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BEVEZETES

A major depresszids zavar gyakori, visszatérd és akar életet veszélyeztetd korkép is
lehet. Epidemioldgiai vizsgalatok szerint a populacié 10-25%-a valik depressziossa élete
soran legalabb egyszer. A szocialis statusz elveszitése esetén a depresszid6 nagyobb
kockazataval kell szamolni.

Az intenziv kutatdsok ellenére keveset tudunk a major depresszid neurobiologiai
hatterérdl. Ugy tiinik, a hagyoményos monoamin elméletek nem magyarazzak kielégitéen a
major depresszids zavar hatterében rejlé neurobioldgiai mechanizmusokat. Jollehet a major
depresszios zavar vitathatatlan genetikai alapokkal rendelkezik, sériilékeny személyekben a
sulyos kornyezeti stresszorok jelentésen megndvelik a major depresszids zavar kockazatat. A
molekularis bioldgia, a hisztopatologia ¢€s az agyi képalkoto vizsgalatok kimutattak, hogy a
major depresszids zavar Osszefliggést mutat a hangulatot és érzelmeket szabalyozo
agyteriiletek strukturalis plaszticitasaval és sejtszintli elvaltozasaival. Egyes adatok szerint az
antidepresszivum kezelés korrigalhatja e valtozasokat. Foképp a prefrontalis kortex €s az
eliilsé cinguléris kéreg teriiletén irtak le csokkent metabolizmust és térfogatot, am a korkép
elérehaladtaval megfigyelhetd a hippokampalis érintettség is. Posztmortem morfometrids
vizsgalatok megkisebbedett neuronokat ¢s csokkent glia stirliséget irnak le egyes limbikus ¢s
nem limbikus agyteriileteken. Ugyanakkor kideriilt, hogy az antidepresszivumok ¢€s a litium
neurotrophikus ill, neuroprotejktiv tulajdonsagi, melyet a kiilonféle intracellularis
jelzoérendszerek kozvetitenek.

A hippokampusz egyike a depresszié kapcsan legkiterjedtebben vizsgalt agyi
struktaraknak. A tézis a hippokampusz sejtes elvaltozasait vizsgadlja egy depresszio
allatmodellben. Mivel a human hisztologiai vizsgélatok limitaltak, a mokuscickanyokban
(Tupaia belangeri) alkalmazott kronikus pszichoszocialis stressz paradigma, mely egy
validalt depresszio allatmodell, jol alkalmazhatonak tlint arra, hogy a kronikus szocialis
stressz €s az egyidejlileg adott antidepressziv kezelés altal eldidézett morfologiai valtozasokat
tanulmanyozhassuk. A tézis a sejtes plaszticitas alabbi aspektusait targyalja:

1. A cytogenezis valtozasai a gyrus dentatusban.

2. A géatl6 interneuronok lehetséges érintettsége.

3. Az asztroglia sejtek szerepe a hippokampusz strukturalis valtozasaiban.
Végiil, egy fejlesztés alatt allo, 0 tipust antidepresszivum, a monoaminerg rendszeren
kozvetleniil nem hatd, NK; receptor antagonista tesztelése a kronikus pszichoszocidlis stressz

modell segitségével.



A FONTOSABB KISERLETI MODSZEREK
A kronikus pszichoszocialis stressz mokuscickanyban: egy valid depresszio allatmodell

A mokuscickany (Tupaia belangeri) kis termetii, mokusszera allat. Filogenetikailag
kozel all a f6emlbsokhoz. Dél-kelet Azsia esderddiben honos. A himek kifejezett territorialis
magatartdst mutatnak, mely kisérletesen jol alkalmazhatdé egy rezidens-intruder stressz
paradigma kialakitdsara.

Meghatarozott protokoll szerint torténik a pszichoszocidlis stressz indukcidja a
kisérletekben. A szocidlis konfliktus eldidézéshez egy tapasztalatlan, fiatalabb him allatot
helyeziink a szocialisan tapasztalt him ketrecébe. Ez a territorium iranti aktiv versengést
eredményezi, majd miutan az allatok kozott egyértelmii domindns-aldrendelt kapcsolat alakul
ki, az éllatokat egy drothalobdl késziilt valaszfallal kiilonitjiikk el. A vélaszfalat az 6t-hetes
stressz iddszak alatt naponta mintegy egy orara eltavolitjuk, igy ez id6 alatt lehetséges az
allatok kozott testi kontaktus, dsszecsapas. Ezen az id6n kiviil a szocialisan aldrendelt allat
védve van ugyan az esetleges fizikai tdmadastél, am folyamatosan ki van téve a domindns
feldl érkezo vizualis, hang- €s szagingereknek.

A mindennapos szocidlis stressznek kitett alarendelt allatoknal olyan tiinetek jelennek
meg melyek nagyon hasonléak az emberi depresszioban megfigyelhetd jelenségekhez: pl. a
szimpatikus  idegrendszer ¢és a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg tengely
talmikodése, az alvasmintazat megvaltozasa, csokkent motoros aktivitas. Antidepressziv
kezelés javithatja ezeket a tlineteket. Megfigyelhetd tovabba a gyrus dentatusban a felndttkori
neurogenesis csOkkenése, valamint a neuronok strukturalis elvéltozasai is, tobbek kozott a
hippokampalis CA3 regi6 piramissejtjeinek apikalis dendritfajanak atrendezddése.
Antidepresszivumok adéasa visszafordithatja ezeket az elvaltozasokat, mig a szorongasoldd
diazepam hatastalan. Osszefoglalva: a kronikus szocidlis stressz modell mokuscickanyban
,homoldg depresszid allatmodell”’-nek tekintheté, mivel az emberi depresszid szamos

aspektusat utanozza.

Kvantitativ sztereologia és volumetria

A sejtszamokat (neuron és asztroglia) modositott optikai frakciondtor mddszerrel
hataroztuk meg, mely a szamoland6 sejtek alakjatol, méretétdl, iranyatol fliggetlen,
elfogulatlan szamoldsi modszer, az optikai diszektor és a frakcionalt mintavétel sémajat
alkalmazza. A frakcionalt mintavételi sémat minden sejttipus esetében egy bevezetd vizsgalat
soran hataroztuk meg, majd egységesen, minden kisérleti allat esetében ezt vettiik alapul. A

szamolas eldtt a metszeteket koddal lattuk el, mely kddot nem tortiik fel addig, amig az
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elemzés be nem fejez0dott. A sejtszamolast a Stereolnvestigator 3,16 szoftver segitségével
(Microbrightfield, Colchester, VT, USA) és egy komputer altal vezérelt Zeiss III RS
mikroszkoppal végeztiik. Az optikai diszektor keretén beliili teriiletet és a mintavétel teriiletét
ugy hataroztuk meg, hogy optikai diszektoronként atlagosan 1-3 sejt legyen szdmolhato.

e BrdU (bromo-deoxi-uridin) jelolés esetén dorso-ventralis irdnyban a bal formatio
hippocampalis minden 6todik metszetét vizsgaltuk. A granularis zona (beleértve a
szubgranularis réteget is) minden BrdU-val jelolt sejtjét megszamoltuk — az alaktol és
a sejttipustol fiiggetleniil. A sejteket 400x-os ill. 1000x-es nagyitas alatt vizsgaltuk —
tigyelve arra, hogy a metszet legfelso sikjaban levo sejteket ne szamoljuk.

e Parvalbumin-immunreaktiv (PV-IR) interneuronok esetén: dorso-ventralis
iranyban a bal formatio hippocampalis minden tizedik metszetét vizsgaltuk -
allatonként Osszesen atlagosan 14 metszetbdl gyljtottiink adatot a sejtszamra
vonatkozoan. A régidé hataranak kijelolésére 6,3x-os objektivet, a sejtszamolashoz
16x-o0s objektivet alkalmaztunk. Az optikai diszektor keretén beliili teriilet 200pum x
300um, a mintavételi teriilet pedig 300pum x 300um volt.

e GFAP (glialis fibrillaris savas protein) pozitivitist mutaté astrocytak: Minden
tizedik metszetben szdmoltuk a sejteket. Az optikai diszektor keretén beliili teriilet
500pm x 500pum, a mintavételi teriilet pedig SOum x 50um volt.

e A GFAP pozitiv asztrocitak sejttest térfogatinak meghatarozasa: Az asztrocitdk
sejttest térfogatat minden 6t0dik megszamolt asztrocita esetében az ugynevezett
nukledtor szonda segitségével becsiiltiik meg. Minden sejtre nyolc egyenld tavolsagra
levd, sugaras elhelyezkedésli vonalat helyeztiink, melyek a sejtmagnal metszették
egymast. Ezt kdvetden bejeloltiik, hogy a vonalak hol metszették a sejttest hatarat.

e A hippokampusz térfogatanak meghatarozasa: A hippokampalis térfogat
meghatdrozasahoz ugyanazokat a metszeteket hasznaltuk, mint a sejtszamoléshoz. A
térfogatokat a Cavalieri elven alapuld egyenlet segitségével szamitottuk ki. El6szor
meghataroztuk a metszetben lathatd keresztmetszeti hippokampusz teriiletet, amit a
Stereolnvestigator 3,16 szoftver hasznalataval a hippokampusz hatarainak kijeldlését
kovetden végeztliink (az Ammon szarv és a gyrus dentatus egyiitt). Ezt az értéket a
metszet vastagsagaval, illetve a mintavételi metszet arannyal (asztrocita esetében pl.

1/10) szoroztuk.



A VIZSGALATOK

1. A hippokampalis sejtproliferdcio korfiiggd érzékenysége kronikus pszichoszocidlis
stresszben

A felnéttkori hippokampalis neurogenezis a neuroplaszticitds egyik formajanak tekinthetd,
mely emldsok esetén (beleértve az embert is) az egész ¢€let soran fennall. Szamos kornyezeti
¢s endogén tényezdrdl kimutattak, hogy befolydsolja ezt a folyamatot. Két példa ezekre az
¢letkor ¢€s a stressz.

o Célkitiizés: Szamos allatkisérletes stresszparadigméaban bebizonyosodott, hogy a
stressz erdteljesen gatolja a felndttkori neurogenezist a gyrus dentatusban. Nem ismert
ugyanakkor az életkor hatasa. Jelen vizsgalatban erre fokuszaltunk.

o Modszer: Felnott, him mokuscickanyok (n = 27) 6t-hetes pszichoszocalis stresszben
vettek részt. Ezt kovetden BrdU immunhisztokémiaval meghatdroztuk a gyrus
dentatusban a cytogenezis mértékét. A stresszelt allatokat kontrollokkal hasonlitottuk
ossze (n = 18). A BrdU pozitiv sejtek az életkor fliggvényében grafikonon abrazoltuk.
Az adatokhoz regresszios gorbéket illesztettiink, a stresszelt és nem stresszelt csoport
regresszios paraméterei keriiltek 0sszehasonlitésra.

o Eredmények: A kronikus pszichoszocialis stressz szignifikansan csokkentette a BrdU
pozitiv sejtek szamat (-46%). Az életkor fliggvényében abrazolt adatoknal a legjobb
illeszkedést az alabbi regresszios egyenlet esetén kaptuk:

Log. (Y) = loge (a) — bx

Ahol Y a BrdU pozitiv sejtek szdma, x az ¢életkor.
A két csoport Osszehasonlitdsakor a stresszelt csoport regresszios gorbéjének
meredeksége (b érték) szignifikdnsan jobban csokkend sejtproliferacidt jelzett az
¢letkor elérehaladtaval.

o Kovetkezetés: Azt talaltuk, hogy az iddsebb felnétt allatok gyrus dentatusanak sejt-

proliferacidja sokkal sériilékenyebb a stressz hatasra.

2. A kronikus stressz csokkenti a hippokampadlis PV-IR interneuronok szamdt: megelozés
Substance P receptor (NK;) antagonista kezeléssel

Szdmos stresszhez kapcsolddd pszichidtriai zavarban kimutattdk a GABAerg rendszer
anatomiai és funkcionalis valtozasait. Szkizofrénidban és bipoldris zavarban egyarant leirtak a

gyrus cynguli anterior, a prefrontalis kéreg és a hippokampusz helyi gatlo sejtek szamanak



eltéréseit. Ezeket az elvaltozasokat gyakran idegrendszer fejlédési zavarral magyarazzak. igy

nem hagyhatok figyelmen kiviil (kiilondsen a korai ¢életszakaszban elszenvedett) stresszel teli

¢letesemények sem. Nem zéarhat6 ki annak lehetdsége sem, hogy a tartds stressz excitotoxikus

interneuron-szam csokkenést okoz.

Célkitiizés: Ebben a kisérletben megvizsgaltuk, vajon befolyédsolja-e a hosszi tava
pszichoszocialis stressz a parvalbumin tartalmi interneuronok szamat, melyekrdl
inputjat adjak. Masodik Iépésben azt vizsgaltuk, hogy kivédheté-e a stressz okozta
valtozas antidepressziv — gyogyszeres kezeléssel (fluoxetinnel, mint SSRI
antidepresszivum referencia szerrel és SLV-323-mal, mint ujfajta NK; receptor (NK;-
R) antagonistaval, mely az antidepresszivum fejlesztések egyik lehetséges célpontja
lehet).

Modszer: Mokuscickany himeknél 6t-hetes pszichoszocialis stresszt alkalmaztunk. Ezt
kovetéen immuncytokémiai és kvantitativ sztereologiai technika felhasznaldsaval
meghataroztuk a hippokampadlis parvalbumin-immunreaktiv (PV-IR) sejtek szamat.
Masodik 1épésben az allatok egy csoportja naponta 15mg/ttkg/die fluoxetint, valamint
20mg/ttkg/die SLLV-323-as vegyiiletet kapott. A gydgyszeres kezelés eldtt az allatok
egy hetes stressz-peridduson estek at, majd folyamatos naponkénti stressz mellett
megkezdddott az antidepresszivumok mindennapi oralis adagoldsa, mely 28 napos
iddszakra terjedt ki.

Eredmények: A stressz jelentdsen csokkentette a PV-IR interneuronok szamat a gyrus
dentatusban (-33%), a CA2 (-28%) ¢és a CA3 (-29%) régioban, mig a CA1 régidra nem
volt hatdssal. Az NK;-R antagonista adasa teljesen megakadalyozta a PV-IR
interneuronok szamanak csokkenését, ezzel szemben a fluoxetin csak a gyrus
dentatusban gyengitette a stressz kedvezOtlen hatasat, a CA2 és CA3 régiokban nem.
Kovetkeztetések: Az interneuronok szédmanak csokkenése valodi sejtpusztuldst
tiikkrozhet, 4&m lehetséges az a magyardzat is, hogy a sejtek parvalbumin tartalma
csokken, mely akar kompenzacios kisérletként is felfoghatd. Az antidepressziv
hatéanyag adasa, mindkét hatdanyag esetében védelmet nytjtott a stressz hatasa ellen
¢és ugy tlunt, befolyast gyakorol a hippokampalis GABAerg rendszerre. Az SLV-323

NK;-R a fluoxetinhez hasonl6 neurobiologiai hatékonysaginak bizonyult.



3. A hippokampusz asztroglidalis plaszticitasat a kronikus pszichoszocidlis stressz és az

egyidejii fluoxetin kezelés befolydsolja.

Ujabban tobb in vivo képalkoté vizsgélat igazolta, hogy mind a hippokampusz, mind a

frontalis lebeny bizonyos teriiletei szeletiv térfogatcsokkenést mutatnak a kiilonféle

stresszhez kapcsolddd pszichiadtriai koérképeken, kiilonosen PTSD-ben ¢€s major

depresszioban. Azonban nem ismert a térfogatcsokkenés pontos, sejtszintii alapja.

Célkitiizés: Az affektiv zavarban szenvedd betegek post mortem hisztopatologiai
vizsgalata csokkent asztroglia szamot talalt kiilonb6z0 agyi régidokban. Ebben a
kisérletben azt vizsgaltuk, vajon a hosszu tavu pszichoszocialis stressz befolyasolja-e a
hippokampalis asztrocitdk szdmat a depresszio allatmodellben.

Modszer: Feln6tt, him mokuscickdnyokndl Gt-hetes pszichoszocidlis —stresszt
alkalmaztunk. Ezt kdvetéen immunhisztologiai és kvantitaiv sztereologiai modszert
alkalmaztunk a glidlis fibrillaris savas protein (GFAP) pozitiv asztrocitdk szamanak és
sejttest térfogatanak meghatarozasara a formatio hippocampalis teriiletén. Ezt
kdvetden megvizsgaltuk, hogy a fluoxetin (forgalomban levé SSRI antidepresszivum)
adasa védelmet nyujt-e a stressz hatasa ellen. Igy az allatok egy hét szocialis stresszt
kovetden reggelente 15mg/ttkg/die fluoxetint kaptak p.o. a tovabbi négy hétig tartod
stressz mellett.

Eredmények: A stressz szignifikdnsan csokkentette mind az asztroglia sejtek szamat (-
25%), mind azok sejttest térfogatat (-25%). Ez a hatds szignifikdns Osszefliggést
mutatott a hippokampalis térfogat csokkenéssel. A fluoxetin kezelés megeldzte az
asztrocitak szdmanak csokkenését, de nem volt hatdsa az asztroglia sejttest
térfogatanak csokkenésére. Nem stresszelt allatokban a fluoxetin kezelés nem volt
hatdssal az asztrocitdk szamara. Stressz esetén a fluoxetin kezelt allatok sejttest
térfogata is csokkent (-20%).

Kovetkeztetések: Az asztroglia sejtek stressz hatdsara kialakulo strukturalis valtozasai
azt a nézetet tAmogatjak, miszerint a gliasejtek (kivalt az asztroglia) szerepet jatszanak

crer

hatasaban.



4. Az SLV-323, egy uj NK; receptor antagonista vizsgalata egy kronikus pszichoszocidlis

stresszen alapulo depresszio dallatmodellben

Bizonyitékok sora igazolja, hogy a Substance P — Neurokinin 1 receptor rendszer fontos

szerepet jatszik az érzelmi magatartds szabalyozasaban. A P anyag antagonistikat az

antidepressziv hatast vegyiiletek egyik uj jeloltjének tartjak. A mokuscickanyok kozeli

rokonsagban allnak a féemldsokkel, ezért a neurokinin 1 (NK;) receptoruk azonos az

emberével.

Célkitiizés: Az SLV-323, NK; receptor antagonistdit mokuscickany himek kronikus
pszichoszocidlis stressz paradigmajaban vizsgaltuk.

Modszer: Az allatok egy hetes stressz periddusnak voltak kitéve, mieldtt a
20mg/ttkg/die SLV-323 naponkénti kezelésiik megkezdddott. A pszichoszocidlis
stressz a 4 hetes gyogyszeres kezelési id6szak soran végig folytatodott. In vivo proton
magneses rezonancia spektroszkdpia segitségével agyi metabolit koncentracio
meghatarozas tortént. Napi vizelet mintabol noradrenalin szint meghatarozast, kisérlet
végén vett vérmintabol pedig szérum tesztoszteron meghatarozast végeztiink. Az
allatokrol naponta videofelvétel késziilt a szagjelold (scent-marking) magatartds és a
lokomotoros aktivitds mérése céljabol. Post mortem hippokampalis volumenmérés
illetve gyrus dentatus sejtproliferacié meghatarozas tortént.

Eredmények: A stressz jelentdsen csokkentette az N-acetil-aszpartat, teljes kreatinin
noradrenalin emelkedéséhez és a szérum tesztoszteron koncentracid csdkkenéséhez
vezetett. A stresszelt allatok szagjelold és lokomotoros aktivitdsa csokkent. A gyrus
dentatusban csokkent a granularis prekurzor sejtek proliferacios frekvencaja. Enyhén
csokkent a hippokampusz térfogata is. Az egyideji SLV-323 adas részben kivédte a
stressz altal kivaltott idegrendszeri valtozadsokat, mig a magatartasi valtozasokra csak
mérsékelt hatassal volt.

Kovetkeztetés: Az SLV-323 — egy 4j NK, receptor antagonista — antidepressziv hatasa

a mokuscickanyok kronikus szocidlis stressz modelljében csak részben igazolhato.



A FONTOSABB EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES A KLINIKAI

VONATKOZASOK

1. A gyrus dentatusban a felndttkori neurogenezis stressz-vulnerabilitisa az életkor
elérehaladtaval nd.

2. A kronikus pszichoszocidlis stressz és az antidepressziv kezelés (fluoxetin és NK;
receptor antagonista kozvetleniil vagy kozvetetten hatassal vannak a hippokampalis
GABAerg rendszerre.

3. A kronikus pszichoszocidlis stressz csokkenti a hippokampdlis asztroglidk szamat,
mely Osszefiiggést mutat a hippokampusz térfogat csokkenésével. Fluoxetin kezelés
kivédte az asztroglia szaméanak csokkenését.

4. Az NK; receptor antagonista SLV-323 mérsékelt antidepressziv hatast mutatott a

kronikus pszichoszocialis stressz depresszio allatmodellben.

A depresszid stressz-hipotézise egyike a bioldgiai pszichiatria legrégebbi
tételeinek. A fentick — ellentétben a 80-as években elterjedt cortisol-neurotoxicitas
elmélettel — a depresszid stressz-neuroplaszticitds elméletét erdsitik. Ebbe az elméleti
keretbe jol illeszkednek olyan empirikus klinikai adatok is, mint az
antidepresszivumok hatasahoz sziikséges tobb hetes iddtartam, a korai relapszusok
nagy szama depresszioban, a kindling szenzitizacidés elmélet. A neuroplaszticitas
valoszinliségét vetik fel a képalkotd vizsgalatokkal leirt térfogatvaltozasok
reverzibilitasai is. A depresszids pszeudodemencia €s a depresszioban megfigyelhetd
kognitiv deficittiinetek (és azok reverzibilitdsa) pedig tovabb hangstlyozzak a
hippokampalis neuroplaszticitas szerepét.

Az antidepresszivumok terapids hatasdnak mechanizmusa nem ismert
pontosan. Jelen tézis adatai, mas eredményekkel egyiitt, azt igazoljak, hogy az
antidepresszivumok egyértelmiien hatassal vannak az affektus szabalyozd agyi
képletek strukturdlis és sejtes plaszticitdsara. Az adatok legvitatottabb része a
neurogenezis ¢s annak funkcionalis szerepe. Igaz, az antidepressziv kezelés
jotékonyan hat a stressz okozta valtozdsdra, am kozvetlen szerepe a depressziod
kialakuldséban ill. kezelésében eddig nem igazolt. A neurogenezis egyeldre inkdbb a

sejtes plaszticitas egy altalanos markerének tekinthetd.
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INTRODUCTION
Major depressive disorder (MDD) is a common, recurrent, and often life-threatening

illness. Epidemiological studies have shown that up to 10-25% of the population is getting
depressed in their lives. In humans, loss of rank or social status is associated with a greater
risk of depression.

Despite extensive studies on MDD, relatively little is known about its etiology. The
traditional monoamine hypothesis fails to explain sufficiently the neurobiological mechanisms
underlying major depressive disorder (MDD). Although MDD indisputably has a strong
genetic basis, severe environmental stressors have been associated with a considerable
increase in risk for MDD in vulnerable individuals. Recent findings in molecular biology,
histopathology and brain imaging revealed that MDD is related with impairments of structural
plasticity and cellular resilience in brain areas regulating mood and emotions. Although MDD
has traditionally been connected to neurochemical alterations, recent neuroimaging studies
have demonstrated selective structural and functional changes across various limbic and
nonlimbic regions in the brains of depressed individuals. In particular, both metabolism and
volume of the prefrontal and cingulate cortex are reduced, while—with further progression of
the syndrome—hippocampal volume loss can also occur. Postmortem morphometric studies
revealed decreased neuronal size and glial density in some cortical and limbic brain areas.
Moreover, ilt has been revealed that antidepressants and lithium seem to have neuroprotective
properties, mediated by neurotrophic intracellular signaling pathways.

The hippocampal formation is one of the most widely studied brain structures
associated to depression. This dissertation focuses on the cellular alterations in the
hippocampus in an animal model for depression. Since histological studies are limited in
humans, the chronic psychosocial stress paradigm in tree shrews (Tupaia belangeri), a valid
animal model of depression, was used to study the morphological changes as a result of
chronic stress and concomitant antidepressant treatment. Following aspects of the cellular
plasticity have been investigated:

1. the changes of cytogenesis in the dentate gyrus

ii. the possible involvement of inhibitory interneurons

iii. the role of astroglia in the structural changes of hippocampus

iv. finally, a novel possible antidepressant agent, a non-monoaminergic NK;

receptor antagonist was tested in the chronic psychosocial stress model.
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MAIN EXPREIMENTAL METHODS
Chronic psychosocial stress paradigm in tree shrews: a valid animal model of depression

Tree shrews (Tupaia belangeri) are small, squirrel-like animals, phylogenetically close
to primates, naturally living in South-East Asia. Males live solitarily, exhibiting pronounced
territoriality, which can be utilized to establish challenging situations under experimental
control. To induce social conflict one naive male is introduced into the cage of a socially
experienced male. This results in active competition for control over the territory, and after a
clear dominant—subordinate relationship has been established, the two animals are separated
by a wire mesh barrier. The barrier is removed every experimental day for about one hour,
thereby allowing physical contact between the two males during this time only. Beyond this
time period, the subordinate animal is protected from repeated physical attacks, but it is
constantly exposed to olfactory, visual and acoustic cues from the dominant animal.

During periods of daily social stress, subordinate male tree shrews develop symptoms
that are very similar to what can be observed in many patients with major depression, such as
hyperactivities of the sympathetic nervous system and hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
axis, disturbances in sleeping patterns, and reduced motor activity. Some of these parameters
are renormalized by antidepressant treatment. In addition, suppressed neurogenesis and
structural changes in neurons, e.g. retraction of the dendrites of hippocampal pyramidal
neurons, can be observed too. These processes are counteracted by antidepressants, whereas
the anxiolytic diazepam was ineffective. Taken together, the chronic social conflict in the
male tree shrew appears to be a valid model for studying stress-related disorders such as
depression. The chronic social stress in tree shrews can be regarded as a “homologous model’

of depression, because it mimics several aspects of the human disease.

Quantitative stereology and volumetry

Cell (neuron and astrocyte) numbers were estimated with the modified optical fractionator
technique. The optical fractionator is an unbiased counting method, which is independent of
the size, shape and orientation of the cells to be counted, and combines the optical disector
with the fractionator-sampling scheme. The parameters of the fractionator-sampling scheme
were established in pilot experiments, and were uniformly applied to all animals. Before
quantitative analysis, slides were coded, and the code was not broken until the analysis was
completed. Cell counting was conducted using a Zeiss III RS microscope with the aid of the

Stereoinvestigator 3.16 software (Microbrightfield, Colchester, VT, USA). The optical
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disector frame area, and the sampling area, were selected such that 1-3 neurons per optical
disector were counted on average.

Bromo-deoxi-uridine positive cells: Every fifth section (an average of 26) through the dorso-
ventral extent of the left hippocampal formation was examined. All BrdU-labeled cells in the
granule cell layer including the subgranular zone, defined as a two-cell-body-wide zone along
the border of the granule cell layer, were counted regardless of size or shape. To enable
counting of cell clusters, cells were examined under 400x and 1,000x magnification, omitting
cells in the outermost focal planes. The total number of BrdU-labeled cells was estimated by
multiplying the number of cells counted in every fifth section by five.
Parvalbumin-immunreactive interneurons: For examination, every tenth section (an
average of 14 sections per animal) was systematically sampled through the dorso-ventral
extent of the left hippocampus. The border of the region was outlined using a 6.3x objective
(N.A. 0.16), and for counting cells a 16x (N.A. 0.16) objective was used. The size of the
disector frame area was 200 um x 300 um, and the sampling area, was 300 um X% 300 um.
Glial fibrilar acidic protein (GFAP) positive astrocytes: every tenth sections along the
dorso-ventral extent of the hippocampus were selected, yielding an average of 14 section per
animal for analysis. The area associated with each movement (sampling area) was 500 pm x
500 pum; the area of the counting frame was 50 pm x 50 um; the thickness of the section (24.3
um); and h is the height of the of the dissector ( 20pum).

The somal volume of the GFAP positive astrocytes: The somal volume of astrocyte cell
body was calculated in every fifth counted glial cell using the nucleator probe. For each cell,
eight isotropic lines converged on the nucleus and intersected the somal boundary.
Hippocampal volumes were assessed in the same sections as those used for counting
astrocytes. The volumes were estimated according to the formula based on the Cavalieri
principle. First, the cross sectional hippocampal area was measured by tracing the borders of
the hippocampus (Ammon’s horn together with the dentate gyrus) using the
Stereolnvestigator 4.04 software. Then, this value was multiplied by the the nominal section

thickness of 50 pm; and by the sampling section fraction (1/10).
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EXPERIMETS

1. Age-dependent susceptibility of adult hippocampal cell proliferation to chronic

psychosocial stress

Adult hippocampal neurogenesis is a form of neuroplasticity that has been shown to persist

throughout the entire lifespan of mammals, including humans. A number of environmental

and endogenous factors have been demonstrated to modulate this process. Two examples are

age and stress, both of which are powerful inhibitors.

Objective: Stress is one of the most potent environmental factors known to suppress
both the proliferation and survival rate of newly generated hippocampal granule cells.
This has been demonstrated using various stress paradigms in several species. It is not
known whether dentate cell proliferation in individuals of various ages might be
differentially susceptible to stress. Here, we focused on this.
Method: We subjected adult male tree shrews (n = 27) to five weeks of psychosocial
stress, after which dentate cytogenesis was determined wusing BrdU
immunohistochemistry. Stressed animals were compared with non-stressed controls (n
= 18). The number of BrdU positive celles was plotted as a function of age.
Regression curves were fitted to the data. The regression parameters of the stressed
and nonstressed group were compared.
Results: Chronic psychosocial stress resulted in a significant decrease (-46%) of the
total number of BrdU-positive cells (Student’s t-test: t = 3.47, df =43, p = 0.001). For
BrdU data plotted as a function of age, we found the best fit with the following
regression:

Log. (Y)=log. (a) — bx
Where Y is the number of BrdU positive cells, and x is the age. While
comparing slope (b value in the equation) the stressed and non-stressed groups, the
slope of the stressed group showed a significantly more decline in the cytogenesis
along the age.
Conclusion: We found that older animals were significantly more vulnerable to the

adverse effect of stress on dentate cell proliferation.
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2. Chronic Social Defeat Stress Decreases the Number of Parvalbumin-Immunoreactive
Interneurons in the Hippocampus: Prevention by Treatment with a Substance P Receptor
(NK;) Antagonist

Several lines of evidence originating from both animal and human studies suggest the
involvement of the GABAergic system in the pathophysiology of depressive disorders
Changes in the number of local inhibitory neurons have been reported, especially in the
anterior cingulate and prefrontal cortices, and in the hippocampi of schizophrenic and bipolar
patients. These observations are often interpreted as a consequence of altered
neurodevelopment, therefore the contribution of stressful experiences, especially in the
perinatal period should be also taken into account. Because parvalbumin-containing
interneurons receive robust excitatory input from the mossy fibers, one may assume that they
might eventually die from excitotoxic injury due to the excessive glutamate levels that has
been reported in the hippocampus during stress.

e Objective: Here, we examined whether long-term social defeat stress influenced the
number of parvalbumin-containing GABAergic cells, known to provide the most
powerful inhibitory input to the perisomatic region of principal cells.

e Method: Adult male tree shrews were submitted to five weeks of stress, after which
immunocytochemical and quantitative stereological techniques were used to estimate
the total number of hippocampal parvalbumin-immunoreactive (PV-IR) neurons.
Additionally, we examined whether antidepressant treatment offered protection from
this stress-induced effect. We administered fluoxetine (15 mg/kg per day) and SLV-
323 (20 mg/kg per day), a novel neurokinin 1 receptor (NK;R) antagonist, because the
NK,R has been proposed as a possible target for novel antidepressant therapies.
Animals were subjected to a seven-day period of psychosocial stress before the onset
of daily oral administration of the drugs, with stress continued throughout the 28-day
treatment period.

e Results: Stress significantly decreased the number of PV-IR cells in the dentate gyrus
(-33%), CA2 (-28%) and CA3 (-29%), whereas the CA1l was not affected. NK;R
antagonist administration completely prevented the stress-induced reduction of the
number of PV-IR interncurons, whereas fluoxetine attenuated this decrement in the
dentate gyrus, without affecting the CA2 and CA3.

e Conclusions: The effect of stress on interneuron numbers may reflect real cell loss;

alternatively, parvalbumin concentration is diminished in the neurons, which might
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indicate a compensatory attempt. In either case, antidepressant treatment offered
protection from the effect of stress and appears to modulate the hippocampal
GABAergic system. Furthermore, the NKIR antagonist SLV-323 showed

neurobiological efficacy similar to that of fluoxetine.

3. Astroglial plasticity in the hippocampus after chronic psychosocial stress and
concomitant fluoxetine treatment

Recently, numerous in vivo imaging studies revealed that both the hippocampus and
prefrontal cortex wundergoes selective volume reduction in several stress-related
neuropsychiatric illnesses particularly in PTSD and major depressive disorder however, the
exact cellular basis for this volume decrease has not yet been elucidated.

e Objective: Analysis of postmortem tissue from patients with affective disorders has
revealed decreased number of glial cells in several brain areas. Here, we examined
whether long-term psychosocial stress influences the number and morphology of
hippocampal astrocytes in an animal model with high validity for research on the
pathophysiology of major depression.

e  Method: Adult male tree shrews were submitted to five weeks of psychosocial stress,
after which immunocytochemical and quantitative stereological techniques were used
to estimate the total number and somal volume of glial fibrillary acidic protein
(GFAP)-positive astrocytes in the hippocampal formation. Additionally, we examined
whether antidepressant treatment with fluoxetine, a serotonin selective reuptake
inhibitor, offered protection from these stress-induced effects. Animals were subjected
to a seven-day period of psychosocial stress before the onset of daily oral
administration of fluoxetine (15 mg/kg per day), with stress continued throughout the
28-day treatment period.

® Results: Stress significantly decreased both the number (-25%) and somal volume (-
25%) of astroglia. Fluoxetine treatment prevented the stress-induced numerical
decrease of astrocytes, but had no counteracting effect on somal volume shrinkage. In
non-stressed animals, fluoxetine treatment had no effect on the number of astrocytes,
but similarly to stress exposure significantly reduced their somal volumes (-20%).

e Conclusions: These notable changes of astroglial structural plasticity in response to

stress and antidepressant treatment support the notion that glial changes may
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contribute to the pathophysiology of affective disorders as well as to the cellular

actions of antidepressants.

4. Examining SLV-323, a Novel NKI1 Receptor Antagonist, in a Chronic Social Defeat

Stress Model for Depression

Several lines of evidence suggest that the Substance P — NK;R system plays an important role

in the regulation of emotional behavior. Substance P antagonists have been proposed as

candidates for a new class of antidepressant compounds.

Objective: We examined the effects of SLV-323, a novel neurokinin 1 receptor
(NK1R) antagonist, in the chronic psychosocial stress paradigm of adult male tree
shrews.

Methods: Animals were subjected to a 7-day period of psychosocial stress before
being treated daily with SLV-323 (20 mg/kg per day). The psychosocial stress
continued throughout the treatment period of 28 days. Brain metabolite concentrations
were determined in vivo by proton magnetic resonance spectroscopy. Norepinephrine
excretion was monitored from daily urine samples, and serum testosterone
concentrations were measured at the end of the experiment. All animals were
videotaped daily to analyze scent marking behavior and locomotor activity. Cell
proliferation in the dentate gyrus and hippocampal volume were measured post
mortem.

Results: Stress significantly decreased cerebral concentrations of N-acetyl-aspartate,
total creatine, and choline-containing compounds in vivo and resulted in an increase of
urinary norepinephrine and decrease of serum testosterone concentrations. Moreover,
stressed animals displayed decreased scent marking behavior and locomotor activity.
The proliferation rate of the granule precursor cells in the dentate gyrus was reduced,
and hippocampal volume was mildly decreased. The stress-induced alterations in the
central nervous system were partially prevented by concomitant administration of
SLV-323, while drug treatment had only a minor effect on the stress-induced
behavioral changes.

Conclusions: The novel NK1R antagonist SLV-323 has certain antidepressant-like

effects in a valid animal model of depression.
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SUMMARY OF THE MAIN FINDINGS AND POTENTIAL CLINICAL
RELEVANCES

1. Age is a significant modulator of the stress-vulnerability in the adult hippocampus; i.e.
we found that older animals were significantly more vulnerable to the adverse effect of
stress on dentate cell proliferation

2. Both chronic social defeat stress and antidepressant treatment (with fluoxetine or an
NK1 receptor antagonist) appear to influence directly or indirectly the hippocampal
GABAergic system.

3. Chronic stress significantly decreased the number of astrocytes in the hippocampus
and this numerical decrease correlated with the hippocampal volume shrinkage.
Fluoxetine treatment prevented the stress-induced numerical reduction of astrocytes.

4. The novel NK1R antagonist SLV-323 has certain antidepressant-like effects in a valid
animal model of depression.

The stress hypothesis of depression is one of the oldest theories of the biological
psychiatry. Our results support the neuroplasticity theory of depression, in contrast to the
“hypercortisolism — neurotoxicity” theory formulated during the mid "80s. Although, until
now there is no experimental evidence demonstrating any alterations in the incidence of
adult neurogenesis in the dentate of depressed patients, our results still support the
neuroplasticity theory of depression, in contrast to the “hypercortisolism — neurotoxicity”
theory formulated during the mid "80s. This recently formulated neuroplasticy theory of
depression may explain such empirical observations in the clinical practice as the delayed
effectiveness of antidepressant drug therapy, the frequent relapses during the early phase
and the kindling sensitisation phenomenon. Furthermore, the reversibility of the structural
changes detected by the in vivo imaging techniques in depressed patients argue that the
underlying cellular changes are plastic in nature and not irreversible cell loss. Finally, the
cognitive deficits of depressed patients, i.e. the pseudodementia — and its reversibility —
imply impaired hippocampal neuroplasticity in this disorder.

The exact mechanism of the therapeutic effect of antidepressant treatment is not yet
fully understood. Findings of this thesis — in line with results of other groups — prove that
these agents have a clear effect on the cellular plasticity. The role of neurogenesis and its
functional role are the most questionable. Antidepressant treatment has a beneficial effect
on many aspects of cellular and structural plasticity, but its immediate therapeutic role has
not yet been established. The rate of neurogenesis can be rather regarded as a general

aspect of cellular plasticity.
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