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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Egyes esetekben, példaul bizonyos viselkedéstesztek emlitésekor, angol kifejezéseket és azok

roviditését alkalmaztam, mert magyar megfeleldjiik nem terjedt el a tudomanyos nyelvben (pl.

tail suspension teszt — TST). A kozponti idegrendszeri strukturak latin elnevezéseit

alkalmaztam, egyes anatomiai neveknél azonban az angol megfelel6ikb6l szarmazd

roviditéseket hasznaltam, mert ezek igen elterjedtek a magyar tudomanyos nyelvben is (pl.

lateral septum — LS). Egyes hormonok neveinél hasonlé megfontolasbdl hasznaltam az angol

eredetii roviditést (pl. adrenocorticotropic hormone — ACTH).

ACC:
ACTH:
ANOVA:
AVP:
BLA:
CeA:

CRH:

DMH:
DPA:

dPAG:

dRN:
EKP:
EWcp:
FHSz:

FM:

anterior cingularis cortex

adrenocorticotropic hormone = adrenokortikotrop hormon
analysis of variance = varianciaanalizis

arginin vazopresszin

nucleus basolateralis amygdalae

nucleus centralis amygdalae

corticotropin releasing hormone = Kkortikotropin felszabadulast serkent

hormon
nucleus dorsomedialis hypothalami
dynamic plantar aesthesiometry = dinamikus plantaris eszteziometria

dorsal periaqueductal grey matter = periaqueductalis sziirkeallomany dorsalis

része (substantia grisea centralis, pars dorsalis)
dorsal raphe nucleus = nucleus raphe dorsalis
emelt keresztpallo teszt

centralisan projicialo nucleus Edinger-Westphal
gerincveld, feliiletes hatso szarv

fibromialgia



FST: forced swim teszt

G-CSF: granulocyte colony stimulating factor = granulocita kolénia stimulalo faktor

HPA-tengely: hypothalamo-pituitary-adrenal =  hypothalamus-hypophysis-mellékvese
tengely

HRP: horseradish peroxidase = torma peroxidazt

IFNy: interferon y

IL: interleukin

InsC: insularis cortex

1Lp.: intraperitonealis

KC: kemokin CXCL1

KRS: kronikus restraint stressz

KVS: krénikus variabilis stressz

IPAG: lateral periaqueductal grey matter = periaqueductalis sziirkeallomany lateralis
része (substantia grisea centralis, pars lateralis)

LS: lateral septum = septum laterale

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1 = monocyta kemoattraktans protein-1

mPFC: medialis prefrontalis cortex

mMPVN: nucleus paraventricularis hypothalami, pars magnocellularis

NGS: normal goat serum = normal kecske szérum

NIST: nucleus interstitialis striae terminalis

OFT: open field teszt

PAG: periaqueductal grey matter = periaqueductalis sziirkeallomany (substantia
grisea centralis)

PBS: phosphate buffered saline = foszfat pufferelt sdoldat
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PFA:
PFC:
PVN:

pPVN:

RANTES:

RIA:

RTX:

RVM:

SEM:

SNRI:

SPT:

SRIF:

SsC:

SSRI:

SVD:

TNFa:

TRPV1:

TST:

paraformaldehid

prefrontalis cortex

nucleus paraventricularis hypothalami

nucleus paraventricularis hypothalami, pars parvocellularis

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted, mas néven
kemokin CCL5

radioimmunoassay

reziniferatoxin

rostralis ventromedialis medulla

standard error of the mean = az atlag standard hibaja
szerotonin-noradrenalin reuptake inhibitor

szachardz preferencia teszt

somatotropin release inhibiting factor = szomatotropin felszabadulast gatld
faktor

Szomatoszenzoros cortex

szelektiv szerotonin reuptake inhibitor
sOtét-vilagos doboz teszt

tumor nekrozis faktor a

tranziens receptor potencial vanilloid 1

tail suspension teszt



ALTALANOS BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1. A stressz

1.1. A stressz fogalma, fobb mechanizmusai, torténete

A stressz definicidja Selye Janos, a kifejezés és a stressz-koncepcié megalkotoja szerint ,,a
szervezet barmely igénybevételre adott nem specifikus valasza” (Selye, 1936; Szabo, 1998). A
stressz a homeosztazist veszélyeztetd hatasokra adott adaptiv valaszként lehet élettani
jelenség, azonban erdsségétol, ill. idétartamatdl fiiggden patologias kovetkezményekkel is
jarhat. A szervezet a kiilonbozo jellegi (pszicholdgiai, fizikai, bioldgiai, stb.)

igénybevételekre (stresszorokra) hasonldé vegetativ idegrendszeri és neuroendokrin

valaszokkal reagdl (1. dbra).

Stresszorok

Neurokémiai,
neurobiolégiai valtozasok

= e Gliikokortikoidok
JPOopRyss (ragesalokb an
\ ; 4 kortikoszteron)

— ACTH Mellékvesekéreg
Mellékvesevelo

Adrenalin
Szimp atikusidegrendszer

m Noradrenalin

1. abra. A stressz fobb vegetativ idegrendszeri és neuroendokrin komponensei (Herman és

Cullinan, 1997 alapjan).

Akut veszélyhelyzetekben a Cannon-féle vészreakcid soran a szimpatikus idegvégzédésekbol
noradrenalin, a mellékvesevel6bol pedig adrenalin szabadul fel. Selye irta le az Un. ,,stressz

tridszt” (mellékvese megnagyobbodds, gastrointestinalis fekélyek, thymolymphaticus



atrophia), amelynek nyoman felismerte a  hypothalamus-hypophysis-mellékvese
(hypotahalamo-pituitary-adrenal - HPA) tengelynek, mint a stressz kdzponti endokrin
tengelyének a jelent6ségét. A stresszorokra adott valaszként a nucleus paraventricularis
hypothalami-bol (PVN) kortikotropin felszabadulast serkenté hormon (corticotropin releasing
hormone - CRH) és arginin vazopresszin (AVP) szabadul fel, amelyek az adenohypophysisbe
jutva serkentik az adrenokortikotrop hormon (adrenocorticotropic hormone - ACTH)
termelését és triilését (Herman és Cullinan, 1997). Az ACTH fokozza a mellékvesekéreghen
a glikokortikoidok termelését (emberben funkcionalisan legfontosabb a kortizol,
ragcsalokban ennek megfeleléje a kortikoszteron), amelyek (a szimpatikus idegrendszer
aktivaciojaval egyiitt) az 0sszes szervrendszerre kifejtett rendkiviil komplex hatasaik révén
felelosek a stresszorokra adott szervezetszintli valaszért. Megemlitendd, hogy ezen alapvetd

felfedezések Ota tobb mas endokrin rendszer szerepére is fény deriilt a stressz-valaszban.

A stresszorok kiilonb6zé szempontok szerinti csoportositasa lényeges mind az stresszhez

kapcsolodo emberi koros folyamatok, mind ezek allatkisérletes modelljei szempontjabol.

e A stresszorok szubjektiv értékelése és a veliik valo megkiizdés egyrészt a stresszorok
erdsségétdl, masrészt az egyéni érzékenységtol fligg, amit a genetikai hattér, a fejlédés
€s az ¢let soran szerzett ¢lmények hatdroznak meg. Eszerint elkiilonithetiink ,,j6”
stresszorokat, amelyekkel a szervezet képes megkiizdeni az Un. ,eustressz” révén,
amely adaptiv folyamatokat jelent és az ellendllo-képességet noveli. Ezzel szemben a
tehetetlenség érzésével jard, kezelhetetlen vagy ,rossz” stresszorok kimeriilést,
patologias valaszokat és a sériilékenység novekedeését, azaz
,»diszstresszt’eredményeznek.

e Jellegiik szerint elkiilonithetdk pszichologiai (pl. magéanéleti nehézségek, munkahelyi
megterhelés, lelki traumdk, erdszak), biologiai (pl. fertdzések), fizikai (pl. hdohatas,
sugarartalom), kémiai (pl. levegészennyezés), stb. stresszorok.

e Igen lényeges az expozicid idOtartama szerinti elkiilonités akut és ismétlddé vagy

hosszantartd kronikus stresszorokra.

A stresszorokra adott valasz dinamikdajanak eredeti leirdsa az altalanos adaptacids szindréma
szakaszainak keretében szintén Selye Janostol szarmazik (Selye, 1950), majd késébb

pontositasra keriilt (2. dbra).

1. FElsOként a stresszor felismerése €s egyéni kiilonbségektol fliggd értékelése utan un.
alarm reakcid kovetkezik be, amely az ellendlloképesség atmeneti csokkenésével

jellemezhetd és beinditja a stressz neuroendokrin folyamatait.
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2. Ha a stresszor hosszabb ideig van jelen, a rezisztencia szakaszaban a szervezet
igyekszik fenntartani a homeosztazist, ellenallo-képessége nd. Az allosztazis a
homeosztazist fenntartd6 folyamatok Osszessége (McEwen, 2012), ami a szervezet
szamara kezelhet stresszorok esetén adaptacidhoz vezethet.

3. Hosszantarto, ill. kezelhetetlen stresszorok a szervezet kimeriilését okozzak, amely
koros folyamatokat indukal és véltozatos betegségek forméjadban nyilvanulhat meg. A
kimeriilés soran az allosztatikus folyamatok tulmikdodése, a szervezet allosztatikus

talterhelése jelentkezik.

Stresszorok Egyénikiilonbségek
*Kornyezet (munka, (genetika, fejlodés, nények)
maganélet) /_i\
*Eletesemények >
*Traumik, erészak Stressz felisinerése
(tehetetlenség/ellenallas)
A S7e

l

Viselkedési és élettani

valaszok
;0 »
£
= Rezisztencia
£ szakasza
7 ; :
2| m - l
g Alarm
g2 >
7 reakcio
% - = Allosztazis
é l Allosztatikus
tilterhelés
Adaptacié
2. abra. A stressz dinamikaja, a stressz-valasz szakaszai (Selye, 1950, ill. McEwen, 2012

alapjan).

1.2. A stressz jelentésége, a stresszhez kapcsolhaté betegségek

A stressz-kutatasok jelentOségét a stresszhez kapcsolhatdé szamos, klinikailag igen jelentds
korkép adja, amelyek mind egyéni mind tarsadalmi szinten sulyos problémat jelentenek. A

stressz, mint etiologiai tényezd vagy a lefolyast, ill. terdpias valaszt befolyasolo faktor szdmos
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betegségben jelentds. Itt csak a dolgozat alapjat képezd kisérletek szempontjabol 1ényeges
pszichiatriai betegségek, a depresszid6 ¢€s szorongdsos korképek epidemioldgidja,
patomechanizmusa €s gyogyszeres terdpidja, ill. a stressz és kronikus fajdalom Osszefiiggései

kertilnek révid bemutatasra.
1.2.1. A depresszio

A depresszié a hangulat altalaban epizodikusan visszatérd, hosszan tartd negativ iranyba
tolodasat jelenti, amely jellegzetes kognitiv és vegetativ, ill. testi tiinetekkel jar (pl.
teststlyzavarok, alvaszavar, szexualis diszfunkcid, stb.). A depressziés epizodokat az
érdeklédés, motivacié hianya és az oromre vald képtelenség (anheddnia) jellemzik és az
¢letmindség jelentds romlasahoz, a szocialis kapcsolatok lazuldsdhoz, munkaképtelenséghez,
ill. legstlyosabb esetben ongyilkossaghoz vezethetnek. A depresszio eléfordulhat 6nmagaban
(unipolaris depresszid) vagy manids (a hangulat masik végletbe csapasa) epizodokkal
keveredve, bipolaris zavar részeként. A jelenség rendkiviil gyakori, a nyugati tipust
tarsadalmakban élettartam-pervalenciaja 15-25% (Kormos €s Gaszner, 2013) ¢s vilagszerte a
rokkantsag vezeté oka (WHO, 2012). 2010-ben az Europai Uniodban az idegrendszeri
betegségek koltségeinek (798 milliard €) tobb mint felét a mentalis betegségek koltségei (461
millidrd €) tették ki. Utdbbiak koziil a depresszid koltségek szempontjabol az elsé (6sszesen
az eurdpai GDP 1%-a), a szorongasos betegségek a 4. helyen allnak (Gustavsson és mtsai.,
2011).
A depresszid patomechanizmusdra vonatkozo elsé elmélet az elsd, véletleniil felfedezett
antidepresszansok hatasmechanizmusan alapuld un. monoamin teéria volt, amely a betegség
kialakuldsaért az agyi monoamin tipusu neurotranszmitterek (noradrenalin, szerotonin és
dopamin) szintjének ¢és felszabaduldsdnak csokkenését tette feleléss€¢, ami azonban
onmagaban nem magyardzza a tiineteket (Nabeshima ¢és Kim, 2013). A depresszio
kialakulasanak okait és mechanizmusat korszerli médon irja le az un. harom taldlat elmélet
(Daskalakis és mtsai., 2013). Eszerint a depresszio és altalaban a stresszhez kapcsolodo
mentalis zavarok kialakuldsdhoz harom faktor egyiittes jelenléte és interakcidja sziikséges:

1. Genetikai hajlam, amely az agyat érzékenyiti a kornyezeti stresszorokra (pl.: a

variacio (rovid 5-HTTLPR) Canli és Lesch, 2007).
2. Korai (intrauterin és posztnatalis) hatasok (pl. anyai stressz, gyermekkori traumak),

amelyek érzékenyitik az egyént a késObbi stresszorokkal szemben. E korai hatdsok
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jelen ismereteink szerint elsésorban epigenetikai valtozasok (pl. DNS-metilacios
valtozasok; Klengel és mtsai., 2008) révén fejtik ki hatdsukat az agyban.
3. Felnéttkori stressz, amely az els6 két ,talalat” talajan kialakult fokozottan érzékeny
fenotipussal rendelkez6 egyénekben végiil a klinikai tiinetek kialakulasahoz vezet.
A depresszid terapiajaban jelenleg alkalmazott szerek még mindig elsésorban a monoaminerg
neurotranszmissziot befolyasoljak féleg a monoaminok preszinaptikus idegvégzédésekbe valo
visszavételének (pl. szelektiv szerotonin reuptake inhibitorok (SSRI), triciklusos
antidepresszansok) vagy lebomlasuk (monoamin oxidaz A) gatlasaval. E szerekre jellemz6,
hogy hatdsukat hossza idd alatt, honapokkal a kezelés megkezdése utan fejtik ki, a terapia
betegek kb. 30-50%-ban hatastalan (Krishnan és Nestler, 2008; Hodes és mtsai., 2015) és

szamos mellékhatéssal is szamolni kell, ezért az 0j gyogyszercélpontok azonositasara intenziv

kutatasok iranyulnak.
1.2.2. Szorongadsos betegségek

A patologias szorongassal jaro allapotok kozé a DSM-5 (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders, 5. kiadas, 2013) szerint meghatarozott szorongasos zavarok (panikzavar,
fobiak, stb.), a kényszeres és kapcsolddo zavarok, ill. a traumaval- és stresszorral 6sszefiiggd
zavarok (pl. poszt-traumas stressz szindroma) tartoznak. Bar e korképek a kivaltd esemény és
a klinikai megjelenés tekintetében kiilonbozdk, kozos jellemzdjiik a kdros mértékii szorongas
jelenléte, amely az életmindség és a mindennapi funkciok ellatasanak stlyos zavarahoz vezet.
A szorongas tulfokozott éberséggel, aggodalommal, negativ elvarasokkal jar6 érzelmi allapot,
amelyet jellegzetes testi tlinetek kisérnek €s (szemben a félelemmel) nem parosul valos
veszélyhelyzettel. Az Egyesiilt Allamokban végzett felmérések szerint a szorongassal jard
betegségek prevalenciaja 18,1% (Kessler és mtsai., 2005a), élettartam prevalenciaja pedig
28,8% (Kessler és mtsai., 2005b). Fontos megjegyezni, hogy a szorongasos és depresszios
tiinettan gyakran egytitt fordul elo.

A szorongasos korképek kialakulasdban a depresszidhoz hasonléan a ,harom taldlat”
mechanizmus jatszik szerepet, vagyis a genetikai sériilékenység (Kilpatrick és mtsai., 2007)
¢s a korai kornyezeti hatdsok egyiitt sériilékeny fenotipust alakitanak ki, majd a késdbbi
stresszorok 1étrehozzak a pszichopatologiai eltéréseket (Norrholm és mtsai., 2009).

A szorongasos korképek nagy klinikai jelentdsége ellenére kezelésiikre meglepden kevés
gyogyszeres terapids eszkoz all rendelkezésre. A GABAA receptorok pozitiv alloszterikus
modulatoraiként hatd benzodiazepinek kiterjedten hasznalt szerek a szorongasos tiinetek

kezelésére, hasznalatukat azonban erdsen korlatozza magas addikcids és abuzuspotencialjuk.
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A hossza tava kezelésben az SSRI és szerotonin-noradrenalin reuptake inhibitor (SNRI)
készitmények és egyes esetekben néhany maés vegyiilet (pl. a szerotonin-5-HT1a receptor
parcialis agonistdja, a buspiron) hasznilhatok (Hoffman és Mathew, 2008). Osszességében

azonban a szorongasos korképek farmakoterapiaja nem tekintheté megoldottnak.
1.2.3. A stressz és a kronikus fajdalom osszefiiggései

Kiterjedt kisérletes €s klinikai adatok bizonyitjak, hogy az emociondlis faktorok, ill. a stressz
¢és a nociceptiv rendszerek kétirdnyl interakcioi fontos szerepet jatszanak mind a fiziologias
fajdalompercepcioban, mind kronikus fajdalomallapotokban (Baliki és Apkarian, 2015).
Utobbiak rendkiviil stlyos egészségiigyi problémat jelentenek, gyakran vezetnek
rokkantsdghoz, azonban patomechanizmusuk nem vildgos és gyogyszeres terapidjuk sem
megoldott. A kronikus stressz szamos fajdalommal jar6 betegség lefolyasat befolyasolja, mint
a rheumatoid arthritis vagy a neuropatias fajdalom (Zautra és mtsai, 2007), mig mas korképek
esetében inkabb fontos korélettani komponensnek tekinthetd. A gyakori izom- és vazrendszeri
fajdalomallapotok, mint pl. a fibromialgia (FM), kornyezeti stresszorok és genetikai faktorok
Osszjatékanak kovetkeztében alakulnak ki (Diatchenko és mitsai., 2013). Mivel ez utobbi
kothetd legerOsebben a stresszhez, a stressz €s a kronikus fajdalom Osszefiiggéseinek
jelentdsége az FM péld4ajan keriil rovid bemutatésra.

Az FM kronikus, test szerte jelentkezd fajdalommal jard szindréma, amit klinikailag diffuz
nyomasérzékenység jellemez, amely bizonyos testpontok enyhe nyomasakor kiilondsen erés.
Jellemz6 a krénikus faradtsag és alvaszavarok el6fordulasa is, azonban altaldban minden
feltlin6 gyulladasos vagy neuroldgiai eltérés nélkiil jelentkezik.

Az FM igen gyakori, prevalenciaja a teljes populacioban 2-4%-ra tehetd (Jones és mtsai,
2015), ennek ellenére etiologidja és patomechanizmusa mind a mai napig nagyrészt
ismeretlen. A depresszio, ill. a neuropatias fajdalom és az FM igen gyakori egyiittes
eléfordulasa (kb. 40%; Sluka, 2009) és a sok szempontbdl hasonld genetikai (Buskila és
Sarzi-Puttini, 2006), ill. strukturalis és funkcionalis kozponti idegrendszeri elvaltozasok
részben Osszefedd patofizioldgiai mechanizmusok jelenlétére utalnak (Maletic és Raison,
2009). Mindez aldhtizza a stressz és a fajdalomérzé és szabalyozo rendszerek kozotti
interakciok jelent6ségét (McEwen és Kalia, 2010).

Egyértelmi, hogy hasonléan a tobbi kronikus fajdalomallapothoz, az FM kialakulasaban is
alapvetd szerepet jatszik a centralis szenzitizacio (Yunus, 2008), amely olyan agyi és
gerincveldi szintli plaszticitasi folyamatok 0Osszessége, amelyek kovetkezményeként a

fajdalomérzés korossa valik. Csokken a fajdalomkiiszob, ill. normalisan nem fajdalmas
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(allodinia) vagy enyhén fajdalmas ingerek (hiperalgézia) is erds fajdalomérzetet valtanak Ki.
A periférias idegrendszer szerepe joval kevésbé ismert, azonban e kérdés ujabb klinikai
adatok szerint igen jelentds lehet. A neuropatias allapotok mellett FM-ben is kimutathat6 a
fajdalom kozvetitéséért felelds periférias Ad- és C- (vékonyan mielinizalt és nem mielinizalt)
rostok szamanak és funkcidjanak paradox csokkenése (Ugeyler és mtsai., 2013; Serra és
mtsai., 2014). Az utobbi idoben keletkezett kisérletes adatok hangsulyozzak az egyes
specifikus periférids nociceptor populaciok egyedi jelentéségét kiilonbozo fajdalom-

modalitasokban ¢s kronikus fajdalomallapotokban (Minett és mtsai., 2014).

Az immunologiai elvaltozasok és neuro-immun zavarok szerepe szintén egyre vilagosabb a
kronikus fajdalom kialakulasaban, ami tovabb fokozza a korélettani folyamatok
bonyolultsagat (Scholz és Woolf, 2007). A pro- ¢és anti-inflammatorikus citokinek
egyensulyanak zavarat FM-ben is feltételezik, azonban az eddigi Klinikai adatok igen

ellentmondasosak (Ugeyler és mtsai., 2011; Ugeyler és mtsai., 2014).

Az FM gyogyszeres kezelésében, hasonloan a neuropatias fijdalmakhoz, a hagyoményos
fajdalomesillapité szerek (nem szteroid gyulladascsokkentdk, opioidok) hatastalanok. Béar
néhany szer (pl. a Ca®*-csatorna gatld pregabalin és gabapentin és egyes antidepresszansok)
hasznalhat6 (Smith és mtsai., 2011), Osszességében az FM ¢és egyéb, stresszhez kothetd
kronikus fajdalomallapotok gyogyszeres terapiaja megoldatlan. Ezért a patomechanizmus
megismerése, amely a stressz és fajdalomrendszerek (beleértve a periférids nociceptorokat is)
interakcidinak megértését is magdban foglalja, alapvetd fontossagl az 1j gyodgyszercélpontok

azonositasadhoz.
1.3. A stresszhez kapcsolhato betegségek allatmodelljei

A stresszhez kapcsolodd betegségek modellezése allatokban e korképek szamos sajatosan
emberi vonasa €s patofiziologidjuk korlatozott ismerete miatt igen nehéz. Ennek ellenére a
fent emlitett betegségeknek szamos allatmodellje (els6sorban ragcsalokban) létezik és a

kovetkez6 altalanosan elfogadott kritériumokat kell teljesiteniiik (Belzung és Griebel, 2001):

1. Latszat (,face”) validitas: az allat megfigyelhetd fenotipusanak mérhet6 viselkedéses
és élettani paramétereket figyelembe véve hasonlitania kell a megfelel6 emberi

korallapot tiineteihez.
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2. Konstrukt validitas: a megfeleld emberi betegség ¢és az allatmodellben jelentkezd
modosulasok hatterében ugyanazoknak a mechanizmusoknak kell allniuk, hasonlo
neurobioldgiai eltéréseken kell alapulniuk.

3. Prediktiv (farmakologiai) validitas: az adott betegségtdl szenvedd pacienseken mar
sikerrel alkalmazott szerek megfeleld iranya hatasokat valtsanak ki. Az allatmodell
legyen alkalmas 1j gydgyszercélpontok azonositdsdra ¢és a gyogyszerfejlesztés

szempontjabol potencidlisan érdekes vegyiiletek tesztelésére.

Az irodalombdl rendkiviil nagyszamu allatmodell ismert, itt csupan a dolgozat szempontjabol

legfontosabb alapelvek keriilnek bemutatasra.
1.3.1. A szorongds és depresszio-szerii viselkedés vizsgalata

A szorongas és depresszio-szerii viselkedés jellemzésére leggyakrabban hasznalt tesztek
alapja, hogy az éllatokat valamilyen akut stresszornak teszik ki, majd ebben a szituaciéban

vizsgaljak viselkedésiik valamely relevans paraméterét.

A szorongast vizsgald tesztek altalaban a ragcsalok vilagos, nyitott terekkel szembeni
konfliktuson alapulnak. E modellekben az allatok altalaban valamilyen biztonsagot nyujto (pl.
zart, sotét) és egy nyilt, megvilagitott tér koziil valaszthatnak kiillonbozd elrendezésekben
(Calhoon ¢és Tye, 2015). Ezekben a tesztekben a benzodiazepinek bizonyitottan csokkentik a

szorongas paramétereit (pl. vilagos/nyilt terekben t61tott id6) (Borsini és mtsai., 2002).

A depresszio-szerli viselkedés jellemzéséhez az allatok valamilyen kontrollalhatatlan
stresszhelyzettel (pl. vizbe dobas, felldgatas a faroknal fogva) vald megkiizdését vizsgaljuk.
Depresszio-szerli  viselkedésen a  passzivitdst, a  viselkedésben  megnyilvanulo
Lreménytelenséget”, ,kétségbeesést” értjiik, amely konnyen mérhetd (pl. immobilitassal
toltott idé forméjaban) (Krishnan és Nestler, 2010). E viselkedési paraméterek érzékenysége a

klinikailag mar bevalt antidepresszansokra jol ismert (Cryan és mtsai., 2005).

A hangulatzavarok egyéb tlineteihez hasonlo viselkedésformak tanulmanyozasa is lehetséges
(pl. alvaszavarok, szocialis és kognitiv zavarok, stb.). JO példa erre a ragcsalok édes iz
(cukoroldat) iranti preferencidjanak csokkenése, amelyet az anheddnia (6romre vald

képtelenség) vizsgalatara alkalmaznak (Willner és mtsai., 1987).
1.3.2. A depresszio modellezése

Az el6z0 részben leirt elveket alkalmazo tesztek az allatok fenotipusanak valamely aspektusat

jellemzik. A depresszio valodi modelljeinek azonban azok a kisérleti paradigmak tekinthetok,
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amelyekben az allatokat a depresszio egy vagy tobb f6 etiologiai tényezdjének kitéve ahhoz
hasonld jellemzdéket mutatd allapotot lehet 1étrehozni. Ezek a modellek altalaban valamilyen
genetikai manipulaciot vagy perinatlis, ill. feln6ttkori kronikus stresszt jelentenek. Az utdbbi
évtizedekben igen nagyszamu ilyen modellt fejlesztettek ki (b6vebben Isd. Nestler és mtsai.,
2002).

Gyakran hasznalt, valid és nagy transzlaciés relevanciaval biré ragcsalé modell a kronikus
variabilis stressz (KVS) (Katz és Hersch, 1981; Katz és mtsai.,, 1981). Ennek soran az
allatokat hossza ideig (alt. 3-6 hét) allandoan valtozo stresszoroknak teszik ki az adaptaciod
elkertilése érdekében. E modellben szdmos kutatocsoport kimutatta a szorongés, a depresszio-
szeri viselkedés és az anhedonia paraméterecinek novekedését, ill. a HPA-tengely
aktivitasanak fokozodasat (Willner, 1997). Szamos depressziés egyénekben tapasztalt
neurobioldgiai valtozas kimutathato KVS-nek kitett allatokban is (Hill és mtsai., 2012).

1.3.3. A kronikus stressz és a nocicepcio interakcioi dllatmodellekben

A kronikus stressz hatasait a nocicepciora széles korben vizsgaljak e jelenség nagy Klinikai
jelentdsége miatt. A kisérletes pszicholdgiai stressz mind egészséges egyénekben, mind
kronikus fajdalomtol szenvedd betegekben jelentésen fokozza a fajdalomérzést (Crettaz €s
mtsai., 2013). Ennek analogiajara szubakut és kronikus stressz-modellekben (pl. hideg, zaj,
erGltetett Uisztatas vagy restraint) a fajdalomkiiszob csokkenését, hiperalgézia és allodinia
kialakulasat irtak le ragcsalokban is (Imbe és mitsai., 2006; Jennings és mtsai., 2014). A
kronikus stressz hatdsara létrejovd nociceptiv valtozasokat gyakran az FM allatkisérletes
modelljeiként interpretaljak (DeSantana és mtsai., 2013). Bar e modellek a patomechanizmust
teljes komplexitdsdban valoszinlileg nem reprodukaljdk, a beldliik nyert adatok relevans
informaciokkal szolgalhatnak az FM ¢&s altalaban a kronikus fajdalom megértéséhez. Az ilyen
jellegli vizsgalatok transzlacids jelent6ségét és farmakologiai validitasat igazolja, hogy a
stressz-indukalt hiperalgézia FM-ben hasznalt gyogyszerekkel csokkentheté (Nishiyori és
Ueda, 2008).

A stressz élettani mechanizmusainak és immunrendszerre kifejtett hatdsdnak vizsgéalatira
régota alkalmazott kronikus restraint stressz (KRS) mozgaskorlatozas révén egy Osszetett
(fizikai €s mentalis) stresszor ismételt alkalmazasat jelenti, amelyre gyengébb az adaptacio,
mint mas stresszorok (pl. ismételt hideg stressz) esetén (Jaggi és mtsai., 2011.). A KRS-nek
kitett allatokban kiilonb6zo tipust ingerekkel szembeni hiperalgézia alakul ki (Bardin és
mtsai., 2009). Megjegyzendd, hogy az akut stresszorok jellemzden inkabb fajdalomcsillapitd

hatasuak. A stressz-indukalt analgézia mechanizmusanak kutatisa nagyban hozzajarult az
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endogén fajdalomcsillapité rendszerek élettani mitkodésének megértéséhez (Butler és Finn,

2009), a kronikus fajdalom szempontjabol azonban kevésbé jelentos.
1.4. A stressz neuronalis mechanizmusai és hatasai

1.4.1. A stresszhez kapcsolodo emociondlis, kognitiv és magatartasi folyamatok

agyi szervezodése

Akut és kronikus stressznek kitett allatokbol €s stresszhez kothetd pszichiatriai betegségekben
szenvedd paciensekbdl nyert adatoknak koszonhetéen mar a stressz agyi struktirara és
funkciora kifejtett hatasanak szamos részlete ismertté valt. Szamos sejtszintii, neuroplasztikus
jelenség szerepe valt ismertté (Lucassen és mtsai., 2014) és az ezek kialakulasaban fontos
tobb mediatort (pl. kortikoszteroidok, glutamat, BDNF-brain derived neurotrophic factor) és
jelatviteli folyamatot azonositottak (McEwen és mtsai., 2015).

Az egyes agyteriiletek specializalt szerepe, ill. funkcionalis valtozasaik jelent6sége a stressz
koros kovetkezményeinek 1étrejéttében szintén egyre jobban tisztazott (3. dbra). A kronikus
stresszhez kothetd kognitiv, dontéshozatali és emociondlis zavarokban a prefrontalis cortex
(PFC) és a hippocampus aktivitasanak gyengiilése, ill. ezzel szemben az amygdala
funkcionalis erésddése igen fontosak. E teriileteken jelentés morfologiai valtozasok (pl. a
PFC-ben ¢és a hippocampusban a dendritek rovidiillése és a dendrittiiskék szamanak
csokkenése, mig az amygdalaban ezek forditottja) mutathatok ki (Chattarji és mtsai., 2015). A
szorongas létrejottében szerepet jatszo neuronhaldzatok is egyre jobban ismertté valnak. A
kornyezetbdl érkezd szenzoros informaciok a nucleus basolateralis amygdalae-ban (BLA)
gylilnek 6ssze, majd foként a nucleus centralis amygdalae-ban (CeA) és a nucleus interstitialis
striae terminalis-ban (NIST) (Fox és mitsai., 2015), ill. egyéb kérgi (PFC, hippocampus) és
subcorticalis struktarakban (pl. septum laterale - LS) torténik az értékelésiik. E strukturak
egymassal is Osszetett kapcsolatban vannak és a benniik talalhaté egyes almagok és
neuroncsoportok komplex, sokszor egymassal ellentétes funkciokat latnak el. Végiil ez az
Osszetett halozat az inger értékelésétdl fiiggden tovabbi agyteriiletek aktivalasaval
létrehozhatja a szorongasra jellemzd viselkedéses (pl. periaqueductalis sziirkeallomany
dorsalis része - dPAG), endokrin (PVN) és vegetativ (agytorzsi vegetativ kozpontok)
valaszokat (Calhoon ¢és Tye, 2015). A dPAG-ban talalhatdo neuronok felelések az akut
szorongasos reakciok viselkedéses komponenseinek kivaltasaért, ill. koros koriilmények
kozott a panikreakcidért (Paul és mtsai., 2014). A centralisan projicialé nucleus Edinger-
Westphal-ban (EWcp) talalhato peptiderg neuronok az energiahaztartastol fiiggd stressz-

valasz kialakitasaban jatszanak jelent6s szerepet (Xu és mitsai.,, 2012). A depresszid
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crer

nucleus raphe dorsalis-bol (dRN) indul ki, amely klinikai és allatkisérletes adatok szerint is
alapvetd szerepet jatszik az emociondlis szabalyozasban, ill. annak koéros elvaltozasaiban

(Michelsen és mtsai., 2008).

PFC és hippocampus:

*Kognitiv, emocionalis zavarok dPAG:
*Szorongas *Szorongas,
LS: *HPA-tengely szabalyozasa panikreaked
*SZorongas
*HPA-tengely
szabalyozasa
! ) EWp:
*Energiafiiggo
NIST: stresszvalasz
*SZorongas
*HPA-tengely
szab aly ozasa

(dRN:

Amvgdala: 1 PVN: °Sze1'ot011i1u:1'g i

*Kognifiv, emocionalis *HPA-tengely lll‘lll'ﬂil'an_smt}l-ssmo
zavarok szabalyozasa 'EIHO}‘lolla}Js
*Szorongas +CRH, AVP, | szab alyozas

*HPA - tengely szab alyozasa oxitocin szekiécié

3. abra. A stressz viselkedési és neuroendokrin komponenseinek szabalyozasaban, ill. ezek
koros eltéréseiben jelentds agyteriiletek kisérletes és klinikai adatok alapjan (késziilt az 1.4.1.-

ben idézett miivek alapjan).

1.4.2. A HPA-tengely agyi szabdlyozdsa

A PVN parvocellularis régiojaban (pPVN) talalhat6 CRH-szekretal6 neuronok a HPA-tengely
els6 allomasanak tekintheték, azonban szdmos magasabb szintli kdzpont szabalyozza
mikodésiiket. A medialis PFC (MPFC) egyes részei (anterior cingularis és prelimbicus kéreg)
¢€s a hippocampus gatld, mig az amygdala serkentd hatést fejt ki a pPVN-re, igy szabalyozva a
HPA-tengely valaszat pszichologiai stresszorokra (Herman és mtsai., 2005). E limbikus
struktirak kozvetve, subcorticalis kapcsoloallomasokon, példaul a NIST-en keresztiil
projicialnak a pPVN-be (Forray ¢és Gysling, 2004). Egyéb stresszhez kapcsolhato
agyteriiletek, pl. az LS szerepére szintén fény deriilt a pPVN miikodésének szabalyozasdban

(Anthony és mtsai., 2014). A CRH ¢és az AVP mellett egyéb hypothalamicus peptid tipusu
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hormonok, igy pl. a PVN magnocellularis régiojabol (mPVN) felszabadulé oxitocin és AVP

szintén részt vesznek a HPA-tengely szabalyozasaban (Herman és mtsai., 2008).
1.4.3. A stressz- és fajdalomérzo rendszerek osszefiiggései

A fajdalomérzésért elsddlegesen a primer nociceptorok f6 célpontjatol, a gerincveld feliiletes
hatso szarvatol (FHSz) a szomatoszenzoros kéregig (SsC) terjedd spinothalamicus palya
felelés. E rendszer aktivitasdt azonban szamos mas kozponti idegrendszeri struktara
szabalyozza (serkenti vagy gatolja), amelyek a stressz fajdalomfokozd hatasait is kozvetitik
(4. dbra). Az elbagyi szabalyozé teriiletek kozé tartozik az mPFC, az anterior cingularis
(ACC) és insularis cortex (InsC), ill. az amygdala. E koézpontok jelentéségét allatkisérletes

modellekben és kronikus fajdalomtol szenvedd, igy FM-es betegekkel végzett klinikai

vizsgalatokban is bizonyitottak (Jennings és mtsai., 2014; Cagnie és mtsai., 2014), els6sorban

Hats6 gyoki ganglion

Primer afferens neuron
periférias vegzodese

[

4. abra. A nocicepcidban ¢és annak szabdlyozasaban jelentds periférids ¢€s kozponti
idegrendszeri struktirdk. A spinothalamicus palya részei fekete, a nocicepciot fokozo leszallo
rendszerek piros, a gatlok kék szaggatott vonallal jelolve (késziilt az 1.4.2.-ben idézett miivek

alapjan).
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FM-ben a leszallo fajdalomcsillapitd rendszerek csokkent mitkodése mutathato ki (Jensen és
mtsai., 2009; Lannersten és Kosek, 2010). A legtobb tanulmany a mesencephalicus lateralis
PAG-bdl (IPAG) a nyultveldi rostralis ventromedialis medullan (RVM) keresztiil az FHSz-be
projicialo leszallo palya mikodésének vizsgalatara irdnyul, amelynek hatasat opioid peptidek
¢s monoaminok koézvetitik (Ossipov és mtsai, 2010). Mind az IPAG (Devall és mtsai., 2011),
mind az RVM (Imbe és mtsai., 2004) stressz-indukalt hiperalgéziaban jatszott szerepére utald
adatok megtalalhatok az irodalomban, a pontos mechanizmusok tisztazasa azonban tovabbi
vizsgalatokat igényel. A fajdalomérzést serkentd rendszerek koziil a nucleus dorsomedialis
hypothalami-b6l (DMH) az RVM-be projicialé neuronok jelentdségére deriilt fény a stresszel
Osszefiiggésben (Wagner és mtsai., 2013). A gerincveld szintjén a stressz fajdalomfokozo
hatasa a gatld €s serkentd neurotranszmisszio egyensulyanak felbomlasdhoz kothetd az utdbbi
iranyaba (Quintero és mtsai., 2011).

E centridlis mechanizmusok mellett allatkisérletes vizsgalatok felvetették a periférids
idegrendszeri folyamatok szerepét is a stressz-indukalt hiperalgéziaban. A hatsé gyoki
ganglionok szintjén a tranziens receptor potencial vanilloid 1 (TRPV1, Isd. késobb) és egyes
natrium-csatorndk expresszidjanak novekedését, ill. a gatld endokannabinoid CB1 receptor
szintjének csokkenését mutattak ki stressz hatasara (Hong és mtsai., 2011; Zheng és mtsai.,
2015). A hiperalgézia feler6sodése stressz hatasara a primer afferensek katecholaminok és
glilkokortikoidok altal kozvetitett szenzitizacidjanak eredménye (Khasar és mtsai. 2005;
2008). Mindazonaltal, a periférias nociceptorok pontos szerepét tisztdzd szisztematikus

kisérletes vizsgalatot eddig nem végeztek.
2. A szomatosztatin és receptorai

A neuropeptidek szabalyoz6 szerepét egyre tobb klinikai és kisérletes adat bizonyitja
fiziologias és koros kdzponti idegrendszeri folyamatokban, igy a stresszben, szorongasban €s
depresszioban is (Kormos és Gaszner, 2013), receptoraik igéretes gyogyszercélpontoknak
tekinthetok. E dolgozat alapjat képezd kisérleteinket a gatlo jellegli ciklikus neuropeptid, a

szomatosztatin jelentdségére vonatkozé eddigi ismeretek alapoztdk meg.
2.1. A szomatosztatin

A szomatosztatint els6ként Brazeau és mtsai. izolaltak birka hypothalamusbol 1972-ben
(Brazeau ¢s mtsai., 1973). Els6ként a peptid ndvekedési hormon felszabadulast gatld hatasara
deriilt fény, amelyre egyik korai, ma mar kevésbé hasznalt elnevezése is utal: Szomatotropin

felszabadulast gatlo faktor (somatotropin release inhibiting factor - SRIF). A szomatosztatint
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kodold génrdl prepro-szomatosztatin propeptid expresszalodik, amelybdl aztan a 14 (SRIF14,
az emlds agyban dominans), ill. 28 (SRIF2g) aminosav hosszusadgu szomatosztatin izoformak
képzddnek. 1996-ban klonoztak a szomatosztatinhoz hasonld neuropeptidet a kortisztatint,
amely ugyanazokon a receptorokon keresztiil fejti ki hatasat (de Lecea és mtsai., 1996).

A szomatosztatin szamos egyéb hypophysealis (pl. tireotrop hormon; Vale és mtsai., 1974) és
periférias hormon (pl. inzulin és glukagon; Leblanc és mtsai., 1975) szekréciojat is gatolja.
Expresszidjat a hypothalamuson kiviil szamos egyéb agyteriileten, igy példaul az
amygdalaban, a NIST-ben, a septumban, a hippocampusban és tobb kérgi teriileten is
kimutattak (Epelbaum, 1986). Az agyban a szomatosztatin gatldo neuromodulator, expresszioja
GABAerg neuronokban mutathato ki, amelyek részben lokalis interneuronok (pl. a cortex, a
hippocampus ¢s az amygdala lokalis interneuronjai), részben tavoli agyteriiletekre projiciald
sejtek (pl. az amygdalabol a NIST-be és az agytorzsbe) (Viollet és mtsai., 2008). A peptidnek
mind preszinaptikus (glutamat vagy GABA felszabadulas gatldsa), mind posztszinaptikus
hatasai kimutathatoéak, mindkét folyamat dinamikdaja lassabb és hatdsa hosszabban tarto, mint
a klasszikus neurotranszmitterek esetén (Baraban és Tallent, 2004).

A szomatosztatin szdmos élettani funkcid szabédlyozasaban részt vesz, mint pl. az alvas,
motoros aktivitas, szenzoros funkcidk, fajdalom, tanulds és memoria. Az agy koros
allapotaiban, igy a neurodegenerativ Alzheimer- és Parkinson-korban, ill. skizofrénidban és
epilepszidban klinikai és allatkisérletes vizsgalatok bizonyitottdk a szomatosztatin csokkent
szintjét és protektiv hatasat (Martel és mtsai., 2012; Tuboly és Vécsei, 2013). Ismert, hogy a
gatld neurotranszmisszié csOkkenése, beleértve a szomatosztatint is, igen fontos szerepet
jatszik a hangulatzavarok és a szorongas patogenezisében (Lin és Sibille, 2013). Klinikai
vizsgalatokban a szomatosztatin expresszié CSokkenését irtak le major depresszids betegek
dorsolateralis prefrontalis (Sibille és mtsai., 2011) és cingularis cortexében (Tripp és mtsai.,
2011), ill. amygdalajaban (Guilloux és mtsai., 2012) és kronikusan stresszelt allatok agyaban
is kimutathaté szintjének csokkenése (Czéh és mtsai.,, 2015). Akut stressz hatasara a
szomatosztatin felszabadulds megnovekedik az amygdaldban (Brodin és mtsai., 1994), a
hypothalamusban (Arancibia és mtsai., 2000) és a hippocampusban (Arancibia és mtsai.,
2001). A szomatosztatin génhianyos egerek megnovekedett emocionalis viselkedést és bazalis
kortikoszteron szintet, ill. a depresszids betegekéhez hasonld génexpresszids €s neuronalis
transzkriptom  profilvaltozasokat ~ mutatnak  (Lin  és  Sibille, 2015). Az
intracerebroventricularisan adott szomatosztatin szorongascsokkenté és antidepresszans-szerii
hatasokat fejt ki patkanyokban (Engin és mtsai., 2008). A szorongascsokkentd hatas

szempontjabol a septum ¢€s az amygdala jelentésége valoszintisithetd, hiszen a peptid
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szelektiv injekcidja e struktarakba hasonld hatast fejt ki, mint az intracerebroventricularis
adéas (Yeung és mtsai., 2011). Mas adatok a szomatosztatinnak a triciklusos antidepresszans

imipramin hatasaban jatszott jelentds szerepére utalnak (Nilsson és mtsai., 2012).
2.2. A szomatosztatin receptorai

A szomatosztatinnak 6t heptahelikalis, Gip-proteinhez kotott receptora ismert: ssti, SSto (két
splicing variansa, az sstoa €s sstog létezik), ssts, SSts és ssts (Hoyer és mitsai.,, 1995). E
receptorok két csoportba oszthatok a szomatosztatin szintetikus oktapeptid analogjaihoz (pl.
az oktreotid) val6 affinitasuk alapjan (Patel, 1999). Az SRIF-1 csoportba az ssty, ssts és ssts
receptorok tartoznak, amelyek nagy oktapeptid kot6 képességgel rendelkeznek, ezek felel6sek
elsésorban a szomatosztatin endokrin hatasainak kozvetitéséért. A masik csoportba (SRIF-2)
az oktapeptid anal6gokhoz alacsony affinitdst mutatd Sst1 és ssts receptorok tartoznak. Utdbbi
csoport, kiillondsen az ssts receptor gyogyszerfejlesztési szempontbdl igen érdekes periférias
fajdalomesillapité és gyulladdscsokkentd hatasai és az endokrin hatasok hianya miatt (Pintér
¢s mtsai., 2002; Szolcsanyi és mtsai., 2004; Helyes és mtsai., 2009).

A rendelkezésre allo adatok szerint a szomatosztatin receptorok elsésorban gatldé neuronalis
szinti hatdsokat fejtenek ki, amelyek valtozatos és receptortdl fiiggd jelatviteli
mechanizmusok révén jonnek létre (pl. adenilat ciklaz-CAMP-protein kinaz A utvonal gatlasa,
K*-csatornak serkentése, egyes Ca?*-csatornak gatlasa; Csaba és Dournaud, 2001). Mindegyik
receptor expresszalodik az agyban (legnagyobb mennyiségben az sst2 és ssts) és az egyes
receptorok specializalt szerepe a peptid hatdsainak kozvetitésében mind élettani, mind koros
folyamatokban egyre jobban ismert (Martel és mtsai., 2012) (5. dbra).

A szomatosztatin stresszben jatszott fontos szerepe €s receptorainak a stressz szabalyozasaban
résztvevd agyteriileteken (pl. amygdala, hippocampus, PFC) valo expresszidja ellenére a
receptorok szerepére vonatkozoan nagyon kevés adat all rendelkezésre. Az sstz és sst3
receptorok  jelentdsége valdsziniisithetd a szomatosztatin  szorongascsokkentd — és
antidepresszans-szer(i hatasaiban, mivel az ssto és sstz3 agonistak adasa a nativ peptidhez
hasonl6 hatasokat fejt ki (Engin és Treit, 2009). Szintén ezt tdmasztja ala, hogy szelektiv sst>
antagonista amygdaldba és septumba vald mikroinjekcidja megsziinteti a szomatosztatin
szorongascsokkentd hatasat (Yeung és Treit, 2012). Az Sstr2 génhianyos egerekben a
szorongas ¢s a hypophysealis ACTH felszabadulas emelkedik (Viollet és mtsai., 2000). Az
akut pszicholdgiai stressz az ssto mRNS expresszio szelektiv ndvekedését okozza az
amygdaldban (Nanda és mtsai., 2008). A tobbi szomatosztatin receptor stresszben jatszott

szerepére vonatkozdlag azonban nem 4ll rendelkezésre adat.

22



*Tanulas és Taiialis s

*Szenzoros €s

’; Anilozecentor motoros funkciok = Mmemoria meméria ;lNﬁvekedési .
*Stressz, emociok *Antiepilepti- ormon
*Memoéria kus hatis felszabadulas
*Antiepileptikus gatlasa
hatas

5. abra. A szomatosztatin receptorok és szerepiik fizioldgias és koros kozponti idegrendszeri

folyamatokban (Martel és mtsai., 2012 alapjdn).

2.2.1. Az ssta receptor

Az ssts receptort Bruno és mtsai. irtak le 1992-ben (Bruno és mtsai., 1992). A receptorral
kapcsolatos  eddigi  kutatdsok  els@sorban  aktivacidjanak  fijdalomcsillapitd  és
gyulladascsokkentd hatasaira koncentraltak, amelyek periférias idegrendszeri folyamatokhoz
€s neuro-immun interakciokhoz kothetdk. Az sst4 az agyban a masodik legnagyobb
mennyiségben eléforduld receptor, immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei szerint
szamos agyi strukturdban expresszalodik, mint a cortex, a striatum, a hippocampus és az
amygdala (Schreff és mtsai., 2000; Selmer és mtsai., 2000a; 2000b) (6. @bra). Ennek ellenére
a receptor kozponti idegrendszeri folyamatokban jatszott szerepérdl igen kevés adat all
rendelkezésre. Az élettani funkciok koziil a lokomotoros aktivitas (Santis és mtsai., 2009), ill.
a tanulds és memoria szabalyozasaban bizonyult jelent6snek (Gastambide és mtsai., 2010).
Koros folyamatokban jatszott szerepére vonatkozo eddigi vizsgalatok egyrészt egy ssts
agonista (NNC 26-9100) protektiv hatasat bizonyitottak az Alzheimer-kér egyik
egérmodelljében (senescence-accelerated mouse prone-8 - SAMP8 modell; Sandoval és

mtsai., 2011) a szolubilis AP(42) oligomerek szintjének metalloproteinaz-fiiggd
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csokkentésével (Sandoval és mtsai., 2013), masrészt a szomatosztatin antikonvulziv hatdsanak
kozvetitésében jatszott szerepét mutattdk ki egérben (Moneta €s mtsai., 2002). A stressz
szabalyozasaban fontos agyteriileteken val6 expresszioja ellenére, az ssts receptor szerepérdl a
stresszben, ill. a szorongdsos betegségek ¢és hangulatzavarok patogenezisében nem all

rendelkezéstinkre adat.

6. abra. Az ssts4 receptor expresszidja patkanyagyban (Acc: nucleus accumbens, Amy:
amygdala, BO: bulbus olfactorius, GP: globus pallidus, Hipp: hippocampus, NCtx:
neocortex, NOA: nucleus olfactorius anterior, Str: striatum, TO: tuberculum olfactorium;

Schreff és mtsai., 2000, ill. Martel és mtsai., 2012 alapjan).

3. Kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok

A Kkapszaicin-érzékeny érz6 idegsejtek a primer érzé neuronok 50-70%-at teszik ki, periférias
axonjaik vékonyan mielinizalt, ill. nem mielinizalt (Ad- és C-) rostok formajaban érik el a
periférias szoveteket. K6zos tulajdonsaguk a funkcidjuk szempontjabol alapvetd kapszaicin
receptor, a TRPV1 expresszidja, amely nem szelektiv kation csatornaként mikodik. Ez a
kiilonleges nociceptor populacid a fijdalmas ingerek érzékelése mellett a nocicepcio

jatszott szerepének kutatdsa igen jelentds.

Az 1950-es években Jancsé Miklos és Szolcsanyi Janos figyelték meg, hogy az egyes
paprikafélék csipdsségét okozd kapszaicin fajdalomkelté hatasat csokkent fajdalomérzés

koveti, amely alapjan feltételezték, hogy a vegyiilet a ra érzékeny idegrostokat eldszor
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aktivalja, majd deszenzibilizacidjukat okozza (Jancsé és mtsai., 1967). A TRPV1-et végiil
1997-ben klénoztdk (Caterina és mtsai., 1997). Azdta szdmos vizsgalat iranyult a csatorna
aktivacios mechanizmusainak vizsgélatara, amelyek bizonyitottak, hogy a kapszaicinen kiviil
az 43°C-nal magasabb homérséklet, az alacsony pH és bizonyos endogén vegyiiletek, mint az
N-arachidonoil-etanolamin (AEA), a 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-HPETE), ill. az N-
arachidonoil-dopamin (NADA) is aktivalni képesek a TRPV1-et (Tominaga és mtsai., 1998;
Y00 és mtsai., 2014).

Ezek alapjan a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok Un. polimodalis nociceptorok. A
kapszaicin mellett az idegvégzédések erdteljes aktivalasara, majd deszenzibilizacojara
alkalmas masik exogén anyag az Euphorbia resinifera nevii kutyatejfélében talalhatod
ultrapotens kapszaicin analog, a reziniferatoxin (RTX) (Szolcsanyi és mtsai., 1990). A
kapszaicinnel vagy RTX-el végzett deszenzibilizacié nagyban hozzajarult az idegvégzddések
funkciojanak megismeréséhez, ill. terdpiasan is felhasznalhat6. Az ioncsatorna megnyilasakor
a bearamlo Na'-ionok depolarizaciot okoznak, amely akcids potencidlokat general, mig a
szintén bearamlé Ca?*-ionok neuropeptid felszabadulast okoznak az idegvégzddésekbdl. Ha a
TRPV1-en keresztiil folyamatosan vagy til nagy gyakorisaggal torténik kation bearamlas,
akkor az a citoplazma és a mitokondriumok duzzadésat, az intracellularis energiaforgalom
deszenzibilizacio biologiai alapja (Anand és Bley, 2011).

A kapszaicin-szenzitiv szenzoros neuronok Un. harmas funkciéval rendelkeznek (7. dbra):

e Klasszikus afferens funkcio: a végzddés depolarizacioja kovetkeztében létrejovo
akcios potencialok révén a fajdalmas ingerek kozvetitése a kozponti idegrendszerbe.

o Lokalis efferens funkcio: a végzddések aktivaciojakor gyulladas- és fajdalomkeltd
neuropeptidek szabadulnak fel (pl. kalcitonin gén rokon peptid (CGRP), P-anyag (SP),
neurokinin A (NKA) és mas tachikininek), amelyek vazodilataciot, plazma
extravazaciot ¢és gyulladdsos sejtek aktivaciojat idézik elé. E folyamatokat
Osszefoglaldan neurogén gyulladasnak nevezziik (Holzer, 1988).

o Szisztémas efferens funkcié: az idegvégzddések aktivaciojakor egyuttal
fajdalomcsillapitd és gyulladdscsokkentd hatastt neuropeptidek (szomatosztatin és
opioid peptidek) is felszabadulnak és nem csak lokalisan hatnak, hanem a szisztémas

keringésbe is bejutnak (,,szenzokrin” funkcid) (Szolcsanyi, 1996; Pintér és mtsai.,
2006).
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A kapszaicin-érzékeny neuronok Osszetett funkcidjuk révén fontos szerepet jatszanak mind az
¢lettani, mind a patologias fajdalomban (Immke és Gavva, 2006; Jara-Oseguera és mtsai.,
2008). A stressz-indukalt nociceptiv valtozasokat tekintve e nociceptorok szerepének
tisztdzasa nagy jelentdségli lenne, figyelembe véve a periférids idegrendszer szerepére utalo
Klinikai és kisérletes adatokat (pl. az FM-ben leirt vékonyrost diszfunkciot), azonban e

kérdéssel kapcsolatban alig all rendelkezésiinkre informéacio.

ﬁ Fajdalom
/ I. Afferens funkcio: : J ;
III. Szisztémas efferens funkcio: BosEeRco — '

fajdalomcsillapité hatas + \

II. Lokalis efferens funkcio:
neurogén gyulladas

T

Sz?ll.l(;ltOSZ:lf:ltllll: Tachikininek
opioid peptide (NKA, SP)
CGRP

Fajdalmas inger

7. abra. A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok harmas funkcidja (késziilt az 3.-ban

idezett miivek alapjan).
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CELKITUZESEK

A stresszhez kapcsolhatd betegségek, mint a depresszio és szorongasos korképek, ill. a stressz
¢s kronikus fajdalom Osszefiiggései nagy klinikai jelentdséggel birnak, azonban a pontos
patofiziologiai mechanizmusok ismeretlenek. A gyogyszeres kezelés lehetdségei sem

kielégitéek, ami kiemeli az ) gyogyszercélpontok azonositasat célzd kutatasok fontossagat.

Munkacsoportunk tobb évtizedes kutatasai jelentGsen hozzajarultak a kapszaicin-érzékeny
neuronok és az ssts receptor jelentOségének megértéséhez a fajdalom-szabalyozasban a
periférias idegrendszerben. Jelen kisérleteinkben a kdzponti idegrendszerben is expresszalddod
ssts akut és kronikus stressz-folyamatokban betdltott szerepét, valamint a kapszaicin-érzékeny
neuronok és a kronikus stressz interakcioit vizsgaltuk in vivo egérmodellekben. Eredményeink
hozzédjarulhatnak a  stresszhez  kothetd  korfolyamatok  megismeréséhez ¢és  Uj

gyogyszercélpontok azonositdsahoz. Munkam fobb célkitlizései tehat a kovetkezok voltak:

Az ssta receptor jelentoségének vizsgalata szorongasban és depresszio-szeri
viselkedésben akut stressz-szituaciokban Sstr4 génhianyos egerek (Sstr4”) és kis
molekulaji szelektiv agonista (J-2156) segitségével. E kisérletekben az akut stressz-
tesztekben mutatott viselkedés vizsgalata mellett a hattérben all6 mechanizmusok
felderitésére az ssts aktivacio stressz-indukalt agyi neuronalis aktivaciora kifejtett hatasat
is vizsgaltuk Fos immunhisztokémiaval. Az ssts expresszié kimutatasara ssts=2
immunhisztokémidt hasznaltunk.

Az ssts receptor szerepének vizsgalata KVS-re valé érzékenységben vad tipusu és
Sstr4”- egerekben. A viselkedéses valtozasokat a szorongas, a depresszio-szerti viselkedés
¢és az anhedodnia vizsgalataval, a neuroendokrin valaszt a HPA-tengely aktivitasat jellemzd
paraméterek mérésével (szomatikus paraméterek, kortikoszteron plazmakoncentracio),
mig a kronikus neuronalis aktivitast a stresszhez és depresszidohoz kothetd agyteriileteken
FosB immunhisztokémiaval jellemeztiik.

A kapszaicin-érzékeny neuronok szerepének komplex vizsgalata RTX
deszenzibilizacioval KRS hatasara 1étrejovo nociceptiv (mechanikai, hideg és meleg),
ill. a Kkapcsolodo viselkedési, neuronalis és immunolégiai valtozasokban. A
funkciondlis eltérések hatterében allo kdzponti idegrendszeri mechanizmusok vizsgalatara
a stressz ¢s fajdalom interakcidiban fontos agyteriiletek aktivitdsdit FosB
immunhisztokémiaval jellemeztiik. A periférias folyamatok jelentdségének felméréséhez a

gerincvel6i FHSz aktivitasat és a hatso lab szoveteinek citokin profiljat hataroztuk meg.
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KIiSERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI
MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Az akut stressz-tesztekben és a KVS vizsgalatban C57Bl/6] alapon eldallitott Sstr4
génhianyos (Sstr4”) és vad tipust (Sstrd4*'*) egereket hasznaltunk. Az eredeti Sstrd
heterozigéta (Sstr4*’) tenyészparokat Prof. Dr. Pierce C. Empson kutatocsoportja (Laboratory
of Molecular Neuroscience, The Babraham Institute, Babraham Research Campus, Babraham,
Cambridge CB22 3AT, Egyesiilt Kiralysag) hozta 1étre és bocsatotta rendelkezésiinkre. Az
Sstr4 delécidja egy LacZ gént tartalmazd konstrukttal vald helyettesitéssel tortént
(részletesebben Isd. Helyes és mtsai., 2009). Az Sstr4* egerek paroztatdsa utan az utdodok
genotipusdnak meghatarozasa PCR-al tortént. Az akut stressz-tesztekben kiilon szaporitott
Sstr4”- és Sstr4*’* egerek utédait, mig a KVS kisérletekben heterozigéta allatok genotipizalt

Sstrd- és Sstra™* utddait hasznaltuk.

Az ssty agonista J-2156 hatasat C57Bl/6J és CDI1 egerekben vizsgaltuk. Az RTX
deszenzibilizacid és KRS interakcidinak vizsgalatdhoz CD1 egereket hasznaltunk. A
C57Bl/6J és CD1 éllatok eredeti tenyészparjait a Charles River Laboratories Magyarorszag
Kft.-t61 vasaroltuk.

Kizarolag him, 2-6 honapos egerekkel dolgoztunk, amelyeket a Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetének Allathazaban
tartottunk és tenyésztettiink standard miianyag ketrecekben (4-6 egér/ketrec) 24-25°C-on, 12-

12 oras so6tét-vilagos ciklusban, ad libitum ellatva normal ragesalo tappal és vizzel.
2. Kisérleti elrendezések, csoportok

2.1. Az ssts receptor szerepének vizsgalata szorongasban és depresszio-szeri
viselkedésben

Akut viselkedéstesztekben vizsgaltuk az Sstr4 gén-delécio és az ssts agonista J-2156 kezelés
hatasat. Mivel szamos egérkisérlet bizonyitotta a torzskiilonbségek szerepét a szorongasban,
depresszio-szerii viselkedésben és gyogyszerhatdsokban (Cryan és Mombereau, 2004), a J-

2156 hatasat vizsgalo kisérleteket C57B1/6] és CD1 egerekben is elvégeztiik. Osszefoglalva, a

kovetkezd csoportokat hasznaltuk:
o Sstrd*'*vs. Sstr4” egerek,
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e Fizioldgias sooldattal (NaCl) kezelt vs. J-2156-al kezelt C57BI/6J egerek,
e Fiziologias sooldattal kezelt vs. J-2156-al kezelt CD1 egerek.

Minden funkcionalis tesztben kiilonb6z6 allatcsoportokat hasznaltunk, igy minden allat csak

egy tesztben vett részt. Minden viselkedéstesztet délelott végeztiink el.
2.1.1. Perfuzio és szovetfeldolgozas

A J-2156 tail suspension tesztben (TST) kifejtett antidepresszans-szerti hatasanak (Isd. alabb)
hatterében 4all6 mechanizmusok vizsgalatdhoz Fos (akut neurondlis aktivaciés marker)
immunhisztokémiat végeztiink szamos, stresszhez kothetd agyteriileten. Ehhez 2 oraval a TST
utan 7-8, random moddon kivalasztott CD1 egeret altattunk el az NaCl-, ill. J-2156-oldattal
kezelt csoportokbol (i.p. ketamin-xilazin, dézisok: 100 mg/kg, ill. 5 mg/kg), majd
transzkardialisan perfundaltuk 6ket 0,1% foszfat pufferelt sdoldattal (phosphate buffered
saline - PBS), majd 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal (0,2 M Millonig foszfat
pufferben). A 4%-0s PFA-ban torténé posztfixalast kovetéen az agyakat 30 um-es coronalis
szeletekre metszettiik Leica VS1000 vibrotommal (Leica, Wetzlar Németorszag). A
metszeteket 3 sorozatra osztottuk ¢és felhasznalasig fagyalld oldatban taroltuk -20°C-on.
Kontroll csoportként TST-nek nem exponalt NaCl-, ill. J-2156-oldattal kezelt CD1 egereket
hasznaltunk (n=6/csoport).

Az Sstr4*'* ¢s Sstr4 - egerek kozott forced swim tesztben (FST) talalt funkcionalis kiilonbség
hatterében all6 mechanizmusokat szintén F0S immunhisztokémiaval vizsgaltuk. Ehhez
génhidnyos ¢és vad tipusu, FST-ben résztvevd, ill. FST-nek nem exponélt allatokat
hasznaltunk (n=5-6/csoport). Az altatas, perfuzio és szovetfeldolgozas az el6z6 bekezdésben
leirtaknak megfelelden tortént.

Az ssts receptor jelenlétét az amygdalaban sst4=*°“ immunhisztokémiaval (Isd. alabb) mutattuk
galaktozidaz fehérje kimutatisa. Ehhez Sstrd4” egereket hasznaltunk (n=3), amelyek
semmilyen viselkedéstesztben nem vettek részt. Ezeket az éllatokat a fent leirt modon vald
altatas utan transzkardidlisan perfundaltuk Tyrode pufferrel, majd Zamboni fixaloval (0,2%
pikrinsavat tartalmazé 4%-os PFA 0,16 M foszfat pufferben (pH 6,9) oldva). Az agyakat
ugyanebben a fixaloban 4°C-on torténd 120 perces posztfixalas utan 10% szachardz oldatba
helyeztiikk, majd CO2-vel vald hirtelen fagyasztas utan kriosztattal 20 pm-es szeletekre

metszettiilk az amygdala és a dRN szintjében.
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2.2. AKVS

A KVS kisérletben 4 csoportot hasznaltunk: nem stresszelt, ill. kronikusan stresszelt Sstr4*/*
és Sstrd™ egereket (5sszesen n=39, 9-11/csoport). Az egész kisérlet 4 hétig tartott (8. dbra).
Az els6 héten végeztiik az 0sszes allattal a kontroll funkcionalis teszteket az alap viselkedéses
paraméterek meghatarozasahoz (,,1. kisérlet”). A kdvetkezd 3 hétben tettilk ki a megfeleld
csoportokat KVS-nek. Kronikus stressz paradigmank, amely egy korabban leirt protokoll
modositott valtozata (Sterrenburg €s mtsai., 2011) 6 kiilonb6z6 stresszorbol allt (az allatok
razasa ketrecliikben egy razogépen 2 oOraig, éjszakai megvilagitas 12 oraig, ferde (45°)
ketrecben tartas 12 6raig, nedves almon tartas 12 6raig, restraint stressz 50 ml-es kilyuggatott
mianyag csOvekben 2 6raig, hideg stressz (4°C) az egerek hiitdbe helyezésével 30 percre).
Ezekbdl naponta két eltérdt alkalmaztunk, mindig varidlva a stresszorokat. A
viselkedésteszteket a KVS harmadik hetében megismételtik (,,2. kisérlet”) minden
csoportban. Az ,,1. kisérlet” és ,,2. kisérlet” paraméterek abszolut értékei mellett a viselkedési
paraméterek kiilonbségeit, vagyis valtozasukat is Osszehasonlitottuk a statisztikai analizis
soran. A ,,valtozas” paramétereket a kovetkez6képpen szamoltuk: (,,1. kisérlet” érték - ,.2.
kisérlet” érték). E modszerrel célunk a finomabb kiilonbségek kimutatasa volt, amelyeket a

viselkedésparaméterekben tapasztalhatd nagy egyedi kiilonbségek elfednének.

KVS
Napok [_7]_g|s[-a] 3 2[1]of1 [2]3] 4]5]6] 7] 8] o [10]12[12113]14] 15| 16]17 18] 1912021 22] 23] 24]25] 26 27] 28]
! A 1 Tt

i P — L | | _.... .............
{OFT} . |i{FST:
Viselkedéstesztek Viselkedéstesztek | -7~ - | e

KVS elétt KVS utén SPT | 1T st |

(-»1. Kisérlet™) (-,2. kisérlet™) iS5

Vérvétel, szervek silyanak
mérése, perfizié

8. abra. A KVS modellben alkalmazott protokoll a viselkedéstesztek és a terminalas idébeli
elrendezésével (FST: forced swim teszt; OFT: open field teszt; SPT: szachar6z preferencia

teszt; SVD: sotét-vilagos doboz teszt; TST: tail suspension teszt).

2.2.1. Plazma mintavétel, perfuzio, szovetfeldolgozas és szervsuly mérés

A HPA-tengely aktivitast a relativ mellékvese és csecsemémirigy sulyok és a plazma

kortikoszteron szintek mérésével hataroztuk meg, mig a stresszhez kdothetd agyteriiletek
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aktivitasat FosB (kronikus neuronalis aktivacios marker) immunhisztokémiaval jellemeztiik a

KVS utan.

Ezek elvégzéséhez az allatokat 24 oraval az utolso stresszor utan Sltiik le. Na-pentobarbitallal
(70 mg/kg, i.p.) vald altatas utan megnyitottuk a mellkast és a bal kamrakbol 0,5-1 ml vért
vettiink egy heparinizalt fecskendvel, amelyet aztin jégbe hiitétt csovekbe helyeztiink,
amelyek 75 ul 7,5%-0s EDTA oldatot tartalmaztak. Ezutan a csdveket centrifugaltuk (3000
rpm, 10 perc), majd 50 ul-es plazma alikvotokat gytijtottiink, amelyeket felhasznalasig -20°C-

on taroltunk.

Az egereket a vérvétel utan azonnal perfundaltuk, majd agyukat a korabban leirt modon
dolgoztuk fel (Isd. a 2.1.1. részt). A perfizio utan a mellékveséket és csecsemOmirigyeket

eltavolitottuk, sulyukat megmértiik és a teststilyra normalizaltuk: [szervek sulya (mg)/testsuly

(9)].
2.3. AKRS

Az kapszaicin-szenzitiv szenzoros neuronok KRS-indukalt fajdalomban jatszott szerepének
vizsgalatdhoz szintén 4 csoportot hasznaltunk: nem stresszelt, ill. kronikusan stresszelt
elokezelés nélkiilli és RTX-el6kezelt egerek (6sszesen n=39, 9-11/csoport). Az
idegvégzddések RTX-el torténd deszenzibilizacidjat 3 héttel a KRS megkezdése eldtt
végeztilk. A deszenzibilizacid befejezése utan két héttel kezdtiik a kontroll nociceptiv
méréseket, majd ezek elvégzése utan kezdtiik a KRS-t (9. dbra). Az allatokat 28 napon
keresztlil minden nap 6 oran at lyukakkal ellatott, jol szell6z6 50 ml-es milanyag csdvekbe
helyeztiik, amelyekben mozgasuk korlatozott volt (Ihne és mtsai., 2012). A KRS-t minden
alkalommal délel6tt kezdtiik, a méréseket délutan, legalabb 2 oraval a restraint stressz utan
végeztiik. A nociceptiv méréseket a KRS ideje alatt hetente ismételtiik, a viselkedésteszteket a
4. héten végeztik. A nem stresszelt allatokkal minden nap a stresszeltekhez hasonldéan

bantunk, kivéve a KRS-t.
2.3.1. Perfuzio, szovetfeldolgozds és szervsuly mérés

Az egereket 24 oraval az utolso restraint stressz utan ketamin-Xilazinnal elaltattuk, majd a
hatsé labakat levagtuk, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és tovabbi feldolgozasig (lsd.
citokin koncentraciomérés) -80°C-on taroltuk. Ezutan az 4llatokat a korabban leirtaknak
megfeleléen perfundaltuk, agyukat és gerincveldjiiket feldolgoztuk és meghataroztuk a relativ

mellékvese- és csecsemOmirigy sulyokat (Isd. a 2.2.1. részt). A FosB immunhisztokémiat
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csoportonként 7, random modon kivalasztott allat agyabol és lumbalis gerincveldjébol

végeztik.
Napok KRS (6 h/nap)
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|||||”||||||||||||A|||||||A||A|||||||A|||||A||||,
? A ?
; i T i : T i T T I T
RTX Kontroll ! Emelked6é hémérsékletii forrélap teszt
elikezelés mérések | H | | | [ , i
: 1 1 1
| Hidegtolerancia teszt
1 T T
i ! ! I I i
DPA

OFT SVD

Szervek sulyanak mérése,
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9. abra. A KRS modellben alkalmazott protokoll az RTX elékezelés, a funkciondlis tesztek és
a terminalas id6beli elrendezésével (DPA: dinamikus plantaris eszteziometria; OFT: open

field teszt; SVD: sotét-vilagos doboz teszt; TST: tail suspension teszt).

3. Farmakologiai modszerek

3.1. J-2156 kezelés

A J-2156 az ssts receptor specifikus agonistdja, kis molekuldji szulfonamido-
peptidomimetikum  (pontos kémiai szerkezete: (1°S,2S)-4-amino-N-(1’-karbamoil-2’-
feniletil)-2-(4"’-metil-1°’-naftalénszulfonamino)-butanamid). Nanomolos affinitassal kotodik
az ssts receptorhoz (amely meghaladja a nativ szomatosztatin affinitdsat) és a tobbi
szomatosztatin receptorhoz képest mintegy 400-szor nagyobb szelektivitast mutat az ssts-hez.
Egy receptor aktivacids tesztben a J-2156 2,5-szer erdsebb valaszt adott, mint maga a
szomatosztatin, ezért Engstrom ¢és mtsai. a vegyiiletet ,,szuperagonistanak™ nevezték
(Engstrom ¢és mtsai., 2005). A vegyiilet tovabbi, farmakologiai szempontbol Iényeges
tulajdonsaga, hogy ismételt alkalmazasa in vitro vizsgalatok szerint nem okoz
deszenzibilizaciot (Engstrom €s mtsai., 2006).

A J-2156 viselkedésre kifejtett hatdsainak vizsgdlatdhoz a vegyiiletet fiziologids NaCl-
oldatban oldottuk, majd 15 perccel a viselkedéstesztek eldtt intraperitonealis (i.p.) injekcidban
adtuk 100 pg/kg dozisban (0,1 ml/10 g teststily a 10 pg/ml-es oldatbdl), amely korabbi, a
vegyllet periférias fajdalomcsillapité hatdsat leird vizsgalatainkban hatdsosnak bizonyult
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(Sandor és mtsai., 2006). A kontroll csoportokban az allatokat i.p. fiziologias NaCl-oldattal
kezeltiik (0,1 ml/10 g testsuly).

3.2. RTX elokezelés

A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok hosszu tava deszenzibilizacidjat szisztémas RTX
(Sigma Aldrich) kezeléssel végeztiik (10, 20, 70 és 100 ug/kg RTX subcutan injekcidja négy
egymast kovetd napon). Az idegvégzddések funkcidjanak kiesését a szemtorlés hidnyaval

igazoltuk 10 ul 0,1%-o0s kapszaicin szembe cseppentése utan (Borbély és mtsai., 2015).
4. Vizsgalati modszerek

4.1. Viselkedéstesztek

4.1.1. Emelt keresztpallo teszt (EKP)

Az EKP a ragcsalok szorongasanak mérésére gyakran hasznalt teszt (Lister, 1987). Az
egereket el6szor a 4 karu (2 szabad és 2 falakkal koriilvett kar) EKP kozépso platformjara
helyeztik (10. dbra). A viselkedést 5 percen keresztill figyeltik meg és rogzitettiik
videokamera segitségével, majd meghataroztuk a nyitott karokon toltott id6t (amely a
szorongassal forditottan aranyos). Az EKP karjai 30 cm hosszuak és 5 cm szélesek voltak, a
kozéps6 platform 5x5 cm-es, az allvany pedig 50 cm magas. Az EKP-t minden kisérlet utan
etanol oldattal tisztitottuk.

—

10. abra. Az emelt keresztpallo teszt (EKP).

4.1.2. Sotét-vilagos doboz teszt (SVD)

Az SVD szintén a ragcsalok szorongasszintjének mérésére alkalmas. A doboz egy sotét és egy
vilagos térfelet tartalmaz (mindketté 18x20 cm-es 13,5 cm-es fallal korilvéve), amelyek
kozott egy lyuk talalhatd a padld szintjében (11. dbra). Az egereket elészor a sotét térfélre
helyeztiik, majd a viselkedésiiket 5 percen keresztiil figyeltiik meg. A vildgosban toltott id6t, a
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vilagosba 1épések és a vilagosba lesések szamat vizsgaltuk (a fénypreferencia a teszt

klasszikus értelmezése szerint forditottan aranyos a szorongassal) (Ihne és mtsai., 2012).

11. abra. A sotét-vildgos doboz teszt

(SVD).

\_/

4.1.3. Open field teszt (OFT)

Az egereket egyenként egy feliilr6l megvilagitott aréna (45x45 cm 30 cm-es fallal, ill. 60x40
cm 55 cm-es fallal méretii arénakat hasznaltunk) kézepén helyeztiik el, amelyek padlojat
egyforma teriiletekre osztottuk fel (25, ill. 16 teriilet) (12. dbra). Az allatok viselkedését 5
percig rogzitettikk videokameraval. A felvételekbdl a lokomotoros aktivitast (keresztezett
terliletek szama és mozgassal t61tott 1d6), ill. a szorongast (k6zépsdé négyzetekben toltdtt 1do,
amely a szorongassal forditottan aranyos) jellemzé paraméterek hatarozhatok meg (Gaszner

és mtsai., 2012).

12. abra. Az open field teszt (OFT).

4.1.4. Forced swim teszt (FST)

Az FST az akut stressz-indukalt depresszid-szerti viselkedés vizsgalatara alkalmas (Porsolt és
mtsai., 1977). A teszt egy modositott formajat hasznaltuk (Ghasemi és mtsai., 2009), amely
soran az egereket egyenként 19 cm magasan 23-25°C-os csapvizet tartalmazd atlatszo

mianyag hengerekbe helyeztiik (13. dbra). Az immobilitassal (passziv lebegéssel) toltott idot,
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amely e tesztben a depresszio-szeri viselkedés markere, a 6 percig tartdo teszt utolso 4

percében mértiik.

13. abra. A forced swim teszt (FST).
N

N

>/ @

2

N 4

4.1.5. Tail suspension teszt (TST)

A TST-t szintén az akut stressz-indukalt depresszid-szerli viselkedés vizsgalatara alkalmaztuk
a kordbban leirt modon (Nielsen és mtsai., 2004). Az egereket farkukndl fogva 50 cm

magassagban logattuk fel 6 percre és az immobilitast az utolsé 4 percben mértiik (14. dbra).

/—\ 14, abra. A tail suspension teszt (TST).

| o |

4.1.6. Szacharoz preferencia teszt (SPT)

Az anhedonia jellemzésére alkalmas SPT-ben az allatokat egyenként olyan ketrecekben
helyeztiik el 48 orara, amelyekben ivaskor két palack koziil valaszthattak. Az egyik palackban
150 ml csapviz, a masikban 150 ml 1 %-os szachar6z oldat volt (15. dbra). 24 éranal az
oldalpreferencia elkeriilése érdekében megcseréltiik a palackokat (Jiirgenson és mtsai., 2012).
A tap ad libitum volt elérhetd. A teszt utan megmértiik az elfogyasztott csapviz €s szacharoz
oldat mennyiségét és kiszamitottuk a szachardz preferencia indexet a kovetkezd képlet
szerint: [elfogyasztott szachardz oldat tomege/(elfogyasztott csapviz tomege+elfogyasztott

szacharoz oldat tomege)*100].
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15. abra. A szachardz preferencia teszt

(SPT).

1%
szachar6z

Csapviz

4.2. Nocicepcio tesztek

A kontroll nocicepcié méréseket kétszer, két egymast kdveté napon végeztik a KRS
elkezdése elott, majd a kapott értékeket atlagoltuk ¢és ezeket hasznaltuk ,,Kontroll”
értékekként.

4.2.1. Dinamikus plantaris eszteziometria (DPA)

16. abra. A dinamikus plantaris

eszteziométer (DPA).

A mechanonociceptiv kiiszobot a hatsd labakon DPA-val hataroztuk meg (Ugo Basile 37400,
Comerio, Olaszorszag). Az egereket milanyag fiilkékbe helyeztiik, amelyek fémracson alltak
az €rintési stimulator felett. A talpi felszinre kis &tmérdjii tompa végh tii segitségével novekvo
erd fejtettiink ki (maximalis er6: 10 g, amit 4 masodperc alatt értiink el) (16. dbra). Azt erét
olvastuk le, amelynél az allat elrantotta a labat. Harom értéket mértiink mindkét 1abon, majd a

jobb- és baloldal kiiszobeinek atlagaival végeztiik az analizist (Borbély és mtsai., 2015).
4.2.2. Hidegtolerancia teszt

A hatso labak hidegtoleranciajat a labkirantas latenciajanak mérésével hataroztuk meg 0°C-0S

jeges vizbol (Tékus és mtsai.,, 2014). Az egereket finoman kézben tartva hatso labukat
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egyenként jéghideg vizbe martottuk (17. dbra). A kirantas latenciajat 180 masodperces

maximalis idével mértiik és a két oldal értékeit atlagoltuk.

17. abra. A hidegtolerancia

teszt.

4.2.3. Emelkedd homérsékletii forrolap teszt

A fajdalmas meleg kiiszobot emelkedd homérsékletii forrolap tesztben mértikk (IITC Life
Sciences, Woodland Hills, CA, USA). Az egereket egyenként egy fémlapra helyeztiik (18.
dbra), amelynek hoémérséklete 37°C-rél folyamatosan emelkedett egyértelmii nocifenziv
reakcidig (az egyik hatso 1ab razdsa vagy nyaldsa), vagy a maximalis hdmérsékletig (53°C,

amely még biztosan nem okoz szoveti sériilést) (Almasi és mtsai., 2003).

18. abra. Az  emelkedd

4.3. Immunhisztokémiai modszerek

4.3.1. Fos és FosB immunhisztokémia

A TST, ill. az FST (amelyeket igy nemcsak viselkedéstesztként, de akut stresszorként is
alkalmaztunk) utan a viselkedéses jelenségek hatterében allo mechanizmusok vizsgalatara Fos
immunhisztokémidt hasznaltunk szamos, a stressz szabalyozasaban résztvevd subcorticalis
agyteriileten. A Fos transzkripcids faktor fehérje, egyben egy széles korben alkalmazott akut

neuronalis aktivacios marker, amely erételjes neuronalis aktivacio (pl. akut stressz) hatasara a
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cfos, Gn. azonnali-korai génr6l expresszalodik és a sejtmagban halmozodik. A fehérje
mennyiségének novekedése 2 oraval a stimulus utdn éri el maximumat, majd kb. 4 6ra utdn

mar csokkenni kezd (19. dbra) (Kovacs, 1998).

AKkut aktivacio Kronikus/ismétlodo aktivacio
|

A
Fos ) )
FosB
AFosB

\c = -
E —
on
]
1)
=) —
"
=

S —

Orik Napok

19. abra. A Fos, FosB ¢és AFosB expressziovaltozasok iddbeli lefolyasa (forras: Nestler és

mtsai., 1999).

A FosB egy transzkripcids faktor csalad, amely a FosB gén termékeit foglalja magaban. A
teljes hosszusagli FosB expresszidjat akut neuronalis aktivacié indukalja, de 9,5 oOras
féléletidovel degradalodik (Kovacs, 1998), mig splicing variansa, a AF0SB hosszu ideig
megmarad ¢és tartds vagy ismételt stimulusok (pl. kronikus stressz) hatdsara felhalmozodik,
igy kronikus neuronalis aktivaciés markerként hasznalhato (19. dbra). A AFosB egyben a
kronikus stressz hosszu tdva neuronalis €s viselkedéses hatasait is kozvetiti (Nestler és mtsai.,
1999). A kronikus kisérleteinkben hasznalt antitest a teljes hosszusagu FosB-t és a AF0sB-t is
felismeri, azonban mivel az allatok le6lése minden esetben 24 6raval az utolso stresszor utan
tortént, a FosB immunreaktivitds esetiinkben a kronikus neurondlis aktivaciot mutatja

(Sterrenburg és mtsai., 2011).

Az immunhisztokémia kordbban leirt modszerek szerint tortént (Sterrenburg €s mtsai., 2011;
Gaszner és mtsai., 2012). A metszeteket 0,5% Triton X-100 (Sigma Aldrich) oldattal kezeltiik
1 oraig, amit blokkold pufferrel (2% normal kecske szérumot (normal goat serum-NGS)
tartalmazo PBS; Jackson Immunoresearch Europe Ltd., Suffolk, Egyesiilt Kiralysag) torténd 1

ords inkubacid kovetett. Ezutdn egy ¢jszakas kezelést végeztiink nyulban termelt Fos, ill.
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FosB elleni poliklonalis antiszérum oldatban (higitas mindkét antitestnél 1:500, 2% NGS-ben)
szobahdmérsékleten. Ezutan a metszeteket 1 oran at inkubaltuk biotinilalt kecske anti-nyul
IgG 1:200 higitast (2% NGS-ben) oldataban szobahdmérsékleten. Ezt 1 o6ras avidin-biotin
komplex (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) oldatban
valo inkubacio kovette. Az eldhivast 0,02% diaminobenzidint és 0,003% H2O»-t tartalmazo
oldatban (Tris pufferben) végeztikk (amely a CRS kisérlet esetében 0,02% ammoénium-
nikkel(l)-szulfatot is tartalmazott). A reakcido leallitasa utdn a metszeteket zselatinos
lemezekre huaztuk, megszaritottuk, xilollal kezeltilk, majd DePex-el (Fluka, Heidelberg,

Németorszag) fedtiik.

A metszeteket Nikon Microphot FXA mikroszkoéppal vizsgdltuk, majd a vizsgalando
agyteriiletekrdl Spot RT szines digitalis kameraval (Nikon, Tokio, Japan) készitettiink fotdkat.
A kvantitativ értékelés az eredeti képekrdl vakon tortént ImageJ szoftverrel (1.37 verzié, NIH,
Bethesda, MD, USA) vagy manualisan. A reprezentativ fotokat sziirkearnyalatossa tettiik és
az optimalis kontraszt eléréséhez korrigaltuk Photoshop 7.0.1 szoftverrel (Adobe, San Jose,
CA, USA). A pozitiv sejtmagok szamat legalabb 4 metszeten hataroztuk meg kozelitleg
minden agyteriilet kozépsé régidjabol és a lumbalis gerincveld L4-5 szegmentumabol, a
struktardk teljes keresztmetszeti teriiletén. Az egy allathoz tartozd sejtmag szamokat, ill.
kétoldali struktiraknal a két oldal eredményeit is atlagoltuk a statisztikai analizishez. Az
agyteriileteket és sztereotaxias koordinataikat Paxinos és Franklin (2003) szerint hataroztuk
meg. A vizsgalt agyteriiletek antero-posterior lokalizacioi a bregmatdl szamitva a kovetkezok

voltak:

e mPFC (amely magaban foglalja a dorsalis anterior cingularis, prelimbicus és
infralimbicus cortexet) 1,78 mm;

e |nsC 0,62 mm;

e ACCO0,26 mm;

e a NIST ovalis, dorsolateralis, dorsomedialis €s ventralis almagva (OVNIST, dINIST,
dmNIST és VNIST), ill. a dorsalis és ventralis LS (dLS és vLS) 0,14 mm,;

e PVN (pPVN és mPVN) -0,82 mm;

e SsC-0,94 mm;

e amygdala (CeA, BLA és a nucleus medialis amygdalae (MeA)) -1,46 mm;

e hippocampus [CA1, CA2, CA3 és gyrus dentatus (GD)]; -1,94 mm;

e DMH -1,58 mm;

e PAG (IPAG ¢és dPAG) és EWcp -3,8 mm;
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e dRN -4.36 mm;
e RVM-55mm.

A lumbalis gerinvceld FHSz-at, amely az I és II Rexed laminakat foglalja magaban, az 1.4-5

szegmentumokban vizsgaltuk.
4.3.2. Sst4-2%% immunhisztokémia

A szoveti B-galaktoziddz detektalasara egy korabban mar leirt protokollt alkalmaztunk (Fu és
mtsai., 2010; Bergman és mtsai., 2014). A metszeteket egy éjszakan at inkubaltuk 4°C-on a
primer antitesttel (csirke poliklonalis anti--galaktozidaz, higitas:1:20000, Abcam AB9361).
Az immunreaktivitas vizualizalasara a szenzitiv tiramid szignal amplifikacion alapuld kitet
(TSA™-Plus Fluorescein System, NEL741B001 KT, PerkinElmer Life Science, Boston MA)
alkalmaztunk. A TSA-Plus Fluorescein Kit torma peroxidazt (horseradish peroxidase - HRP)
hasznal, amely a fluoreszcens jel6l6 molekula kovalens kotodését katalizalja direkt mdodon a
kimutatni kivant célponthoz. A felsokszorozott fluoreszcens jelolés azutan fluoreszcens
mikroszkoppal detektalhato (részletesebben Isd. a gyarto leirasaban). Roviden, a metszeteket
TNT-pufferben mostuk (0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 0,15 M NacCl; 0,05% Tween 20) 15 percig,
ezutan TNB pufferben (0,1 M Tris-HCI pH 7,5; 0,15 M NaCl; Dupont Blocking Reagent,
PerkinElmer) inkubaltuk 30 percig szobahdmérsékleten, majd HRP-konjugalt poliklonalis
anti-csirke szekunder antitesttel (szamar anti-csirke IgG-HRP, higitas 1:200, Jackson
Immunoresearch, 703-035-155) kezeltiik. Ezt kovetden a metszeteket TNT pufferben mostuk,
majd amplifikacids oldatban 1:100-hoz higitott tiramid-FITC konjugatummal (PerkinElmer)
inkubaltuk 10 percig. Az immunreakciok utan a metszeteket 2,5% DABCO glicerinnel
(Sigma Aldrich) fedtiik. A metszeteket Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkoppal
(Nikon, Tokio, Japan) vizsgaltuk és fotoztuk, megfeleld filterek, ORCA-ER, C4742-80
digitalis kamera és Hamamatsu Photonics Wasabi 150 szoftver (Hamamatsu Photonics K.K.,

System Division, Hamamatsu City, Japan) hasznalataval.
4.4. Kortikoszteron radioimmunoassay (RIA)

A KVS kisérlet utan az Sstr4*’* ¢és Sstr4” dllatok plazmamintaibol a kortikoszteron RIA-t a
korabban leirtaknak megfeleléen végeztiik (Gaszner és mtsai., 2004). Roviden, Syl plazmat
100 pl ASB pufferrel higitottunk (1 g/I zselatint és 1 g/l Na-azidot tartalmazé 0,5 M PBS, pH
7,4), majd 1 ml dietil-éterrel extrahaltuk. Ezutan az extraktumot beszaritottuk, majd ujra
feloldottuk 1,25 ml ASB-ben. Ebbdl az oldatbol két parallel mérést végeztiink. A csdveket,
amelyek 500 pl extraktumot (minta tartalma 2 ul), 3H-kortikoszteront (12000 cpm; NEN,

40



NET-399, 90-120 Ci/mmol) és 15 nl CS-RCS-57 (Jozsa és mtsai., 2005) kortikoszteron
antiszérumot tartalmaztak 700 ul 6ssztérfogatban egy éjszakan at inkubaltuk 4°C-on. Ezutan a
szabad ¢és kotott szteroidokat dextrannal bevont faszénnel kiilonitettiik el. Standardként
Calbiochem kortikoszteront hasznaltunk kilenc-1épcsds sorozatban 15-t61 4000 fmol-ig. A
radioaktivitds méréséhez kétfazisu folyadék szcintillacios rendszert hasznaltunk. Az inter- és

intra-assay variacios koefficiensek 9,0% és 6,1% voltak.
4.5. Hatso lab szovetek homogenizalasa és citokin koncentraciomérések

A KRS kisérlet utan az eldkezeletlen és RTX-elokezelt allatok jobb hatsé labait (n=7-
9/csoport) hasznaltuk a citokin mérésekhez. Felolvasztds utdn megmértilk a mintdk sulyat,
majd homogenizald puffert (50 mmol/l Tris-HCI, 150 mmol/l NaCl, 5 mmol/l CaClz, 0,02%
NaNs, 1% Triton X-100 és proteaz inhibitorok (Calbiochem Protease Inhibitor Coctail Set I,
1:100 mennyiségben hozzaadva kozvetleniil a homogenizalas elétt), pH 7,4) adtunk hozzajuk
(8 ul/l mg szovet). Ezutan TURRAX-al homogenizaltuk a szdveteket jégen, amig
szovetdarabok mar nem voltak lathatok (min. 20 masodpercig). Ezt kovetéen a
homogenizatumokat 30 percig inkubaltuk jégen, majd centrifugaltuk 4000 rpm-en, 4°C-on 5
percig. A feliiliszot leszivtuk, majd ismét centrifugaltuk 13000 rpm-en, 4°C-on 20 percig.

Végiil a feliiliszobol vett 200 pl-es alikvotokat felhasznalasig -80°C-on taroltunk.

Az interferon y (IFNy), az interleukin (IL)-1la, az IL-1B, az IL-4, az IL-10, a RANTES
(regulated on activation, normal T cell expressed and secreted, mas néven kemokin CCLS5), a
KC (kemokin CXCL1) a monocyta kemoattraktans protein-1 (MCP-1 - monocyte
chemoattractant protein-1), a tumor nekrozis faktor o (TNFa), a granulocyta kolonia
stimulalé faktor (G-CSF - granulocyte colony stimulating factor) és az IL-6 koncentracioit
cytometric bead array (CBA) segitségével hataroztuk meg a korabban mar leirt modon
(Dénes és mtsai., 2015). A méréseket BD™ CBA Flex Set-k (Franklin Lakes, New Jersey
USA) felhasznalasaval végeztiik a gyartd protokollja szerint. A mintdkat a BD FACSVerse
flow citométerrel nyertiik €s az adatokat FCAP Array v3 szoftverrel értékeltiik ki (BD
Biosciences). A mérési eredményekbdl a szoveti citokin koncentraciokat pg/g nedves szovetre

szamoltuk at a statisztikai analizishez.
5. Statisztikai modszerek

Két csoport adatainak Osszehasonlitasakor fliggetlen mintas t-probat alkalmaztunk. Négy
csoport adatainak Osszehasonlitasakor a vizsgalt két faktor és interakcidjuk hatasanak

vizsgalatahoz két utas varianciaanalizist (analysis of variance - ANOVA) hasznaltunk Fisher
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post hoc teszttel. A KVS modell esetében az ismételt viselkedéstesztek eredményeit ismételt
méréses két utas ANOVA-val és Fisher post hoc teszttel analizaltuk. A nociceptiv tesztek
eredményeinek analiziséhez ismételt méréses két utas ANOVA-t hasznaltunk Bonferroni post
hoc teszttel. Az adatsorok normal eloszlasanak vizsgalata Shapiro-Wilk teszttel tortént, a
variancidk homogenitasat Bartlett khi-négyzet probaval vizsgaltuk. A t-tesztekbdl, ill.
ANOVA-kbol kapott t-, F- és p-értékeket a szovegben, ill. a Mellékletben talalhato
tablazatokban tiintettiik fel. Az abrdkon az adatsorok atlaga lathaté az atlag standard hibéjaval
(xSEM - standard error of the mean), ill. a t-tesztek vagy post hoc tesztek alapjan
szignifikans kiilonbségeket jeloltiik a csoportok kozott. A statisztikai erdt 0,05-nél kisebb p
érték esetén tekintettiik szignifikansnak, a szignifikans értékeket az abrakon a kovetkezok

szerint emeltiik ki: *p<0,05; **p<0,01 és ***p<0,001.
6. Etikai vonatkozasok

Minden kisérlet megfelelt az allatok védelmérdl és kiméletérdl szoldo 1998. évi XXVIIL
szamU torvény eldirdsainak, ill. az International Association for the Study of Pain (IASP)
ajanlasainak. A kisérleti eljarasokat a Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozo
Etikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszamok: BA02/2000-25/2011 and BA 02/2000-
2/2012). Munkank soran mindent megtettiink a felhasznalt allatok szamanak ¢és

szenvedésének minimalizalasa érdekében.
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EREDMENYEK, MEGBESZELES

1. Az ssts receptor szerepe a szorongas ¢és depresszio-szeru

viselkedés szabalyozasaban, egérmodellekben

1.1. Eredmények

1.1.1. Az Sstr4 gén hianya és az ssts aktivacio befolydsolja az akut stressz-szitudciokban

mutatott viselkedést

Az EKP-ben az Sstr4 génhianyos allatok szignifikansan, majdnem 80%-al kevesebb id6t
toltottek a nyitott karokon, mint Sstrd*'* tarsaik (t16=6,52, p<0,0001; 20.A dbra). Az FST-ben
az Sstr4” egerek szignifikinsan, mintegy 50%-al tobb idét toltdttek immobilitassal, mint a
vad tipusuak, jelezve a knockout egerek nagyobb depresszid-szeri viselkedését (t21=3,31,
p=0,0033; 20.B dbra), a TST-ben azonban nem volt kiilonbség e csoportok kozott (t10=0,068,
p=0,95; 20.C dbra). Az OFT-ben sem a keresztezett teriiletek szamat (t13=0,17, p=0,87; 21.A
dbra), sem a mozgassal toltott idot (t13=1,33, p=0,21; 21.D dbra) tekintve nem talaltunk
kiilonbséget az Sstrd™* és Sstr4” egerek kozott.

Az Sstrd4 génhianyos és vad tipust allatok kiilon tenyésztésének esetleges viselkedéses
fenotipusra kifejtett hatisdnak kizarasihoz az FST-t Sstr4*'* és Sstr4”- alomtestvérekkel is
elvégeztiik. A fent leirt kiilonbség egyértelmiien reprodukalhatd volt (te=5,043, p=0,0007),

vagyis a kiilon tenyésztés nem befolyasolja viselkedési eredményeinket.

Az ssts agonista J-2156 adasa C57BI1/6J egerekben szignifikansan emelte a nyitott karokon
toltott idot (t16=2,21, p=0,042; 20.D dbra). Bar az agonista ebben az egértdrzsben nem
befolyasolta az immobilitast FST-ben (t10=0,028, p=0,98; 20.E dbra), TST-ben szignifikansan
csokkentette a depresszid-szerii viselkedést (t20=3,08, p=0,0059; 20.F dbra). CD1 egerekben
a J-2156 nem fejtett ki hatast az EKP-ben (t16=0,1, p=0,92; 20.G dbra) és FST-ben (t16=0,15,
p=0,88; 20.H dbra), azonban jelentés antidepresszans-szeri hatasa volt a TST-ben (tg=2,71,
p=0,011; 20.1 dbra). Az OFT-ben mutatott lokomotoros aktivitast a J-2156 kezelés sem
C57Bl1/6] (keresztezett teriiletek szama: t10=1,05, p=0,32; 21.B dbra; mozgassal toltott 1do:
t10=0,94, p=0,37; 21.E dbra) sem CD1 (keresztezett teriiletek szama: t14=0,61, p=0,55; 21.C
dbra; mozgassal toltott 1d6: t14=0,48, p=0,64; 21.F dbra) egerekben nem befolyasolta.
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20. abra. Az Sstrd gén-delécid és a J-2156 kezelés viselkedéses hatasai. Sstrd*'* és Sstrd™
egerek (A) EPM-ben, (B) TST-ben és (C) FST-ben mutatott viselkedése. A J-2156 hatasa
C57BI/6J egerek (D) EPM-ben, (E) TST-ben és (F) FST-ben, ill. CD1 egerek (G) EPM-ben,
(H) TST-ben és (I) FST-ben mutatott viselkedésére (fiiggetlen mintas t-proba; dtlagok+SEM;
*0<0,05, **p<0,01 és ***p<(0,001).
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21. abra. Az Sstr4 gén-delécio és a J-2156 kezelés nincs hatassal a viselkedésre az OFT-ben.
Sstr4** és Sstrd” egerek (A, D) kozott nem volt kiilonbség a lokomotoros aktivitas
paramétereiben. A J-2156 nem fejtett ki hatast a lokomotoros aktivitasra sem C57Bl/6J (B, E),
sem CD1 egerekben (C, F) (fiiggetlen mintds t-proba; atlagok=SEM).

1.1.2. Stresszhez kapcsolhato agyteriiletek stressz-indukdlt aktivacios mintdzatinak

valtozdsa ssts aktivdcio hatdsdra és az Sstrd gén hianydaban

A J-2156 TST-ben kifejtett antidepresszans-szerli hatasanak hatterében 4ll6 mechanizmusok
felderités€éhez Fos immunhisztokémiaval vizsgaltuk a neuronalis aktivaciés mintazat
valtozasait TST és/vagy J-2156 kezelés hatdsara CD1 egerekben. (A kvantitativ
kiértékeléshez hasznalt két utas ANOVA-K alapjan a TST, a J-2156 és ezek interakcidjanak

hatasait szovegesen Isd. alabb, a szamszer(i eredményeket Isd. a Melléklet 1. tabldazatdaban.)

A dRN-ben a kvantitativ értékeléssel a stressz €s a J-2156 jelentds hatasat mutattuk ki és e két
faktor interakcioja is szignifikans hatast fejtett ki a Fos immunreaktivitasra. A J-2156-al
kezelt allatokban a Fos pozitiv magok szamanak szignifikans, tobb mint 3,5-szeres
novekedését talaltuk, mig a TST és a J-2156 6nmagukban nem fejtettek ki jelentds hatést

(22.A dbra). Bar az EWcp-ben az agonista ¢és az interakcio hatdsa nem bizonyult jelentésnek,
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a stressz hatasa a Fos valaszra szignifikans volt. Csak a J-2156-al kezelt allatok mutattak

jelentds stressz-indukalt Fos expresszid novekedést (22.B dbra). A stressz, a J-2156 és az

interakcio hatasa is szignifikans volt az IPAG-ban és a dPAG-ban, ahol a stresszre adott

jelent6s Fos valaszt az agonista kezelés tovabb novelte (22.C,D dbra).
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22. abra. A TST ¢és a J-2156 kezelés hatdsa a Fos immunreaktivitasra agytorzsi stressz-

kozpontokban. A reprezentativ képek a dRN-rdl késziiltek, a szaggatott vonal a dRN hatarat

mutatja, a skalavonal 100 um-nek felel meg. A grafikonok a Fos pozitiv sejtmagok szamat
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mutatjak (A) a dRN-ben, (B) az EWcp-ben, (C) a dPAG-ban ¢és (D) az IPAG-ban (két utas
ANOVA, Fisher post hoc teszt; dtlagok+SEM; **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfeleld nem

+++

stresszelt csoportok; "p<0,05 és *""p<0,001 vs. megfeleld sooldattal kezelt csoportok; n=6-

8/csoport).
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23. abra. A TST és a J-2156 kezelés hatasa a Fos immunpozitiv sejtmagok szamara (A) a
pPVN-ben, (B) az mPVN-ben, (C) a VLS-ben és (D) a dLS-ben (két utas ANOVA, Fisher post
hoc teszt; datlagok+SEM; **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfelelé nem stresszelt csoportok;
*p<0,05, **p<0,01 és **p<0,001 vs. megfelels séoldattal kezelt csoportok; n=6-8/csoport).

A PVN-ben a TST er6sen szignifikans hatast fejtett ki a Fos expressziora, mig az agonista és
az interakcio hatasa nem volt jelent6s. Az immunpozitiv magok szama a pPVN-ben mind az
NaCl-oldattal, mind a J-2156-al kezelt csoportban megndvekedett, mig ez a valasz az mPVN-
ben csak a J-2156-al kezelt allatokban jelentkezett (23.4,B dbra).
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24. abra. A TST és a J-2156 kezelés hatasa a Fos immunpozitiv sejtmagok szamara (A) az
oVvNIST-ben, (B) a dINIST-ben, (C) a dmNIST-ben, (D) a vNIST-ben, (E) a CeA-ban, (F) a
BLA-ban és (G) a MeA-ban (két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt, datlagok=SEM; *p<0,05,
**p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfeleld nem stresszelt csoportok; “p<0,05, **p<0,0] és
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p<0,001 vs. megfelel6 sooldattal kezelt csoportok; n=6-8/csoport).
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A TST-nek 6nmagaban nem volt hatasa a Fos immunpozitiv sejtszamra a dLS-ben és a vLS-
ben, mig a J-2156-al kezelt allatokban az LS mindkét része erds valaszt adott a stresszre
(23.C,D dbra). A stressz, az agonista és az interakcio hatasa is szignifikans volt ezen

agyteriiletek esetében.

Az ovNIST-ban, dmNIST-ben és vNIST-ben a TST, a J-2156 és az interakciojuk hatasa is
jelentds volt a Fos immunreaktivitasra, mig a dINIST-ben csak a stressz €és az interakcid
hatésa volt szignifikdns. A stressz-indukalt Fos vélaszt er6sen novelte az agonista kezelés az
OVNIST-ben és a vNIST-ben (24.4,D dbra), mig a novekedés csak a J-2156-al kezelt
csoportban jelentkezett a dINIST-ben és a dmNIST-ben (24.B,C dbra). Az agonista

onmagaban nem fejtett ki hatést.

A TST hatasa az amygdala minden magvaban szignifikans volt, mig a J-2156 csak a BLA-ban
fejtett ki jelentOs hatast a Fos immunpozitivitasra, a CeA-ban és a MeA-ban nem. A post hoc
teszt szerint a stresszre adott Fos valasz J-2156 adasa utan szignifikansan novekedett a CeA-

ban és a BLA-ban, mig a MeA-ban nem valtozott (24.E,F,G dbra).

Mivel az Sstrd gén delécidja a depresszid-szer(i viselkedés jelentds novekedéséhez vezetett
FST-ben, vizsgaltuk az FST-indukalt Fos expresszid esetleges valtozasait a knockout
allatokban is. A Fos immunreaktivitas szignifikans novekedését talaltuk az FST utan az
amygdala és a NIST almagjaiban, a pPVN-ben, az mPVN-ben, a dRN-ben és a vLS-ben
Sstr4** egerekben. Az Sstr4” csoportban a Fos expresszio stressz-indukalt novekedése a
CeA-ban szignifikansan kisebb volt, mint a vad tipusuakban (25. dbra), mig a tobbi mag
esetében nem talaltunk kiilonbséget a vad tipusu és génhianyos allatok kozott. (A két utas
ANOVA-k eredményeit Isd. a Melléklet 2. tablazataban.)

25. abra. A TST és az Sstrd4 gén-delécio

e hatdsa a Fos immunpozitiv sejtmagok

n
>
]

§ . Sstra™* . szamara a CeA-ban, (két utas ANOVA,
3 404
= W s Fisher post hoc teszt; dtlagok=SEM,
2, 30
g *p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfelel6 nem
Z 20- ) .
.g stresszelt csoportok; *p<0,05 vs. megfeleld
2 1" puy Sstr4*'* csoportok; n=5-6/csoport).
=

0_

Nem stresszelt FST
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Bregma -0.9

26. abra. Sst,"*Z immunjeldlés Sstr4”- egerek amygdalajaban. (A-C) Kis nagyitdsu 4tnézeti
képek az amygdala-piriform kéreg régiobol harom kiilonb6zo rostro-caudalis sikban. (A*-C*)
Nagyobb nagyitasu képek az A, B és C képeken koriilhatarolt zonakrol (CPu: caudate
putamen, GP: globus pallidus, ic: capsula interna, Pir: piriform cortex, opt: tractus opticus,
BMA: basomedialis amygdala, MePD: medialis amygdala, pars posterodorsalis, skalavonal:
A-C 500 gm, A*-C* 200 zm).

50



1.1.3. Ssts expresszio a stresszhez kapcsolhato agyteriileteken

LaeZ immunhisztokémiat

Az ssty receptort expresszald neuronok lathatova tételéhez ssts
hasznaltunk az amygdala és a dRN kornyékén kiilonbozé rostro-caudalis sikokban. Erds
sst4"%? immunreaktivitast talaltunk a neuronok egy kompakt csoportjan a rostralis CeA-ban,
ill. kdzepes-er6s immunpozitivitas volt lathatd elszort neuronokon a basolaterali/basomedialis
amygdalaban, MeA-ban ¢és piriform cortexben (26. dbra). Ezzel ellentétben sstq-2
immunreaktivitds nem volt kimutathatd a PVN-ben, a dRN-ben és a PAG-ban. Elszort
immunreaktivitas volt talalhaté a dorsomedilais/lateralis striatumban, ill. a nucleus accumbens

kopeny része és a ventrolateralis septum hataran (az adatokat nem mutatjuk).
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1.2. Osszefoglalas, megbeszélés, kovetkeztetések

Ezek az elsd adatok, amelyek az ssts aktivacid szorongdscsokkentd és antidepresszans-szerii
farmakologiai aktivacidjaval. A Sstrd4” egerek szorongasa és depresszid-szerii viselkedése
EKP-ben és FST-ben megemelkedett, mig a J-2156 szorongascsokkentd hatast fejtett ki EKP-
ben C57Bl/6] egerekben ¢s antidepresszans-szerli hatast a TST-ben mindkét vizsgalt
egértdrzsben. Az ssts farmakologiai stimuladcioja fokozta a TST-re adott Fos valaszt a dRN-
ben, az EWcp-ben, a PAG-ban, a CeA-ban, a BLA-ban, a NIST-ben, a LS-ban és az mPVN-
ben, de a pPVN-ben és a MeA-ban nem (1. tabldzat). Ssts“** immunreaktivitis a CeA-ban és
a BLA-ban volt kimutathato.

J-2156
Sstr4 génhiany
C57BI/6J CD1
Nyitott karokon l T
-
EKP toltott ido
TST Immobilitas > l l
FST  Immobilitis 1‘ -~ -
OFT Lokorpgt(?ros — — —
aktivitas
Akut stresszre adott Fos FST utan, TST utan, szamos
valasz a CeA-ban agyteriileten

1. tablazat. Az Sstrd génhiany és J-2156 hatasai akut stressz-szituaciokban mutatott

szorongasra €s depresszio-szerii viselkedésre, ill. neurondlis Fos expressziora.

A génhidnyos allatok EKP-ben mutatott viselkedése az ssts receptornak az endogén
szomatosztatin szorongascsokkentd hatasdban jatszott fontos szerepére utal. Ezzel
Osszhangban az sst4 exogén stimulacidja J-2156-al jelentésen novelte az EKP nyitott karjain
toltott idot C57B1/6J egerekben. Erdekes médon ezt a hatast CD1 egerekben nem lattuk, ami
hangsulyozza a torzskiilonbségek jelentdségét az EKP-ben mutatott szorongascsokkentd
hatasokban, amire korabban mésok is ramutattak (Sunyer és mtsai., 2007). Erdekes médon, az

Sstr4*"* allatok kb. 65%-al tobb id6t toltdttek az EKP nyitott karjain, mint a séoldattal kezelt
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egerek a J-2156 Kkisérletben, pedig mindkét csoport C57BI/6] alapi volt. Ez a jelenség
valoszinilleg az i.p. injekcid hatasaval magyarazhatdo, amely maga is enyhe stresszor
(Saldivar-Gonzalez és mtsai., 1997). Mindez az er6sebb stresszornak tekinthetd TST és az
FST esetében nem volt tapasztalhatd, vagyis csak az EKP teszt bizonyult érzékenynek az i.p.
injekcidra.

Engin ¢és mtsai. mutattdk ki az intracerebroventricularisan adott szomatosztatin
szorongascsokkentd hatasat EKP-ben patkanyokban (Engin és mtsai., 2008). Késébb
eredményeiket az ssto receptor aktivaciojaval magyaraztdk, mert egy SSt> agonista adasa
csokkentette a szorongas paramétereit az EKP-ben, mig az altaluk hasznalt sst4 agonista
(intracerebroventricularisan adagolt L-803087) hatastalan volt (Engin és Treit, 2009). Egy
masik vizsgalatban a septumba és az amygdaldba injektalt szomatosztatin szorongascsokkentd
hatasa visszafordithatd volt egy sst> antagonista adasaval (Yeung és Treit, 2012). Ezek a
latszolagos ellentmondasok a J-2156 specidlis farmakolodgiai sajatsaganak (,,szuperagonista”,
Isd. Kisérleti modellek és vizsgalati modszerek 3.1.-et) tulajdonithatok az L-803087-hez
képest, masrészt potencialisan a fajok kozti kiilonbségekbdl is eredhetnek. Ahogy mar
emlitésre keriilt, a torzskiilonbségek szerepe a neuropszichiatriai betegségek allatmodelljeiben
igen jol dokumentalt (Cryan és Mombereau, 2004; Sunyer és mtsai., 2007). Bar a fajok kozti
kiillonbségekre vonatkozolag a viselkedést és a gyogyszerhatasokat tekintve nem
rendelkeziink direkt adatokkal, valdszinti, hogy hatasuk legalabb olyan jelentds. Mindez
felhivja a figyelmet arra, hogy az 0j gyogyszercélpontok jelentdségét, ill. ) vegyliletek

hatasat tobb fajban, ill. torzsben érdemes vizsgalni.

FST-ben az Sstr4” allatok jelentdsen megnovekedett depresszio-szerii viselkedést mutattak,
mig az ssts agonista nem csokkentette az immobilitast sem a C57B1/6J sem a CD1 tdrzsben.
Ugyanakkor, az Sstr4” allatok viselkedése valtozatlan volt TST-ben, viszont a J-2156
szignifikansan csokkentette az immobilitast mind C57B1/6J, mind CD1 egerekben. Bar a
C57Bl/6J ¢és CDI1 allatok kozott jelentds kiilonbség mutatkozott az alap depresszio-szeri
viselkedésben, a J-2156 antidepresszans-szerii hatdsanak mértéke egyforma volt mindkét
alkalmazott tesztben. Korabban mar mas kutatocsoportok is kimutattak torzskiilonbségeket a
depresszio-szerli viselkedésben, ezek azonban nem befolyasoltak a triciklusos antidepresszans
imipramin hatdsat (Liu és Gershenfeld, 2001). Mivel ezek alapjan a J-2156 hatasanak
mechanizmusa a két vizsgalt torzsben valoszinlileg nem kiilonbozik, csak CDI1 egereket

hasznaltunk az agyi Fos térképezéshez.
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Funkcionalis eredményeink szerint az FST-ben mutatott viselkedést az ssts endogén
aktivacidja befolyasolja (mivel az Sstr4” allatokban ez permanensen hianyzik), de az
agonistaval val6 stimulacié tovabbi antidepresszans-szeri hatdst mar nem képes kivaltani.
Ugyanakkor, a TST-ben az ssts akut exogén stimulacidja bizonyult hatasosnak, mig az
endogén ssts kronikus hidnya nem befolyasolja az immobilitast. A J-2156 korabban mar leirt,
az endogén szomatosztatintdl eltérd specialis farmakologiai sajatsagai az ssts aktivaciot
illetden lehetséges magyarazatul szolgalhatnak a knockout-okkal és az agonistaval végzett
kisérletek kozti eltérésekre. Az eredmények az FST-ben és a TST-ben mutatott akut stressz-
indukalt viselkedés eltér6 mechanizmusara is utalhatnak, amelyet mas csoportok eredményei
is alatamasztanak. Példaul, a klinikai gyakorlatban széles korben hasznalt SSRI
antidepresszansok hatékonyak a TST-ben, de az FST-ben nem (Cryan és mtsai., 2005). A
génhianyos allapot és az akut farmakolodgiai stimulacié kozti alapvetd kiilonbség (pl. komplex
neuronhéldzatok jelentds atrendezddése, ill. kompenzatorikus mechanizmusok miikddése a

knockout-okban) szintén magyarazhatja ezeket az eltéréseket.

Az alkalmazott viselkedéstesztek paramétereit er6sen befolyasolja a lokomotoros aktivitas,
azonban mivel sem az Sstr4 delécio, sem a J-2156 kezelés nem befolyasolta a lokomociot, a
szorongassal és depresszid-szerli viselkedéssel kapcsolatos eredményeinkre ez nem volt
hatassal. Mivel a kiilon tenyésztett és az alomtestvér Sstr4** és Sstr4” allatok hasonl6
kiilonbségeket mutattak az FST-ben, a tenyésztési modszer sem befolyasolta a viselkedéses
eredményeket. Ezt egyéb korabbi eredményeink is alatamasztjak, melyek szerint az Sstr4*/*
és Sstr4” egyedek genetikai hattere nem befolyasolja a viselkedéses fenotipust mas

tesztekben (Helyes és mtsai., 2009).

A szorongast és depresszid-szerli viselkedést vizsgalo tesztek egyben akut stressz-szituaciok
is, igy ebben a munkaban a TST-t és az FST-t akut stresszorként is hasznéltuk és
immunhisztokémiai vizsgalatunkban az ezekre adott Fos valaszt analizaltuk. A J-2156 Fos
immunpozitivitasra kifejtett hatasanak vizsgalata megmutatta, hogy bar az agonista
onmagéaban nem befolyéasolja a neurondlis aktivitast a vizsgalt agyteriileteken, erésen noveli
azok stressz-reaktivitasat. Ezek az eredmények meglepbek voltak, tekintetbe véve, hogy a
szomatosztatin altalaban gatldé neuropeptidként viselkedik. Mindazonaltal, méar korai
eredmények is kimutattak, hogy a szomatosztatin (Dodd és Kelly, 1978) és receptorai
stimulalé hatdsok kifejtésére is képesek. Példaul, az ssts aktivacidja stimulalja az excitatoros
neurotranszmissziot egér hippocampusban (Moneta és mtsai., 2002). Egyes agyteriileteken a

szomatosztatin preszinaptikus gatld hatasat is kimutattdk a GABA altal kozvetitett
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neurotranszmissziora (Leresche és mtsai., 2000). Hasonld diszinhibicids mechanizmus az ssts
esetén is lehetséges. Mindazonaltal, mivel immunhisztokémiai vizsgalatok szerint az ssts
elsdsorban szomatodendritikus lokalizacioji (Schreff és mtsai., 2000), kézenfekvonek tiinik
egy posztszinaptikus gatld mechanizmus miikodése, hasonloan az sst; medialis septalis

GABAerg neuronokon kifejtett gatlo hatasahoz (Bassant és mtsai., 2005).

Az ssts agonista hatdsara megnovekedett stressz-indukalt Fos expressziot csokkent
depresszio-szerli viselkedés kisérte a TST-ben. Irodalmi adatok szerint a szorongascsokkentd
¢s antidepresszans-szerli hatdsokat a Fos immunreaktivitds csokkenése ¢és ndvekedése
egyarant kisérheti. Egyes tanulmanyok a stressz-indukélt Fos vélasz csokkenését vagy a
valtozés hidnyat mutattdk ki konvencionalis antidepresszansok hatdsara, mint példaul az SSRI
fluoxetin, az SNRI venlafaxin (Silva és mtsai.,, 2012) vagy a nem pontosan ismert
hatasmechanizmusu tianeptin (Godsil és mtsai., 2015). Egy masik tanulmanyban az alap Fos
expresszio novekedését irtak le fluoxetin, a triciklusos antidepresszans nortriptilin és
dezipramin, a noradrenalin-dopamin reuptake inhibitor (NDRI) bupropion és a monoamin-
oxidaz gatl6 tranilcipromin (Beck, 1995) hatasara. Stressz-indukalt Fos valasz novekedést is
leirtak a citalopram és a dezipramin esetében (Choi és mtsai., 2013; Shi €s mtsai., 2012).
Anxiolitikumok esetében hasonloan ellentmondasosnak tiné adatokkal rendelkeziink. A
diazepam a legtobb limbikus struktira esetében csokkenti a Fos reaktivitast kivéve a CeA-
ban, ahol noveli azt (Lkhagvasuren és mtsai., 2014). A gaboxadol, egy GABAAa agonista,
amely egy transzgenikus egértérzsben (Thylo6) erés szorongascsokkentd hatast fejt ki,
szamos agyteriileten a Fos expresszio novekedését okozza, vagyis az anxiolitikus hatds a Fos
indukcigjaval is egyiitt jarhat (Hellsten és mtsai.,, 2015). Mindebbdl kitlinik, hogy a Fos
reaktivitds  valtozdsdnak  irdnya nagymértékben fligg a  hasznalt  vegyiilet
hatdsmechanizmusatol és az alkalmazott kezelési protokolltol, azonban egyértelmii, hogy a
Fos valasz csokkenése nem kizarolagos mechanizmus sem az antidepresszans, sem az
anxiolitikus vegyiiletek esetében. Eredményeink jol korrelalnak kutatocsoportunk egy
korabban kozolt tanulmanyaval, amely hipofizis adenilat ciklaz aktivalod polipeptid-deficiens
egerekben az FST-ben mutatott megndvekedett depresszid-szerii viselkedés mellett csokkent
Fos valaszt mutatott ki (Gaszner és mtsai., 2012). A pontos mechanizmus, amelyen keresztiil
a stresszhez kapcsolhato agyteriiletek megnovekedett aktivacioja csokkenti a depresszid-szerii
viselkedést, nem egyértelmii. Az ebben résztvevd neuronok neurokémiai €s elektrofiziologiai
jellemzése sziikséges a jovoben az ssty altal kozvetitett neurondlis valaszok és

antidepresszans-szerl hatds pontos mechanizmusanak felderitéséhez.
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A J-2156-al nyert adatok alapjan kézenfekvonek tiinik a feltételezés, hogy az ssts hianya a
stresszre adott Fos reakcié csokkenésével jarhat. Mivel az Sstr4 gén hianya FST-ben vezetett
a depresszid-szerl viselkedés jelentds novekedéséhez, a stressz-indukalt Fos vélasz esetleges
valtozasait e teszt utan vizsgaltuk. Szamos agyteriilet a Fos expresszid6 ndvekedésével
vélaszolt az FST-re. Ez a vélasz az Sstr4” egerek CeA-jaban lényegesen kisebb volt, mint a
vad tipusuakban, a tobbi agyteriilet esetében azonban nem talaltunk kiilonbséget. Az elvart
sz¢leskorli gatld hatds hidnya alapjan a génhidnyos allatokban egy Fos immunhisztokémiéaval
nem detektalhaté mechanizmus mukddése feltételezheto. Mindazonaltal, a CeA csokkent Fos
reaktivitdsa lényeges adat, figyelembe véve, hogy ennek a magnak jelentds szerepe

valdszintisithetd az ssts stimulacié antidepresszans-szerti hatasaban.

A szamos vizsgalt agyteriilet koziil, amelyek fokozott Fos valaszt mutattak J-2156 kezelés
utan, csak az amygdalaban mutattak ki ssts expressziot korabbi vizsgéalatokban (Schreff és
mtsai., 2000; Selmer és mtsai., 2000a, 2000b). Az ssts"*? immunjelolés egérben is
megerdsitette ezeket az adatokat, mivel jelentds immunpozitivitast taldltunk a centralis és a
basolateralis/basomedialis amygdaldban. Az irodalombdl ismert a CeA, BLA ¢és MeA
emocionalis szabalyozasban jatszott eltéré szerepe ¢€s kiillonb6z6 aktivacios mintazata akut
stressz soran (Butler és mtsai., 2012). A Fos valasz J-2156-indukalt novekedése a CeA-ban és
a BLA-ban volt kimutathaté, ami az ezekben az almagokban jelenlévé sstsa receptorok
Iényeges szerepére utal a J-2156 antidepresszans-szerii hatdsanak kozvetitésében. Bar a MeA-

ban is talaltunk elszort ssta-3Z

pozitiv neuronokat, eredményeink alapjan ezek jelentdsége
nem valdszinli. Az irodalombdl jol ismert az amygdala kozponti szerepe a stressz mellett a
hangulatzavarok és a szorongas patomechanizmusaban is (McEwen és Gianaros, 2010). A
vele szoros funkcionalis kapcsolatban allo, a szorongas szabalyozasaban alapvetd jelent6ségi
NIST (Hammack és mtsai., 2010) szintén fokozott Fos valaszt mutatott az agonistaval kezelt
allatokban. Az amygdala és a NIST efferens projekciokat kiildenek mas, ssts-et nem
expresszalod stressz-kozpontokba (pl. dRN, PAG, PVN) és szabalyozzdk azok aktivitasat
(Drevets és mtsai., 2008). A CeA, amely az amygdala f6 kimeneti magva, nagyrészt
GABAerg neuronokat tartalmaz. A CeA-ban talalhatd, egyéb agyteriileteket célzé idegsejtek
lokalis  gatld  interneuronok  szabalyozésa alatt allnak, utobbiak stimulécidja
szorongascsOkkentd hatast (Tye és mtsai., 2011). E lokalis interneuronok aktivitdsdnak ssts
aktivacid hatasara 1étrejovo fokozodasa ¢és a kovetkezményes diszinhibicid egy lehetséges

mechanizmus, amelyen keresztiil az amygdala szabalyozasa alatt all6 magok aktivitasa

novekszik, amit a depresszio-szerli viselkedés csokkenése kisér. Osszefoglalva, az Ssts
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crer

modon, az amygdala/NIST-rendszerrel valo Osszekottetéseiken keresztiil johet 1étre és a J-

2156 viselkedéses hatasai e halozat stressz-valaszkészségének fokozodasaval magyarazhato.

A szomatosztatint expresszald szamos agyteriilet koziil az amygdala tlinik a legjelentésebbnek
a peptid emocionalis regulacidban jatszott szerepe szempontjabol. Az irodalombol ismert,
hogy akut stressz hatasara az amygdaldban szomatosztatin szabadul fel (Brodin és mtsai.,
1994), ill. hogy az itt talalhatd szomatosztatinerg interneuronok aktivaciés mintazata a
stresszor tipusatol fiigg (Butler és mtsai., 2012). A CeA-ban és a BLA-ban a szomatosztatin
lokalis interneuronokbol és/vagy tavolabbrol projicidlé neuronokbdl (Viollet és mtsai., 2008)
valo felszabaduldsa utan hathat az ssts receptorokon, igy kozvetett moédon befolyasolva a
tobbi agyteriilet aktivitasat. Tovabbi vizsgalatokat igényel a pontos mechanizmus, ill. az
egyéb receptorokkal, példaul az ssto-vel vald esetleges interakcio tisztazasa. Utdbbi nagy
mennyiségben expresszalodik az amygdaldban ¢és az ssts-el vald kolcsonhatdsait mas

modellekben mar kimutattak (Aourz és mtsai., 2011).

Az agytorzsi kozpontok koziil a dRN mutatta a legnagyobb mértékii ndovekedést a stresszre
adott valaszban ssts4 stimulacié hatasara. Az agyi szerotoninerg beidegzés e hidban talalhato
kdzpontjanak depresszioban és szorongasban szerepe jol ismert (Lowry és mtsai., 2008), igy a
J-2156 antidepresszans-szerli hatdsaban a szerotoninerg transzmisszid stimulacidja lényeges
komponens lehet. Az urokortinerg stressz-kozpontban (Kozicz és mtsai., 2008), az EWcp-ben
a TST onmagaban nem befolyasolta a Fos expressziot, azonban érdekes modon a stressz €s a
J-2156 egyiitt novelték a neuronalis aktivitast. A dPAG a stressz, a félelem és a szorongas
szabalyozasaban fontos agyteriilet (Graeff és Zangrossi, 2010), mig az IPAG a leszalld
fajdalomcsillapité rendszer (Heinricher €s mtsai., 2009) része. Mindkettd fokozott stressz-

indukalt Fos valaszt mutatott a J-2156-al kezelt allatokban.

Az LS a viselkedéses és neuroendokrin stressz-valasz fontos szabalyozdja (Singewald és
mtsai., 2011), amely a dRN feldl kap szerotoninerg beidegzést (Kohler és mtsai., 1982) és

igen jelentds Fos expresszio novekedést mutatott a J-2156 kezelés mellett végzett TST utan.

Erdekes médon a J-2156 semmilyen hatast nem fejtett ki a pPVN-ben, annak ellenére, hogy a
TST hatasara jelentds mértékben ndtt e magban a Fos expresszio. Mivel a pPVN a HPA-
tengely els6 eleme (Herman ¢és mtsai., 2003), e neuroendokrin rendszer befolyasolasa
valosziniileg nem jatszik szerepet az ssts stimulacio akut antidepresszans-szerii hatasaban.

Ezzel ellentétben, az AVP-t és oxitocint termeld mPVN-ben talalt fokozott valasz felveti e
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neuropeptidek jelentdségének lehetdségét, amelyek a stressz-valasz jol ismert szabalyozoi

(Kormos és Gaszner, 2013).

Munkank soran els6ként mutattuk ki, hogy az ssts receptor fontos szerepet jatszik a szorongas,
depresszio-szerli viselkedés és a stresszhez kapcsolhatd neurondlis halozatok aktivitasanak
szabalyozasaban. A korabbi eredmények a receptor jelentdségét gyogyszerfejlesztési
szempontbol elsésorban agonistainak fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd hatasaira, ill.
az endokrin hatasok hidnyara alapoztdk (Pintér és mtsai., 2002; Sandor és mtsai., 2006;
Helyes ¢és mtsai.,, 2009). Itt bemutatott adataink alapjan ezek mellett az ssts az uj

pszichofarmakolodgiai agensek kutatasanak is igéretes célpontja lehet.
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2. Az Sstr4 génhianyos egerek fokozott érzékenysége kronikus

stressz-indukalt viselkedéses és neuroendokrin valtozasokra

2.1. Eredmények

2.1.1. Médosult viselkedéses vilaszok KVS-re Sstr4”- egerekben

Az allatok viselkedését a KVS elott (,,1. kisérlet”) és utan (,,2. kisérlet™) is vizsgaltuk (az ezek
Osszehasonlitisdhoz hasznalt ismételt méréses két utas ANOVA eredményeit Isd. a Melléklet
3. tdablazataban) és a viselkedésvaltozasokat is jellemeztik az 1. és 2. kisérletben mért
paraméterek kiilonbségeinek kiszamitdsaval minden 4llat esetén (az eredmények

Osszehasonlitasahoz hasznalt két utas ANOVA eredményeit Isd. a Melléklet 4. tablazatdban).

Az Sstr4 génhidnyos ¢és vad tipusu egerek kozott az 1. kisérlet soran nem taldltunk
kiilonbséget az SVD-ben sem a vilagos térfélen toltott idoben, sem a vildgosba 1épések vagy
lesések szamaban (27.A,C,E dbra). A 2. kisérletben a KVS-nek kitett vad tipust allatok
esetében a vilagosban toltott id6 és a vilagosba 1épések szama nem kiilonbozott a nem-
stresszelt vad tipusuakétol, azonban szignifikansan novekedett a megfelelé 1. kisérletben
kapott adatokhoz képest. A stresszelt Sstrd” allatok e paraméterei alacsonyabbak voltak, mint
a stresszelt Sstr4** egerekben, azonban a nem stresszelt knockout-oktol nem kiilonboztek
(27.4,C dbra). A vilagosban toltott id6 és a vilagosba 1épések szamanak valtozasait
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy e paraméterek valtozasa (novekedése) a stresszelt vad
tipusuakban jelentdsen kiilonbozott a megfeleld nem-stresszelt csoporttol. Ezzel ellentétben, a
KVS nem fejtett ki hatast ezeknek a magatartdsi paramétereknek a véltozasara az Sstr4”
csoportban (27.B,D dbra). A vilagosba lesések szama a 2. kisérletre minden csoportban

egyforma mértékben csokkent (27.F dbra).

A TST-ben immobilitassal toltott idSben nem volt kiilonbség az Sstr4*'* és Sstr4” csoportok
kozott a KVS elott (1. kisérlet). A kronikus stressz utan (2. kisérlet) ez a depresszid-szerii
viselkedés novekedett a stresszelt knockout-okban ugyanennek a csoportnak az 1. kisérletben
mért adataihoz, ill. a 2. kisérleten beliil a megfeleld Sstr4** és a nem-stresszelt Sstr4”
csoportokhoz képest is (28.A dbra). Az immobilitas valtozasa jelentésen nagyobb volt a
KVS-nek Kitett Sstr4” egerekben a stresszelt vad tipustiakhoz és a nem stresszelt

génhianyosokhoz hasonlitva is (28.B dbra).

Az FST-ben mért immobilitas az 1. kisérletben szignifikansan nagyobb volt az Sstr4”

allatokban a vad tipusuakhoz képest. A KVS utan a kronikusan stresszelt knockout-ok
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immobilitasa csokkent és hasonlova valt a vad tipustakéhoz, amelyekben a stressz nem fejtett
ki hatast (28.C dbra). Mig a vad tipusu és nem-stresszelt génhianyos egereck immobilitasa
szembetiinéen nem valtozott, a stresszelt Sstr4”" allatokban e paraméter csokkenése jelentds

volt (28.D dbra).
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27. abra. Viselkedésvéltozasok az SVD-ben KVS hatésdra Sstr4** és Sstr4” egerekben. A
grafikonok az SVD viselkedési paraméterek (A, C, E) 1. és 2. kisérletben mért abszolut
értékeit (ismételt méréses két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; atlagok+SEM; *p<0,05,
#p<0,01 és ¥ p<0,001 vs. megfelels , 1. kisérlet” mérés; az , 1. és 2. kisérleteken” beliil:
*p<0,05 vs. megfeleld Sstr4*'* csoportok; n=9-11/csoport), ill. (B, D, F) a valtozasokat
mutatjdk (két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; atlagok+SEM; *p<0,05 és **p<0,01 vs.
megfeleld nem stresszelt csoportok; **p<0,01 vs. megfelelé Sstr4*'* csoportok; n=9-

11/csoport).
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Az OFT-ben a genotipus nem volt hatassal a viselkedéses paraméterekre az 1. kisérletben. A
KVS jelentésen nem befolyasolta az OFT viselkedést, azonban a 2. kisérletben a lokomotoros
aktivitas és a kozépen toltott ido csokkenésének irdnyaba mutatd tendencia volt kimutathato

az Osszes csoportban az 1. kisérlet adataihoz képest és az Sstrd™

allatok paraméterei
alacsonyabbnak bizonyultak a vad tipusuakéinal. A 2. kisérletben a lokomotoros aktivitas
paramétereit tekintve a nem-stresszelt Sstr4*'* és Sstr4 ™", ill. a stresszelt génhidnyos csoportok
is jelentds csokkenést mutattak az 1. kisérlethez viszonyitva. Hasonld csokkenés volt
kimutathaté az 0Osszes csoportban a kozépen toltott idé analizisekor. A stresszelt Sstré
knockout-ok 0Osszes paramétere jelentésen alacsonyabb volt a stresszelt vad tipustiakhoz
viszonyitva, mig a nem stresszelt csoportok esetében csak a keresztezett teriiletek szamaban

talaltunk genotipusok szerinti kiilonbséget (29.A,C,E dbra). Az OFT-ben mutatott viselkedés

valtozasait tekintve nem volt kimutathato kiilonbség a csoportok k6zott (29.B,D, F dabra).

Az SPT-ben nem taldltunk szignifikdns eltéréseket a csoportok kozott sem a szachardz

preferenciat (30.4 dbra) sem annak valtozasat vizsgalva (30.B dbra).
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28. abra. Viselkedésvaltozasok TST-ben és FST-ben a KVS hatasara Sstr4™* és Sstr4”
egerekben. A grafikonok (A) a TST ¢és (C) FST viselkedési paraméterek 1. és 2. kisérletben
mért abszolut értékeit (ismételt méréses két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt, dtlagok=SEM;
##0<0,001 vs. megfelels ,, 1. kisérlet” mérés; az , 1. és 2. kisérleteken” beliil: *p<0,05 és

*+*p<0,001 vs. megfeleld Sstr4™* csoportok, ***p<0,001 vs. megfeleld nem stresszelt
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csoportok; n=9-11/csoport), ill. a (B) TST és (D) FST viselkedés valtozasait mutatjak (két
utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; datlagok+SEM; **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfeleld

nem stresszelt csoportok; ***p<0,001 vs. megfeleld Sstr4*'* csoportok; n=9-11/csoport).

Pt Sstrd™* Sstrd™
801 . Z 0
Nem stresszelt - KVS =
-] 60 ]: H# E % -104
E #u# 2
kS I HHH ] :[
£ 40 & 201
£
E 1 2
-
£ 204 S 301
= by
Ep Nem stresszelt . KVS
0 = -40-
Sstrd 7" Sstrd” Sstrd ™" Sstrd” e
1. kisérlet 2. kisérlet
Sstrd™* Sstrd”
= 2507 0
g I Nem stresszelt . KVS 3
% 200 £
= 2
e I wan . z S 504
150 -
= I + £
i 100 E g -:
& B
@ N
5 I § g -1004
3 50 2§
5 < Nem stresszelt . KVS
0 -150-
Sstrd™* Sstrd™ Sstrd™* Sstrd™
E 1. kisérlet 2. kisérlet F
o Sstrd Sstrd™
&
80 s
=
=~ . g -101
< il Nem stresszelt . KVS =
= 2 20
F 401 # # E 304
: 5
2 I #i## + =
g 20 I H## 2 404
S Nem stresszelt KVS
0 <
Sstrd™* Sstrd™ Sstrd™* Sstr4™
1. kisérlet 2. kisérlet

29. abra. Viselkedésvaltozasok az OFT-ben KVS hatasara Sstr4*/* és Sstr4”- egerekben. A

grafikonok az OFT viselkedési paraméterek (A, C, E) 1. és 2. kisérletben mért abszolut

értékeit (ismételt méréses két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; atlagok+SEM; *p<0,05,

#p<0,01 és ###p<0,001 vs. megfeleld ,, 1. kisérlet” merés; az ,, 1. és 2. kisérleteken” beliil:

*p<0,05 és *tp<0,01 vs. megfelels Sstr4*'* csoportok; n=9-11/csoport), ill. (B, D, F) a

valtozédsokat mutatjdk (két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; dtlagok+SEM; n=9-

11/csoport).
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30. abra. Valtozatlan szacharéz preferencia SPT-ben a KVS utan Sstrd4** és Sstr4”
egerekben. A grafikonok a szachar6z preferencia (A) 1. és 2. kisérletben mért abszolut
értékeit (ismételt méréses két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; dtlagok+SEM; n=9-
11/csoport), ill. (B) a valtozasukat mutatjak (két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt;
atlagok+SEM; n=9-11/csoport).
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31. abra. Neuroendokrin és fizikai paraméterek valtozasai KVS hatasara Sstr4*'* és Sstr4”
egerekben. A grafikonok (A) a relativ mellékvese és (B) csecsemOmirigy stly, (C) a plazma
kortikoszteron koncentraciok €s (D) a teststly valtozasait demonstraljak (két utas ANOVA,
Fisher post hoc teszt; datlagok+SEM; *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfelelé nem
stresszelt csoportok; *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfelels Sstr4*™* csoportok;
n=9-11/csoport).
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32. abra. A KVS hatdsa a FosB immunpozitiv sejtmagok szamara Sstr4*'* és Sstr4”
egerekben. A reprezentativ képek az amygdalarol késziiltek, a szaggatott vonalak a CeA és a
BLA hatarait mutatjak, a skalavonal 200 um-nek felel meg. A grafikonok a FosB pozitiv
sejtmagok szamat mutatjak (A) a CeA-ban és (B) a BLA-ban (két utas ANOVA, Fisher post
hoc teszt; dtlagok+SEM; **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfelelé nem stresszelt csoportok;
*p<0,05 és ***p<0,001 vs. megfelels Sstr4*'* csoportok; n=9-11/csoport).
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2.1.2. Neuroendokrin és szomatikus paraméterek vialtozdasa az Sstrd gén-delécio és a KVS

hatasara

Bar a nem-stresszelt Sstrd** ¢s Sstr4” egerek kozott nem volt kiilonbség a relativ mellékvese
stlyban, e paraméter KVS hatasara 1étrejovo novekedése jelentésen nagyobb volt a knockout
allatokban (31.4 dbra). A nem-stresszelt génhianyos allatokban a relativ csecsemémirigy suly
jelentésen nagyobb volt, mint a megfeleld vad tipusu csoportban, majd a KVS hatdséara az
Sstr4™* ¢s Sstr4” egerekben is hasonld értékre csokkent (31.B dbra). A bazalis plazma
kortikoszteron koncentraciok szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak az Sstr4”- allatokban,
de az alkalmazott kisérleti elrendezésben a kronikus stressz erre nem volt hatdssal sem a vad
tipusu, sem a génhianyos csoportokban (31.C dbra). A nem-stresszelt Sstr4™ egerek testsulya
alacsonyabb volt, mint a megfelelé Sstr4*’* allatoké, azonban a KVS egyforma mértékben
csokkentette azt, a genotipustol fliggetleniil (31.D dbra). (A két utas ANOVA-k eredményeit
Isd. a Melléklet 5. tablazatdban.)

2.1.3. Az Sstrd gén-delécio és a KVS hatdsa a stresszhez kapcsolhato agyteriiletek aktivacios

mintdzatdara

A FosB immunreaktivitast a CeA-ban és a BLA-ban nem befolyasolta a KVS Sstr4*/*
egerekben, mig a kronikusan stresszelt Sstr4” allatokban jelentdsen novekedett a FosB
pozitiv sejtmagok szama (32.4,B dbra). Ezzel ecllentétben, a FosB immunpozitivitas
valtozatlan maradt a KVS utan a vad tipust és génhianyos egerekben is a MeA-ban, a NIST
almagvaiban, a hippocampusban, a vLS-ben, a dLS-ben, a pPVN-ben és mPVN-ben, a dRN-
ben, EWcp-ben, a dPAG-ban és az IPAG-ban. (A két utas ANOVA-k eredményeit Isd. a
Melléklet 6. tablazatdban.)
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2.2. Osszefoglalas, megbeszélés, kovetkeztetések

Ezek az adatok az els6k, amelyek az ssts receptor kronikus stresszre adott valaszokban jatszott
fontos szerepét bizonyitjak a viselkedéses €s neuroendokrin valtozasok, ill. a stresszhez
kothetd agyteriiletek FosB immunpozitivitasanak vizsgalataval. SVD-ben a fénypreferencia
enyhén novekedett vad tipusi egerekben, ami az Sstr4 génhidnyosakban nem volt
kimutathato. Az Sstr4*'* allatok depresszio-szerii viselkedése a TST-ben nem valtozott, mig
az Sstr4™ egerek immobilitasa jelentdsen nétt a KVS-t kovetéen. Az Sstrd génhianyos allatok
alap immobilitasa FST-ben emelkedett volt (0sszhangban a korabban leirtakkal) és KVS
hatasara csokkent, mig vad tipusuakban valtozatlan maradt. A kronikus stressz nem
befolyasolta az OFT viselkedést és a szachar6z preferenciat sem a vad tipusa, sem a knockout
csoportokban. A relativ mellékvese suly novekedése nagyobb volt a génhianyos, mint az
Sstr4*'* egerekben, mig nagyobb alap relativ csecsemémirigy sulyuk azonos értékre csokkent.
A bazalis kortikoszteron plazma koncentracié magasabb volt az Sstr4” allatokban, azonban a
KVS az alkalmazott protokoll mellett ezt nem befolyasolta. Az Sstr4” egerek testsulya
alacsonyabb volt, mint a vad tipustiaké, azonban mindkét csoportban azonos mértékben
csOkkent a KVS hatasara. A FosB immunreaktivitas szelektiv novekedése volt kimutathat6 a

CeA-ban és a BLA-ban az Sstr4” allatokban, vad tipustiakban azonban nem (2. tdbldzat).

Kisérletes elrendezésiinkben a viselkedésteszteket kétszer, a KVS elott és a kronikus stressz
utolsd hetében végeztiik el. Hasonldo mddszert korabban masok is alkalmaztak (Strekalova és
mtsai., 2004). Ezzel a megkozelitéssel egyrészt kimutathatok voltak a viselkedéses
paraméterek alap kiilonbségei a vad tipust és génhianyos egerek kozott, masrészt ki tudtuk
zarni a kiilonbségeket az azonos genotipusu csoportok kozott. Ezen kiviil, a paraméterek
valtozasanak kiszamitdsaval €s Osszehasonlitdsdval finomabb viselkedéses kiilonbségek
kimutatdsa is lehetségessé valt. Felvethetd, hogy az azonos viselkedéstesztek ismétlése
befolyasolhatja az eredményeket a multbéli élményekre vonatkoz6 memoria révén, azonban
mivel a legtobb viselkedéstesztben az 1. és 2. kisérletben mért értékek a nem-stresszelt
csoportokban nem kiilonboztek jelentésen (az OFT kivételével, Isd. alabb), az ismétlés hatasa

onmagaban nem tiinik jelentdsnek.

Az itt alkalmazott KVS paradigma igen enyhe viselkedéses fenotipust hozott 1étre vad tipusu
egerekben, ami &sszhangban van a hasonld hosszusagii KVS protokollok relative gyenge
hatasat mutatd korabbi adatokkal C57BI/6 egerekben (Monteiro és mtsai., 2015). Ezt
altalaban a modell hatranyanak tekintik, figyelembe véve, hogy a legtobb genetikailag

modositott egértorzset C57Bl/6 alapon hoztak létre. Kisérleteink soran azonban mi
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kihasznaltuk ezt a tulajdonsagot, mivel a knockout-okban jelentkezé feltlinGen erésebb

viselkedéses fenotipussal fokozott stressz-érzékenységiiket lehetett kimutatni.

Sstrd ’génhiény KVS hatésa
hatasa nem
stresszelt Sstr4*'* Sstra-
egerekben egerekben egerekben
SVD Fénypreferencia > ‘ >
TST Immobilitas > > T
FST  Immobilitds t > |
OFT Lokom9t9ros — — —
aktivitas
Relativ mellékvese suly > T t 1
Relativ csecsemémirigy suly 1 l l
Plazma kortikoszteron T > >
Testsuly 1 1 1
FosB expresszio a CeA-ban T
- -
és BLA-ban

2. tablazat. Az Sstr4 génhiany hatasai. ill. a KVS-re adott viselkedéses, neuroendokrin és

neuronalis aktivacios valaszok Sstr4*'* és Sstr4” egerekben.

Sstr4** egerekben az SVD-ben talalt enyhe fénypreferencia novekedés volt a KVS hatasara
kialakulo egyetlen kimutathatd viselkedéses elvaltozds. Ez a kordbban mar masok 4altal is
megfigyelt (Schweizer ¢és mtsai., 2009) hatas a teszt klasszikus értelmezése szerint
»rendellenes vagy paradox szorongascsokkenést” jelentene, kronikus stressz-modellekben
azonban ,,tompult emocionalitasként” is értelmezhetd (Ducottet és mtsai., 2003). Egy korabbi
kisérletben, amelyben kiilonbozd egértorzsekben vizsgaltdk a KRS hatasat, ezt a paradox
jelenséget szelektiven a C57Bl/6 torzsben mutattak ki (amely az Sstr4** és Sstrd” egerek
alapja is) és hatterében glutamaterg neuroplaszticitasi valtozasokat talaltak az amygdalaban
(Mozhui és mtsai.,, 2010). A fénypreferencia stressz-indukalt novekedése megelézhetd

szubkronikus fluoxetin  kezeléssel, amely egy klinikailag széles korben hasznalt
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szorongascsokkentd és antidepresszans szer (Ihne és mtsai., 2012). A KVS hatasa az SVD
viselkedésre Sstr4” allatokban nem volt kimutathatd, ami az ssts receptor jelentéségére utal.
Mivel a leirt paradox jelenség kialakulasaban nagy szerepe van az amygdala neuroplasztikus
valtozasainak, ahol az ssts is nagy mennyiségben expresszalodik (Isd. korabban; Schreff és
mtsai., 2000; Selmer és mtsai.,, 2000a), az itt talalhatd receptoroknak fontos szerepe

feltételezheto e folyamatban.

A TST-ben és az FST-ben a KVS nem fejtett ki hatast a vad tipusu egerek depresszid-szeri
viselkedésére. Ez nem meglepd, mivel korabbi, C57Bl/6 egerekkel végzett vizsgalatok
eredményei szerint a kronikus stressz csak olyan egyedekben ndveli az FST-ben mérhetd
immobilitast, amelyek anhedoniat mutatnak az SPT-ben (Strekalova és mtsai., 2004) és az itt
hasznalt stressz-paradigma egyaltalan nem befolyasolta a szachardz preferenciat. Mindez
Osszhangban van egyes, kronikus stressz-modellekben a TST-ben és/vagy FST-ben mutatott
immobilitds valtozatlansdgat demonstraldé irodalmi adatokkal, azonban ellentmond mas
eredményeknek, amelyek ezek csokkenését vagy novekedését mutattak (Deng és mtsai., 2015;
Farley és mtsai., 2012; Mineur és mtsai., 2006). Ezek az ellentmondésok felhivjak a figyelmet
a kiilonb6z6 laboratoriumokban hasznalt eltéré torzsek és kronikus stressz-modellek

(idOtartam, stresszorok tipusa, stb.) jelentdségére.

Szemben a vad tipusuakkal, az Sstr4” egerek depresszio-szerii viselkedése a TST-ben és az
FST-ben lényeges valtozdsokon ment keresztiil. A TST-ben alap kiilonbség nem volt az
immobilitassal toltott id6t tekintve, ami azonban jelentésen emelkedett volt a génhianyos
allatokban FST-ben, korabban leirt megfigyeléseinkkel 6sszhangban (Isd. korabban). A KVS
utan az Sstr4” egerek TST-ben mutatott immobilitdisa novekedett, ami fokozott
érzékenységiikre utal a kronikus stressz ,,depressziogén” hatasaval szemben. Ezzel
ellentétben, emelkedett bazalis immobilitasuk az FST-ben csokkent, ami varatlan volt, mert ez
a KVS antidepresszans-szeri’” hatisara utalna a teszt klasszikus értelmezése szerint. Az
immobilitds e ,paradox” csOkkenését azonban KVS-nek kitett patkdnyokban, ill. a
szerotoninerg neuronok lézidja és locus coeruleus denervacid utdn is kimutattdk (Harro és
mtsai., 2001; Haidkind és mtsai., 2003). Ezekben a tanulmanyokban a csokkent immobilitast
reaktivabb, 1ill. impulzivabb viselkedésként értelmezték (az aktiv megkiizdés, ill.
antidepresszans-szer(i hatds helyett). Erre alapozva, elméletileg feltehetd, hogy az Sstr4™
egerek viselkedése egy depresszio-szeri allapotbdl impulziv viselkedésbe fordul a KVS

4+/+

hatasara és a mozdulatlan lebegéssel toltott id6 igy hasonlova valik az Sstr allatokéhoz.

Ezek az ellentétes iranyl valtozasok a TST-ben és az FST-ben némileg meglep6ek voltak,
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mivel mindkét tesztet a depresszid-szerti viselkedés és az antidepresszans aktivitasok
tesztelésére fejlesztették ki. Mindazonaltal, mivel alapvetd kiilonbségeket mutattak ki e
tesztek neurobioldgiai hattere (Renard ¢€s mtsai, 2003), ill. a konvencionalis
antidepresszansokra (Bai és mtsai., 2001) és genetikai manipulaciokra (Mombereau és mtsai.,
2004) val6 szenzitivitasa kozott, a TST-b6l és FST-bdl nyerheté adatok inkabb kiegészitik,
mint helyettesitik egymast és az eltéré eredmények nem jelentenek ellentmondast (Cryan és
mtsai., 2005).

Az OFT-ben a KVS nem fejtett ki hatdst egyik viselkedéses paraméterre sem, azonban
érdekes modon maga a teszt ismétlése befolydsolta dket. Mindharom vizsgalt paraméter
feltinden csokkent a 2. kisérletben, minden csoportban. Ez a megfigyelés dsszhangban van
korabbi vizsgalatok eredményeivel (Ammassari-Teule és mtsai., 1994; Avgustinovich és
mtsai., 2007) és habituacios folyamatoknak tulajdonithato. Megjegyzendd, hogy a korabbi
kisérletekben a mérések kozotti ido rovidebb volt (1-2 nap), mint a mi elrendezésiinkben (3
hét), ami a habituacidé hosszl tadvl hatasat mutatja ebben a tesztben. Rdadéasul, a masodik
OFT-ben az Sstr4” allatok némileg alacsonyabb lokomotoros aktivitast és kozépen toltott idét

mutattak, ami arra utal, hogy a génhianyos egerekben a habituécié erésebb.

Az SPT-ben sem a KVS, sem a genotipus nem volt hatassal a szachar6z preferenciara. Bar a
KVS éltalaban anhedonidhoz (csokkent szachardz preferencidhoz) vezet KVS modellekben
(Willner, 2005), e hatas hianyat masok is leirtak rovidebb KVS paradigmak esetén (Lee és
mtsai., 2013). Tovabba, ez alapjan az Sstr4 génhiany a kronikus stressz anhedoniat okozo

hatasaval szemben nem okoz fokozott érzékenységet.

A relativ mellékvese stly, ami a kronikus HPA-tengely aktivitds markere, az Sstr4”
egerekben a KVS hatasara nagyobb mértékben nétt, ami ennek az endokrin rendszernek a
fokozott aktivitasara utal az sst4 receptor hianyaban. A nagyobb bazalis relativ
csecsemomirigy suly Sstrd” allatokban a KVS utan hasonld értékre csokkent, mint a vad
tipusuakban, ami szintén a HPA-tengely fokozott aktivitasdt mutatja. A magasabb bazalis
érték a knockout-okban arra utalhat, hogy az ssts receptorok részt vesznek a szomatosztatin
korabban leirt negativ hatdsdban a csecsemOmirigy méretére €s a thymocytdk szamdara
(Petrovic-Dergovic és mtsai., 2004). Nem valészinli, hogy ez a génhianyos allatok
alacsonyabb testsulyanak tulajdonithat6, mivel az alacsonyabb testsuly altalaban alacsonyabb
relativ csecsemOémirigy stllyal jar (Mukherjee és mtsai., 2004). Sem a stresszelt Sstr4
génhianyos, sem a vad tipusu allatokban nem taldltunk emelkedett bazalis plazma

kortikoszteron szinteket. Ez &sszhangban van azokkal a korabbi munkakkal, amelyekben
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valtozatlan bazalis kortikoszteron koncentraciot irtak le KVS modellben, C57Bl/6 és mas
egértorzsekben, amikor a plazma mintagylijtés 1 nappal az utolsd stresszor utan tortént
(Farley és mtsai., 2012). Bar ezek az eredmények nem szolgalnak informacioval a stresszorok
alkalmazasa kozben vagy roviddel utana bekdvetkezd kortikoszteron felszabadulasra
vonatkozoélag, kiilonbségek feltételezhetok ebben, tekintetbe véve a génhidnyos allatok
nagyobb relativ mellékvese suly novekedését a KVS utan. Az Sstrd” csoportokban a
kortikoszteron koncentraciok enyhén, de szignifikansan magasabbak voltak a vad tipustiakhoz
hasonlitva, ami szintén az ssts4 gatld aktivitasara utal a HPA-tengely szabalyozasaban. Mivel
az eddigi adatok alapjan az ssts4 expresszio a HPA-tengely komponenseiben nem jelentés (lsd.
korabban; Schreff és mtsai., 2000; Selmer és mtsai., 2000a), ezek a hatasok feltehetden
indirekt modon, a magasabb rendli szabalyozo struktarak (pl. amygdala) funkciojanak

befolyasolasa révén jonnek létre.

Immunhisztokémiai vizsgalataink szerint a FosB reaktivitas az Sstr4™ egerekben specifikusan
a centralis és basolateralis amygdalaban ndvekedett, mig a vad tipustiakban valtozatlan
maradt, ami Osszefiiggésbe hozhato a receptor korabban mar leirt expressziojaval e magokban
(Isd. korabban; Schreff és mtsai., 2000; .Selmer és mtsai., 2000a). Ezek az eredmények a
CeA-ban és BLA-ban talalhaté neuronok kronikus aktivitdsdnak fokozodasara utalnak, ami
magyarazhatja a funkcionalis valtozasokat, figyelembe véve ezeknek a magoknak a stressz
szabalyozasaban jatszott alapvetd szerepét. A BLA-ban talalhaté piramissejtek fokozott
excitabilitdsa kozvetiti a kronikus posztnatalis stressz hosszu tavu anxiogén hatasat (Rau és
mtsai., 2015) és a BLA projekcioi a CeA-ba (ami az amygdala f6 kimeneti magva)
szabalyozzak a szorongas viselkedéses megnyilvanulasait (Tye és mtsai., 2011). A félelmi
kondicionalas, ami meglehetdsen jol ismert mechanizmusu, az emocionalis folyamatokban,
szorongasban ¢€s hangulatzavarokban is fontos szerepet jatsz6 agyi funkcid, neuroplaszticitasi
valtozasokon alapul az amygdala gatldé neuronhalézataiban (Duvarci és Pare, 2014).
Megjegyzendd, hogy ebben a folyamatban a szomatosztatint expresszalé neuronok kdzponti
jelentéségét mutattak ki (Li és mtsai., 2013). Hasonl6 plaszticitasi folyamatok, amelyek az
Sst4 receptort is magukba foglaljak, szerepet jatszhatnak a KVS-el szembeni érzékenységben
is, bar a szomatosztatin, mint neuromoduldtor szerepét az amygdala neuronhdlozataiban

részletesen még nem tisztaztak.

A FosB nem csupén a kronikus neuronalis aktivacio markere, hanem a stresszhez kapcsolodo
neuronalis génexpresszios valtozasokat is szabalyozza (Nestler, 2015). Esetiinkben a KVS-

indukalt valtozasok az amygdalaban, legalabbis részben, valdszintileg a FosB-n keresztiil

70



jonnek 1étre. Akut stressz-folyamatokban az ssts aktivacio szorongascsokkentd és
antidepresszans-szerii hatasa a Fos expresszid novekedésével jart (Isd. korabban), mig ebben a
vizsgalatban a FosB valasz novekedését dontéen maladaptiv funkcionalis eltérések kisérték.
Ezek arra utalnak, hogy a két folyamatban eltéré neuronpopulaciok és/vagy alarendelt

jelatviteli mechanizmusok vesznek részt, amelyek azonositasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Az amygdaldban [étrej0vO neurondlis aktivitasvaltozasok kovetkeztében feltételezhetéen
modosul az alarendelt strukturdk, mint a PVN, a PAG vagy a dRN funkcioja is. Példaként, a
szerotoninerg beidegzésének egyik fo forrasa és a stresszhez kapcsolodd viselkedés fontos
szabalyozdja (Warden és mtsai., 2012). Bar az emlitett, amygdala altal szabalyozott struktarak
aktivitasvaltozasai FosB immunhisztokémiaval nem voltak detektalhatok, felelosek lehetnek a
viselkedéses ¢és neuroendokrin valaszokban megfigyelt moddosuldsokért, azonban mas
jelatviteli rendszerek szerepe feltételezhetd. Az itt hasznalt modszerek tovabbi korlatja, hogy
az ssts receptoron keresztiil 1étrejové szomatosztatinerg jelatvitel hianyanak és a génhianyos
allatokban esetleg 1étrejove Osszetett ideghaldzati Gjraszervezodések, ill. a fejlédés soran

miikodésbe 1épd kompenzacids mechanizmusok hatdsai nem kiilonithetok el egymastol.

Osszefoglalva, az itt bemutatott eredmények az elsék, amelyek bizonyitjik az ssts receptor
komplex szabdlyozd szerepét a KVS hatdsdra létrejové valaszokban, ami az emberi
hangulatzavarok nagy transzlacidos relevancidval bird dallatmodellje. A szorongés, a
depresszio-szeri viselkedés és a HPA-tengely aktivitais KRS utan kialakuld valtozasait
jelentdsen befolyasolja az ssts receptor hianya €s ezek a hatasok valosziniileg a CeA és a BLA
stressz-szenzitivitdsanak novekedésén keresztiil jonnek létre. Mindezek alapjan, az el6z6
részben targyalt akut stressz-szabalyozéasban jatszott szerepe mellett, az ssts receptor a

pszichofarmakologiai fejlesztések 11j igéretes célpontja lehet.
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3. Kapszaicin-érzékeny neuronok szerepének vizsgalata kronikus

stressz hatasara 1étrejovo nociceptiv valaszokban

3.1. Eredmények

3.1.1. A mechano- és termonocicepcio valtozasai KRS és RTX deszenzibilizdcio hatdsdra

A KRS megkozelitdleg 20%-os, szignifikdns és stabil mechanonociceptiv kiiszobcsokkenést
(hiperalgéziat) okozott. Nem stresszelt allatokban az RTX kezelés a mechanoszenzitivitast
nem befolyasolta, azonban a stressz-indukalt mechanikai hiperalgézia szignifikansan nagyobb
volt a deszenzibilizalt allatokban (az elsé héten 30%, utana végig 40% koriili volt) (33.A
dbra). A hatsé labak mechanonociceptiv kiiszobét az alkalmazott kezelések (F3140=93,82,
p<0,0001), az id6 (F4,140=66,17, p<0,0001) és ezek interakcidja (Fi2,140=24,24, p<0,0001) is

jelentdsen befolyasolta.

A kontroll mérések utan a nem stresszelt csoportok hidegtoleranciaja is csokkent, azonban a
KRS-nek kitett allatokban szignifikdnsan nagyobb mértékben. A KRS hatasat a
hidegérzékenységre a deszenzibilizaci6 nem befolyasolta (33.B dbra). A kezelések
(F3,140=39,6, p<0,0001), az id6 (Fa140=159,3, p<0,0001) és az interakciojuk (Fi2,140=3,82,
p<0,0001) is erds hatast fejtett ki a hidegérzékenységre.

Az RTX-elokezelt allatok fajdalmas meleg kiiszobe szignifikansan, kb. 3°C-al magasabb volt,
mint az elékezelés nélkiilieké. Ez a kiilonbség mar a kontroll vizsgalatoknal kimutathato volt
¢és a kisérlet soran végig fennmaradt, azonban a KRS nem fejtett ki hatast (33.C dbra). Az
alkalmazott kezelések szignifikans hatast fejtettek ki a fajdalmas meleg érzékenységre
(F3,140=21,99, p<0,0001), azonban az id6 (Fa,140=0,42, p=0,79) és az interakci6 (Fi2,140=1,09,
p=0,37) nem befolyasoltak azt.

3.1.2. Viselkedésvaltozasok KRS és RTX deszenzibilizacio utdn

Az SVD-ben a vilagosban toltétt idét a KRS szignifikansan megnovelte eldkezelés nélkiili
allatokban, azonban az RTX-clékezelt csoportokban nem (34.4 dbra). A KRS jelentdsen
novelte a vildgosba 1épések és csdkkentette a kilesések szamat, azonban ezek a valtozasok
deszenzibilizalt allatokban nem voltak kimutathatok (34.B,C dbra). A KRS és az RTX
kezelés interakcidja szignifikans hatast gyakorolt a vilagos térfélben toltott idére (F1,35=6,51,
p<0,05) és a vilagos térfélbe Iépések (F1,35=6,55, p<0,05) és lesések (F1,35=5,88, p<0,05)
szamara. A KRS (id6: F135=3,04, p=0,09; belépések: F135=0,47, p=0,5; kilesések: F135=2,15,
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p=0,15) ¢és a deszenzibilizaci6 (1d6: Fi135=2,61, p=0,12; belépések: F135=0,7, p=0,41;

kilesések: F1,35=0,06, p=0,81) azonban 6nmagukban nem fejtettek ki hatast.
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33. abra. Az RTX deszenzibilizacid
¢s a KRS hatasa a nocicepciora. A
grafikonok (A) a mechanonociceptiv
kiiszéb, (B) a hidegtolerancia
(labkirantasi latencia) és (C) a
fajdalmas meleg kiiszob valtozasait
mutatjak (ismételt méréses két utas
ANOVA, Bonferroni post hoc teszt;
atlagok+=SEM; "p<0,05, ""p<0,01 és
p<0,001 vs. megfelels nem
elokezelt csoportok; **p<0,01 és
**%p<0,001 vs. megfelel6 nem
stresszelt csoportok; n=9-
11/csoport).
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34. abra. Viselkedésvaltozasok az RTX elékezelés és a KRS hatasara. A grafikonok (A, B, C)
az SVD-ben, (D, E) az OFT-ben és (F) a TST-ben mért viselkedésparamétereket mutatjak (két
utas ANOVA, Fisher post hoc teszt; drlagok+SEM; “p<0,05 és *"p<0,01 vs. megfelels nem
eldkezelt csoportok; **p<0,01 vs. megfelels nem stresszelt csoportok; n=9-11/csoport).
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OFT-ben csak a KRS-nek Kkitett eldkezeletlen és RTX-kezelt csoportok kozott volt
szignifikans kiilonbség a keresztezett treriiletek szaméaban és a mozgassal toltott idoben
(34.D,E dabra). Az RTX elOkezelés jelentésen befolyasolta a keresztezett teriiletek szamat
(F1,35=6,85, p<0,05) és a mozgassal toltott id6t (F135=5,63, p<0,05), azonban sem a KRS
(keresztezett teriiletek: F1.35=1,06, p=0,31; mozgassal toltott id6: F135=1,3, p=0,26), sem az
interakcid (keresztezett teriiletek: Fi135=0,01, p=0,76; mozgassal toltott id6: Fi.35=0,36,
p=0,55) nem fejtett ki hatast. Egyik faktor sem befolyasolta a k6zépsé teriileteken toltott idot
(KRS: F1,35=0,82, p=0,37; RTX: F135=0,88, p=0,36; interakcio: F135=0,01, p=0,92).

A TST-ben mutatott immobilitast sem a KRS (F1,35=1,82, p=0,19), sem az RTX el6kezelés
(F135=0,1, p=0,76), sem az interakci6 (F1,35=0,23, p=0,64) nem befolyasolta (34.F dbra).
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35. abra. Szomatikus valtozasok a KRS utan. A grafikonok (A) a relativ mellékvese és (B)
csecsemOmirigy suly, ill. (C) a testsuly valtozasait mutatjak (A, B: két utas ANOVA, Fisher
post hoc teszt; C: ismételt méréses két utas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt,; atlagok+SEM,

*0<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 vs. megfeleld nem stresszelt csoportok; n=9-11/csoport).
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3.1.3. Szomatikus paraméterek viltozdisa KRS és RTX deszenzibilizdcio utdin

A kronikus stressz mind az eldkezeletlen, mind a deszenzibilizalt allatokban szignifikdnsan
novelte a relativ mellékvese stlyt [mellékvese stuly (mg)/testsuly (g)] (35.4 dbra), mig a
relativ csecsemOmirigy suly [csecsemOmirigy suly (mg)/testsuly (g)] jelentésen csokkent,
szintén az clékezeléstl fliggetleniil (35.B dbra). A KRS jelentés hatasa (F135=13,12,
p<0,001) volt kimutathato a relativ mellékvese stlyra az RTX (F135=0,0065, p=0,94) és az
interakcié (F135=0,3, p=0,59) hatasa nélkiil. Hasonloképpen, a KRS jelentésen (F135=12,45,
p<0,01) befolyasolta a relativ csecsemémirigy sulyt, mig az RTX (F135=0,1, p=0,75) és az
interakcid (F1,35=0,033, p=0,86) hatastalanok voltak.

A nem stresszelt allatok testsilya a kisérlet ideje alatt nem valtozott, mig a stresszelt
csoportok 7-8%-os testsulycsokkenést mutattak, amelyre a deszenzibilizacié nem fejtett ki
hatast (35.C dbra). A testsulyt a kisérlet 4 hete alatt erésen befolyasoltak a kezelések
(F3.245=34,02, p<0,0001), az id6 (F7.245=8,8, p<0,0001) és a kezelés-id6 interakcid
(F21,245=7,46, p<0,0001) is.

3.1.4. A KRS és RTX deszenzibilizdacio hatdsa a stresszhez kapcsolhato agyteriiletek
aktivdcios mintdzatdira

Az InsC-ben a KRS novelte a FosB pozitiv sejtek szamat az elékezeletlen allatokban, ez a
hatas azonban RTX deszenzibilizacié utdn nem volt megfigyelheté (36.4 dbra). Az RTX
(F124=4,44, p<0,05), ill. a KRS és RTX kozti interakcio (F1,24=5,92, p<0,05) is szignifikansan
befolyasolta a FosB immunpozitivitast, a KRS hatdsa azonban 6nmagéban nem bizonyult
jelentésnek (F124=1,12, p=0,3). Az SsC-ben a FosB pozitivitas jelentdsen nagyobb volt a nem
stresszlet deszenzibilizalt csoportban a megfeleld eldkezeletlen csoporthoz képest (36.B
dbra). Az RTX elokezelés jelentds hatast gyakorolt (F124=13,65, p<0,01) a FosB
immunreaktivitasra, a KRS (F1,24=1,72, p=0,2) és az interakci6 (F124=1,02, p=0,32) azonban
nem befolyasolta azt. A DMH-ban az immunpozitiv magok szama mind el6kezeletlen, mind
deszenzibilizalt allatokban novekedett a KRS utan (36.C dbra). A kronikus stressz
szignifikansan befolyasolta (F1,24=30,25, p<0,001) a FosB expressziot az RTX (F1,24=0,26,
p=0,62) és az interakcio (F1,24=0,06, p=0,81) hatasa nélkiil. Ehhez hasonléan, a dRN-ben a
kronikus stressz hatasara az RTX elokezeléstol fliggetleniil nétt a FosB pozitiv magok szdma
(36.D dbra). A stressz itt is jelentds hatast gyakorolt a FosB reaktivitasra (F1,24=23,49,
p<0,001), mig a masik két faktor nem (RTX: F124=0,76, p=0,39; KRS-RTX interakcio:
F124=1,07, p=0,31).
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36. abra. Az RTX deszenzibilizaci6 és a KRS hatasa a FosB immunreaktivitasra. A
reprezentativ képek az InsC-rél késziiltek, a szaggatott vonal az InsC hatarat mutatja, a
skalavonal 200 um-nek felel meg. A grafikonok a FosB pozitiv sejtmagok szamat mutatjak
(A) az InsC-ben, (B) az SsC-ben, (C) a DMH-ban és (D) a dRN-ben (két utas ANOVA, Fisher
post hoc teszt; dtlagok+=SEM; ~"p<0,01 vs. megfelels nem eldkezelt csoportok; *p<0,05,

**n<0,01 és ***p<0,001 vs. megfeleld nem stresszelt csoportok; n=7/csoport).
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A stressz és fajdalom szabalyozasaban fontos egyéb vizsgalt agyteriiletek, az mPFC, az ACC,
a NIST, a PVN, az amygdala, a hippocamous, a PAG és az RVM FosB expresszidja nem
valtozott sem az RTX eldkezelés sem a KRS hatasara. Hasonloképpen, egyik faktor sem
befolyasolta gerincvel6i FHSz-ban a FosB immunpozitivitast (a két utas ANOVA-k
eredményeit Isd. a Melléklet 7. tablazatdban).

3.1.5. A KRS és RTX deszenzibilizdcio hatdsa a periférids Citokin koncentrdaciokra

crcr

stresszelt allatokban. Ez a hatas kronikus stressznek kitett egerekben nem jelentkezett, bar a
stressz onmagaban nem fejtett ki hatast (37.4 abra). A deszenzibilizacié (F1,28=4,8, p<0,05), a
KRS (F1,28=19,21, p<0,001) és a kett6 interakcioja (Fi,286=6,94, p<0,05) is szignifikans hatast
fejtett ki IL-1a koncentraciora. Ehhez hasonloan, az RTX szignifikansan novelte a RANTES
(F128=4,45, p<0,05) és a KRS (F126=5,39, p<0,05) a RANTES szintjét is jelentGsen
befolyasolta, az interakci6 azonban nem (Fi28=1,31, p=0,26). A kronikus stressz az
elokezeletlen allatokban jelentdsen csokkentette a KC koncentraciot (37.C dbra). Ebben az
esetben a KRS fejtett ki jelentds hatast (F1,28=11,56, p<0,01), a masik két faktor hatasa nélkiil
(RTX: F128=3,82, p=0,062; interakcio: F128=0,41, p=0,53). Az t6bbi vizsgalt citokin, az IFNy,
az IL-1B, az IL-4, az IL-10, az MCP-1, a TNFa, a G-CSF és az IL-6 esetében nem talaltunk
jelent6s kiilonbséget a csoportok kozott (a két utas ANOVA-k eredményeit Isd. a Melléklet 8.

’ , s
tablazataban).
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37. abra. Az RTX deszenzibilizacié és a KRS hatasa a citokin koncentraciokra hatsé 1ab
szovetekben. A grafikonok (A) az IL-la, (B) a RANTES-ben ¢s (C) a KC szoveti
koncentraciok valtozasait mutatjak (két utas ANOVA, Fisher post hoc teszt, datlagok+SEM,
p<0,05 és TTp<0,01 vs. megfeleld nem elSkezelt csoportok, *p<0,05, **p<0,01 és
***p<0,001 vs. megfelelé nem stresszelt csoportok; n=7-9/csoport).
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3.2. Osszefoglalas, megbeszélés, kovetkeztetések

Kisérletsorozatunkban kimutattuk, hogy a CRS elsdsorban centralis mechanizmusokhoz
kothetd hiperalgéziat okoz, jelentés viselkedéses eltérések (szorongas, depresszid-szer
viselkedés), periférids nociceptor aktivacié vagy immunolégiai zavarok nélkiil. Eredményeink
alapjan a kapszaicin-érzékeny neuronok fontos szerepet jatszanak az SsC neurondlis aktivitds
és a periférias citokin termelés szabalyozdsdban. Legfontosabb eredményiinkként elséként
irtuk le e neuronok protektiv hatasat a stressz-indukalt mechanikai hiperalgéziaval szemben,
amely feltételezhetden neuroplaszticitdsi folyamatokhoz kothetd a fajdalom és stressz
szabalyozasaban is fontos InsC-ben (3. tdblazat). Ez az elsé szisztematikus kisérletes
vizsgalat, amely e specifikus nociceptor populacio és a kronikus stressz interakcidjara, ill.

ennek fajdalom-feldolgozéasban jatszott szerepére szolgéltat bizonyitékot.

Az RTX-elokezelt allatokban tapasztalt nagyobb stressz-indukalt mechanikai hiperalgézia
latszolag ellentétben 4ll az Gsszes nociceptiv érzé neuron 50-70%-at kitevd kapszaicin-
érzékeny idegsejtek fajdalomérzésben jatszott kozponti szerepével. Ugyanakkor, e neuron-
populécido krénikus fajdalomban jelentkezd mechanikai hiperalgézidban jatszott szerepe
kérdéses. A kapszaicinnel végzett deszenzibiliz4ci6 utan véltozatlan (Xu és mtsai., 2015), mig
TRPV1 génhidnyos egerekben magasabb a mechanikai hiperalgézia (Bolcskei és mitsai.,
2005) kiilonb6z6 neuropatia modellekben. Bar az RTX elékezelés onmagaban elhuz6do
vazizom-hiperalgéziat okoz (Abdelhamid és mtsai.,, 2013a), az akut FST utan kialakuld
muszkuloszkeletalis hiperalgéziara nincs hatassal (Abdelhamid és mtsai., 2013b). Mindezek
alapjan egyértelmii, hogy a kapszaicin-érzé¢keny afferensek az alkalmazott modell
mechanizmusatdl fiiggden daltaldban nem jelentdsek vagy protektivek a mechanikai
hiperalgézia szempontjabol. E neuronok anti-nociceptiv aktivitdsat altaldban periférias
mechanizmusokkal magyarazzak, mint példaul az analgetikus peptid, a Szomatosztatin
felszabadulasa (Pintér és mtsai., 2006). Mindazonaltal, mivel modelliinkben nincs erételjes
periférids nociceptor aktivacio, inkabb a centralis neuronalis aktivacios valtozasok jelentdsége

valdszintisithet6 (Isd. alabb).

A KRS-indukalt hideg hiperalgéziat az RTX-el6kezelés nem befolyasolta, vagyis az utobbi
hatasa specifikus volt a mechanikai hiperalgéziara és valdsziniileg centralis szenzitizacid
révén jon létre. A mechanikai hiperalgézia kialakuldsdban ugyanis periférids és centralis
mechanizmusok is részt vesznek, a hideg hiperszenzitivitds azonban dominansan periférias
mechanizmusokhoz koétheté (Ji és mtsai., 2007). A kronikus stressz a fijdalmas meleg

kiiszobot nem befolyasolta, azonban a deszenzibilizacid jelentdsen megemelte azt, ami
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Osszhangban van a kapszaicin-érzékeny idegsejtek termonocicepcioban jatszott kozponti
szerepével (Bolcskei és mtsai., 2010; Borbély és mtsai., 2015). A KRS-indukalt meleg
hiperszenzitivitds hidnya 0sszhangban van patkanyokkal végzett hasonldé KRS vizsgalatok
eredményeivel (Bardin ¢és mtsai., 2009) ¢s mas allatmodellekbdl (pl. kronikus izileti
gyulladas; Borbély és mtsai., 2015) nyert adatokkal. Egyéb stressz-paradigmak esetében
azonban kimutattdk a termalis hiperalgézia kialakuladsat is (Suarez-Roca és mtsai., 2006a;
2006b; Nishiyori és Ueda, 2008). Ezek az irodalmi ellentmondasok valdsziniileg a kiilonb6z6
vizsgalatokban hasznalt eltéré stresszoroknak és fajdalomteszteknek tulajdonithatok. A
modelliinkben talalt valtozatos, modalitas-specifikus valtozasok, ill. a hiper- ¢és anti-
nociceptiv hatasok egyiittes eléforduldsa dsszhangban vannak a klinikai (Ugeyler és mtsai.,

2013) és allatkisérletes (Borbély és mtsai., 2015) tapasztalatokkal kronikus fajdalomban.

Mivel az emociondlis allapot jelentésen befolyédsolja a fajdalomérzést és szabalyozast, a
szorongast és a depresszio-szerii viselkedést is analizaltuk modelliinkben. Az SVD-ben
tapasztalt fénypreferencia novekedés, amely kronikus stressz-paradigmak esetében
maladaptiv valaszként, ,,tompult emocionalitasként™ is interpretalhato (Isd. korabban), érdekes
modon az RTX-deszenzibilizdcido utdn nem volt kimutathatd. A TRPV1 génhidnyos egerek
csOkkent szorongdsat (Marsch és mtsai., 2007) és depresszid-szerli viselkedését (You és
mtsai., 2012), ill. az RTX-deszenzibilizacié antidepresszans-szeri hatasat (Abdelhamid és
mtsai., 2014) is leirtak mar akut stresszhelyzetekben, azonban adataink bizonyitottak elséként
az RTX hosszantart6 hatasat a kronikus stresszre adott viselkedéses valaszban. A tapasztalt
viselkedéses eltérések az RTX tartds hatdsdra utalnak a centrdlis TRPV1-et expresszald
elemeken, amelyeket szdmos stresszhez kothetd agyteriileten leirtak (pl. hippocampus,
amygdala, hypothalamus; Martins és mtsai., 2014). Korabban a [?H]RTX k&tddés csokkenését
mutattdk ki szdmos agyteriileten szisztémas kapszaicin kezelés utan patkanyokban (AcS és
mtsai., 1996). Hasonld valtozasok az RTX kezelés utan is bekdvetkezhetnek, azonban a

periférids deszenzibilizaci6 indirekt hatdsa sem zarhat6 ki.

Direkt 0sszefiiggés az SVD-ben mutatott viselkedés €s a nociceptiv paraméterek kozott az
irodalmi adatok alapjan nem feltételezhetd. Mivel az RTX-KRS interakcio nem befolyasolta
az OFT-ben és TST-ben mutatott viselkedést és hatasa a fénypreferenciara ellentétes iranyu
volt a mechanikai hiperalgézia valtozasaval, az utobbi nem egy altalanos viselkedési zavar
része. A deszenzibilizacidé nem befolyasolta a HPA-tengely aktivitasat jelz6 szomatikus
paramétercket, vagyis hatasaiban valdszintileg a stressz-indukalt endokrin valasz valtozasali

sem vesznek részt.
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3. tablazat. Az RTX clokezelés hatasai. ill. a KRS-re adott nociceptiv, viselkedéses,

neuroendokrin, neuronalis és immunoldgiai valaszok nem el6kezelt és RTX-el6kezelt

Immunhisztokémiai vizsgalataink szerint az RTX-elokezelés hossza tava hatast képes
kifejteni az SsC FosB expressziojara, ami a periférias bemenet valtozasanak kovetkezménye
lehet. A kapszaicin-deszenzibilizacié az SsC szomatoszenzoros mechanoreceptiv mezdinek

kiterjedését okozza (Nussbaumer és Wall, 1985). Ezt az SSC neuronok GABAAa-kozvetitett




gatlo beidegzésének csokkenése okozza, amit fizioldgiasan a kapszaicin-érzékeny C-rostokbol
érkez6 bemenet tart fent (Farazifard és mtsai., 2005). Mindez &sszhangban van az RTX-
elokezelt allatokban talalt nagyobb SsC aktivitassal, ami 6nmagaban nem fejt ki hatast a
mechanonocicepciora, de szerepe lehet a KRS-indukalt mechanikai hiperalgézia
fokozoddasaban. Ez a feltételezés azokon a klinikai vizsgalatokon alapul, amelyek felvetették a
szenzoros-diszkriminativ rendellenességek szerepét kronikus fajdalomban (Pleger és mtsai.,
2006).

Modelliinkben az RTX-elokezelt allatokban tapasztalt nagyobb KRS-indukalt mechanikai
hiperalgéziat a FosB immunreaktivitas csokkenése kisérte az InsC-ben, ami anti-nociceptiv
mechanizmus miikodésére utal ebben a strukturaban. Az ismételt forced swim stressz néveli a
mechanikai hiperalgéziat, ugyanakkor csokkenti a AFosB expressziot az InsC-ben egy
gyulladasos fajdalommodellben (Imbe és Kimura, 2015). Kovetkezésképpen, altalanosan
elfogadott szerepe mellett a kronikus fajdalom kialakulasaban és fenntartasaban (Quintero,
2013), anti-nociceptiv aktivitas is feltételezhetd az InsC-ben, ami kiilondsen jelent6snek tlinik
a stressz-indukalt nociceptiv valtozasokban. Utdbbi valoszinlileg az InsC Kkiterjedt
kapcsolatainak tulajdonithaté a leszallo anti-nociceptiv rendszerek, példaul a PAG és az RVM

felé (Jasmin és mtsai., 2004).

A glutamat szint valtozasai az InsC-ben (Harris és mtsai., 2008), diszinhibicios
mechanizmusok az SsC-ben (Lim és mtsai., 2015), ill. a kett6 kozti funkcionalis konnektivitas
valtozasai (Kim és mtsai., 2015) egyarant fontos szerepet jatszanak az abnormalis fajdalom-
feldolgozasban FM-ben.. A modellinkben kimutathatd aktivitasvaltozasok e kérgi
struktardkban szintén Osszefiigghetnek funkcionalis kapcsolataik modosulésaval, azonban a
pontos mechanizmusok tisztdzadsdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. E folyamatok
Osszefligghetnek a periférids bemenet modosuldsaval, azonban az RTX kdzvetlen, hosszu tava

hatdsa sem zéarhat6 ki az agyi TRPV1 expresszald neuronokon.

A DMH és a dRN megnovekedett FosB expresszidja a KRS utan ezeknek a struktiraknak a
jelentéségére utal modelliinkben. A DMH fontos szerepet jatszik a neuroendokrin €s autondm
stressz-valaszban és jelentOsége van a stressz hatdsara l1étrejovo hiperalgézia kialakulasaban
is, az RVM féjdalomérzést fokozo neuronjait célzé kolecisztokininerg projekcidkon keresztiil
(Wagner és mtsai., 2013). A dRN szintén fontos szerepet jatszik mind a stressz (Lowry és
mtsai., 2008) mind a nocicepcié (Amorim és mtsai., 2014) szabalyozasaban. Erdekes modon a
FosB immunreaktivitds nem valtozott a tobbi vizsgalt agyteriileten. Mindazonaltal, az InsC ¢és

a DMH feltételezhetden egyéb fajdalomszabélyoz6 struktirak aktivitdsanak befolyasolasa
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révén fejtik ki hatasukat, azonban mas jelatviteli mechanizmusokon keresztiil. Példaként, a
KRS az ERK aktivaciojat okozza az RVM-ben (Imbe és mtsai., 2004), ahol mi nem talaltunk
FosB expresszid novekedést. Ez feltehetden e két aktivitasfiiggd faktor eltérd szabalyozasanak

tulajdonithaté (Nygard és mtsai., 2015).

A gerincveloi FHSz a periférias nociceptorok elsddleges célpontja, amelyben a FosB
immunreaktivitas novekedését mutattak ki kronikus fajdalom esetén (Luis-Delgado és mtsai.,
2006). Mivel modelliinkben az FHSz FosB expresszidja nem valtozott, a spinothalamicus
palya aktivitasa a periférias rostok feldl nem fokozodik. Az RTX hatasara 1étrejovo agyi
neuroplaszticitasi folyamatok a periférids szomatoszenzoros bemenet olyan valtozésaibol
eredhetnek, amelyek nem okoznak jelentds, ,neuropatia-szerli” aktivitdsfokozodast a

gerincvelOben.

Széles korben feltételezik, hogy a periférias szovetekben az anti- és pro-inflammatorikus
citokinek egyenstlyanak zavara jelent6s tényez6 a kronikus fajdalomallapotokban, példaul
FM-ben, azonban az ezzel kapcsolatos klinikai eredmények igen ellentmondasosak (Salemi és
mtsai., 2003; Blanco és mtsai., 2010; Ugeyler és mtsai, 2011; 2014). Mivel modelliinkben a
KRS jelentdsen nem befolydsolta a periférias citokin termelést, a nociceptiv valtozasok
valosziniileg nem immunoldgiai folyamatok kovetkezményei. Erdekes moédon azonban a
kapszaicin-érzékeny neuronok defunkcionalizalasa szelektiven novelte az IL-la és a
RANTES bazalis szintjét. Bar a periférids szenzoros neuronok szerepe a citokinek
expresszidjanak szabalyozasaban mar ismert (Ordovas-Montanes és mtsai., 2015), ezek az
elsé adatok, amelyek a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok szabalyozo6 (gatlo) szerepét
bizonyitjadk az IL-lo és a RANTES bazalis (, housekeeping”) termelddésében. A KRS
jelentdsen csokkentette az RTX-indukalt valtozasokat, a KC szintjét pedig csokkentette, ami a
stressz €s a szenzoros rendszerek kozti interakciot bizonyitja a periférias immunvalaszok
szintjén.

Osszefoglalva, eredményeink elséként bizonyitjak, hogy a kapszaicin-szenzitiv neuronok
funkciondlis sértése specifikusan fokozza a kronikus stressz-indukalt mechanikai
hiperalgéziat. ami modalitas-fiiggd gatldé funkcidjukra utal. Kisérletes adataink elésegithetik a
kozponti- €s periférids érz6 idegrendszer és a stressz kozotti dsszetett interakciok felderitését,
ill. azoknak a meglepd klinikai megfigyeléseknek a megértését, amelyek kronikus fajdalmat

és hiperalgéziat kisérd vékonyrost hianyt mutattak ki FM-ben (Ugeyler és mtsai., 2013).
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES
EGYSEGES ERTELMEZESE

1. Elsoként mutattuk ki, hogy az ssts receptorok aktivacidja szorongascsokkentd és
antidepresszans-szerii hatasokat kozvetit akut stressz-szituaciokban, egérmodellekben.
Ezek a hatdsok a stresszhez kothetd agyteriileteken a stresszre adott akut neuronalis vélasz
modositasan keresztiil jonnek 1étre, amiben az amygdalaban talalhato ssts receptorok szerepe
tlinik kiilondsen jelentOsnek. Bar a szomatosztatint expresszald neuronok kdzponti szerepét az
emociondlis €s stressz-szabdlyozdsban szamos irodalmi adat tdmasztja ald, az itt bemutatott

eredményeink az els6k, amelyek az ssts receptor szerepét bizonyitjak e folyamatokban.

2. Bizonyitottuk az ssts receptor szerepét a pszichiatriai betegségek szempontjabol nagy
transzlacios jelentoségii kronikus variabilis stresszre adott valaszokban is. A receptor
hianya komplex modon befolydsolja a kronikus stressz-szenzitivitast, dontéen maladaptiv
viselkedéses valtozasokat és a HPA-tengely aktivacidjat eldsegitve. Ezek a folyamatok
szintén az amygdala stresszre adott valaszanak moédositisahoz kothetk. Osszefoglalva,
adataink arra utalnak, hogy az ssts receptor a stresszhez kotheté pszichiatriai
megbetegedésekben igéretes gyogyszercélpont lehet. EbbOl a szempontbol lényeges
megemliteni az sst4 aktivacio fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd hatasait, figyelembe
véve a kronikus fajdalomallapotok és a depresszid gyakori egylittes eldfordulasat. Szintén
érdemes megjegyezni, hogy a szomatosztatin valtozatos endokrin hatasainak kozvetitésében
az sst4 nem vesz részt (Szemben a stressz-szabalyozasban szintén jelentés ssto-vel), igy az

ebbdl szarmazd mellékhatasokkal nem kell szamolni.

3. Elsoként irtuk le, hogy a kapszaicin-érzékeny neuronok deszenzibilizaciéja fokozza a
kronikus stressz hatasara létrejové mechanikai hiperalgéziat. Ez a hatds az eredmények
alapjan modalitas-specifikus, nem egy altalanos viselkedéses vagy endokrin zavar
kovetkezménye. A jelenség az agyi fajdalom-feldolgozasban résztvevd strukturdk
aktivitasanak modosulasdhoz kothetd, mig a periférids nociceptorok aktivitasfokozddasa és az
immunologiai valtozasok szerepe nem valoszinii. E kovetkeztetéseknek fontos szerepe lehet a
stressz €s kozponti, ill. periférids nociceptiv rendszerek interakcidinak megértésében. E kérdés
jelentdségét a pszichologiai faktorok kronikus fajdalomallapotokban jatszott szerepe emeli Ki.
Eredményeink hozzdjarulhatnak a stresszhez kotédé fajdalomallapotok, példaul az FM
patomechanizmusanak megértéséhez, figyelembe véve az utdbbiban kimutatott paradox

vékonyrost patologiat.
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A stresszhez kothetd betegségek nagy klinikai jelentdsége miatt a stressz-szabalyozas
mechanizmusainak tisztazasa vilagszerte intenziv kutatasok targya. Vizsgdlataink a stressz
Osszetett folyamataiban eddig ismeretlen tényezOket deritettek fel. A dolgozatban leirt
jelenségek tovabbi részletes vizsgalata ujabb pszichofarmakologiai és kronikus fajdalomra

hato agensek kifejlesztéséhez jarulhat hozza.
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MELLEKLET

Két utas ANOVA

Stressz (TST) J-2156 Interakcio

F123 p Fi23 p F123 p
dRN 29,59 | <0,01 | 15,15 | <0,01 | 9,68 | <0,01
EWcp 10,7 | <0,01 | 3,73 | 0,066 | 1,81 0,19

dPAG | 62,2 | <0,01| 7,86 | <0,05| 11,2 | <0,01
IPAG | 147,2 | <0,01 | 9,67 | <0,01 | 81 | <0,01
pPVN | 55,2 | <0,01 | 0,37 | 0,55 | 0,11 | 0,75

mPVN | 15,85 | <0,01 | 1,2 0,29 | 426 | 0,051

VLS 42,54 | <0,01 | 19,05 | <0,01 | 22,77 | <0,01
dLsS 483 | <0,05| 7,14 | <0,05 | 5,45 | <0,05

ovNIST | 26,6 | <0,01 | 516 | <0,05 | 4,73 | <0,05
dINIST | 22,43 | <0,01 | 4,18 | 0,053 | 5,6 | <0,05
dmNIST] 38,67 | <0,01 | 6,39 | <0,05 | 15,55 | <0,01

vNIST | 30,52 | <0,01 | 4,76 | <0,05 | 5,07 | <0,05
CeA 28,24 | <0,01 | 261 | 0,12 | 1,49 | 0,24
BLA | 49,67 | <0,01 | 7,27 | <0,05 | 3,72 | 0,066
MeA | 3184 | <0,01| 1,14 0,3 1,09 | 0,31

1. tablazat. A két utas ANOVA eredményeinek Osszefoglalasa, amelyet a TST és a J-2156,
ill. interakcidjuk Fos immunpozitiv sejtmagszamra kifejtett hatdsdnak analiziséhez

hasznaltunk a vizsgélt agyteriileteken.
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Két utas ANOVA

Stressz (FST) | Genotipus Interakcié

Fi1,18 p Fi1s p Fi1,18 p
dRN | 17,74 | <0,01 | 0,039 | 0,85 | 0,68 | 0,42
EWcep | 1,69 | 0,21 | 0,009 | 093 | 0,36 | 0,56
dPAG | 0,27 | 0,612 | 4,06 | 0,059 | 0,33 | 0,58
IPAG | 9,14 | <0,01 | 3,96 | 0,062 | 0,11 | 0,75
pPVN | 356,6 | <0,01 | 1,26 | 0,28 | 1,47 | 0,24
mPVN | 261,6 | <0,01 | 2,2 0,16 | 0,54 | 0,47
vLS | 69,02 | <0,01 | 3,76 | 0,068 | 5,03 | <0,05
dLS 8,15 | <0,05| 6,68 | <0,05| 0,97 | 0,34

ovNIST | 29,78 | <0,01 | 1,45 | 0,24 | 2,61 | 0,12
dINIST | 63,19 | <0,01 | 0,84 | 0,37 | 1,48 | 0,24
dmNIST] 80,43 | <0,01 | 0,69 | 0,42 | 0,036 | 0,85
vNIST | 98,78 | <0,01 | 0,004 | 0,95 0,1 0,76
CeA | 6558 | <001 | 1,87 | 0,19 | 6,19 | <0,05
BLA | 28,70 | <0,01 | 098 | 0,34 | 0,28 | 0,61

MeA | 26,47 | <0,01| 01 0,76 | 4,78 | <0,05

2. tablazat. A két utas ANOVA eredményeinek dsszefoglalasa, amelyet az FST és az Sstr4
gén-delécio, ill. interakcidjuk Fos immunpozitiv sejtmagszamra kifejtett hatdsanak
analiziséhez hasznaltunk a vizsgalt agyteriileteken (a VLS és a MeA esetében az interakcio, a
dLS esetében pedig a genotipus ANOVA-val talalt szignifikans hatasa ellenére a post hoc

tesztben nem talaltunk kiilonbséget az Sstr4*'* és Sstrd™ csoportok kozott).
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Ismételt méréses két utas ANOVA

Interakciok
~
= %
§ 2 g <% & & 2
S =3 = ) > * =
E 3 § % 0 E
2 7 2 %
=) < 2 5
S N
g E g
'E‘
Fiza| p |Fiaa| p |Fisa| p |[Fuzaa| p |[Fuaa| p Fiza| p Fiza | p
Vilagos
térfélben | 0,13 0,72 |2,25| 0,14 | 0,65 | 0,43 |0,006| 0,94 | 4,38 |<0,05| 5,79 |<0,05| 2,07 | 0,16
toltott ido
Vilagosba
SVD| Ilépések [<0,01 0,99 (3,77|0,06 | 0,34 | 0,56 |0,045| 0,83 | 8,29 [<0,01]| 6,84 |<0,05| 3,42 (0,073
szama
Vilagosba
lesések ]0,58|045| 2 |0,17 |42,91|<0,01| 1,26 | 0,27 | 0,48 | 0,5 | 0,89 | 0,35 |<0,01|0,98
szama
TST 6 |<0,05|0,17|0,68 |14,05|<0,01| 1,68 | 0,2 | 3,49 | 0,07 | 5,37 |<0,05| 8,86 |<0,01
FST 0,5 | 0,49 |38,6|<0,01| 5,01 |{<0,05| 8,14 |<0,01{10,83|<0,01|15,63|<0,01| 16,2 |<0,01
1\/.[.01“ga§s2},l 169| 0,2 |6,68|0,01 |47,55(<0,01|0,09 [ 0,77 | 0,41 | 0,53 | 3,87 |0,057| 1,14 | 0,29
toltott ido
Keresztezett
OFT | négyzetek | 2,37 | 0,13 |7,47|<0,01| 54 |<0,01|1,16 | 0,29 | 2,06 | 0,16 | 2,02 | 0,17 | 1,23 | 0,28
szama
Kozépen |4 06| 0,31 |6,31|<0,0546,13|<0,01| 0,67 | 0,42 | 0,38 | 0,54 | 2,15 | 0,15 | 0,08 [0,78
toltott ido
SPT 0,55 0,46 [4,78|<0,05| 3,38 | 0,08 | 1,27 | 0,27 | 0,91 | 0,35 | 0,94 | 0,34 | 1,31 | 0,26

3. tablazat. Az ismételt méréses két utas ANOVA eredményeinek 0sszefoglaldsa, amelyet a

KVS, az Sstrd gén-delécio és a tesztek ismétlésének, ill. ezek interakcidinak viselkedésre

kifejtett hatasanak analiziséhez hasznaltunk az SVD-ben, a TST-ben, az FST-ben, az OFT-

ben és az SPT-ben (SPT-ben az ANOVA a genotipus jelentds hatasat mutatta, azonban a post

hoc teszttel nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott).
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Két utas ANOVA
KVS Genotipus | Interakcio
F134 p Fi34 p Fi134 p
A vilagos térfélben toltdtt | | 50 | ) 05| 579 |<0.05| 2.07 | 0.16
ido valtozasa
syp| AVviligosbalépések | g9 | 01| 684 |<005| 3.42 |0.073
szamanak valtozasa
A viligosba lesések | \a | 5 | g9 | 0.35 |<0.001]| 0.98
szamanak valtozasa
TST | Az immobilitas valtozasa | 3.49 | 0.07 | 5.37 |<0.05| 8.86 |<0.01
FST | Azimmobilitds valtozasa | 10.83|<0.01|15.63|<0.01| 162 |<0.01
A mozgissal toltottidd | ) 2 | 55 | 412 | 005 | 121 | 0.28
valtozasa
OFT | A keresztezett négyzetek | » oo | 16 | 209 | 017 | 1.23 | 0.28
szamanak valtozasa
A Kozépen toltottidé | ) 1 | 53 | 299 | 0.14 | 0.088 | 0.77
valtozasa
spT | A szacharézpreferencia |2, | 64 | 113| 03 | 114 | 03
valtozasa

4. tablazat. Az két utas ANOVA eredményeinek Osszefoglalasa, amelyet a KVS ¢és az Sstrd
gén-delécio, ill. ezek interakcidjanak a viselkedésparaméterek valtozasara kifejtett hatasanak

analiziséhez hasznaltunk az SVD-ben, a TST-ben, az FST-ben, az OFT-ben és az SPT-ben.

Két utas ANOVA
KVS Genotipus Interakcio
Fi134 p Fi34 p Fi34 p
Relativ mellékvese sily 4429 | <0.01 | 9.84 | <0.01 | 1.05 | 0.31
Relativ csecsemémirigy suly | 18.5 | <0.01 | 5.14 | <0.05 | 0.52 | 0.47
Plazma kortikoszteron 0.27 | 0.61 | 12,58 | <0.01 | 0.006 | 0.94
Testsuly 17.06 | <0.01 | 27.36 | <0.01 | 0.69 | 0.41

5. tablazat. A két utas ANOVA eredményeinek Osszefoglalasa, amelyet a KVS ¢és az Sstr4

gén-delécio, ill. ezek interakcidjanak a neuroendokrin és szomatikus paraméterekre kifejtett

hatasanak analiziséhez hasznaltunk.
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Két utas ANOVA

KVS Genotipus Interakcio

F134 p Fi34 p Fi34 p

CeA 416 | <0.05 | 10.67 | <0.01 | 9.26 | <0.01

BLA 298 | 0.094 | 148 | 0.23 | 6.44 | <0.05
MeA 104 | 032 | 0.14 | 0.71 | 0.48 | 0.49
ovNIST | 041 | 053 | 212 | 0.16 | 1.46 | 0.24
dINIST | 055 | 046 | 208 | 0.16 | 0.99 | 0.33

dmNIST| 098 | 0.33 | 3.49 | 0.072 | 0.09 | 0.77
VNIST | 033 | 0.57 35 | 0070 | 0.64 | 043
CAl <0.01 | 0.997 | 0.16 | 0.69 | 1.18 | 0.29
CA2 0.091 | 0.77 | 0.065| 0.8 | 3.51| 0.07
CA3 0.006 | 0.94 0.8 0.38 | 3.65 | 0.065
DG 0.74 0.4 194 | 017 | 22 | 0.15

vLS 0.003 | 0.96 | 0.008 | 0.93 | 5.12 | <0.05

dLsS 0.11 | 0.74 0.1 0.75 | 4.43 | <0.05
pPVN 15 | 022 | 239 | 013 | 285 | 0.1
mPVN | 0.14 | 0.72 | 0.85 | 0.36 | 3.92 | 0.057
dRN 091 | 035 | 3.29 | 0.079 | 1.59 | 0.22
EWcp 216 | 015 | 3.24 | 0.081 | 0.24 | 0.63
dPAG 097 | 0.33 | <0.01| 098 | 1.02 | 0.32
IPAG 41 |0.052| 039 | 054 |0.78 | 0.38

6. tablazat. A két utas ANOVA eredményeinek Osszefoglalasa, amelyet a KVS és az Sstr4
gén-delécio, ill. interakcidojuk FosB immunpozitiv sejtmagszdmra kifejtett hatdsanak
analiziséhez hasznaltunk a vizsgélt agyteriileteken (a VLS és a dLS esetében az ANOVA az
interakcio szignifikdns hatasat mutatta, azonban a post hoc tesztben nem talaltunk

kiilonbséget a csoportok kozott).
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7. tablazat. A két utas ANOVA eredményeinek 0Osszefoglalasa,

Két utas ANOVA

KRS RTX Interakcio

F124 p F124 p F124 p
mPFC | 0,65 | 0,43 | 0,003 | 0,96 | 0,98 | 0,33
ACC 225 | 015 | 0,17 | 0,69 | 0,62 | 0,44
ovNIST | 1,11 | 0,3 | 0,057 | 0,81 | <0,01 | 0,98
dINIST | 0,28 | 0,6 | 0,032 | 0,86 | 0,062 | 0,81
dmNIST] 0,064 | 0,8 | 0,039 | 0,85 | 0,007 | 0,94
vNIST | 3,08 | 0,092 | 0,23 | 0,64 | 0,046 | 0,83
pPVN | 0,19 | 0,66 | 0,16 | 0,69 | 2,97 0,1
mPVN | 0,79 | 0,38 | 1,13 | 0,3 | 0,005 | 0,95
CeA 10068 | 08 | 000409 | 032 | 0,58
BLA 0,16 | 0,7 | 0,023 | 0,88 | 0,94 | 0,34
MeA 0,12 | 0,73 | 0,085 | 0,77 | 2,2 0,15
CAl 0,27 | 061 | 0,08 [ 0,86 | 0,68 | 0,42
CA2 |0045| 0,83 | 1,02 | 0,32 | 0,44 | 0,52
CA3 0,26 | 0,62 | 0,003 | 0,96 | 0,061 | 0,81
DG 041 | 053 | 0,29 | 06 | 052 | 0,48
IPAG | 193 | 0,18 | 0,34 | 0,57 | 0,31 | 0,58
dPAG | 032 | 058 | 0,94 | 034 | 281 | 0,11
RvVvM | 095 | 0,34 | 0,39 | 0,54 | <0,01 | 0,99
FHSz | 029 | 06 | 046 | 051 | 0,28 | 0,6

amelyet az RTX

deszenzibilizacido és a KRS, ill. interakcidjuk FosB immunpozitiv sejtmagszamra kifejtett

hatadsanak analiziséhez haszndltunk a vizsgalt agyteriileteken és a lumbdlis gerincvelé FHSz-

ben.
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Két utas ANOVA
KRS RTX Interakcio
Fi1.28 p Fi28 p Fi28 p

IFNy | 012|073 | 1.17 | 0.29 | 0.96 | 0.33
IL-18 1091 | 0.35 | 0.05 | 0.82 | 3.99 | 0.056
IL-4 014 071|173 | 02 | 01 | 0.75
IL-10 | 0.49 | 0.49 | 0.015| 0.91 | 0.18 | 0.67
MCP-1]1241 013 | 112 | 0.3 | 19 | 0.18
TNFa | 0.33 | 0.57 | 5.14 |<0.05| 0.17 | 0.68
G-CSF |0.035| 0.85 | 0.73 | 04 | 0.11 | 0.74
IL-6 0.02 | 089 | 0.35 | 0.56 | 244 | 0.13

8. tablazat. A két utas ANOVA eredményeinek Osszefoglaldsa, amelyet az RTX
deszenzibilizaci6 és a KRS, ill. interakcidjuk citokin koncentraciokra kifejtett hatdsanak
analizisekor hasznaltunk a hats6 1ab szovetekben (a TNFa esetében az ANOVA az RTX

szignifikans hatasat mutatta, azonban a post hoc tesztben nem talaltunk kiilonbséget a

csoportok kozott).
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