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1. Alkalmazott roviditések és idegen szavak gyilijteménye

5-HT szerotonin
ACTH adrenocorticotrop hormon

ANOVA analysis of variance

AP-1 aktivator protein komplex 1

ARS akut restraint stressz

BLA basolateral nucleus of amygdala / nucleus basolateralis amygdalae
BNST bed nucleus of the stria terminalis / nucleus interstitialis striae terminalis
BNSTad BNST anterodorsalis almagja

BNSTdI BNST dorsolateralis almagja

BNSTdm BNST dorsomedialis almagja
BNSTfu BNST fusiformis almagja

BNSTif BNST intrafascicularis almagja

BNSTov BNST ovalis almagja

BNSTtr BNST transversalis almagja

BNSTv BNST ventralis almagja

CART cocaine- és amphetamine-regulated transcript
CeA central amygdala / nucleus centralis amygdalae
CORT corticosterone

cpm count per minute

CRF corticotropin-releasing factor

CRFIR corticotropin-releasing factor receptor, 1. tipus
CRF2R corticotropin-releasing factor receptor. 2. tipus
CRF3R corticotropin-releasing factor receptor 3. tipus
CVMS chronic variable mild stress / kronikus variabilis enyhe stressz
DAB diamino-benzidine

DMH dorsomedialis hypothalamus

DR dorsal raphe nucleus / nucleus raphe dorsalis

extended amygdala tagabb értelemben vett amygdala

EW Edinger-Westphal mag

EWcp centrally projecting Edinger-Westphal nucleus / kézponti projekcioja Edinger-
Westphal mag

EWpg preganglionaris Edinger-Westphal mag
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GABA gamma aminobutyric acid / gamma amino vajsav

GR glukokortikoid receptor

HPA hypothalamo-pituitary-adrenocorticalis / hypothalamus-hypophysis-

mellékvesekéreg

IEG immediate early gene / azonnali gén

iIPFC infralimbikus prefrontalis cortex

KO knock out

LC locus coeroleus

MeA medial nucleus of amygdala / nucleus medialis amygdalae

MDD major depressive disorder

mPFC medialis prefrontalis cortex

MR mineralokortikoid receptor

NGS normal goat serum

NPY neuropeptid Y

NTS nucleus tractus solitarii

PBS phosphate buffered saline

periPVN PVN koriil talalhato GABAerg neuronokbol allo gytri

PFC prefrontalis cortex

pIPFC prelimbikus prefrontalis cortex

PTSD posttraumatic stress disorder

PVN paraventricular nucleus of the hypothalamus / nucleus paraventricularis
hypothalami

PVNdp regio dorsalis parvocellularis nuclei paraventricularis

PVNmM magnocellular part of paraventricular nucleus / nucleus paraventricularis pars
magnocellularis

PVNmpd regio parvocellularis medialis nuclei paraventricularis

PVNmpv regio parvocellularis ventromedialis nuclei paraventricularis

PVNp parvocellular part of paraventricular nucleus / nucleus paraventricularis pars
parvocellularis

PVNpm regio magnocellularis posterior nuclei paraventricularis

RIA radioimmunassay

rpm revolutions per minute

S1 elsédleges somatosensoros kéreg, a bajuszszalak reprezentacios teriilete (barrel

cortex)



SAM

SEM
SHRP
Ucnl
Ucn2
Ucn3

sympatho-adrenomedullary/  sympathicus
rendszer

standard error of the mean

stress hyporesponsive period

urocortinl

urocortin2

urocortin3

idegrendszer

mellékveseveld



2. Bevezetés

2.1. A stressz fogalmanak kialakulasa

Claude Bernard irta le el6szor a szervezet belsd kornyezetének — az un. ,,milieu interne”-jének
— allandosagat, amely fliggetlen (autoném) a kiils6 kdrnyezettél (Bernard 1865, Cannon
1929). Késébb az amerikai Walter B. Cannon a belsé allandosagot homeostasis-nak nevezte
el. A homeostasis, vagyis ,,stabilitas allandosag altal” fogalma Osszegzi azon fiziologiai
valtozokat, melyek sziik hatarokon beliil oszcillalnak és hozzajarulnak a szervezet egységének
fenntartdsahoz (Cannon 1929). Cannon az autondém idegrendszert, és ezen belill a
sympathicus idegrendszer kiemelt jelentOségét hangsulyozza az allanddsag megtartasaban
(Cannon 1929). A sympathico-adrenalis rendszer a szervezetet a catecholaminok altal
szabalyozza, és aktivacidja felel a Cannon-i ,,Fight, fright or flight!” (Harcolj, vagy fuss!)
reakciokért (Cannon 1929, Selye 1971). Bernard és Cannon felismerték a Szervezet
vészreakciojat, azonban a stressz fogalmat elészor Selye Janos vezette be 1936-ban. Selye
szerint a stressz a szervezet nem specifikus valasza valamely potencidlisan fenyegetd hatasra
(Selye 1936). A stresszt egy kiilsé hatas (inger), az ugynevezett stresszor idézi eld, mely
kivalthatja a stresszvalaszt. A stresszvalasz célja a homeostasis védelme ¢€s helyreallitasa
(Selye 1971). Egy adott inger viszont eltérd valaszt valthat ki egyénenként, és ugyanazon
inger az adott egyedben eltérd valaszreakciokat indukéalhat (Levine 2005).

Selye, Cannon és Bernard klasszikus elméletei a szervezet belsd allandosagat, annak
megtartasat helyezik kozéppontba, amely a tuléléshez nélkiilozhetetlen élettani valtozok (vér-
¢s folyadékvolumen, pH-érték, oxigénszaturacid, vérnyomas, ionhdztartds) normal
tartomdnyban tartdsara irdnyulnak (Cannon 1929, Selye 1971). A homeostasis a fizioldgiai
folyamatok dinamikus egyensulyanak fenntartdsan alapszik. Mivel az élettani paraméterek
idében folyamatosan valtoznak; az egy adott id6pillanatban kialakult valtozas besziikitheti a
stresszvalasz-készséget (McEwen 2002). A stresszvalasz behataroltsaganak, azaz a
megkiizdési ,,coping” kapacitasnak pontosabb leirdsahoz Sterling és Eyer vezette be allostasis
fogalmat, amelyet késobb Bruce McEwen pontositott (Sterling és Eyer 1988, McEwen 2000).
Az allostasis tulajdonképpen a homeostasis fogalmanak azon kiterjesztése, amely magaban
foglalja azokat a szélesebb tartomanyokban valtozé faktorokat is, amelyek nem tartoznak a
klasszikus Cannon-i a homeosztatikus tényezokhoz, de befolyasoljak a homeostasis

tartja a szervezet (homeostasis), amit viszont befolyasol a cardiovascularis-, a metabolikus- és
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immunrendszer, valamint a kozponti idegrendszer is. Utdbbiak azonban igen széles
tartomanyban valtoztatjak aktivitasukat a kiilsd €s belsé hatasoktol fiiggden (allostasis).
Sterling és Eyer az allostasist a vérnyomas diurnalis ingadozasdn szemléltette: reggeli
¢bredéskor a vérnyomas ¢€s a szivfrekvencia is emelkedik, ezért agyunk vérdramlésa is nd,
segitve tudatunk megtartasit (McEwen 1998). Mint latjuk, ez a kis vdltozds nem
elengedhetetleniil sziikséges tulélésiinkhoz, de nélkiilozhetetlen szervezetlink idealis
mukdodéséhez, beleértve azt is, hogy a stresszre a lehetd legidealisabb valasszal reagaljunk. Az
allostasis fogalma kimondja, hogy szervezetiink képes valtozasok altal elérni a stabilitast, igy
biztositva szervezetiink megfeleld felkésziiltségét az adott fenyegetésre (McEwen 2002,
Levine 2005). Az allostasis besziikiilt allapota €és a szervezet allostaticus késziiltségi szintje
beszlikitheti a stresszvalaszt, ezzel jelentdsen moddosithatja adott pillanatban a stressz
adaptacios készséget (McEwen 2002).

Ma a stresszt altaldban ugy hatarozzuk meg, mint az egyén fizioldgiai és/vagy pszichologiai
integritasat veszélyeztetd, vélt vagy valos fenyegetés, mely fiziologiai és/vagy viselkedésbeli

valaszreakciohoz vezet (McEwen 2000).
2.2. A stresszvalasz szabalyozasa

A stresszvalasz feladata a taléléshez nélkiilozhetetlen adaptacido meginditasa és fenntartasa.
Az alkalmazkodashoz és az 0ij egyenstlyi allapot megtartasahoz az autondm idegrendszer és a
neuroendokrin rendszer 6sszehangolt valasza sziikséges (Carrasco és Van de Kar 2003, Ulrich
Lai és Herman 2009).

Elsdsorban fiziologiai stimulus kovetkezményeként el@szor az autondom idegrendszer —
sympathico- adrenomedullaris (SAM) tengely — aktivaciojat figyelhetjiik meg, amely azonnali
(masodperceken beliil) folyamatokat indit el (1. abra). Ezzel parhuzamosan megfigyelhetjiik a
hypothalamus-hypophysis-adrenocorticalis (HPA) tengely aktivaciojat is, melynek feladata a
szervezet gyors (percek alatti) és esetleges hosszabb tava (orak, napok, hetek alatti)
¢s a HPA-tengely aktivitdsat, majd torekedik annak eredeti allapotanak visszadllitdsara

(Ulrich Lai és Herman 2009, Myers et al. 2016).



Fej-nyak parasympathicus
beidegzése

Cardiovascularis rendszer \

Adrenalin
Noradrenalin

Cortisol

mediana

Abdominalis zsigeri
szervek

1. abra: A hypothalamo-hypophysis-adrenocorticalis tengely és sympathico-adrenomedullaris tengely miikodése
Ulrich Lai és Herman (2009) alapjan. A kék vonalak az efferens idegi kapcsolatokat abrazoljak, a zold korok a
sympathicus kozpontokat €s ganglionokat, a piros korok a parasympathicus kdzpontokat és ganglionokat jeldlik. A lila
nyilak a paraventricularis mag parvocellularis (PVNp) CRF neuronjai altal végzett neurosecretiot és a hormon véraram
Utjan torténd transzportjanak iranyat, illetve az adrenocorticotropin (ACTH) utjat abrazolja a véraramon keresztiil.

2.2.1. A hypothalamus-hypophysis-adrenocorticalis tengely valasza és

jelentosége

Az autoném idegrendszer mellett a stressz okozta neuroendokrin rendszer valaszanak
kulcseleme a HPA-tengely aktivacioja, amely a valasz 1étrehozasaban, fenntartasaban jatszik
szerepet (Pacak et al. 1995, Chrousos 2009). Tobb limbikus kdzpont, a hypothalamicus
magok és az agytorzs egyes magjai aktivaljak a hypothalamus nucleus paraventricularis
(PVN) parvocellularis (PVNp) neuronjait (Ulrich Lai és Herman 2009, Herman et al. 2016).
A PVNp-bdl aktivacidja soran a corticotropin-releasing factor (CRF) axonalis transzporttal az
eminentia medianaba jut €s neuroszekrécié révén a hypophysis portalis vénaiba keriilve eljut a
hypophysis eliils6 lebenyének corticotroph sejtjeithez, ahol receptorahoz [corticotropin-

releasing factor receptor 1 (CRF1R)] kotédik (Joels és Baram 2009, Herman et al. 2016,
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Deussing ¢és Chen 2018). A CRF1R-ligand kotdédésének hatdsdra megindul a
proopiomelanocortin szintézise, amelybdl hasitas soran keletkezik az adrenocorticotrop
hormon (ACTH). Az adenohypophysis sejtjei a véraramba szekretaljak az ACTH-t, mely a
mellékvesekéreg zona fasciculata rétegében meginditja a glukokortikoidok szintézisét és
szekréciojat. Az itt felszabaduld cortisol (emberben) illetve corticosterone (CORT)
(patkanyban, egérben) képessé teszi a szervezetet a megvaltozott kornyezethez vald
alkalmazkodasra, legyen az a homeostasis egyenstlyanak megtartisa vagy visszaallitasa (1.
abra) (Jawahar et al. 2015, Myers et al. 2016, Herman et al. 2016). A glukokortikoidok
fokozzék a metabolizmust, csokkentik az étvagyat és a gyulladasos folyamatok aktivitasat,
tovabba hozzijarulnak a cardiovascularis rendszer megfeleld miikodéséhez (Burford et al.
2017, Bereschenko et al. 2018, de Kloet és Herman 2018). A glukokortikoidok jelentds
szereppel birnak a kozponti idegrendszer szabalyozasdban is. Hatasukra a figyelem és
emlékezoképesség fokozodik (Goldfarb 2018). A glukokortikoidok jelentdsen befolyasoljak a
hangulati allapotot, és fokozott vérszintjiik gyakran tarsul hangulatzavarokhoz is (Kino 2015,
de Kloet et al. 2016, Albrecht 2017). Végezetiil a glukokortikoidok a mineralokortikoidokkal
limbikus rendszeren, valamint a PVNp-n CRF neuronjain keresztiil (Covefias et al 1993,
Figueiredo et al. 20033, de Kloet et al. 2018).

2.2.2. HPA-tengely felsobb szintii szabalyozasa

A hippocampus és prefrontalis cortex szerepe

A hippocampus ventralis részében (subiculum) talalhaté neuronok rostokat kiildenek a
prefrontalis (PFC) kéreg infralimbikus (ilPFC) és prelimbikus (pIPFC) részeibe, a nucleus
interstitialis striac terminalis (BNST) magjaiba, a PVN koriil elhelyezkedé gamma-amino-
butirat (GABA)-erg neuronhdlézathoz (periPVN) ¢és a dorsomedialis hypothalamushoz
(DMH) (Canteras és Swanson 1992, Choi et al. 2007, Herman et al. 2016). A hippocampus
glutamaterg rostjai GABA-erg rostokat innervalva (BNST, DMH, periPVN) tonusos
inhibiciot hoznak létre a PVN-ben, igy gatoljak a stressztengely aktivaciojat (Herman et al.
1989, Canteras ¢és Swanson 1992, Choi et al. 2007, Ulrich Lai és Herman 2009). A
hippocampus a PVN gatlasa révén csokkenti a HPA-tengely aktivitasat, de részt vesz a HPA-
tengely nyugalmi ténusanak visszaallitdsaban is (Herman et al. 1995, Herman et al. 2003).

Tobb tanulmany is kimutatta, hogy hippocampus 1€zid esetén egyes stressztipusok soran
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(restraint, acusticus stressz, emelt keresztpalld teszt) az allatok elnytjtott CORT és ACTH
valasszal reagéltak (Herman et al. 1995, 1998, Nettles et al. 2000). A funkcié hatterében
elsdsorban glukokortikoid és kisebb részben a mineralokortikoid hormonok allnak, melyek
receptorai  [glukokortikoid receptor (GR) és mineralokortikoid receptor (MR)] a
hippocampusban nagymértékben kifejezédnek (de Kloet et al. 2018).

A hippocampus mellett a medialis prefrontalis cortex (mPFC) is jelentékeny mennyiségti GR -
t €s MR-t tartalmaz (de Kloet et al. 2018) és részt vesz a glukokortikoidok altal szabalyozott
negativ feedbackben is, igy a hippocampushoz hasonléan részt vesz a HPA-tengely
gatlasaban (Figueiredo et al. 2003a). A mPFC szerepe a stresszvalasz kialakitasaban,
szabalyozasaban Osszetett, mivel efferensei révén részt vesz a sympathicus ¢&s
parasympathicus rendszerek szabalyozasaban, ezaltal a HPA-, valamint SAM-tengelyek
regulacidjaban is (Ulrich Lai és Herman 2009, McKlveen et al. 2015).

A PFC harom részre oszthatd (pIPFC, ilPFC ¢és anterior cingularis cortex), melyek koziil a
pIPFC és az ilPFC rendelkezik nagyobb jelentdséggel a stressz szabalyozasadban (Figueiredo
et al. 2003a, McKlveen et al. 2015). A plPFC kozvetlen kapcsolatban 4ll a nucleus raphe
dorsalissal (DR), nucleus basolateralis amygdalaeval (BLA) és a BNST eliils6 részével is.
Glutamaterg neuronjai révén elsésorban az anterior BNST GABA-erg neuronjain keresztiil
gatoljak a PVN miikddését és a CORT szekréciojat akut stressz soran (Radley et al. 2009,
McKlveen et al. 2015). A pIPFC 1ézioja esetén megndvekszik az ACTH és CORT vélasz,
tovabba a PVN (FOS) aktivitasa is immobilizacio (restraint) soran, azonban nem valtozik éter
expoziciot kdvetden (Diorio et al. 1993, Figueiredo et al. 2003a).

Az IIPFC rostokat ad a nucleus tractus solitarithoz (NTS), a posterior hypothalamushoz és a
nucleus centralis amygdalaehez (CeA), a nucleus medialis amygdalae-hez (MeA) tovabba
kozvetlen kapcsolatban 4all a hippocampus-szal is (Vertes 2004, McKlveen et al. 2015). Az
iIPFC egyrészt (ismeretlen Uton) gatolja a PVN miikddését, masrészt a CeA-n és NTS-en
keresztiil aktivalja a HPA-tengelyt az akut stresszfolyamatok esetén (McKlveen et al. 2015).
A hippocampus és PFC neuronjainak miikodési zavarai Osszefiiggésben allnak kognitiv- és
hangulatzavarok kialakulasaval (Dellu et al. 1994, Kino 2015, Kim et al. 2015). Korabbi
tanulmanyok ¢s metaanalizis vizsgalatok is kimutattak, hogy a mPFC ¢és a hippocampus

térfogatcsokkenése Osszefiiggésbe hozhatod poszttraumatikus stressz (PTSD) €s a depressziv

crer

Belleau et al. 2018).
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Az amygdaloid komplex szerepe

Az amygdala ¢és a tdgabban értelmezett amygdala (extended amygdala) egy heterogén
magcsoport, melynek szdmos almagja kozvetlen kapcsolatban all a stresszt szabalyozo
tertiletekkel (lasd 2. abra). Bar ismert az amygdala neuronjainak fejlodéstani eredete és
citoarchitekturaja, a mai napig is onkényesen alkotott felosztasokat hasznalunk (Petrovich et
al. 2001; McDonald és Mott 2017). Az amygdala vagy amygdaloid komplex 13 f6bb magot
tartalmaz, melyek tovabb oszthatok almagokra (Sah et al. 2003). McDonald (1998) szerint
patkanyban harom f6bb magcsoport [basolateralis-, corticalis- (vagy kéregszerli) és
centromedialis] alkotja az amygdalat.

Mig a basolateralis egysége foleg a motoros valaszért felelds, a kéregszerli csoportja pedig a
szaglasbol szarmazo6 informaciodt integralja és tovabbitja, addig a harmadik centromedialis
magcsoportja, mely tartalmazza a CeA a MeA és a BNST amygdaloid részét, mar az integralt
valasz tovabbitasaért ¢s a visceralis informaciok feldolgozasaért felelés (Sah et al. 2003,
Wilson et al. 2015, Fox et al. 2015).

A basolateralis magcsoport a lateralis, a basalis (vagy basolateralis — BLLA) és az accessorius
basalis magvakra oszlik; melyek az amygdala frontotemporalis magcsoportjat képviselik (Sah
et al. 2003). A basolateralis magok egyrészt a hippocampusbél, az agranularis insularis,
teriiletekrél kapnak informaciot. A basolateralis magcsoport efferens rostjai a striatumhoz, a
somatomotoros rendszerekhez futnak, de kiemelendd a CeA-ba vetiild nagyszamu rost is
(Petrovich et al. 2001).

Az amygdala corticalis magcsoportja a felszinre tiiremkedik és az agykéreghez hasonld
szoveti szerkezettel bir. Itt talalhatjuk az amygdala kérgi magjait tovabba a nucleus lateralis
tractus olfactoriit. A magcsoport f6 feladata a bulbus olfactoriusbol €és a bulbus-asszocialt
tertiletekbdl szarmazo informacid fogadasa ¢és feldolgozasa (Petrovich et al. 2001).
Efferenseinek elsddleges céljat hypothalamus magjai alkotjak, de jelentés mennyiségii rost jut
a MeA-ba is (Petrovich et al. 2001, Fox et al. 2015).

A centromedialis magok koziil a CeA elsddleges bemenetei kozott talaljuk a mPFC-t, az
agranularis insularis cortexet és a subiculumot, de jelentds szdmu rostot kap mas amygdala
magokbol ¢€s visceralis afferentacidéval rendelkezd kdzpontokbdl (pl.: NTS, LC) is. A CeA
fobb kimenetei kozott agytorzsi vegetativ magok (NTS, LC, DR) és a kiterjesztett amygdala
egyéb magjai (pl. BNST) szerepelnek (Sah et al. 2003). A MeA ezzel szemben elsésorban a

jarulékos olfactorius kéregbdl gytiijt informaciot, és kimenetét féleg hypothalamus magjai
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alkotjak, igy funkcionalisan a jarulékos szaglokéreg palyarendszeréhez sorolhatjuk (Petrovich
et al. 2001, Fox et al. 2015).

Az amygdala kapcsolatrendszerének koszonhetden integrald szereppel bir a stresszvalasz
kialakitasaban is, melyben kiemelt szerepet tulajdonitanak a CeA, a BLA ¢és a MeA
teriileteinek (2. abra) (Herman et al. 2003, Herman et al. 2016).

A CeA nem rendelkezik kozvetlen kapcsolattal a PVN-nel, de a NTS-en és a BNST
fusiformis (BNSTfu) magjan keresztiil szabalyozhatja a PVN-ben talalhat6 CRF-tartalmu
neuronok aktivitdsat (Herman et al. 2003). A CeA szelektiv 1ézidja csokkent szorongasi
szinthez, a depresszidszerli viselkedésmintdzat csokkenéséhez vezet (Kalin et al. 2004). A
CeA kiirtasa csokkent ACTH és CORT szekrécioval jar immobilizacids stressz (Beaulieu et
al. 1986), félelem-kondicionalas (fear conditioning), valamint vizualis és akusztikus
stimulusok esetén (Van de Kar et al. 1991, Feldman et al. 1994), tovabba csokken az
interleukin-1 altal a PVN CRF-tartalmt neuronjaiban kivaltott FOS valasz (Xu et al. 1999).
szabalyozéasaban, azonban sok tanulmany mutatott ra, hogy a CeA aktivitasa és reakcidja
stresszorszelektiv és jelentdsebb fizioldgiai stressz (példaul citokin infazid vagy vérzés)
soran, mint egy pszichogén stressz [légpuff, aramiités (footshock) és immobilizacid] alatt
(Cullinan et al. 1995, Thrivikraman et al. 1997, 2000, Herman et al. 2003, Callahan et al.
2013).

A MeA a CeA-hoz hasonléan nagyon kevés direkt 0sszekottetéssel rendelkezik a PVN-nel,
ugyanakkor sok mas teriilettel (BNST, nucleus preopticus medialis, area preaoptica medialis,
periPVN) all szoros kapcsolatban, melyek kdzvetleniil kihatnak a HPA-tengely miikdésére
(Herman et al. 2003, Herman et al. 2016). A MeA rostjai, a CeA rostokhoz hasonléan
elsésorban GABA-ergek és a HPA-tengely aktivalasat feltehetben a PVN CRF sejtjeire hatod
gatlas gatlasa révén érik el (Canteras et al. 1995, Herman et al. 2003). Utobbit alatamasztja,
hogy az area preoptica medialis vagy a BNST I1ézigja, melyeken keresztil a MeA
kapcsolatban all a PVN-nel, csokkenti a MeA altal kivaltott CORT valaszt (Feldman et al.
1990).

A BLA feladata feltehetéen a hippocampus, mPFC ¢és érzd asszociacios teriiletekrdl érkezo
informaciok integraldsa €s tovabbitisa mas amygdala magvak (CeA, MeA) ¢€s vissza a
hippocampus felé (LeDoux 2007). A CeA-val ellentétben a BLA-t olyan kiszdmithato
(varhatd) pszichogén stresszorok is jelentdsen aktivaljak (pl. immobilizacid, usztatas,
footshock), melyek elenyészo hatassal birnak a centromedialis magokban. Ugyanakkor a BLA

valasza kisebb mértékii példaul erds fizioldgiai stressz (citokin stimulacio) soran (Cullinan et
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al. 1995, Sawchenko et al. 2000). A BLA 1ézidja esetén nem valtozik a CORT szekrécidja
vizualis, olfaktorius stimulus vagy restraint-, hideg- és éterexpozicio esetén (Feldman et al.
1994, Seggie et al. 1987). Ismert, hogy kronikus stressz (21 nap restraint) soran a BLA
piramis  neuronjai  dendritikus  hypertrofiat ~ mutatnak, mely  szorongasszeri
viselkedésmintazattal tarsult patkdnyokban (Vyas et al. 2000).

mPFC, SUB, Agranularis
insularis cortex

Hippocampus,
Striatum, mPFC,

N NTS, DR,
| LC, BNST
Hippocampus, | BNST, mPOA,
Agranularis insularis-, i periPVN

temporalis- és
orbitofrontalis cortex,
Visualis és halld
koézpontok, visceralis
koézpontok

mPFC, SUB, Agranularis
insularis cortex

2. abra: Az amygdala komplex és f&bb, a stresszszabalyozasban szerepet jatszo kapesolatai. Az abra coronalis sika
(Bregma -2,8mm) patkany metszetet abrazol (Paxinos és Watson 2007 alapjan). A sziirke nyilak az amygdala magok
afferens kapcsolatait, a lila nyilak az amygdala magok efferens kapcsolatait, mig a tiirkizkék nyilak az amygdala
magok egymas kozotti Gsszekottetéseit mutatja. Alkalmazott roviditések: mPFC- medialis prefrontalis cortex, mPOA-
medialis preopticus area, BNST-nucleus interstitialis striae terminalis, SUB-subiculum, periPVN-GABAerg gatld
gylrli a nucleus paraventricularis koriil, NTS- nucleus tractus solitarii, DR-dorsal raphe nucleus, LC-locus coeroleus.

A nucleus interstitialis striae terminalis szerepe

Az amygdala vagy amygdala komplex az elébb leirt harom nagy magcsoportot foglalja
magaba, ugyanakkor Alheid ¢s Heimer (1988) ramutattak, hogy az amygdala centromedialis
magcsoportja kiterjed rostralisan és medialisan is és szamos rostot kiild a BNST magjai
valamint a substantia innominata caudodorsalis teriileteihez és a pallidum ventralis része felé
(Sah et al. 2003). Alheid szerint az amygdaloid komplexet kiegészitve az eldbb leirt
agyteriiletekkel helyesebb tagabban értelmezett, vagy ,kiterjesztett” amygdalanak nevezni
(Alheid és Heimer 1988). Ugyanakkor Swanson ¢és Petrovich (1998) ramutatott, hogy az

amygdala felosztasa Onkényes az irodalomban és ebben a tekintetben ellentmondd adatok
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szerepelnek forrasonként, ezért célszerlibb a funkcionalis felosztast kovetni. Utobbi
funkcionalis felosztds megkdzelitden egyezik az altalunk is hasznalt, és el6zdleg bemutatott
amygdaloid komplex felosztasaval (Sah et al. 2003).

Mivel a CeA, a MeA és a BLA hatasukat almag-rendszereiken és a kiterjesztett amygdala
magrendszerein keresztiil is kifejtik a stressz soran (Petrovich et al. 2001, LeDoux 2007), meg
kell emliteniink a BNST kapcsolatait és funkcioit a HPA-tengely szabalyozasaban.

A BNST az amygdala komplexhez hasonléan bonyolult bels6é szerkezettel rendelkezik,
melyeket két fobb csoportra oszthatunk: anterior és posterior BNST (Dong et al. 2001). A
posterior divizidban taldljuk tobbek kozott az intrafascicularis (BNSTif) és transversalis
(BNSTtr) magokat. Az anterior BNST-t tovabbi lateralis és medialis magcsoportokra
oszthatjuk. A lateralis magcsoportban, melyet anterolateralisnak is neveznek, talaljuk az
ovalis (BNSTov) ¢és fusiform magokat (BNSTfu). A medialis csoport anteroventralis részében
talaljuk a dorsomedialis (BNSTdm), a dorsolateralis (BNSTdl), és a ventralis (BNSTV)
magokat. A medialis csoport anterodorsalis része tartalmazza az anterodorsalis magokat
(BNSTad) (Dong et al. 2001).

A BNST magjai féleg az amygdala komplexbdl kapjak afferentacidjukat: igy a BNSTov ¢€s
BNSTfu elsésorban a CeA-bol és a kéregszerli magok f6 olfaktorius részébdl; a BNSTYv,
BNSTdm, BNSTdI inkdbb a MeA-bdl kapnak jelentdsebb szamu rostot (Dong et al. 2001).

A BNSTad, BNSTif, és BNSTtr sok GABA-erg rostot, mig a BNSTv és BNSTfu kisebb
szamu glutamaterg axont kiild a PVN-hez, melyek igy a HPA-tengely stresszvalaszanak
modulalasaban jatszanak szerepet (Cullinan et al. 1993, Choi et al. 2007, 2008). Kiemelendo,
hogy a BNSTov ¢és a BNSTv (BNSTfu) neuronjai CRF peptidet is tartalmaznak (Ju et al.
1989, Choi et al. 2008, Ulrich Lai és Herman 2009, Kash et al. 2015). A BNST kettds
szereppel bir a stressz szabalyozasaban. Posterior BNST 1ézidja megnovekedett HPA-tengely
aktivitassal tarsul, mig az anterior BNST 1¢ézi6ja a HPA-tengely aktivitasdnak csokkenésével
parosul (Ulrich Lai és Herman 2009). A magrendszer dualitasa egyrészt annak kdszonhetd,
hogy kiilonbozo, ellentétes hatasi neuromodulatorok [CRF, neuropeptide Y (NPY),
enkephalin)] és neurotranszmitterek (GABA, glutamat) altal kozvetiti az informaciot a PVN
fel¢, masrészt efferenseinek direkt vagy indirekt kapcsolataval is magyarazhaté (Kozicz 2002,

Herman et al. 2003, Kash ¢s Winder 2006, Choi et al. 2007).
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Agytorzsi stressz-asszocialt kozpontok

A limbikus rendszer és hypothalamus magok mellett tobb mas agytorzsi struktarak, mint a
nucleus raphe dorsalis (DR), a kdzponti projekcioju Edinger-Westphal (EWcp), a locus
coeroleus (LC) és a NTS is aktivan részt vesz a HPA-tengely szabdlyozasaban (Herman et al.
2003).

A DR afferenseit a CeA-bol, BNST magjaibol, area preoptica medialisbol, EWcp-bél és
hypothalamus magokbol gytjti 6ssze (Peyron et al. 1998, Dos Santos Junior et al. 2015). A
kimend elsédlegesen szerotonin (5-HT) tartalma rostjainak fébb célpontjai a BLA, CeA,
BNST, a mPFC valamint a periPVN (Herman et al. 2003, Fox és Lowry 2013, Paul és Lowry
2013). Az 5-HT rostok stimulaljak a PVN miikodését és fokozzak a HPA-tengely aktivitasat
(Myers et al. 2017), tovabba az 5-HT neuronok 1¢zidja csokkenti a restraint stressz indukalta
ACTH valaszt patkdnyban (Jorgensen et al. 1998).

A DR szerotoninerg neuronjai mellett fontos szereppel bir a nucleus Edinger-Westphal (EW)
is. Az EW két {0 részre oszthatd: egy cholinerg neuronokbol all6 pregangliondris EW
(EWpg), ¢és egy stressz asszocialt peptiderg EWcp-ra (Kozicz et al. 2011). Mig cholinerg
neuronjai a nervus oculomotorius parasympathicus preganglionaris rostjait alkotjak, addig a
peptiderg EWcep a kdzponti (stressz) szabalyozasban vesz részt (Gaszner et al. 2004, Kozicz et
al. 2011). Az EWcp az extended amygdala magjaibdl (CeA, BLA), a PVN-bdl, a DR-bol és a
LC is kap rostokat (da Silva et al. 2013). Efferens rostjai a DR szerotoninerg sejtjeihez, az
extended amygdala magjaihoz (CeA, BNSTov) a PVN-hez és a NTS-hez és a septum
lateralehoz huzodnak (Kozicz et al. 2011, Dos Santos Junior et al. 2015). Az EWcp neuronjai
els6sorban urocortinl (Ucnl) valamint cocaine- és amphetamine-regulated transcriptet
(CART) tartalmaznak (Vaughan et al. 1995, Koylu et al. 1998). Az urocortinerg neuronok
FOS ¢és Ucnl tartalma fokozodik akut stressz soran, ugyanakkor a neuronok fokozott
aktivitasat csak bizonyos stresszorok képesek kivaltani (restraint, lipopoliszacharid infuzio,
éter expozicid, Gaszner et al. 2004). A génmoddositott egerekben fokozott CRF expresszid az
EWcp csokkent Ucnl expresszidjaval tarsul (Weninger et al. 1999, Kozicz et al. 2004). Az
Ucnl feltehetéen a HPA-tengely aktivitasanak csokkentésében jatszhat szerepet (Bale et al.
2000). Kisérletes adatok utalnak arra is, hogy az Ucnl mellett a CART is részt vesz a stressz
¢s a stressz indukalt metabolikus folyamatok szabéalyozasaban (Xu et al. 2014).

Az Ucnl és 5-HT mellett a LC (A6 régid) és NTS adrenerg és noradrenerg sejtjei is hatassal
vannak a stresszvalasz szabalyozasara (Myers et al. 2017). A LC szdmos afferentacioval

rendelkezik mas stressz asszocialt agyteriiletrol, igy a PFC-b6l, CeA-bol, a lateralis
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hypothalamusbdl a BNST-bdl és a DR-bol (McCall et al. 2015, Benarroch 2018). Efferensei
behalozzak a somatosensoros és somatomotoros kérgi teriileteket, de rostjai huzodnak a
hippocampushoz a mPFC-hez, amygdala magokhoz (BLA, CeA), az entorhinalis cortexhez,
thalamus magokhoz, hypothalamus magokhoz (PVNp, nucleus supraopticus) de neuronjai
halézzak be a bazdlis eldagy cholinerg sejtjeit, a colliculus superiort és a cerebellumot is
(Cunningham és Sawchenko 1988), Benarroch 2018). Tovabba, a LC efferensek futnak
agytorzsi magokhoz (nucleus dorsalis nervi vagi, nucleus ambiguus) ¢és gerincveldi
parasympathicus (sacralis gerincveld) és sympathicus (foleg gerincveldi preganglionaris
neuronok) kozpontokhoz (Benarroch 2018). Akut stresszhatas (pl. fajdalom, restraint)
aktivalja az LC neuronjait (McCall et al. 2015, Myers et al. 2016). Lézioja esetén csokken az
akut restraint stressz okozta ACTH és CORT valasz (Ziegler et al. 1999). A LC szelektiv
(optogenetikai) stimulacidja a CeA-CRF neuronokon keresztiil szorongasos viselkedéssel
tarsul, mig az LC neuronok gatldsa megel6zi a stressz indukalta szorongasos viselkedés
kialakulasat (McCall et al. 2015).

Az NTS is tartalmaz olyan noradrenerg sejtpopulacidt (A2 és C2 régiok), mely kozvetlen
kapcsolatban all a HPA-tengelyt szabalyoz6 PVNp-vel (Cunningham és Sawchenko 1988).
Az NTS afferenseket kap a mPFC, hypothalamus magok (nucleus paraventricularis, nucleus
arcuatus, posterolateralis magok), extended amygdala magok (BNST, CeA) tertileteirdl (van
der Kooy et al. 1984, Roozendaal et al. 1999). Efferens noradrenerg (adrenerg) rostjai
kozvetleniil a PVNp-hez, CeA-hoz, BLA-hoz, és a BNST ovalis és fusiform magjaihoz
hazodnak (Riche et al. 1990, Ghosal et al. 2014, Rinaman 2011). Noradrenerg neuronjai (o
receptorokon keresztiil) stimulaljak a PVN CRF-tartalma neuronjait és ezzel egyiitt a HPA-
tengely miikodését (Liposits et al. 1986, Rinaman 2011). Az NTS neuronok aktivitasa
ugyanakkor stresszor fiiggd: a noradrenerg palya 1€zi6i csokkent HPA valasz kiséri éter
expozicidt kovetden; viszont a 1€zid6 nem csokkentette a HPA valaszt restraint soran (Herman
et al. 2016). Az LC—vel ellentétben az NTS kronikus stressz szabalyozasaban is szerepet
jatszik (Ghosal et al. 2014): krénikus stressz soran megndvekszik a CRF neuronokon végz6do

noradrenerg rostok szama (Flak et al. 2009, Myers et al. 2017).

A nucleus paraventricularis hypothalami szerepe és kapcsolatai

A nucleus paraventricularis hypothalamit két f6 rész, egy parvocellularis (PVNp) és egy
magnocellularis (PVNm) divizio alkotja. Ugyanakkor a PVN feloszthato funkcionalisan négy

régiora (zonara): regio magnocellularis posterior (PVNpm), regio parvocellularis medialis
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(PVNmpd), regio parvocellularis ventromedialis (PVNmpv) és regio dorsalis parvocellularis
(PVNdp) (Kiss 1988, Herman et al. 2002). A PVNmpd hypophyseotrop neuronjai az
eminentia medianahoz projicidlnak, ahol elsésorban CRF-t, vasopresszint €s thyrotropin-
releasing hormont szekretdlnak (Kiss 1988, Whitnall 1993, Merchenthaler €s Liposits 1994),
ezen feliil a parvocellularis neuronok szamos egyéb hirvivé neuropeptidet (vasoactiv
intestinalis peptid, cholecystokinin, substance-P, angiotensin Il, enkephalin, somatostatin,
neurotensin) is elvalasztanak (Sawchenko et al. 1984, Kiss 1988). A PVNpm neuronok féleg
oxitocint és vasopresszint szekretalnak kozvetleniil a szisztémas keringésbe (Swanson és
Sawchenko 1983), de a neuronokban kimutathatd enkephalin, cholecystokinin, dynorphinok
¢s galanin is (Kiss 1988). A PVNmpv, PVNdp és a PVNmpd ventralis teriiletének oxitocinerg
neuronjai féleg agytorzsi és gerincveldi vegetativ kozpontokhoz projicialnak (Swanson és
Sawchenko 1983).

A PVNp rostokat kap kozvetleniil az NTS-b6l a raphe magvakbol (DR), az EWcp-bdl,
hypothalamus magokbdl (periPVN, nucleus dorsomedialis hypothalami, area preoptica
medialis, nucleus arcuatus, €s a nucleus mammillaris ventralis), a BNST és a thalamus
magjaibol is (Herman et al. 2003, Kozicz et al. 2011, Romeo et al. 2016). Tovabba az
amygdala, a mPFC és a hippocampus kozvetetten, elsésorban a periPVN és BNST-n
keresztiil, szabalyozzak a HPA-tengely aktivitasat (3. abra). A PVN szamos Osszekottetése
reciprok kapcsolat, melynek révén a PVN Onmaga is részt vesz a stresszadaptacid
extrahypothalamicus kézpontjainak szabalyozasaban (Hsu et al. 2014, Zhang et al. 2017).

A PVN afferensei kozott sok GABA-erg (periPVN, BNSTad, hypothalamus magok), és
glutamaterg (BNSTov, BNSTfu, hypothalamicus magok, NTS) rost IS van, de szamos egyéb
molekula, neurotranszmitter és neuropeptid is részt vesz a PVN neuronok szabalyozasaban.
Az extended amygdala CRF, a nucleus arcuatus NPY és agouti-related peptid, az EWcp
Ucnl, a NST adrenerg, noradrenerg, glukagon like peptid 1, a DR 5-HT neuronjai
hozzéjarulnak a CRF neuronok miikddésének szabalyozasahoz (Hanson et al. 1995, Herman
et al. 2003, Romeo 2010, Herman et al. 2016). De mas peptidek, mint az adenylate cyclase-
activating polypeptide (Grinevich et al. 1997, Kageyama és Suda 2009, Kormos et al. 2016)
¢s neuropeptid S (Smith et al. 2006) is fokozzak a HPA-tengely aktivitasat a PVN neuronokon

keresztil.
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3. abra: A PVNp f6bb afferens
kapcsolatai Herman és
munkatarsai (2016) nyoman. A
kék neuronok a  stimulald
(excitatoricus), mig a piros
neuronok a gatld (inhibitoros)
kapcsolatokat tiintetik fel.

Az abra bal oldalan lathato a
PVNp aktivaciojanak
szabalyozasa, melyet elsésorban
a gatlosejtek (DMH, periPVN,
BNST, POA, NTS) gatlasaval
érik el a magasabb rendd
kozpontok (CeA, MeA).
Az abra jobb oldalan a PVNp
gatlasa lathatd, mely az ide
vetiilé gatlo (periPVN, DMH,
BNST, POA) neuronok
stimulacidja révén kovetketik be.

Alkalmazott roviditések: mPFC-
medialis prefrontalis cortex; pl-
prelimbikus, il-infralimbikus;
POA-preopticus area, BNST-
nucleus interstitialis  striae
terminalis; DMH-dorsomedialis

hypothalamus, PH-posterior
hypothalamus, ~ vSUB-ventralis
subiculum, MeA-nucleus

medialis ~ amygdalae,  CeA-
nucleus centralis amygdalae,
NTS-nucleus tractus solitarii.



A PVN CRF-tartalmt neuronjainak mitkodését két tovabbi jelentds tényezd is meghatarozza.
A CRF neuronok glukokortikoid receptorain a glukokortikoidok kozvetleniil, a gyors
feedback révén gatoljak a CRF szekréciojat, és a HPA-tengely aktivitasat (Herman et al.
2003, 2016, de Kloet et al. 2018). Emellett ismert, hogy szdmos mas hirvivd molekula
(nitrogén-monoxid, prosztaglandin E2, és szén-monoxid) parakrin modon is részt vesz a CRF
neuronok mitkddésének szabdlyozasdban (lasd 4. dbra) (Herman et al. 2003). Végezetiil,

gliasejtek is modositjdk a PVN CRF-tartalmu sejtjeinek miitkodését (Herman et al. 2003).

DMH
POA
LHA
ARC

Egyéb neuropeptidek:
PACAP, Neuropeptide S

Hormonok és
egyéb molekulak:
glukokortikoidok, NO,
PGE,, CO

DR
LC

4. abra: A PVNp CRF expresszalé neuronjainak fobb szabalyoz6 mechanizmusai (Herman és munkatarsai
alapjan 2003). A kék szimbolum az aktivald, a piros a gatld neuronokat abrazolja. A z6ld nyil az egyéb
neuropeptidek dualis (serkentd és gatlo) hatasat, a sziirke nyil egyéb molekulak és hormonok hatdsat szemlélteti.
Alkalmazott roviditések: mnPOA-nucleus preopticus medianus, POA- area preoptica, BNST-nucleus
interstitialis striae terminalis, AHN- nucleus hypothalamicus anterior, ARC- nucleus arcuatus, LHA- area
hypothalamica lateralis, DMH- nucleus dorsomedialis hypothalami, periPVN- GABAerg gatlo gylri a PVN
koriil, NTS- nucleus tractus solitarii, DR- nucleus raphe dorsalis, LC- locus coeroleus, GABA- gamma-amino
vajsav, 5-HT-szerotonin, GLP-1-glukagon like peptide-1, PACAP- pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide, PGE,-prosztaglandin E2, NO-nitrogén-monoxid, CO-szén-monoxid.

A PVN szamos efferenst kiild a BLA, CeA, BNST, ilPFC, a septum laterale, a cortex
entorhinalis, a nucleus accumbens, a DMH, és nucleus suprachiasmaticus fel¢ (Hsu et al.
2014). Emellett tovabbi, elsésorban oxitocinerg efferensek huzddnak a vegetativ agytorzsi

(NTS, DR, LC, nucleus parabrachialis, nucleus dorsalis nervi vagi) és gerincveldi kozpontok
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(nucleus intermediolateralis) felé (Swanson és Kuypers 1980, Sawchenko és Swanson 1982,
Luiten et al. 1985, Kiss 1988). Mig elébbi a kdzponti stresszvalasz kialakitasaban jatszik
szerepet, utobbi kapcsolatai révén a PVN kozvetleniil szabalyozza a SAM-tengelyt (Ulrich
Lai és Herman 2009).

Osszefoglalva, a PVN &sszetett kapcsolatrandszere révén, mint integracios kozpont és a HPA-

tengely kiindulopontjaként kritikus jelentdséggel bir a stresszfolyamatok szabalyozasaban.
2.3. A CRF peptidcsalad és receptoraik

A CRF 41 aminosavbol all6 neuropeptid, amely az eml6sok négytagth CRF peptid csaladjaba
(CRF, Urocortinl, Urocortin2, Urocortin3) tartozik. Jelenlétiiket a szervezet szdmos
szovetében megfigyelték, de a peptidcsalad tagjai koziil a CRF talalhatdé meg legnagyobb
mennyiségben a kdzponti idegrendszerben (Deussing és Chen 2018). A CRF expressziot a
gatlo interneuronjaiban, a CeA-ban, a BNST magokban (BNSTfu, BNSTv, BNSTov); PVN-
ben tovabba az agytdrzsben a Barrington-magban, a nucleus dorsolateralis tegmentalisban, a
nucleus parabrachialisban és a nucleus olivaris inferiorban (Merchenthaler et al. 1982,
Swanson et al. 1983) irtak le.

Ezzel szemben az Ucnl kevésbé difftiz eloszlast mutat a kozponti idegrendszerben, jelenlétét
megerdsitették az EWcp-ben, a nucleus supraopticusban, nucleus olivaris superior pars
lateralisban (Kozicz et al. 1998, Deussing ¢s Chen 2018). Az Ucn2 jelenléte csak mRNS
szinten bizonyitott a PVN-ben, nucleus supraopticusban, nucleus arcuatus LC és néhany
somatomotoros agytorzsi magban (V, VII, XII) valamint a gerincvelé ventralis szarvaban
(Reyes et al. 2001). Az Ucn3 megtalalhato a nucleus preopticus medianusban, a MeA-ban, a
hypothalamus (perifornikalis teriilet) és a hallorendszer agytorzsi magjaiban. Ismert, hogy az
Ucn3 rostok eloszlasa nagymértékben hasonlit a CRF2R-t expresszald —sejtek
elhelyezkedésére (Li et al. 2002, Deussing et al. 2010).

A CRF peptidcsalad tagjai a sejtekben a G-proteinekhez kapcsolt receptorokon (CRFR) fejtik
ki hatasukat. Az élovilagban harom tipusit CRFR (CRF1R, CRF2R, CRF3R) ismert, azonban
a CRF3R jelenléte csak halakban bizonyitott (K. Van Pett et al. 2000, Deussing és Chen
2018).

A CRFI1R szamos teriileten megtalalhatdo a kozponti idegrendszerben, igy a szagléagyban
(bulbus olfactorius, tuberculum olfactorium, cortex piriformis), kérgi struktarak IV-es

lamindjaban, hippocampusban, BNST-ben, basalis ganglionokban, thalamusban, nucleus
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ruberben, hypothalamus magokban, a periaqueductalis sziirkedllomany teriiletén, a nucleus
pedunculopontinusban €és szamos mas agytorzsi magban is (Van Pett et al. 2000, Kostich et al.
2004). A kozponti idegrendszeren kiviil is megtalalhato a CRFI1R, itt kiemelendé az
adenohypophysis, ahol a receptor az ACTH szekréciojaért felel (Deussing és Chen 2018). A
CRF1R-hoz nagy affinitdssal kotédik a CRF ¢és kisebb affinitdssal az Ucnl. Hatasa a
receptorhoz tarsulé G-protein (s,q,1) tipusatol fligg, igy szdmos cellularis jelatviteli folyamat
meginditasaért felel, de a CRFI1R aktivacioja Osszességében a HPA-tengely aktivitasat
fokozza (Deussing és Chen 2018).

A CRF2R jelenlétét a nucleus lateralis septiben, a ventromedialis hypothalamusban, nucleus
mammillarisban, és a raphe magvakban irtdk le (K. Van Pett et al. 2000). A CRF2R
receptorokhoz az Ucnl, Ucn2 ¢és Ucn3 kotddik nagy affinitdssal, maga a CRF
nagysagrendekkel kisebb affinitast mutat ezekhez receptorhoz (Deussing és Chen 2018). A
CRF2R teljes hianya egérben fokozott stresszvalaszhoz, és megndvekedett szorongasos
tiinetekhez tarsul (Bale et al. 2000), amely arra utal, hogy a CRF2R fontos szereppel bir a

stresszvalaszban, elsdsorban az annak leallitasat eredményez6 folyamatok szabalyozéasaban.
2.3.1. A centralis CRF rendszer, stressz és hangulatzavarok kapcsolata

A génmodositott egereken és patkdnyokon végzett vizsgalatok sok értékes eredményt
szolgaltattak a CRF rendszer és HPA-tengely miikodésérdl (Muglia et al. 1995, Smith et al.
1998, Regev et al. 2011, Zhang et al. 2017).

A CRF génkititott (KO) egerek csokkent HPA-tengely aktivitdst mutatnak (Muglia et al.
1995), mely latszolag nincs hatassal az allatok viselkedésére (Weninger et al. 1999). Ezzel
ellentétben, a CRF fokozott expresszidja egerekben megemelkedett szorongasi (Stenzel-
Poore et al. 1994) ¢s bazalis CORT szinttel jar (Dirks et al. 2002, Groenink et al. 2002). A
CRF fokozott expressziojat ugyanakkor az Ucnl csokkent kifejez6dése kiséri az EWcp
tertiletén (Kozicz et al. 2004).

A CRFIR teljes hidnya csokkent stressz indukalta szorongdsos tiinetekkel tarsul egérben
(Smith et al. 1998, Timpl et al. 1998), mig a CRF2R kiiitése az allatok fokozott szorongéasaval
jart és megnovekedett HPA-tengely aktivitassal tarsult (Bale et al. 2000).

Lentivirus altal indukalt fokozott CRF expresszid a CeA-ban csokkenti a stressz okozta
szorongast egerekben (Regev et al. 2011). Ezzel szemben, a virus indukalt fokozott CRF
expresszid6 a BNSTov-ban emelte az 4llatok depresszid szintjét (Regev et al. 2011).

Ugyanakkor, patkanyban a CeA-ban indukalt fokozott CRF expresszi6 megnovekedett
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szorongasi szinttel és kifejezettebb depresszioszerii viselkedés mintdzattal tarsul (Flandreu et
al. 2012, Li et al. 2014).

Zhang ¢és munkatarsai (2017) olyan genetikailag modositott egeret hoztak létre, melyben a crf
gént a PVN neuronokban iitotték ki. Vizsgalataik soran megallapitottdk, hogy a
hypothalamicus CRF hianya csokkenti a HPA-tengely aktivitasat és a stresszvalaszt
egerekben, amely csokkent stressz indukalta szorongasos allapottal tarsul, még CORT
szubsztitucios kezelés mellet is (Zhang et al. 2017). Utobbi arra utal, hogy a PVN reciprok
kapcsolatai révén (BNST, MeA, CeA, NTS, LC) is aktivan részt vesz a szorongésos allapotok
létrehozasaban és fenntartasaban (Hsu et al. 2014, Zhang et al. 2017).

2.4. Neuralis aktivacios markerek szerepe a stressz vizsgalataban

2.4.1. A FOS fehérje csalad

A neuronok aktivitasanak funkcionalis-morfologiai vizsgalatara gyakran alkalmazott modszer
az azonnali gének (angolul immediate early gene; IEG) kifejezodésének mérése. Ez a semi-
quantitativ vizsgalat lehetdvé teszi, hogy vizualizaljuk a neurdlis aktivitas fokozddasat
(Kovacs 1998, 2008). A Jun/Fos proto-onkogén csalad tagjainak expresszidjat vizsgaljak a
leggyakrabban. Ezek a gének a FOS transzkripcios faktorokat kodoljak, melyek fehérje
termékei a FOS, FOSB, Fral, Fra2 heterodimert képeznek a Jun fehérjecsalad (c-Jun, JunB
vagy JunD) tagjaival és kialakitjdk az aktivator proteinl-komplex (AP-1) transzkripcios
cellularis folyamatot a génexpresszid szintjén befolyasolhat (Senba and Ueyama 1997,
Kovacs 1998, 2008).

A talan leggyakrabban alkalmazott akut neuronalis aktivaciés marker a FOS. Csupan
percekkel a stimulus alkalmazasa utin mar megfigyelhetd c-fos neuronalis valasz mRNS
szinten (Kovacs 2008). Fehérje szinten a FOS valasz két 6raval a stimulus utan éri el a
maximumat, (Kovacs 2008), majd 4-6 6ra mulva visszatér a nyugalmi expresszios Szintre
(Sonnenberg et al. 1989).

A fehérjecsalad masik tagja a FOSB, melynek transzkripcidja és transzlacidja a stimulust
kovetden szintén megnovekszik, hozzajarulva az idegsejtek génexpresszido szinti
expresszios dinamikaval rendelkezik (Morgan és Curran 1989), féléletideje is hosszabb,

mintegy 9,5 6ra (Kovacs 1998). A FOSB egyik splice variansa, a AFOSB, még elnyujtottabb
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dinamikéat mutat, igy az hosszabb id6 (napok) mulva is kimutathaté a sejtmagban (Nestler
2008). A FOSB ¢és FOS fehérjék stimulus indukalta expresszioja csokken ismételt ingerhatast
kovetden, és szintjiik végiil normalizalodik (Nestler 2008). Ezzel ellentétben, a AFOSB
izoforméai napokkal a stimulus utan is kimutathatoak, tovabba az ismétlddd stimulusok (pl.
mértéke gyorsabb, mint az eliminacioé (Nestler 2008, 2015). igy a AFOSB kivalo indikatora a
kronikus kornyezeti hatasok (pl. stressz, ismételt gyogyszer adminisztracid) hosszatava

neurdlis aktivitasanak kovetésére (Nestler et al. 1999, Perotti et al. 2004).

2.4.2. A FOS fehérjék és a stressz kapcsolata

crer

melyet sikeresen alkalmaznak gyogyszerhatdsok, gyogyszerfliggéség, alkoholfogyasztas és
dependencia altal kivaltott neuralis aktivitasanak kovetésére (Nestler 2008, 2015, Fu et al.
2017), alkalmas tovabba funkciondlis palyarendszerek aktivacidjanak vizsgalatara (Reisch et
al. 2007). A FOS immunjel mértékét kiillonbozé stresszhatasok vizsgalatara és a neuralis
aktivitas térképezésre is gyakran alkalmazzak (Kovacs 1998, Kovacs 2008, Nestler 2008).
Szamos akut stresszor, igy éterexpozicio, forced swim teszt, akut immobilizacié (restraint),
emelt keresztpallo teszt, ragadozo allat szaganyaganak torténd expozicid vezethet a kdzponti
idegrendszerben FOS aktivaciohoz (Cullinan et al. 1996, Figueiredo et al. 2003b, Gaszner et
al. 2004, Sterrenburg et al. 2011, Grahn et al. 2018). Az egyik leggyakrabban alkalmazott
akut stresszmodell az Gn. akut restraint stressz (ARS), melynek soran az allatot egy perforalt
milanyag csébe zarjdk annak érdekében, hogy mozgisszabadsagat jelent6sen korlatozzak
(Gaszner et al. 2004, Romeo et al. 2006, Sterrenburg et al. 2012).

A PVN, az extended amygdala magjai (CeA, MeA, BLA, BNST magok), és tobb agytorzsi
struktira (pl. EWcp, DR) is szignifikansan emelkedett FOS aktivitast mutat akut stressz
hatasok, koztilk ARS soran is (Kellogg et al. 1998, Chowdhury et al. 2000, Gaszner et al.
2004, 2012, Ryabinin ¢és Weitemier 2006, Bouwknecht et al. 2007, Rouwette et al. 2011,
Keshavarzy et al. 2015).

Szamos kronikus stresszhatds (kronikus restraint stressz, kronikus kiszdmithatatlan stressz,
kronikus social defeat stressz, kronikus gyogyszerfliggdség) megndvelheti a neuronok
FOSB/AFOSB tartalmat (Nestler 2015, Vialou et al. 2015). Ismert, hogy a kronikus variabilis
enyhe stressz (CVMS) sordn megemelkedett a AFOSB aktivitdsa az EWcp, PVN, és extended
amygdala magjaiban (Sterrenburg et al. 2011, de Andrade et al. 2014). Kimutattdk, hogy a
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AFOSB aktivitasanak emelkedése a CRF tartalm agyteriileteken, a PVNp-ben, BNSTov-ban
¢s BNSTfu-ban (Sterrenburg et al. 2011) is megfigyelhet6. A AFOSB kimutathat6 volt a CeA
idegsejtjeiben is, de ezen sejtek AFOSB aktivitasa nem valtozott a kronikus stressz expozicid

soran (Sterrenburg et al. 2011).
2.5. Az életkor hatasa a stresszvalaszra

Az ¢életkor elérehaladtaval szamos szerv és szervrendszer miikodése megvaltozik, beleértve a
HPA-tengely stresszvalaszat is (Romeo et al. 2010, Koenig et al. 2011). A HPA-tengely
(ACTH ¢és CORT) valasza, tovabba a PVN FOS ¢és CRF reaktivitdsa stressz soran
nagymértékben fligg az életkortol (Sapolsky 1992, Lupien et al. 2005, Romeo et al. 2006,
Koenig et al. 2011, Waulsin et al. 2016).

A patkany életének elsé két hetét az tigynevezett stressz hyporesponsive periddus (SHRP)
jellemzi. SHRP sordn a HPA-tengely alacsony aktivitdst és stressz érzékenységet mutat,
melyet csokkent CORT valasz jellemez (Walker et al. 1991, Levine 1994, Smith et al. 1997).
SHRP alatt a stresszexpozicio megnoveli a CRF mRNS expressziojat a PVN-ben, de azt sem
az ACTH sem a CORT szekrécié novekedése nem kiséri. Ezzel ellentétben, a SHRP-t
kovetden a 20. postnatalis nap utdn az allatok stresszvalaszat mar megnovekedett PVN FOS
reaktivitas és erbteljes HPA-tengely aktivacio jellemzi (Smith et al. 1997, Dent et al. 2000).
Ujabb valtozast a stresszrendszer miikodésében a pubertiskor hoz. A CRF aktivitdsa
magasabb ARS expozicio hatasiara a prepubertas kori patkanyokban, mint fiatal felndtt
patkanyokban (Romeo et al. 2006). A prepubertas allatok akut stressz expoziciot kovetéen
elnygjtottabb CORT valasszal reagalnak a felnétt allatokhoz képest (Romeo et al. 2006,
McCormick et al. 2010). Prepubertas kort patkdnyokban akut restraint stressz utan a PVN
FOS valasza gyorsabban épiil fel, mint azt fiatal felnott allatokban tapasztaltdk. A FOS
immunreaktivitds mértéke a stressz expozicid kezdetét kovetd 30. percben magasabb a
prepubertas allatokban (Romeo et al. 2006). Ugyanakkor a prepubertds és a fiatal felnott
allatokban a FOS valasz dinamikajanak Osszehasonlitasa azt mutatta, hogy az akut restraint
expoziciot kdvetd 45. percben a sejtek FOS aktivitasa mar megegyezik a két korcsoportban
(Romeo et al. 2006).

Az 1dds korban ismét valtozik a HPA-tengely miikodése. 21-23 hénapos him Lewis
patkanyok megnovekedett stresszszenzitivitast és FOS expressziot mutatnak a fiatal felnott
egyedekhez képest (Meyza et al. 2007). A bazalis CORT szint emelkedését idoskorban — a

kozép- és fiatalkoru egyedekhez viszonyitva — tobb fajban is megerdsitették (Lupien et al.
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2005, Koenig et al. 2011). A CRF expresszid vizsgalatok eredményei mar nem ennyire
egybehangzoak: egyes tanulmanyok leirtak, hogy a CRF kifejezddése a korral csokken (Cizza
et al. 1994), vagy nem valtozik jelentésen (Herman et al. 2001), de tobb adat is utal arra, hogy
a CRF mennyisége a korral novekszik (Khlebnikov et al. 2015, Tenk et al. 2017).

Meg kell jegyezni, hogy minddssze néhany tanulmény vizsgalta a FOS korfliggd dinamikajat.
Az eredmények rendkiviil ellentmondasosak, melyet a csak kevés, rendszerint mindossze
kettd és tobbnyire kis elemszamt (n=6) korcsoport 6sszehasonlitasa magyarazhat (Kellogg et
al. 1998, Romeo et al. 2006, Meyza et al. 2007).

M¢ég kevesebb tanulmany vizsgalta a kor és kronikus stressz egyiittes, egymast erdsitd
kolesonhatésat allatokban, de az ismert, hogy a pubertds korti ndstény patkdny kronikus
varidbilis stressz soran megemelkedett CRF mRNS szinttel valaszol, mely nem, vagy alig
mutathat6 ki felnétt egyedek esetében (Wulsin et al. 2016). A vizsgélat tovabba megerdsitette,
hogy a kronikus variabilis stressz megemelte a pubertas koru ndstény allatok CORT szintjét,

¢s kis mértékben csokkentette a felndtt csoport CORT titerét.
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3. Célkitiizések, feltételezések
3.1. Az akut stresszben megjeleno FOS aktivacio mértéke valtozik az

életkorral

Néhany irodalmi forras adatai alapjan (Kellogg et al. 1998, Romeo et al. 2006, Meyza et al.
2007) azt feltételeztiik, hogy a FOS kifejezddése akut (restraint) stressz expoziciot kdvetden a
stressz szabalyozdsaban szerepet jatszé agyteriileteken fiigg az életkortdl. Nem talaltunk
azonban az irodalomban atfogo, a teljes élettartamot feloleld tanulmanyt az akut stresszre
adott FOS valasz mértékérdl patkanyban. Ezért azt a célt tliztiik magunk elé, hogy nyolc
korcsoportban (1; 1,5; 2; 3; 6; 12; 18 ¢és 24 honapos) teszteljilk az ARS hatasat a FOS
immunreaktivitas és a HPA-tengely aktivalodasanak mértékére. Feltételezésiink az volt, hogy
a HPA-tengely és 12, a stressz adaptacioban kdzremiikodé kivalasztott agyteriilet (PVNp,
PVNm, MeA, CeA, BLA, BNSTov, BNSTdl, BNSTdm, BNSTv, BNSTfu, EWcp, DR) FOS
immunreaktivitisa Korfiiggé dinamikat mutat. Tovabbi célunk volt az elsédleges
somatosensoros kéreg (barrel cortex- S1) FOS tartalmanak vizsgalata. E teriilet kivalasztasat
két érv is indokolja. Egyrészt az altalunk haszndlt ARS modellben a teriilet aktivacidja
feltételezhetd volt, mivel a patkany bajszanak ingerlése a restraint sordn el6idézi a FOS
aktivaciojat. Masrészt a teriilet nem jatszik a stressz adaptacioban kozvetlen, fontos szerepet.
Azt feltételeztiik, hogy az itt fellépé FOS valasz dinamikaja eltérést mutat a stressz érzékeny

régiokban tapasztaltakéhoz képest.

3.2. A CREF tartalmu idegsejtek akut és kronikus stresszben a korral
valtozo aktivacios dinamikat mutatnak

Az elsé hipotézis vizsgalata soran nyilvanvalova valt, hogy szdmos agyteriileten a korral
valtozik a FOS aktivacid mértéke. A korfiiggést mutatd agyteriiletek kozé tartoztak azok a
régiok is, amelyek CRF expresszalo idegsejteket is tartalmaznak (PVN, BNSTov és CeA).
Ennek alapjan, azt a célt tliztiik ki, hogy bemutassuk a CRF tartalmu sejtek akut aktivacios
mintazatat a fent részletezett nyolc korcsoport Osszehasonlitisa révén a FOS és FOSB
markerek segitségével. A CRF sejtek az akut, és a kronikus stresszadaptacioban is fontos
szerepet jatszanak, igy a kisérleti elrendezést a CVMS modellel hat korcsoport bevonasaval
egészitettiik ki azzal a céllal, hogy felmérjik a CRF neuronok kronikus neuronalis
aktivaciojanak korral valtozé dinamikajat. Feltételezéslink az volt, hogy a CRF neuronok
kronikus aktivacioja (AFOSB) életkor fliggd dinamikat mutat a PVN, BNSTov és CeA

teriletén.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti allatok

A teljes program soran 190 him Wistar-R Amsterdam patkanyt hasznaltunk fel, melyeket a
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Anatomiai Intézetének allathazdban
tenyésztettiink. Az allatokat standard polikarbonat ketrecekben (40x25x20cm) 2-3 allat/ketrec
csoportokban, 4llandé semleges kornyezeti hémérsékleten (24°C) és paratartalomban
tartottuk. Az allattartd helyiségek megvilagitdsa 12 oras éjjel/nappal ciklusban valtozott,
melyben a fényviszonyok atkapcsolasa 6, illetve 18 orakor tortént. Patkanyaink szabadon
hozzafértek standard ragcsalotiphoz ¢és ivovizhez. Az allatokat két kiilon kisérletben
vizsgaltuk. Kisérleteinket a Pécsi Tudomanyegyetem Allatetikai Bizottsdga engedélyezte
(engedély szama: BA02/2000-25/2011) az allatok védelmérdl szolo 1998. évi XXVIII torvény
alapjan, figyelembe véve Eurdpai Kozosség Tanacsa 1986. november 24-én kelt irdnyelvét és
a Helsinki Deklaraciot is. Mindezek mellett mindent megtettiink annak érdekében, hogy
minimalizaljuk a felhasznalt allatok szamat, és hogy a lehetd legkevesebb szenvedést okozzuk

az allatoknak.
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4.1.1. A fobb stressz-adaptacios kozpontok FOS aktivaciojanak térképezése
az ARS modellben

Ebben a kisérletben 73 allatot osztottunk 8 korcsoportba. Minden korcsoportban egy kontrol
¢s egy ARS csoportot hoztunk 1étre az 1. tdblazatban foglaltak szerint.

Csoportok Testtomeg (g) N (db)
Kor Stressz
kondicio

1 hénap Kontroll 77.4 +4.49 5
ARS 76.8 +4.38 4

1,5 hoénap Kontroll 152.2 +5.60 5
ARS 153.6 +2.89 5

2 honap Kontroll 262.6 +7.78 5
ARS 263.6 +5.97 5

3 hénap Kontroll 381.2+7.12 5
ARS 389.5 +10.08 5

6 honap Kontroll 407.2 +15.88 5
ARS 402.6 +7.67 5

12 honap Kontroll 527.5 +16.21 4
ARS 523.75 +11.04 4

18 honap Kontroll 547.0 +10.90 4
ARS 547.75 +13.30 4

24 honap Kontroll 510.75 +10.88 4
ARS 508.5 +8.92 4

1. tablazat: Az akut restraint stressz (ARS) altal kivaltott FOS aktivacid
korfiiggésének vizsgalata. A téblazat a kisérleti allatok életkorat,
testtomegét (g) és a csoportok elemszamat (N) (darab, db) foglalja
0ssze. Az ARS csoportban az allatokat 60 perces restraint stressznek
tettiink ki. A kontroll allatokat zavartalanul hagytuk a ketreceikben a
perfundalasig. A testtomeg adatok a csoportok atlagat és az atlagok
standard hibajat mutatjak, grammban.

Az ARS csoportokat 60 perces akut restraint stressznek tettiik ki. Az allatokat reggel 8 €s 9
ora kozott az altalunk készitett perforalt, konuszos, az allat orrdnak megfeleld végén nyilassal
rendelkez6 milanyag hengerbe helyeztilk. A hengerek méretét igy hatdroztuk meg az
elokisérletek soran, hogy azokban az allat ne legyen képes megfordulni, de szabadon tudjon
1élegezni. Korcsoporttdl fiiggben az egy honapos allatokat 30 mm, a masfél honaposokat 35
mm, a 2 hénaposokat 40 mm a 3 hoénaposokat és az ennél iddsebbeket 45 mm-es atmérdji
hengerben stresszeltiik. A patkany behelyezése utan az allat mogotti teret a csOben vattaval

toltottiik ki, hogy se megfordulni, se hatralni ne legyen képes. A 12, 18 és 24 honapos allatok
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esetében nem haszndltunk vattat, mert a hely kitdltésére az allatok mérete miatt nem volt
sziikség. A milanyag csO végét ragasztoszalaggal rogzitve zartuk le. Egy ora elteltével az
allatokat kivettiilk a restrainer-bol €s visszahelyeztiikk sajat ketreciikbe egy oOrara. Végil a
stressz megkezdésétdl szamitott két ora elteltével perfundaltuk a patkanyokat.

A mintdk tarolasdbol adodo hibak megeldzése érdekében (figyelembe véve az allathaz
kapacitasat) a patkdnyokat Ugy tenyésztettik, hogy az allatok egy viszonylag rovid
idSintervallumban (egy honap) érjék el a kivant életkort. Igy els6 korben a 2, 3, 6, és 24
hoénapos allatokat 6ltiik le, majd egy honappal késobb perfundaltuk az 1, 5, 12 és 18 hénapos
egyedeket.
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4.1.2. ARS és CVMS modell a PVN, CeA és BNSTov CRF neuronjainak

korfiiggo aktivaciojanak vizsgalatara

A masodik kisérletiinkbe 6sszesen 127 allatot vontunk be a 2. tablazat szerint.

Csoportok Testtomeg (g) N
Kor Stressz kondici6 (db)
Kontroll 60.03 +3.54 6
1 honap
ARS 65.18 +5.01 6
Kontroll 156.32+5.81 6
1.5 hénap
ARS 156.98+9.16 6
Kontroll 320.83+25.19 6
2 honap ARS 291.01+15.59 6
CVMS 262.75+8.83 8
Kontroll 361.37+14.72 6
3 honap ARS 346.79+22.64 7
CVMS 330.50+15.31 6
Kontroll 437.29+31.70 6
6 honap ARS 452.17+41.72 5
CVMS 435.91+17.71 6
Kontroll 462.63+32.54 6
12 hoénap ARS 456.95+11.40 6
CVMS 448.60+25.21 6
Kontroll 428.52+17.92 6
18 honap ARS 474.90+53.08 4
CVMS 466.50+28.98 7
Kontroll 422.54+35.90 6
24 hoénap ARS 407.21+72.98 6
CVMS 463.37+70.34 6

2. tablazat: Az akut restraint stressz (ARS) és kronikus variabilis enyhe stressz
(CVMS) hatasa altal eldidézet neuronalis aktivacio korfliggésének vizsgalata. A
kisérleti modellt Gsszefoglalo tablazat a korcsoportokat, a stressz kondiciot, a
csoportok atlagos testtomegét és az atlagok standard hibajat grammban (g)
kifejezve, valamint, a csoportok elemszamat (N) (darab, db) mutatja. Az ARS
csoportban az allatokat 60 perces restraint stressznek tettiink ki. A kronikus
variabilis enyhe stressz (CVMS) soran az allatokat random valtozé (egy nappali
rovid, és egy éjszakai hosszu) stressznek tettiink ki (Id. még 3. tablazat). A
kontroll allatokat zavartalanul hagytuk a ketreceikben a perfundalasig.
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Az egy honapos valamint a mdasfél honapos egyedeket az elsd kisérletben leirtaknak
megfelelden kontroll és ARS alcsoportba osztottuk: A két honapos és idosebb egyedeket
minden korcsoportban harom alcsoportra osztottuk: kontrol, ARS és CVMS csoportokba. A
kontroll és az akut stressznek kitett allatokat az elsd kisérletben leirtaknak megfeleléen (1d.
el6zd alfejezet ARS modellje) kezeltiik. A CVMS protokoll egy nappali rovidebb (1-3 6ras)
stresszort ¢és egy ¢jszakai hosszii (12 oOras) stresszort tartalmazott, amelyet két hétig
alkalmaztunk a 3. tablazatban leirtak szerint.

A rovidebb id6tartamtl nappali stressz sordn random moédon 10 és 14 6ra kozott 60 perces
restraint (Id. ARS el6z6 alfejezet), 120 perc razdgép (az allatokat ketreccel egyiitt egy
orbitalis laboratériumi razoasztalon folyamatos, 80 rpm beallitdssal razattuk), 180 perces
dontott ketrec (az allatok ketrecét 45 fokban megddntve rogzitettiik), 180 perces sotét szoba
(az allatokat az allathazon beliil egy teljesen sotét elkiilonitett szobaba helyeztiik el sajat
ketreciikben) stresszelést alkalmaztunk.

A hosszabb id6tartaml €jszakai stressz soran két stresszor valtakozott [szocialis izolacid (az
allatokat kiilon ketrecbe helyeztiik el egyesével) €s nedvesitett alom (400 ml vizet ontottiink
az allatok alméara, melyet masnap reggel friss, szaraz forgacsra cseréltiink)] random mddon
olyan éjjelekkel, amikor allatainkat nem tettiink ki stresszhatdsnak, hanem hagytuk Oket
eredeti ketreciikben (,,group holding”).

Annak érdekében, hogy meggy6zddjiink a CVMS hatékonysagrol, egy fiiggetlen 24 db-bol
allo (12 kontroll, 12 CVMS) 6 honapos him patkany csoportot vizsgaltunk, melynek soran az
allatok forced swim teszten (FST) estek at Porsolt szerint (Porsolt el al. 1977). A teszt soran a
CVMS 14. napjan az allatokat 15 perces FST-nek tettiink ki (el6tesztelés). A tesztek soran 25
cm atmérdjii 40 cm magas 24°C-os csapvizzel telt iiveghengereket alkalmaztunk, melyek 30
cm-es magassagig voltak vizzel téltve. A 15. napon a kontrol és CVMS allatokat is egy 5
perces FST tesztnek tettiink ki, melyet videdval rogzitettiink és mértiik az allatok immobilitasi
idejét a teszt soran. A 24 éallaton, melyeken viselkedési vizsgalatokat végeztiink, nem

folytattunk tovabbi morfologiai vizsgalatokat.
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Napok | Nappali stressz | Ejszakai stressz
1 Razogép Nedves alom
2 Dontott ketrec Szocialis izolacid
3 Sotét szoba Group holding
4 Dontott ketrec Nedves alom
5 Restraint Szocialis izolacio
6 Sotét szoba Group holding
7 Réazogép Szocialis izolaciod
8 Sotét szoba Nedves alom
9 Restraint Group holding
10 Dontott ketrec Nedves alom
11 Sotét szoba Szocialis izolacio
12 Razogép Group holding
13 Dontott ketrec Nedves alom
14 Restraint Group holding

3. tablazat: A kronikus variabilis enyhe stressz (CVMS)
kisérlet modellje: Az allatainkat 14 napon keresztiil naponta
egy nappali rovid (dontott ketrec, sotét szoba, razogép,
restraint) és egy esti hosszil stressznek (nedves alom,
szocialis izolacio) tettiink ki. Random moédon beiktattunk
olyan napokat, amikor nem tettiink ki esti stressznek (group

holding) az allatokat.

4.2. Mintagyiijtés és szovettani elokészités

Minden allatot 10:00 és 11:30 kozott altattunk tal intraperitonealis urethan (2,4 mg/kg)

injekci6 adasaval. Az eutandzia ugyanabban az id6intervallumban tortént, hogy
minimalizaljuk a CORT diurnalis ritmusabol adoédo, a CORT szintekben megjelend csoporton
beliili szorast, vagy a csoportok kozotti latszolagos eltéréseket. Az ARS csoport egyedeit a
restraint meginditasat kovetéen 2 oraval, szintén 10:00 és 11:30 kozott altattuk tal.

Az injekcié beadasa utan az allatok 2 percen beliil elaludtak. Ezutan a mellkasfalat
megnyitottuk és egy Kis vagast ejtettiink a bal kamran, melyen keresztiil kb. 1,5 ml vérmintat

gyujtottiink jéghideg, elézéleg 150 ul 7,5 m/m% etilén-diamin tetra-acetat oldattal toltott
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csovekbe. Ezt kovetden az allatokat transzkardialisan perfundaltuk, elészér 50 ml 0,1 M
foszfat pufferelt sooldattal (PBS, pH=7,4), melyet 250 ml jéghideg 4%-0s formaldehid
(Millonig foszfat pufferben) oldat kovetett 20 percen Kkeresztiil. Végil allatainkat
dekapitaltuk, agyukat kipreparaltuk, és utofixaltuk az elébb leirt 4% formaldehid oldataban 72
oran at. A mellékveséket és csecsemOmirigyeket eltavolitottuk, majd tomegiiket precizios
laboratoriumi mérleg segitségével hataroztuk meg. Feljegyeztiik az allatok testtomegét, relativ
mellékvese tomegét (Ossz-mellékvese tomeg/testtomeg), valamint relativ thymus tomegét
(thymus tomeg/testtomeg).

Az agyakbol 30um vastagsagu coronalis metszeteket készitettiink a chiasma opticum-tol a
hid-nyutltveld hataraig Leica Vibratome-mal (Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag). Az
agyakat legkésobb két héttel a perfuzidt kovetden lemetszettiik. A metszés soran harom
sorozatot valogattunk, igy minden 90 um-re jutott egy reprezentativ metszet, melyeket anti-
freeze oldatban (30% glycerol, 20% etilén-glikol, 0,1 M PBS) -20°C-on taroltuk a tovabbi

vizsgalatokig.
4.3. Corticosterone radioimmunassay

A vérmintakat 4°C-on centrifugaltuk 3500/perc fordulatszamon &t percig. Az 50 ul-es plazma
mintakat -20°C taroltuk a radioimmunassay (RIA) vizsgalatig.

A RIA mérést korabbi kdzleményeinkben leirtaknak megfeleléen (Gaszner et al. 2004, 2009
Jozsa et al. 2005) végeztiik. A mérés soran 5 pl szérum és 100 pl assay puffer (0,5 M PBS,
mely 1g/l zselatint és 1g/l natrium-azid keverékét tartalmaz, pH=7,4) keverékét extrahaltuk 1
ml dietil-éterrel. A szaraz extraktumot rekonstitualtuk 1,25 ml assay pufferrel, melyb6l két
parhuzamos mérést végeztiink a tovabbiakban. A csovek 500 ul extraktumot, tricialt CORT-t
(12000 cpm; NEN, NET-399,90-120 Ci/mmol) és 15 nl/csé CS-RCS-57 antitestet (1:47000
végleges higitdsban) tartalmaztak, Osszesen 700 pl volumenben. Standard mintaként a
Calbiochem cég altal gyartott CORT-t hasznaltunk 9 kiilonb6z6 higitasban, mely a 15 és 4000
fmol kozotti tartomanyt fedte le. Az egy éjszakan 4t tarté inkubaciot (4°C) kovetden a szabad
szteroidokat dextrdnnal boritott aktiv szén segitségével szeparaltuk. A mintdk aktivitasat
kétfazisti folyadék szcintillacids rendszerrel allapitottuk meg. Az assay szenzitivitdsa 30
fmol/csé volt. Az antitest rendre 19%; 7,1%; 5,5%; 5,1%; és 3% keresztreakciot mutat a
progesterone-nal, deoxycorticosteronne-nal, testosterone-nal, dihydroprogesterone-nal ¢s
androstendione-nal. Egyéb mas természetes szteroidokkal kisebb, mint 1%-os keresztreakciot

mutat. Az inter- és intraassay variacios koefficiens 9,13% illetve 6,5% volt.
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4.4, FOS immunhisztokémia diamino-benzidin kromogénnel

A FOS jelolést két 1épésben végeztiik, mivel a free floating technikdval a 73 inkubal6 csé
egyidejli kezelése rendkiviil nehézkes lett volna. Els6 1€épésben a jelolendé mintakat random
modon ugy valasztottuk ki, hogy minden egyes csoport egyedeinek felét feldolgoztuk, majd a
masodik 1épésben a fennmaradd mintainkon végeztiik a jelolést. Mindkét széria festését
ugyanazon a héten végeztik. Minden minta jeloléséhez ugyanazokat a reagenseket,
termékeket és kiteket hasznaltuk egyazon kiszerelésbol (lasd lent a részletes leirasnal).
Mindent megtettiink annak érdekében, hogy a két festési 1épés soran minden koriilmény a
lehetd legallandobb legyen.

Annak érdekében, hogy kizarjuk a festések kozott fenndlld esetleges kiilonbségekbdl adddo,
az eredményeket torzitd hatisokat, két tesztet is végeztiink. Hat kiilonb6zd koru stressznek
kitett llat mintait mindkét jelolés soran bevontuk a festésbe, majd t-teszttel vizsgaltuk az igy
kapott eredményeket, hogy vizsgaljuk a két 1épésben végzett festések kozott a hat allat
eredményeiben van-e eltérés. A hat allat sejtszam értékei nem mutattak eltéréseket a két festés
soran. Masodszor, megvizsgaltuk a két festés hatisat, mint faktort varianciaanalizissel is. Az
ANOVA nem talalt kiilonbséget az elsé €s a masodik jelolés sejtszam értékei kozott, igy, a
két 1épésben végzett festés soran kapott adatokat a csoportoknak megfeleléen 6sszevalogatva
vizsgaltuk tovabb.

A festési eljaras soran metszeteinket 0,1M PBS oldatban mostuk 6x10 percig. Ezt kdvetden
mintdinkat 0,5%-o0s Triton X 100 (Sigma) oldattal permeabilizaltuk, majd 2%-0s normal
kecske szérum (NGS, Jackson Immunoresearch Europe Ltd., Suffolk, Egyesiilt Kiralysag)
PBS oldatdban inkubaltuk Oket 30 percig. Az igy eldkészitett metszeteket nyulban
termeltetett, poliklonalis FOS antiszérum (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA,
sc-52) higitott oldataval (1:500) kezeltlik 16 oran at, szobahOmérsékleten. Néhany ujabb PBS
mosast kovetden a mintakat biotinilalt kecske anti-nytl IgG (Vectastain ABC Elite kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) oldataba (1:200, 2% NGS-t tartalmazo PBS-ben, 60
perc) helyeztiik. PBS mosasok utan a metszeteket avidin-biotin komplex (Vector) oldataban
inkubaltuk 60 percig. Végiil, PBS mosasok utdn az immunjel6lést 100 ml Tris pufferben
oldott 10ul 30%-0s H;0, és 10 mg diaminobenzidin (Sigma) segitségével tettiik lathatova. A
reakciot sztereomikroszkop alatt kontrollaltuk és PBS moséssal allitottuk le. A metszeteket
zselatinos targylemezre huztuk fel, ezt kdvetden xilollal deritettiik, majd DePex-szel fedtiik

(Fluka, Heidelberg, Németorszag).
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A FOS szérum (Sc-52, Santa Cruz) specificitasat és szenzitivitasat el6z6 tanulmanyainkban
teszteltiik patkanyon (Gaszner et al 2004, 2009). Az elsédleges vagy masodlagos antiszérum
elhagyasa, vagy normal (nem immunizalt allati) szérum hasznalata esetén nem kaptunk
detektalhat6 jelet. Blokkolo peptiddel torténd inkubéacié megeldzte az immunjel megjelenését
a mintdinkban, tovabba, Western-blot analizis is megerdsitette a szérum specificitasat,

melynek eredményét a gyartd honlapjan kozzétette.
4.5. CRF, FOS és FOSB harmas immunfluoreszcens jelolés

A lemetszett sorozatokbol elsé 1épésben kivalogattuk azokat a metszeteket, amelyekben a
PVN, a BNSTov ¢és a CeA megtaldlhato. 4x10 perc PBS mosas utan hé indukalt epitop
felszabaditas céljabol mintdinkat 90°C citrat pufferbe (pH=6,00) helyeztiik 10 percre, majd az
oldatot a mintakkal szobahdmérsékletre hagytuk hiilni 20 percig. Ezt kovetden a metszeteket
2x10 percig mostuk PBS oldatban, majd permeabilizaltuk 0,5%-0s Triton X-100-ban (Sigma)
60 percig. Majd, 60 percig hattérblokkolast végeztiink 2% normal szamar szérumot (NDS,
Jackson) tartalmazo PBS oldatban. A mintdkat antiszérumok keverékével kezeltiik (48 ora,
4°C), melyben poliklonélis nyal CRF antiszérum (1:16000, Prof. WW Vale ajiandéka, The
Salk Institute, La Jolla, CA, USA), poliklonalis tengerimalac FOS antiszérum (1:1000,
Synaptic System GmbH, Goettingen, Németorszag Kat. sz.: 226004) és monoklonalis egér
FOSB antiszérum (1:1500, Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag; Kat. sz.: AB11959) volt
2%-0s NDS oldatban. 2x15 perc PBS mosas utan a metszeteket 24 o6ran keresztiil inkubaltuk a
masodlagos antitestek keverékében, melynek minden elemét a Jackson Immunoresearch
cégtdl szereztiink be. A keverék biotinilalt szamar anti-nyul IgG (1:500), Alexa 488 konjugalt
szamar anti-tengerimalac IgG (1:600) és Cy3 konjugalt szamar anti-egér IgG (1:400)
antitesteket tartalmazott PBS oldatdban. Néhany ismételt PBS mosas utdn a mintadkat CyS5
streptavidinnel (1:1000) kezeltiink 3 6ran keresztiil. Ezt kovetéen Merck autofluoreszcencia
eliminator kit (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag, Kat. Sz.: 2160, Lot No.: 2016635)
segitségével megsziintettilk az idegsejtekben az ¢életkor eldrehaladtaval felhalmozodo
lipofuscin okozta autofluoreszcencidt. Az elimindtor kitet a gyartd ajanlasa szerint
alkalmaztuk, kisebb modositassal: a metszeteket 5 perces PBS mosast kdvetéen 30%, majd
70%-o0s ethanol oldataba helyeztiik 5-5 percre, majd a mintdkat 2 percre eliminator reagens
oldataba tettiik, melyet 2x1 perces 70%-os ethanolos mosas kovetett. Végiil mintainkat 2x15

percig PBS oldataban mostuk, majd azokat zselatinos targylemezekre huztuk fel. A
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metszeteket hagytuk megszaradni szobahémérsékleten és PBS-glicerin (1:1) oldataval fedtiik
le.

A c-Fos (FOS) antiszérum (Synaptic Systems GmbH, Gottingen, Németorszag, Kat. Sz.:
226004) specificitasat, és szenzitivitasat teszteltiik allatainkon. A primer vagy szekunder
antiszérum kihagyasa, illetve cseréjiik egy normal, nem immunizalt allat szérumara ahhoz
vezetett, hogy nem volt detektalhat6 jel a mintainkban. Az antiszérum blokkold peptiddel
(Synaptic Systems, Kat. sz.: 226-0P) torténé eldinkubacioja szintén megakadalyozta lathato
jel megjelenését mintdinkban. A FOSB szérumot is el6teszteltiik a gyartd ajanlasa alapjan.
Korébbi tanulményok is sikerrel alkalmaztik ezt az antitestet egérben (Eagle et al. 2015) és
patkanyban (Tuplin et al. 2018) is, tovabba, Western-blot analizis is megerdsiti a szérum
specificitasat, melyet a gyartd honlapjan is megjelentetett. A CRF szérum, melyet nyulban
hoztak 1étre (bleed # 7/26/83 Prof. W.W. Vale laboratoriumanak ajandéka), melyet igen széles
korben teszteltek, magas specificitassal, valamint szenzitivitassal rendelkezik. Elézetes
tesztjeink 1is alatamasztottdk a CRF szérum hatékonysagat, melyet Osszevetettiink egy a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 megbizhaté kecske CRF szérummal (Santa Cruz,
részleteket lasd még Kormos et al. 2016). Mindkét szérum egyértelmiien kolokalizald
citoplazmatikus jelet adott a BNSTov ¢és CeA teriiletén. Tekintettel arra, hogy a nyualban
eléallitott CRF antiszérum erdsebb jelet adott a PVN teriiletén, végil ezt alkalmaztuk a

fokisérletben.
4.6. Mikroszkopia és digitalis képanalizis

Az ARS FOS immunjelre kifejtett hatasat vizsgald kisérletiinkben a diamino-benzidine
(DAB) kromogénnel vizualizalt immunjelet értékeltiik. A vizsgalt agyteriileteket Paxinos és
Watson (2007) atlasza alapjan azonositottuk ¢és az alabbi agyteriiletek valasztottuk ki (a
zardjelben szerepld szamok a kivalasztott frontdlis sikok tavolsagat jelzik a Bregmatol): CeA
[(-2,40 mm)—(-2,92 mm)], BLA [(-2,16 mm)—(-2,92 mm)]), MeA [(-2.52 mm)—(-3.24 mm)]),
parvo-(PVNp) és magnocellularis (PVNm) PVN [(-1,56 mm)—(-1,92 mm)]), EWcp [(-5,16
mm)—(-6,72 mm)]), DR [(-6,84 mm)—(-7,68 mm)]). A BNST-t a Bregmatol +0,12 mm-t6l a -
0,24 mm-ig az alabbi teriileteket kivalasztva vizsgaltuk: BNSTov, BNSTdm, BNSTdI,
BNSTv, BNSTfu. A BNST régiot Dong (2001) felosztasa alapjan tanulmanyoztuk, tekintetbe
véve Hammack és munkatarsai (2010) kézleményét is. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk
vajon a megfigyelt korfliggd valtozasok csupan a fent felsorolt stressz adaptacioban résztvevo

tertiletekre korlatozodik-e, a primer somatosensoros agykéreg (barrel cortex) teriiletét |-
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3,12mm-(-3,48mm)] is vizsgaltuk. Itt egy 500x300 pum-es teriileten végeztiink sejtszamolast,
melyet a IV lamina teriiletén jel6ltiink ki (Bisler et al 2002) munkaja nyoman.

A digitalizalast egy nagy tapasztalattal rendelkezd neurohisztologus kolléga végezte, aki nem
ismerte mintdk jelolésének hatterében 4alld csoportbeosztast. A fotok egy RT digitalis
kameraval felszerelt Nikon Microphot FXA mikroszkop segitségével (Nikon, Tokyo Japan)
késziiltek.

A harmas jelolésii mintdinkat kollégank egy Olympus FluoView 1000 konfokalis
mikroszkoppal digitalizalta. Ebben az esetben a konfokalis mikroszkopot gy allitottuk be,
hogy az az egyes fluoroforok jeleit szekvencidlisan detektalja. Annak érdekében, hogy a
képeken szemikvantifikaciora alkalmas jel abrazolddjon, photon count modban készitettiik a
felvételeket, fotoelektron sokszorozo altali jelamplifikacio nélkiil. A fluoroforok excitacios €s
emisszios értékeit a Fluo-View szoftverbe (Fv10-ASW; Version 0102) épitett ajanlott
értékeket alkalmaztuk. 488 nm-es, 550 nm-es és 633 nm hullamhosszi lézernyaldbokat
hasznaltunk a festékek gerjesztésre. Az Alexa 488 esetén 525 nm, a Cy3-nal 570 nm, a Cy5-
nél 670 nm-nél mértiikk az fluoreszcens fényemissziot a detekcid soran. Mindharom csatorna
regisztralt jeleit kiilon, és a szoftver altal illesztve is taroltuk, hogy értékelhessiik a jelek
kolokalizacidit. Az abrakon zold (Alexa 488) vords (Cy3) és fehér (Cy5) virtualis szineket
hasznéltunk. A digitalis fotokat manudlisan értékeltiik ki mindkét tanulmany esetén, melyhez
az eredeti, utdlag nem modositott képeket hasznaltuk.

A kiértékelést végz0 munkatarsak a sejtszamolast manudlisan végezték egy adott teriilet
minden mintajan. Annak érdekében, hogy az emberi hiba mértékét minimalizaljuk, a
sejtszamolast végzd személyek nem ismerték a mintdk eredetét. Egy mdasodik személy
ellendrizte a szamolast véletlenszerlien kivalasztott képek ismételt kiértékelésével. Csak a
mindkét elemzést végzo személy altal egybehangzoan megerdsitett adatokat hasznaltuk fel a
statisztikai kiértékelés soran. Annak érdekében, hogy a lehetd legkisebb mértékre csdkkentsiik
kiilonbségeket, egy mag esetén 6t metszet sejtszdm adatainak atlagaval szdmoltunk. Az o6t
metszet atlagértéke reprezentdlta az adott agyteriilet sejtszamat egy allatra nézve. Mivel
minden csoport 4-7 allatot tartalmazott, igy csoportonként is 4-7 sejtszam atlag szerepel, mely
a csoportot reprezentalja a statisztikai kiértékelésben.

A fluoreszcens fotok esetében vizsgaltuk a CRF tartalmu sejtek specifikus jel denzitasat
(specific signal density-SSD) is (Kormos et al 2016). Az SSD mérés egy szemikvantitativ
analizis, mely soran a CRF sejtek valamint a szovethattér denzitasanak (jel intenzitasanak) a

kiilonbségét mértiik Image J Software segitségével (1.50i verzid; NIH). Vizsgalatunk soran
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mértiik kiilon a csak CRF, a CRF-FOS, a CRF-FOSB, ¢és a CRF-FOSB-FOS sejtek CRF SSD-
jét. A denzitas-kiilonbségek eredményeit Osszevetettiik mas, a kisérletek soran regisztralt
paraméterekkel is.

A DAB festett készitményekrdl készitett reprezentativ digitalis képeket sziirkearnyalatossa
tettilk. Amennyiben sziikséges volt, a sziirkedrnyalatos fotokat és a virtualis szineket abrazolo
konfokalis képeket is Adobe Photoshop 7.0.1 szoftverrel kontrasztositottuk, méretre vagtuk és

Osszetett fotomontazsokba szerkesztettiik.

4.7. Statisztikai analizis

Az egyes allatcsoportok adatainak atlagat tiintettiik fel az atlagok standard hibgjaval (SEM).
Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel (Shapiro és Wilk 1965), mig az adatok
szorashomogenitasat Hartley-féle chi négyzet probaval vizsgaltuk (Snedecor és Cochran
1989). Néhany esetben matematikai transzformaciot alkalmaztunk. A CORT mérések
esetében az adatok négyzetgyokét a sejtszdmok esetében az adatok tizes alapli logaritmusat
szamoltuk annak érdekében, hogy normalis adateloszlast kapjunk. Minden esetben két utas
variancia analizist (ANOVA) futtatunk, majd a csoportok kozotti kiilonbségeket Tukey-féle
post hoc teszttel erdsitettiink meg. Amennyiben a kétutas ANOVA nem talalt szignifikans
interakciot a f6 hatasok (kor, stressz) kozott, hogy vizsgaljuk az eredmények korfliggését, az
adatokat egyutas ANOVA futtatasaval is vizsgaltuk a kontroll és stressz csoportokban kiilon-
kiilon. A csoportparok dsszehasonlitasahoz is Tukey-féle post hoc tesztet alkalmaztunk. Mivel
a kétutas ANOVA nem tudta megerdsiteni minden esetben a két faktor (stressz, kor)
interakcidjat, a korcsoporton beliili kiilonbséget (kontrol vs. stressz) Student-féle t teszttel
vizsgaltuk.

Annak érdekében, hogy megerdsitsiik a kiilonb6zé valtozok kozott fennalld Gsszefiiggéseket,
Spearman-féle korrelacié analizist futtatunk adatainkon. A statisztikai kiilonbséget
szignifikansnak tekintettiik, ha o kisebb volt, mint 0,05. A statisztikai analizisekhez Statistica

8.0 szoftvert (StatSoft, Tulsa, OK, USA) hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1. A neuronalis aktivitas mintazata az életkor fiiggvényében az ARS

modellben

Els6é kisérletiink célja az volt, hogy az agy stresszre érzékeny teriileteinek érzékenységét,
tovabba a HPA-tengely reaktivitdsat kovessiikk az életkor fliggvényében patkdnyban. Az
agyteriiletek aktivitdsanak vizsgalatara FOS térképezést alkalmaztunk ARS expoziciot
kovetden, mellyel parhuzamosan kovettiik az éallatok CORT valaszat. Utdbbit az allatok
szérummintaibol hataroztuk meg. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az akut neuronalis
aktivitas életkor fiiggését, nyolc kiillonbozé koru allatcsoportot tettiink ki ARS-nek és 13
agyteriiletet vizsgaltunk szemikvantitativ. FOS immunhisztokémia segitségével. Az
eredmények részletes, teljes Osszefoglalod tablazatait az 5.1.7. fejezetben a négyes, 6tds és

hatos tablazatokban részleteztiik.

5.1.1. Az ARS modell validitasvizsgalat corticosterone eredményei

Plazma corticosterone (nmol/L) O Kontroll
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5. abra: A plazma corticosterone (nmol/l) mérések eredményei (n=4-5 db/csoport). A stressz minden
korcsoportban szignifikdnsan megemelte a CORT szintjét (Tukey-féle post hoc teszt p<0,005) (ezeket nem
jeloltiik az abran). A post hoc analizis alapjan az 1 hénapos (H) allatok szignifikansan alacsonyabb ARS (stressz)
indukalta CORT szinttel rendelkeztek, mint a tobbi stressznek kitett csoport (kivétel a 3 hdnapos) stresszelt
csoport (Tukey post hoc *p<0,05; nsz: nem szignifikans p>0,05).
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A stressztengely aktivitasanak vizsgalatahoz meghataroztuk az allatok vérmintainak plazma
CORT szintjét. A corticosterone szintet az akut restraint (Fys,=620,36; p<10®), a kor
(F757=3,85; p<0,005), és a kettdjiik interakcidja (F757=3,57; p<0,005) is befolyasolta (5.abra).
A Tukey-féle post hoc teszt megerdsitette, hogy a CORT szintje minden egyes korcsoportban
magasabb volt a stresszelt allatok esetében (p<0,005). A kontroll allatok hormonszintje
alacsony maradt a 6 honapos életkorig. A 12, 18 és 24 honapos kontroll csoportok azonban
kétszer akkora CORT szinttel rendelkeztek, mint a 3 hénapos kontroll allatok (p<0,05). A kor
(p=0,427, p=0,008) Az ARS-nek Kitett csoportok koziil a legfiatalabb (1 honapos) allatok
mutattak a legalacsonyabb CORT szintet, mely érték szignifikansan alacsonyabbnak (p<0,05)
bizonyult mas, stresszelt korcsoportokhoz viszonyitva. Kivételt ez aldl a 3 honapos ARS
allatok jelentettek (p=0,09). A CORT szint a stressznek kitett allatok esetében allandé maradt
1,5 honapos kort6l kezdédéen id6s korig (p=0,144, p=0,413).
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5.1.2. A tagabb értelemben vett amygdala magjainak FOS

immunreaktivitasa

Nucleus medialis amygdalae (MeA)

MeA FOS sejtszam OKontroll
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6. abra: A FOS jelolés eredményei a MeA teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot (Student-féle t-teszt p<0,001), melyeket nem tiintettiink fel. A kontroll csoportok kdzott
az 1 honapos (H) allatok rendelkeztek a legmagasabb sejtszammal, mely kiilonb6zott a 6, 12, 18 és 24 honapos
kontroll allatok értékeit6l (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05). Az ARS (stresszelt) csoportok kozott a 2
honapos allatok rendelkeztek a legmagasabb sejtszammal, mely kiilonbozott a 6, 12, 18 és 24 honapos ARS
(stresszelt) allatok értékeit6] (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

A MeA FOS aktivitasat a stressz (F15,=517,11; p<10'6) ¢és az ¢életkor (F757=16,05 p<10'6) is
befolyasolta, azok interakcidja viszont nem volt hatassal a sejtszamokra (6. abra). Mivel nem
talaltunk szignifikdns interakciot a két faktor kozott, t-tesztekkel vizsgaltuk meg, minden
egyes korcsoportban a stressz hatasat. Utébbiak minden korcsoportban megerésitették, hogy a
stressz megemelte a FOS sejtszamot (p<0,001). Az egyutas ANOVA kimutatta az életkor
hatasat a FOS sejtszamra kontroll allatokban (F720=6,54, p<0,001). Az adatok azt mutatjak,
hogy a bazalis FOS immunjel csokken az ¢letkor eldrehaladtaval kontroll allatokban: a
legfiatalabb csoportban a FOS sejtszam 15,62+3,14 volt, mig a legéregebben allatokban ez az
érték 3,56+0,84-nek felelt meg. A két csoport kozotti kiilonbséget a post hoc teszt is
megerdsitette (p<0,01). A kontroll allatok korfliggd sejtszamcsokkenését a Spearman analizis
is kimutatta (p=-0,747; p<10®). Az egyutas ANOVA is bizonyitotta a stressz f&hatasat a FOS

sejtszamokra (F;23=28,70, p<10'6). A legmagasabb immunreaktiv neuronszamot a két
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honapos ARS csoportban detektaltuk. Az ezt kovetd életszakaszban a FOS jel mértékének
csokkenését lattuk, mely 6 honapos kortol mar elérte a szignifikans mértéket (Tukey-féle post
hoc teszt p<0,04). A korral jard expresszidcsokkenést a Spearman korrelacio is megerdsitette
a stressznek Kitett allatcsoportokban (p=-0,828; p<10®). A stressz indukélta FOS immunjel
atlagosan 7-9-szer volt nagyobb, mint amit a reprezentativ kontroll allatokban lattunk. A
legnagyobb sejtszam novekedést a 2 honapos korcsoportban figyeltilk meg, mely 14-szeres
volt. Emellett, 13-szoros emelkedést tapasztaltunk az idds allatokban. Ez utobbi markansnak
tlind kiilonbség azonban az igen alacsony bazdlis FOS sejtszamnak koszonhetd, mivel a
stresszelt csoport FOS sejtszama csupan negyede volt a 2 hoénapos stresszelt egyedek

sejtszamanak. Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 9-es abran lathatoak.
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Nucleus centralis amygdalae (CeA)
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7. abra: A FOS jelolés eredményei a CeA teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a FOS sejtszamot (ezeket a kiilonbségeket nem emeltik ki), kivéve az 1 és 1,5 honapos
korcsoportokban (nsz. p>0,05). A kontroll csoportok kozott az 1 honapos éallatok rendelkeztek a legmagasabb
sejtszammal, mely kiilonbozott a 2, 3, 6, 12, 18 és 24 honapos kontroll allatok értékeit6l (Tukey-féle post hoc
teszt, *p<0,05). Az ARS (stresszelt) csoportok kozott a 2 honapos allatok rendelkeztek a legmagasabb
sejtszammal, mely kiilonbozott a 3, 12, 18 és 24 honapos ARS (stresszelt) allatok értékeit6l (Tukey-féle post hoc
teszt, *p<0,05).

Az CeA FOS tartalmi neuronjainak szamat befolyésolta a stressz (Fy5,=234,27; p<10®), és a
kor (F7s57=17,75; p<10'6). Emellett az ANOVA a két faktor erés interakcidjat is kimutatta
(F75:=8,94; p<10™®) (7. 4bra).

A legfiatalabb kontroll csoport mutatta a legmagasabb bazalis FOS szintet, mely 3,5-szer volt
nagyobb, mint a 2 honapos és id6sebb allatokban tapasztalt bazalis értékek (p<0,04). Az
¢letkorral a kontroll csoportok bazalis FOS jele gradualisan csokken, majd szinte el is tiinik a
12 és 18 honapos allatokban. A 2 honapos korcsoportban az ARS 7,5-szeresére emelte a FOS
immunreaktivitast (p<10'6). A 3, 6 és 24 honapos allatokban az ARS szignifikans mértékii,
amely 3,5-5,6-szoros atlagos FOS immunjel emelkedésben nyilvanult meg (p<5x107%). A
nagyon alacsony bazalis jelnek koszonhet6en a stressz okozta sejtszam emelkedés a 12 és 18
hénapos korcsoportokban 31-szeresnek (p<10) és 27-szeresnek
(p<10) adodott. Kiemelends, hogy az 1 €s 1,5 honapos csoportokban csupan 1,65-sz6ros €s
2,21-szeres FOS emelkedést tapasztaltunk, mely emelkedések nem bizonyultak

szignifikansnak. A Spearman korrelacids analizis megerésitette a FOS immunjel korfiiggd
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csokkenést, mind a kontroll (p=-0,838; p<10®), mind a stresszelt allatokban (p=-0,575; p<10"

6). Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 9-es abran lathatdak.

Nucleus basolateralis amygdalae (BLA)

BLA FOS sejtszam O Kontroll
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8. abra: A FOS jelolés eredményei a BLA teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az 1 honapos (H) korcsoportot kivéve
(nsz. p>0,05), az ARS (stressz) szignifikdnsan megemelte a FOS sejtszamot (ezeket a kiilonbségeket nem
emeltiik ki). A kontroll csoportok kozott az 1 honapos allatok rendelkeztek a legmagasabb FOS sejtszammal,
mely kiilonbozott a 3, 12, 18 és 24 hénapos kontroll allatok értékeit6l (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05). Az
ARS (stresszelt) csoportok kozott a 2 honapos allatok mutattdk a legmagasabb FOS sejtszamot, mely
kiilonbozott az 1,5 honapos ARS (stresszelt) allatok értékeitdl (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

A kétutas ANOVA kimutatta, hogy a stressz (F; 5,=252,76; p<10®) és az életkor (F757=3,45;
p<0,005) is mint f6 hatas meghatarozta a FOS tartalmu neuronok szamat. Tovabba a két
fohatas interakcioja (F757=3,02; p<0,01) is bizonyithat6 volt (8. abra).

A BLA teriiletén alacsony bazalis sejtszamot (10,93+2,57) talaltunk az 1 honapos kontroll
csoportban. A bazalis FOS immunjel korfiiggd csokkenést mutatott (p=-0,537; p=0,001). Az
1,5 hénapos ¢és idésebb allatokban a 6 honapos kontroll egyedeket leszamitva igen alacsony
FOS immunreaktivitast észleltiink, a 18 honapos patkanyokban atlagosan minddssze
1,98+0,36 sejtet. Az igen alacsony bazalis FOS sejtszamnak kdszonhetéen az ARS indukalta
FOS valasz a 12 és 18 honapos allatok esetében 9,17-szeres (p<107) illetve 17,05-szoros
(p<10®) volt. A t5bbi stressz csoportban atlagosan 3-8-szoros emelkedést lattunk a kornak
megfeleld  kontroll  csoportokhoz  viszonyitva  (p<0,01). A  stresszelt allatok
Osszehasonlitasakor a post hoc teszt megerdsitette, hogy a 2 honapos allatok FOS sejtszama

magasabb volt, mint az 1,5 honapos egyedeké. Ezzel parhuzamosan, a Spearman analizis nem
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talalt linedris Osszefliggést az életkor és FOS immunreaktivitds mértéke kozott a stresszes

allatokban (p=0,075; p=0,662). Az agyteriiletrél késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 9-es

abran lathatoak.

2 honapos

24 honap 0s

9. abra: Eletkorfiiggé FOS immunreaktivitds az amygdala magokban. A képek a 2 és 24 honapos kontroll,
valamint ARS (stressz)-nek kitett allatok mintait reprezentalja. A fekete szinnel koriilhatarolt teriiletek az
altalunk vizsgalt amygdala almagok hatarait jelolik (MeA-nucleus medialis amygdalae, CeA-nucleus centralis
amygdalae, BLA-nucleus basolateralis amygdalae). A négyzetek, magonként mutatjak nagyobb nagyitassal a
FOS-szal jelolt sejteket: a bal als6 a MeA-t a jobb als6 a BLA-t mig a jobb felsé a CeA-t mutatja nagyobb
nagyitassal. opt.: tractus opticus. A 1épték 100um-t jelol.
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Nucleus interstitialis striae terminalis, ovalis divizio (BNSTov)
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10. abra: A FOS jelolés eredményei a BNSTov teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot a 2, 6, 12, és 18 honapos (H) korcsoportokban (ezeket a kiilonbségeket nem emeltiik ki
*-gal). Ezzel szemben az ARS (stressz) nem emelte meg szignifikansan a sejtszamot az 1, 1,5, 3, és 24 honapos
korcsoportokban (nsz. p>0,05). Az 1 honapos kontroll allatokban jelentés bazalis FOS sejtszamot lattunk, mely a
kor elérehaladtaval csokkenni kezdett (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

A BNSTov-ban a kétutas ANOVA alatdmasztotta a stressz (F15,=51,24,; p<10'6) ¢és az életkor
(FL57=13,61; p<10®) hat4sat a FOS aktivitasra, azok interakcioja nélkiil (10. &bra).

Az egyutas ANOVA is meger6sitette a kor hatasat a FOS immunjelre (F729=9,62; p<10'6) a
kontroll csoportokban. Szamottevé FOS tartalmu sejtszamot figyeltiink meg az 1 hénapos
kontroll allatokban (18,08+4,93 sejt), mely aktivitds a kor elérehaladtaval csokkent, és a 6
honapos illetve idésebb korcsoportokban mar statisztikailag szignifikanssa valt. A kontroll
allatok FOS aktivitasa csokken az életkorral a korrelaciéo analizis szerint is (p=-0,752;
p<10).

A legnagyobb ARS indukalta FOS emelkedéseket az 1 és 2 honapos éallatokban tapasztaltuk.
Ugyanakkor, csak a 2 honapos allatokban regisztralt, 3,85-szor0s sejtszam emelkedés érte el a
szignifikans mértéket a kontroll csoporthoz viszonyitva (p<0,02). A tobbi korcsoportban talalt
(atlagosan 1,35- 3,8-szeres) emelkedés nem bizonyult szignifikdnsnak. Az egyutas ANOVA
megerdsitette az életkor hatasat a FOS immunjel mértékére (F726=7,46; p<10™) a stressznek
kitett allatok esetében. Ezzel 6sszhangban, negativ korrelaciot talaltunk a FOS sejtszamok és
az életkor kozott (p=-0,696; p<10'6). Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a

15-0s abran lathatoak.
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Nucleus interstitialis striae terminalis, dorsolateralis divizio (BNSTdl)
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11. abra: A FOS jelolés eredményei a BNSTdI teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot minden korcsoportban (ezeket az adatokat nem emeltiik ki *-gal), kivéve a 3 honapos
(H) korcsoportban (nsz. p>0,05). A kontroll csoportok kozott a legmagasabb sejtszamot az 1 honapos
korcsoportban detektaltuk, amely érték szignifikdnsan magasabb volt a 18 és 24 honapos kontroll egyedek
értékeihez viszonyitva (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05). A legmagasabb sejtszamot a 2 hdénapos ARS
(stressz) csoport mutatta, és ez a sejtszam szignifikansan magasabbnak mutatkozott, mint a 6, 12, 18 és a 24
honapos allatok ARS (stressz) indukalta sejtszamai (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

Az ANOVA megerdsitette, hogy a stressz (F157=111,81, p<10'6) ¢s az életkor (F757=15,10;
p<107) befolyasolja a FOS sejtszamot, a két faktor szignifikans interakcidja nélkiil (11. abra).
Kontroll allatokban az ANOVA kimutatta, hogy az életkor fOhatdsa szignifikdns volt
(F720=7,69; p<10®). Az egy honapos kontroll egyedek csoportjaban atlagosan 24,16+6,11
FOS tartalmu sejtet detektaltunk. A 18 honapos (4,08+0,94) és a 24 honapos (3,45+1,67)
allatok alacsonyabb FOS immunreaktiv sejtszdmot mutattak, mint az 1, 1,5 és 3 hdnapos
kontroll egyedek (p<0,05). A FOS immunjel korfiiggd csokkenését a Spearman korrelacio
analizis is megerdsitette (p=-0,788; p<107).

Az ARS indukélta FOS aktivitdas novekedése minden korcsoportban szignifikansnak
mutatkozott (p<0,05), kivéve a 3 honapos allatokat. A legmagasabb FOS sejtszamokat a két
honapos allatoknal figyeltik meg. Az egyutas ANOVA is alatamasztotta a stressznek Kitett
allatokban az életkornak a FOS immunijelre gyakorolt hatasat (F725=11,10; p<10®). A Tukey-
féle post hoc teszt kimutatta, hogy a 6 honapos ARS allatok alacsonyabb FOS sejtszammal

rendelkeznek, mint a 2 honapos egyedek (p<0,01). A Spearman analizis megerdsitette, hogy a
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FOS immunjel csokken az életkorral, az ARS-nek kitett allatokban is (p=-0,707; p<10®). Az

agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 15-0s dbran lathatoak.
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Nucleus interstitialis striae terminalis, dorsomedialis divizio (BNSTdm)

BNSTdm FOS sejtszam O Kontroll
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12. abra: A FOS jelolés eredményei a BNSTdm teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot minden korcsoportban (ezeket a kiilonbségeket hem emeltiik ki). Az egy honapos (H)
kontroll allatok sejtszama szignifikansan kiilonbozott a 24 honapos kontroll allatokhoz viszonyitva (Tukey-féle
post hoc teszt, *p<0,01). A legmagasabb sejtszamot a 2 honapos ARS (stressz) csoportban detektaltuk, mely
érték kiilonbozott a 12 és 24 honapos ARS (stressz) indukalta allatok értékeihez képest (Tukey-féle post hoc
teszt, *p<0,05).

A kétutas ANOVA megerdsitette a stressz (Fy5,=254,452,; p<10'6) ¢és életkor (F157,=16,70;
p<10®) f&hatasat, azok interakcidja nélkiil (12. &bra). Utobbi hidnyaban megvizsgaltuk
egyutas ANOVA-val is eredményeinket, amely megerdsitette, hogy az életkor a kontroll
(F7.20=7,93; p<10™) és a stresszelt (F725=11,17; p<107) allatokban is befolyasolta a FOS jelet.
A korrelacio analizis kimutatta a korfiiggé FOS aktivitas csokkenését a kontroll (p=-0,675;
p<10®) és stresszelt (p=-0,777; p<10®) csoportokban is.

A legkisebb sejtszamot a 24 hoénapos kontroll allatcsoportban detektaltuk (p<0,01 vs. 1
honapos kontroll). Stressz hatdsira minden egyes korcsoportban szignifikdnsan
megnodvekedett a FOS-t tartalmazo6 sejtek szama (p<0,001). Az ARS indukalta FOS értékek 4-
6-szoros emelkedéseket mutattak a reprezentativ kontrolljukhoz képest. Kivételt a legidésebb
korcsoport jelentett, ahol 10-szeres volt a stressz indukalta FOS aktivitasndvekedés, melyet a
nagyon alacsony bazalis értékek magyarazhatnak. A 12 és 24 honapos allatok szignifikansan
alacsonyabb FOS valasszal reagaltak, mint a 2 honapos egyedek (p<0,001). A 6 (p=0,098) és
18 honapos (p=0,094) ARS allatokban ez a kiilonbség nem érte el a szignifikdns mértéket. Az

agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 15-6s dbran lathatoak.
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Nucleus interstitialis striae terminalis, ventralis divizié (BNSTV)

BNSTv FOS sejtszam O Kontroll
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13. abra: A FOS jelolés eredményei a BNSTv teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot minden korcsoportban (ezeket a kiilombségeket nem emeltikk ki). Ugyanakkor nem
talaltunk jelentOs eltéréseket sem a kontroll csoportok, sem pedig az ARS (stresszes) csoportok kozott. (H:
hénapos)

A stressz (Fy57=177,10; p<10'6) ¢és az életkor (F75,=3,38; p<0,005) f6 hatasat a FOS-ra az
ANOVA ebben a magban is kimutatta, a két faktor interakcidja azonban nem igazolddott (13.
abra).

Az egyutas ANOVA nem tamasztotta ald az életkor féhatasat a FOS sejtszamra (F729=1,91;
p=0,10) a kontroll csoportokban, ugyanakkor, a Spearman analizis talalt egy viszonylag
gyenge negativ korrelaciot a kontroll allatok kora és FOS sejtszama kozott (p=-0,401;
p=0,019). A stressz minden korcsoportban szignifikansan megemelte a FOS
immunreaktivitast (p<0.001). A kontroll csoportoknal megfigyeltekkel ellentétben a stresszelt
allatok csoportjaiban az egyutas ANOVA megerdsitette a kor hatdsat a FOS megjelenésére
(F7.20=3,06; p<0,016). A legmagasabb sejtszamot a 2 honapos ARS allatokban lattuk, mig a
legalacsonyabbat a 24 honapos csoportban. A Tukey-féle post hoc teszt a latszolag jelentds
kiilonbségek ellenére nem talalt szignifikans eltérést a stressznek kitett csoportok egymassal
torténd Osszehasonlitasa soran. A post hoc eredményekkel dsszhangban a Spearman analizis
sem talalt korrelaciot a kor és az ARS allatok FOS sejtszama k6zott a BNSTYv teriiletén (p=-
0,314; p=0,066). Az agyteriiletr6l késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 15-0s abran
lathatoak.
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Nucleus interstitialis striae terminalis, fusiformis divizio (BNSTfu)

BNSTfu FOS sejtszam OKontroll
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14, abra: A FOS jelolés eredményei a BNSTfu teriiletén (n=4-5 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot az 1, 1,5, 2, és 3 honapos (H) korcsoportokban (ezeket a kiilonbségeket nem emeltiik
kil). Ezzel szemben az ARS (stressz)-nek nem volt szignifikans hatasa a 6, 12, 18 és 24 honapos korcsoportok
sejtszamaira (nsz. p>0,05). A legmagasabb sejtszamot a 2 honapos ARS (stressz) csoportban detektaltuk, mely
érték kilonbozott a 6, 12, 18 és 24 honapos ARS (stressz) indukalta allatok értékeihez képest (Tukey-féle post
hoc teszt, *p<0,05).

A fusiform magban a stressz (F15;=128,95; p<10®) és az életkor (F753=11,69; p<10®) f§
hatasat, mint a FOS immunreaktivitast befolyasold tényezoket megerdsitette a kétutas
varianciaanalizis. Mas altalunk vizsgalt BNST magoktol eltéréen a f6 hatasok interakcidja is
szignifikansnak mutatkozott (F;5,=2,44; p<0,05) (14. abra).

A FOS sejtszam alacsonynak bizonyult minden korcsoportban, a kontroll allatokban. A 18
hénapos egyedek mutattdk a legalacsonyabb értéket, de nem talaltunk statisztikai
kiilonbségeket a csoportok bazalis FOS tartalma kozott. Az ARS atlagosan 3-4-szeresére
emelte a FOS immunjelet a kontrollokhoz képest az 1, 1,5 és 3 honapos korcsoportokban
(p<0,05). A legnagyobb FOS immunreaktiv sejtszamot a 2 honapos patkanyok mutattak, mely
értek hatszoros novekedésnek felel meg a 2 honapos kontrollhoz képest. Az ARS indukalta
FOS immunreaktvitias korfiiggd csokkenése a 6 honapos életkortol bizonyult szignifikdnsnak
a fiatalabb stressznek kitett allatok FOS sejtszamahoz viszonyitva. A kor el6rehaladtaval
megjelend FOS sejtszam csokkenés olyan mértékli volt ezen az agyteriileten, hogy a 3-6
szoros ARS indukalta sejtszam novekedés nem bizonyult szignifikdns mértékiinek a 6, 12, 28
¢s 24 honapos csoportokban a Tukey-féle teszt szerint. A Spearman korrelacid analizis a

kontroll (p=-0,609; p<10®) és ARS (p=-0,695; p<10®) csoportokban is megerdsitette a FOS
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jel korfiiggd csokkenését. Az agyteriiletrél késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 15-6s abran
lathatoak.

2 honapos 24 honapos

antroI'I '

15. abra: Eletkorfiiggd FOS immunreaktivitas a BNST magokban. A képek a 2 és 24 honapos kontroll, valamint
ARS (stressz)-nek kitett allatok mintait reprezentalja. A bal felsé panelen megjeloltiik az altalunk vizsgalt BNST
almagok hatarait. (BNSTov-nucleus interstitialis striae terminalis ovalis almagja, BNSTdm-nucleus interstitialis
striae terminalis dorsomedialis almagja, BNSTdI- nucleus interstitialis striae terminalis dorsolateralis almagja,
BNSTv- nucleus interstitialis striae terminalis ventralis almagja, BNSTfu- nucleus interstitialis striae terminalis
fusiformis almagja). Alkalmazott egyéb roviditések: ic: capsula interna, ac: commissura anterior, Iv: ventriculus
lateralis. A 1épték 100um-t jelol.

54



5.1.3. Nucleus paraventricularis hypothalami

Nucleus paraventricularis pars parvocellularis (PVNp)
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16. abra: A FOS jelolés eredményei a PVNp teriiletén (n=4-5db/csoport). Az ARS (stressz) szignifiknsan
megemelte a sejtszamot minden korcsoportokban (ezeket a kiilonbségeket nem emeltiik ki). A legmagasabb
sejtszamot a 2 honapos ARS (stressz) csoportban detektaltuk, mely érték kiilonbozott a 12, 18 és 24 honapos
ARS (stressz) allatok értékeihez képest (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

A kétutas ANOVA megerésitette a stressz (Fp57=298,44; p<10'6), az életkor (F757=6,18;
p<0,0001) valamint a két faktor interakcidjanak (F;s7=2,67; p<0,02) hatasat a FOS sejtek
szamara (16. abra).

A post hoc analizis nem talalt szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott a bazalis FOS
immunjel mértéke tekintetében. A FOS sejtszam csoportonkénti atlagértéke 2,72+1,00 (24
hénapos) és 25+11,36 (6 honapos) kozott volt. Az ARS minden korcsoportban 4-36-szorosara
emelte a FOS aktivitast a bazalis csoport értékeihez képest, amely minden esetben
szignifikans novekedésnek bizonyult (p<0,05). A legnagyobb mértékii, 36-szoros ARS
indukalta sejtszam novekedést a 2 honapos allatokban detektaltuk az azonos koru kontroll
allatokhoz képest (p<10®). A kor elérehaladtaval az ARS indukalta FOS immunjel mértéke a
2 héonapos ARS allatokhoz viszonyitva jelentdsen csokken 12- (p<0,03), 18 (p<0,05) és 24
hénapos (p<0,05) csoportokban.
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A korfiiggé FOS immunreaktivitas csokkenést a Spearman teszt is megerdsitette, mind a
kontroll (p=-0,562; p<10®), mind a stressznek kitett allatok esetében (p=-0,508; p<10®). Az

agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 18-as abran lathatoak.

Nucleus paraventricularis pars magnocellularis (PVNm)
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17. abra: A FOS jelolés eredményei a PVNp teriiletén (n=4-5db/csoport). Az ARS (stressz) szignifiknsan
megemelte a FOS sejtszamot a legtobb korcsoportban (ezeket az adatokat nem emeltiik ki), kivéve az 1,5 és 6
honapos (H) allatokat (nsz. p>0,05). A legmagasabb sejtszamot a 2 hénapos ARS (stressz) csoportban
detektaltuk, mely érték nem kiilonbozott a tobbi (stressz) indukalta allatok értékeihez képest (p>0,05).

A FOS immunreaktiv sejtek szamat a stressz (F15,=173,59; p<10'6), a kor (F7s7=5,61
p<10), és interakciojuk (F757=2,48; p<0,03) is befolyasolta (17. abra). Tovabba a Spearman
analizis megerdsitette, hogy FOS immunpozitiv sejtszam csokken a kor elérehaladtaval a
kontrol (p=-0,480; p=0,003) allatokban. Ugyanezt a stresszelt (p=-0,208; p=0,224)
csoportoknal nem tudtuk megerdsiteni.

A kontroll egyedeknél a FOS tartalmu sejtek szama 0,96+0,18 (18 honapos) és 6,28+1,79 (6
honapos) kozott valtakozott. Az ARS indukalta FOS aktivitas atlagosan 6-10-szerese volt a
bazalis immunreaktiv sejtszamnak. Az 1,5 (p=0,28) valamint 6 (p=0,27) hdnapos
korcsoportok kivételével, ez a kiilonbség szignifikansak bizonyult. Az 1,5 és 6 hodnapos
allatok esetében az ARS altal okozott FOS immunjel névekedés csupan kétszerese volt a
korban megfelelé kontroll csoportjukhoz képest, mely az ebben a csoportokban megfigyelt

némileg magasabb bazalis FOS tartalommal is magyarazhato. A FOS sejtek szama a 2
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honapos ARS éllatokban volt a legmagasabb, de egyik stressznek kitett korcsoport sem tért el

ett6l szignifikans mértékben (p>0,05). Az agyteriiletrél késziilt reprezentativ, digitalis fotok a
18-as abran lathatoak.
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o 24 hénapos
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18. abra: Eletkorfiiggd FOS immunreaktivitas a PVN-ben. A képek a 2 és 24 hénapos kontroll, valamint ARS
(stressz)-nek kitett allatok mintait reprezentaljak. A bal felsé panelen jeloltik a PVN vizsgalt almagjainak
hatarait

(pPVN-nucleus paraventricularis pars parvocellularis, mPVN-nucleus paraventricularis pars
magnocellularis). Alkalmazott egyéb roviditések: 3rd: ventriculus tertius. A 1épték 100pm-t jelol.
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5.1.4. A centralis projekcioju Edinger-Westphal mag (EWcp)
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19. abra: A FOS jelolés eredményei a EWcp teriiletén (n=4-5db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a FOS sejtszamot a 2, 3 és 12 honapos (H) korcsoportokban (ezeket a kiilonbségeket nem emeltiik
ki). Ezzel szemben az ARS nem okozott sejtszam emelkedést a tobbi korcsoportban (nsz. p>0,05). A kontroll
allatok kozott a legmagasabb sejtszamot az 1 honapos csoportban detektaltuk, mely szignifikansan kiilonbozott a
6, és 12 honapos kontroll egyedek értékeit6l (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05). A legmagasabb sejtszammal a
2 hénapos ARS (stressz) csoport rendelkezett, mely azonban csupan a 6 honapos ARS (stressz) csoport értékénél
bizonyult szignifikdnsan magasabbnak (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

Az EWcp-ben a FOS tartalmu sejtek szamat a stressz (Fy 57=85,12; p<10'6), a kor (F757=3,89;
p<0,005) és azok interakcidja (F;57=3,36; p<0,01) is befolyasolta (19. abra).

Igen magas bazalis FOS jelet mutatott az egy honapos kontroll csoport (19,50+2,71), mely
szinte megegyezett az egykorti stressz csoport (20,02+5,49) atlagértékével (p=0,88). A
legalacsonyabb FOS sejtszamot a 12 honapos kontroll allatokban talaltuk (1,73+0,48), mely
kisebb (p<0,02) volt, mint az egyhonapos kontroll egyedek értéke. A stressz expozicid
szignifikans mértékben 3-12-szeresére megnovelte a 2, 3, és 12 honapos allatokban FOS
tartalmu sejtek szamat az EWcp-ben. A FOS aktivitas korfiiggé csokkenése kevésbé volt
kifejezett az EWcp teriiletén, mivel csupan a 6 honapos ARS allatok stressz indukélta FOS
véalasza volt szignifikdnsan alacsonyabb a fiatal allatokhoz viszonyitva. Ezt tiikkr6zi a
Spearman korrelacio analizis eredménye is, mely a FOS és az ¢életkor Osszefliggését nem tudta
megerésiteni a kontroll (p=-0,199; p=0,244) csoportokban, ezzel ellentétben, a FOS jel
mértéke az életkorral csokkent a stressznek Kkitett allatokban (p=-0,430; p<0,05). Az

agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 21-es abran lathatoak.
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5.1.5. Nucleus raphe dorsalis (DR)
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20. abra: A FOS jelolés eredményei a DR teriiletén (n=4-5db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a sejtszamot az 1,5, 2, 3, 12 és 18 hénapos (H) korcsoportokban (ezeket a kiilonbségeket nem
emeltiik ki). Ezzel szemben az ARS (stressz) indukalta sejtszam emelkedés nem érte el a szignifikancia szintjét
az 1, 6 és 24 honapos korcsoportokban (nsz. p>0,05). A legmagasabb sejtszammal a 2 hoénapos ARS (stressz)
csoport rendelkezett, mely minden mas ARS (stressz) csoport értékénél nagyobbnak bizonyult (Tukey-féle post
hoc teszt, *p<0,05).

Az akut stressz expozicio (F15;=157,87; p<10'®), az életkor (F;5,=8,93; p<10'®) és a két faktor
interakcidja is (F757=7,69; p<107) befolyasolta a FOS tartalmu sejtek szamat a DR teriiletén
(20. abra). A Spearman-féle korrelacid analizis nem talalt linearis Osszefliggést a FOS
immunjel és az allatok kora kozott, sem a kontroll (p=-0,067; p=0,702) sem a stressz (p=-
0,177; p=0,303) csoportban.

A kontroll csoportokat alacsony bazalis FOS sejtszam jellemezte, melynek minimumat a 12
hénapos (0,53+0,21), a legmagasabb értéket az 1,5 honapos (4,66+1,59) egyedekben
detektaltuk. Az 1, 6 és 24 honapos csoportok kivételével, az ARS szignifikdns mértékben
megemelte a FOS tartalmu sejtek szamat (p<0,05). Az ARS indukalta FOS immunjel
atlagosan 4-20-szorosa volt a kontroll egyedek bazalis immunreaktivitasanak. A legmagasabb
FOS aktivitast a két honapos allatoknal talaltuk, mely minden mas csoport értékétol
kiilonbozott. Egyéb kiilonbségeket a stressznek kitett csoportok koézott nem talaltunk. Az

agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 21-es abran lathatoak.
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21. abra: Eletkorfiiggé FOS immunjel az EWcp-ben és a DR-ban. A képek a 2 és 24 honapos kontroll, valamint
ARS (stressz)-nek kitett allatok mintait reprezentalja magonként. A kijelolt teriiletek az altalunk vizsgalt régidkat
jelolik (EWcp-kozponti projekcidju nucleus Edinger-Westphal, DR-nucleus raphe dorsalis). Egyéb alkalmazott

rovidités: Ag-aqueductus cerebri. A 1épték 100pm-t jelsl.
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5.1.6. A somatosensoros barrel cortex (S1)
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22. abra: A FOS jelolés eredményei a barrel cortex (S1) teriiletén (n=4-5db/csoport). Az ARS (stressz)
szignifikansan megemelte a sejtszamot minden korcsoportokban (ezeket a kiilonbségeket nem emeltiik ki). A
legmagasabb sejtszamokat az 1, 2 és 24 honapos allatoknal detektaltuk. A legkisebb értékkel a 6 honapos allatok
rendelkeztek, mely szignifiknsan alacsonyabb volt az 1 és 24 honapos allatok sejtszamahoz képest (Tukey-féle
post hoc teszt *<0,05). Kiemelend6, hogy a korfliggd valtozas egy U alakt gorbét ir le, szemben a stressz-
asszocialt teriileteken megfigyeltekkel.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a korral véaltozé dinamikat mutatdo FOS valasz
olyan agyteriiletre is jellemzd-e, mely nem jatszik fontos szerepet a stressz-adaptacio
szabalyozasaban, kivalasztottuk az S1 (barrel cortex) régidban a IV réteget. Azért esett a
valasztasunk erre a régiora, mert az allatok bajuszszalait a restrainer cs6 kuposan kiképzett
vége meghajlitotta, ingerelve azokat a stressz idétartama alatt.

Az eredmények azt mutattak, hogy a kontroll allatokban gyakorlatilag detektalhatatlan volt a
FOS immunjel a IV rétegben. Az ARS okozta stimulus ugyanakkor erételjes a FOS valaszt
eredményezett, és az ANOVA megerdsitette, hogy a stressz (Fy5,=956,36; p<10®), és a kor is
(F757=2,43; p<0,03) hatassal volt a barrel cortex IV lamina sejtjeinek FOS aktivitasara, a
faktorok interakcioja nélkiil (22. abra). Az ARS-en atesett allatok sejtszdmait egyutas
ANOVA segitségével értékelve azt lattuk, hogy a FOS immunreaktivitas valtozik a korral
(F7.26=9,56, p<4x10™). A legfiatalabb allatok (62,16+2,71) kétszer nagyobb FOS valaszt
mutattak, mint a 6 (27,05+3,57) és a 12 honapos (28,08+3,17) egyedek atlagértékei. Mas
agyteriiletekkel ellentétben, a 18 honapos ARS allatok az S1 teriiletén kissé magasabb FOS
sejtszammal rendelkeztek (35,08+6,71), mint a 6 és 12 honapos patkanyok, habar nem allt
fenn kozottiik szignifikdns statisztikai kiilonbség. A 24 honapos ARS allatok viszont mar
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szignifikansan, mintegy kétszer magasabb (58,04+7,26) FOS sejtszamot mutattak, mint a 6 és
12 honapos ARS egyedek (p<0,001). Tovabba, a 24 honapos ARS allatok a legfiatalabbakhoz
hasonl6 magas FOS valaszt adtdk. Az ARS allatok FOS immunjelének valtozasaban egy U
alaka gorbét ado korfiiggd dinamika fedezhetd fel. Ennek megfelelden, a Spearman-féle
korrelaci6 analizis nem talalt linedris Osszefliggést a FOS megjelenése ¢és életkor kozott

(p=0,281, p=0,102). Az agyteriiletr6l késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 23-as abran

lathatoak.

1 h(mapqs{ 6 honapos 24 honapos

.

Akut restraint stress

o
.

23. abra: Eletkorfiiggé FOS immunjel a barrel cortex-ben (S1). A képek az 1, 6 és 24 honapos ARS-nek Kitett
allatokbol szarmaznak. A romai szamok a cortex laminakat jelolik. A IV rétegben kijelolt teriiletet vizsgaltuk. A
fekete négyszogben kiemeltiink egy teriiletet, amelynek nagyitasat megnoveltiik a jobb lathatosag érdekében. A
fekete vonal (1épték) 100 um-t jelol.
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5.1.7. Az akut restraint stressz modell statisztikai osszefoglalé tablazatai

Két utas ANOVA
Fo hatasok Stressz és Kor
Agyteriilet . .
Stressz Kor interakcio
Fis7 p F7s7 p F7s7 p
MeA 517,11 <10°® 16,05 <10° 0,73 0,65
CeA 234,27 <10°® 17,75 <10°® 8,94 <10°®
BLA 252,76 <10°® 3,45 <0,005 3,02 <0,01
BNSTov 51,24 <10°® 13,61 <10° 1,24 0,29
BNSTdI 4743 <10° 15,110 <10° 2,00 0,07
BNSTdm 254 45 <10° 16,703 <10° 1,41 0,22
BNSTv 177,10 <10° 3,38 <0,005 0,79 0,59
BNSTfu 128,96 <10°® 11,68 <10°® 2.44 <0,05
PVNp 208,44 <10°® 6,18 <10 2.67 <0,02
PVNmM 173,59 <10°® 5,61 <10 2.48 0,03
EWcp 85,11 <10°® 3,89 <0,005 3,36 <0,01
DR 157,87 <10°® 8,93 <10° 8.03 <10”
S1 956,36 <10° 2.43 <0,04 1,95 0,07

4. tablazat: Osszefoglalo tablazat az ARS modellben megfigyelt FOS sejtszamok kétutas
varianciaanalizissel (ANOVA) tortént értékelésének eredményeirél. A szignifikans eltéréseket félkovér
betiitipussal emeltiik ki. Alkalmazott roviditések: amygdala komplex magjai: nucleus medialis amygdalae
(MeA), nucleus centralis amygdalae (CeA), nucleus basolateralis amygdalae (BLA). A nucleus interstitialis
striac terminalis (BNST) magjai: ovalis mag (BNSTov), dorsolateralis mag (BNSTdI), dorsomedialis
(BNSTdm), ventralis (BNSTv), fusiformis (BNSTfu). Hypothalamus: nucleus paraventricularis pars
parvocellularis (PVNp), nucleus paraventricularis pars magnocellularis (PVNm). Egyéb teriiletek: kozponti
projekcioju Edinger-Westphal nucleus (EWcp), nucleus raphe dorsalis (DR), somatosensoros barrel cortex
(S1). A magokban, ahol nem detektaltunk szignifikans interakciot kiilon vizsgaltuk a kontroll és stresszes
allatokat korfliggé FOS aktivitasat egyutas ANOVA segitségével (lasd 5. tablazat).
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Egyutas ANOVA
Mag neve | Kondicio Az életkor 6 hatasa
F* p
Kontroll F729=6.54 p<0.001
MeA

ARS F726=28.70 p<10®

Kontroll | F720=9.62 p<10”
BNSTov

ARS F726=7.46 p<10™

Kontroll | F720=7.69 p<10™
BNSTdI

ARS F726=11.10 p<10™

Kontroll F720=7.93 p<0.001
BNSTdm

ARS F726=11.17 p<10™

Kontroll F720=1.91 p=0.10

BNSTv
ARS F7'28:3.06 p<002
Kontroll F720=1.58 p=0.18
S1
ARS F7'28:9.56 p<10-5

5. tablazat: Osszefoglald tablazat az ARS modellben megfigyelt FOS
sejtszamok  egyutas  varianciaanalizissel = (ANOVA)  tortént
értékelésének eredményeirdl. A szignifikans kiilonbségeket félkdvéren
emeltiik ki. Alkalmazott roviditések: nucleus medialis amygdalae
(MeA), nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) ovalis
(BNSTov), dorsolateralis (BNSTdl), dorsomedialis (BNSTdm) és
ventralis (BNSTv) divizioi, somatosensoros barrel cortex (S1). *:az F
értékeket jellemzO szabadsagi fokok szama kondicionként eltértek a
kiilonbozé elemszamok kovetkeztében: Kontroll esetében: F;,9, ARS
esetében Fy 5.
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Agyteriilet neve Kondicio Sp'))earman korrelz::)clo
Kontrol -0,747 <0,001

MeA ARS -0,828 <0,001
CeA Kontrol -0,838 <0,001
ARS -0,575 <0,001

Kontrol -0,573 <0,002

BLA ARS 0,075 0,662
Kontrol -0,752 <0,001

BNSTov " ARS 20,696 <0,001
Kontrol -0,788 <0,001

BNSTdl ARS -0,707 <0,001
Kontrol -0,675 <0,001

BNSTdm  "ARs -0,777 <0,001
Kontrol -0,410 <0,05

BNSTv ARS 20,314 0,066
Kontrol -0,609 <0,001

BNSTiu ARS 20,695 <0,001
Kontrol -0,562 <0,001

PVNp ARS 20,508 <0,003
Kontrol -0,480 <0,004

PVNm ARS 20,208 0,224
EWe Kontrol -0,430 <0,02
P ARS -0,199 0.244

DR Kontrol -0,067 0,702
ARS -0,177 0,303

s1 Kontrol 0,104 0,552
ARS -0,281 0,102

6. tablazat: Az életkor és a FOS sejtszdm kozotti Osszefiiggés vizsgalata. A
Spearman-féle korrelacid analizis eredményei az akut restraint stressz (ARS)
modellben és kontroll allatokban. A szignifikans eredményeket félkovéren emeltiik
ki. Alkalmazott roviditések: nucleus medialis (MeA), centralis (CeA) et basolateralis
amygdalae (BLA). A nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) ovalis
(BNSTov), dorsolateralis (BNSTdl), dorsomedialis (BNSTdm), ventralis (BNSTV),
fusiformis (BNSTfu) diviziéi. Nucleus paraventricularis pars parvocellularis
(PVNp), nucleus paraventricularis pars magnocellularis (PVNm), centralis
projekcidéju  Edinger-Westphal nucleus (EWcp), nucleus raphe dorsalis (DR),
somatosensoros barrel cortex (S1).
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5.2. A CREF tartalmu idegsejtek korfiiggé neuronalis aktivas mintazata
ARS és CVMS modellekben

Az els6 kisérletsorozatban lattuk a stressz-asszocialt teriileteken a FOS korfliggé dinamikajat
a CRF tartalmu teriileteken is (CeA, BNSTov, PVNp). Tovabba tapasztaltuk, hogy a CORT
valasz is életkorfiiggd. Igy feltételezhetd a CRF neuronok korfiiggd (re)aktivitasa is, ezért a
kisérletet megismételtiik kiegészitve hat korcsoportban CVMS stresszel. A tovabbiakban
utébbi tanulmanyunk eredményeirdl irunk részletesen. A teljes Osszefoglald statisztikai

tablazatok a fejezet végén talalhatoak (7-10. tablazatok).

5.2.1. A CRF tartalmu idegsejtek korfiiggé neuronalis aktivitas mintazata
ARS modellben

5.2.1.1. ARS protokoll hatékonysaga

Plazma corticosterone eredmények

Megvizsgaltuk az allatok ARS soran létrejott HPA-tengely aktivitasat, hogy
megbizonyosodtunk az akut stressz hatasossagarol. A vizsgalatban mértiik az allatok plazma
CORT szintjét. Mind az ARS (Fy7=3,54; p<0,01), mind a kor (F775=30,73; P<10), mind
azok interakcioja (F77s=4,55; P<0,001) szignifikdnsan hatott az allatok corticosterone
szintjére. Bar az 1-, 1,5-, 18- és 24 honapos korcsoportokban az ARS allatok nem mutattak
jelent6s eltérést a kontroll csoportjukhoz képest, a 3- valamint 6 honapos korcsoportban az
ARS allatok magasabb CORT értékekkel birtak (p<10), mint kontroll tarsaik. A 2- és 12
honapos ARS egyedek bar magasabb CORT szinttel rendelkeztek, mint kontroll tarsaik, a
kiilonbség nem volt statisztikailag kimutathato (Tukey-féle post hoc teszt).
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5.2.1.2. CRF tartalmu idegsejtek aktivitasanak Korfiiggé dinamikaja ARS-ben

A nucleus paraventricularis CRF sejtjeinek FOS tartalma

PVN CRF-FOS sejtszam O Kontroll
* * EARS
80 I_" I I I 1 I I 1
70
*
60 1
50
*
40 !
30
20
10 i
0 *i
1H 1,5H 2H 3H 6H 12H 18H 24H

24. abra: A PVN CRF sejtjeinek FOS tartalma (n=4-8 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikinsan megemelte
a CRF-FOS sejtszamot az 1, 1,5 és 12 honapos (H) korcsoportokban (Tukey-féle post hoc teszt,
*p<5x107). A legmagasabb sejtszamot az 1 hénapos ARS csoportban detektaltuk, mely szignifikansan
kiilonbozott a 2, 3, 6, 12, 18 és 24 honapos ARS csoportokban mért eredményekhez képest (Tukey-féle post hoc
teszt, *p<5x10™).

A kétutas varianciaanalizis megerdsitette a stressz (F178=7,72; p<10'5) és az életkor
(F778=74,39; p<10'6) hatasat is a CRF-et és FOS-t is tartalmazé sejtek szamara, tovabba,
kimutatta a két faktor interakciojat is (F77s=7,68; p<10®) (24. 4bra). A post hoc teszt
alatamasztotta az 1, 1,5 és 12 honapos allatok CRF-FOS kettdsen jelolt sejtszamanak
emelkedését a korban megegyezd kontroll csoportjaikhoz képest (p<5 ><10'4). Az 1 hénapos
allatok mutattak a legnagyobb ARS indukalta kettdsen jelolt sejtszam emelkedést, mely érték
a tobbi csoportéhoz képest nagyobbnak (p<5x10™) bizonyult, a 1,5 honapos allatok
kivételével. A Spearman korrelacid analizis bizonyitotta a kettdsen jeldlt sejtek szamanak
csokkenését az életkorral (p=-0,61, p<10“) az ARS-nek kitett egyedekben. Végiil, az ARS
allatok PVN CRF-FOS sejtszama er0s pozitiv korrelaciot mutatott a PVN CRF- FOSB
sejtszamokkal (p=0,76; p<10"6). Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 27-es

abran lathatoak.
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A nucleus paraventricularis CRF sejtjeinek FOSB tartalma

PVN CRF-FOSB sejtszam O Kontroll

90 B ARS
*% *

30 [l r T . )

70 Hk

60
50
40
30
20

10

1H 1,5H 2H 3H 6H 12H 18H 24H

25. abra: A PVN CRF sejtjeinek FOSB tartalma (n=4-8 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikansan
megemelte a CRF-FOSB sejtszamot az 1, és 1,5 honapos (H) korcsoportokban (Tukey-féle post hoc teszt,
**p<5x10™). A legmagasabb sejtszamot az 1 honapos ARS csoportban detektaltuk, mely szignifikinsan
kiilonbozott a 2, 6, és 24 honapos ARS csoportokban mért eredményekhez képest (Tukey-féle post hoc teszt,
*p<0,05).

Az ANOVA igazolta a stressz (F;76=89,17; p<10'®), az életkor (F775=2,67; p<0,05), valamint
ezek interakcidjanak (F776=3,03; p<0,01) hatasat (25. abra). A Tukey-féle post hoc teszt
alapjan az 1, illetve az 1,5 hénapos allatok CRF-FOSB tartalmu sejtjeinek szama szignifikans
mértékben megemelkedett ARS soran (p<5x107). A legtbb kettésen jelolddstt sejtet a
legfiatalabb akut restraint csoportban talaltuk, mely szignifikdnsan kiilonbozott a 2 honapos
(p<0,005), a 6 hénapos (p<5x 10'4) ¢s a 24 honapos (p<0,05) ARS egyedek értékeitdl is.

Az ARS-nek kitett allatokban a kettdsen jelolt sejtek szama csokkent az ¢€letkorral (p=-0,48;
p<5x10™), tovabb4, pozitiv korrelaciét mutatott a PVN CRF-FOSB immunreaktiv sejtjeinek
szdma a CRF-FOS tartalmu sejtek szdmaval (p=0,76; p<5><10'4). Az agyteriiletrdl késziilt

reprezentativ, digitalis fotok a 27-es abran lathatoak.
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A nucleus paraventricularis FOSB-t és FOS-t tartalmazé CRF sejtjei

PVN CRF-FOSB-FOS sejtszam O Kontroll
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26. abra: A PVN CRF sejtjeinek FOSB ¢és FOS tartalma (n=4-8 db/csoport). Az ARS (stressz) szignifikdnsan
megemelte a CRF-FOSB-FOS sejtszamot az 1, és 2 honapos korcsoportokban (Tukey-féle post hoc teszt,
**p<5x10™). A legmagasabb sejtszamot az 1 honapos ARS csoportban detektaltuk, mely szignifikdnsan
kiilonbozott a 2, 3, 6, 12 és 24 honapos ARS csoportokban mért eredményekhez képest (Tukey-féle post hoc
teszt, *p<0,005).

A stressz (Fy75=7,35; p<107®), az életkor (F775=66,81; p<10®) és interakciojuk (F775=6,78;
p<10®) is meghatérozta a CRF-FOSB-FOS triplan jeldlt sejtek szamat a kétutas ANOVA
szerint (26. abra). A post hoc analizis igazolta, hogy az ARS szignifikansan emelte a harmas
pozitivitdst mutatd sejtek szamat az 1 ¢és 1,5 hodnaposok allatokban (p<5><10'4). A
legmagasabb sejtszamot az 1 honapos allatokban detektaltuk, amely magasabbnak bizonyult a
tobbi stressznek kitett allat értékéhez képest (p<0,005), kivéve a 2 és 18 honapos ARS
allatokat. A Spearman korreldcié analizis megerdsitette CRF-FOSB-FOS harmasan jelolt
sejtszam életkorral jard csokkenését (p=-0,38; p<0,001).

A denzitasvizsgalatok megerdsitették, hogy a tripla pozitiv sejtek szama korrelal az életkorral
(p=0.43; p<0.03) és a sejtek CRF SSD-jével (p=0.73; p<10™). Ugyanakkor a FOS negativ
sejtek CRF denzitdsa nem mutatott Osszefiiggést a CRF-FOS kettdsen jeldlt sejtek szaméaval
(p=0.35; p=0.08). Meg kell jegyezniink tovabba, hogy az aktivitasi markerek (FOS és FOSB
tartalma) jelentds atfedést mutatnak, igy a harmasan jelolt sejtek szdma pozitivan korrelal a
kettdsen festddé CRF-FOSB (p=0.86; p<10®) és CRE-FOS (p=0.92; p<10®) sejtek szamaval.

Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 28-as abran lathatoak.
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Illesztett

1H ARS

24H ARS

27. abra: A PVN CRF sejtjeinek (fehér) életkorfiiggé FOS (zold) és FOSB (vords) aktivitasa. A fotok az 1 és 24
honapos (H) ARS csoportok reprezentativ eredményeit mutatjak be a PVN teriiletén. A fehér négyzet nagyitva
mutatja be a jeldlt sejteket minden egyes jel esetében kiilon és a kolokalizalt jelet egyiittesen az illesztett képeken
(4. oszlop). Alkalmazott roviditések: ARS- akut restraint stressz, 3rd-ventriculus tertius. A 1épték 100 pm-t jelol.
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CREF neuronok a tagabban értelemben vett amygdala magjaiban

Az ARS hatasat a CeA és BNSTov CRF-et tartalmazé neuronjainak aktivitdsat harmas
immunfluoreszcens (CRF, FOS, FOSB) jeloléssel vizsgaltuk. A CeA és BNSTov CRF-FOS
kettds pozitivitast mutatd sejtek szama igen alacsonynak mutatkozott ARS hatasara. Mivel a
metszetenként 1-3 CRF-FOS kettdsen jelolt sejtszdm biologiai jelentdsége igen alacsony
lehet, nem mutatjuk be a CRF-FOS eredményeinket a CeA és BNSTov esetében. Azonban az
alacsony FOS aktivitassal ellentétben a CRF sejtek jelentésebb mennyiségii FOSB

immunreaktivitassal rendelkeztek ARS expoziciot kovetden, igy ezeket az adatokat alabb

részletezziik.
CeA CRF-FosB sejtszam
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24. abra: A CeA CRF neuronjainak FOSB tartalma (n=4-8 db/csoport). A Tukey-féle post hoc teszt nem talalt
szignifikans kiilonbséget a kontroll és ARS allatok kozott korcsoportokon beliil. A 2 hdénapos (H) ARS allatok
rendelkeztek a legmagasabb sejtszammal, amely szignifikansan magasabb volt, mint a 24 honapos allatokban
detektalt sejtszam értékek (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05).

A CeA CRF-FOSB kettdsen jelolt sejtjeinek szamat a stressz (Fi78=6,04; p<0,05) és az
¢letkor (F778=3,45; p<0,01) is befolyasolta (28. abra). A faktorok szignifikans interakcidja
azonban nem volt kimutathaté. A legmagasabb CRF-FOSB sejtszamot a 2 honapos ARS
csoportban detektaltuk, mely megkdzelitben tizszer nagyobb érték volt, mint a 24 honapos
ARS allatoké (post hoc teszt: p<0,05). A Spearman analizis is megerdsitette az aktivitas
korfliggd csokkenését (p=-0,42; p<0,05). Meg kell jegyezni azonban, hogy a Tukey-féle teszt
nem talalt szignifikans eltérést a kontroll és az azonos kora ARS-nek kitett csoportok kozott.
A CRF-FOSB sejtszam er0s pozitiv korrelaciot a BNSTov CRF-FOSB sejtszamaval (p=0,86;

p<10®). Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 30-as 4bran lathatoak.
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BNSTov CRF-FOSB sejtszam OKontroll
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29. abra: A BNSTov CRF sejtjeinek FOSB tartalma (n=4-8 db/csoport). A Tukey-féle post hoc teszt nem talalt
szignifikans kiilonbséget a kontroll és ARS allatok k6zott korcsoportokon beliil. Az 1 és 1,5 honapos (H) ARS
allatok rendelkeztek a legmagasabb sejtszammal, mely szignifikdnsan magasabb volt mindkét esetben, mint a 24
honapos allatokban detektalt sejtszam értékek (Tukey-féle post hoc teszt *p<0,05).

A BNSTov CRF-FOSB kettdsen jelolt sejtszamat az akut stressz (Fi78=4,13; p<0,05) és az
életkor (F775=5,32; p<10™) is befolyasolta (29. abra). A faktorok interakcidja azonban itt sem
volt kimutathato. A 24 honapos, akut restraint-nek kitett allatok CRF-FOSB sejtszama
alacsonyabb volt az 1 honapos (p<0,05), és 1,5 honapos ARS-nek kitett (p<0,01) allatok
sejtszamahoz viszonyitva. Habar a stressz f6 hatasa szignifikans volt, a post hoc teszt nem
tudta alatamasztani az ARS indukalta FOSB immunjel novekedést. A Spearman analizis
negativ korrelaciot talalt az ARS allatok CRF-FOSB sejtszama és életkora kozott (p=-0,64;
p<10®). Ezzel parhuzamosan az ARS allatok BNSTov CRF-FOSB sejtszama erds pozitiv
korrelaciot mutatott a CeA CRF-FOSB sejtszamokkal (p=0,86; p<10©). Az agyteriiletrdl

késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 30-as abran lathatoak.
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Illesztett

1H ARS 24H ARS 1H ARS

24H ARS

30. abra: A CeA és BNSTov CRF sejtjeinek (fehér) életkorfiiggd FOS (z6ld) és FOSB (voros)
immunreaktivitasa. A reprezentativ fotok a nucleus centralis amygdalae (CeA) és a nucleus interstitialis striae
terminalis ovalis almagjat (BNSTov) mutatjak az 1 és 24 honapos (H) ARS (akut restraint stressz) csoportokbol.
A fehér négyszog altal jelolt tertiletet az adott panel jobb felsé sarkdban nagyobb nagyitdssal is bemutatjuk.

Alkalmazott egyéb jelolések: st-stria terminalis, ic-capsula interna. A 1épték 100 pm-t jeldl.
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5.2.2. CREF tartalmu idegsejtek aktivitasanak korfiiggé dinamikaja CVMS-
modellben

Az ARS expozici6 mellett vizsgaltuk a PVN, CeA és BNSTov teriileteken a CRF neuronok
korfiiggd FOS aktivitasait CVMS stressz soran dsszesen 6 korcsoportban (2, 3, 6, 12, 18 és 24
honapos). Az ARS modellel szemben ebben a kisérletben nem vizsgaltuk az 1 és 1,5 hénapos
egyedeket, mivel a CVMS protokoll nem alkalmazhaté megfeleléen a fiatal allatok

elvalasztasa elott.

5.2.2.1. A kronikus variabilis enyhe stressz protokoll hatékonysaga

A kronikus stressz hatdsossaganak megitélésére allataink plazma corticosterone szintjét
valamint, test, thymus és mellékvese tomegeit hataroztuk meg. Mivel az allatok tomege eltérd
még egy adott korcsoportban is, a thymus ¢és mellékvese tomegeket az allatok sajat
testtomegével korrigaltuk, igy a relativ mellékvese tomegeket és relativ thymus tomegeket
vizsgaltuk, az abszolut mellékvese ¢és thymus tomegek helyett. Vizsgalatainkat kiegészitettiik
egy fliggetlen kisérlettel is, melyben a CVMS viselkedésre gyakorolt hatasat elemeztiik FST

teszt segitségével 6 honapos allatokban.
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Plazma corticosterone szint eredményei a CVMS modellben

A plazma CORT szintjére hatassal volt a CVMS (F163=30,2 p<0,02) és az életkor is
(Fs63=13,96 p<0,001). A f6 hatasok interakciojanak szignifikans hatasat az ANOVA nem
igazolta (Fsg3=1,74; p=0,14) (31. abra). A Tukey-féle post hoc teszt csak a 3 hoénapos
allatokban talalt statisztikailag is kimutathato kiilonbséget a kontroll és CVMS dallatok

corticosterone értékei kozott (p<0,05).

450 - Plazma corticosterone (nmol/L)

400 -
350 -
300 -
250 - O Kontroll

200 - W CVMS
150 -

100

50 -

0 4
2H 3H 6H 12H 18H 24H

31. abra A plazma corticosterone (nmol/l) mérések eredményei. A CVMS szignifikansan megemelte a CORT
szintjét (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05) a 3 (H) hénapos allatokban.

Forced swim teszt eredmények

Forced swim teszt

80 -
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90 -
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30 -
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0
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32. abra: 6 honapos (H) allatokon végzett
figgetlen vizsgalatunk Forced swim tesztjének
eredménye (Student-féle t teszt). *p<0,01

A CVMS hatasara 6 honapos allataink szignifikansan tobb id6t id6 t6ltottek mozdulatlanul az
FST teszt soran, mint a kontroll allatok (Student-féle t teszt *p<0,01) (32. abra).
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Testtomeg eredményeink

Az ANOVA megerdsitette, hogy a CVMS (F;63=5,86; p<0,05), az ¢letkor (Fs63=60,54
p<10'6) ¢s ezek erds interakcidja (Fsg3=10,96 p<10'6) is jelentésen befolyasolta az allatok
testtomegét (33. abra). A CVMS szignifikans testtomeg vesztéssel (csokkent novekedéssel)
jart a 2 és 3 honapos patkanyok esetében (Tukey-féle post hoc teszt, p<0,05).

Testtomeg (g) O Kontroll

600 B CVMS

500
400
300
200

100
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33. abra: Az allatok testtomegének Osszesitett eredményei a kontroll és CVMS-nek Kitett allatok esetében (n=4-
8 db/csoport). A 2 és a 3 honapos (H) korcsoportokban az allatok szignifikansan kisebb tomeggel rendelkeztek a
CVMS (kronikus variabilis enyhe stressz) fennallasa esetén (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05). A 6 honapos és
idésebb korcsoportokban nem talaltunk eltéréseket a kontroll és CVMS allatok testtomege k6zott (Tukey-féle
post hoc teszt, p>0,05).
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Relativ mellékvese tomeg
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34. abra: Az allatok relativ mellékvese tomege a kontroll é CVMS-nek Kitett allatokban (n=4-8 db/csoport). A
2 honapos (H) korcsoportban szignifikansan nagyobb relativ mellékvese tomegekkel rendelkeztek a CVMS
(kronikus variabilis enyhe stressz)-nek kitett allatok (Tukey-féle post hoc *p<0,05). A 3 honapos és idésebb
korcsoportokban nem talaltunk szignifikans eltéréseket a kontroll és CVMS allatok kozott (Tukey-féle post hoc
p>0,05).

A CVMS (F;63=19,66; p<10'4) ¢és az életkor (Fs63=5,86; p<5><10'4) is hatassal volt a relativ
mellékvese tomeg indexekre, viszont a faktorok interakcidja nem volt kimutathatd (34. abra).
A post hoc teszt megerdsitette, hogy a 2 honapos allatokban a relativ mellékvese testtomeg
CVMS hatasara szignifikdns mértékben megemelkedett (p<0,05). A két honapos CVMS
allatok rendelkeztek a legnagyobb relativ mellékvese tomeggel, mely a 3 és 24 hoénapos
CVMS allatokat leszamitva, szignifikansan nagyobbnak bizonyult, mint a tobbi csoport
értékei (p<0,05).
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Relativ csecsemomirigy tomeg

Az ANOVA kimutatta, hogy a thymus testtomeg index értékét befolyasolta az életkor
(Fs,63=175,73; p<lO'6). A CVMS 6nmagaban nem volt hatassal a thymus testtomeg indexre,
ellentétben a CVMS és életkor erds interakcidjaval (Fsg3=4,00; p<0,005) (35. abra). A
legmagasabb értéket a 2 honapos kontroll allatokban detektaltuk, mely a 3 hdnapos
patkdnyokat leszdmitva, minden mas csoport értékénél szignifikansan nagyobbnak bizonyult

(p<5x10™).
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35. abra: Az allatok relativ thymus tomege (thymus tomeg/testtémeg aranya) a kontroll és CVMS allatokban
(n=4-8 db/csoport). Minden korcsoportban szignifikansan csékkent a thymus relativ tomege (Tukey-féle post
hoc teszt, *p<0,05) CVMS (krénikus variabilis enyhe stressz) soran, kivéve a 24 honapos korcsoportban ahol a
CVMS allatok szignifikdnsan nagyobb relativ thymus tomegekkel rendelkeztek (Tukey-féle post hoc *p<0,05).

5.2.2.2. CRF-FOSB neuronok szamanak valtozasa CVMS hatasara

Hat kiilonb6zd kort patkanycsoportot tettiink ki CVMS-nek, és korban nekik megfeleld
kontroll allatokkal hasonlitottuk 6ssze dket, annak érdekében, hogy a CRF neuronok korfliggd
stresszérzé¢kenység-valtozasat vizsgaljuk. Az Osszehasonlitast ugyanabban a harmas (CRF,
FOS, FOSB) jelolésben végeztiik el, amelyet az akut stressz modellben is hasznaltunk (1d.
fent). A CVMS expozici6 nem okozott szdmottevd mértékli FOS immunreaktivitas
novekedést a CRF tartalmu neuronokban, sem a tagabb értelemben vett amygdala, sem pedig
a PVN teriiletén. Mivel a FOS valasz elhanyagolhaté mértékii volt, az eredmények részletes
leirasardl itt eltekintiink. Ezzel ellentétben, azt talaltuk, hogy a CVMS jelentds hatassal birt a

CRF sejtek FOSB kifejezodésére. Mivel allatainkat 24 o6raval az utolsé stresszexpoziciot
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kovetden perfundaltuk, a FOSB festés soran detektalt jel, ellentétben a fent targyalt akut
modellben megfigyeltekkel, itt a FOSB fehérje AFOSB variansat mutatta, mely a sejtekben
zajlé hosszl tavu transzkripcids szintli adaptacios folyamatokat tiikrozi (Kovacs et al. 1998,

Nestler 2008).
A CRF és FOSB kifejezodése a nucleus paraventricularis teriiletén
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36. abra: A PVN CRF sejtjeinek FOSB tartalma kontroll és CVMS allatokban (n=4-8 db/csoport). A 3 és 18
honapos korcsoportban a kronikus variabilis enyhe stressz (CVMS) szignifikansan megemelte a sejtszamot
(Tukey-féle post hoc teszt, *p<5x10™). A 2, 6, 12 és 24 honapos korcsoportokban ez az emelkedés nem érte el a
szignifikancia szintjét (Tukey-féle post hoc teszt, p>0,05).

A CRF-t és FOSB-t egyarant kifejezé sejtek szamat jelentésen befolyasolta a CVMS
(FLe3=64,19 p<10®). Ezzel ellentétben, az életkor nem volt hatissal a CRF-FOSB sejtszamra,
¢s a faktorok interakcidja sem volt igazolhatdo (36. abra). A Tukey-féle post hoc teszt
szignifikans sejtszam emelkedést erdsitett meg CVMS hatasara a 3 és 18 honapos allatokban
(p<5x107).

A CRF denzitometriai vizsgalata kimutatta, hogy a FOSB tartalmi CRF sejtek szama
pozitivan korrelal azok CRF tartalmaval/denzitasaval (p=0.61; p<0.01). Ezzel szemben a
FOSB negativ CRF sejtek denzitdsa nem mutatott 0sszefiiggést a FOSB pozitiv CRF tartalmu
sejtek szamanak valtozasaval (p=0,24; p=0.28). Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ,

digitalis fotok a 37-as abran lathatoak.
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37. abra: A PVN CRF sejtjeinek (fehér) életkorfiiggé FOS (z61d) és FOSB (voros) immunreaktivitisa. A
reprezentativ fotok a 2 és 24 hénapos (H) kontroll és CVMS csoportok eredményeit mutatjgk be a PVN
teriiletén. A fehér négyszog altal jeldlt teriiletet az adott panel jobb alsé sarkdban nagyobb nagyitassal is
bemutatjuk. Alkalmazott roviditések: CVMS- kronikus variabilis enyhe stressz. A 1épték 100 pm-t jel6l.
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A CREF és FOSB kifejez6dése a nucleus centralis amygdalae teriiletén

CeA CRF-FOSB sejtszam
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38. abra: A CeA CRF sejtjeinek FOSB tartalma a kontroll és CVMS allatokban (n=4-8 db/csoport). A Tukey-
féle post hoc teszt nem talalt kiilonbségeket a korcsoportokon belill sem pedig azok kozott (p>0,05).

A CeA CRF-FOSB sejtszamat csak az életkor (Fs63=3,93 p<0,005) befolyasolta. Sem a
CVMS, sem a faktorok interakcidja nem volt hatassal a sejtszamra (38. abra). Ezzel
Osszhangban, a Tukey-féle post hoc teszt sem talalt szignifikans eltérést a csoportok értékei
kozott. A CRF tartalmu sejtek FOSB tartalmanak korfiiggd csokkenését a Spearman-féle
korrelacié teszt is alatimasztotta (p=-0,55 p<0,005). Tovabba, a CRF-FOSB sejtszam pozitiv
korrelaciot mutatott a relativ thymus tomegekkel (p=0,59 p<0,005), és a BNSTov CRF-FOSB
sejtszamokkal (p=0,81 p<5x10). Az agyteriiletr6l késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 39-

es abran lathatdak.
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Illesztett
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39. abra: A CeA CRF sejtjeinek (fehér) életkorfiiggé FOS (zold) és FOSB (vordés) immunreaktivitisa. A
reprezentativ fotok a 2 és 24 honapos (H) kontroll és CVMS csoportok eredményeit mutatjak be a CeA teriiletén.
A fehér négyszog altal jelolt teriiletet az adott panel jobb als6 sarkaban nagyobb nagyitassal is bemutatjuk.
Alkalmazott roviditések: CVMS- kronikus variabilis enyhe stressz, St- stria terminalis. A 1épték 100 pm-t jelol.



A CREF és FOSB kifejezodése a nucleus ovalis nuclei interstitialis striae terminalis
teriiletén
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40. abra: A BNSTov CRF sejtjeinek FOSB immunreaktivitasa kontroll és CVMS-nek Kitett allatokban (n=4-8
db/csoport). A CVMS egyik korcsoportban sem volt hatdssal a BNSTov CRF-FOSB sejtszamokra. A
legmagasabb sejtszamot a kontroll allatok kozott a 2 honapos korcsoportban detektaltuk, mely szignifikansan
magasabb volt, mint a 18 honapos allatok értéke (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05). A legmagasabb sejtszamot
a CVMS allatok k6zott a 2 honapos csoportban detektaltuk, mely érték magasabb volt, mint a 18 honapos
CVMS allatok sejtszam értékei (Tukey-féle post hoc teszt, *p<0,05)

Hasonldan a CeA-hoz a BNSTov-ban is csak az életkor (F563=5,37 p<0,001) volt hatassal a
CRF-FOSB jelolt sejtek szamara (40. abra). Sem a CVMS, sem a faktorok interakcidja nem
volt hatassal a CRF-FOSB sejtszamokra. A Tukey-féle post hoc teszt szignifikans csokkenést
mutatott a 2 honapos kontroll és 18 honapos kontroll allatok kozott (p<0,05). A CRF-FOSB
sejtszam csOkkenését az életkor eldrehaladtaval a Spearman analizis is megerdsitette (p=-0,57
p<0,005). A BNSTov CRF-FOSB sejtszama pozitiv korrelaciot mutatott a CeA CRF-FOSB
sejtszamokkal (p=0,81 p<5><10'5), valamint a relativ thymus tomeg értékekkel (p=0,59
p<0,005). Az agyteriiletrdl késziilt reprezentativ, digitalis fotok a 41-es abran lathatoak.
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41. abra: A BNSTov CRF sejtjeinek (fehér) életkorfiiggé FOS (z61d) és FOSB (v6r6s) immunoraktivitasa. A
reprezentativ fotok a 2 és 24 honapos (H) kontroll és CVMS csoportok eredményeit mutatjak be a BNSTov
tertiletén. A fehér négyszog altal jelolt teriiletet az adott panel jobb alsé sarkdban nagyobb nagyitassal is
bemutatjuk. Alkalmazott roviditések: CVMS- kronikus variabilis enyhe stressz, ic- capsula interna, Iv- ventriculus
lateralis. A Iépték 100 um-t jelL.



A CRF sejtek ARS és CVMS modellben mutatott IEG immunreaktivitas
eredményeit értékeld osszefoglalo statisztikai tablazatok:

Kétutas ANOVA
Vizsgalt test
Fo hatas Interakcio
vagy szerv Csoportok
. Kor Stressz Kor x Stressz
tomege
F* p F* p F* p
Kontrol vs. ARS 165,86 <10°® 1,14 0,29 3,07 <0,01
Testtomeg 5 5
Kontrol vs. CVMS 60,54 <10 5,86 <0,05 10,96 <10
Relativ Kontrol vs. ARS 57,77 <10° 0,77 0,38 4,73 <0,001
mellékvese
) Kontrol vs. CVMS 5,85 <5x10* | 19,66 | <5x10™ 1,41 0,23
tomeg
Relativ thymus Kontrol vs. ARS 154,56 <10 0,23 0,63 2,04 0,06
tomeg Kontrol vs. CVMS 175,73 <10® 0,28 0,60 4,00 <0,005

7. tablazat: A test- és szervtomeg index adatok kétutas varianciaanalizissel (ANOVA) tortént elemzésbol szarmazo
eredmények Osszefoglald tablazata. A szignifikans hatasokat félkovéren emeltiik ki. Alkalmazott roviditések: ARS-
akut restraint stressz; CVMS- kronikus variabilis enyhe stressz. *az F értéket jellemzd szabadsagi fok szamanak
stressz kondicionként eltértek a kiilonb6z6 elemszamok kovetkeztében: Kontroll vs. ARS esetében: F ;7 75. Kontroll vs.
CVMS esetében F(l)5,63'

Kétutas ANOVA
Fo6 hatas Interakcio
Csoportok Jelolt sejtek Mag
Kor Stressz Kor x Stressz
F* p F* p F* p
PVN 7,71 <10” 74,39 | <10° 7,68 <10”
CRF- FOS BNSTov 1,64 0,14 0,21 0,66 1,42 0,21
CeA 1,26 0,28 0,22 0,64 1,60 0,15
Kontroll vs. =
ARS PVN 2,61 <0,05 89,17 | <10 3,03 <0,01
CRF-FOSB BNSTov 5,32 <10* 413 | <0,05 1,18 0,32
CeA 345 <0,005 6,04 | <0,05 0,74 0,64
CRF-FOSB- FOS PVN 7,35 <107 66,81 | <10® 6,78 <107
PVN 2,19 0,07 64,19 | <10° 1,93 0,11
Kontroll vs.
CRF- FOSB BNSTov 5,37 <0,001 0,06 0,81 0,97 0,44
CVMS
CeA 3,93 <0,005 0,91 0,34 0,65 0,66

8. tablazat: A sejtszamértékek kétutas varianciaanalizissel (ANOVA) végzett vizsgalatokbol szarmazé eredmények
Osszefoglalo tablazata. A szignifikans hatasokat félkdvéren emeltiik ki. Alkalmazott roviditések: CRF: corticotropin-
releasing factor, PVN: nucleus paraventricularis, BNSTov: nucleus interstitialis striae terminalis ovalis magja, CeA:
nucleus centralis amygdalae. ARS: akut restraint stressz; CVMS: kronikus variabilis enyhe stressz. *: az F értékeket
jellemzo szabadsagi fokok szama stressz kondicionként eltértek a kiilonboz6 elemszamok kovetkeztében: Kontroll vs.
ARS esetében: F(y)7 75, Kontroll vs. CVMS esetében F ;)5 3.
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Ma Jelolés Mellékvese Relativ Relativ | PVN | PVN | CeA |BNSTov g\R/FN_
nevge tipusa Kor |Testtomeg tome mellékvese | thymus | CRF-| CRF- | CRF-| CRF- FOS
P g tomeg | tomeg | FOS | FOSB |FOSB| FOSB
FOSB-
CRF- | p| 061 -0,51 -0,57 0,37 0,61 076 | 041 | 032 | 092
FOS
p| <10 | <0,005 | <5x10* <0,05 <10* <10® |<0,05] 0,06 | <10
CRF- | p| -048 -0,43 -0,37 0,45 056 | 0,76 021 | 016 | 0,86
PVN | FOSB
p| <0005 | <0,01 <0,05 <0,01 |<5x10*] <10® 0241 036 |<10°
CRF-|p]| -038 -0,28 -0,26 0,26 036 | 092| 08 |028] 023
FOSB
-FOS | p | <0,001 | <0,01 <0,05 <0,05 |<0,005|<10®| <10® [<0,05] 0,06
CRF- | p| -064 -0,45 0,6 0,11 054 [ 032 016 | 0,86 0,23
BNSTov | FOSB
p | <5x10°| <0,005 | <5x10™ 05 <0,001 | 0,06 | 0,36 |<10°® 0,06
CRF- | p| -042 -0,25 0,4 0,13 038 | 042 021 086 | 028
CeA |FOSB
p| <005 0,16 <0,05 0,45 <0,05 |<0,05] 0,24 <10 |<0,05

9. tablazat: A sejtszamértékek és az életkor Spearman korrelaci6 analizis vizsgalataibol szarmazé eredmények
Osszefoglalo tablazata. A szamitdsok az ARS allatok kett6sen és harmasan jelolt sejtszam értékeit és a
szerv/testtomeg adatait hasonlitja 6ssze egymassal. A szignifikans eltéréseket félkovéren emeltiik ki. Alkalmazott
roviditések: PVN: nucleus paraventricularis, BNSTov: nucleus interstitialis striae terminalis ovalis magja, CeA:
nucleus centralis amygdalae, CRF: corticotropin-releasing factor.

Ma Jelilés Mellékvese |  Relativ | Relativ [ PVN CeA | BNSTov
nevg tipusa Kor | Testtomeg tome mellékvese | thymus CRF- CRF- CRF-
'pu g tomeg tomeg | FOSB | FOSB | FosB
p 0,03 -0,02 -0,16 -0,02 -0,04 0,04 0,06
sun | CRF-
FOSB
p 0,87 0,92 0,43 0,92 0,83 0,82 0,76
p -0,57 -0,62 -0,35 0,32 0,6 0,06 0,82
CRF-
BNSTov FOSB
p |<0,005] <0,001 0,09 0,11 <0,005 0,76 <5x10°
CRE- p -0,58 -0,4 -0,17 0,27 0,56 0,04 0,82
CeA | Foss
p |<0,005 <0,05 0,4 0,18 <0,005 0,82 <5x10°

10. tablazat: A sejtszamértékek és az életkor Spearman korrelacio analizis vizsgélatokbol szarmazo eredmények
Osszefoglalo tablazata. A szamitisok a CVMS-nek kitett allatok kettdsen jelolt sejtszam étékeit és a szerv/
testtdomeg adatait hasonlitjak Ossze egymassal. A szignifikans eltéréseket félkovéren emeltiik ki. Alkalmazott
roviditések: PVN: nucleus paraventricularis, BNSTov: nucleus interstitialis striae terminalis ovalis magja, CeA:
nucleus centralis amygdalae, CRF: corticotropin-releasing factor.
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6. Megbeszélés

Tanulmanyunk soran vizsgaltuk a stressz indukalta FOS valaszt az életkor fiiggvényében 13
stressz-reaktiv agyteriileten. Tovabbi célunk volt, hogy megvizsgaljuk az extended amygdala
¢s PVN CREF tartalml neuronjainak FOS aktivitasat az életkor fliggvényében akut és kronikus
stressz soran. Feltételezésiink az volt, hogy a sejtek aktivitasa korfliggd és valosziniileg a CRF
rendszer is érintett lehet a korfiiggd valtozasban. A FOS térképezés soran tapasztaltuk, hogy a
FOS aktivitasa nem csak életkor, de agyteriilet fliggé is. A CRF rendszerek FOS aktivitasanak
korfiiggése mellett azt is megfigyeltiik, hogy a sejtek aktivacigjanak mértéke fiigg az
alkalmazott stresszor tipusatol (akut vagy kronikus), és egyben attdl is, hogy melyik CRF
tartalmu régiot vizsgaljuk. Eredményeinket, melyek a két fébb hipotézisiinket alatamasztjak,
az aldbbiakban diszkutaljuk.

6.1. A stresszmodellek megbizhatésaga

A FOS kifejez6dés vizsgalata igen széles korben alkalmazott technika, mely lehetévé teszi az
akut stressz altal indukalt neuronalis aktivacid kovetését (Kovacs és Sawchenko 1996, Kovacs
1998, Kovacs 2008). Az akut restraint expozicid megbizhaté eszkdz az akut stressz altal
kivaltott hatasok tanulmanyozéasara patkanyokon, amelyet mas munkacsoportok tanulmanyai
(Kellogg et al. 1998, Viau 2005, Romeo et al. 2006) és sajat korabbi (Gaszner et al 2004,
2009, Sterrenburg et al. 2012), fiatal felnétt allatokon végzett tanulmanyaink is
alatimasztanak. Az altalunk alkalmazott ARS kisérleti protokoll jelen kisérleteinkben is
megbizhatonak bizonyult, mivel mind a 13 vizsgalt agyteriilet jelentds FOS aktivitas
novekedésével reagalt, melynek mértékét a 11. tablazatban foglaltuk 6ssze. A plazma CORT
szint minden korcsoportban emelkedett ARS expoziciot kovetden, mely a HPA-tengely
aktivitasanak novekedésére utal, és egyben a stresszor hatdsossdganak egyik markere (Bali és
Jaggi 2015).

A masodik, a CRF rendszerre fokuszald kisérleteinkben is tapasztaltak ugyancsak
alatamasztjak az ARS hatékonysagat. Ugyanakkor a FOS adatokkal ellentétben a CORT
eredményeink részben ellentmondasosak, mivel a fiatal korcsoportok (1- és 1,5 honapos) nem
mutattak emelkedett HPA-tengely aktivitast ARS expoziciot kovetden. Koenig és munkatarsai
(2018) is hasonlo jelenséget tapasztaltak novel environment stressz soran fiatal Wistar
patkanyokon. Az a jelenség, miszerint az id6ésebb egyedek nem mutatnak jelentés CORT

valaszt akut stresszt kovetéen ugyancsak ismert (Heine et al. 2004 Bowman et al 2006).
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Patkanyok esetében megfigyelték, hogy a HPA-tengely érzékenységének korfliggd valtozasai
fajtanként kiilonboznek: igy példaul idés Sprague-Dawley patkdnyok emelkedett CORT
valasszal birnak (Montaron et al 2005), mig az 6reg F344/Brown-Norway hibrid patkanyok
esetében megtartott mértékiit CORT reakciot irtak le (Kasckow et al 2005).

A CVMS expozicié hatékonysagat alatamasztando, allataink testtomeg valtozasat és relativ
mellékvese illetve thymus tomegét is vizsgaltuk, melyet kiegészitettiink plazma CORT
szintek méréseivel is. Kordbbi vizsgalatok is alatamasztjdk a CVMS testtomegre €s testtomeg
novekedésére gyakorolt hatasat egérben (Bali és Jaggi 2015, Kormos et al. 2016, Farkas et al.
2017) ¢és patkdnyban is (Romeo et al 2006, Sterrenburg et al. 2011), s6t egyes esetekben
megfigyelték azok korfliggd kiilonbozdségét is patkanyban (Romeo et al. 2006, Wulsin et al.
2016). Adataink alapjan csak a 2 és 3 honapos allatok esetében lattunk a post hoc tesztek altal
megerdsitett testtomeg csokkenést, illetve kisebb mértékii testtomeg gyarapodast. Ennek
egyik lehetséges magyarazata az, hogy ebben az életkorban jellemzd a gyors
testtomeggyarapodas, és a stressz altal kivaltott kronikusan megnovekedett HPA-tengely
mukodés a  glukokortikoidok  katabolikus  hatdsa  révén, nagyobb  mértéki
testtomegvaltozasban nyilvanul meg. Béar iddsebb korcsoportokban nem volt tapasztalhato
szamottevd testtomegesokkenés CVMS hatasara, a relativ mellékvese, és thymus tomegek
megbizhatobban mutattdk a CVMS effektivitasat a legidsebb csoport kivételével. A relativ
thymus tomegek és az extrahypothalamikus CRF neuronok FOSB tartalmanak korrelacioi arra
utalhatnak, hogy a csokkent FOSB aktivitds a BNSTov és CeA CRF sejtjeiben magasabb
HPA-tengely miikodésével tarsul. Meg kell jegyezniink azonban, hogy a post hoc tesztek nem
tudtdk minden egyes korcsoportban megerdsiteni a CVMS okozta valtozasokat a relativ
thymus- ¢és relativ mellékvese tomegek tekintetében. Ennek lehetséges okai faj, vagy torzs-
specifikus tulajdonsdgokban, az 4llat kordban esetleg a restrainer vagy a stresszor tipusaban is
keresendd, de felmeriil a korral jard fiziologids testsulyndvekedés, majd csokkenés szerepe is.
Tovabba, a CVMS thymusra gyakorolt hatdsa mas hasonlé tanulmanyokban is
ellentmondasos eredményekre vezetett (Romeo et al. 2006, Eduardo et al. 2011, Wulsin et al.
2016, Fiiredi et al. 2018, Nacka-Aleksi¢ et al. 2019).

A CRF-FOSB értékek is megerdsitették a CVMS hatékonysagat, hiszen a PVN neuronalis
aktivitdisa minden korcsoportban megnovekedett, amely Osszhangban van mas
kutatocsoportok korabbi eredményeivel (Imaki et al. 1991, Herman et al. 1995, Wulsin et al.
2016) és sajat megfigyeléseinkkel is (Sterrenburg et al. 2011, Kormos et al. 2016).
Kiemelend6, hogy a FOSB pozitiv CRF korrelacioja a sejtek SSD-jével. Ez nem meglepd,
mivel a Crf gén promotere tobb AP1 kotdhellyel rendelkezik (Malkoski és Dorin 1999).
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Megfigyelésiink, miszerint a FOSB negativ CRF sejtek CRF SSD-je nem valtozott a PVN-
ben a FOSB valtozasaval, arra enged kovetkeztetni, hogy a FOSB sziikséges a sejtek CRF
tartalmanak novekedéséhez a PVN-ben, CVMS soran. Ezt alatimasztjadk CORT adataink is,
melyek a HPA-tengely megnovekedett aktivitasara utalnak a fiatal CVMS allatainkban.
Korébbi vizsgalatokhoz hasonléan (Bowman et al. 2006), mi sem taldltunk az idds allatokban
szignifikansan nagyobb CORT emelkedést a CVMS hatasara, ahogyan az ARS
kisérletiinkben (Id. elsd kisérlet) sem talaltunk egyértelmii Gsszefiiggéseket az agyteriiletek
neurondlis aktivitdsanak mértéke és a CORT valasz nagysaga kozott. Ennek hatterében az
allhat, hogy a sejtek IEG tartalma nem all kdzvetlen Osszefiiggésben az altalunk vizsgalt
agyteriiletek sejtjeinek CRF tartalmaval. Ugyanakkor meg kell jegyezniink, hogy az altalunk
felallitott kisérleti modellben nem zéarhatjuk ki teljes mértékben a kiilsd zavard tényezdk
hatasat (pl.: elhuzodo anaesthezia akut stressz hatasa), melyek erdsen torzithatjadk a CORT
Emellett egy kiilon kisérletben vizsgaltuk allataink viselkedését is FST-tel. Bar az FST
megerdsitette, hogy a CVSM dllatok depresszid-szerii viselkedést mutatnak, az eredményeket
nem altalanosithatjuk teljes tanulmanyunkra, mivel ebben a programban az allathazi kapacitas
limitacioi miatt azt csak a kozépkort, 6 honapos populacidban volt lehetdségiink vizsgalni.
Osszességében a CORT, a test- és relativ szervtdmeg adatok a viselkedési teszt valamint a
neuronalis aktivitas markerek egyiittesen alatdmasztjak a CVMS expozicié hatékonysagat, de
fontos kiemelni, hogy az Altalunk regisztralt fizikai paraméterek, mint a stressz
hatékonysaganak indikatorai érzékenységiik szempontjabdl jelentés életkortol fiiggd

korlatokkal birtak.
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Mag neve FO.S. ’ Az allatok kora (hénap)
aktivitas [ 1 H 15H |[2H 3H 6 H 12H |18H |24H
MeA ﬂ’::tléklf:és 933 |865 |1436 [103 [708 1327 o905 1247
P 6,7.10° | 1,8.10° | 3,6.10° | 3,1.10° | 3,4.10° | 2,2.10* | 4.10° | 3,4.10°
Con i‘;‘:tzklf:és 166 |221 |751 |387 |48 |3181 [274 |se61
P 0921 |o0248 |15.10*]1,4.10°|2,1.10* [ 15.10* | 1,5.10* | 2,2.10"
BLA i‘::tt::es 306 297 |ss8 11,61 | 479 |918 1706 |88
p 0,193 |o0031 |15.0*]1,5.10"|4,3.10*[1,7.10* | 1,5.10* | 1,6.10°
BNSTov i‘;‘:;klf:és 1,36 |17 358 |185 |189 [348 |38 |245
p 0,31 0,057 | 3,5.10% 0,076 |0,03 0,008 | 0,012 |0,084
BNSTdl i’::tle'::es 243 212 |s566 |213 |293 |287 |s578 |345
p 0,025 |0003 |210* |0077 |[o0001 |[0,008 |86,1.10*| 0,038
BNSTdm ﬁl';‘:tlék]fedés 732 |4 732|516 |82 785 |46 10,35
P 0,003 |95.10*| 7,0.10° | 3,5.10° | 5,7.10° | 8,7.10" | 4,6.10" | 0,001
BNSTY i‘;‘:tlklfedés 505 |45 685 |294 |554 |[525 |825 |418
P 4.10* | 0,005 | 4,3.10*]|5,6.10*| 1,4.10°| 0,011 | 1,4.10* | 0,003
BNSTfu i’::tlel::es 362 |377 |59 325 |[251 |44 6,61 | 488
p 0,011 |27.10%]15.0*|2,3.10° [ 0422 |0,266 ]0,189 [ 0,153
PVND ﬁ‘;‘:tzklf:és 802 911 |3631 |[3666 |[441 |2003 |22 22,46
P 0,001 |e6,2.10"| 1,5.10* | 1,5.10* [ 0,015 | 2,6.10* | 1,5.10* | 1,5.10"
VN i‘::;'::es 373 |238 |1078 |e61 207 |632 [917 |[705
p 0,041 |0,285 |[1,5.10*]26.10*|0,271 |59.10°| 1,6.10* | 2,2.10"
EWep i‘::tzklf:és 1,028 | 2,2 426 297 |233 |125 |33 |223
P 1 0,1 1,6.10" | 2,8.10° | 0,79 4,9.10% | 0,32 0,286
R i‘;‘:;klf:és 243 |351 |1077 |719 264 [2067 |71 3,85
P 0977 |25.10*]15.10*|2,2.10° [ 0,737 0,027 ]0,016 | 0,059
S1 i’e“:tg‘lf:es 74,6 79,18 | 17,85 | 4504 |2387 |39,64 |4318 |4353
p 51.107 | 4,8.10% | 0,001 | 8,9.10° | 8,3.10° | 1,3.10" | 2,2.10* | 2,3.10"

11. tablazat: Az ARS hatasara bekovetkezé FOS sejtszam tobbszorozédésének mértéke és a kiilonbséghez tartozo
szignifikancia szint (p) a korcsoportokon beliil (stressz Vvs. kontroll). A szignifikans eltéréseket félkovéren emeltiik ki.
Alkalmazott roviditések: amygdala komplex magjai: nucleus medialis amygdalae (MeA), nucleus centralis amygdalae
(CeA), nucleus basolateralis amygdalae (BLA). A nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) magjai: ovalis mag
(BNSTov), dorsolateralis mag (BNSTdI), dorsomedialis (BNSTdm), ventralis (BNSTv), fusiformis (BNSTfu).
Hypothalamus: nucleus paraventricularis pars parvocellularis (PVNp), nucleus paraventricularis pars magnocellularis
(PVNm). Agytorzsi magok: kozponti projekcioju Edinger-Westphal nucleus (EWcp), nucleus raphe dorsalis (DR).
Somatosensoros barrel cortex (S1).
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6.2. Az akut stressz hatasa a FOS Kkifejezodésre az életkor

fiiggvényében

Minden altalunk vizsgalt stressz-asszocialt agyteriilet szignifikans FOS immunjel névekedést
mutatott a 2 honapos allatokban ARS hatadsara, mely 6sszhangban van korabbi tanulméanyok
eredményeivel (Briski és Gillen 2001, Dayas et al. 2001, Crane et al. 2005, Sterrenburg et al.
2012).

Habar a FOS kifejez6dés nagysaga (a DR kivételével) egyik agyteriilet esetében sem
kiilonbozott szignifikdns mértékben ARS expozicid esetén amennyiben az allat fiatal (1, 1,5,
2, 3 hoénapos) volt, a legnagyobb FOS sejtszam emelkedést a 2 honapos allatokban lattuk. A
stresszmagok nagyobb mértékii aktivitasanak egyik magyarazata a kés6i adolescens és a korai
postpubertds korra jellemzd, jol ismert, megnovekedett agyi stresszérzékenység Ilehet
(Kellogg et al. 1998, Romeo et al. 2006, McCormick et al. 2010). Az egyes magok
¢letkorfiiggd érzékenységének kiilonbsége az adott teriiletre jellemzd sériilékeny iddszakokra
engedhet kovetkeztetni. A  stressz-asszocialt kozpontok korfliggd érzékenységének
feltérképezése segithet megérteni, hogy az erds stresszhatdsok bizonyos ¢€letszakaszokban
miért vezethetnek gyakrabban pszichiatriai korképek kialakuldsahoz (McCormick et al. 2010).
A restraint altal kivaltott FOS valasz fokozatosan csokkent az dallatok életkoranak
elorehaladtaval. A 2 honapos fiatal, stressznek kitett allatokban talalthoz képest, kilenc
magban (MeA, CeA, BNSTov, BNSTdIl, BNSTdm, BNSTfu, PVNp, EWc¢p és DR) mutatott
csokkenést a FOS sejtszam a post hoc tesztek szerint a kor valtozasaval. Ezzel ellentétben, a
BLA és a BNSTv teriiletén nem érte el a csokkenés a szignifikdns mértéket. A post hoc
tesztek tovabbi eredményei ramutattak, hogy a FOS reaktivitds csokkenés korral a stressznek
kitett allatokban magonként kiilonbozik: mig a csdkkenés a DR és CeA esetében a 3. honaptol
érte el szignifikancia mértékét, addig a MeA, BNSTov, BNSTdm, BNSTfu, PVN esetében a
6. honaptol, a BNSTdI-nél pedig a 12. hénaptdl volt csokkenés mértéke statisztikailag is
kimutathat6. Az adatok linearitasat is vizsgalva, a Spearman-féle korrelacio analizis — kiilon
értékelve a kontroll és stressznek Kkitett csoportokat — hét magban (MeA, CeA, BNSTov,
BNSTdl, BNSTdm, BNSTfu, PVNp) mutatta ki egyértelmiien a csokkend FOS aktivitast az
¢letkor novekedésével. Az EWcep, PVNm, BNSTv és BLA esetében ez az aktivitascsokkenést
csak a kontroll egyedek FOS sejtszama mutatta, a stressznek kitett allatoké nem. Felmeriilhet,
hogy a viszonylag magas FOS aktivitas, melyet a 2 honapos korcsoportban figyeltiink meg,

mar Onmagaban is korfiiggd dinamikat eredményezhet statisztikai szempontbol. Ezt a
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lehetdséget ugy vizsgaltuk meg, hogy a 2 hdnapos korcsoportok nélkiil is elvégeztiikk a
statisztikai analiziseket. Az ANOVA ebben a hipotetikus Kkisérleti elrendezésben is
megerdsitette a kor szignifikans mértékii hatasat a FOS megjelenésére, tovabba, a korrelaciod
analizis ebben az esetben is kimutatta a mar alatdmasztott negativ korrelaciot az elébb emlitett
hét magban.

Ha a két honapos ARS allatok FOS kifejezdédésének mértekét vizsgaltuk a kiilonbozd
magokkal Osszehasonlitva, akkor a PVNp-ben taldltuk a legnagyobb mértékii sejtszdm
emelkedést. Ebben az esetben az azonos koru kontrollhoz hasonlitva az aktivitdsnak mintegy
36-szoros novekedését detektaltuk. Ez nem meglepd, hiszen a PVNp a HPA-tengely legfébb
szabalyozo kozpontja, ahol szdmos, részben itt is vizsgalt limbikus és non-limbikus magbodl
eredo afferens rost végzodik (Petrov et al. 1994, Pacak et al. 1995, Carrasco ¢s Van de Kar
2003, Romeo et al. 2006). Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a PVNp teriiletén
talalt kiugroan magas sejtszamért a tobbi mag aktivitasa egyiittesen felelhet a két honapos
patkanyban.

Korrelacios vizsgalataink soran nem taldltunk osszefliggéseket a CORT szint €s egyik mag
FOS reaktivitasa kozott sem. A CORT valasz szinte minden ¢életkorban magas volt, és nem
valtozott jelentékenyen, ezzel szemben a magok reaktivitdsa igen erdteljes csokkenést
mutatott. Az adatok arra utalnak, hogy bar a FOS és a CORT kiilon-kiilon megbizhatd
indikatorai a stresszfolyamatoknak, azonban egymast nem helyettesithetik, és a FOS
onmagaban nem informativ a HPA-tengely aktivitdsanak mértékét illeten.

Mint azt alabb részletesen targyalni fogjuk, az egyszerii FOS immunfestésnek van néhany
olyan hatranyos tulajdonsaga (pl. gatldo hatdsra érzéketlen, nem nyudjt informaciot a sejtben
bekdvetkezd funkcionalis kovetkezményekr6l), melyek magyarazatot adhatnak az adatok
diszkordanciajara. Masrészt, a HPA-tengely miikodését szamos, altalunk nem vizsgalt faktor
is befolyasolja. fgy példaul a glukokortikoid valasz, a glukokortikoid, valamint
mineralokortikoid receptorok stirisége (de Kloet et al. 2018), és egyéb agyi régiok, mint a
hippocampus, thalamus magok, PFC, LC, NTS (Herman et al. 2003) is befolyasolhattdk a
HPA-tengely aktivitasat. A fenti, ebben a munkaban nem vizsgalt rendszerek igy végsé soron
hozzéjarulhatnak ahhoz, hogy a 2 honapos kortdl az idds életkorig allataink ARS hatéasara egy
allando mértékli CORT szint emelkedését mutattak. Ezek alapjan ugy véljiik, hogy a FOS
valasz korral és agyteriilet fliggd modon valtozé dinamikéja sziikséges a fiziologids stressz-
adaptaci6é folyamatahoz. A stresszvalasz é€letkorfiiggd valtozasai hozzajarulhatnak a HPA-

tengely szabalyozasi zavarahoz, mely végiil hangulatzavarokhoz vezethet.
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A FOS immunjel novekedésének ANOVA elemzése hét teriileten is (BLA, CeA, BNSTfu,
PVNp, PVNm, EWcp, DR) igazolta a stressz €s életkor interakcidjanak hatasat. A FOS
stressz  hatdsdra  bedvetkezd  immunraktivitdsnovekedésének  korcsoportok  kozti
Osszehasonlitdsakor azt lattuk, hogy a legkisebb 6tszoros, a legnagyobb pedig 19-Szereses
emelkedés volt a sajat kontrollcsoportjahoz viszonyitva a kiilonb6z6 magokban. Ezek koziil
harom magban (CeA, BNSTfu, és PVNp) a korrelacio analizis is bizonyitotta a korfiiggd
sejtszamcsOkkenést, amely azt sugallja, hogy a PVNp korfiiggd aktivitasvaltozasat a CeA ¢és
BNSTfu FOS tartalmanak hanyatlasa is magyarazhatja. Ismert, hogy a BNST és CeA szerepe
nélkiilozhetetlen a glukokortikoid vélasz kialakitdsdban (Choi et al. 2007, 2008) és mindkét
magnak er6s kapcsolata van a PVN-nel (Dong et al. 2001).

Ezzel ellentétben, tovabbi hat régioban (S1, MeA, BNSTov, BNSTdl, BNSTdm, BNSTv)
nem volt kimutathaté a kor és stressz interakcid egyiittes hatdsa. Az FOS kifejez6désének
vizsgalatai kimutattak, hogy e magokban a FOS aktivitas csupan 2-3 szoros emelkedést
mutatott a kontroll csoportjukhoz képest minden életkorban. Habar az egyutas ANOVA
megerdsitette, hogy a kor itt is hatassal van a FOS vélaszra stressz expoziciot kovetden, az
mégis stabilabb volt, és a korrelacid analizis a stressz csoportoknal az S1 és a BNSTv
esetében nem mutatott életkorfiiggd jelcsokkenést. Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a MeA, BNSTov, BNSTdl, BNSTdm, BNSTv kisebb mértékben jarulnak hozza korral
bekovetkezd valtozasokhoz, igy szerepiik fontosabb lehet a HPA-tengely valaszanak
stabilizalasaban, az id6sebb allatokban.

Felvet6dott, hogy az allatok oregedésébdl adodd érzékszervi hanyatlasa allhat a stressz
kézpontok csokkent FOS valaszanak hatterében. Hogy ezt a kérdést megvizsgaljuk, az
elsddleges somatosensoros barrel cortex (S1) régidt valasztottuk ki, mert nem ismert, hogy
jelentds szerepe lenne a stresszadaptacio kialakitasaban. Ennek ellenére, a restraint stressz
paradigmaban leirtdk a régié FOS expresszido emelkedését mRNS szinten (Girotti et al. 2006),
amely 0sszhangban 4ll a jelen dolgozatban taglalt sajat eredményeinkkel. Minden bizonnyal a
FOS novekedése a teriileten az allatok bajszanak stimulacidja is hozzéjarul, ahogy azt korabbi
vizsgalatok is alatamasztjak pl. az S1 kéreg IV-es rétegében (Bisler et al. 2002).
Eredményeink megerdsitették, hogy az S1 régi6 FOS valaszkészségére az életkor hatassal
van, ugyanakkor annak mértéke nem linedrisan csokkend dinamikat, hanem egy U alakt
gorbét ir le az életkor fiiggvényében. Hangsulyozni kell azonban, hogy a jelen kisérleti
elrendezésben pontosan nem hatarozhaté6 meg, hogy az S1 FOS tartalménak névekedéséhez
milyen mértékben jarult hozza a stressz pszicholdgiai és emocionalis hatisa, és milyen

mértékben okozta azt a bajuszszalak kozvetlen mechanikai ingerlése a restraint soran.
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Mindazonaltal megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt stressz magok FOS valaszanak
¢letkor fliggd csokkenése nem magyarazhatdé pusztan a szenzoros rendszerek
érzékenységének iddéskori hanyatldsaval. Egy tovabbi érv ennek aldtdmasztasara az a
megfigyelésink, hogy a FOS viélasz legnagyobb mértékli csokkenése a kozépkoru
egyedekben figyelhetd meg (6 és 12 honapos kor kozott), ekkor azonban még nem jellemzo a
szenzoros rendszerek nagymértékii oOregedése. Idds allatokban (18 ¢és 24 hoénapos
korcsoportokban), amikor az érzékszervek mar valdéban a korral jar6 nagyobb mértékii
funkcidromlast mutatjak, mar csak viszonylag kisebb mértékii tovabbi csokkenés volt lathato.
Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy az altalunk megfigyelt életkorfiiggd dinamika a FOS
valasz mértékében jellemzd a stresszérzékeny magokra, de nem az egész agyra. A magok
reaktivitdscsokkenése nem 4ll Osszefliggésben az érzdrendszerek korral jard csokkent

szenzitivitasaval.
6.3. Bazalis FOS kifejezodés korfiiggé dinamikaja

Tanulmanyunk egy varatlan megfigyelése az a jelenség volt, hogy egyes teriileteken a
kontroll allatokban is jelentés FOS immunjelet lattunk, amely szintén korfiiggést mutatott. A
FOS folyamatos alacsony szintii kifejezddése a kdzponti idegrendszerben (Fevurly és Spencer
2004) ismert jelenség. Leirtak néhany agyteriilet (PVN, hippocampus, amygdala, nucleus
et al. 1998, Meyza et al. 2007, Kovacs 2008). A 13 altalunk vizsgalt teriilet 10 magja
(BNSTdI, BNSTdm, BNSTv, BNSTfu, MeA, BLA, PVNp, PVNm, DR, S1) igen alacsony
bazalis FOS jelet mutatott a stresszelt csoportokhoz viszonyitva a kiilonb6z6
korcsoportokban. Azonban harom mag (CeA, BNSTov, EWcp) jelentdsebb alap FOS
immunreaktivitast mutatott a 4 hetes korcsoportban, mely 6 hetes kortdol mar csokkent és
hasonld mintazatot mutatott, mint az elébb emlitett magok FOS tartalma (42. abra). A
viszonylag magas bazalis FOS aktivitas jelentdsége nem ismert pontosan. Tekintettel arra,
hogy az eldbb emlitett harom mag a stressz-adaptacidoban szerepet jatszo neuropeptideket
tartalmaz (CRF az BNSTov-ban és CeA-ban, illetve az Ucnl az EWcp-ben) felvetddik, hogy
az allatok elvalasztasat kovetden (mely a negyedik hétre esik) a magasabb FOS aktivitas
sziikséges a megfeleld stresszadaptacidohoz az érzékeny juvenilis korban (Horovitz et al 2012).
Annak bizonyitdsara, hogy valoban a CRF ¢és az Ucnl neuronokban jelenik-e meg a

viszonylag magas bazalis FOS, tovabbi kolokalizacios vizsgalatok sziikségesek.
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A szamottevo bazalis FOS immunjelet illetden felvetédhet, hogy kontroll allataink nem kivant
stresszhatasnak voltak kitéve, amely magyarazhatja a magas FOS sejtszamot. Két
megfigyelésiink azonban ellentmond ennek. Egyrészt az igen stressz érzékeny PVNp nem
mutatott magas bazalis FOS jelet ugyanazon kontroll allatban. Masrészt, a kontroll egyedek
alacsony CORT értékei is tiikrozik az alacsony HPA aktivitést.
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42. abra: Bazalis FOS immunjel egy (A, C, E, G, I) és 12 honapos (B, D, F, H, J) allatokban a CeA, BNSTov,
PVN, EWcp és DR teriiletein. Alkalmazott roviditések: CeA-nucleus centralis amygdalae, ovBNST-nucleus
interstitialis striae terminalis ovalis almagja, pPVN-nucleus paraventricularis pars parvocellularis, mPVN-
nucleus paraventricularis pars magnocellularis, cpEW-kozponti projekcioju Edinger-Westphal mag, DR-nucleus
raphe dorsalis; ic-capsula interna; 3rd-ventriculus tertius. A lépték 100um-t jelol.

96



6.4. A fobb hypothalamicus és eloagyi CRF rendszerek korfiiggo

stresszreaktivitasa az azonnali gének kifejez6désében

Masodik kisérletsorozatunkban akut és kronikus stressznek kitett allatokban a CRF tartalmu
idegsejtek FOS ¢és FOSB/AFOSB ko-lokalizaciojat vizsgaltuk a PVN, CeA és BNSTov
magokban, patkanyban. Feltételeztiik, hogy az azonnali géneket expresszalo CRF sejtek

szamat mind a kor, mind a stresszor tipusa befolyasolja.
6.4.1. Az akut stressz hatékonysaga: A CRF-FOS kolokalizaci6

Neuronalis aktivacio vizsgalata a PVN CREF sejtjeiben akut restraint hatasara

A HPA-tengelyt a PVNp CRF neuronjai szabalyozzak, miikodésiik pedig a korral valtozik
(Romeo et al 2006, Bao and Swaab 2007, Aguilera 2011). Jol ismert, hogy akut stressz
hatasara a PVN teriiletén n6 azon CRF immunreaktiv sejtek szama, melyek FOS is kifejeznek
(Crane et al. 2005, Romeo et al. 2006, Rotllant et al. 2007). A PVN CRF tartalmu sejtjeinek
FOS tartalma ARS soran kisebb a fiatal feln6tt (77 napos) patkanyokban, mint a 28 napos
prepubertés koru allatokban (Romeo et al. 2006). Jelen tanulmdnyunk is megerdsiti, hogy az
akut restraint stressz altal kivaltott CRF-FOS sejtszamndvekedés mértéke az életkor
elérehaladtaval csokken. Legjobb tudomasunk szerint ez az elsé olyan tanulmany, melyben
ezt a csokkenést egészen az allatok 24 honapos koraig vizsgaltdk. A PVN glutamaterg
tartalmi CRF neuronokat tartalmaz (Hrabovszky et al. 2005, Sunstrum és Inoue 2018),
melyek a HPA-tengelyt szabalyozzak. Az els6é, ARS hatasara bekdvetkez6 FOS aktivaciot
vizsgalo kisérletiink eredményeivel egybehangzoéan a CRF-FOS Kettésen jeldlt sejtek szama is
csokken a korral. Ugyanakkor az elsd kisérletben azt lattuk, hogy ez a csokkenés nem volt
parhuzamba allithato a HPA-tengely aktivitasdnak valtozasaval, melyet a CORT szintek
értékelése utjan vizsgaltunk. Mas laboratériumok (Lupien et al. 2005, Koenig et al. 2011) is
hasonlo megfigyeléseket tettek. A jelenséget magyarazhatja az, hogy a hypophyseotrop CRF
neuronok, nem feltétleniil fejeznek ki FOS-t mikézben novelik a HPA-tengely aktivitasat,
vagy az akut stressz valasz soran kivaltott CRF szekrécidjuk (Aguilera és Liu 2012) nem jar
mérhetd szintli FOS immunreaktivitas novekedéssel a sejtmagban. Végezetiil, a CRF-FOSB-
FOS jel6lés eredményei azt mutatjak, hogy 2 oOraval az akut restraint stressz meginditasat
kovetéen mind a CRF-FOS, mind a CRF-FOSB sejtszamok megemelkednek. Habar az

expresszios csucs a FOS esetében kordbban jelenik meg, mint azt a FOSB-nél tapasztaltak
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(Kovacs 1998, Kovacs 2008, Nestler 2008), nem taldltunk jelentds kiilonbséget a két azonnali
gént kifejezé sejtek szamaban a korfiiggd ARS indukalta expresszios mintazatuk

O0sszehasonlitasakor.

Neuronalis aktivacié a CeA CRF sejtjeiben az ARS modellben

Sajat fent leirt elsd6 ARS kisérletiink és masok kisérletei (Buttler et al. 2016) is megmutattak,
hogy a CeA megemelkedett FOS tartalommal valaszol akut restraint stressz hatasat kovetoen.
Bar vannak arra vonatkoz6 adatok, miszerint a CeA CRF neuronjai FOS-t is tartalmaznak
(Criado és Morales 2000, Butler et al. 2016), mas tanulmanyok nem talaltak a CRF sejtekben
FOS aktivaciot akut immobilizacié (Rotllant et al. 2007) és audiogén stressz (Helfferich ¢és
Palkovits 2003) expozicid utdn. Az utdbbi irodalmi adatokkal vagnak egybe sajat
eredményeink is: megfigyelhetd volt ugyan néhany CRF-FOS kolokalizacié a CeA-ban, de ez
metszetenként csupan 2-3 sejtet tett ki €s ez az 6sszes CRF sejt mindossze 2-4%-at jelentette.
Mivel ennek a viszonylag kis ardnyu aktiv sejtnek a jelenléte és biologiai jelentdsége
valészinlileg elhanyagolhat6, ezen eredmények részletes bemutatasarél ¢és azok
megbesz¢élésétdl itt eltekintiink. Tekintettel arra, hogy a CRF-FOS kolokalizdciét mutato
neuronok szama elhanyagolhaté volt, viszont a CeA a CRF valtozdsaval reagal szdmos
stresszmodellben (Rouwette et al. 2011, Sterrenburg et al. 2012), ugy hataroztunk, hogy a
CeA sejtjeinek CRF-FOSB kolokalizaciot is megvizsgaljuk. A CRF neuronok FOSB
tartalmanak analizise ramutatott, hogy szamottevo bazalis FOSB jellemz6 a sejtekre, amelyet
befolyasol az ARS. Mégsem sikeriilt a poszt hoc tesztekkel megerdsiteni a kontroll és stressz
csoport kozti kiilonbséget egyik korcsoportban sem. Figyelemre mélto, hogy mind a bazalis
mind a restraint stressz altal kivaltott FOSB aktivitas csokken a korral a CRF sejtekben,
amely oreg allatokban majdnem detektalhatatlanna valt. A tagabban értelemben vett amygdala
magok (CeA, BNSTov) CRF sejtjeinek aktivitas valtozasa hasonlé dinamikat mutat, amelyet
magyarazhat az a tény, hogy e magok direkt 6sszekottetésben allnak egymassal (Dong et al.
2001), és hasonl6 GABAerg neurokémiai karakterrel rendelkeznek (Sparta et al. 2013,
Partridge et al. 2016). Ezzel ellentétben, habar az amygdala és BNSTov-CRF neuronok
hatassal vannak a PVN mikodésére (Aguilera and Liu 2012), a CRF sejtek aktivitas
mintdzata a PVN-ben az eldbbi magokétol eltéré dinamikat mutatott. Mindez talan azzal
magyarazhato, hogy a PVN CRF sejtjei glutamatergek €s hogy tovabbi, itt nem vizsgalt a
PVN-be vetiild egyéb koézpontok (septum laterale, DMH, LC, NTS, DR) ellenstulyozzék az

eldagyi CRF rendszerek a kor eldrehaladtaval csokkend aktivitdsdnak hatasat (Herman et al.
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2003, Herman et al. 2016). Azt is tekintetbe kell venni, hogy a CeA CRF és GABA tartalmu
efferenseket kiild a LC-hez (Kravets et al. 2015, Paretkar és Dimitrov 2018) és a DR-hez
(Weissbourd et al. 2014). Mindkét magrol tudjuk, hogy szerepet jatszanak a stressz
szabalyozéasaban, és diszfunkciojuk szorongasos és depressziv zavarok kialakulasahoz is
vezethet (Zhu et al 1999, 2015, McCall et al. 2015). Fontos megemliteni, hogy a LC (Borsody
és Weiss 1996) és DR (lasd fent) is életkorfiiggd reaktivitassal bir, igy felvetddik, hogy a CeA
korral jard, erésen csokkend aktivitasa ok-okozati dsszefliggésben allhat a LC és DR iddskori

aktivitas valtozasaval.

A BNSTov CRF neuronjainak aktivitasa akut stressz modellben

A CeA eredményeihez hasonléan a BNSTov CRF sejtjei sem mutattak jelentés FOS aktivitast
ARS-t kovetden, amelyet mas laboratoriumok eredményei is megerdsitenek (Helfferich és
Palkovits 2003, Rotllant et al. 2007). Ennek némileg ellentmond, hogy egy el6z6 tanulmany,
miszerint a BNSTov teriiletén az akut restraint megnovelte a FOS és CRF mRNS expressziot
(Sterrenburg et al. 2012). Mivel ebben a kutatdsban nem végeztek kolokalizacids
vizsgalatokat, és a BNSTov FOS expresszald neuronjai kozott szamottevé met-enkephalin
tartalmu sejt is lehet (Kozicz 2002), felvetddik, hogy az altalunk latott FOS tartalm( neuronok
met-enkephalin immunoreaktiv sejtek lehetnek. Mivel a CRF neuronok FOS tartalma nem
szamottevd, hasonléan a CeA esetében latottakhoz, itt is vizsgaltuk a CRF neuronok FOSB
megjelenését. Azt lattuk, hogy ellentétben a FOS-szal, a CRF-FOSB sejtszamra hatéassal volt
az ARS, viszont a korcsoportokon beliil (kontroll vs. akut stressz) nem talaltunk szignifikans
eltéréseket. Azt azonban elmondhatjuk, hogy a FOSB immunreaktivitdisa a CRF sejtekben
lathatéan csokkent és végiil eltlint az oregedés soran. A BNSTov CRF tartalmu sejtjei
tobbnyire GABAerg gatlé neuronok, melyek a PVN-be is projicidlnak (Sparta et al. 2013,
Dabrowska et al. 2016, Romanov et al 2017, Sunstrum ¢és Inoue 2018). A PVN mellett a
BNSTov CRF neuronjai is dsszekdttetésben allnak a DR (Weissbourd et al 2014, Dabrowska
et al. 2016) és LC (Van Bockstaele et al. 1999) sejtjeivel is. Mint ahogy az a CeA esetében
felmertilt, ugy itt is felvetddik, hogy a BNSTov korfiiggd aktivitascsokkenése jelentdsebb
hatassal bir ezen agytorzsi teriileteken, mint a PVN neuronjain. Meg kell jegyezniink
azonban, hogy ezen GABAerg rostok foleg a PVN-t korbedleld ugynevezett GABA-erg
gylriin végzddnek (periPVN), tovabba a PVN tobb, mas teriiletrdl is direkt beidegzéssel
rendelkezik (pl.: BNSTfu), igy az altalunk a BNSTov teriiletén megfigyelt korfiiggd aktivitas
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valtozas nem sziikségszertien illesztheté a PVN miikodésének dinamikéjaval (Herman et al.

2003, Herman et al. 2016).

6.4.2. A PVN CREF sejtjei nem mutatnak korfiiggé FOSB aktivitasbeli

kiillonbséget kronikus stressz soran

Jelen kisérletiink eredményeivel dsszhangban, korabbi tanulmanyaink is bizonyitottak mind
egérben (Kormos et al. 2016) és patkanyban (Sterrenburg et al. 2011), hogy a CVMS fokozza
a FOSB immunreaktivitast a PVN teriiletén (de Andrade et al. 2014). 2011-ben Sterrenburg és
munkatarsai, tovabba 2015-ben Radley és Sawchenko is kimutattak, hogy a CVMS megemeli
a CRF és a FOSB (AFOSB) kifejezddését a PVN teriiletén. Kiss és Majercikova (2017) pedig
bizonyitotta a CRF és FOSB kolokalizaciojat is a PVN neuronokban. Szemben a FOS
kifejez6désével, a CRF sejtek CVMS hatasara bekovetkezé6 FOSB valasza fliggetlen az
¢letkortol, hiszen a kettésen jelolt sejtek szama nem csokkent az idés, CVMS-nek Kitett
allatainkban sem. A CVMS indukalta CRF-FOSB valasz nem valtozott az életkorral
szignifikans mértékben; de ha a 3, 12, 18 és 24 honapos CVMS éllatok CRF-FOSB sejtszamat
vizsgaljuk, a valtozasok dinamikéja feltiind hasonldsagot mutat a Tenk és munkatarsai (2017)
altal megfigyelt CRF-mRNS korfiiggd ingadozésaval. Egy tovabbi érdekes megfigyelésiink
volt, hogy mig a PVN-ben alig taldltunk CRF-FOSB kolokalizaciot mutato6 sejteket a kontroll
csoportokban, addig a CeA és BNSTov CRF sejtjei szamottevd bazalis FOSB jelet mutattak
kontroll allatokban.
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6.4.3. A CeA és BNSTov CREF sejtjeinek aktivitasa fiiggetlen a CYVMS-t6l,

de mértéke csokken a korral

Jelen kisérletiinkben nem talaltunk CVMS indukalta FOSB (AFOSB) immunjelet a CRF
sejtekben sem a CeA, sem a BNSTov teriiletén, amely 0sszhangban 4ll korabbi (Sterrenburg
et al. 2011, Majercikova ¢és Kiss 2015) fiatal felnétt patkanyokon végzett kisérleteinek
eredményeivel. A FOSB jel mértékébdl lathatod, hogy a néhany CRF neuron mind kontroll
allatokban, mind CVMS utan is aktiv volt a BNSTov és CeA teriiletén. Ugyanakkor, a PVN-
ben tapasztaltaktol eltéréen, mind a kontroll, mind a CVMS-nek kitett allatok FOSB
immunreaktivitasa jelentdsen csokkent az ¢letkor elérehaladtaval a CRF tartalmu sejtekben. E
Iényeges kiilonbség feltehetéen a CRF neuronok kiillonb6zd neurokémiai karakterének
koszonhetd, hiszen mig a PVN CREF sejtjei elsdsorban glutamatot termelnek, addig a BNSTov
¢s CeA CRF sejtjei foleg GABA-erg neuronokbol allnak (Sparta et al. 2013, Partridge et al.
2016, Deussing és Chen 2018). Valoban ismertek olyan tonusosan aktiv gatld neuronok,
amelyek kiils6 kornyezeti ingerek hatdsara sem mutatnak FOS génexpresszio-ndvekedést
(Reisch et al. 2007). A CeA és BNSTov korfiiggd aktivitas valtozasanak jelentésége egyeldre
ismeretlen. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezért, hogy az itt talalhato CRF sejtek altal
beidegzett stressz szabalyozasaban is szerepet jatszo teriileteken, mint pl. a LC és DR, milyen
korfliggd valtozasok lépnek fel, és hogy ezek magyarazhatoak-e a CRF sejtek aktivitdsanak

korfliggd csokkenésével.
6.4.4. A FOS fehérjék aktivitasanak korfiiggé dinamikaja a CRF sejtekben

Az IEG-k, mint pl. a c-fos expresszidjanak novekedése mRNS szinten mar kozvetleniil a
kornyezeti inger hatasat kovetden kimutathatd. Fehérjeszinten, a FOS kifejez6dés maximumat
az ingert kovetden két oraval éri el (Kovacs 1998, Nestler 2008), amely azutan csokken és
visszatér alapértékére 4-6 oran beliil (Sonnenberg et al. 1989, Nestler 2008). Mindkét
kisérletiinkben sikerrel detektaltuk 2 oraval a stressz expoziciot kovetden a FOS jelentds
mértékli emelkedését, amely Osszhangban all korabbi tanulmanyok eredményeivel (Romeo
2006, Meyza et al. 2007, Sterrenburg et al. 2012). Kutatasunk egyik legfontosabb
megfigyelése az volt, hogy a PVN CRF tartalmu neuronjaiban akut restraint stressz hatdsara
bekovetkezd FOS immunreaktivitds novekedésének mértéke jelentdsen csokkent a kor
elérehaladtaval. A FOSB esetén, hasonldan a FOS fehérjéhez, a stimulust kvetéen megindul

a szintézise, mely viszont lassabban éri el expresszidos maximum szintjét és féléletideje (9,5
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ora) is jelentdsen hosszabb (Kovacs 1998). Ennek megfelelden, sikerrel detektaltunk FOSB
immunjelet, amely nagyaranyt kolokalizaciot mutatott a CRF-FOS sejtekkel a PVN-ben. Azt
is megfigyeltilk, hogy az ARS indukalta FOSB ¢és FOS sejtszamnovekedés mértéke is
csOkken a korral. Bar ez esetben a CRF sejtek FOSB reaktivitasa kevésbé csokkent, mint a
FOS, a két IEG reaktivitdsdnak mértéke az adott allatcsoportban erdsen korreldl a sejtszam
kiilonbségek ellenére is.

A AFOSB, a FOSB egy splice variansa, melyet gyakran hasznalnak, mint az idegsejt
aktivacio kronikus markerét. Annak érdekében, hogy elkeriiljiik az akut stressz hatasat, a
kronikus stressznek kitett allatainkat az utolsé stresszor alkalmazasat kovetd 24. ordban
perfundaltuk. Ezzel a technikai megoldassal azért éltiink, mert az altalunk alkalmazott FOSB
antiszérum a fehérje mindkét izoformdjahoz kotédik, és igy kivédtik az akut stresszben
megjelend (full length) FOSB megjelenését ¢és igy szérumunk a CVMS-nek kitett allatokban
mar csak a AFOSB varianst detektalhatta. A AFOSB vizsgalata kimutatta, hogy annak
immunreaktivitdsa nem fligg az életkortol CVMS-t kovetéen a PVN CRF neuronjaiban,
ellentétben az akut aktivitdsi markerek (FOS, FOSB) ARS esetében tapasztalt korfiiggd
aktivitas csokkenéssel.

Az extended amygdala megvizsgalt két magjanak CRF neuronjai nem mutattak szamottevo
FOS kolokalizaciét ARS-t kovetden, mely megfelel a korabbi tanulmanyok eredményeinek.
Erdekes, hogy a kontroll 4llatokban is szamottevd FOSB jelet detektaltunk a CRF termeld
sejtekben az amygdaldaban, melyre a CVMS expozicidonak csak gyenge hatasa volt. Mind a
kontroll, mind a CVMS csoportban megfigyeltiik a CRF sejtek korral csokkend FOSB
immunreaktivitasat. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak felderitésére, hogy milyen
funkciondlis jelentdsége van a CeA és BNSTov CRF neuronjaiban megfigyelt korfiiggd

aktivitas csokkenésnek a sejtek altal beidegzett teriileteken.
6.5. A FOS jelolés, mint modszer hatranyai és korlatai

A FOS jeloléseket széles korben alkalmazzak a neuronok aktivitdsanak mennyiségi
megitésléére és anatomiai feltérképezésére. Ugyanakkor ismert, hogy mint minden
moddszernek, ennek is vannak limitacioi, ezért eredményeinket az alabbi szempontrendszer

szerinti kritikaval kell értelmezni.

6.5.1. A FOS jelolés hatranyai
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Jol ismert, hogy az IEG-k expresszidja egy bizonyos kiiszobérték feletti stimulus esetén
jelenik meg (Worley et al. 1993), mely 0j gének kifejezédésével (pl. prodynorphin, tirozin
hidroxilaz, glutaminsav dekarboxilaz, vasopressin; Hughes és Dragunow 1995, Kovacs et al.
1998) ¢és olyan, neuroplaszticitast feltételezd folyamatok megindulasaval jar, melyek
nélkiilozhetetlenek a memoria és tanulas (Fleischmann et al. 2003, Yasoshima et al 2003,
Kovacs 2008) folyamataban.

Az IEG-k altal kodolt fehérjék megjelenése a sejtben, nem mutat kdzvetlen Gsszefliggést a
neuron elektromos aktivitdsanak mértékével (Fenelon et al. 1993, Kaczmarek és Chaudhuri
1997). Ebben az esetben ugyanis minden egyes mintaban, igy a kontroll allatokbdl szarmazé
agyak esetében is millionyi FOS immunreaktiv sejtet latndnk metszeteinkben (Kovacs et al.
2008). Megfigyelték példaul, hogy sem a sejtek élénkebb elektromos tevékenysége (Reisch et
al. 2007), sem a neuronok megvaltozott metabolikus aktivitdsa (Duncan et al. 1993) nem
képezddik le feltétleniill a sejt FOS immunreaktivitdsiban. Masrészt, ismertek olyan
folyamatos, tonusos aktivitast mutaté neuronok is, mint pl. a hallépalya glicinerg neuronjai
(Reisch et al 2007), amelyek nem fejeznek ki FOS-t. Eredményeink interpretalasa
szempontjabol fontos limitaciot jelent az is, hogy egyes IEG-k kis mennyiségben, vagy
egyaltalan nem expresszalddnak bizonyos agyteriileteken immobilizaci6 soran, mint pl. a FOS
a nucleus tractus olfactorii lateralis-ban (Ons et al. 2004) vagy az Arc a BNST-ben, a LC-ben
vagy a PVN-ben (Ons et al 2004). Azt is tekintetbe kell venni, hogy egyes teriiletek,
idegsejtjei csak igen erdteljes inger esetén mutatnak detektalhaté mértékli IEG kifejezddést,
mint példaul a corticalis gatlé neuronok (Kawashima et al. 2014).

Masik elvi szempontbol fontos hatranya a mddszernek, hogy az AP-1, mint transzkripcids
faktor, a sejt 4ltal adott vélaszt nagyon sokrétlien befolydsolhatja, beleszélva igy a
legkiilonbozobb élettani és korélettani folyamatokba is (pl.: novekedés, mozgas, proliferacio,
infekci0, stressz szignalok). Az AP-1 aktivaciojat szamos tovabbi, altalunk nem vizsgalt mas
faktor is befolyasolja (pl.: c-Jun, JunD, Atf4/5) (Alberini 2009, Durchdewald et al. 2009,
Vesely et al. 2009). A moddszer altal felismert aktivacio pontos funkcionalis jelentdségét ezért
nem tudjuk vizsgalni FOS kvantifikalasa révén (Kovacs 1998). A mddszer nem ad lehetdséget
a stressz szabalyozasban igen fontos szerepet jatsz6 gatlo valtozasok felismerésére sem.

A fenti limitacidkat tekintetbe véve is megallapithatjuk, hogy a restriant altal kivaltott FOS
valasz kapcsan tett megfigyeléseink dsszhangban allnak mas korabbi tanulmanyokkal (Dayas
et al. 2001, Crane et al. 2005, Sterrenburg et al. 2012) és a modszer alkalmas a stressz

érzékeny agyteriiletek aktivitdsanak kovetésére beleértve annak ¢életkor fiiggd valtozésait is.
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6.5.2. A kombinalt CRF- FOSB (AFOSB)-FOS jelolés limitacioi

A FOS-hoz hasonloéan, a FOSB és AFOSB szamos gén expresszidjara hatassal lehet, ezért
nem tudhatjuk, hogy a CRF-t expresszalo sejtekben milyen tovabbi, altalunk nem vizsgalt — a
stressz szabalyozasban is kiemelkedd szereppel bir6 AP-1 altal regulalt — gének kifejezodése
indul meg aktivacidjuk soran.

A FosB expresszidja mar percekkel a stimulust kdvetéen megindul, azonban maximuma
fehérje szinten késobb detektalhatd, mint a FOS fehérjéé (Nestler 2008, 2015). A FOSB
elobbi elonyét kihasznalva értékelheté FOSB jelet detektaltunk a CeA és BNSTov CRF
neuronokban a FOS jel6léssel szemben. Azonban a FOSB eltéré dinamikaju expressziods
profilja (késébb detektalhatdé maximuma) kovetkeztében feltehetd, hogy allataink késGbbi
terminaldsa esetén (pl.: négy Ordval a stressz expozicid meginditdsat kovetden) eltérd
eredményeket kaptunk volna az ARS 4allatokban. Ezzel egy id6ben viszont mar csokkend FOS
jelet detektaltunk volna a PVN neuronokban, ami a harmas (CRF-FOSB-FOS) jelolés
szempontjabol nem lett volna optimalis.

A AFOSB, a FOSB egy splice variansa, amelyet gyakran alkalmaznak krénikus neuralis
aktivacio kovetésére. A AFOSB azonban jelentdsen késébb és kisebb mennyiségben jelenik
meg az idegsejtekben, mint a FOS vagy a tobbi FOSB splice varidns, de igen hosszu
feléletideje és ismételt expoziciok soran bekovetkezd akkumulacidja kivalo indikatorra teszi a
kronikus neuralis aktivitas vizsgalatara (szemben a FOSB és FOS fehérjékkel) (Kovacs 2008,
Nestler 2015).

Osszességében elmondhatjuk, hogy bar a harmas jeldlés sem teszi lehetévé, hogy felfedjiik a
sejtek aktivitasanak kovetkezményeit, mivel nem enged bepillantast abba, hogy pontosan
mely neurondlis funkciok megvaltozasahoz sziikséges gének expresszidja valtozott meg. A
technika mégis alkalmasnak bizonyult a CRF neuronok akut és kronikus aktivitdsanak
kovetésére, a CeA, BNSTov és PVN teriiletén, és ez az els6 vizsgalat, amely Kimutatta

kiilonbozo ¢letkorfiiggd aktivitasukat.
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7. Konkluzio

Kisérleteink soran elsdként hasonlitottuk 6ssze a bazalis és akut restraint altal kivaltott FOS
valaszt 13 stresszreaktiv agyteriileten Wistar patkdnyban, az allatok egész élettartamat feldleld
nyolc korcsoportban. Azt talaltuk, hogy a FOS immunreaktvitdas nagymértékben fligg az
¢letkortdl, mind a kontroll, mind az akut stressznek kitett allatokban, ezért az egyik
legfontosabb modszertani eredményiink az, hogy hasonlé kisérleti elrendezések alkalmazasa
esetén kortiltekintden kell megvalasztani a kisérleti allatok életkorat, mivel az agyteriiletek
bazalis neuronalis aktivitdsa és stresszre adott azonnali gén valasza is jelentds mértékben kor-
¢és agyteriilet fliggd. Fiatal kisérleti allatok bevonasa esetén a FOS vizsgalatok egyes magok
(pl. a CeA, BNSTov és EWcp) esetében magas bazalis sejtszamokra kell szamitani.
Eredményeink szerint az akut stressz indukalta FOS aktivitds 7 agyi régioban (MeA, CeA,
BNSTov, BNSTdI, BNSTdm, BNSTfu, PVNp) negativan korrelal az életkorral. Ez arra utal,
hogy e hét teriilet, és talan tobb, ebben a munkéban nem vizsgalt egyéb régio befolyasa is
valtozik a HPA-tengely reaktivitasdra a korral. Tovabbi szisztematikus vizsgalatokra van
szilkség annak megértéséhez, hogy e teriiletek aktivitdscsokkenése miként jarul hozza a
stresszadaptacio korfliggd valtozasaihoz.

A CREF tartalmu agyteriileteken végzett karakterizacios vizsgalat megerdsitette, hogy a PVN
esetében a FOS féleg a CRF tartalmu sejtekben detektalhato, és a sejtek ARS-re adott FOS és
FOSB valasza hasonléoan az elsd kisérletben tapasztalt FOS eredményeihez az életkor
elérehaladtaval csokken. Ezzel szemben, a CVMS indukalta CRF-FOSB/AFOSB valasz
mértéke nem valtozik a korral.

Korabbi tanulméanyok eredményeihez hasonléan a patkiny CeA ¢és BNSTov CRF
neuronjainak FOS és FOSB tartalma nem mutat jelentés valtozast akut vagy kronikus stressz
hatasara. Kontroll allatokban, stressz expozicid nélkiil is detektalhaté mértékii FOSB
immunreaktvités jellemzi a CeA és BNSTov CRF neuronjait, mely csokken az életkorral.
Legjobb tudomasunk szerint ez az elsé olyan tanulmany, mely szisztematikus, majdnem a
teljes élettartamot feldleléen vizsgalta a neuronalis aktivitast a PVN és a fobb el6agyi CRF
rendszerekben ARS és CVMS hatasara patkanyban. A CRF sejtek neuronalis FOSB és FOS
aktivitasat erésen befolyasolja az allat életkora, igy tovabbi FOS alapu vizsgalatoknal,
figyelembe kell venni ezt a kor, és agyteriilet fliggd reaktivitast. Tovabbi vizsgalatok
elvégzése van folyamatban mas, a stressz szabdlyozasaban részt vevo teriiletek (pl.: EWcp,
LC, NTS, DR) aktivitasanak feltérképezésére az életkor fiiggvényében, €és az esetleges korral

valtozo stressz-reaktivitast mutatd neuronok neurokémiai karakterizalasa céljabol.
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Eredményeink mds kronikus stressz vizsgalatokkal egyiitt hozzdjarulhatnak ahhoz, hogy
megeértsiik a stresszel kapcsolatos hangulatzavarok ¢letkorfiiggd jellegzetességeit. Ismereteink
elmélyitése e teriileten segithet abban, hogy 1j, személyre szabott, az egyén ¢életkordhoz
illeszthetd terapias stratégidkat dolgozzunk ki a stressz-asszocidlt hangulatzavarok

gondozasahoz és prevencidjahoz.
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8. Uj eredményeink

1. Ez az elsd olyan tanulmany mely kimutatta 13 vizsgalt agyteriilet koziil hét esetében
(MeA, CeA, BNSTov, BNSTdlI, BNSTdm, BNSTfu, PVNp), hogy a FOS
immunreaktivitds mértéke linearisan csokken a korral.

2. Kimutattuk, hogy nem csak stressznek kitett, hanem kontroll allatok is jelentékeny
FOS immunraktivitast mutatnak bizonyos (CeA, BNSTov EWcp) stressz-asszocialt
magokban fiatal 4llatokon.

3. Kimutattuk, hogy a PVN CREF sejtjeinek ARS indukalta FOS és FOSB aktivitasa
csokken egészen az 1dds korig.

4. A PVN CREF sejtjeinek FOSB (AFOSB) aktivitasa CVMS hatdsara nem valtozik az
életkorral.

5. A CeA ¢és BNSTov CRF sejtjei FOSB-t tartalmaznak naiv fiatal allatokban, mely
CVMS hatasara nem valtozik.

6. A CeA ¢és BNSTov CRF sejtjeinek FOSB aktivitdsa erdsen csokken az életkorral
kontroll, ARS és CVMS esetén is.

7. CVMS soran a FOSB aktivitasanak megjelenésével novekszik a sejtek CRF tartalma

is.

107



9. Irodalomjegyzék

10.

11.

12.
13.

14.

Aguilera G. (2011) HPA axis responsiveness to stress: Implications for healthy aging
Experimental Gerontology 46: 90-95.

Aguilera G, Liu Y. (2012) The molecular physiology of CRH neurons Frontiers in
Neuroendocrinology 33: 67-84.

Alberini CM. (2009) Transcription factors in long-term memory and synaptic plasticity.
Physiol Rev 89: 121-145.

Albrecht U. (2017) Molecular Mechanisms in Mood Regulation Involving the Circadian
Clock Front Neurol 8: 30.

Alheid GF, Heimer L. (1988) New perspectives in basal forebrain organization of special
relevance for neuropsychiatric disorders: the striatopallidal, amygdaloid, and corticopetal
components of substantia innominata. Neuroscience 27: 1-39.

Bale TL, Contarino A, Smith GW, Chan R, Gold LH, Sawchenko PE, Koob GF, Vale
WW, Lee KF. (2000) Mice deficient for corticotropin-releasing hormone receptor-2
display anxiety-like behaviour and are hypersensitive to stress. Nat Genet 24: 410-414.
Bali A, Jaggi AS. (2015) Preclinical experimental stress studies: Protocols, assessment
and comparison Eur J Pharmacol 746: 282-292.

Bao AM, Swaab DF. (2007) Gender difference in age-related number of corticotropin-
releasing hormone-expressing neurons in the human hypothalamic paraventricular
nucleus and the role of sex hormones Neuroendocrinology 85: 27-36.

Beaulieu S, Di Paolo T, Barden N. (1986) Control of ACTH secretion by the central
nucleus of the amygdala: implication of the serotoninergic system and its relevance to the
glucocorticoid delayed negative feedback mechanism. Neuroendocrinology 44: 247-254.
Belleau EL, Treadway MT, Pizzagalli DA. (2018) The Impact of Stress and Major
Depressive Disorder on Hippocampal and Medial Prefrontal Cortex Morphology. Biol
Psychiatry. 10. pii: S0006-3223(18)31930-9.

Bereshchenko O, Bruscoli S, Riccardi C. (2018) Glucocorticoids, sex hormones, and
immunity. Front Immunol 9: 1332.

Benarroch EE. (2018) Locus coeruleus. Cell Tissue Res 373: 221-232.

Bernard C. (1865) Introduction a' la médicine expérimentale. Endocrinology 150: 5626—
5632.

Bisler S, Schleicher A, Gass P, Stehle JH, Zilles K, Staiger JF. (2002) Expression of c-

Fos, ICER, Krox-24 and JunB in the whisker-to-barrel pathway of rats: time course of

108



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

induction upon whisker stimulation by tactile exploration of an enriched environment. J
Chem Neuroanat 23: 187-198.

Borsody MK, Weiss JM. (1996) Influence of corticotropin-releasing hormone on
electrophysiological activity of locus coeruleus neurons Brain Res 724: 149-168.
Bouwknecht JA, Spiga F, Staub DR, Hale MW, Shekhar A, Lowry CA. (2007)
Differential effects of exposure to low-light or high-light open-field on anxiety-related
behaviors: Relationship to c-Fos expression in serotonergic and non-serotonergic neurons
in the dorsal raphe nucleus. Brain Res Bull 72: 32—43.

Bowers G, Cullinan WE, Herman JP. (1998) Region-specific regulation of glutamic acid
decarboxylase (GAD) mRNA expression in central stress circuits. J Neurosci 18: 5938-
5947.

Bowman RE, Maclusky NJ, Diaz SE, Zrull MC, Luine VN (2006). Aged rats: sex
differences and responses to chronic stress. Brain Res. 18;1126(1):156-66.

Briski K, Gillen E. (2001) Differential distribution of Fos expression within the male rat
preoptic area and hypothalamus in response to physical vs. psychological stress. Brain
Res Bull 55: 401-408.

Burford NG, Webster NA, Cruz-Topete D. (2017) Hypothalamic-pituitary-adrenal axis
modulation of glucocorticoids in the cardiovascular system. Int J Mol Sci Oct 16;18(10).
pii: E2150. doi: 10.3390/ijms18102150.

Butler RK, Oliver EM, Sharko AC, Parilla-Carrero J, Kaigler KF, Fadel JR, Wilson MA.
(2016) Activation of corticotropin releasing factor-containing neurons in the rat central
amygdala and bed nucleus of the stria terminalis following exposure to two different
anxiogenic stressors Behavioural Brain Research 304: 92—-101.

Callahan LB, Tschetter KE, Ronan PJ. (2013) Inhibition of corticotropin releasing factor
expression in the central nucleus of the amygdala attenuates stress-induced behavioral
and endocrine responses. Front Neurosci 7: 195.

Cannon WB. (1929) Organization for physiological homoestasis. Physiol Rev 9: 399
431.

Canteras NS, Simerly RB, Swanson LW. (1995) Organization of projections from the
medial nucleus of the amygdala: a PHAL study in the rat, J Comp Neurol 360: 213-245.
Canteras NS, Swanson LW. (1992) Projections of the ventral subiculum to the amygdala,
septum, and hypothalamus: a PHAL anterograde tract-tracing study in the rat. J Comp
Neurol 324: 180-194.

109


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borsody%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8828564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weiss%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8828564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=borsody+weiss+1996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bowers%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9671680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cullinan%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9671680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herman%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9671680
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9671680

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Carrasco GA, Van de Kar LD. (2003) Neuroendocrine pharmacology of stress. Eur J
Pharmacol 463: 235- 272.

Chen J, Kelz MB, Hope BT, Nakabeppu Y, Nestler EJ. (1997) Chronic Fos-related
antigens: stable variants of deltaFosB induced in brain by chronic treatments. J Neurosci
17: 4933-4941.

Choi DC, Furay AR, Evanson NK, Ulrich-Lai YM, Nguyen MM, Ostrander MM,
Herman JP. (2008) The role of the posterior medial bed nucleus of the stria terminalis in
modulating hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis responsiveness to acute and
chronic stress. Psychoneuroendocrinology 33: 659-669.

Choi DC, Furay AR, Evanson NK, Ostrander MM, Ulrich-Lai YM, Herman JP. (2007)
Bed nucleus of the stria terminalis subregions differentially regulate hypothalamic—
pituitary—adrenal axis activity: implications for the integration of limbic inputs. J
Neurosci 27: 2025-2034.

Chowdhury GM, Fujioka T, Nakamura S. (2000) Induction and adaptation of Fos
expression in the rat brain by two types of acute restraint stress. Brain Res Bull 52:171-
182.

Chrousos GP. (2009) Stress and disorders of the stress system. Nat Rev Endocrinol. 5:
374-381.

Cizza G, Calogero AE, Brady LS, Bagdy G, Bergamini E, Blackman MR, Chrousos GP,
Gold PW. (1994) Male Fischer 344/N rats show a progressive central impairment of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis with advancing age. Endocrinology 134: 1611-1620.
Coveiias R, de Leon M, Cintra A, Bjelke B, Gustafsson JA, Fuxe K. (1993) Coexistence
of c-Fos and glucocorticoid receptor immunoreactivities in the CRF immunoreactive
neurons of the paraventricular hypothalamic nucleus of the rat after acute immobilization
stress. Neurosci Lett 149: 149-152.

Crane JW, French KR, Buller KM. (2005) Patterns of neuronal activation in the rat brain
and spinal cord in response to increasing durations of restraint stress. Stress 8: 199-211.
Criado JR, Morales M. (2000) Acute ethanol induction of c-Fos immunoreactivity in pre-
pro-enkephalin expressing neurons of the central nucleus of the amygdala. Brain
Research 861: 173-177.

Cullinan WE, Helmreich DL, Watson SJ. (1996) Fos expression in forebrain afferents to
the hypothalamic paraventricular nucleus following swim stress. J Comp Neurol 368: 88-
99.

110


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19488073
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cove%C3%B1as%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8474689

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Cullinan WE, Herman JP, Battaglia DF, Akil H, Watson SJ. (1995) Pattern and time
course of immediate early gene expression in rat brain following acute stress.
Neuroscience 64: 477-505.

Cullinan WE, Herman JP, Watson SJ. (1993) Ventral subicular interaction with the
hypothalamic paraventricular nucleus: evidence for a relay in the bed nucleus of the stria
terminalis, J Comp Neurol 332: 1-20.

Cunningham ET Jr, Sawchenko PE. (1988) Anatomical specificity of noradrenergic
inputs to the paraventricular and supraoptic nuclei of the rat hypothalamus. J Comp
Neurol 274: 60-76.

da Silva AV, Torres KR, Haemmerle CA, Céspedes IC, Bittencourt JC. (2013) The
Edinger—Westphal nucleus II: Hypothalamic afferents in the rat. J Chem Neuroanat 54:
5-19.

Dabrowska J, Hazra R, Guo JD, DeWitt S, Rainnie DG. (2013) Central CRF neurons are
not created equal: phenotypic differences in CRF-containing neurons of the rat
paraventricular hypothalamus and the bed nucleus of the stria terminalis. Front Neurosci
7:156.

Dabrowska J, Martinon D, Moaddab M, Rainnie DG. (2016) Targeting corticotropin-
releasing factor projections from the oval nucleus of the bed nucleus of the stria
terminalis using cell-type specific neuronal tracing studies in mouse and rat brain. J
Neuroendocrinol https://doi: 10.1111/jne.12442.

Dayas CV, Buller KM, Crane JW, Xu Y, Day TA. (2001) Stressor categorization: acute
physical and psychological stressors elicit distinctive recruitment patterns in the
amygdala and in medullary noradrenergic cell groups. Eur J Neurosci 14: 1143-1152.

de Andrade JS, Viana MB, Renata O, Abrdao RO, Bittencourt JC, Céspedes IC. (2014)
CRF family peptides are differently altered by acute restraint stress and chronic
unpredictable stress Behavioural Brain Research 271: 302—-308.

de Kloet AD, Herman JP. (2018) Fat-brain connections: Adipocyte glucocorticoid control
of stress and metabolism. Front Neuroendocrinol. 48: 50-57.

de Kloet ER, de Kloet SF, de Kloet CS, de Kloet AD. (2018) Top-down and bottom-up
control of stress-coping. J Neuroendocrinol Dec 22:12675. doi: 10.1111/jne.12675.

de Kloet ER, Otte C, Kumsta R, Kok L, Hillegers MH, Hasselmann H, Kliegel D, Joéls
M. (2016) Stress and Depression: a Crucial Role of the Mineralocorticoid Receptor. J
Neuroendocrinol 28(8). doi: 10.1111/jne.12379.

111


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dabrowska%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27805752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinon%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27805752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moaddab%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27805752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rainnie%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27805752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27805752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27805752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Kloet%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29042142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herman%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29042142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de+Kloet+and+Herman+2018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Kloet%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otte%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumsta%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kok%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hillegers%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasselmann%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26970338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26970338

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Dellu F, Mayo W, Vallée M, Le Moal M, Simon H. (1994) Reactivity to novelty during
youth as a predictive factor of cognitive impairment in the elderly: a longitudinal study in
rats. Brain Res 8; 653: 51-56.

Dent GW, Okimoto DK, Smith MA, Levine S. (2000) Stress-induced alterations in
corticotropin-releasing hormone and vasopressin gene expression in the paraventricular
nucleus during ontogeny Neuroendocrinology 71: 333-42.

Deussing JM, Breu J, Kiihne C, Kallnik M, Bunck M, Glasl L, Yen YC, Schmidt MV,
Zurmiihlen R, Vogl AM, Gailus-Durner V, Fuchs H, Holter SM, Wotjak CT, Landgraf R,
de Angelis MH, Holsboer F, Wurst W. (2010) Urocortin 3 modulates social
discrimination abilities via corticotropin-releasing hormone receptor type 2. J Neurosci.
30: 9103-9116.

Deussing JM, Chen A. (2018) The corticotropin-releasing factor family: physiology of
the stress response Pysiol Rev 98: 2225-2286.

Diorio D, Viau V, Meaney MJ. (1993) The role of the medial prefrontal cortex (cingulate
gyrus) in the regulation of hypothalamic-pituitary-adrenal responses to stress. J Neurosci.
13(9): 3839-3847.

Dirks A, Groenink L, Bouwknecht JA, Hijzen TH, Van Der Gugten J, Ronken E,
Verbeek JS, Veening JG, Dederen PJ, Korosi A, Schoolderman LF, Roubos EW, Olivier
B. (2002) Overexpression of corticotropin-releasing hormone in transgenic mice and
chronic stress-like autonomic and physiological alterations. Eur J Neurosci 9: 1751-1760.
Dong HW, Petrovich GD, Swanson LW. (2001) Topography of projections from
amygdala to bed nuclei of the stria terminalis. Brain Research Reviews 38: 192-246.

Dos Santos Junior ED, Da Silva AV, Da Silva KR, Haemmerle CA, Batagello DS, Da
Silva JM, Lima LB, Da Silva RJ, Diniz GB, Sita LV, Elias CF, Bittencourt JC. (2015)
The centrally projecting Edinger-Westphal nucleus--1: Efferents in the rat brain. J Chem
Neuroanat 68: 22-38.

Dragunow M, Faull R. (1989) The use of c-fos as a metabolic marker in neuronal
pathway tracing. J Neurosci Methods 29: 261-265.

Duncan GE, Johnson KB, Breese GR. (1993) Topographic patterns of brain activity in
response to swim stress: assessment by 2-deoxyglucose uptake and expression of Fos-like
immunoreactivity. J Neurosci 13: 3932-3943.

Durchdewald M, Angel P, Hess J. (2009). The transcription factor Fos: a Janus-type
regulator in health and disease. Histol Histopathol 24: 1451-1461.

112


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dirks%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Groenink%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bouwknecht%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hijzen%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Der%20Gugten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ronken%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verbeek%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veening%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dederen%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korosi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schoolderman%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roubos%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olivier%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olivier%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12431228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12431228

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Eagle AL, Gajewski PA, Yang M, Kechner ME, Al Masraf BS, Kennedy PJ, Wang H,
Mazei-Robison MS, Robison AJ. (2015) Experience-dependent induction of hippocampal
AFosB controls learning. J Neurosci 35: 13773-13783.

Carvalho-Netto EF, Myers B, Jones K, Solomon MB, Herman JP. (2011) Sex differences
in synaptic plasticity in stress-responsive brain regions following chronic variable stress.
Physiol Behav 104: 242-247.

Farkas J, Kovacs LA, Gaspar L, Nafz A, Gaszner T, Ujvari B, Kormos V, Csernus V,
Hashimoto H, Reglédi D, Gaszner B. (2017) Construct and face validity of a new model
for the three-hit theory of depression using PACAP mutant mice on CD1 background.
Neuroscience 354: 11-29.

Feldman S, Conforti N, Itzik A, Weidenfeld J. (1994) Differential effect of amygdaloid
lesions on CRF-41, ACTH and corticosterone responses following neural stimuli. Brain
Res 658(1-2): 21-26.

Feldman S, Conforti N, Melamed E. (1987) Paraventricular nucleus serotonin mediates
neurally stimulated adrenocortical secretion. Brain Res Bull 18: 165-168.

Feldman S, Conforti N, Saphier D. (1990) The preoptic area and bed nucleus of the stria
terminalis are involved in the effects of the amygdala on adrenocortical secretion.
Neuroscience 37(3): 775-779.

Fenelon VS, Poulain DA, Theodosis DT. (1993) Oxytocin neuron activation and Fos
expression: a quantitative immunocytochemical analysis of the effect of lactation,
parturition, osmotic and cardiovascular stimulation. Neuroscience 53:77-89.

Fevurly RD, Spencer RL. (2004). Fos expression is selectively and differentially
regulated by endogenous glucocorticoids in the paraventricular nucleus of the
hypothalamus and the dentate gyrus. J Neuroendocrinol 16: 970-979.

Figueiredo HF, Bodie BL, Tauchi M, Dolgas CM, Herman JP. (2003) Stress integration
after acute and chronic predator stress: differential activation of central stress circuitry
and sensitization of the hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis. Endocrinology 144:
5249-5258.

Figueiredo HF, Bruestle A, Bodie B, Dolgas CM, Herman JP. (2003a) The medial
prefrontal cortex differentially regulates stress-induced c-fos expression in the forebrain
depending on type of stressor. Eur J Neurosci 18: 2357-2364.

Flak JN, Ostrander MM, Tasker JG, Herman JP. (2009) Chronic stress-induced
neurotransmitter plasticity in the PVN. J Comp Neurol 517: 156-165.

113


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eagle%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gajewski%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kechner%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al%20Masraf%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kennedy%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazei-Robison%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Robison%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26446228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26446228?dopt=Abstract
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farkas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kov%C3%A1cs%20L%C3%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%A1sp%C3%A1r%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nafz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ujv%C3%A1ri%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kormos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csernus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regl%C5%91di%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=farkas+kov%C3%A1cs+gaszner+2017

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Flandreau El, Ressler K.J, Owens MJ, Nemeroff CB. (2012) Chronic overexpression of
corticotropin-releasing factor from the central amygdala produces HPA axis hyperactivity
and behavioral anxiety associated with gene expression changes in the hippocampus and
paraventricular nucleus of the hypothalamus. Psychoneuroendocrinology 37: 27-38.
Fleischmann A, Hvalby O, Jensen V, Strekalova T, Zacher C, Layer LE, Kvello A,
Reschke M, Spanagel R, Sprengel R, Wagner EF, Gass P. (2003) Impaired long-term
memory and NR2A-type NMDA receptor-dependent synaptic plasticity in mice lacking
c-Fos in the CNS. J Neurosci 23: 9116-9122.

Fox JH, Lowry CA. (2013) Corticotropin-releasing factor-related peptides, serotonergic
systems, and emotional behavior. Front Neurosci 7: 1609.

Fox AS, Oler JA, Tromp do PM, Fudge JL, Kalin NH. (2015) Extending the amygdala in
theories of threat processing. Trends Neurosci 38: 319-329.

Fu R, Mei Q, Zuo W, Li J, Gregor D, Bekker A, Ye J. (2017) Low-dose ethanol excites
lateral habenula neurons projecting to VTA, RMTg, and raphe. Int J Physiol Pathophysiol
Pharmacol 9: 217-230.

Firedi N, Mik6 A, Gaszner B, Feller D, Rostas I, Tenk J, Solymar M, Balaské M,
Pétervari E. (2018) Activity of the hypothalamic melanocortin system decreases in
middle-aged and increases in old rats. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 73:438-445.
Gaszner B, Csernus V, Kozicz T. (2004) Urocortinergic neurons respond in a
differentiated manner to various acute stressors in the Edinger-Westphal nucleus in the
rat. J Comp Neurol 480: 170-179.

Gaszner B, Jensen KO, Farkas J, Reglodi D, Csernus V, Roubos EW, Kozicz T. (2009)
Effects of maternal separation on dynamics of urocortin 1 and brain-derived neurotrophic
factor in the rat non-preganglionic Edinger-Westphal nucleus. Int J Dev Neurosci 5: 439-
451.

Ghosal S, Bundzikova-Osacka J, Dolgas CM, Myers B, Herman JP. (2014)
Glucocorticoid receptors in the nucleus of the solitary tract (NTS) decrease endocrine and
behavioral stress responses. Psychoneuroendocrinology 45: 142-153.

Girotti, M, Pace TW, Gaylord RI, Rubin BA, Herman JP, Spencer RL. (2006)
Habituation to repeated restraint stress is associated with lack of stress-induced c-fos
expression in primary sensory processing areas of the rat brain. Neuroscience 138: 1067-
1081.

Goldfarb EV. (2018) Enhancing memory with stress: Progress, challenges, and
opportunities. Brain Cogn Dec 12. pii: S0278-2626(18)30189-1.

114


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15514930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csernus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15514930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kozicz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15514930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15514930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jensen%20KO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farkas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reglodi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csernus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roubos%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kozicz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19460425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19460425

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Grahn RE, Kalman BA, Vlasaty JA, Perna JA, Nevins-Herbert C, Patton SM, Barison
LK. (2018) Effects of plus-maze experience and chlordiazepoxide on anxiety-like
behavior and serotonin neural activity in the dorsal raphe nucleus in rats. Behav
Pharmacol. doi: 10.1097/FBP.0000000000000423.

Grinevich V, Fournier A, Pelletier G. (1997) Effects of pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP) on corticotropin-releasing hormone (CRH)gene
expression in the rat hypothalamic paraventricular nucleus. Brain Res 773: 190-196.
Groenink L, Dirks A, Verdouw PM, Schipholt MI, Veening JG, van der Gugten J, Olivier
B. (2002) HPA axis dysregulation in mice overexpressing corticotropin releasing
hormone. Biol Psychiatry 51: 875-881.

Hammack SE, Roman CW, Lezak KR, Kocho-Shellenberg M, Grimmig B, Falls WA,
Braas K, May V. (2010) Roles for pituitary adenylate cyclase-activating peptide
(PACAP) expression and signaling in the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) in
mediating the behavioral consequences of chronic Stress. J Mol Neurosci 42: 327-340.
Hanson ES, Dallman MF. (1995) Neuropeptide Y (NPY) may integrate responses of
hypothalamic feeding systems and the hypothalamo-pituitary-adrenal axis. J
Neuroendocrinol 7: 273-279.

Heine VM, Maslam S, Joéls M, Lucassen PJ (2004). Prominent decline of newborn cell
proliferation, differentiation, and apoptosis in the aging dentate gyrus, in absence of an
age-related hypothalamus-pituitary-adrenal axis activation. Neurobiol Aging.25(3):361-
75.

Helfferich F, Palkovits M. (2003) Acute audiogenic stress-induced activation of CRH
neurons in the hypothalamic paraventricular nucleus and catecholaminergic neurons in
the medulla oblongata. Brain Research 975: 1-9.

Herman JP, Cullinan WE, Ziegler DR, Tasker JG. (2002) Role of the paraventricular
nucleus microenvironment in stress integration. Eur J Neurosci 16: 381-385.

Herman JP, David A, Chantal P. (1995) Regulatory changes in neuroendocrine stress-
integrative circuitry produced by a variable stress paradigm. Neuroendocrinology 61:
180-190.

Herman JP, Dolgas CM, Carlson SL. (1998) Ventral subiculum regulates hypothalamo-
pituitary-adrenocortical and behavioural responses to cognitive stressors. Neuroscience
86: 449-459.

Herman JP, Figueiredo H, Mueller NK, Ulrich-Lai Y, Ostrander MM, Choi DC, Cullinan

WE. (2003) Central mechanisms of stress integration: hierarchical circuitry controlling

115


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Groenink%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dirks%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verdouw%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schipholt%20Ml%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veening%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Gugten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olivier%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olivier%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12022960
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12022960

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

hypothalamo-pituitary-adrenocortical responsiveness. Front Neuroendocrinol 24: 151-
180.

Herman JP, Larson BR, Speert DB, Seasholtz AF. (2001). Hypothalamo-pituitary-
adrenocortical dysregulation in aging F344/Brown-Norway F1 hybrid rats. Neurobiol
Aging 22: 323-332.

Herman JP, McKlveen JM, Ghosal S, Kopp B, Wulsin A, Makinson R, Scheimann J,
Myers B. (2016) Regulation of the Hypothalamic-Pituitary-Adrenocortical Stress
Response Compr Physiol 6: 603-621.

Herman JP, Schifer MK, Young EA, Thompson R, Douglass J, Akil H, Watson SJ.
(1989) Evidence for hippocampal regulation of neuroendocrine neurons of the
hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis. J Neurosci 9: 3072-3082.

Horovitz O, Tsoory MM, Hall J, Jacobson-Pick S, Richter-Levin G. (2012). Post-
weaning to pre-pubertal (‘juvenile’) stress: a model of induced predisposition to stress-
related disorders. Neuroendocrinology 95: 56-64.

Hughes P, Dragunow M. (1995) Induction of immediate-early genes and the control of
neurotransmitter-regulated gene expression within the nervous system. Pharmacol Rev
47:133-178.

Hrabovszky E, Wittmann G, Turi GF, Liposits Zs, Fekete Cs. (2005) Hypophysiotropic
thyrotropin-releasing hormone and corticotropin-releasing hormone neurons of the rat
contain vesicular glutamate transporter-2. Endocrinology 146: 341-347.

Imaki T, Nahan JL, Rivier C, Sawchenko PE, Vale W. (1991) Differential regulation of
corticotropin-releasing factor mRNA in rat brain regions by glucocorticoids and stress. J
Neurosci 11: 585-599.

Jawahar MC, Murgatroyd C, Harrison EL, Baune BT. (2015) Epigenetic alterations
following early postnatal stress: a review on novel aetiological mechanisms of common

psychiatric disorders. Clin Epigenetics 14;7: 122.

100.Joéls M, Baram ZT. (2009) The neuro-symphony of stress Nature Reviews, Neurosci V

10: 459-466

101.Jergensen H, Knigge U, Kjaer A, Vadsholt T, Warberg J. (1998) Serotonergic

involvement in stress-induced ACTH release. Brain Res 811: 10-20.

102.Jozsa R, Olah A, Cornélissen G, Csernus V, Otsuka K, Zeman M, Nagy, G. Kaszaki J,

Stebelova K, Csokas N, Pan W, Herold M, Bakken EE, Halberg F. (2005). Circadian and
extracircadian exploration during daytime hours of circulating corticosterone and other

endocrine chronomes. Biomed Pharmacother 59 Suppl 1: S109-116.

116


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26583053

103.Ju G, Swanson LW, Simerly R B. (1989) Studies on the cellular architecture of the bed
nucleus of the stria terminalis: 1l. Chemoarchitecture, J Comp Neurol 280: 603-621.

104.Kaczmarek L, Chaudhuri A. (1997) Sensory regulation of immediate-early gene
expression in mammalian visual cortex: implications for functional mapping and neural
plasticity. Brain Res Brain Res Rev 3: 237-256.

105.Kageyama K, Suda T. (2009) Regulatory mechanisms underlying corticotropin-releasing
factor gene expression in the hypothalamus. Endocr J 56: 335-44.

106.Kalin NH, Shelton SE, Davidson RJ. (2004) The role of the central nucleus of the
amygdala in mediating fear and anxiety in the primate. J Neurosci 24: 5506-5515.

107.Kasckow JW, Segar TM, Xiao C, Furay AR, Evanson NK, Ostrander MM, Herman JP.
(2005) Stability of neuroendocrine and behavioral responsiveness in aging Fischer
344/Brown-Norway hybrid rats. Endocrinology.146(7):3105-12.
https://doi:10.1210/en.2004-1648

108.Kash TL, Pleil KE, Marcinkiewcz CA, Lowery-Gionta EG, Crowley N, Mazzone C,
Sugam J, Hardaway JA, McElligott ZA. (2015) Neuropeptide regulation of signaling and
behavior in the BNST. Mol Cells 38(1): 1-13.

109.Kash TL, Winder DG. (2006) Neuropeptide Y and corticotropin-releasing factor bi-
directionally modulate inhibitory synaptic transmission in the bed nucleus of the stria
terminalis. Neuropharmacology 51(5): 1013-1022.

110.Kawashima T, Okuno H, Bito H. (2014) A new era for functional labeling of neurons
activity-dependent promoters have come of age. Front Neural Circuits 8: 37.

111.Kellogg CK, Awatramani GB, Piekut DT. (1998) Adolescent development alters stressor-
induced Fos immunoreactivity in rat brain. Neuroscience 83: 681-689.

112.Keshavarzy F, Bonnet C, Bezhadi G, Cespuglio R. (2015) Expression patterns of c-Fos
early gene and phosphorylated ERK in the rat brain following 1-h immobilization stress:
concomitant changes induced in association with stress-related sleep rebound. Brain
Struct Funct 220: 1793-1804.

113.Khlebnikov VV, Kuznetsov SL, Chernov DA, Agrytskov AM, Ahmad A, Nor-Ashikin
MN, Ullah M, Kapitonova MY. (2015) Age-related peculiarities of the hypothalamo-
hypophyseo-adrenal system in chronic heterotypic stress. Morfologiia 147(1): 15-20.

114.Kim EJ, Pellman B, Kim JJ. (2015) Stress effects on the hippocampus: a critical review.
Learn Mem 22(9): 411-416.

115.Kino T. (2015) Stress glucocorticoid hormones and hippocampal neural progenitor cells:

implications to mood disorders. Front Physio. 19; 6: 230.

117


https://doi.org/10.1210/en.2004-1648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomoshige+Kino+2015%3A+Stress+glucocorticoid+hormones+and+hippocampal+neural+progenitor+cells%3A+implications+to+mood+disorders%3B+Frontiers+in+Physiology

116.Kiss A, Majercikova Z. (2017) Repeated asenapine treatment does not participate in the
mild stress induced FosB/AFosB expression in the rat hypothalamic paraventricular
nucleus neurons. Neuropeptides 61: 57—65.

117.Kiss JZ. (1988) Dynamism of chemoarchitecture in the hypothalamic paraventricular
nucleus. Brain Res Bull 20(6): 699-708.

118.Koenig S, Bredehoft J, Perniss A, Fuchs F, Roth J, Rummel C (2018). Age Dependent
Hypothalamic and Pituitary Responses to Novel Environment Stress or
Lipopolysaccharide in Rats. Front Behav Neurosci. 19;12:55.

119.Koenig JI, Walker CD, Romeo RD, Lupien SJ. (2011). Effects of stress across the
lifespan. Stress 14: 475-480.

120.Kormos V, Gaspar L, Kovacs LA, Farkas J, Gaszner T, Csernus V, Balogh A, Hashimoto
H, Reglddi D, Helyes Z, Gaszner B. (2016) Reduced response to chronic mild stress in
PACAP mutant mice is associated with blunted FosB expression in limbic forebrain and
brainstem centers. Neuroscience 330: 335-358.

121.Kostich WA, Grzanna R, Lu NZ, Largent BL. (2004) Immunohistochemical visualization
of corticotropin-releasing factor type 1 (CRF1) receptors in monkey brain. J Comp
Neurol 478: 111-125.

122.Kovacs KJ. (1998) c-Fos as a transcription factor a stressful (re)view from a functional
map. Neurochem Int 33: 287-397.

123.Kovacs KJ. (2008) Measurement of immediate-early gene activation- c-fos and beyond.
J. Neuroendocrinol 20: 665-672.

124.Kovacs KJ, Arias C, Sawchenko PE. (1998) Protein synthesis blockade differentially
affects the stress-induced transcriptional activation of neuropeptide genes in parvocellular
neurosecretory neurons. Brain Res Mol Brain Res 54: 85-91.

125.Kovacs KJ, Sawchenko PE. (1996) Sequence of stress-induced alterations in indices of
synaptic and transcriptional activation in parvocellular neurosecretky neurons J Neurosci
16: 262-227.

126.Koylu EO, Couceyro PR, Lambert PD, Kuhar MJ. (1998) Cocaine- and amphetamine-
regulated transcript peptide immunohistochemical localization in the rat brain. J Comp
Neurol 391: 115-132.

127.Kozicz T, Bittencourt JC, May PJ, Reiner A, Gamlin PD, Palkovits M. Horn AK, Toledo
CA, Ryabinin AE. (2011) The Edinger-Westphal nucleus: a historical, structural and

functional perspective on a dichotomous terminology. J Comp Neurol 519: 1413-1434.

118


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kormos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%A1sp%C3%A1r%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kov%C3%A1cs%20L%C3%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farkas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csernus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balogh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regl%C5%91di%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helyes%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kormos+kov%C3%A1cs+gaszner+2016

128.Kozicz T. (2002) Met-enkephalin immunoreactive neurons recruited by acute stress are
innervated by axon terminals immunopositive for tyrosine hydroxylase and dopamine-
alpha-hydroxylase in the anterolateral division of bed nuclei of the stria terminalis in the
rat. Eur J Neurosci 16: 823-835.

129.Kozicz T, Yanaihara H, Arimura A. (1998) Distribution of urocortin-like
immunoreactivity in the central nervous system of the rat. J Comp Neurol 391: 1-10.

130.Kozicz T, Korosi A, Korsman C, Tilburg-Ouwens D, Groenink L, Veening J, van Der
Gugten J, Roubos E, Olivier B. (2004) Urocortin expression in the Edinger-Westphal
nucleus is down-regulated in transgenic mice over-expressing neuronal corticotropin-
releasing factor. Neuroscience 123: 589-594.

131.Kravets JL, Reyes BAS, Unterwald EM, Van Bockstaele EJ. (2015) Direct targeting of
peptidergic amygdalar neurons by noradrenergic afferents: linking stress-integrative
circuitry. Brain Struct Funct 220: 541-558.

132.LeDoux J. (2007) The amygdala. Curr Biol 17(20): R868-784.

133.Levine S. (1994) The ontogeny of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis The influence
of maternal factors. Ann N Y Acad Sci 746: 275-288.

134.Levine S. (2005) Developmental determinants of sensitivity and resistance to stress
Psychoneuroendocrinology 30: 939-946

135.Li XF, Hu MH, Li SY, Geach C, Hikima A, Rose S, Greenwood MP, Greenwood M,
Murphy D, Poston L, Lightman SL, O’Byrne KT. (2014) Overexpression of corticotropin
releasing factor in the central nucleus of the amygdala advances puberty and disrupts
reproductive cycles in female rats. Endocrinology 155: 3934-3944.

136.Li C, Vaughan J, Sawchenko PE, Vale WW. (2002) Urocortin Ill-immunoreactive
projections in rat brain: partial overlap with sites of type 2 corticotrophin-releasing factor
receptor expression. J Neurosci 22: 991-1001.

137.Liposits Zs, Sherman D, Phelix C, Paull WK. (1986) A combined light and electron
microscopic immunocytochemical method for the simultaneous localization of multiple
tissue antigens Histochem 85: 95-106.

138.Lupien SJ, Fiocco A, Wan N, Maheu F, Lord C, Schramek T, Tu MT. (2005) Stress
hormones and human memory function across the lifespan. Psychoneuroendocrinology
30: 225-242.

139.Luiten PG, ter Horst GJ, Karst H, Steffens AB. (1985) The course of paraventricular
hypothalamic efferents to autonomic structures in medulla and spinal cord. Brain Res
329: 374-378.

119


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12372018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kozicz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korosi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korsman%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Groenink%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veening%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Der%20Gugten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Der%20Gugten%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roubos%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olivier%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14706771

140.Majercikova Z, Kiss A. (2015) Impact of repeated asenapine treatment on FosB/AFosB
expression in neurons of the rat central nucleus of the amygdala: colocalization with
corticoliberine (CRH) and effect of an unpredictable mild stress preconditioning. Endocr
Regul 49: 58-67.

141.Malkoski SP, Dorin RI. Composite glucocorticoid regulation at a functionally defined
negative glucocorticoid response element of the human corticotropin-releasing hormone
gene. Mol Endocrinol. 1999 Oct;13(10):1629-44.

142 .McCall JG, Al-Hasani R, Siuda ER, Hong DY, Norris AJ, Ford CP, Bruchas MR. (2015)
CRH engagement of the locus coeruleus noradrenergic system mediates stress-induced
anxiety. Neuron 87: 605-620.

143.McCormick CM, Mathews 1Z, Thomas C, Waters P. (2010) Investigations of HPA
function and the enduring consequences of stressors in adolescence in animal models.
Brain Cogn 72: 73-85.

144.McDonald AJ, Mascagni F. (1998) Projections of the lateral entorhinal cortex to the
amygdala: a Phaseolus vulgaris leucoagglutinin study in the rat. Neuroscience. 77: 445-
459.

145.McDonald AJ, Mott DD. (2017) Functional neuroanatomy of amygdalohippocampal
interconnections and their role in learning and memory. J Neurosci Res. 95(3):797-820.

146.McEwen BS. (1998) Stress, adaptation, and disease. Allostasis and allostatic load. Ann N
Y Acad Sci. 840: 33-44.

147.McEwen BS. (2000) The neurobiology of stress: from serendipity to clinical relevance.
Brain Rec 886: 172-189.

148.McEwen BS. (2002) Sex, stress and the hippocampus: allostasis. allostatic load and the
aging process. Neurobiol Aging 23: 921-939.

149.McEwen BS, Gianaros PJ. (2010) Central role of the brain in stress and adaptation: Links
to socioeconomic status, health, and disease. Ann N 'Y Acad Sci 1186: 190-222.

150. McKlveen JM, Myers B, Herman JP. (2015) The medial prefrontal cortex: coordinator of
autonomic, neuroendocrine and behavioural responses to stress. J Neuroendocrinol. 27:
446-456.

151.Merchenthaler I, Liposits Z. (1994) Mapping of thyrotropin-releasing hormone (TRH)
neuronal systems of rat forebrain projecting to the median eminence and the OVLT.
Immunocytochemistry combined with retrograde labeling at the light and electron

microscopic levels. Acta Biol Hung 45: 361-374.

120


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12392796

152.Merchenthaler 1, Vigh S, Petrusz P, Schally AV. (1982) Immunocytochemical
localization of corticotropin-releasing factor (CRF) in the rat brain. Am J Anat. 165: 385-
396.

153.Merchenthaler 1. (1984) Corticotropin releasing factor (CRF)-like immunoreactivity in
the rat central nervous system. Extrahypothalamic distribution. Peptides 5 Suppl 1: 53-69.

154.Meyza KZ, Boguszewski P M, Nikolaev E, Zagrodzka J. (2007) The effect of age on the
dynamics and the level of c-Fos activation in response to acute restraint in Lewis rats.
Behav Brain Res 180: 183-189.

155. Montaron MF, Drapeau E, Dupret D, Kitchener P, Aurousseau C, Le Moal M, Piazza PV,
Abrous DN. (2006) Lifelong corticosterone level determines age-related decline in
neurogenesis and memory. Neurobiol Aging. 27(4):645-54,

156.Morgan JI, Curran T (1989) Stimulus-transcription coupling in neurons: role of cellular
immediate-early genes. Trends Neurosci 12:459-462.

157.Muglia L, Jacobson L, Dikkes P, Majzoub JA. (1995) Corticotropin-releasing hormone
deficiency reveals major fetal but not adult glucocorticoid need. Nature 373: 427-432.

158.Myers B, Scheimann JR, Franco-Villanueva A, Herman JP. (2016) Ascending
mechanisms of stress integration: implications for brainstem regulation of
neuroendocrine and behavioral stress responses. Neurosci Biobehav Rev 74: 366-375.

159.Myers B, Scheimann JR, Franco-Villanueva A, Herman JP. (2017) Ascending
mechanisms of stress integration: Implications for brainstem regulation of
neuroendocrine and behavioral stress responses. Neurosci Biobehav Rev. 74: 366-375.

160.Nacka-Aleksi¢ M, Pilipovi¢ I, Kotur-Stevuljevi¢ J, Petrovi¢ R, Sopta J, Leposavi¢ G
(2019) Sexual dimorphism in rat thymic involution: a correlation with thymic oxidative
status and inflammation. Biogerontology. 20:545-5609.

161.Nestler EJ. (2008) Transcriptional mechanisms of addiction: role of DeltaFosB. 363:
3245-3255.

162.Nestler EJ, Kelz MB, Chen J. (1999) DeltaFosB: a molecular mediator of long term
neural and behavioral plasticity. Brain Res 835: 10-17.

163.Nestler EJ. (2015) AFosB: a transcriptional regulator of stress and antidepressant
responses. Eur J Pharmacol 753: 66-72.

164.Nettles KW, Pesold C, Goldman MB. (2000) Influence of the ventral hippocampal
formation on plasma vasopressin, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, and behavioral

responses to novel acoustic stress. Brain Res 858: 181-190.

121


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muglia%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7830793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7830793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dikkes%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7830793
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7830793

165.Nguyen AQ, Dela Cruz JA, Sun Y, Holmes TC, Xu X. (2016) Genetic cell targeting
uncovers specific neuronal types and distinct subregions in the bed nucleus of the stria
terminalis. J Comp Neurol 524: 2379-99.

166.0kere B, Xu L, Roubos EW, Sonetti D, Kozicz T. (2010) Restraint stress alters the
secretory activity of neurons co-expressing urocortin-1, cocaine- and amphetamine-
regulated transcript peptide and nesfatin-1 in the mouse Edinger—Westphal nucleus. Brain
Res 1317: 92-99.

167.0ns S, Marti O, Armario A. (2004) Stress-induced activation of the immediate early gene
Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein) is restricted to telencephalic
areas in the rat brain: relationship to c-fos mMRNA. J Neurochem 89: 1111-1118.

168.Pacak K, Palkovits M, Kopin 1J, Goldstein DS. (1995) Stress-Induced Norepinephrine
Release in the Hypothalamic Paraventricular Nucleus and Pituitary-Adrenocortical and
Sympathoadrenal Activity: In Vivo Microdialysis Studies. Front Neuroendocrinol 16: 89-
150.

169.Paretkar T, Dimitrov E. (2016) The central amygdala corticotropin-releasing hormone
(CRH) neurons modulation of anxiety-like behavior and hippocampus-dependent
memory in mice. Neuroscience 390: 187-197.

170.Partridge JG, Forcelli PA, Luo R, Cashdan JM, Schulkin J, Valentino RJ, Vicini S.
(2016) Stress increases GABAergic neurotransmission in CRF neurons of the central
amygdala and bed nucleus stria terminalis. Neuropharmacology 107: 239-250.

171.Paul ED, Lowry CA. (2013) Functional topography of serotonergic systems supports the
Deakin/Graeff hypothesis of anxiety and affective disorders. J Psychopharmacol 27:
1090-1106.

172.Paxinos G, Watson C. (2007) The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates,6th ed. Academic
Press.

173.Perrotti LI, Hadeishi Y, Ulery PG, Barrot M, Monteggia L, Duman RS, Nestler EJ.
(2004) Induction of deltaFosB in reward-related brain structures after chronic stress. J
Neurosci 24: 10594-10602.

174.Petrov T, Krukoff TL, Jhamandas JH. (1994) Chemically defined collateral projections
from the pons to the central nucleus of the amygdala and hypothalamic paraventricular
nucleus in the rat. Cell Tissue Res. 277: 289-295.

175.Petrovich GD, Canteras NS, Swanson LW. (2001) Combinatorial amygdalar inputs to
hippocampal domains and hypothalamic behavior systems. Brain Res Brain Res Rev 38:
247-2809.

122


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26718312
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stress-Induced+Norepinephrine+Release+in+the+Hypothalamic+Paraventricular+Nucleus+and+Pituitary-Adrenocortical+and+Sympathoadrenal+Activity%3A+In+Vivo+Microdialysis+Studies
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paretkar%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30170157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dimitrov%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30170157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30170157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Partridge%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Forcelli%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cashdan%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schulkin%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valentino%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vicini%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27016019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Partridge+2016+amygdala
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petrov%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7521791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krukoff%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7521791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jhamandas%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7521791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petrov%2C+T.%2C+Krukoff%2C+T.L.%2C+Jhamandas%2C+J.H.%2C+1994b.+Chemically+defined+collateral+projections+from+the+pons+to+the+central+nucleus+of+the+amygdala+and+hypothalamic+paraventricular+nucleus+in+the+ra

176.Peyron C, Petit JM, Rampon C, Jouvet M, Luppi PH. (1998) Forebrain afferents to the rat
dorsal raphe nucleus demonstrated by retrograde and anterograde tracing methods.
Neuroscience 82: 443-468.

177.Porsolt R.D., Bertin A., and Jalfre M. (1977): Behavioral despair in mice: a primary
screening test for antidepressants. Arch Int Pharmacodyn Ther; 229: pp. 327-336

178.Radley JJ, Gosselink KL, Sawchenko PE. (2009) A discrete GABAergic relay mediates
medial prefrontal cortical inhibition of the neuroendocrine stress response. J Neurosci 29:
7330-7340.

179.Radley JJ, Sawchenko PE. (2015) Evidence for involvement of a limbic-paraventricular
hypothalamic inhibitory network in HPA axis adaptations to repeated stress. J Comp
Neurol 523: 2769-2787.

180.Regev L, Tsoory M, Gil S, Chen A. (2012) Site-specific genetic manipulation of
amygdala corticotropin-releasing factor reveals its imperative role in mediating
behavioral response to challenge. Biol Psychiatry 71: 317-326.

181.Reyes TM, Lewis K, Perrin MH, Kunitake KS, Vaughan J, Arias CA, Hogenesch JB,
Gulyas J, Rivier J, Vale WW, Sawchenko PE. (2001) Urocortin II: a member of
thecorticotropin-releasing factor (CRF) neuropeptide family that is selectively bound by
type 2 CRF receptors. Proc Natl Acad Sci USA 98: 2843-2848.

182.Reisch A, llling RB, Laszig R. (2007) Immediate early gene expression invoked by
electrical intracochlear stimulation in some but not all types of neurons in the rat auditory
brainstem. Exp Neurol 208: 193-206.

183.Riche D, De Pommery J, Menetrey D. (1990) Neuropeptides and catecholamines in
efferent projections of the nuclei of the solitary tract in the rat. J Comp Neurol 293: 399-
424,

184.Rinaman L. (2011) Hindbrain noradrenergic A2 neurons: diverse roles in autonomic,
endocrine, cognitive, and behavioral functions. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol
300: R222-235.

185.Romanov RA, Alpar A, Hokfelt T, Harkdny T. (2017) Molecular diversity of
corticotropin-releasing hormone mRNA containing neurons in the hypothalamus. J
Endocrinol 232: R161-R172.

186.Romeo RD. (2010) Pubertal maturation and programming of hypothalamic—pituitary—

adrenal reactivity. Front Neuroendocrinol 31: 232-240.

123


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regev%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21783178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsoory%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21783178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21783178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21783178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21783178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reisch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17825819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Illing%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17825819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laszig%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17825819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=reisch+2007+fos

187.Romeo RD, Bellani R, Karatsoreos IN, Chhua N, Vernov M, Conrad CD, McEwan BS.
(2006) Stress history and pubertal development interact to shape hypothalamic-pituitary-
adrenal axis plasticity. Endocrinology 147: 1664—-1674.

188.Romeo RD, Patel R, Pham L, So VM. (2016) Adolescence and the ontogeny of the
hormonal stress response in male and female rats and mice. Neurosci Biobehav Rev 70:
206-216.

189.Roozendaal B, Williams CL, McGaugh JL. (1999) Glucocorticoid receptor activation in
the rat nucleus of the solitary tract facilitates memory consolidation: involvement of the
basolateral amygdala. Eur J Neurosci 11: 1317-1323.

190.Ryabinin AE, Weitemier AZ. (2006) The urocortin 1 neurocircuit: Ethanol-sensitivity
and potential involvement in alcohol consumption. Brain Res Rev 52: 368—380.

191.Rotllant D, Nadal R, Armario A. (2007) Differential effects of stress and amphetamine
administration on Fos-like protein expression in corticotropin releasing factor-neurons of
the rat brain. Dev Neurobiol 67: 702-714.

192.Rouwette T, Klemann K, Gaszner B, Scheffer GJ, Roubos EW, Scheenen WJ, Vissers K,
Kozicz T. (2011) Differential responses of corticotropin-releasing factor and urocortin 1
to acute pain stress in the rat brain. Neuroscience 183: 15-24.

193.Sah P, Faber ES, Lopez De Armentia M, Power J. (2003) The amygdaloid complex:
anatomy and physiology. Physiol Rev 83: 803-834.

194.Sapolsky RM. (1992) Do glucocorticoid concentrations rise with age in the rat?
Neurobiol Aging 13: 171-174.

195.Sawchenko PE, Li HY, Ericsson A. (2000) Circuits and mechanisms governing
hypothalamic responses to stress: a tale of two paradigms. Prog Brain Res 122: 61-78.

196.Sawchenko PE, Swanson LW. (1982) Immunohistochemical identification of neurons in
the paraventricular nucleus of the hypothalamus that project to the medulla or to the
spinal cord in the rat. ] Comp Neurol 205: 260-272.

197.Sawchenko PE, Swanson LW, Vale WW. (1984) Corticotropin-releasing factor: co-
expression within distinct subsets of oxytocin-, vasopressin-, and neurotensin-
immunoreactive neurons in the hypothalamus of the male rat. J Neurosci 4: 1118-1129.

198.Seggie J. (1987) Differential responsivity of corticosterone and prolactin to stress
following lesions of the septum or amygdala: implications for psychoneuroendocrinology
Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatr 11: 315-324.

199.Selye H. (1936) A syndrome produced by diverse nocuous agents. Nature 138: 3479.

200.Selye H. (1971) Hormones and resistance. J Pharm Sci 60: 1-28.

124


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rotllant%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17443818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nadal%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17443818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Armario%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17443818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17443818
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rouwette%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klemann%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheffer%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roubos%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scheenen%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vissers%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kozicz%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21463663
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21463663

201.Senba E, Ueyama T. (1997) Stress-induced expression of immediate early genes in the
brain and peripheral organs of the rat. Neurosci Res 29: 183-207.

202.Seymour L. (2005) Developmental determinants of sensitivity and resistance to stress
Psychoneuroendocrinology 30: 939-946.

203.Shapiro SS, Wilk MB (1965) An analysis of variance test for normality (Complete
Samples). Biometrika 52: 591-561.

204.Smith GW, Aubry JM, Dellu F, Contarino A, Bilezikjian LM, Gold LH, Chen R,
Marchuk Y, Hauser C, Bentley CA, Sawchenko PE, Koob GF, Vale W, Lee KF. (1998)
Corticotropin releasing factor receptor 1-deficient mice display decreased anxiety,
impaired stress response, and aberrant neuroendocrine development. Neuron 6: 1093-
1102.

205.Smith KL, Patterson M, Dhillo WS, Patel SR, Semjonous NM, Gardiner JV, Ghatei MA,
Bloom SR. (2006) Neuropeptide S stimulates the hypothalamo-pituitary-adrenal axis and
inhibits food intake. Endocrinology. 147: 3510-3518.

206.Smith MA, Kim SY. van Oers HJ, Levine S. (1997) Maternal deprivation and stress
induce immediate early genes in the infant rat brain. Endocrinology 138: 4622-4628.

207.Snedecor GW, Cochran WG. (1989) Statistical Methods. lowa State University Press

208.Sonnenberg JL, Macgregor-Leon PF, Curran T, Morgan JI. (1989) Dynamic alterations
occur in the levels and composition of transcription factor AP-1 complexes after seizure.
Neuron 3: 359-365.

209.Sparta DR, Jennings JH, Ung RL, Stuber GD. (2013) Optogenetic strategies to
investigate neural circuitry engaged by stress. Behav Brain Res 255: 19-25.

210.Staub DR, Evans AK, Lowry CA. (2006) Evidence supporting a role for corticotropin-
releasing factor type 2 (CRF2) receptors in the regulation of subpopulations of
serotonergic neurons. Brain Res 1070: 77-89.

211.Stenzel-Poore MP, Heinrichs SC, Rivest S, Koob GF, Vale WW. (1994) Overproduction
of corticotropin-releasing factor in transgenic mice: a genetic model of anxiogenic
behavior. J Neurosci 14: 2579-2584.

212.Sterling P, Eyer J. (1988) Allostasis: a new paradigm to explain arousal pathology S.
Fisher, J. Reason (Eds.), Handbook of Life Stress, Cognition and Health, John Wiley &
Sons, New York, pp. 629-649.

213.Sterrenburg L, Gaszner B, Boerrigter J, Santbergen L, Bramini M, Elliott E, Chen A,
Peeters BW, Roubos EW, Kozicz T. (2011) Chronic stress induces sex-specific

125


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sparta%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23684554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jennings%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23684554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ung%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23684554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stuber%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23684554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23684554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stenzel-Poore%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heinrichs%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rivest%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koob%20GF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vale%20WW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8182429
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stenzel-Poore+et+al.++1994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22132228

alterations in methylation and expression of corticotropin-releasing factor gene in the rat.
PLoS One. 6: €28128.

214.Sterrenburg L, Gaszner B, Boerrigter J, Santbergen L, Bramini M, Roubos EW, Peeters
BW, Kozicz T. (2012) Sex-dependent and differential responses to acute restraint stress
of corticotropin-releasing factor-producing neurons in the rat paraventricular nucleus,
central amygdala, and bed nucleus of the stria terminalis. J Neurosci Res 90: 179-192,

215.Sunstrum JK, Inoue W. (2018) Heterosynaptic modulation in the paraventricular nucleus
of the hypothalamus. Neuropharmacology pii: S0028-3908(18)30841-4.

216.Swanson LW, Kuypers HGJM. (1980) The paraventricular nucleus of the hypothalamus:
cytoarchitectonic subdivisions and organization of projections to the pituitary, dorsal
vagal complex, and spinal cord as demonstrated by retrograde fluorescence double-
labeling methods J Comp Neurol 194: 555-570.

217.Swanson LW, Petrovich GD. (1998) What is the amygdala? Trends Neurosci. 21: 323-
331.

218.Swanson LW, Sawchenko PE, Rivier J, Vale WW. (1983) Organization of ovine
corticotropin-releasing factor immunoreactive cells and fibers in the rat brain: an
immunohistochemical study. Neuroendocrinology 36: 165-186.

219.Thrivikraman KV, Nemeroff CB, Plotsky PM. (2000) Sensitivity to glucocorticoid-
mediated fast-feedback regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis is dependent
upon stressor specific neurocircuitry. Brain Res 870: 87-101.

220.Thrivikraman KV, Su Y, Plotsky PM. (1997) Patterns of Fos-Immunoreactivity in the
CNS Induced by Repeated Hemorrhage in Conscious Rats: Correlations with Pituitary-
Adrenal Axis Activity. Stress 2:145-158.

221.Timpl P, Spanagel R, Sillaber I, Kresse A, Reul JM, Stalla GK, Blanquet V, Steckler T,
Holsboer F, Wurst W. (1998) Impaired stress response and reduced anxiety in mice
lacking a functional corticotropin-releasing hormone receptor 1. Nat Genet 19: 162-166.

222.Tsigos C, Chrousos GP. (2002) Hypothalamic—pituitary—adrenal axis. Neuroendocrine
factors and stress. J Psychosom Res 53: 865-871.

223.Tenk J, Rostas I, Fiiredi N, Miko A, Solymar M, Soo6s Sz, Gaszner B, Feller D, Székely
M, Pétervari E, Balask6 M. (2017) Age-related changes in central effects of
corticotropin-releasing factor (CRF) suggest a role for this mediator in aging anorexia

and cachexia. GeroScience 39: 61-72.

126


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22132228
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21922520
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21922520
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21922520

224. Tuplin EWN, Lightfoot SHM, Holahan MR. (2018) Comparison of the time-dependent
changes in immediate early gene labeling and spine density following abstinence from
contingent or non-contingent chocolate pellet delivery Front Behav Neurosci 12: 144.

225.Ulrich Lai YM, Herman JP. (2009) Neural regulation of endocrine and autonomic stress
responses: Nat Rev Neurosci 10: 397-409.

226.Van Bockstaele EJ, Peoples J, Valentino RJ, (1999) A.E. Bennett Research Award.
Anatomic basis for differential regulation of the rostrolateral peri-locus coeruleus region
by limbic afferents. Biol Psychiatry 46: 1352-1363.

227.van de Kar LD, Blair ML. (1999). Forebrain pathways mediating stress-induced hormone
secretion. Front Neuroendocrinol 20: 1-48.

228.van de Kar LD, Piechowski RA, Rittenhouse PA, Gray TS. (1991) Amygdaloid lesions:
differential effect on conditioned stress and immobilization-induced increases in
corticosterone and renin secretion. Neuroendocrinology 54: 89-95.

229.van der Kooy D, Koda LY, McGinty JF, Gerfen CR, Bloom FE. (1984) The organization
of projections from the cortex, amygdala, and hypothalamus to the nucleus of the solitary
tract in rat. J Comp Neurol 224: 1-24.

230.Van Pett K, Viau V, Bittencourt JC, Chan RK, Li HY, Arias C, Prins GS, Perrin M, Vale
W, Sawchenko PE. (2000) Distribution of mRNAs encoding CRF receptors in brain and
pituitary of rat and mouse. J Comp Neurol 428: 191-212.

231.Vaughan J, Donaldson C, Bittencourt J, Perrin MH, Lewis K, Sutton S, Chan R, Turnbull
AV, Lovejoy D, Rivier C, Rivier J, Sawchenko PE, Vale W. (1995) Urocortin, a
mammalian neuropeptide related to fish urotensin | and to corticotropin-releasing factor.
Nature 378: 287-292.

232.Vertes RP. (2004) Differential projections of the infralimbic and prelimbic cortex in the
rat. Synapse 51: 32-58.

233.Vesely PW, Staber PB, Hoefler G, Kenner L. (2009) Translational regulation
mechanisms of AP-1 proteins. Mutat Res 682: 7-12.

234.Viau V, Bingham B, Davis J, Lee P, Wong M. (2005) Gender and puberty interact on the
stress-induced activation of parvocellular neurosecretory neurons and corticotropin-
releasing hormone messenger ribonucleic acid expression in the rat. Endocrinology 146:
137-146.

235.Vialou V, Thibault M, Kaska S, Cooper S, Gajewski P, Eagle A, Mazei-Robison M,
Nestler EJ, Robison AJ. (2015) Differential induction of FosB isoforms throughout the

brain by fluoxetine and chronic stress. Neuropharmacology 99: 28-37.

127


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Noye%20Tuplin%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30061817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lightfoot%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30061817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holahan%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30061817
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6055009/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Bockstaele%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10578450
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peoples%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10578450
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valentino%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10578450
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anatomic+Basis+for+Differential+Regulation+of+the+Rostrolateral+Peri%E2%80%93Locus+Coeruleus+Region+by+Limbic+Afferents

236.Vyas A, Jadhav S, Chattarji S. (2006) Prolonged behavioral stress enhances synaptic
connectivity in the basolateral amygdala. Neuroscience 143: 387-393.

237.Walker CD, Scribner KA, Cascio CS, Dallman MF. (1991) The pituitary-adrenocortical
system of neonatal rats is responsive to stress throughout development in a time-
dependent and stressor-specific fashion Endocrinology 128: 1385-1395.

238.Whitnall MH. (1993) Regulation of the hypothalamic corticotropin-releasing hormone
neurosecretory system. Prog Neurobiol 40: 573-629.

239.Wilson MA, Grillo CA, Fadel JR, Reagan LP. (2015) Stress as a one-armed bandit:
Differential effects of stress paradigms on the morphology, neurochemistry and behavior
in the rodent amygdala. Neurobiol Stress 1: 195-208.

240..Weissbourd B, Ren J, DeLoach KE, Guenthner CJ, Miyamichi K, Luo L. (2014)
Presynaptic partners of dorsal raphe serotonergic and GABAergic neurons. Neuron 83:
645-662.

241.Weninger SC, Dunn AJ, Muglia LJ, Dikkes P, Miczek KA, Swiergiel AH, Berridge CW,
Majzoub JA. (1999) Stress-induced behaviors require the corticotropin-releasing
hormone (CRH) receptor, but not CRH. Proc Natl Acad Sci USA 96: 8283-8288.

242.Worley PF, Bhat RV, Baraban JM, Erickson CA, McNaughton BL, Barnes CA. (1993)
Thresholds for synaptic activation of transcription factors in hippocampus: correlation
with long-term enhancement J. Neurosci 13: 4776-4786.

243.Wulsin AC, Wick-Carlson D, Packard BA, Morano R, Herman JP. (2016) Adolescent
chronic stress causes hypothalamo—pituitary—adrenocortical hypo-responsiveness and
depression-like behavior in adult female rats. Psychoneuroendocrinology 65: 109-117.

244.Xu L, Janssen D, van der Knaap N, Roubos EW, Leshan RL, Myers MG Jr, Gaszner B,
Kozicz T. (2014) Integration of stress and leptin signaling by CART producing neurons
in the rodent midbrain centrally projecting Edinger-Westphal nucleus. Front Neuroanat 8:
8.

245.Xu Y, Day TA, Buller KM. (1999) The central amygdala modulates hypothalamic—
pituitary—adrenal axis responses to systemic interleukin-lbeta administration,
Neuroscience 94: 175-183.

246.Yasoshima Y, Sako N, Senba E, Yamamoto T. (2006) Acute suppression, but not chronic
genetic deficiency, of c-fos gene expression impairs long-term memory in aversive taste
learning. Proc Natl Acad Sci USA 103: 7106-7111.

128


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weninger%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunn%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muglia%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dikkes%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miczek%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swiergiel%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berridge%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Majzoub%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10393986

247.Ziegler DR, Cass WA, Herman JP. (1999) Excitatory influence of the locus coeruleus in
hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis responses to stress. J Neuroendocrinol 11:
361-369.

248.Zhang R, Asai M, Mahoney CE, Joachim M, Shen Y, Gunner G, Majzoub JA. (2017)
Loss of hypothalamic corticotropin-releasing hormone markedly reduces anxiety
behaviors in mice. Mol Psychiatry 22: 733-744.

249.Zhu MY, Klimek V, Dilley GE, Haycock JW, Stockmeier C, Overholser JC, Meltzer HY,
Ordway GA. (1999) Elevated levels of tyrosine hydroxylase in the locus coeruleus in
major depression. Biol Psychiatry 46: 1275-1286.

250.Zhu W, Umegaki H, Yoshimura J, Tamaya N, Suzuki Y, Miura H, Iguchi A. (2001) The
elevation of plasma adrenocorticotrophic hormone and expression of c-Fos in
hypothalamic paraventricular nucleus by microinjection of neostigmine into the

hippocampus in rats: comparison with acute stress responses. Brain Res 892: 391-395.

129


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klimek%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dilley%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haycock%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stockmeier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Overholser%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meltzer%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ordway%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10560033
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10560033

10. A kozlemények, publikaciok eloadasok és prezentaciok

jegyzéke

A disszertacio témajahoz kapcsolédo kézlemények

1.

Kovécs LA, Schiessl JA, Nafz AE, Csernus V, Gaszner B. (2018) Both basal and

acute restraint stress-induced c-Fos expression is influenced by age in the extended
amygdala and brainstem stress centers in male rats. Front Aging Neurosci 10: 248. IF:

3,633
Kovacs LA, Berta G, Csernus V, Ujvari B, Fiiredi N, Gaszner B. Corticotropin-

releasing factor-producing cells in the paraventricular nucleus of the hypothalamus
and extended amygdala show age-dependent FOS and FOSB/deltaFOSB
immunoreactivity in acute and chronic stress models in the rat. Front Aging Neurosci.
11:274. IF (2018): 3,633

Osszesitett impakt factor: 7,266

A disszertacio témajahoz nem kapcsolodo kozlemények
1. Kormos V, Gaspar L, Kovéacs LA, Farkas J, Gaszner T, Csernus V, Balogh A,

Hashimoto H, Reglddi D, Helyes Z, Gaszner B. (2016) Reduced response to chronic
mild stress in PACAP mutant mice is associated with blunted FosB expression in
limbic forebrain and brainstem centers. Neuroscience 330: 335-358. IF: 3.277

Farkas J, Kovacs LA, Gaspar L, Nafz A, Gaszner T, Ujvari B, Kormos V, Csernus V,
Hashimoto H, Reglédi D, Gaszner B. (2017) Construct and face validity of a new
model for the three-hit theory of depression using PACAP mutant mice on CD1
background. Neuroscience 354: 11-29. IF: 3.382

Werling D, Banks WA, Salameh TS, Kvarik T,Kovacs LA, Vaczy A, Szabo E, Mayer
F, Varga R, Tamas A, Toth G, Biro Zs, Atlasz A, Reglodi D. (2017) Passage through
the Ocular Barriers and Beneficial Effects in Retinal Ischemia of Topical Application
of PACAP1-38 in Rodents. Int J Mol Sci 18(3): pii: E675. IF: 3.687

Werling D, Reglodi D, Banks WA, Salameh TS, Kovacs K, Kvarik T, Vaczy A.
Kovacs L, Mayer F, Danyadi B, Lokos E, Tamas A, Toth G, Biro Zs, Atlasz T: Ocular
Delivery of PACAP1-27 Protects the Retina From Ischemic Damage in Rodents.
Invest Ophthalmol Vis Sci (2016) 57(15): 6683-6691. IF: XxXx

Osszesitett impakt faktora: 13,649

Eredeti kozlemények 0sszesitett impakt faktora: 20,915

130


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kormos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%A1sp%C3%A1r%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kov%C3%A1cs%20L%C3%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farkas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csernus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balogh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regl%C5%91di%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helyes%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27282087
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kormos+kov%C3%A1cs+gaszner+2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farkas%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kov%C3%A1cs%20L%C3%81%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%A1sp%C3%A1r%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nafz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ujv%C3%A1ri%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kormos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Csernus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hashimoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regl%C5%91di%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaszner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28450265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=farkas+kov%C3%A1cs+gaszner+2017

A disszertacio témajahoz kapcsolodo eloadasok és poszter prezentaciok

1. Léaszlo Akos Kovécs, Josef Andreas Schiessl, Anna Elisabeth Nafz, Valér Csernus,

Balazs Gaszner: Age dependency of c-Fos expression in male rat’s brainstem stress
centres and extended amygdala. AMSE congress Pécs, 2018. oktdber 4-6.

2. Koviacs LA, Schiessl JA, Nafz AE, Csernus V, GasznerB. Age dependent neuronal
activation of stress centers in acute and chronic stress models in the rat. 15"
International Medical Postgraduate Conference Hradec Kralové 2018. November 22-
23.

3. Koviacs LA, Schiessl JA, Nafz AE, Csernus V, GasznerB. Age dependent neuronal

activation of stress center sin acute and chronic stress models in the rat. 16" Meeting
of the Hungarian Neuroscience Society Debrecen, 2019. Januar 17-18.

4. Kovacs LA, Berta G, Ujvari B, Fiiredi N, Csernus Vr, Gaszner B. Az nucleus

paraventricularis hypothalami és extended amygdala CRF sejtjeinek korfliggd c-Fos és
FosB/AFosB expresszidja akut és kronikus patkany stressz modellben FAME
Kongresszus 2018, Budapest, 2018 junius 5-8.

5. Koviacs LA, Schiessl JA, Nafz AE, Csernus V, Gaszner B. Age dependency of c-Fos
expression in male rat’s brainstem stress centres and extended amygdala FENS

regional Meeting 2019. Belgrade, Serbia, 2019 julius 10-13.
A disszertacio témajahoz nem kapcsolédé publikalt konyvfejezetek

1. Farkas J, Kovacs L, Gaszner T, Gaszner B. (2016) Using PACAP heterozygous mice
as models of the three hit theory of depression. In: Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Polypeptide — PACAP DOI 10.1007/978-3-319-35135-3 42.

A disszertacio témajahoz nem kapcsolodo publikalt absztraktok

1. Gaszner T, Kovacs LA, Bodnar G. (2013) Anyai stressz és kronikus stressz hatasa a
nucleus centralis amygdalae corticotropin factor tartalmara egérben. XXI OTDK
Orvos-és Egészségtudomanyi Szekcio: Eldadas kivonatok ISBN: 978-963-306-203-6.

2. Bodnar G, Gaszner T, Kovacs LA. (2013) A centralis projekcioju Edinger-Westphal
(cpEW) mag idegsejtjei csokkent urocortin 1 és FosB kifejezddést mutatnak kronikus
stressznek  kitett PACAP heterozigdta egerekben. XXI OTDK Orvos-¢és
Egészségtudomanyi Szekcid: Eldadas kivonatok ISBN: 978-963-306-203-6.

131


https://www.researchgate.net/publication/308960544_Using_PACAP_Heterozygous_Mice_as_Models_of_the_Three_Hit_Theory_of_Depression?_sg=HbMtc1PArKtRMPUqdInNBOm9hl43_8Nrmy4AR4KOncivm8zynoX9rWb7z-vp1Yle6hRqnL5Eb12OME6Zru7MHahnFH4F5GTdS31CEI0e.UpsVjrYwcUOZ8GLtxtY0j8knGQ4GpK2Z0CU_h07xkPjwHl0epI95RP8SKmL-oYgC7FmPOpCAniXTHAkRs_-14A
https://www.researchgate.net/publication/308960544_Using_PACAP_Heterozygous_Mice_as_Models_of_the_Three_Hit_Theory_of_Depression?_sg=HbMtc1PArKtRMPUqdInNBOm9hl43_8Nrmy4AR4KOncivm8zynoX9rWb7z-vp1Yle6hRqnL5Eb12OME6Zru7MHahnFH4F5GTdS31CEI0e.UpsVjrYwcUOZ8GLtxtY0j8knGQ4GpK2Z0CU_h07xkPjwHl0epI95RP8SKmL-oYgC7FmPOpCAniXTHAkRs_-14A

3. Kovics LA, Gaszner T, Bodnar G. (2013) Investigations on the three hit theory of
depression on the bed nucleus of stria terminalis. Arch Hung Med Assoc Am 21:21.

4. Kovics LA, Gaszner T, Bodnar G. (2014) Application of the three hit theory in
PACAP heterozygote mice: maternal separation and chronic stress influence CRF and
FosB in the BNST. Arch Hung Med Assoc Am. 22: 21.

5. Kovacs LA, Bodnar G, Gaszner T: A nucleus interstitialis striae terminalis
corticotropin releasing factor tartalménak vizsgalata a depresszid harom talalat

elméletén alapulo egérmodellben Orvosképzés, 2015; 2: 346.
A disszertacio témajahoz nem kapcsolo eléadasok, poszter prezentaciok

1. Kovéics LA, Gaszner T, Bodnar G. Anyai megvonas és chronicus stressz hatisa a
nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) corticotropin releasing factor tartalmara
egérben. Tudomanyos Diakkori Konferencia PTE-AOK 2013. februar 7-8.

2. Gaszner T, Kovéacs LA, Bodnar G. Anyai stressz és kronikus stressz hatésa a nucleus
centralis amygdalae corticotropin factor tartalméra egérben. Tudomanyos Didkkori
Konferencia PTE-AOK 2013. februar 7-8.

3. Bodnér G, Gaszner T, Kovacs LA. A centralis projekcioju Edinger-Westphal (CpEW)
mag idegsejtjei csokkent urocortin 1 és FosB kifejezodést mutatnak kronikus
stressznek kitett PACAP heterozigota egerekben. Tudomanyos Didkkori Konferencia
PTE-AOK 2013. februér 7-8.

4. Gaszner T, Kovacs LA, Bodnar G. Anyai stressz €s kronikus stressz hatasa a nucleus
centralis amygdalae corticotropin factor tartalmara egérben. XXI OTDK Orvos ¢és
egészségtudomanyi szekcid, Szeged 2013. aprilis 2-5.

5. Bodnéar G, Gaszner T, Kovacs LA. A centralis projekcioju Edinger-Westphal (CpEW)
mag idegsejtjei csokkent urocortin 1 és FosB kifejezddést mutatnak kronikus
stressznek  kitett PACAP heterozigota egerekben. XXI OTDK Orvos ¢és
egészségtudomanyi szekcid, Szeged 2013. aprilis 2-5.

6. Kovacs LA, Gaszner T. A bed nucleus of stria terminalis corticotropin releasing factor
expressziojanak vizsgalata depresszid-egér modellben. Kordnyi Frigyes Tudomanyos
Forum 2013. éprilis 18-19.

7. Kovacs LA, Bodnar G, Gaszner T, Gaszner B: Investigation on corticotropin releasing

factor expression of bed nucleus of stria terminalis in pituitary adenilate cyclase-

132



10.

11.

12.

13.

14.

15.

activating polypeptide heterozygous mice. 11th International symposium on VIP,
PACAP and related peptides. Pécs 2013. augusztus 27-31.
Gaszner T, Bodnar G, Kovacs LA, Gaszner B: Effects of maternal deprivation and

chronic stress on the corticotropin releasing factor content of the central nucleus of
amygdala in mice. 11th International symposium on VIP, PACAP and related
peptides. Pécs 2013. augusztus 27-31.

Gaszner B, Farkas J, Bodnar G, Kovacs LA, Gaszner T, Gaspar L, Balogh A,
Szalontai B, Hashimoto H, Reglédi D, Kormos V: Application of the three hit theory
in PACAP heterozygous mice: maternal separation and chronic stress influence BNST
CRF and cpEW Ucnl in an inverse manner. 11th International symposium on VIP,
PACAP and related peptides. Pécs 2013. augusztus 27-31.

Gaszner B, Farkas J, Bodnar G, Kovacs LA, Gaszner T, Gaspar L, Balogh A,
Szalontai B, Kormos V: Application of the three hit theory in PACAP heterozygote
mice: Maternal separation and chronic stress influence BNST CRF and cpEW Ucnl in
an inverse manner. Neurosience Congress, San Diego,USA, 2013 November 10-13.
Kovacs LA, Farkas J, Bodnar G, Gaszner T, Gaspar L, Balogh A, Szalontai B,
Kormos V, Gaszner B. Application of the three hit theory in PACAP heterozygote
mice: Maternal separation and chronic stress influence BNST CRF and cpEW Ucnl in
an inverse manner. IBRO Workshop 2014. januar 16-17.

Lérincz KN, Kovécs LA, Gaspar L, Gaszner T. A depresszié harom taldlat elmélete
ragcsaloban: viselkedési vizsgalatok Kari TDK Konferencia, Pécs, 2014. aprilis 3-4.
Kovacs LA, Gaszner T, Bodnar G. A nucleus interstitialis striae terminalis
corticotropin releasing factor tartalméanak funkcionalis és morfologiai vizsgalata a
depresszi6 harom taladlat elméletén alapuld egérmodellben. Kari TDK Konferencia,
Pécs, 2014. aprilis 3-4..

Kovacs LA, Farkas J, Bodnar G, Gaszner T. Gaspar L, Balogh A, Szalontai B,
Kormos V, Gaszner B. Application of the three hit theory in PACAP heterozygote
mice: Maternal separation and chronic stress influence forebrain-CRF and cpEW-
Ucnl in an inverse manner. The 6th international symposium of clinical and applied
anatomy, Malinska Horvatorszadg 2014. Jinius 26-29.

Kovécs LA. Extra hypothalamikus CRF neuronok miikédése a depresszié harom
talalat elméletén alapuld egérmodellben. Pécsi Tudomanyegyetem Idegtudomanyi
Centrum ¢s Szentagothai Janos Kutatokézpont PhD és TDK konferencia 2014.
november 13-14

133



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

GasznerB, Kovacs LA, Gaszner T, Gaspar L, Reglédi D, Lorincz K, Farkas J,
Hashimoto H, Kormos V. PACAP transgenic mice in the three hit model of
depression: The involvement of BNST - CRF, cpEW - Urocortinl and DR — serotonin.
Neroscience Congress 2014, Washington DC, 2014 November 14-18.

Kovacs LA, Bodnar G, Gaszner T. A nucleus interstitialis striac terminalis
corticotropin releasing factor tartalmanak vizsgalata a depresszio harom talalat
elméletén alapuld egérmodellben XXXII. OTDK Orvos ¢és egészségtudomanyi
szekcid, Budapest 2015, marcius 31-aprilis 3.

Farkas J, Nafz A, Kovacs LA, Reglédi D, Hashimoto H, Gaszner B. Urocortinergic
neurons in the central projecting Edinger-Westphal nucleus contribute to
maladaptation in the three hit model of depression in mice. A Magyar Anatomus
Tarsasag XIX. Kongresszusa 2015 Szeged junius 11-13.

Kovacs LA, Farkas J, Gaszner T, Gaspar L, Bodnar G, Lérincz K, Hashimoto H,
Kormos V, Gaszner B. PACAP transgenic mice in the threehit model of depression:
The involvement oif BNST-CRF, cpEW-Urocortinl. A Magyar Anatomus Tarsasag
XIX. Kongresszusa 2015 Szeged junius 11-13.

Farkas J, Kovacs LA, Gaszner T, Hashimoto H, Balogh A, Reglédi D, Gaszner:
PACAP heterozygous mice in the three hit theory model of depression. 12"
international symposium on VIP, PACAP and related peptides Cappadocia, Turkey
2015, September 21-26.

Kovacs LA, Farkas J, Reglédi D, Hashimoto H, Kormos V, Gaszner B.
Extra.hypothalamic corticotropin releasing factor systems int he three hit theory model
of depression in mice. 12" international symposium on VIP, PACAP and related
peptides Cappadocia, Turkey 2015, September 21-26.

Kovacs LA, Farkas J, Gaszner T, Gaspar T, Reglédi D, Lérincz K, Hashimoto H,
Kormos V, Gaszner B. PACAP transgenic mice in the three hit model of depression:
involvement of BNST- CRF, cpEW- Urocortinl and DR- serotonin. 15" Meeting of
The Hungarian Neuroscience Society. Budapest, 2015. januar 22-23.

Gaszner T, Farkas J, Kovacs LA, Gaszner B. Serotoninergic neurons of dorsal raphe

nucleus in three hit theory of depression. IBRO Workshop Budapest 2016. Januar 21-
22.

Kovacs LA, Farkas J, Reglédi D, Hashimoto H, Kormos V, Gaszner B. Extra-
hypothalamic corticotropin releasing factor systems in the three hit model of
depression in mice. IBRO Workshop Budapest 2016. Januar 21-22.

134



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Farkas J, Gaszner T, Kovacs L, Gaszner B. Fluoxetine treatment brain area
specifically affects FosB neuronal activity in PACAP heterozygous mice in the three
hit model for depression. IBRO Workshop Budapest 2016. Januar 21-22.

Farkas J, Gaszner T, Kovacs LA, Gaszner B. A fluoxetin kezelés agyteriilet specifius
hatasai a PACAP heterozigotaegerek Fos-B neuronalis aktivitisara. FAME
Kongresszus, 2016. Pécs.

Gaszner T, Kovacs LA, Farkas J Gaszner B. Extrahypothalamikus corticotropin
releasing factor tartalmu rendszerek miikodése a depresszid harom talalat elméletének
egér modelljében. FAME Kongresszus, 2016. Pécs.

Kovécs LA. Extra-hypothalamic corticotropin releasing factor containing systems in
the three hit theory model of depression in mice. Dutch Neuroscience Congress,
Lunteren, Hollandia, 2016 junius 9-10.

Gaszner B, Farkas J, Kovacs LA, Gaspar L, Nafz A, Gaszner T, Kormos V, Csernus
V, Hashimoto H, Reglédi D. The three hit concept of depression. What does maternal
deprivation and superimposed chronic mild stress do in PACAP mutant mice? FENS
Regional Meeting, Pécs, 2017. szeptember 20-23.

Farkas J, Kovacs LA, Gaspar L, Nafz A, Gaszner T, Kormos V, Csernus V,
Hashimoto H, Reglédi D, Gaszner B. A three hit theory based depression model in
PACAP mutant mice. FENS Regional Meeting, Pécs, 2017. szeptember 20-23.

Kovacs LA, Nafz A, Ujvary B, Farkas J, Gaszner T, Gaszner B: Corticotropin-
releasing factor, Urocortinl and serotonin systems in a three hit theory and match-
mismatch hypothesis based depression model in the rat. FENS Regional Meeting,
Pécs, 2017. szeptember 20-23.

Fiiredi N, Kecskés A, Kovics LA, Garami A, Gaszner B. MC3 and MC4 receptor
expression in urocortin 1 neurons of the Edinger-Westphal nucleus. AMSE Congress
2018. Oktdber 4-6.

Ujvari B, Farkas J, Kovacs LA, Gaszner T, Reglédi D,Gaszner B. Functional and
morphological changes in the VTA in the three hit model of depression. AMSE
Congress 2018. Oktober 4-6.

Gaszner T, Kovacs LA, Farkas J, Kun D, Ujvari B, Fiiredi N, Gaszner B. Limbikus
agyteriiletek FosB aktivitasanak vizsgélata az anyai megvonas epigenetikai hatasainak
tilkrében a depresszid harom taldlat elmélet egérmodelljében. A Magyar Anatomus

Tarsasag XXI. Kongresszusa 2018 Debrecen junius 15-16.

135



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Ujvari B, Gaszner T, Kovacs LA, Kun D, Fiiredi N, Farkas J, Gaszner B. A centralis
projekcidju Edinger-Westphal mag vizsgalata a Parkinson-kor rotenon modelljében
patkanyban A Magyar Anatomus Tarsasdg XXI. Kongresszusa 2018 Debrecen junius
15-16.

Gaszner T, Farkas J, Kun D, Fiiredi N, Kovacs LA, Ujvari B, Gaszner B. Neuronal
activity and epigeneitc changes in limbic brain terrorries in three hit theory of
depression. 16th Annual Conference of the Hungarian Neuroscience Society
Hungarian Academy of Sciences January 17-18, 2019, Debrecen, Hungary

Fiiredi N, Kovacs LA, Kecskés A, Ujvari B, Balaskd M, Pétervari E, Garami A,
Gaszner B. The role of the M3 and MC4receptors on urocortinl neurons in the
Edinger-Westphal nucleus. 16th Annual Conference of the Hungarian Neuroscience
Society Hungarian Academy of Sciences January 17-18, 2019, Debrecen, Hungary
Ujvari B, Fiirdei N, Gaszner T, Farkas J, Kovacs LA, Gaszner B. The centrally
projecting Edinger Westhpal nucleus in therotenone model of Parkinson’s disease 16th
Annual Conference of the Hungarian Neuroscience Society Hungarian Academy of
Sciences January 17-18, 2019, Debrecen, Hungary

Gaszner T, Farkas J, Kun D, Fiiredi N, Kovacs LA, Ujvari B, Gaszner B. Neuronal
activity and epigenetic changes in limbic brain territories in three hit theory of
depression. FAME Kongresszus 2018, Budapest, 2018 janius 5-8.

Ujvari B, Gaszner T, Fiiredi N, Farkas J, Kovacs LA, Gaszner B. The centrally

projecting Edinger-Westphal nucleus in the rotenone model of Parkinson’s disease.
FAME Kongresszus 2018, Budapest, 2018 jinius 5-8.

Fiiredi N, Kovacs LA, Kecskés A, Ujvari B, Balasko M, Pétervari E, Garami A,
Gaszner B. The role of the MC3- and MC4 receptors on urocortinl neurons in the
Edinger-Westphal nucleus. FAME Kongresszus 2018, Budapest, 2018 jinius 5-8

136



11. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Gaszner Baldazsnak az
utmutatasért és segitségért az egész munkam sordn TDK hallgaté koromtdl kezdve a
doktorandusz éveken at. Kiilon koszonetet szeretnék mondani Reglédi Doranak, hogy

lehetové tette, hogy az Anatomia Intézetben végezhessem kutatomunkamat.

Szeretnék koszonetet mondani Csernus Valérnak a RIA mérések kivitelezésében nyujtott

segitségeért.

Nagyon halas vagyok a kutatotarsaimnak és orvostanhallgatéinknak, Fiiredi Noranak,
Farkas Jozsefnek, Ujvari Balazsnak, Gaszner Tamasnak, Anna Nafz-nak és Josef

SchieBil-nek a munkam soran kapott tanacsokért és vizsgalatok alatt nyujtott segitségért.

Koszonettel tartozom a PTE AOK Anatomiai Intézet minden dolgozodjanak is. Kiilon
szeretném megkdszonni Orban Izabellinak magas szintli immunhisztologiai munkéjat,
Godané Bruman Beatrixnak a RIA mérésekben nyujtott kozremiikodéséért, tovabba
Hilyovszky Klaranak az allatok perfundaldsat kovetden nyujtott segitségéért. Koszondm

Mercz Tiindének a mindennapos laboratériumi munkak soradn nyujtott segitséget,

Kiilon koszonet illeti Hollésy Tibort ¢s Rékasi Zoltint az évek alatt nyujtott szellemi

tamogatasért.

Szeretném megkoszonni a lehetdséget Kormos Viktorianak, Werling Déranak és Jozsa

Gergonek, hogy részt vehettem az 6 munkaikban is, ezzel is tagitva ismereteimet.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretnék kdszonetet mondani feleségemnek és az egész
csalaidomnak tiirelmiikért és tdAmogatasukért munkam soran. Végiil, szeretném kislanyomnak,

Alinanak ajanlani munkamat.

A munka megvalositdsahoz a kovetkezé tamogok jarultak hozza: a PTE-AOK KA 2017-1, az Innovécios és
Technolodgiai Minisztérium Felsdoktatasi Intézményi Kivalosagi Programjanak a Pécsi Tudomanyegyetem 5.
témateriileti programja (FIKP 11), NAP2017-1.2.1-NKP-2017-00002; GINOP-2.3.2-15-2016-00050 ,,PEPSYS”,
— A peptiderg szignalizacio komplexitasa és szerepe szisztémas betegségekben, MTA-TKI114016; EFOP-3.6.3-
VEKOP-16-2017-00009, TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001, EFOP-3.6.2-VEKOP-16-15 2017-00008, ,,The
role of neuroinflammation in neurodegeneration: from molecules to clinics”, a Felsdoktatasi Intézményi
Kivalosagi Program az Emberi Er6forrasok Minisztériumanak tamogatasaval - 20765-3/2018/FEKUTSTRAT
valamint a EFOP-3.6.1.-16-2016-00004 Intelligens szakosodast szolgalo intézményi fejlesztések cimii projektek.

137



