Z&ro beszamolod

“A stresszel Osszefiiggd hangulatzavarok uj allatkisérleti modelljének értékelése: az adenylate
cyclase-activating polypeptide génhianyos egér vizsgalata” cimii palyazathoz

(OTKA PD 100706)

Nyertes OTKA palyazatunkban arra vallalkoztunk, hogy felallitunk egy tgy allatkisérleti modellt,
mely a major depresszio, mint emberi megbetegedeés altalanosan elfogadott harom talalat elmélete
szerint lehetévé teszi az agyban bekovetkezd valtozasok feltérképezését. A genetikai
prediszpozicio (1. talalat) modellezésére hypophysis adenilat ciklaz-aktivalé polipeptid (PACAP)
muténs egereket hasznéltunk. Az epigenetikai eltérések Kivaltasara (2. taldlat) maternalis
deprivaciot, kornyezeti stressz faktorként (3. talalat) a kronikus variabilis enyhe stresszt (CVMS)
alkalmaztunk.

Eredményeinket szdmos hazai és nemzetkozi kongresszuson bemutattuk. A munkacsoporthoz
csatlakozott TDK hallgatok 15 eléadast mutattak be kari szinten (1db I11. dij, 3db II. dij 1db els6
dij és Németh Arpad dij), melybél 4 OTDK-n is szerepelt és ebbdl egy II. helyezést ért el. Egy
els6 dijas és egy masodik dijas dékani palyamunka, és két jeles allamvizsga dolgozat illetve védés
szlletett eredményeink alapjan. A palyazé 2014-ben az eredményeket felhasznalva habilitalt.
Tanulmanyait négy PhD hallgat6 kezdte meg illetve folytatta a téméaban. Dr. Farkas Jozsef jelenleg
elébiralati anyagan dolgozik, és varhatéan 2016-ban fogja PhD értekezését benydjtani és
megvédeni. Dr. Kovacs Laszl6 jelenleg mésodéves. Dr. Kormos Viktoria csaladi okokbol
tanulmanyait atmenetileg halasztja, védése 2017-ben varhatd. Dr. Gaszner Tamas 2015.
szeptemberében csatlakozott, mint PhD hallgat6 a csoporthoz, korabban, mint TDK hallgat6
tevékenykedett. A Munkatervnek megfelelé témaban két publikacionk jelent meg eddig, egy
jelenleg birélat alatt all, egy tovabbi kertl bekildésre néhany héten belll, ezen kivil még egy
tovabbi irdsat tervezziik egy ki nem értékelt kisérlet eredményeit kdzlendd, két éven beliil.

Az alabbi részletes beszdmoldban a palyazé a timogatott Munkaterv pontjait kdvetve értékeli az
elért eredményeket.

Beszamold a Munkaterv 1.A és 1.B pontjanak megval6sitasarol:

A projekt munkatervének 1.A. és 1.B pontja szerinti terv Kivitelezése megtortént, olyan modén
kibévitve, hogy PACAP WT és PACAP KO allatokat tettiink ki kronikus stressznek, de mar ebben
a munkaban is tettlink kisérletet arra, hogy vizsgaljuk a hatas reverzibilitasat egy konvencionalis
triciklikus antidepresszans, imipramine kezelés segitségével. 18 agyterileten végeztiik el a mind a
c-Fos, mind FosB immunoreaktivitas feltérképezését. Mivel a kronikus modellben a c-Fos
aktivacio két tertilettél eltekintve alig volt mérhet6, a FosB (kronikus aktivitasi marker)
megjelenésére koncentralva végeztilk a kvantitalast. EIvégeztiik a nucleus interstitialis striae
terminalis ovalis almagjanak (BSTov) CRF és FosB kettds festését, a centralis projekciojt
Edinger-Westphal (cpEW) mag Ucnl-FosB ¢és az elozetes FosB eredmények alapjan a nucleus
raphe dorsalis (DR) szerotonin (5HT) - FosB kettés jelolését is. A modellként hasznalt kronikus
variabilis enyhe stressz (CVMS) testtdmeg, mellékvese témeg, corticosterone szint és viselkedési
méresek alapjan tortént, mely alapjan azt lattuk, hogy a vad tipusd (WT) allatok mutatjak a
klasszikus jeleit a kronikus stresszhatasnak, mig a PACAP génkittott (KO) allatok esetében ezek
a hatasok gyakorlatilag elmaradtak. A vizsgalt 18 agyteriilet fele mutatott jelentds aktivaciot
CVMS hatésara, és ezek koziil hét [nucleus centralis (CeA) és medialis amygdalae, a nucleus



dorsomedialis nuclei interstitialis stiae terminalis (BSTdm), BSTov, CAl régi6 a
hippocampusban, nucleus ventralis nuclei septi lateralis (vLS), pars parvocellularis nuclei
paravetricularis hypothalami (pPVN), DR] teriileten PACAP KO allatokban jelentésen csokkent
aktivaciot mutatott. A BSTov CRF neuronok PACAP KO allatokban nem aktivalédtak CVMS
hatdsara, mig WT egereken jelentds aktivacid volt megfigyelhetd. A DR szerotoninerg
neuronjaiban magas 5HT expressziot lattunk PACAP KO allatokban, mely stressz és kezelések
hatasara eltiint. Az Ucnl neuronok miikodésében ebben a modellben jelentds eltérést nem
talaltunk. Fenti eredmények arra utalnak, hogy a CVMS-ben megfigyelt csokkent stressz
reaktivitas a BSTov CRF neuronjaiban a DR 5HT neuronjaiban, illetve a fentebb felsorolt
tertileteken PACAP hidnyban bekovetkezo funkciondlis valtozasokra vezethetd vissza.

Az 1.A és 1.B pontoknak megfelelé kisérleti tervb6l szarmazéd adatokat egy mar megjelent
(Gaszner et al 2012) és egy nemrégiben bekuldott kozleményben foglaltuk 6ssze, mely jelenleg a
Neuroscience cimi folyoiratnal van biralat alatt (Kormos et al., bekildve).

Megjegyzés: Az utdbbi cikk bekildésére azért kerll sor csak a projekt végén, mert az els6 szerzo,
Dr. Kormos Viktoria, PhD hallgatd, csaladi okokbol (GYES) tanulmanyait kordbban két évre
felfliggesztette, majd tovabbi halasztast kért Gjabb varandossaga miatt. Eredményeink egy részét
azonban idézhet6 absztrakt formajaban mar korabban kozoéltik: Id: Kormos et al 2012., és TDK
hallgatok is eléadtak kari (PTE AOK Kari TDK Konferencia (2014) Gaspar Lészl6, Gaszner
Tamas II. hely), és részben OTDK el6adasok formajaban (Gaszner Tamas, 2015).

Beszamold a Munkaterv 2.A és 2.B pontjanak megvalositasarol

A munkaterv 2.A és 2.B kisérleti terveit technikai okokbdl egyesitettik: egyreszt a 2.A és 2.B
Kisérletekben részben azonos kezelésben részesiild kontrollcsoportok szerepelnek, masrészt, a
tenyésztés idéigényes volta miatt is id6t és kisérleti allatot takaritottunk meg a két kisérlet
Osszevonasaval.

Itt, mint arrdl mar az id6kozi beszdmoloban értekeztiink, komoly problémat jelentett, hogy a
kisérlet materndlis deprivéciot alkalmazé fazisaban szamos allatot elveszitettiink. Itt a késébbi
genotipizalas eredményeibdl kovetkeztetve megallapitottuk, hogy az elhullott allatok jo része KO
volt. (Atlagosan 25% KO 4éllatra szamithattunk az almokon beliil, tekintve, hogy heterozigéta (HZ)
parok almait hasznaltuk. Ezzel szemben minddssze 8% volt azon KO allatok aranya, melyek a
kisérlet végéig életben maradtak.)

Egyik stratégiank a probléma megoldasara, melyet a palyazat beadasakor mar, mint lehet6séget
vazoltunk, a HZ allatok bevonéasan alapult.

A HZ allatok szintén alkalmasak lehetnek a genetikai prediszpozicio vizsgalatara, mivel 6roklotten
csokkent PACAP expresszio jellemzd rajuk. Tekintve, hogy a sziiletett egyedek tobb mint fele HZ
allat volt, Iényegesen nagyobb elemszamu csoportokat tudtunk képezni. Ha csak a HZ allatokat
vizsgaltuk, mar az els6, a 2A és 2B pont szerint elvégzett kisérlet soran elegendé volt az elemszdm
a kiértékeleshez. A HZ egyedeket felndve CVMS-nek tettlink ki, majd kilonféle viselkedési
teszteknek vetettik ald (tail suspesion test (TST), forced swim test (FST), light-dark box test,
marble burying test), végul elvégeztik a CRF rendszerek (CeA, BSTov) az Ucnl neuronok, és a
DR-5HT sejtek FosB aktivitasanak vizsgalatat.



A harom taldlat elméletnek megfelelé, mindharom rizikofaktort hordozo HZ allatokon
megfigyelhet6k voltak a stresszhatas klasszikus jelei: testsulycsokkenés, a mellékvese témegének
ndvekedése, melynél fontos kiemelni, hogy a sulyos maternalis deprivacion atesett, stressznek
kitett, HZ allatok mellékvese témegei voltak a legmagasabbak. Ennek ellenére, ugyanezek az
allatok csokkent corticosterone szintet mutattak, mely utalhat a stresszadaptacié zavarara. FST
eredményeink is alatdmasztjak hipotézisiinket, mivel a mindharom talalatot elszenvedett egereink
tobb id6t toltottek mozdulatlanul, mely emelkedett depresszié szintre utal. Szovettani
vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy maternalis deprivacion atesett (epigenetikai faktor)
PACAP HZ allatokban (genetikai faktor) CVMS hatéséra a BSTov CRF neuronjaiban fokozott
FosB immunoreaktivitas és CRF jel denzitas volt megfigyelheté. Ezzel szemben, a CcpEW Ucnl
neuronjai csokkent aktivitast mutatnak, mely arra utal, hogy a két rendszer miikodése kozott egy
inverz relacio jelenik meg, és ez okozhatja a megfigyelt viselkedési eltéréseket. Ezeket az
eredmenyeket tébb forumon szébeli illetve poszter prezentacio és absztrakt formajaban (Gaszner
et al. 2013) bemutattuk (Magyar Anatdmus Tarsasag kongresszusa 2013, 43rd Annual Meeting of
Society for Neuroscience, San Diego, CA, Magyar Idegtudoméanyi Térsasag kongresszusa 2013,
PTE-AOK hézi TDK konferencia 2013, Gaszner Tamas (I1l. hely), XXXI. Orszagos TDK
konferencia, Szeged).

Néhany esetben az az alapvet6en jogos Kritikai észrevétel érkezett, hogy a modell valdi kontrollja,
azaz a WT és KO allatok nélkil az eredmények kevéssé meggy6zéek, ezért dontottink ez
elemszam ndvelése, és a kisérlet megismétlése mellett.

Masodik 2A és 2B szerinti Kisérletiink eredményeképpen immaron olyan elemszamokkal
dolgozhattunk, ahol a KO allatok ardnya habar tovabbra is alacsony (10%) volt, mégis elérte a
statisztikai 6sszehasonlitdsokhoz sziikséges als6 hatart. Viselkedési tesztjeink eredményei azt
mutatjak, hogy HZ allataink ebben a kisérletben is alkalmasabb modellallatnak bizonyulnak. FST-
ben, azon HZ allataink, melyek a depresszié mindharom rizik6faktorat hordozzak, magasabb
immobilitasi idOket mutattak, mint vad tipust egereink, vagy olyan HZ éallataink, melyek nem
estek at materndlis deprivacion.

Ezekben a tesztekben validalni tudtuk korabbi eredményeinket, miszerint a PACAP KO egerek
emelkedett depresszi6 szintet mutatnak (Gaszner et al 2012). Erdekes azonban, hogy azt
tapasztaltuk, hogy amennyiben ezek az egerek tovabbi stressz faktornak (pl. maternalis deprivacio,
vagy CVMS) vannak kitéve, paradox modon, csdkkent depresszio szintet mutatnak, mind FST-
ben, mind TST-ben. Ez az eltérés sulyos adaptacios zavarként értékelhet6, és ellentétes azzal, amit
a modellben elvarnank (emelkedett depresszidé szint, magasabb immobilitasi id3). Ezek a
megfigyelések is arra utalnak, hogy a PACAP HZ allatok jobb modellként hasznalhatdk, mint KO
alomtestvéreik.

Szdvettani vizsgalatainkat ebben a kisérletben kiterjesztettiik a BSTov mellett a CeA terlletére is,
tovabba, megvizsgaltuk a cpEW Ucnl sejtjeit és a DR szerotoninerg neuronjait is.

Eredményeink szerint az extrahypothalamicus CRF rendszerek kozil a BSTov neuronjainak CRF
tartalma a stressz faktor és maternalis deprivacié sulyossagaval parhuzamosan emelkedik. A CRF
neuronok CVMS hatasara részben aktivalodnak, melyet a magjukban megjelen6 FosB
immunoreaktivitas bizonyit. Azon allatok esetében, melyek sulyos maternalis deprivacion estek
at, a BSTov-CRF neuronok egy része CVMS expozicidé nélkul is FosB immunoreaktivitast mutat,



melyet a CVMS méar nem képes tovabb ndvelni, utalva a rendszer adaptacios készségének
elvesztésére, illetve arra, hogy a mag egyes CRF neuronjai konstitutiv aktivitast mutatnak (1. abra).
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1. Abra. ABSTov teriiletén végzett CRF (z6ld) és FosB (piros) jelélést mutatd reprezentativ fotok. Kiemelends,

hogy 180 perc anyai megvonas utan a kontroll csoportokban is szdmottevé FosB immunoreaktivitas figyelhet6 meg,
melyet a stressz expozicié nem emel tovabb. Szintén szemmel lathatd, hogy a stressz hatésara a CRF jel erGssége
megn6 a WT allatokban, melynek mértéke HZ éallatokban kisebb, mig KO allatokban lényegében elmarad, csakugy,
mint a FosB aktivacio. A hisztogram a kettGsen jelolt sejtek atlagos szamat mutatja az egyes csoportokban. Csillaggal
jeloltiik a fontosabb szignifikans kiilonbségeket (p<0.05) a post hoc tesztek alapjan. (n=3-10) Lépték 100um.



Mivel a BSTov-CRF neuronjai kozvetve hatast gyakorolnak tobbek kdzott a hypothalamus
hypophysis mellékvese tengelyre (Herman et al 2003, Conrad et al. 2011), melyre WT és HZ
allatban fokozott aktivitas jellemz6, felmeriil, hogy a megvaltozott BSTov-CRF neurondlis
szenvedd betegekben (Nemeroff et al. 1984). Kiemelendd, hogy a CVMS a KO allatokban nem
okoz FosB aktivitas ndvekedést egyik csoportban sem, ismét utalva arra, hogy a KO allatban teljes
adaptacios zavar all fenn, mely nem teszi kifogastalan modellallatta. Alatdmasztja ezt az is, hogy
emberben mar ismertek olyan PACAP és PACL1 receptor polimorfizmusok (Ressler et al 2011,
Almli et al. 2013) (és nem géndefektusok), mely hangulatzavarokkal kiizd6 egyénekben nagyobb
aranyban fordulnak el6, nem feltétlentl homozigota formaban. Ezek az adatok szintén a HZ éllat,
mint modell mellett széInak.

A CeA terliletén ezzel ellentétes mddon a CRF immunoreaktivitas mértéke forditottan aranyos a
stressz faktorok erdsségével és szamaval. Ez az 6sszefliggés jorészt ellentétes eldjelii azzal, melyet
a BSTov-ban lattunk, utalva arra, hogy a mag mas funkciondlis jelent6séggel bir, mind a
stresszadaptacio, mind pedig a PACAP gén defektusa szempontjabol. Mivel jol ismert a CeA
szerepe a vegetativ idegrendszer fels6szintli szabalyozasaban (Ulrich-Lai and Herman 2009), és
mivel ismert, hogy PACAP KO egerekben a szimpatikus idegrendszer miikodése is zavart szenved
(Stroth et al. 2013), felmerdil, hogy a PACAP hianya a CeA szintjén is hatést gyakorol az autoném
idegrendszer miikddésére.

Az Ucnl neuronok miikddését tanulmanyozva azt lattuk, hogy a stressz, korabbi irodalmi
adatokkal egybehangzoan csokkenti az Ucnl immunoreaktivitds mértéket (Korosi et al 2005,
Kozicz et al 2008a). Azt is megéllapithatjuk, hogy a genotipus énmagaban nem befolyasolja az
Ucnl immunoreaktivitas mértékét. Ha azonban allatainkat maternalis deprivacionak tesszuk Ki,
mind a HZ, mind a KO csoportban fokozott Ucnl expresszidt latunk, vad tipusu egerekkel
0sszehasonlitva. Ha az Ucnl neuronok aktivitasat FosB immunjel segitségével értékeljuk, azt
tapasztalhatjuk, hogy a mindharom rizik6faktort hordozé KO éllatainkban a FosB-t is expresszald
Ucnl neuronok szama kétszer nagyobb, mint barmely mésik csoportéban. Ezzel egybehangzoéan,
fokozott Ucnl expressziot talaltak kezeletlen, depresszidban szenvedd emberek agymintaiban,
akik ongyilkossag kdvetkeztében hunytak el (Kozicz et al 2008b).

Adataink arra utalnak, hogy azokban az allatokban, melyek mindharom rizikéfaktort hordozzak,
az cpEW-Ucnl rendszer aktivitisa nagymértékben megnd, mely magyardzatot adhat a
viselkedésben megfigyelt paradox jelenségre: a magban a méladaptacios valtozasok 1épnek fel, né
annak aktivitasa, és magasabb Ucnl aktivitds a CRF2 receptoron hatva csdkkenti a szorongas és
depresszid szinteket maternalisan deprivalt vagy stresszelt KO allatban TST és FST tesztekben.

A harom talalat elmélet modelljében az elsd, a nucleus raphe dorsalisban (DR) végzett FosB
jelolések eredményei alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a DR-5HT neuronjai szerepet jatszhatnak
a PACAP KO allatban talalt viselkedesi eltéresek Iétrejottében. Irodalmi adatok is alatdmasztottak
a feltételezést, mivel Shintani és munkatarsai (2003) a PACAP KO allatban csdkkent 5-hidroxi-
indolecetsav szintet mutatnak, mely a 5SHT bomlasterméke.

Eredményeink szerint a DR terliletén mintegy 50%-kal magasabb immunoreaktivitast merink a
PACAP KO allatokban WT egerekben. Az adatok alatamasztjak a korabban 1A és 1B pontok
szerinti Kisérleteinkben latottakat, miszerint a KO allatokban tdbb szerotoninerg sejt szamolhatd
meg a DR teriiletén. A harom talalat elmélet szerinti modellben elvégeztik a FosB-5HT kettos
jeloléseket is, és azt tapasztaltuk, hogy a maternalis deprivacion atesett allatok magas FosB



expressziot mutatnak a DR-ban, és ez az aktivitas paradox médon CVMS hatéséara a bazalis értékre
zuhan, melyet kovet a 5HT jeldenzitas kisebb mértékii csokkenése is. Mivel a leirt valtozas
mindh&rom genotipusban megfigyelheté volt, arra kovetkeztethetiink, hogy az epigenetikai
(maternalis deprivacid) és kornyezeti hatas (CVMS) erdsen befolyasolja a szerotoninerg sejtek
miikodését, a genotipusnak azonban inkabb csak a bazélis szintekben jelenik meg hatasa.

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a BSTov-CRF rendszer miikddésében egy aktivitas
csokkenest, a cpEW-Ucnl tekintetében egy aktivitds fokozodas figyelhet6 meg a harom
rizikofaktor megléte esetén, mely jol magyardzza a human depresszidban és a viselkedési
tesztekben, egéren megfigyelt tineteket. A DR-5HT rendszerek esetében a hatas kivaltasahoz ket
talalat is elegendd, habar, a PACAP hianya hatassal bir a bazalis SHT szintre.

Ezek alapjan egy olyan kép koérvonalazodik, miszerint a PACAP hiany az agy szamos teriletén
funkcionalis hatassal bir, de ezek a hatasok eltérd, régio specifikus vulnerabilitast eredményeznek.
Ezek szerint a depresszido harom talalat elméletének modellje hasznalhatd, és értelmezheté a
BSTov-CRF és Ucnl-CRF rendszerre, mig a DR-SHT neuronok miikodése mar kornyezeti és
epigenetikai hatadsok révén is megvaltozik, és nincs szikség genetikai prediszpoziciora. Végso
soron a harom talalat elmélet validitasat is igazoltuk eredményeink révén, azzal a kiegészitéssel,
hogy a korkép egyes elemei mar kevesebb faktor megléte esetén is megjelenhetnek (pl. depresszio-
szeri viselkedés PACAP KO dllatban), illetve bizonyos agyteriiletek mikddésének
megvaltozasahoz nincsen szilkség mindharom rizikofaktor egyuttes fennallasara sem (pl. DR-
HTS).

Felvetddik ez alapjan, egy olyan hipotézis, miszerint a stresszadaptacidban szerepet jatszo
terliletek érzékenysége az egyes faktorok tekintetében eltérd lehet, illetve hogy egyes faktorok
interakcidk révén, mas modon hathatnak ugyanazon a teriileten, mint 6nmagukban. A jov6ben a
depresszid koroktananak mélyebb megértését elésegitendd sziikséges egy atfogo, idedlis esetben,
valamennyi jelenleg ismert a stressz adaptacidban szerepet jatszd rendszer vizsgalata aszerint,
hogy mely genetikai, epigenetikai és kdrnyezeti faktor egyenkénti, vagy egyiittes hatasa boritja fel
az adott agyteriilet normalis miikodését. Egy ilyen ,,vulnerabilitas térkép” birtokaban lehetdségiink
lenne a major depressziot, mint jelenleg egységesen definialt betegséget (DSM 5, 2013) tovabbi,
immaron a neurobiologiai hatteret is figyelembe vevd kategorizaldsara, mely ravilagithatna az
adott klinikai esetben valoszintisithetden leginkabb karosodott rendszer(ek)re, €s ezzel a jovoben
célzottabb terdpids megkdzelitést tenne lehetdve (Kormos és Gaszner 2013).

A 2.A és a 2.B munkatervi pontoknak megfelel6 kisérleti eredmények kozlése folyamatban van
(Farkas et al.), de azokat idézhet6 absztrakt formajaban részben mar bemutattuk (Gaszner et al
2013, Gaszner et al 2014). A munkacsoport TDK hallgatéi kari (Gaszner Tamas, Kovacs Laszl0)
és OTDK szinten is (Kovéas Laszld Il. hely) helyezéseket értek el a témaban benyujtott
eldadasaikkal, illetve dékani palyamunkajukkal (Gaszner Tamas I. dij).

Beszamol6 a munkaterv 3. pontjanak megvalositasarol

Mivel a PACAP KO egerek agydban nem egy, hanem szamos terileten is eltér6 neuronalis
aktivaciot lattunk (Gaszner et al., 2012, 2013, 2014) az agyteriilet specifikusan alkalmazott
PACAP kezelés a harom talalat hatdsanak visszafordithatésagara technikailag, gyakorlatilag nem
volt kivitelezhet6. (Ez lett volna a munkaterv 3. pontjanak programja.) Ehelyett szisztémas
fluoxetine kezelést alkalmaztunk modelliinkben a visszafordithatésag vizsgalatara. Itt egy Gjabb
technikai problémaval szembesiltink: a PACAP KO allatok, melyek fluoxetine kezeléshen
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