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NN 71629 A stressz-fiiggd viselked€s (szorongdas) vazopresszinerg €s oxytocinerg kontrollja:
vizsgalatok Brattleboro patkidnyok felhasznéaldsaval

Az Egészségiigyi Vildgszervezet legijabb adatai szerint a modern tarsadalmakat
gazdasagilag leginkdbb sujté betegségek listdjan az elsd 6t betegség mentdlis természetil.
Ezek koziil is az orvoshoz fordulds gyakorisdgét tekintve a szorongds €s a depresszid
eléfordulasa kiemelkedd. Szdmos eredmény utal a strukturdlisan hasonlé neuropeptidek, az
arginin vazopresszin (AVP) és az oxytocin (OXT) érzelmi zavarokban val6 fontos szerepére.
Ebbdl a szempontbdl mindkét neuropeptidnek a neuromoduldtor és nem a neurotranszmitter
szerepe tlinik lényegesnek. Feltételezések szerint a nucleus paraventricularis hypothalami
(PVN) magnocellularis sejtjeinek sejttestébdl és dendritjeibdl iiriild6 AVP és OXT elér
limbikus agyteriileteket is, beleértve a szeptumot, és ezaltal befolydsolja a bejovéd ingerek
érzelmi értékelését. Kisérleteiben a PVN-bdl szarmazé AVP és OXT neuromodulator szerepét
vizsgéltuk stresszben és kapcsolddé érzelmi zavarokban. A klinikai kutatdsok el6fazisanak
tekintett 4llatkisérletes modelleket alkalmaztunk és vizsgdlatainkat jorészt természetes
mutdciéval AVP hidnyossd vélt Brattleboro patkdnyokon végeztiik. A kutatdsainkat szdmos
egyéb, az alapkérdést befolydsolhaté tényezd vizsgdlatdra is Kkiterjesztettik (pl. akut és
kronikus stressz-reaktivitds, korfiiggd hatdsok, a tesztkoriilmények befolyasol6 hatdsa).

Eredményeink Osszefoglalasa:

A. Magatartas vizsgalatok

1. Magatartdsi modellek

Eldzetes terveinkkel Osszhangban tobb magatartdsmodellt vizsgaltunk (kényszeres
uszas- forced swim, FST; védekezo-visszahuzodas- defensive withdrawal, DW stb.). Ezek
koziil az FST tekinthetd a depresszid leggyakrabban alkalmazott modelljének és errdl a
tesztrél 4all a legtobb irodalmi adat is a rendelkezésre. Mivel ez tlint a leginkabb
alkalmazhaténak a tovédbbi vizsgalatokhoz, ezért a modell minél jobb megismerése érdekében
megvizsgdltuk a kiilonféle paraméterek (kisérleti dllat teststlya, viz hOmérséklete, fény-sotét

stb. ) hatdsat a magatartasi teszt kimenetelére.

Pintér O., Domokos A., Mergl Zs., Mikics E. and Zelena D.: Do stress hormones connect environmental effects
with behavior in the forced swim test?, Endocrine Journal 58(5):395-407, 2011

Ezek alapjan a tovabbi vizsgalatokhoz a 21-24°C-o0s, 35cm mély vizet tekintettiik altaldnosan
alkalmazhaténak. Meglepetésiinkre az éllat stlya €s a teszt sordn alkalmazott megvilagitas

kevéssé befolydsolta a lebegéssel toltott idot, ami a depresszid legfontosabb paramétere.



II. Vazopresszin potlds

Mivel ezekben a tesztekben és eldzetesen kozolt ereményeink alapjin is az AVP-
hidnyos Brattleboro patkdnyok szdmos magatartdsi paraméterben eltértek a kontrolloktdl,
ezért felmeriilt, hogy ez nem az AVP-hidny periférids, diabetes insipidust okozé mellékhatdsa
miatt van-e. Ezért a terveknek megfelelden egy kisérletsorozatban igazolni prébaltuk, hogy az
AVP centrilis tdmadasponttal befolydsolja a magatartast. Ehhez az AVP-hidnyos dllatokba
éter altatasban egy DDAVP-t (desmopressin, V2 agonista) tartalmaz6 ozmétikus minipumpét
helyeztiink (Alzet), majd par nap felépiilési id6 utdn magatartds teszteket végeztiink (FST,
DW, szorongds mérésére- emelt keresztpallo, EPM, "golydtemetés"- marble burying,
memoria megitélésére- targydiszkriminicid). Ezen eredmények arra utaltak, hogy bar a
periférids AVP poétlas szomatikus paraméterei megjelentek (vizfogyasztas csokkenés, test- és
szervsuly novekedés), de a magatartasi paraméterek kiilonbsége valtozatlanul megmaradt.

Azaz igazoltuk, hogy az AVP a kozponti idegrendszeren keresztiil hat a magatartésra.

Balazsfi, D., Klausz, B., Pintér, O., Kovacs, K.B., Engelmann, M., Zelena, D. Depressive-like behavior of
vasopressin-deficient Brattleboro rat is due to its regulatory role in the central nervous system. Magyar
Idegtudoményi Tarsasdg Konferencidja 2012- poszter; folydiratban kozlés alatt

Kisérleteink kiindulé hipotézise az volt, hogy a stressz-soran a PVN-bdl iiriild6 AVP
elér egyéb limbikus teriileteket is (pl. szeptum), és ezen keresztiil hat a magatartasra. Ennek a
hipotézisnek a bizonyitasdra retrodializissel AVP-t juttatunk a PVN teriiletére €s ezutan az
allatokat magatartds teszteknek vetettiik alda (EPM, DW, FST). Az elOzetesen tapasztalt
magatartasi eltérést az AVP-hidnyos és kontroll dllatok kozt sikeriilt reprodukédlnunk
(elozoleg kérdéses volt, hogy az altatds, miitét nincs-e negativ hatdssal a magatartdsra), de az
alkalmazott két dozis (mely hasonld retrodializis kisérletben mds paraméterekre irodalmi
adatok szerint hatékony volt) egyike sem befolyasolta az AVP-hidnyos dllat magatartasat. Bar
terveink kozt szerepelt AVP antagonista szeptumba torténd adésa, de ez az el6zd kisérlet
negativ eredménye miatt okafogyotta vilt.

Felmeriilt, hogy a mikrodializis manipuldcidja valamiképp befolydsolhatja az
eredményeket, ezért az AVP szintézis helyredllitidsanak tartésabb moédjaként adenoasszocialt
virusvektorral jutattuk az AVP-t a PVN-be. A kisérleteket szdmos technikai probléma Gvezte
(a virus nagy mennyiségben torténd elddllitasara tett kisérleteink nem jartak sikerrel, igy a
Japanbdl kapott kevés mennyiséggel tudtunk csak gazddlkodni; idokozben az Intézetiinkben
felépiilt két virus-vektorokkal torténd manipuldcié céljara alkalmas laboratérium is, de a
munkdt ezek kialakitdsa is késleltette). Kell6 szamu dllat kezelése utdn azt a meglepd

eredményt tapasztaltuk, hogy a beadds utdn 2 héttel a kontroll és AVP-hidnyos éallatok



magatartdsa sok tesztben nem kiilonbozott tovabb egymastdl. Mivel a kontroll allatok is
kaptak LacZ virust, felmeriilt a gyand, hogy ez az egyébként kontrollnak tekintett anyag is
szamos- esetiinkben negativ- hatdst valthat ki. Ahol volt kiilonbség, az AVP-kezelés ott is
hatdstalannak bizonyult annak ellenére, hogy a vizfogyasztasokon lehetett latni, hogy az AVP
beépiil és funkciondlis hatést is kivalt (vizfogyasztds csokkenése). Sajnos ennek tiikrében az

AVP-vel kezelt dllatok magatartdsa is értelmezhetetlen volt.

B. Stressztengely vizsgalatok

1. A nucleus paraventricularis hypothalami (PVN)-ban interstitialisan iiriil6 AVP és OXT

szintek vizsgdlata

A PVN extracellularis terébe iiriil6 folyadék mikrodializis vizsgdlata azt mutatta, hogy
az AVP hidnyos éllatok sokkal tobb OXT-t szekretdlnak mind nyugalmi allapotban, mind FST
hatdsdra és a mag OXT mRNS szintje is emelkedett volt. Ezzel egyiitt az FST hatdsara a
plazmdban megemelkedd kortikoszteron (a stressz-tengely véghormonja) és OXT szintek az
AVP-hidnyos allatokban nem tértek vissza olyan hamar az alapallapotba. AVP retrodializis
gyorsitotta a hormonszint normalizalédasat. Eredményeink arra utalnak, hogy a stressz-sordan
a PVN-ben parakrin médon iiriild6 AVP eldsegiti a hipotalamo-hipofizis-mellékvese (HHM)

tengely és a plazma OXT szintjének normalizal6dasat.

Zelena, D., Langnaese, K., Domokos, A., Pintér, O., Landgraf, R., Makara, G.B. Engelmann, M.: Vasopressin
administration into the PVN normalizes plasma oxytocin and corticosterone levels in Brattleboro rats,
Endocrinology, 150(6):2791-8. 2009

1I. A nucleus supraopticus (SON)-ban interstitialisan iiriilo AVP és OXT szintek vizsgdlata

Az AVP-hidnyos éllatok SON-jében is magasabb OXT mRNS szinteket és
immuncitokémidval nagyobb OXT fehérje szinteket is lehetett detektalni. Ezzel ellentétben az
SON interstitidlis terében a nyugalmi OXT szintek azonosak voltak kontroll és AVP-hidnyos
allatokban, valamint az eldzOleg is alkalmazott FST teszt sordn az AVP-hidnyos édllatokban
elmaradt az OXT-szint emelkedés. Ezen meglepd eredményt altatott allatnak adott ip
hiperténids sé injekcidval is sikeriilt megismételni. A direkt mikrodializissel az SON-be
juttatott hipertonids s6 képes volt OXT elvélasztast létrehozni az AVP-hidnyos dllatokban is,
ami arra utalt, hogy a szekréciés folyamat teljesen normdlisan milkodik ezekben a
patkanyokban is. Eredményeink arra a meglepd kovetkeztetésre vezettek, hogy a mRNS és

fehérje szintek nem mindig allnak parhuzamban a szekrécioval.



Zelena, D., Pintér, O., Langnaese, K., Richter, K., Landgraf, R., Makara, G.B., Engelmann, M. Oxytocin in
Brattleboro rats: Increased synthesis is contrasted by blunted release from supraoptic nucleus neurons.
Endocrinology, 2012. kozlésre bekiildve

I11. A Brattleboro patkdny stressztengelye

Mivel kisérleteink fo kérdése az AVP stressztengelyre gyakorolt hatdsdra irdnyult,
ezért célszerlinek tlint a modellallatunk alapos tanulmédnyozdsa ebbdl az irdnybdl is. Szdmos
stresszhelyzetben vizsgdltuk a Brattleboro 4llatok adrenokortikotropin (ACTH, a
stressztengely hipofizedlis komponense) és kortikoszteron elvalasztasat és a kapott adatok
alapjan a stresszorokat 3 kategoriaba sorolhattuk:

a) Csokkent ACTH és kortikoszteron vdlasz (morfin injekcid, agresszié teszt,
mozgaskorlatozds), vagyis az AVP mindkettd szabalyozasaban részt vesz.

b) Csokkent ACTH valasz, a kortikoszteron valasz szignifikdnsan nem kiilonbozik a két
genotipusban (Gjdonsag stressz, hipoglikémia, EPM), vagyis az AVP csak az ACTH
szintek szabalyozdsara van hatdssal.

¢) Az AVP hidnydnak nincsen hatdsa sem az ACTH sem pedig a kortikoszteron
szintjének szabdlyozdsara pl. a szocidlis elkeriilés, foot-shock, éter belélegzés stressz
esetén.

Ezen csoportok nem mutatnak atfedést egyik ismert beosztassal sem (pl. szisztémds-lokalis;
pszichogén-szomatikus stb. ), azaz az AVP masként kategoérizélja a stresszorokat, mint egyéb
elképzelés alapjan tennénk. Jelentds megfigyelésiink, hogy az ACTH és kortikoszteron

szintek disszocialnak.

Zelena D, Domokos A, Jain S, Jankord R, Filaretova L.: The stimuli-specific role of vasopressin in the
hypothalamo-pituitary-adrenal axis response to stress., J Endocrinol. 202(2):263-78., 2009

Az eltérd stressz-reaktivitds hatterében a sympathoadrendlis rendszer megvaltozott

mikodése allhat, amit a-adrenoreceptorok vizsgélatdval sikertiilt is bizonyitanunk.

Bundzikova J, Pirnik Z, Zelena D, Mikkelsen JD, Kiss A.: The alpha(2)-adrenoceptors do not modify the
activity of tyrosine hydroxylase, corticoliberine, and neuropeptide Y producing hypothalamic
magnocellular neurons in the Long Evans and Brattleboro rats, ] Physiol Pharmacol. Aug;61(4):391-8.,
2010

Bundzikova J., Pirnik Z., Zelena D., Mikkelsen JD., Kiss A.: a2-adrenergic stimulation of oxytocinergic
neurons in the hypothalamic magnocellular neurons is influenced by its antagonists in Brattleboro rats.,
Cell Mol Neurobiol 29(6-7):1015-23., 2009

A kortikotropin-elvdlasztast serkent6 hormonnal (CRH) rokon urokortinok

szabdlyozdsa azonban nem tér el a kontroll és AVP-hianyos éllatokban.

Sterrenburg L, Borch A, Peeters BW, Pintér O, Zelena D, Roubos EW, Kozicz T.:. Acute ether stress
differentially affects corticotropin-releasing factor and urocortin 1 in the Brattleboro rat., Brain Res.
1398:21-9., 2011



Mivel az altalunk is leggyakrabban alkalmazott stresszor, az FST depresszié-teszt,
ezért adddott, hogy a Brattleboro patkdnyokat egyéb depresszi6-modellben (pl. kronikus
enyhe stressz) is megvizsgaljuk. Varakozdsunkkal ellentétben az AVP-hidny a krénikus enyhe
stressznek sem a szomatikus, sem a magatartdsi paramétereit nem valtoztatta meg. Egyediil a
nyugalmi kortikoszteron szint emelkedést csokkentette. Igy azt mondhatjuk, hogy az
irodalomban régebben elterjedt vélekedéssel ellentétben az AVP nem tekinthetd fontosabb

stressztengely szabdlyozé molekuldnak kronikus stressz folyamatok sordn, mint a CRH.

Varga J, Domokos A, Barna I, Jankord R, Bagdy G, Zelena D.: Lack of vasopressin does not prevent the
behavioural and endocrine changes induced by chronic unpredictable stress., Brain Res Bull 84:45-52.,
2011

1V. Perinatdlis kor

Mivel felmeriilt, hogy a feln6tt AVP-hidnyos éllatban szamos kompenzalo
mechanizmus elfedheti az AVP hatdsat, ezért figyelmiink a perinatdlis korra irdnyult, amikor
a kompenzéci6 legaldbbis kisebb. Feltartuk, hogy a feln6tt és kispatkdny HHM tengelyének
szabdlyozésa alapvetden eltér egymdstol, mig a felndttben a CRH, addig a perinatdlis kord
patkdnyban az AVP az ACTH elvdlasztis fo szabdlyozdja. Ugyanakkor az ACTH és
kortikoszteron szintek lefutdsa disszocidl, ami felveti az ACTH-n kiviili mds szabdlyozé

faktorok szerepét is.

Domokos A, Mergl Z, Barna I, Makara GB, Zelena D Congenital vasopressin deficiency and acute and chronic
opiate effects on hypothalamo-pituitary-adrenal axis activity in Brattleboro rats. J Endocrinol. 196:113-21,
2008

Zelena D, Barna I, Pintér O, Klausz B, Varga J, Makara GB.: Congenital absence of vasopressin and age-
dependent changes in ACTH and corticosterone stress responses in rats., Stress 14(4):420-30, 2011

Makara GB, Varga J, Barna I, Pintér O, Klausz B, Zelena D: The vasopressin deficient Brattleboro rat: Lessons
for the hypothalamo-pituitary-adrenal axis regulation., Cellular and Molecular Neurobiology in press,
2012

A kispatkdnyok perinatédlis fejlodését is megvizsgaltuk, ami meglepd médon sok
esetben gyorsultabb volt, mintha a kisebb, génhibds allatok kordbbi onallésdgra torekedtek
volna.

Zelena D , Mergl Zs, Makara GB: Postnatal development in vasopressin deficient Brattleboro rats with special
attention to the hypothalamo-pituitary—adrenal axis function: the role of maternal genotype, Int. J. Devl
Neuroscience 27: 175-183, 2009

Mivel felnétt Brattleboro patkdny sympatho-adrenomedulldris tengelye jelentOsen
eltér a kontroll és AVP-hidnyos allatokban, ezért megvizsgéltuk, vajon hasonl6 kiilonbség
megfigyelheto-e a kispatkdnyban. Vizsgalataink sordn nem sikeriilt semmi eltérést
kimutatnunk, de a sympatho-adrenomedullaris tengely pontosabb elemzéshez tovabbi

kisérletek sziikségesek.



Zelena D, Barna I, Csabai K, Orlando GF, Makara GB, Engelmann M.: Response of the adrenomedullary
system to early postnatal stress in the Brattleboro rat., Ann N'Y Acad Sci. 1148:456-61., 2008

Az egyén kora jol ismert befolyassal bir a gyomorfekély kialakuldsara, de eddig nem
volt ismert, hogy az AVP szerepe is mds €s mds lehet ebben a folyamatban az egyes
életkorokban. Az AVP hidnya fiatal (kb. 25 napos) dllatokban csokkentette az indomethacin-
indukalta gyomorfekély teriiletét, mig idés (1 év koriili) dllatokban a fekély teriiletének
novekedése volt megfigyelhets. Altaldnos tanulsagként megdllapithatjuk, hogy minden

kisérletnél érdemes odafigyelni az dllatok pontos korara.

Zelena D, Filaretova L.: Age-dependent role of vasopressin in susceptibility of gastric mucosa to
indomethacin-induced injury., Regulatory Peptides, 161(1-3):15-21. 2010

Ugy tiinik, hogy szdmos mér stresszorhoz hasonléan a cannabinoid rendszer
stressztengely aktivdcigja is erOsen korfiiggd modon szabédlyozddik AVP-vel: AVP-hidnyos
kispatkdnyban a cannnabinoid 1 receptor agonista-indukdlta ACTH-szint emelkedés elmarad,
mig feln6tt dllatban ez nem figyelheté meg. Ugyanakkor a kortikoszteron-szintekre semmi

hatdsa nincs az AVP-hidnynak.

Barna I, Csabai K, Makara GB, Zelena D.: Cannabinoid-mediated regulation of the hypothalamo-pituitary-
adrenal axis in rats: age dependent role of vasopressin, Endocr Regul. 43(1):13-21., 2009

A perinatélis kor fontos szerepét vizsgdlva az anyai MDMA (Extasy hatéanyaga)
kezelés késdi kovetkezményeir6l is szOltunk, valamint megvizsgaltunk az intrauterin
elektromédgneses sugdrzdsnak kitett allatokat is. Ehhez elsé 1épésként a felndttek

elektromégneses tér iranti fogékonysagat térképeztiik fel.

Adori C, Zelena D, Timar J, Gyarmati Z, Domokos A, Sobor M, Fiirst Z, Makara G, Bagdy G.: Intermittent
prenatal MDMA exposure alters physiological but not mood related parameters in adult rat offspring.,
Behav Brain Res. 206(2):299-309., 2010

Szemerszky R, Zelena D, Barna I, Bardos G.: Stress-related endocrinological and psychopathological effects of
short- and long-term 50H7z electromagnetic field exposure in rats., Brain Res Bull. 8§1(1):92-9., 2010

A perinatdlis kor vizsgélata az anya vizsgalatdhoz is elvezetett, akiknél az AVP hidnya
kiss€ megzavarta az anyai magatartast, mig ugyanaezen AVP hidnyos szoptaté anydk a
depresszid-szerli magatartdst modellezd teszteken éppen jobb eredményt értek el. A hattérben

bizonyos agyteriiletek csokkent c-fos aktivicigja allhat.

Fodor A, Klausz B, Pintér O, Daviu N, Rabasa C, Rotllant D, Balazsfi D, Kovacs KB, Nadal R, Zelena D.:
Maternal neglect with reduced depressive-like behavior and blunted c-fos activation in Brattleboro
mothers, the role of central vasopressin, Hormones and Behavior kozlésre bekiildve, 2012

C. El6z0 és jelenlegi OTKA palyazatunk alapjan szamos 6sszefoglalé miivet készitettiink

1. az AVP érzelmi zavarokban betoltott szerepérol:



Zelena, D.: The Role of Vasopressin in Affective Disorders: Possible Targets of Intervention., Central Nervous
System Agents in Medicinal Chemistry 8:275-285, 2008

Zelena D: Yin-Yang Neuropeptides In Depression, Frontiers in Neuroscience 3:251-252, 2009

Zelena D, Jain SK: Oxytocin and Vasopressin in Stress and Stress-Related Diseases: Yin/Yang Counterpairs
or Substitutes?, In: Handbook of oxytocin research, Chapter 1., p1-34, 2009

Zelena D, Jain SK: Another Side of the Antidiuretic Hormone, Vasopressin: Its Role in Stress Regulation,
Journal of Experimental Sciences Vol. 1, No9, 2011

Zelena, D.: Vasopressin in health and disease with a focus on affective disorders, Central Nervous System
Agents in Medicinal Chemistry 2012 in Press

2. az AVP egyéb stresszel-Osszefiiggd betegségei koziil a gyomorfekélyrol:

Zelena D., Morozova OYu., Filaretova LP.: Age-dependent role of vasopressin in susceptibility of gastric
mucosa to indomethacin-induced injury., Cell/Tissue Injury and Cytoprotection/ Organoprotection in the
Gastroinstestinal Tract - Mechanisms, Prevention & Treatment, Karger, 2012

3. az ACTH és kortikoszteron szekrécié disszocidcidja kapcsan az ACTH extradrendlis
szerepérol:

Zelena D., Makara GB.: The role of adrenocorticotropin beyond the glucocorticoid horizon,, Nova Publisher,
In Advances in Medicine and Biology, Vol. 43. Chapter III., 2012

4. tovabbi stressz-fliggd pszichidtriai betegségek epigenetikai vonatkozésairdl:

Zelena D.: Co-regulation and epigenetic dysregulation in schizophrenia and bipolar disorder, J. Minarovits
and H.H. Niller (eds.), Patho-Epigenetics of Disease, Springer Science+Business Media New York, 2012

A projekttel kapcsolatban keletkezett még publikalatlan eredményeket 2012 nyardn
Magdeburgban egy projektzar6 minikonferencian tervezziikk megvitatni, ahol tovéabbi

publikécidkat, illetve a k6zos munka folytatasanak lehetdségét is meg fogjuk beszélni.



