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Bevezetés
A depresszio €s modellezése az alapkutatdsban

A hangulatzavarok el6fordulasi gyakorisdga meredeken emelkedik. Leggyakoribb formaja, a méjor
depresszi6 onmagaban tobb mint 280 milli6 embert érint vilagszerte a WHO adatai alapjan. A
betegségnek a pszichésen kiviil kognitiv, vegetativ és a szomatikus aspektusai is vannak. A
diagnozist pedig a szertedgazo és nagyon széles spektrumon mozgo, idében is fluktuald sulyossagu
tiinetek nehezitik. A depresszido hosszutavo, akar évekig-évtizedekig tartd lefolyasa miatt az
egészségligyl rendszer mellett a tarsadalmat ¢és a gazdasdgot is jelentésen megterheli, mig a
betegség korai kezdete a produktiv életévek nagymértékii csokkenését és az iskolazottsagi arany
visszaesését eredményezi. A korkép fontossagat még jobban kiemeli, hogy az Ongyilkossagi
kisérletek és a befejezett Ongyilkossdgok szama szoros Osszefiiggést mutat a hangulatzavarok
prevalenciijaval. Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben széleskorli €s mélyrehat6 kutatasok
folytak az etiologia és a pathomechanizmus feltdrasara, annak rendkiviili 6sszetettsége miatt még

mindig csak néhany téredékét ismerjiik ennek a hatalmas , kirakosnak™.

A gyogyszerfejlesztés és a betegség hatterének megismerése mar az alapkutats szintjén is
nehézségekbe litkozik. Ennek egyik f6 oka, hogy a mai napig nincs altaldnosan elfogadott
allatmodellje a betegségnek, melyre égetd sziikség lenne annak érdekében, hogy a hattérben rejlo
folyamatokat alaposabban meg lehessen vizsgélni. Hogy egy tjonnan kialakitott allatmodell
megbizhatdsagat meg tudjuk itélni, a modell miikodését alaposan tesztelni kell. Nincs ez masképp
a hangulatzavarok kutatdsanal sem és az itt hasznalatos 4llatmodelleket harom klasszikus validitasi
kritérium szerint kell értékelni, melyek alapelveinek leirasat Willnernek koszonhetjiik. Az els6 a
konstrukcios validitas, ami azt jelenti, hogy a modellnek a betegség ismert rizikofaktoraira, kivalto
tényezdire kell épiilnie, mig a masodik, a fenomenolodgiai validitasi kritérium szerint ezen kivalto
tényezOk hatdsdra az allatnak az emberi betegség soran megfigyelt tlineteket kell mutatnia. A
harmadik, €s talan ez a legnehezebben teljesithetd kritérium, a modell prediktiv validitasat érinti.
Eszerint, a betegség kezelésére emberben mar sikerrel hasznalt terapids eljarasoknak,
gyogyszereknek, hatadsosnak kell lenniiik abban a tekintetben, hogy a betegségre jellemzd tiineteket

mutatd kisérleti allatokban a terdpia javuldst idézzen eld. Ez alapjan a modell hasznalhat6 arra,



hogy a jovobeli kezelések hatékonysagat teszteljiik rajta. Ezért hivjak prediktiv kritériumnak ezt,

hiszen az ilyen modell képes ,,megjésolni” a leendd kezelés hatékonysagat emberen.

crer

alkalmazott szelektiv szerotonin visszavétel gatlokat (SSRI) is, az in. monoamin-teodria alapjan
létrehozott allatmodelleken kisérletezték ki. Ennek lényege, hogy a betegséget a monoamin
rendszerek (szerotonin, noradrenalin, dopamin) funkcidzavara okozza. Régota ismert tény
azonban, hogy ezen farmakoterapidk hatékonysaga a betegek majd harmadaban elégtelen. Ez jol
mutatja, hogy a monoamin rendszerek funkci6zavardn til maésnak is allnia kell a betegség
hatterében. A ma elfogadott nézet szerint a betegséget orokletes és/vagy kornyezeti tényezdk
alakitjak ki. Ezt a nézetet alkalmazza ¢€s terjeszti ki a harom talalat elmélet, melyre a mi modelliink

épiil.

A harom talalat elmélet

A hérom talalat elmélet alapjan a depresszio kialakuldsaért genetikai, epigenetikai és kornyezeti
tényezOk egyiittes jelenléte felel. A hangulatzavarok hatterében szdmos potencialis genetikai
rendellenességet azonositottak mar, ezek tobbsége a monoaminokkal kapcsolatos, pl. azok
szintézisét vagy receptorait €rinti, de van irodalmi evidencia tobbek kozott a depresszid és a
skizofrénia, illetve a hangulatzavarok €s a poszttraumas stressz betegség (PTSD) k6z6s genetikai
hétterére vonatkozoan is. Ezeken feliil, egyre tobb allatkisérletes és human bizonyiték tdmasztja
ala a hypophysis adenilét ciklaz-aktivalod polypeptid (PACAP) érintettségét depresszioban. Ismert,
hogy PACAP génkiiitott egerek viselkedési tesztekben depresszid-szerli viselkedést mutatnak,
emellett heterozygota (HZ) allatokrol leirtdk, hogy agyukban a PACAP mennyisége csokkent. A
HZ allatok haszndlata, a génkiiitott egerekkel kapcsolatos technikai nehézségek (alacsonyabb
sziiletési-, és magasabb elhullasi ardny) mellett transzlacids szempontbol is indokolhatd, hiszen
jelen tudasunk szerint emberben csak a PACAP gén polimorfizmusait irtdk le a depresszidval
kapcsolatban, de a teljes funkcidoveszté mutacioja emberben nem ismert. A genetikai mellett
epigenetikai hatdsok is bizonyitottan hozzajarulnak a hangulatzavarok kialakulasdhoz. Az olyan
epigenetikai (tehat magat a DNS-kddot nem érintd, de génexpresszid szabalyzdsadban résztvevo)
valtozasok, mint a hiszton fehérjék acetilacioja, vagy metilacioja, illetve a DNS szal metilacidja

szabalyozhatjak bizonyos stresszadaptacidban fontos gének atirasat. Az epigenetikai mintazat az



un. vulnerdbilis fazisok soran ¢épiil fel, illetve alakul at leginkdbb. A legismertebb ¢&s
legkézenfekvobb ilyen a perinatélis, azon beliil is a postnatalis idszak. Az ekkor elszenvedett
negativ életeseményekrdl ismert, hogy hatranyosan befolyasoljak a stressz-adaptacios készséget és
prediszpondlnak hangulatzavarok kialakuldsara. A korai negativ életesemények allatkisérletes
modellje az anyai megvonas. A sziiletést kovetd anyai megvonasrol ismert, hogy
ragcsalomodellekben depresszid-szerli viselkedést valt ki az allatokbol. A kornyezeti stressz
hangulatzavarok pathogenezisében betoltott szerepe régota ismert. Az embert a hétkdznapi életben
éré stresszorok széles korben hasznalt allatkisérletes megfeleldje a kronikus varidbilis enyhe
stressz (CVMS). A fentiek alapjan PACAP heterozygota egereket (elsd, genetikai talalat) sziiletés
utan anyai megvonasban (masodik, epigenetikai talalat) és késébbi életiikben CVMS-ben

(harmadik, kdrnyezeti talalat) részesitve a harom talalat elméletnek megfelelé modellt kapunk.

A stresszadaptacidban szerepet jatszo fObb agyteriiletek

A hangulatszabalyzas szempontjabol fontos magasabb rendii limbikus teriiletek, gy mint a
prefrontalis kéreg (PFC), illetve a hippocampus szerepe a depresszid patogeneziségben bizonyitott.
A PFC-nek, mint kognitiv, dontési és érzelmi kozpontnak a szerepét nem csak allatkisérletek, de
szamos human vizsgalat (funkcionalis magneses rezonancia-, és mély agyi stimulacios vizsgalatok,
valamint PFC-sériiltek esetleirasai) is bizonyitja a betegséggel kapcsolatban. A PFC-rél ismert
tovabba, hogy a hangulatszabalyozas méas fontos teriileteihez is kiild efferens rostokat, mint példaul
a ventralis tegmentalis aredhoz (VTA), az amygdaldhoz és a hippocampushoz. Ez utobbi talan a
depresszid kapcsan a legtobbet vizsgalt agyteriilet. Ismert, hogy a stressz befolydsolja a
hippocampalis neuronok szinaptikus plaszticitasat, brain-delivered neurotophic factor (BDNF)-
termelését (neuronok szinaptikus éréséért felelds fehérje) és aktivitasat, igy jarulva hozza a
hangulatzavarok kialakuldsdhoz. Neuronalis kapcsolatai rendkiviil dsszetettek, a legfontosabb,
hogy a PFC és a tagabb értelemben vett amygdala beidegzése mellett a hypothalmus-hypophisis-
mellékvese (HPA)-tengely (a stresszreakcido endokrin iranyitoja) kdzvetlen szabalyozasaban is
részt vesz. A mar tobbszor emlitett amygdala, ennek féleg a centralis almagja (CeA), illetve a
tagabb értelemben ehhez tartozd nucleus interstitialis striae terminalis ovalis szubdivizioja
(ovBNST) a CRH rendszer kiemelked6 kozpontjai. Amellett, hogy e teriiletek CRH neuronjai
szabalyozzak a HPA-tengely stresszvalaszat, mindkett6r6l ismert, hogy PACAP-ot is



expresszalnak. Az agytorzsi monoamin-rendszerekhez tartozo kdzpontok szerepe szintén ismert a
hangulatzavarokkal kapcsolatban. A mesencephalikus dopaminerg VTA, a mesocorticolimbikus
palya kozpontjaként a jutalmazasi rendszer egyik kulcseleme. A  dopamintermelés
sebességmeghatarozo 1épése a tirozin-hidroxilaz enzim (TH) mitkodése, melynek vizsgalata régota
alkalmazott eszkoz a VTA aktivitasanak vizsgalatara. A periaqueduktalis sziirkealloméany és azon
beliil is a centralis projekcioji Edinger-Westphal (cpEW) mag, illetve ennek urocortinl (UCN1)
tartalmu neuronjai szintén fontos szerepet jatszanak a depresszié pathomechanizmusaban. Ezt
szamos kiilonboz6 allatfajon végzett kisérlet, illetve ongyilkossagok aldozatainak cpEW mintainak
vizsgalata is alatamasztja. Nem mellékesen, e sejtekrol is ismert, hogy PACAP-ot expresszalnak.
A raphe magok, ezek koziil is a nucleus raphe dorsalis (DR) a szerotoninerg (5-HT) rendszer
kdzpontjai, melyek kapcsolatban allnak az extrahypothalamikus CRH-rendszerekkel és a cpEW-
vel is, a szerotoninerg jelatvitel pedig szintén bizonyitottan krucialis fontossdgu a hangulat

szabalyozasaban ¢és igy a hangulatzavarok pathomechanizmusdban is.

Célkitiizés és hipotézis

A hérom taldlat elmélet alapjan létrehozott allatmodelliink Willner-féle konstrukcios ¢és a
fenotipusos validitasat kutatocsoportunk korabban bizonyitotta. Jelen kisérletiink célja a modell
prediktiv validitasdnak vizsgalata volt. Hipotézisiink szerint, a harom talalatnak kitett 4llatok esetén
fluoxetinnel tortént kezelés visszaforditja a depresszid-szerli viselkedést, bizonyitva modelliink
prediktiv validitdsat. Ennek igazolasara éallatainkat viselkedési teszteknek vetettiik ala, fizikai és
endokrinologiai  paramétereit mértiik, valamint a fent leirt, a hangulatzavarok
pathomechanizmusaban bizonyitottan fontos kdézpontok, a PFC, a hippocampus, a tagabb
értelemben vett amygdala, a VTA, a cpEW ¢és a DR funkcionalis-morfoldgiai vizsgélatait is
elvégeztiik. Azt feltételeztiik, hogy a taldlatok, mint kockézati tényezOk kolcsonhatasba lépnek
egymassal ¢és a fluoxetin kezeléssel, amit a megvaltozott CRH, TH, UCNI1 ¢és 5-HT
immunreaktivitas, valamint a H3 hiszton acetilacidjanak, és a FOSB neurondlis aktivitasi

mintazatanak valtozasa is tiikroz.



Modszerek
Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

Sajat tenyésztési PACAP HZ CD1 egereink paroztatdsabol szarmazo 17 alomnyi egér him
példanyaival dolgoztunk a kisérletben. Az almok felét a sziiletés utani elso két hétben harom oras
anyai megvonasnak tettink ki (MD180), tehat napi harom orara anyjuktol elvalasztva
melegitélapra helyeztiik az allatokat, mig az egerek masik felét normal allathazi koriilmények
kozott tartottuk mindvégig (AFR). A sziiletés utani 70. napon farokmintak segitségével megtortént
az allatok genotipizalasa. Ezutan a PACAP HZ egerekkel dolgoztunk tovabb. Az allatok négy
honapos koraban két héten keresztiil mind az MD180, mind az AFR fécsoportok allatainak felét
CVMS-nek tettiik ki ugy, hogy mind a nappali (ferde ketrecallas, razdasztal, sotét szoba) mind
pedig az éjszakai (nedves alom, szocidlis izolacio, csoportban tartds) stresszorokat varialtuk. A
focsoportok allatainak masik fele kontroll csoportként szolgalt. Az igy 1étrejott négy csoportot
(AFR-CVMS és AFR-kontroll, illetve MD180-CVMS és MD180-kontroll) tovabb bontottuk
kezelés szempontjabol. Az éllatok fele intraperitonealis fluoxetin injekcidban részesiilt naponta, a
masik fele vivéanyagot kapott. Igy osszességében nyolc csoporttal dolgoztunk, csoportonként 4-6
allattal. Az in vivo kisérleteket a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal engedélyezte

(engedélyszam: BAI/35/51-122/2016).

Viselkedési tesztek

Kisérleti allatainkat a stresszperiddus utan viselkedési teszteknek vetettiik ald. A szorongasi szint
megitélésre marble burying tesztet (MBT) és light-dark box tesztet (LDT) végeztik. Az MBT
esetében az alomra helyezett 24 tiveggolyd koziil a tobb elrejtett jelez magasabb szorongasi szintet.
Mig az LDT esetében a doboz sotét és vildgos, de egymas kozt atjarhatod részei koziil a vilagos
kompartmentben t6ltott kevesebb idé utal magasabb szorongasi szintre. A depresszid-szint
meghatarozasara tail suspension tesztet (TST) és forced swim tesztet (FST) végeztiink. Mindkét
teszt Iényege, hogy az allat mozgasdban nem gétolt, de szabadulni nem tud az adott helyzetbdl,
viszont probalkozik ezzel. Annak az egérnek magasabb a depresszio szintje, amelyik kevesebb id6t

tolt szabadulasi kisérlettel, tehat magasabb az immobilitasi ideje.



Perfizid és minta elokészités

A kisérlet 140. napjan allatainkat uretan segitségével talaltattuk, mellkasukat felnyitottuk. A bal
kamra megnyitasa utdn vérmintat vettlink az allatok corticosteron (CORT) szintjének
meghatarozasara, majd kaniilt vezettiink az aortdba, amibe eldbb sooldatot juttattunk az erek
atmosasa céljabol, majd pedig 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk az allatokat. Mellékveséiket és
thymusukat eltavolitottuk, ezek tomegét megmértiik. Az agyakat eltavolitasuk utan posztfixaltuk
¢s vibratom segitségével koronalis siki metszeteket készitettiik. Négy sorozat 30 um vastag

metszetet antifreeze oldatban -20°C-on taroltunk a festésig.

Szdvettani vizsgalatok

A CeA, az ovBNST, a VTA, a cpEW ¢s a DR teriiletén free-floating kettés immunjeldléseket
végeztiink, ahol a masodik jelolés mindig a FOSB-t célozta. Igy az alabbi kettds festések torténtek:
CRH-FOSB kettds jelolés a CeA és az ovBNST teriiletén, TH-FOSB a VTA-ban, UCN1-FOSB a
CPEW-ben és 5-HT-FOSB a festés a DR-ban. Az immunfluoreszcencia vizsgalatat és digitalizalasat
Olympus Fluoview 1000 konfokalis mikroszkép segitségével végeztiik. A szdvettani fotdkon
sejtszamolast €és denzitometriat végeztiink a CRH, TH, UCNI1, 5-HT jelolt sejtek esetében és
a cornu ammonis 1 (CA1), CA3 és a gyrus dentatus (DG) teriiletén FOSB immunjeldlést végeztiink
diamino-benzidin (DAB) kromogénnel, ezen feliil az 6sszes fenti régidban acetil-lizin H3 hiszton
(H3K9%ac) jelolést végeztiink szintén DAB segitségével. A DAB-jelolt H3K9ac és FOSB
immunhisztofestés preparatumait Nikon Microphot FXA mikroszkoppal értékeltiik és

digitalizaltuk Spot RT kamera segitségével, melyet szintén sejtszamolas kovetett.

Statisztika

A statisztikai elemzést Statistica szoftverrel végeztiik. A két szigma tartomanyon tali adatokat
kizartuk az értékelésbdl. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel, mig a variancia
homogenitasat Bartlett Chi-négyzet probaval vizsgaltuk. Az adatokat tobbutas varianciaanalizisnek
(MANOVA) vetettiik ala, amelyet Tukey post hoc tesztek kovettek (0<5%). Az adatsorok mélyebb

kapcsolatanak feltarasa érdekében Spearman-féle korrelacids tesztet is végeztiink.



Eredmények és diszkusszio
A fizikai és endokrinologiai paraméterek

A CVMS hatékonysagat alatimasztotta a testtomeggyarapodas mértékének csokkenése a stressz-
expozicid masodik hetében. Az anyai megvonds is a testtomeg-gyarapodas csokkenésével jart
egylitt, ami azt mutatja, hogy a modellben sikeriilt az epigenetikai mintazatba beavatkozni az élet
korai szakaszara jellemz6 vulnerabilis fazisban. Ennek tovabbi kisérleti bizonyitdsara morfologiai
munkankat egy epigenetikai marker, az H3K9ac szemikvantitativ meghatarozasaval bovitettiik. A
relativ mellékvese és a thymus tomeg adatok még inkabb alatdmasztottdk az anyai megvonas, mint
epigenetikai stresszor altalanos hatékonysagat, ahogyan azt a MANOVA is mutatta. A CORT
vizsgalatok szerint az anyai deprivacié €s a stressz egyiittes alkalmazasa utdn az SSRI kezelés
enyhén csokkentette a corticosteron szintet. E jelenség, hogy a HPA-tengely tulmikodése

antidepresszansok hatdsara normalizalodhat, ismert.

A viselkedési tesztek értékelése

Az MBT-ben azt tapasztaltuk, hogy az anyai gondoskodas mindségétdl fiiggetleniil a stressznek
kitett allatok fluoxetin kezelés utdn kevesebb liveggolyot rejtettek el. Ez az eredmény
nyilvanvaldoan alatamasztja modelliink érzékenységét prediktiv validitds tekintetében, mivel a
fluoxetin kezelés hatékonyan csokkentette az allatok szorongasszintjét. A fluoxetin hatdsanak
hasonlo tendencidja volt megfigyelheté az LDT-ben AFR allatok esetében, mig az anyai megvonas
alkalmazasa teljesen megsziintette a fluoxetin hatasat. Ez tovabb hangsulyozza, hogy az élet korai
szakaszaban elszenvedett negativ ¢letesemények jelentdsen befolyéasoljak a stresszadaptaciot €s az
antidepresszans kezelésre adott valaszt. A TST szerint az SSRI-kezelés erdteljesen csokkentette a
depresszio szintjét az AFR allatokban. Az anyai megvonas viszont (CVMS nélkiil is) csokkentette
a fluoxetin kezelés hatékonysagat. Ha valamennyi kockazati tényezdnek ki voltak téve, az allatok
mar nem tudtak alkalmazkodni. Ezek a viselkedési eredmények egyrészt tovabb erdsitik modelliink
prediktiv validitasat, masrészt felhivjak a figyelmet a személyre szabott terapia jelentdségére a
hangulatzavarok kezelésében. Modelliinkben a depresszid szint mérésére hasznalt tesztek koziil a
TST nagyobb érzékenységet mutatott, mint az FST. Az FST kisebb kiilonbségeket talalt az egyes

csoportok kozott, és magasabb depresszid szintet mutatott a fluoxetin kezelés utdn az AFR,



stresszben részesiilt egerekben. Ez a masodik megallapitas gyakorlatilag minden mas eredménnyel
ellentmond. Mas laboratoriumok eredményei is a TST magasabb érzékenységére hivjak fel a
figyelmet, mig az utébbi idében egyre tobb elismert szakember van azon a véleményen, hogy a

FST-t nem lenne szabad tovabb hasznalni a depresszio szintjének mérésére.

A PFC szovettani vizsgalata

A PFC-ben a FOSB CVMS-reaktivitasat az anyai gondoskodas mindsége ¢és az SSRI-kezelés
egyarant befolyasolta. A FOSB a stresszkutatasban széleskoriien hasznalt neuronalis aktivitasi
marker, ami azt a reakcidt tiikkr6zi, ahogyan egy ingerre adott sejtszintli valasz a géntranszkripciod
szintjén is megjelenik. Az altalunk ebben a vizsgdlatban hasznalt antitest felismeri mind a teljes
hosszusagu FOSB-t, mind annak splice variansat, a deltaFOSB-t. Figyelembe véve a teljes
hosszusagi FOSB rovidebb felezési idejét és azt, hogy ebben a vizsgalatban az egereket egy nappal
az utolso stresszexpozici6 utan perfundaltuk, a detektalt FOSB fehérje jelnek a delta izoformanak
kell megfelelnie, amely a kronikus neurondlis aktivaciot tiikkrozi. Az a jelenség, hogy a krénikus
stresszexpozicid noveli a FOSB immunreaktivitist a PFC-ben, jol ismert. Fontos, hogy itt
megfigyeltiik, hogy ha a CVMS-expoziciot az MD180 talajan alkalmaztuk, sem a CVMS, sem a
fluoxetin kezelés nem emelte meg a FOSB aktivitast a PFC-ben. Ennek a jelenségnek nagy
transzlacios jelentdsége lehet, mivel a FOSB-vel kapcsolatos transzkripcids valtozasokat egyre
inkabb a terdpids hatékonysag meghatarozasara hasznaljdk a major depresszid6 modelljeiben. A
hiszton acetilaci6 vizsgéalatanal azt talaltuk, hogy az AFR egerekben a fluoxetin kezelés csokkent
acetilacidval tarsult, de ha az egerek MD180-n estek at, akkor egy eleve alacsonyabb acetilacids
szintet lattunk, amelyet a fluoxetin kezelés mar nem befolyéasolt. Ez arra utal, hogy a fluoxetin
terapia és a korai €letkori stressz kdlcsonhatasba 1ép a PFC-ben, tehat ismételten bizonyitékot
talaltunk arra, hogy a korai életkorban elszenvedett negativ életesemények befolyasoljak az

antidepresszanskezelésre adott valaszt.

A hippocampus szdvettani vizsgalata

Mivel az anyai megvonas nagyon alacsony, szinte kimutathatatlan FOSB jellel tarsult a

crer



tere volt a FOSB immunreaktivitas csokkentésére. Ezt a megfigyelést lehetne esetleg azzal
magyarazni, hogy technikai hiba tortént, amely megakadéalyozta az immunjel kialakulasat, de mivel
ugyanazon allatok PFC metszetei ugyanabban a festési folyamatban megbizhat6 jelet adtak, ugy
itéljik meg, hogy az MDI180 egerek alacsony hippocampalis FOSB sejtszamai valodi tertilet-
specifikus megfigyelések. A hippocampalis hiszton acetilacidé dinamikéaja kiilonb6zott a PFC-ben
megfigyelttdl. Az MDI180 csokkentette a H3 hiszton acetildciojat az Osszes hippocampalis
régioban. A CVMS pedig csokkentette a H3K9ac immunreaktivitast a vivéanyaggal kezelt, AFR
egerekben az 0sszes vizsgalt régidban, viszont a fluoxetin kezelés ndvelte az acetilaciot a korabban
CVMS-t atélt egerekben. Jelen vizsgalatunk azt mutatja, hogy a CVMS-nek Kitett, MD180-at is
elszenvedett egerekben a fluoxetin acetilacio-noveld hatasa megsziint a CA1-ben, és atfordult egy
csokkentd hatdsba a CA3-ban és a DG-ban. Ez a mi modelliinkben arra utal, hogy az
antidepresszansok hatékonysaga fligghet a kockdzati tényezdk szamatol és az epigenetikai
statusztol, amelyet a modelldllat hordoz. Ez végsd soron aldhuzza az egyénre szabott terapids
megkdzelités fontossagat a depresszid kezelésében, a farmakoterapia hatékonysaganak novelése

érdekében.

Az ovBNST szdvettani vizsgalata

Korabbi eredményeinkkel ellentétben a CVMS-expozici6 nem indukalt jelentés neurondlis
aktivaciot az ovBNST-ben az AFR allatok korében, ami a vivOanyagot kapott allatok napi
intraperitonedlis injekcioi altal okozott enyhe stressz hatidsaval lehet magyarazhato. Anyai
megvonast kdvetden azonban az ugyanerre a stresszre adott valasz nagysaga mind a CRH, mind a
FOSB sejtek szamanak tekintetében csokkent. Ez alatamasztja a viselkedési tesztjeink azon
értelmezését, hogy az MD180 allatoknal maladaptaciot latunk. Korrelacids elemzéseink igazoltak,
hogy a szorongas (MBT-ben) és a depresszié szintje (TST-ben) forditottan aranyos az
oVBNST/CRH sejtek FOSB-pozitivitasaval. Ehhez hasonléan, a fluoxetin kezelés altal kivaltott
CRH/FOSB sejtszam emelkedés lathatdé a legtobb csoportban, ami erds anxiolitikus és
antidepresszans hatassal jart egyiitt a viselkedési tesztekben. A CRH specifikus jeldenzitas (SSD)
mérések nagyon alacsony ovBNST/CRH-tartalmat mutattak ki minden deprivalt csoportban, ami

arra utal, hogy az anyai deprivacio csokkenti e sejtek CRH-tartalmat.
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A CeA szovettani vizsgalata

A CeA stressz hatasara torténd aktivacioja jol ismert jelenség. Modelliinkben mi is emelkedett
CRH-FOSB szamot ¢s egyidejlileg magasabb CRH-denzitést talaltunk, ami fokozott aktivitasra
utal. A stresszt kovetd fluoxetin kezelés csokkentette a CRH pozitiv neuronok szamat. Az anyai
megvonds hatasa alapjaiban rendezte at a neuronalis aktivitasi mintazatot, mivel a fluoxetin kezelés
egyarant csokkentette a CeA aktivitasat és CRH tartalmat, a stressz pedig ez utan nem aktivalta a
magot, ¢s nem novelte a CRH-termeld sejtek szamat sem. Ez a megfigyelésiink ismételten kiemeli,
hogy az ¢let korai szakaszaban atélt szignifikans negativ életesemények maladaptiv valtozasokat
okoznak a neuronalis stresszadaptacioban, mely végso soron hozzajarulhat a viselkedési tesztekben
tapasztalt eltérésekhez. A CeA/CRH SSD ¢és az MBT-ben elrejtett tiveggolydk szama kozotti
negativ korrelacid a fluoxetin erds anxiolitikus hatasat bizonyitja stressz utan, tovabbi bizonyitékot

szolgaltatva modelliink prediktiv validitasra.

A VTA szdvettani vizsgalata

Az anyai megvonas hatdsa hasonl6 volt ebben a magban, mint amit a tagabb értelemben vett
amygdalaban megfigyelhettiink. A TH SSD 40%-os csokkenése az anyai deprivaciot elszenvedett
utédoknal egybevag mas kutatocsoportok eredményeivel. Ezek az adatok tovabb hangsulyozzak,
hogy a fiatal korban atélt szignifikans negativ életesemények hosszu tdva valtozasokat okoznak a
stresszadaptacidban €s az antidepresszans terapiara vald reaktivitasban. H3K9ac eredményeink
szerint csak a fluoxetin kezelés ndvelte az acetilacio mértékét az allatokban. A fluoxetin ezen
hatdsdval novelheti a jutalmazas érzését a mezolimbikus jutalmazé palya aktivalasaval, igy

enyhitve a depresszio olyan tipikus tlineteit, mint az anhedonia €s a motivacio hianya.

A cpEW szovettani vizsgalata

Az UCNI1-termel6 neuronok fluoxetin kezelésre adott valasza minden csoportban egységes volt:
csokkent UCNI1-tartalmat mutattak. Ez az MBT eredményeivel korreldlva megalapozza a

modelliink prediktiv validitasat, és alatdmasztja a cpEW jelentdségét a szorongassal kapcsolatos

11



betegségekben. A korai ¢€letkorban elszenvedett stressz nem befolyasolta az urocortinerg sejtek
szamat, de csokkentette a FOSB-aktivitdsukat és az UCNI1-tartalmukat. Ez dsszhangban van a
hisztonfehérjék acetilacidjanak mértékével, valamint az acetilacio €¢s az UCN1-denzitas kozotti
korrelaciora vonatkozé eredményekkel, ahol az alacsonyabb acetilacié alacsonyabb UCN1 SSD-
vel parosult. A cpEW-ben vizsgalt hiszton acetilacio és az ovBNST-ben mért CRH SSD kozotti
tovabbi korrelacio alatamasztja az urocortinerg rendszer szerepét a BNST és a HPA-tengely

szabalyozasaban.

A DR szdvettani vizsgélata

A DR/5-HT neuronok a HPA-tengely és a limbikus agyteriiletek fontos regulatorai a
hangulatszabalyozasban. A PACAP KO egereknél korabban megfigyelt viselkedési anomalidk
foként a szerotoninerg rendszer valtozasainak tulajdonithatok. Itt azt lattuk az AFR egerekben,
hogy a stressz csokkentette mind a DR/5-HT sejtek szamat, mind az 5-HT SSD-t, viszont anyai
deprivaciot kovetden emelkedett sejtszamot talaltunk. Az anyai megvonast elszenvedett egerekben
a stressz onmagaban nem befolyasolta a DR/5-HT-t, mig a fluoxetin hatasara csokkent a DR/5-HT
sejtszam. Ez tovabb er0siti a korai életszakaszban elszenvedett averziv életesemények hosszitava
jelentdségét a stresszadaptacids valaszban €s a hangulatszabalyozéasban. Az elrejtett tiveggolyok
szama az MBT-ben negativ korrelaciot mutatott a DR/5-HT sejtek szdmaval és 5-HT SSD
mértékével. Ez meggydzOen tamasztja ala azt, hogy valodi kapcsolat all fenn a morfologiai €s
viselkedési eredményeink kozott. Mindez egybevag a szerotoninerg rendszerek jol ismert
jelentdségével hangulatszabalyozasban. Acetilacio tekintetében az anyai megvonast elszenvedett
egerekben a stressz nem okozott valtozast, de CVMS-t kovetden a fluoxetin adasa ndvelte a hiszton
acetilaciot a DR-ban. Az 5-HT-pozitiv sejtek szamanak és a DR H3K9ac sejtek szamanak erds
negativ korrelacioja ismételten ravilagit az epigenetika fontossagara a hangulatszabalyozasban. Az
5-HT-sejtek szama ¢s az ovBNST/CRH, valamint a cpEW/UCNI1 sejtek szdma kozotti erds

korrelacid pedig bizonyitja, hogy a fenti kozpontok kozott funkciondlis kapcsolat van.
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A viselkedési és funkcionalis-morfologiai eredmények kapcsolata

Ebben a tanulmanyban funkciondlis neuroanatémiai vizsgalatokat végeztiink szamos limbikus
kozpontban és megallapitottuk, hogy a vizsgalt agyteriiletek mindegyike hozzajarulhatott a
megvaltozott hangulati allapothoz. Az ovBNST és a CeA CRH aktivitdsa negativan, mig a
cpEW/UCNI és a DR/5-HT pozitivan korrelalt az MBT-ben megfigyelt szorongasi és a TST-ben
regisztralt depresszid szintekkel. Ez arra utal, hogy ellentétes irany( hatassal birnak a hangulati
allapot szabalyozasaban. A VTA-ban a hiszton acetilacio korrelalt az FST viselkedéssel, ami azt

sugallja, hogy ez a teriilet hossza tavon hozzajarul a hangulati allapot alakuldsahoz.

Osszefoglalas

Kisérleteink sordn nem csak bizonyitottuk korabbi eredményeink reprodukalhatosagat a harom
talalat elméleten alapuld egérmodell konstrukcios és fenotipusos validitdsaval kapcsoltban, de a
kisérleti felallast kibévitve -a human terapia gold standardjaként széleskorben alkalmazott
fluoxetin kezeléssel-, modelliink prediktiv validitasa is bizonyitast nyert, hiszen a fluoxetin kezelés
allatkisérletes eredményeink szerint csokkentette az allatok szorongasi és depresszid szintjét. A
kapott viselkedési eredmények jol korrelaltathatok voltak a vizsgélt agyteriiletekben megfigyelt
valtozasokkal, tovabbi bizonyitékot szolgéaltatva a magasabb limbikus kozpontok, a CRH-, és
urocortinerg rendszerek HPA-tengelyre gyakorolt hatasara, igy alatamasztva azok
stresszadaptacioban betdltott szerepét. A szerotoninerg rendszer eredményei és foleg ezek szoros
korrelaciodi a viselkedési eredményekkel alahtizzak a szerotoninerg neurotranszmisszio €s a raphe
magvak hangulatszabalyzasban betoltott kulcsszerepét. A VT A-ban gyiijtott eredményeink pedig
jol mutatjak, hogy a hangulatzavarok patogenezisében a jutalmazasi palyak esetleges malfunkcioja
is fontos szerepet kaphat. Epigenetikai vizsgélataink jol bizonyitjak, hogy a korai életkorban kapott
(epigenetikai) stressz, az ekkor elszenvedett negativ életesemények alapjaiban befolyasoljak
egyrészt a stresszadaptacids mechanizmust, megagyazva egy estleges késObbi hangulatzavarnak,

masrészt magat az antidepresszans kezelésre adott valaszt is.
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