teszi a
szervezetet az alkalmazkodasra. A glukokortikoidok fokozzék a metabolizmust, csokkentik az
étvagyat €s a gyulladasos folyamatok aktivitasat, tovabba hozzajarulnak a cardiovascularis
rendszer megfelelé miikodéséhez. A glukokortikoidok emellett hatassal vannak a figyelemre
¢és hosszutavon emelkedett szintjiik gyakran tarsul hangulatzavarokhoz is, mint példaul a
major depresszid. Végezetiil, a glukokortikoidok a mineralokortikoidokkal egyiittesen negativ
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valamint PVN CRF neuronjain keresztiil.

A stressz tengely magasabb szintii szabalyozasa

A HPA-tengely szabalyozasdban szamos corticalis és subcorticalis agyteriilet vesz részt. A
hippocampus ¢€s a prefrontalis cortex (PFC) gamma-amino-butirat (GABA) tartalmu neuronjai
a PVN CRF termelését tonusosan gatoljak, blokkolva ezzel a HPA-tengely aktivitasat. A
hippocampus és PFC a stressz megszlinését kovetden segiti a stressz eldtti allapot és

egyensuly visszaallitasat.



A tagabban értelmezett amygdala magrendszer komplex modon befolyasolja a szervezet
stresszre adott valaszat. Az amygdala magok, igy a nucleus centralis et medialis amygdalae
(CeA, MeA) serkentik a stressz tengely mukodését; csakugy, mint a nucleus basolateralis
amygdalae (BLA). A tagabb értelemben vett amygdaldhoz sorolt nucleus interstitialis striae
terminalis (BNST) anterior magcsoportja serkenti a stressz valaszt, mig a hats6 magcsoport
gatolja azt. Kiemelend6 tovabba, hogy a BNST egyes magjai olyan CRF tartalmu neuronokat
is tartalmaznak, melyek kihatnak a PVN CRF rendszerének miikodésére, modositva a
stresszvalaszt.

A diencephalicus és telencephalicus struktirak mellett jelentds Szerep jut az agytorzsi
kozpontoknak is. A nucleus raphe dorsalis (DR) is fokozza a stresszvalasz kialakuldsat
szerotoninerg neuronjai révén; mig a kdzponti projekcidji Edinger-Westphal mag (cpEW)
urocortin 1 (Ucnl) tartalmt sejtjei csokkentik a HPA-tengely aktivitasat.

CREF peptidcsalad és a hangulatzavarok kapcsolata

A CRF egy 41 aminosavbol all6 neuropeptid, mely az emldsok négytagi CRF peptid
csaladjanak (CRF, Ucnl, Ucn2, Ucn3) a tagja. Jelenlétét a szervezet szamos szdvetében
megfigyelték, de a peptidcsalad tagjai koziil a CRF talalhatdo meg a legnagyobb mennyiségben
a kozponti idegrendszerben. A kérgi terliletek mellett jelentds CRF pozitiv idegsejt
populacioval rendelkezik a PVNp, a CeA, és a BNST magrendszerében a fusiformis
(BNSTfu), ventralis (BNSTv) és ovalis (BNSTov) diviziok is. CRF sejtek és rostok jelen
vannak tovabba az agytorzsben és befolyasoljak a kisagy mikodését is.

A CRF, elsésorban a PVNp-ben, kiemelt jelentdséggel bir a stresszvalasz folyamatok
szabalyozasaban. A CRF megemelkedett szintje a kézponti idegrendszerben depresszidval és
egyéb hangulatzavarokkal tarsul emberben. Emellett ismert, hogy egerekben a CRF hianya
csokkent HPA-tengely miikodéssel és csokkent szorongédsos viselkedéssel tarsul. Lentivirus
altal, izolaltan a CeA-ban fokozott CRF expresszid csokkenti a szorongast egerekben. Mig
szelektiven a BNSTov-ban megndvekedett CRF expresszié depresszio-szerli viselkedéssel

tarsul.

Neuronalis aktivacios markerek vizsgalata stressz folyamatokban

A neuronok aktivitasanak funkcionalis-morfologiai tanulmanyozasara gyakran alkalmazott
modszerek egyike az azonnali gének (IEG-k) expressziojanak vizsgalata, mely lehetdvé teszi

a neuronalis aktivitas fokozodasanak kovetését. A Jun/Fos proto-onkogén csalad tagjainak



megjelenését vizsgaljak a leggyakrabban. A FOS fehérjék heterodimert képeznek a Jun gének
termékeivel kialakitva az aktivator protein 1 (AP-1) transzkripcios faktort, mely szdmos
Az akut neuronalis aktivacié soran percekkel a stimulust kdvetden mar kimutathat6 a Fos
megjelenése mRNS szinten. Fehérje szinten, a FOS valasz két oraval a stimulust kovetden éri
el a maximumat, mely 4-6 6ra mulva tér vissza a nyugalmi szintre.

Kronikus stressz adaptacid neurondlis aktivitdsanak kovetésére a FOSB fehérjének
detektalasat alkalmazzak. A FOSB a FOS-szal ellentétben lasstibb expresszids dinamikaval
rendelkezik, és féléletideje is hosszabb (9,5 o6ra). A FOSB egyik varidnsa a AFOSB még
elnytjtottabb dinamikat mutat, sét, akkumulalodik a sejtben, igy ismétlodd stimulusok utan
jelenléte napokkal az utolsé stimulust kovetden is kimutathatd. A krénikus variabilis enyhe

stressz (CVMS) modellt gyakran alkalmazzék a AFOSB vélasz kivaltasara.

Az életkor és stressz kapcsolata

Az ¢letkorral szamos szerv és szervrendszer mukodése valtozik, koztik a HPA-tengely
stresszre adott valasza is. Ujsziilott ragesalokra a stressz hyporesponsive periddus jellemzd,
mely alatt a HPA-tengely alacsony aktivitast és csokkent CORT valaszt mutat stressz soran. A
prepubertas korti patkanyok elnyujtottabb CORT valasszal reagalnak akut stresszre, mint a
felndtt koru tarsaik. Idds egyedekben ugyancsak megfigyeltek fokozott stressz érzékenységet
a fiatal feln6tt allatokhoz viszonyitva, ugyanakkor a CRF és a CORT valaszt leird
megfigyelések igen ellentmondasosak.

A HPA-tengely, €s az agy stresszadaptacios kdzpontjainak miitkodésében tehat tetten érhetdk
bizonyos korfiiggd valtozasok, de nem talaltunk az akut €s kronikus stresszre adott valasz

korfliggd dinamikéjat leird szisztematikus tanulmanyt az irodalomban.



Célkituzések és feltételezések

Akut stresszhatas vizsgalata a FOS fehérje megjelenésére az életkor

fiiggvényében

Feltételeztiik, hogy az akut restraint stressz expozicidt (ARS) kovetd FOS fehérje kifejezodés
mértéke fligg az életkortol. Azt a célt tliztiik magunk elé, hogy nyolc korcsoportban (1; 1,5; 2;
3; 6; 12; 18 és 24 honapos) teszteljilk az ARS hatdsat a FOS immunreaktivitasra 12, a stressz
adaptacioban kozremikodé kivalasztott agyteriileten [PVNp, PVN pars magnocellularis
(PVNm), MeA, CeA, BLA, BNSTov, dorsolateralis BNST (BNSTdI), dorsomedialis BNST
(BNSTdm), BNSTv, BNSTfu, EWcp, DR] patkanyban. Emellett vizsgaltuk az allatok
somatosensoros barrel cortex neuronjainak (S1) immunreaktivitasat is. Tovabbi célunk volt a

HPA-tengely aktivalodasanak mértékét tesztelni az életkor fiiggvényében.

Akut és kronikus stresszhatas korfiiggo dinamikajanak vizsgalata

CRF tartalmu idegsejtekben

Az els6é hipotézis vizsgalata soran nyilvanvalova valt, hogy szamos agyteriileten a korral
valtozik a FOS aktivacio mértéke. A korfiiggést mutatd agyteriiletek kozé tartoztak CRF-et
expresszalo idegsejteket is tartalmazo régiok (PVN, BNSTov ¢és CeA) is. Ennek alapjan azt a
célt tliztik ki, hogy bemutassuk a CRF tartalmt sejtek akut aktivacids mintdzatat a fent
részletezett nyolc korcsoport sszehasonlitdsa révén a FOS és FOSB markerek segitségével.
Mivel a CRF sejtek az akut, €s a kronikus stressz adaptacidban is fontos szerepet jatszanak, a
kisérleti elrendezést kronikus variabilis enyhe stressz (CVMS) modell bevonasaval
egészitettiink ki 6 korcsoportban (2; 3; 6; 12; 18 és 24 honapos). Feltételezésiink az volt, hogy
a CRF neuronok kronikus aktivacioja (AFosB) életkor fiiggd dinamikit mutat a PVN,
BNSTov és CeA tertiiletén.



Anyagok és modszerek

Kisérleti elrendezés

Elso kisérletiinkhoz 6sszesen 73 allatot osztottunk 8 korcsoportba (1; 1,5; 2; 3; 6; 12; 18 és 24
honapos allatok). Minden korcsoportban létrehoztunk egy kontroll és egy ARS csoportot. Az
ARS csoportokat 60 perces akut restraint stressznek tettiik ki, majd a stressz kezdete utan 2
oraval perfundaltuk allatainkat.

Masodik kisérletiinkbe 6sszesen 127 allatot vontunk be, melyeket 8 korcsoportba osztottunk a
fent leirtak szerint. Emellett, a 2, 3, 6, 12, 18 és 24 honapos allatok esetében CVMS csoportot
is képeztiink. Az ARS allatokat a fent leirt modon kezeltiink, mig CVMS allatainkat két hét
kronikus variabilis enyhe stressznek tettiink ki. A protokoll sordn az éllatokat egy rovid
nappali (laboratériumi sikrazogép, restraint, dontott ketrec, sotét szoba), valamint egy hosszu
¢jszakai (nedves alom, szocialis izolacio) stressz hatasnak tettiink ki naponta.

Kisérleteink soran vizsgaltuk az allatok plazma CORT szintjét radioimmunassay (RIA)
segitségével. A masodik kisérletben kovettiik az allatok testtdmeg valtozasat és

meghataroztuk a mellékvese- és csecsemémirigy tomegeiket.

Immunjelolések

Az ARS hatasara fellépd neuronalis aktivitas térképezésére FOS immunjeldlést alkalmaztunk
13 agyteriileten diamino-benzidine (DAB) kromogénnel. Masodik kisérletiinkben harmas
(CRF, FOS, FOSB) immunofluoreszcens jeldlést alkalmaztunk.

Mikroszkopia és digitalis képanalizis

A DAB-bal jelolt metszeteinket Nikon fénymikroszkép és digitalis kamera segitségével
digitalizaltuk. Az immunfluoreszcensen jelolt mintdk esetében a digitalizalast Olympus
Flouview 1000 konfokalis mikroszkop segitségével végeztik el. Mindkét tanulmanyben
allatonként minden vizsgalt agyteriiletekb6l 5 reprezentativ fotot értékeltiink ki. A DAB
jelolés esetében a FOS immunreaktiv sejtek szamat vizsgaltuk. A fluoreszcens jeldlés soran
vizsgaltuk a CRF, FOS ¢és FOSB immunreaktiv sejtek szamat, tovabba a kolokalizaci6 aranyat

¢és végll vizsgaltuk a CRF sejtek specifikus jel denzitasat is (SSD).



Statisztikai analizis

Eredményeink kiértékeléséhez a normalitasi és variancia homogenitési feltételek tesztelése
utan két-utas variancia analizist (ANOVA), Tukey-féle post hoc tesztet, valamint Spearman-

féle korrelacio analizist alkalmaztunk.



Eredménvyek

A modellek validitasanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy a HPA-tengely aktivitasat az ARS és CVMS modellekben az életkor
fliggvényében értékeljiik, meghataroztuk a plazma CORT szintjét. Akut modelliinkben a
CORT szintje megemelkedett ARS hatasara, habar ez nem minden esetben érte el a
szignifikancia mértékét. Az idGsebb allatokénal Kisebb mértékili, bar szignifikins CORT
emelkedést egy honapos ARS allatokban detektaltunk. Habar a CORT valasz mértéke nem
csokkent az életkorral, a stressz és az életkor interakcidjanak hatdsa volt a CORT szintre.
A CVMS modellben csupan a 3 hénapos CVMS egyedek mutattak magasabb CORT szintet
kontroll csoportjukhoz képest. A CVMS hatasara csokkent az allatok testtomege és ezzel
parhuzamosan novekedett a relativ mellékvese tomegiik, habar ez csak a 2 hénapos CVMS
allatokban volt szignifikdns mértékii. A CVMS csokkentette a relativ thymus tomegeket is

minden korcsoportban, kivéve a legid6sebb korcsoportot.

Neuronalis aktivacio mintazat vizsgalata az akut stressz modellben

A tagabb értelemben vett amygdala magrendszerét vizsgalva minden magban (MeA, CeA,
BLA, BNSTov, BNSTdl, BNSTdm, BNSTv, BSNTfu) kimutathatdé volt a stressz és a kor
hatdsa a FOS pozitiv sejtek szamara. Ugyanakkor az ANOVA a stressz és a kor
interakcidjanak hatasat a FOS tartalmu sejtekre csak a CeA-ban, BLA-ban és a BNSTfu-ban
tudta megerdsiteni. Tovabbi négy agyteriileten (PVNp, PVNm, DR, cpEW) a stressz, az
életkor és azok interakcidja is hatassal volt a magok FOS immunreaktivitisara. Bar
magonkeént és korcsoportonként eltéré FOS aktivitasemelkedést detektaltunk, minden magban
a 2 hoénapos korcsoportban talaltuk a legmagasabb FOS tartalmu sejtszamot. A legnagyobb,
29-szeres aktivitasemelkedést pedig a PVNp teriiletén detektaltuk. A Spearman-féle
korrelacios vizsgalatok alatdmasztottak, hogy az EWcp €s DR magok kivételével, minden
vizsgalt magban kimutathat6 volt a FOS sejtszam csokkenése a kor elérehaladtaval, mind a

kontroll, mind az ARS esetében.



A CREF sejtek neuralis aktivaciojanak vizsgalata akut és kronikus

stressz modellben

Az ARS allatokban megemelkedett a FOS és FOSB tartalom a PVN CRF sejtjeiben stressz
hatasara, melynek mértéke a korral fokozatosan csokkent (annak ellenére, hogy a legkisebb
stressz- indukalta IEG emelkedést a 3 és a 6 honapos ARS allatokban figyeltiik meg). A
Spearman korrelacio is alatamasztotta IEG expresszid linearis csOkkenését az ARS
csoportban. A harmas pozitivitast mutato (CRF-FOS-FOSB) sejtek CRF tartalma korrelalt a
sejtekben jelenlevé IEG termékek mennyiségével. A kor és a stressz IS befolyasolta a CRF
sejtek FOSB tartalmat a CeA és a BNSTov teriiletén, azonban a faktorok interakcidja nem
volt kimutathato. A FOSB immunreaktivitas mértéke is csokkent az életkorral az ARS
csoportokban a CeA és a BNSTov magjaiban.

CVMS hatasara a PVN CRF sejtjeiben megnovekedett a FOSB immunreaktivitdsa, mely
azonban nem valtozott a korral. Szignifikansan fokozddott FOSB expressziot csak a 3 és a 18
honapos CVMS dllatokban detektaltunk, a kontroll tarsaikhoz viszonyitva. A kettdsen jelolt
(CRF-FOSB) neuronok CRF tartalma (SSD) fokozodott az IEG tartalmuk ndvekedésével
parhuzamosan.

A PVN-nel ellentétben, a CeA és a BNSTov CRF sejtjeinek FOSB immunreaktivitasa nem
valtozott CVMS hatasara, viszont annak mértéke erdsen csokkent a korral, mind a kontroll
mind pedig a CVMS allatokban. A CeA- és BNSTov-CRF sejtek FOSB tartalmanak az

életkorral egyiitt jaro csokkenését a Spearman- féle korrelacid vizsgalatok is megerdsitettek.



Diszkusszio

A modellek validitasa

Mindkét kisérletben hatasosnak bizonyult az ARS modelliink, melyet a HPA-tengely
aktivitasanak (plazma CORT szintek) €s a stressz szenzitiv agyteriiletek aktivitds ndvekedése
(FOS immunreaktivitas) is alatamaszt. A CORT vizsgalataink tovabba alatamasztjak a CVMS
hatékonysagat is. Emellett a testtomegcsokkenés és szervtomeg valtozasok (mellékvese és
thymus) is a CVMS hatasossagara utalnak. Azonban meg kell jegyezniink, hogy nem minden
korcsoportban volt szignifikdns a test- és szervtomegek valtozdsa. A legszembetiindbb
kiilonbségeket mindkét vizsgalat soran a fiatal allatok (1,5, 2, 3, 6 honapos) mutattak. Idosebb
(12, 18, 24 honapos) korcsoportokban sem a test- és szervtomeg valtozasok, sem a CORT
szint valtozdsa nem volt szignifikdns mérték{i. Mas tanulméanyok is megfigyelték, hogy egyes
patkanytorzsek (Sprague dawley, Brattleboro, Wistar) masként reagalnak idGsebb korban
(csokkent CORT valasz). Az is ismert, hogy a stressz szervekre gyakorolt hatasa (pl.: thymus)
sem kifejezett koros allatokban.

Mindent Gsszegezve, a szerv €s testtomeg valtozasok, a CORT valaszok, tovabba a CRF-
tartalmu teriiletek, és koziililk elsdsorban a PVN FOS és FOSB tartalmanak novekedése

egyiittesen megerdsiti a modelljeink hatékonysagat.

Az akut stressz hatasa a FOS immunjelre életkor fiiggvényében

A fiatalabb ARS allatokban (1, 1,5, 2 hoénapos) nem volt minden altalunk vizsgalt
agyteriileten kimutathatd szignifikdns mértéki FOS immunreaktivitas-novekedés a kontroll
allatokhoz viszonyitva. Ezzel szemben, a fiatal 2 honapos ARS-nek kitett egyedekben mértiik
a legnagyobb FOS aktivitast, mely Osszhangban all a korabbi eredményekkel. A 2 honapos
ARS éllatok ilyen magas FOS aktivitdsanak egyik lehetséges magyardzata a késdi adolescens
¢és a postpubertas korra jellemz6 megnovekedett agyi stressz érzékenység is lehet. A magok
¢letkorfiiggd érzékenysége (mely magonként kiillonbozd és az adott teriiletre jellemzd lehet)
utalhat arra, hogy miért rendelkeznek az allatok sériilékeny életkorbeli szakaszokkal (pl.:
korai pubertas kor, iddsebb kor).

A magok stressz reaktivitdsa fokozatosan csdkken az életkorral, azonban ennek mértéke
agyteriiletenként kiilonb6zd. A DR és CeA esetében mar a harmadik honaptdl, a MeA,
BNSTov, BNSTdm, BNSTfu, PVN esetében a hatodik honaptdl, mig a BNSTdI esetében csak
a tizenkettedik honaptol csokkent le a FOS tartalom szignifikdns mértékben a 2 hdonapos
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maximum értékekhez viszonyitva. Hét magban (MeA, CeA, BNSTov, BNSTdl, BNSTdm,
BNSTfu, PVNp) a korrelacidanalizis is bizonyitotta a FOS sejtek szamanak életkorral jaro
csOkkenését az ARS csoportokban. Emellett, az EWcp, PVNm, BNSTv és BLA esetében ez
az aktivitascsokkenés a kontroll egyedekben is kimutathat6 volt.

Meg kell jegyezniink, hogy a FOS aktivitas mértéke nem korrelalt a plazma CORT szintjével,
igy a FOS aktivitds vizsgalata 6onmagaban nem alkalmas a stressz tengely aktivitdsanak
megitélésére. Ennek hatterében a FOS mérés modszerének korlatai is allhatnak: a jeldléssel
nem azonosithatoé a neuronalis funkciovaltozas mibenléte (gatlas, serkentés), mert az csupan a
sejtaktivitas génexpressziot érintd valtozasat mutatja ki. A FOS nem fejezédik ki minden
sejtben (helyette egyes esetekben mas IEG fejez6édik ki, mint pl. Arc). Végiil, vannak olyan
sejtek melyek folyamatos tonusos gatld funkcioval rendelkeznek, és egyaltalan nem mutatnak
aktivitasvaltozas esetén fokozott IEG produkcidt, és igy FOS immunreaktivitast sem. Ezeken
kiviil tovabbi magyarazat lehet a FOS és CORT adatok diszkordanciajara, hogy a HPA-
tengely aktivitdsat tobb, az altalunk nem vizsgalt agyteriilet is erésen befolyasolhatja,
elsdsorban pl. a glukokortikoid feedback hatés révén (pl.: PFC, hippocampus).

Az ANOVA hét magban tamasztotta ald az €letkor és stressz interakcid hatasat, de ezek koziil
a korrelacio analizis csak harom magban (CeA, BNSTfu, PVNp) bizonyitotta egyértelmiien a
korfiiggd FOS sejtszam csokkenést. Mindez arra is utalhat, hogy a PVNp korfiiggd
valtozasainak hatterében a CeA és BNSTfu FOS expresszidjanak hanyatlasa is allhat, mivel
ismert a BNST ¢és CeA nélkiilozhetetlen szerepe a glukokortikoid vélasz kialakitasdban. A
tobbi mag (MeA, BNSTov, BNSTdl, BNSTdm, BNSTv) nem mutatott egyértelmiien
megerdsithetd életkorfiiggd FOS immunreaktivitas csokkenést, ahogyan a CORT valasz sem.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az utobbi 6t magnak az életkortol fliggetleniil a HPA-
tengely stresszvalaszanak stabilitasaban is lehet szerepe.

Végiil, hogy kizarjuk, hogy a megfigyelt idegsejt-aktivitascsokkenés nem csupan az
oregedéssel jard csokkent szenzoros érzékenység kovetkezménye lenne, megvizsgaltuk a
ugyan korfiiggd aktivitdsvaltozast, de annak dinamikéja egy U alakil gorbét ir le, és nem
talaltunk linedris Osszefliggést a korral, szemben a stressz adaptacidban résztvevd régiokkal.
Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy az altalunk megfigyelt életkorfiiggd dinamika a FOS
valasz mértékében jellemz0d a stressz érzékeny magokra, de nem az egész agyra. A magok
reaktivitas csokkenése nem magyarazhatd az érzé rendszerek korral jard csokkent

szenzitivitasaval.
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Tanulmanyunk egyik varatlan megfigyelése volt, hogy egyes teriileteken a fiatal kontroll
egyedek is jelentds FOS aktivitassal rendelkeztek. Az 0sszes vizsgalt teriilet koziil a CeA,
BNSTov, EWcp mutatott viszonylag magas bazalis FOS aktivitast 4 hetes allatokban, mely
késobb 6 hetes kortol mar csokkenést mutatott. Ennek jelentésége nem ismert, de tekintettel
arra, hogy az elobb leirt magok a stressz-adaptacidban szerepet jatszdé neuropeptideket
expresszalnak (CRF a BNSTov-ban és CeA-ban, illetve az Ucnl az EWcp-ben), felvetddik,
hogy az allatok negyedik héten torténd elvalasztasat kovetden magasabb FOS aktivitds
sziikséges a megfeleld stressz adaptacidhoz ebben az érzékeny juvenilis korban. Ennek

vizsgalatara azonban tovabbi kolokalizacios kisérletek sziikségesek.

Az akut és kronikus stressz hatasa a CRF-FOS-FOSB immunreaktivitasra az

életkor fiiggvényében

Jol ismert, hogy az ARS megemeli a FOS tartalmu CRF sejtek szamat, és hogy az emelkedés
mértéke alacsonyabb fiatal juvenilis allatokban, mint fiatal felndtt allatokban. Mindezt a mi
kisérletiink is aldtdmasztotta, de ezen tilmenden elséként bizonyitottuk, hogy a CRF-FOS
kolokalizacid mértéke csokken az életkorral egészen az allatok 24 honapos koraig.
Kisérletiinkben megallapitottuk, hogy a FOS expresszioja csokken a CRF sejtekben;
ugyanakkor ott a CORT valasz nem valtozott a korral. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy
a hypophyseotrop neuronok nem feltétleniil fejeznek ki FOS-t mikozben novelik a stressz-
tengely aktivitasat, vagy az akut stressz altal kivaltott fokozott CRF termelésiik nem jar
mérhetd FOS immunreaktivitassal a sejtmagban. Kisérleteink azt is alatdmasztottak, hogy a
stimulust kovetd masodik ordban mar a FOSB immunreaktvitids is szignifikdnsan
megemelkedik, mely korrelal a FOS értékekkel, annak ellenére, hogy a FOSB immunjel
maximuma irodalmi adatok alapjan sokkal késébb figyelheté meg.

A CeA és BNSTov CRF sejtjei nem tartalmaztak szamottevé mértékben FOS-t. Ez arra utal,
hogy az ARS soran megjelend FOS jel egyéb (pl.: metenkephalin tartalmil) neuronokhoz
kothetd. Ugyanakkor, a CRF sejtekben jelentékeny FOSB immunreaktivitast detektaltunk. A
FOSB jel eréssége a CRF sejtekben nem valtozott ARS hatasara, viszont erésen csokkent a
korral mind a kontroll, mind pedig az ARS csoportokban. A CeA-ban és a BNSTov-ban is
jelentésebb mértéki volt a CRF sejtek FOSB tartalmanak csokkenése, mint a PVN
neuronjaiban. Ugyanakkor mindkét mag inkabb kozvetetten hat a PVN neuronok CRF
aktivitdsara, igy nem feltétleniil illeszthetd az amygdala magok funkcidja a PVN

mukodésének dinamikéjaval.
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Kroéonikus stressz hatasa a CRF-FOS-FOSB immunjelre az életkor
fiiggvényében

Jelen kisérletlink is aldtdmasztotta, hogy a CVMS fokozza a FOSB megjelenését a PVN
teriiletén a CRF neuronokban. Szemben az akut kisérletben megfigyeltekkel, a CRF sejtek
CVMS indukalta FOSB tartalma fiiggetlen az életkortol. Tovabbi érdekes megfigyelésiink
volt, hogy mig a kontroll allatokban a PVN CRF immunreaktiv neuronjaiban alig volt
kimutathato a FOSB tartalmt CRF sejtek jelenléte, addig a CeA és a BNSTov CRF tartalmu
sejtjei szamottevé FOSB jelet mutattak kontroll allatokban is.

A kisérletiinkben nem taldltunk a CeA és a BNSTov teriiletén CVMS indukalta fokozott
FOSB immunreaktivitast, mely dsszhangban all a korabbi megfigyelésekkel. A FOSB jel6lés
kimutatta, hogy néhany CRF neuron mind kontroll allatokban, mind CVMS utén is aktiv volt
a BNSTov és CeA teriiletén. Ugyanakkor, a PVN- t0l eltéréen, mind a kontroll, mind a
CVMS-nek kitett allatok az életkor elérehaladtaval jelentésen csokkent FOSB immunjelet
mutattak a CRF tartalm sejtekben. Az eltéré dinamika hatterében esetleg a neuronok eltérd
neurokémiai karaktere is allhat, mivel az amygdala magok inkdbb GABAerg neuronokbdl
épulnek fel, addig a PVN neuronjai inkabb glutamatergek. Ismert tovabba, hogy léteznek
olyan GABA-erg neuronok, melyek nem mutatnak Fos génexpressziot kiils6 ingerek hatasara.
A CeA és BNSTov korfiiggd aktivitas valtozasanak jelentdsége egyeldre ismeretlen. Tovéabbi
vizsgalatok sziikségesek ezért annak felderitésére, hogy az itt talalhatdé CRF sejtek altal
beidegzett, stressz szabalyozasaban is szerepet jatszo teriileteken, mint pl. a locus coeroleus és
DR, milyen korfiiggd valtozasok 1épnek fel, és hogy ezek magyarazhatok-e a CRF sejtek

aktivitasanak korfliggd csokkenésével.

A FOS fehérjék aktivitasanak korfiiggé dinamikaja a CRF sejtekben

Kisérletiink megerdsitette a korabbi vizsgalatok tapasztalatait, melyek szerint a FOS kivalo
aktivitasi markere az akut, mig a FOSB (AFOSB) alkalmas eszkdze a kronikus neurondlis
aktivitas valtozasok kovetésére. Kutatasunk egyik legfontosabb megfigyelése az volt, hogy a
PVN CRF tartalmi neuronjaiban az akut restraint stressz hatdsdra bekovetkezd FOS
immunreaktivitas ndvekedésének mértéke jelentdsen csokkent a kor eldrehaladtaval, tovabba
az, hogy ezt igen szoros korrelacioban allt a FOSB megjelenésével (2 oraval az akut stressz

expozicidt kdvetden).
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A kronikus stresszhatdsok fokoztak a PVN CRF sejtjeinek FOSB tartalmat, mely azonban
nem valtozott az életkorral. Ezzel szemben, megfigyeltiink a CeA és a BNSTov sejtjeiben
jelentékeny mértékit FOSB immunreaktivitast, melyre nem volt jelentds hatassal a CVMS.
Kisérletlink alatdmasztotta, hogy bar a FOSB ¢s FOS eltérd dinamikaval rendelkezik akut
stressz soran a PVN-ben a FOSB helyettesitheti a FOS jelolést, a CRF sejtekben 2 oraval az
akut stimulust kdvetden.

A harmas jelolés sem alkalmas arra, hogy felfedjiik a sejtek aktivitasanak funkcionalis
kovetkezményeit, mivel nem nyujt bepillantast abba, hogy mely neuronalis funkciok
megvaltozasdhoz sziikséges gének expresszidja valtozott meg. Ugyanakkor alkalmasnak
bizonyult a modszer a CRF neuronok akut és kronikus aktivitasanak kovetésére, a CeA,
BNSTov és PVN teriiletén, és ez az els6 szisztematikus vizsgalat, mely a teljes élettartamot
felolelve vizsgalta a CRF sejtek IEG valaszat. A PVN CRF neuronjaitdl eltérden, a CeA ¢és a
BNSTov CREF sejtjei jelentésen csokkent FOSB tartalmat mutattak idds allatokban.
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Konklizio

Kisérleteink soran elsdként hasonlitottuk Ossze a bazalis és akut restraint altal kivaltott FOS
aktivaciot 13 stressz reaktiv agyteriileten Wistar patkanyban, az allatok egész élettartamat
feloleld 8 korcsoportban. Azt talaltuk, hogy a FOS immunreaktivitas nagymértékben fligg az
¢letkortol, mind a kontroll, mind az akut stressznek kitett allatokban. Legfontosabb
modszertani eredményiink az, hogy hasonld kisérleti elrendezések alkalmazasa esetén
kortltekintéen kell megvalasztani a kisérleti allatok életkorat, mivel az agyteriiletek bazalis
neurondlis aktivitasa és stresszre adott azonnali gén valasza is jelent6s mértékben kor- ¢és
agytertilet fliggd. Fiatal kisérleti allatok bevondsa esetén a FOS vizsgalatok egyes magok (pl.
a CeA, BNSTov és EWcp) esetében magas bazalis sejtszamokra kell szamitani.
Eredményeink szerint az akut stressz indukalta FOS aktivitds 7 agyi régioban (MeA, CeA,
BNSTov, BNSTdl, BNSTdm, BNSTfu, PVNp) negativan korrelal az életkorral. Ez arra utal,
hogy e hét teriilet, és talan tobb, ebben a munkiban nem vizsgalt egyéb régid befolyasa is
valtozik a HPA-tengely reaktivitdsdra a korral. Tovabbi szisztematikus vizsgéalatokra van
sziikség annak megértéséhez, hogy e teriiletek aktivitdscsokkenése miként jarul hozza a
stressz-adaptacié korfiiggd valtozéasaihoz.

A CREF tartalmu agyteriileteken végzett karakterizacios vizsgalat megerdsitette, hogy a PVN
esetében a FOS féleg a CRF tartalmu sejtekben detektalhato, és a sejtek ARS-re adott FOS és
FOSB valasza hasonléan az elsd kisérletben tapasztalt FOS eredményeihez az életkor
elorehaladtaval csokken. Ezzel szemben, a CVMS indukalta CRF-FOSB/AFOSB
immunreaktivitds nem valtozik a korral.

Korabbi tanulmanyok eredményeihez hasonldéan a patkany CeA ¢és BNSTov CRF
neuronjainak FOS és FOSB tartalma nem mutat jelentds valtozast akut vagy kronikus stressz
hatasara. Kontroll allatokban, stressz expozicid nélkiil is detektalhatdé mértékit FOSB
expresszio jellemzi a CeA és BNSTov CRF neuronjait, mely csokken az életkorral.

Legjobb tudasunk szerint ez az elsd olyan tanulmény, mely szisztematikus, majdnem a teljes
¢lettartamot feloleléen vizsgéalta a neuronalis aktivitdst a PVN és a fobb eldagyi CRF
rendszerekben ARS és CVMS hatdsara patkdnyban. A CRF sejtek neurondlis FOS aktivitasat
er6sen befolyasolja az allat életkora, igy tovabbi FOS kimutatason alapuld vizsgalatoknal,
figyelembe kell venni ezt a kor, és agyteriilet fliggd reaktivitast. Tovabbi vizsgalatok
elvégzése van folyamatban mads, a stressz szabalyozasaban részt vev teriiletek (pl.: EWcp,
LC, NTS, DR) aktivitasanak feltérképezésére az életkor fliggvényében, és az esetleges korral

valtozo6 stressz-reaktivitdst mutatd neuronok neurokémiai karakterizalasa céljabol.
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Eredményeink maés kronikus stressz vizsgalatokkal egyiitt hozzdjarulhatnak ahhoz, hogy
megértsiik a stresszel kapcsolatos hangulatzavarok életkorfiiggd jellegzetességeit. Ismereteink
elmélyitése e terlileten segithet abban, hogy 1j, személyre szabott, az egyén ¢életkorahoz
illeszthetd terdpias stratégidkat dolgozzunk ki a stressz-asszocidlt hangulatzavarok

kezeléséhez €s prevenciojahoz.

fJi eredmények

1. Ez az els6 olyan tanulmany, mely kimutatta 13 vizsgalt agyteriilet koziil hét esetében
(MeA, CeA, BNSTov, BNSTdI, BNSTdm, BNSTfu, PVNp), hogy a FOS
immunreaktivitads mértéke linearisan csokken a korral.

2. Kimutattuk, hogy nem csak stressznek Kkitett, hanem a fiatal kontroll allatok is
jelentékeny FOS expressziot mutatnak bizonyos (CeA, BNSTov EWcp) stressz-
asszocialt magokban.

3. Kimutattuk, hogy a PVN CRF sejtjeiben az ARS-indukalt FOS és FOSB
immunreaktivitas csokken egészen az idds korig.

4. A PVN CRF sejtjeinek CVMS hatasara megjelen6 FOSB/AFOSB tartalma nem
valtozik az €letkorral.

5. A CeA ¢és BNSTov CRF sejtjei FOSB-t tartalmaznak naiv fiatal allatokban, mely
CVMS hatasara nem valtozik.

6. A CeA és BNSTov CRF sejtjeinek FOSB aktivitasa er6sen csokken az életkorral ARS
¢s CVMS esetén is.

7. CVMS soran a FOSB megjelenésével novekszik a sejtek CRF tartalma is.
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