A depresszio harom talalat elméletén alapulo allatmodell
prediktiv validitasanak vizsgalata az epigenom
valtozasainak tiikrében

Doktori (PhD) értekezés

Dr. Gaszner Tamas

Doktori iskola vezetdje: Prof. Dr. Reglédi Doéra

Témavezeto: Dr. Gaszner Balazs

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar

Anatomiai Intézet

Pécs, 2022.



Tartalomjegyzék

L BOVEZEES ..ttt Rt R et aRe e r e n e nes 7
1.1. A depresszi6 prevalencidja, diagnozisa €8 hAttere.........coovvvviiieiiiiiiiciicee e 7
1.2. A hangulatzavarok modellezése az alapkutatasban.............ccccevvreiieiieiinenicnenese e 8
1.3. A harom talalat @IMELEt..........cccuiiiiiiiiiiie e 9

1.3.1. ElsO taldlat: genetikai prediSZpozZiCiO........oiveiiiiiiiiiiieiiiie et 9
1.3.2. Masodik talalat: epigenetikai hatas ...........cccooiiieiiiiiiic e 10
1.3.3. Harmadik talalat: kornyezeti hatdsok..........ccocviiieiiiiiiiii e 11
1.3.4. A harom talalat elmélet gyakorlati alkalmazasa .............cccooeiiiiiniiiii e 12
1.4. Stresszadaptacioban szerepet jatszo fontosabb agyteriiletek..........cccovviiiiiiiiiiciiicnns 13
1.4.1. Magasabb rendii limbikus KOZPONtoK ...........coceiiiiiiiiiieiiiciiesceee e 13
1.4.2. CRH-TENUSZEIEK........oeieiiiiiiriieest e 14
1.4.3. AGYOIZST MAGVAK ...c.viiiiiiiii e 14

2. CELKItUZES €8 NIPOLEZIS ...e.vveiieeeiiieesiiee ettt b e 16

I\ 616 R0/ TP 17
3.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezes ...........ooovviiiiiiiiiiiiiie e 17
3.2, VISEIKEAEST tESZLEK .....eiiiiiiiiiii ettt 19

3.2.1. Light-dark DOX tESZE ........eccueeieiic ittt 19
3.2.2. Marble DUPYING tESZt ........ccueeie et sre s 19
3.2.3. Tall SUSPENSION TESZL .....eouveeeiieite sttt bbbttt 20
3.2.4. FOICed SWIM TESZE ..o 20
3.3. Perf1zi0 €s minta €lOKESZITES. .......eiiiiiiiiiiic e 20
3.4, CORT radiOiMIMUNASSAY .....c.veuveietertestentinieaseeseetessessessessesseste s sseesessesbesbesbesbesbessesseaneenens 21
3.5. Szovettani VIZSZAIATOK .......cccviiiiiiiiiiiic 21
3.5.1. Free-floating CRH-FOSB (ovBNST és CeA), UCN1-FOSB (cpEW), 5-HT-FOSB
(DR) és TH-FOSB (VTA) kettés immunfluoreszcens jelOlés .........ccooovrviiiiiiiieiiiiiiciee, 21
3.5.2. Free-floating immunhisztokémia az acetil-lizin H3 hisztonfehérje és a FOSB jelolésére
diamino-benzidin KromOZENNEL ...........cccoiiiiiiiiiieice e 22
3.5.3. Immunhisztokémiai KOntrolloK ...........ccooviiiiiiiiiiiiii e 23
3.6. Mikroszkopia, digitalis képalkotds €s morfometria.........cccooveviiiiiiiiiiiiiicicecs 24
3.7, StatisZtiKal ANALIZIS .....veiveeiiiiiii e 25



4. ET@AMENYEK .....iiuiiiiiiiici s 26

4.1. A MOdEIl VAIIAITASA .....veeieieie ettt ne e 26
4.1.1. TeSttOMEZVAILOZAS. ....c.uveviiieiiieeiiie et 26
4.1.2. A mellékvese relativ tOMEEE . ......oiviiieriiieiiee s 26
4.1.3. A thymus 1elativ tOMEEE ......ccvviiiiieiiiie it 26
A 1A, CORTAUTEN ...ttt bbbttt 28

4.2. Viselkedési tesztek eredmMEnyei.....cuuciiviiiiiiiiiiiiiiiie e 28
4.2.1. Light-0dark DOX tESZE ........eciieeieiie ittt sre e 28
4.2.2. Marble DUPYING tESZE ........ccveeie ettt nre e enes 29
4.2.3. Tall SUSPENSION TESZL ...ttt bbbt 29
4.2.4. FOrCed SWIM TESZE ..o 29

4.3. SzOovettani eredmMENYEK .........ccoiiiiiiiiiie s 31
A.3.0. PEC ettt 31
O o [T 0] 000 L1 ] 01U LSRR 33
4.3.3. OVBINST e 37
B.3.4. CRA .o 40
4.3.5. VT A e 44
4.3.6. CPEWV ... 46
B.3.7. DR et 49

4.4. A viselkedési és morfologiai megfigyelések kozotti 0sSzeflig@es......covvvvvvniriiiiieniiinnnne. 50

5. DISZKUSSZIO ...ttt hb e hr e ar e ne e 51

5.1. MOdelllnk ValIAItASA ......cccuviiiieiiiiiiieiie et 51

5.2. A viselkedési tesztek eredményeinek €rtelmezeése ...........covvvviiiiiiiiiiiiicii 54

5.3. A morfologiai eredmények €rtelmezEse .........ccvvviiiiiiiiiiiiiii 55
5.3 L PR C e 55
5.3.2. HIPPOCAMPUS ....ceietiteiteeti ettt bbbttt b e bbbttt 56
5.3.3  OVBINST et 57
5.3, B ettt 57
5.3 0 VT A ettt 58
5.3.0. CPEWV . e 58
5. 3.7 DR bbbt 59

5.3.8. A viselkedési és funkcionalis-morfologiai eredmények kozotti 0sszefliggések
L (5] 0 o7/l PR 60



5.4. Vizsgalataink IMItACION......iviiiiiiiiiiiiicii e 60
6. KOvetkeztetések €5 KItEKINTES. .......o.uiiiuiiiiiiiie ettt 62
7. Uj eredmeények 0SSZEfOZIAIASA ..........vuvvevereerericiciecieeteseese e ses s ses s aes e s s 63
8. IrOdalOMIEZYZEK ... 64
9. Az értekezés alapjaul szolgald KOZIEMENYEK ........cccvvviiiviiiiiiiiiiic i 82
10. Az értekezés alapjat nem képezd egyéb kozlemények.........covcvviiiiiiiiiiiiii e 83
11, ElOadASOK JEZYZEKE ....ciuviiiiiiiiiiiii sttt 84
12, KOSZONCINYIIVANTILAS ©.oeivvviiiiiiiiiiii ettt et e et e e be e e nnbea e 85
13. A doktori disszertacio alapjaul szolgalo eredeti kézlemények......................ocooiiia.. 86



Roviditések jegyzéke

5-HT: szerotonin

ACTH: adrenocorticotrop hormon

AFR: normal allathazi kortiilmények kozt valo tartds (animal facility rearing)
API1: aktivator protein 1 komplex

BDNF: brain-derived neurotrophic factor

CA: cornu ammonis

Br: Bregma

CeA: centralis amygdala

CORT: kortikoszteron (corticosterone)

CPEW: centralis projekcioju Edinger-Westphal mag

CRH: corticotropin-releasing hormon

CVMS: krénikus variabilis enyhe stressz (chronic variable mild stress)
Ccy: cyanin

DG: gyrus dentatus

DR: nucleus raphe dorsalis (dorsal raphe nucleus)

FST: forced swim teszt

H3K9ac: a 9. lizin aminosavan acetilalt H3 hiszton fehérje
HPA-tengely: hypothalamus hypophysis mellékvese tengely
HZ: heterozigota

Ip: intraperitonealis

KO: génkititott, (knock out)

LDT: light-dark box teszt

MANOVA: tobbutas variancia-analizis

MBT: iiveggoly6 elrejtési teszt (marble burying test)

MD: anyai megvonas (maternal deprivation)



MD180: harom 6ras (stlyos) anyai megvonas

NDS: normal szamar szérum (normal donkey serum)

NGS: normadl kecske szérum (normal goat serum)

ovBNST: nucleus interstitialis striae terminalis (bed nucleus of stria terminalis) ovalis magja

PACAP: hypophysis adenilat ciklaz-aktivalo polypeptid (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide)

PBS: foszfatpufferelt sooldat

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)
PD: sziiletés utani nap (postnatal day)

PFC: prefrontalis kéreg

PVN: nucleus paravetricularis hypothalami

SSD: specifikus jeldenzitas (specific signal density)
SSRI: szelektiv szerotonin-visszavétel gatld (selective serotonin-reuptake inhibitor)
TH: tirozin-hidroxilaz

TST: tail suspension teszt

UCNL1.: urocortin 1

VTA: ventralis tegmentalis area

WT: vad tipust (wild type)



1. Bevezetés

1.1. A depresszi6 prevalencidja, diagnozisa és hattere

A hangulatzavarok el6fordulasi gyakorisaga meredeken emelkedik. Leggyakoribb formdja, a méjor
depresszido 6nmagaban tobb mint 280 millié embert érint vilagszerte (WHO, 2021). A betegségnek
a pszichésen kiviil kognitiv, vegetativ és a szomatikus aspektusai is vannak. A diagnézist pedig a
szerteagazo €s nagyon széles spektrumon mozgo, idében is fluktudlo sulyossagu tiinetek nehezitik.
Definicid szerint a major depresszids epizod diagndzisa akkor allithatd fel, ha legalabb két hétig
fennall az alabbi tiinetek koziil legalabb 6t, melyek koziil egy az elsé kettd koziil kertil ki (major
kritérium): depressziv hangulat, érdekldédés vagy 6romre vald képesség elvesztése, kozdsségtol
vald visszahtizodas, hipo-, vagy hiperfagia, ennek kovetkeztében hizas vagy fogyas, alvasi
szokasok megvaltozasa: inszomnia vagy hiperszomnia, motoros nyugtalansag vagy épp gatoltsag,
kronikus faradtsag, koncentracids-, vagy dontési nehézség, tehetetlenség érzése, értéktelenség-
érzés, blntudat, onvad; és ennck kovetkeztében fellépd szuicid gondolatok, szandék, esetleg
kisérlet. A depresszié hosszutavo, akar évekig-évtizedekig tartd lefolyasa miatt az egészségiigyi
rendszer mellett a tarsadalmat és a gazdasagot is jelentdésen megterheli (Prada, 2014), mig a
betegség korai kezdete a produktiv életévek nagymértékii csokkenését és az iskolazottsagi arany
visszaesését eredményezi (Hakulinen és mtsai., 2019). A korkép fontossagat még jobban kiemeli,
hogy az 6ngyilkossagi kisérletek és a befejezett ongyilkossagok szama szoros dsszefliggést mutat
a hangulatzavarok prevalencigjaval (Gili és mtsai., 2019). Annak ellenére, hogy az elmult
évtizedekben széleskorti és mélyrehatd kutatasok folytak az etioldgia és a pathomechanizmus
feltarasara, annak rendkiviili dsszetettsége miatt még mindig csak néhany toredékét ismerjiik ennek
a hatalmas ,kirakosnak”. A gyogyszerfejlesztés és a betegség hatterének megismerése mar az
alapkutatas szintjén is nehézségekbe iitkozik. Ennek egyik f6 oka, hogy a mai napig nincs
altalanosan elfogadott allatmodellje a betegségnek, melyre égetd sziikség lenne annak érdekében,

hogy a hattérben rejl6 folyamatokat alaposabban meg lehessen vizsgalni.



1.2. A hangulatzavarok modellezése az alapkutatasban

A kutatdsban gyakran alkalmazunk allatmodelleket. Annak érdekében, hogy egy ujonnan
kialakitott allatmodell megbizhatdsagat meg tudjuk itélni, a modell miikodését alaposan tesztelni
kell. Nincs ez masképp a hangulatzavarok kutatasanal sem és az itt hasznalatos allatmodelleket
harom Klasszikus validitasi kritérium szerint kell értékelni, melyek alapelveinek leirasat
Willnernek készonhetjiik (Willner, 1984). Az els6 a konstrukcids validitas, ami azt jelenti, hogy a
modellnek a betegség ismert rizikdfaktoraira, kivaltd tényezbire kell épiilnie, vagyis, abban az
esetben, ha a kisérleti allatot kitessziik a betegség hatterében allo ismert rizikofaktornak, akkor az
tiineteket okoz. A masodik, a fenomenologiai validitasi kritérium szerint az allatnak az emberi
betegség soran megfigyelt tiineteket kell mutatnia. A harmadik, és talan ez a legnehezebben
teljesitheté kritérium, a modell prediktiv validitasat érinti. Eszerint, a betegség kezelésére
emberben mar sikerrel hasznalt terapias eljarasoknak, gyogyszereknek, hatasosnak kell lenniiik
abban a tekintetben, hogy a betegségre jellemz6 tiineteket mutatd kisérleti allatokban a terapia
javulast idézzen eld. Ez alapjan a modell hasznélhat6 arra, hogy a jovobeli kezelések hatékonysagat
teszteljiik rajta. Ezért hivjak prediktiv kritériumnak ezt, hiszen az ilyen modell képes ,,megjoésolni”

a leendo kezelés hatékonysagat emberen.

Napjainkban a ,,monoamin teéria” (eszerint a betegséget a monoaminok, azaz a szerotoninerg,
noradrenerg és dopaminerg rendszerek koros miikodése okozza [review tanulmanyok: Mulinari,
2012; Czéh és mtsai., 2016; Harro, 2019]) az uralkodé nézet a depresszid kialakuldsaval
kapcsolatban és az ezen elméleten alapuld allatmodelleken fejlesztett gyogyszerkészitmények
alkotjak a farmakoterapiai eszkoztar szinte teljes egészét. A kordbban gyakran hasznalt
gyogyszercsoportok, ugy, mint triciklusos antidepresszansok és monoamin visszavétel gatlok kissé
kezdenek a hattérbe szorulni. A legljabb kezelési sémak szerint a dopamin-noradrenalin-, és a
szerotonin-noradrenalin visszavétel gatlok mellett az els6 vonalban leggyakrabban a szelektiv
szerotonin visszavétel gatlokat (selective serotonin reuptake inhibitor, SSRI) hasznaljak (review
tanulmanyok: Pampallona és mtsai., 2004; Karyotaki és mtsai., 2016; Guidi és mtsai., 2021). Ez
utoébbi csoport szinte minden beteg kezelésénék alapjat képezi. Az SSRI gyogyszercsalad
leggyakrabban hasznalt hatéanyagai a fluoxetin, a paroxetin, a citalopram, az escitalopram és a
sertralin. Viszont egyre tobb adat mutatja, hogy a jelenlegi kezelésekkel a terapias valasz az esetek
legalabb 30%-aban nem kielégitd (Catena-Dell'Osso, 2013; Khan és Brown, 2015; Voineskos ¢€s
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mtsai., 2020). Ez alatamasztja azt a feltételezést, hogy a monoaminerg rendszereken tul mas, eddig
ismeretlen mechanizmusok is hozzajarulnak a depresszié pszichopathologiai hatteréhez. Az
ismeretlen mechanizmusok feltarasa érdekében a betegség rendkiviili Osszetettségéhez mérhetd,
komplex allatkisérleti megkozelitésre van sziikség az alapkutatasban. Olyanra, amely lehetdség

szerint a legtobb ismert rizikofaktort tekintetbe veszi, €s a Willner-féle kritériumoknak is megfelel.

1.3. A harom talalat elmélet

Annak érdekében, hogy 10j, megbizhaté preklinikai eszkozt fejlessziink a pathomechanizmus
tisztazasara, a kdzelmultban 1étrehoztunk egy 1) ragcsdlomodellt (Farkas és mtsai., 2016, 2017),
amely a depresszio egyre szélesebb korben elfogadott harom talalat elméletén alapul. A harom
talalat elmélet szerint a genetikai, epigenetikai és kornyezeti tényezok egyiittes megjelenése 0kozza

a betegséget (de Kloet és mtsai., 2007; Daskalakis és mtsai., 2013).
1.3.1. Els6 talalat: genetikai prediszpozicid

Szamos jol ismert, a kozponti idegrendszer hangulatszabalyozasban fontos szerepet jatszo
neuronhaldzatainak mikodését befolyasold (pl. dopamin-, szerotonin-, GABAerg receptorokat
érint6), 0roklodé genetikai elvaltozas ismert, melyek novelik a betegség kialakulasanak
valoszinliségét (lasd az alabbi review-kat: Lacerda-Pinheiro ¢s mtsai., 2014; Mullins és Lewis,
2017; Ormel és mtsai., 2019). Kiemelendd, hogy egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) is hozzajarul a hangulat szabalyozasahoz
(Agarwal és mtsai., 2005; Stroth és mtsai., 2011; review-k a témaban: Pinhasov és mtsai., 2011;
Kormos és Gaszner, 2013; Hammack és May, 2015; Lutfy és Shankar, 2019; Boucher és mtsai.,
2021). Ismert, hogy a PACAP hianya csokkenti a hypothalamus hypophysis mellékvese (HPA)-
tengely aktivitasat a hypothalamus paraventricularis magja (PVN) és a mellékvesekéreg szintjén
(Stroth és Eiden, 2010; Tsukiyama és mtsai.,, 2011; Kormos és mtsai.,, 2016). Tovabba a
funkcionalis PACAP gén hianya a CDI1 alapon tenyésztett PACAP knock out (KO) egerekben
megvaltozott stresszadaptaciot és depresszid-szerii viselkedést eredményez (Hashimoto és mtsai.,
2001, 2009; Gaszner és mtsai., 2012, 2014; Kormos és mtsai., 2016, Farkas és mtsai., 2017).
Erdekes adat ezzel szemben, hogy a C57BL/6Jx129SvEv (F1 hibrid) és C57BI/6N hatterii PACAP

KO egerek antidepressziv fenotipust mutatnak (Hattori és mtsai., 2012; Lehmann és mtsai., 2013.).



Kutatocsoportunk korabbi eredményei alapjan, a kronikus, variabilis, enyhe stressznek (chronic
variable mild stress, CVMS) kitett CD1 PACAP heterozigéta (HZ) egerek alkalmasak a depresszio
modellezésére (Farkas és mtsai., 2017). Korabban felmeriilt PACAP KO egerek hasznalata is a
modellben, de ezek, olyan technikai nehézségek mellett, mint példaul az igen nagyaranyu elhullés
CVMS soran, néhany viselkedési tesztben paradox viselkedést mutattak korabbi
allatkisérleteinkben, illetve hasznalatuk transzlacidos szempontbol is nehezen indokolhato. Mivel
legjobb tudomasunk szerint az Adcyap1 gén depresszioval 6sszefiiggd biallélikus funkcidvesztéses
polimorfizmusainak a stresszel Osszefliggd hangulatzavarokban valdé megjelenését emberben
leirtak (Ressler és mtsai., 2011; Lind és mtsai., 2017). Ezek alapjan dontottiink ugy, hogy a harom
talalat elmélet alapjan 1étrehozott modellinkben PACAP HZ egereket hasznaljuk, mivel ezek az
egerek mintegy 70%-kal csokkent PACAP szintet mutatnak az agyban (Hashimoto és mitsai.,
2011). E megkozelités célja tehat az volt, hogy athidaljuk a tobbnyire funkciéveszté KO mutans
allatokat alkalmazo6 depressziomodellek és az emberi betegségre jellemz0, sokszor a génfunkciot
csak kisebb mértékben befolyasolo esetleg heterozigota genotipusban megjelend polimorfizmusok

kozotti jelentds transzlacids szakadékot.
1.3.2. Mésodik taldlat: epigenetikai hatas

A harom talalat elmélet alapkoncepcioja szerint a masodik talalat az epigenomot érinti. A
leggyakrabban vizsgalt epigenetikai valtozasok a hiszton-, illetve DNS-metilacid mellett a
hisztonfehérjék acetilacioja (Strahl és Allis, 2000; Kouzarides, 2007). A hisztonacetilacios
mintazatot a hiszton-acetiltranszferaz és a hiszton-deacetilaz enzimcsaladok kozotti egyensuly
szabalyozza (Kuo és Allis, 1998). A hiszton fehérjéken bekdvetkezd acetilacio hatdsara a DNS-
szal lazabban tekeredik a fehérjére, mely igy jobb hozzaférést biztosit az RNS-polimeraz enzim
szamara, amely az adaptacioban fontos fehérjék transzlaciojat indithatja meg. A deacetilacio hatasa
forditott, a DNS-szal szorosabb feltekeredését eredményezi a hiszton fehérjére, melyhez igy
csokken az RNS-polimeraz hozzaférése, igy a génexpresszid valtozast megkivand adaptacios
folyamatok dinamikaja lassul (Kuo és Allis, 1998). Nincs ez masként a stresszadaptacioban sem:
irodalmi adat, hogy a CVMS a hisztonacetilacié és metilacié szintjén valtoztatja meg az
epigenetikai mintdzatot, mely befolydsolja a stresszvalasz szempontjabol kulcsfontossagu

corticotropin-releasing hormon (CRH)-gén expresszidjat is (Sterrenburg és mtsai., 2011). Ezzel
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szemben, a hiszton-deacetilaz gatlo kezelés enyhiti a depresszio-szerii viselkedést (Covington és
mtsai., 2015), illetve az antidepresszans-kezelésre adott valasz is javul (Levine és mtsai., 2012;
Schmauss, 2015). Ezek a tények egyrészt arra utalnak, hogy az epigenetikai valtozasok
potencialisan hozzdjarulhatnak a hangulatzavarok kialakuldsahoz azaltal, hogy megagyaznak a
késObbi noxdknak, ugyanakkor azt is mutatjak, hogy 6nmagukban nem valtjak ki a betegséget. Az
egyedre specifikus epigenom kialakulasa leginkabb az élet korai szakaban zajlik, mint példaul a
sziiletés utani iddszak, de ide sorolhat6 az adolescens kor is. Ezeket az idészakokat az epigenom
szempontjabol vulnerabilis fazisoknak is nevezik (Lange és Schneider, 2010; Ng és Gurdon, 2008).
Az ekkor bekovetkez6 negativ életesemények novelik a depresszid kockazatat allatmodellekben
(Nestler, 2012; Rabee és Spengler, 2013) és emberben is (Kim és mtsai., 2019; lasd még az alabbi
review-t: Heim és Binder, 2012). Ezért, modelliinkben masodik talalatként anyai megvonast
(maternal deprivation, MD) alkalmaztunk az élet korai szakaszaban bekovetkez6 viszontagsagos
események (early life adversity) epigenomra gyakorolt hatasanak modellezésére (Nishi és mtsai.,
2014; review: Jawahar és mtsai., 2015). Kisérleteink tervezése soran az acetil-lizin 9 H3 hiszton
(H3K9ac, a H3 hiszton fehérje 9. lizin aminosavan tortént acetilacio) vizsgalata mellett dontottiink,
mert ez az egyébként széles korben alkalmazott marker munkacsoportunk -elsésorban morfologiai-

eszkoztara utjan is jol vizsgalhato az epigenetikai valtozasok értékelésére.
1.3.3. Harmadik talalat: kornyezeti hatasok

A szervezetet ér0 tartos kornyezeti stressz jatsza a legfontosabb szerepet a hangulatzavarok
megjelenésében (review-k a témaban: McEwen és mtsai., 2015; Deussing és Chen, 2018). A stressz
fogalmat Selye vezette be, mely szerint a stressz a szervezet nem specifikus valasza valamely
fenyegetd kiils6 hatasra (Selye, 1936), melyet stresszornak neveziink. A normalis stresszadaptacio
azonnali (masodperceken beliili) reakciokkal kezdddik, melyeket elsdsorban a szimpatikus
idegrendszer és a mellékveseveld szabalyoz. A rendszer aktivaciojanak eredménye adrenalin és
noradrendalin felszabadulasa a mellékvese veldallomanyabol. Ezen katekolaminok a 1égzési és
keringési rendszert érint6 gyors hatasai és az energia raktarak azonnali mobilizalasa révén novelik
a sikeres stresszadaptacid esélyét akut stresszexpozicid esetén. Elhuzodd hatas esetén a HPA-
tengely szabalyozo szerepe valik jelentéssé (review tanulmany: Dunlavey, 2018). Ennek legfelsé
szintli kozpontja a PVN, melynek miikodését magasabb limbikus kdzpontok és egyes agytdrzsi

magok is szabalyozzak. A PVN altal termelt CRH a hypophysis bazofil sejtjein hatva
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adrenocorticotrop hormon (ACTH) felszabadulasat idézi el6. Az ACTH a mellékvesekéreg zona
fasciculata rétegében kortizol (emberben), illetve kortikoszteron (CORT, ragcsalokban)
felszabadulasat okozza, elinditva a homeosztatikus valaszt (Ulrich-Lai és Herman, 2009). A HPA-
tengely depresszioban torténd diszregulacidja jol dokumentalt allatmodellekben (Harvey és mtsai.,
2006; Glover ¢és mtsai., 2010; Farkas ¢s mtsai., 2017; Ramot ¢és mtsai., 2017) és human
vizsgalatokban egyarant (Nemeroff és mtsai., 1984; Juruena és mtasi., 2018; review a témaban:
Perrin és Pariante, 2020). A hangulatzavarok kutatdsaban majdnem 40 éve hasznalt kronikus
variabilis stressz paradigma népszeriisége konnyen belathato transzlacios jelentdségén alapul. A
kisérleti allatokban megfigyelt anhedonia €s egy€b depresszio-szerti tiinetek megfelelnek az embert
a hétkoznapi életben éré aprobb, de hosszan fennallo és nem megjosolhatd stresszorok (egyes
névvaltozatokban chronic unpredictable stress-ként, kronikus nem megjosolhatd stresszként
aposztrofaljak) altal okozott hangulatingadozasokhoz (review kozlemények: Willner és mtsai.,

2019; Czéh és Simon, 2021; Strekalova és mtsai., 2022).

A stressz limbikus rendszerre gyakorolt hatdsanak vizsgalatdra szdmos neuronalis aktivacios
marker all rendelkezésre, melyek koziil az egyik legelterjedtebb a FOSB. A FOSB és hosszabb
féléletidejii splice variansa, a deltaFOSB, a Jun/Fos proto-onkogén csalad altal kodolt FOS
transzkripcios faktorok fehérjetermékei, melyek a JUN fehérjecsalad tagjaihoz kotédve kialakitjak
megtalalhato, igy génexpresszios szinten cellularis folyamatokat befolyéasolhat, ezaltal kivalo
aktivacios marker. A FOSB ¢és a deltaFOSB fokozott transzlacioja percekkel a stimulust kdvetden
megkezdddik és utobbi még napokkal, hetekkel a stimulust kovetden is kimutathato a sejtmagban,

igy a sejtaktivacio kronikus vizsgalatara alkalmas (Kovacs és mtsai., 2022; Nestler és mtsai., 2015).
1.3.4. A harom talalat elmélet gyakorlati alkalmazasa

A fent leirtak alapjan, PACAP HZ egereket (elsO taldlat), a betegség egyik ismert genetikai
prediszponald tényezéjének hordozoit, a sziiletésiik utan, az epigenom alakuldsat tekintve
vulnerabilis életfazisban, anyai megvonasban részesitettiink (masodik talalat). Ezeket az allatokat
késobb, felndtt korukban CVMS-nek kitéve (harmadik talalat) teljesedik ki a modell, mely a
betegség kiilonb6zo tipusu (genetikai, epigenetikai és kornyezeti) rizikotényezoit is tartalmazza,
igy megfelel a willneri els6 (konstrukcios) validitasi kritériumnak. Ezek az allatok viselkedési

tesztekben depresszio-szerli viselkedést mutattak, megfelelve ezzel a willneri masodik
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(fenomenoldgiai) validitasi kritériumnak (Farkas és mtsai., 2017). Ezeknek az egereknek az emberi
terapidban hasznélatos antidepresszanst adva pedig vizsgalhatova valik a modell prediktiv
validitasa is. Erre pedig a legalkalmasabb a human gyodgyaszatban egyik legszélesebb korben

alkalmazott hatéanyag, a fluoxetin.

1.4. Stresszadaptacioban szerepet jatszo fontosabb agyteriiletek

A hangulatzavarok, azon beliil is a depresszié kialakulasiban mar kordbban bizonyitott
kulcsszerepilik miatt az alabbi agyteriiletek €s rendszerek funkcionalis-morfologiai vizsgalataval

kivantuk jobban megérteni a hattérben zajlé idegrendszeri valtozasokat.
1.4.1. Magasabb rendii limbikus kézpontok

A prefrontalis kéreg (PFC) a magasabb rendli kognitiv funkciok és a viselkedés-szabalyozas egyik
legfontosabb kdzpontja (review a téméban: Treadway és mtsai., 2015). Mar régota vizsgaljak, hogy
ez az agyterlilet miként jarul hozza a depresszid pathogeneziséhez (George és mtsai., 1994;
Pizzagalli és Roberts, 2022). Szdmos emberen végzett tanulmany latott napvilagot a témaban,
beleértve funkciondlis méagneses rezonancia vizsgalatokat (Mayberg ¢és mitsai., 1999), a PFC
karosodasat elszenvedett egyéneket vizsgald kozleményeket (Ellenbogen és mitsai.,, 2005),
valamint mély agyi stimuldcioval kezelt betegekrdl sz616 esettanulmanyokat (Mayberg és mtsai.,
2005; review: Koenigs és Grafman, 2009). Ragcsalokon végzett vizsgalatok is alatamasztjak a PFC
mtsai., 2014), GABAerg (Ghosal és mtsai., 2020) és glutamaterg (Veeraiah és mtsai., 2014)
mechanizmusok is jelentdsen szereppel birnak. Az anyai megvonasos vizsgalatok megvaltozott
kognitiv funkciokat és talzott neuronalis plaszticitast talaltak (Baudin és mitsai., 2012), mig
kronikus stressz hatdsara FOSB immunreaktivitas emelkedést és mikroglia aktivaciot irtak le a PFC
teriiletén (Hinwood és mtsai., 2012). Kiemelendd, hogy a PFC efferens rostjai beidegzik a
hangulatszabalyozas egyéb limbikus kozpontjait, koztilk az amygdala-t, a ventralis tegmentalis

area-t (VTA) és a hippocampust is (Sampath és mtsai., 2017).

A hippocampus valodsziniileg a depresszioval kapcsolatban leggyakrabban vizsgélt agytertilet
(review-k a témaban: Campbell és MacQueen, 2004; Liu és mtsai., 2017; Bellau és mtasi, 2019).

Ismert, hogy a stressz befolyasolja a hippocampus neuronalis plaszticitasat, igy hozzajarul a
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depresszio kialakuldsahoz (Xu és mtsai., 1997; Pittenger ¢s Duman, 2008). A stressz csokkenti a
hippocampus térfogatat és aktivitasat is, a depresszioban szenvedd betegek tobbségénél, azonban
nem egyértelmii, hogy ez a hangulatzavar kovetkezménye vagy inkabb hajlamosit a depresszid
kialakulasara (Czéh és mtsai., 2001, 2007). A hippocampus Osszetett kapcsolatrendszere a HPA-
tengellyel, a PFC-vel és a tagabb értelemben vett amygdalaval arra utal, hogy kézponti szerepe
lehet a stresszadaptacidban és a hangulatszabélyozasban (Masi és Brovedani, 2011; Fuchs ¢és
mtsai., 2004). A hippocampus harom divizidja, a cornu ammonis (CA) 1, CA3 és a gyrus dentatus
(DG) alacsonyabb brain-derived neurotrophic factor (BDNF, egy az idegsejtek szinaptikus érését
¢s ¢letben maradasat segitd fehérje) szintet mutatnak az anyai megvonast kévetden, mely valtozas
antidepresszanskezeléssel visszafordithatd (MacQueen és mtsai., 2003). Hasonld médon, korabban
kimutattuk, hogy a kronikus stressz altal kivaltott hippocampalis FOSB immunreaktivitas
emelkedés antidepresszanskezeléssel kivédheté (Kormos és mitsai.,, 2016). Epigenetikai
vizsgalatok is alatamasztjak a hippocampus szerepét a hangulatzavarokban. Az egér hippocampus
GABAerg interneuronjaiban fokozott mértékli DNS-metilaciot taldltak prenatalis stresszt

kovetden, mely az allatok depresszio-szeri viselkedésével parosult (Zhong és mtsai., 2020).
1.4.2. CRH-rendszerek

A tagabb értelemben vett amygdala CRH termel6 részei (Carrasco és de Kar, 2003; Waters és
mtsai., 2015), a centralis amygdala (CeA) és a nucleus interstitialis striae terminalis (bed nucleus
of stria terminalis, BNST) ovalis divizidja (0vBNST) részt vesznek a hangulatszabalyozasban és a
stresszvalasz kialakitasaban is (Choi és mtsai., 2007; Kozicz és mtsai., 2008a; Regev és mtsai.,
2011; Laine és mtsai., 2017; Kovacs és mtsai. 2019). Erdekes modon ezek a magok PACAP-ot is
tartalmaznak (Hannibal, 2002), és viselkedési tesztekben azt talaltak, hogy a PACAP f6 receptoran,
a PACL receptoron hatd antagonista kezelés visszaforditja a stressz negativ hatasait (Roman és
mtsai., 2014). Nem utols6 sorban, ismert, hogy PACAP KO egerekben a stressz hatdsara
bekovetkezd aktivacié ezekben a régidokban csdkken (Gaszner €s mtsai., 2012; Levinstein és mtsai.,

2022; Porta-Casteras és mtsai., 2022; Boucher és mtsai., 2022).

1.4.3. Agytdrzsi magvak

A CRH-val rokon urocortinl (UCNI1) elsésorban a kozépagyi centralis projekcioju Edinger-
Westphal magban (CpEW) termelédik. Erdekes, hogy az UCN1-et tartalmazé sejtek PACAP
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MRNS-t is expresszalnak (Priest és mtsai., 2021). Szerepiiket stressz- és depresszio modellekben
is leirtdk mar egérben (Korosi és mtsai., 2005, Kormos és mtsai., 2016, 2022; Farkas és mtsai.,
2017), patkanyban (Gaszner és mtsai., 2004, 2007, 2009, Ujvari és mtsai., 2022), valamint
mokuscickanyban is (Kozicz és mtsai., 2008a). Ezeket az eredményeket Ongyilkossagok
aldozatainak CpEW-mintain végzett vizsgalataink is alatimasztjak (Kozicz és mtsai., 2008b,
Kormos és mtsai., 2022), tovabb erdsitve az allatkisérletes eredményeink transzlacios értékét. Mind
az extrahypothalamikus CRH-rendszerek (Lee és mtsai., 2007; Lemos és mtsai., 2011), mind a
CPEW urocortinerg sejtjei (Kozicz és mtsai., 2010; Dos Santos Junior és mtsai., 2015) kapcsolatban
allnak a nucleus raphe dorsalis (DR) szerotoninerg (5-HT) idegsejtjeivel. E sejtek szintén stressz-
indukalt aktivitast (Bouwknecht és mtsai., 2007; Zhang és mtsai., 2012) és PACAP mRNS
expressziot mutatnak egérben (Lein és mtsai., 2007). A szerotoninerg neurotranszmisszié nagy
jelent6sége a hangulat szabalyzasaban a prefrontalis kéregben, a hippocampusban és az amygdala-
ban vitan feliil all (Steinbusch és mtsai., 1981; Ma és mtsai., 1991; review-k a témaban: Lowry és
mtsai., 2008; Venkatraman és mtsai., 2017). Jol ismert tovabba, hogy az agyi jutalmazasi
rendszerek és ezek miikddési zavarai erGsen Osszefiiggnek a hangulatzavarokkal (review-k a
témaban: Russo és Nestler, 2013; Heshmati és Russo, 2015). A VTA, mint a mesocortikolimbikus
dopaminerg palya kozpontja pedig bizonyitottan fontos szerepet jatszik a depresszio
kialakulasaban (Nestler és Carlezon, 2006; Pefia és mtsai., 2017; Sun és mtsai., 2018). A tirozin-
hidroxilaz (TH), mint a dopamin szintézis sebességmeghatarozé enzime kivaldé markere a magban

tortént stresszadaptacios valtozasoknak (Mukherjee és mtsai., 2010; Daubner és mtsai., 2011).
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2. Célkitiizés és hipotézis

A Willner-féle konstrukcios és fenotipusos validitasi kritériumokat (Willner, 1984) harom talalat

modelliink esetében korabban mar bizonyitottuk (Farkas és mtsai., 2017).

Jelen munkank f6 célja Willner harmadik, prediktiv validitasi kritériumanak tesztelése volt.
Hipotézisiink szerint a mindharom talélatot hordoz6 egereknél az antidepresszans kezelés gold-
standarjat jelentd szelektiv Szerotonin-visszavétel gatloval, fluoxetinnel torténd kezelés
visszaforditja a depresszio-szerii viselkedést és ennek hatdsait, bizonyitva modelliink prediktiv
validitasat.

Ennek igazolasara, viselkedési teszteket végeztiink, tovabba a stresszhatds fizikai ¢és
endokrinologiai paramétereit értékeltiik, majd funkcionalis-morfologiai eszkozoket haszndltunk a
PFC, a hippocampus (CA1, CA3, és DG régiok), tovabba az eldagyi CRH-, a kdzépagyi UCN1-t
tartalmaz6, a DR szerotoninerg és a VTA dopaminerg rendszereiben, hogy megvizsgaljuk a

neuronalis aktivitasi mintdzatokat és az epigenetikai valtozasokat a harom talalat modellben.

Azt feltételeztiik, hogy a taldlatok, mint kockézati tényezdk kolcsonhatasba 1épnek egymassal és a
fluoxetin kezeléssel, amit a megvaltozott CRH, UCNL1, 5-HT és TH immunreaktivitas, valamint

H3 hiszton acetilaciojanak, és a FOSB neuronalis aktivitasi mintazatanak valtozasa is tiikroz.
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3. Modszer

3.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

A sajat tenyésztési PACAP KO CD1 egértorzsiink tenyésztési eljarasa megfelel a korabban
publikalt protokollnak (Farkas és mtsai., 2017). Roviden 6sszefoglalva, elsé 1épésben egy PACAP
HZ egér generaciot tenyésztettiink PACAP KO ¢és vad tipusu (WT) egérparok segitségével. Ezt
kovetden, szamos PACAP HZ ndstényt €s himet paroztattunk ugyanazon a napon. A kisérlethez
végiil ebbdl a paroztatasbol tizenhét, egy 72 oras peridduson beliil sziiletett almot hasznaltunk fel.
Az alomkiilonbségek csokkentése érdekében az elsG posztnatalis napon (PD1) a kolykoket
Osszekevertiik, és random modon egyenl6 aranyban elosztottuk az anyak kozt (crossfostering). Tiz
almot napi 180 perces anyai megvonasnak (MD180) vetettiink ala PD1-14 kozott: a kolykoket
elvalasztottuk az anyjuktdl és forgacsalommal bélelt ketrecekbe helyeztiik oket egy 32°C-ra
beallitott melegit6lapra. Hét alom normal allathazi koriilmények kozott nevelkedett (animal facility
rearing, AFR). Az utdédok genotipusat polimeraz lancreakcioval (PCR) hataroztuk meg a PD70-n
gylijtott farokmintakbol (a genotipizalassal kapcsolatos tovabbi részletekért lasd Gaszner és mtsai.,

2012).

Mivel korabban megallapitottuk (Farkas és mtsai., 2017), hogy a harom talalat elméleten alapul6
modelliinkben a PACAP HZ egerek idealisak modellallatnak, ebben a kisérletben nem vizsgaltuk
a PACAP KO ¢és WT utddokat. A modell komplexitasa, valamint, a véges allathdzi kapacitas és a
teszteredmények Osztrusz ciklus valtakozasabol adodoé varhatdéan nagyobb szorasa miatt a ndstény
allatok vizsgalatarol is le kellett mondanunk. Tizenhét, illetve huszondt him PACAP HZ egeret
azonositottunk PCR segitségével az AFR ¢és az MD180 fécsoportban. Négy alcsoportot hoztunk
létre mind az AFR (a csoportok az abrakon egységesen a-d-vel jeloltek), mind az MD180
focsoportban (e-h csoportok), ahogy azt az 1. abra mutatja. Négy alcsoportot (¢, d és g, h
csoportokat) a PD125-PD139 kozott CVMS-nek tettiink ki, szemben négy kontroll alcsoporttal (a,
b és e, f csoportok), amelyeket nem tettiink ki stresszhatasnak. Az alcsoportok felét naponta
intraperitonedlis (ip) fluoxetin (20 mg/kg/nap 0,2 ml sdoldatban) injekcidval kezeltiik (b, d, f, h

csoport), fizioldgias sdoldattal (0,2 ml vivéanyag) injektalt alcsoportokkal (a, ¢, €, g csoport)
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szemben (lasd még az 1. abrat). Az injekcio beadasanak helyét a hasfalon naponta valtoztattuk a
szovetkarosodas csokkentése érdekében. 4-6 allat alkotott egy-egy alcsoportot (a-h). A CVMS
paradigma a korabban publikaltak szerint (Farkas és mtsai., 2016, 2017) napkdzbeni (dontott
ketrecallas, sotét szoba, razogép) és éjszakai (nedves alom, szocialis izolacid, csoportban tartas) az
allatok hozzéaszokasanak elkeriilése érdekében folyamatosan varidlt stresszorbol allt. Az allatok

testtomegét a stresszperiddus elsd és minden negyedik napjan az injekciozas idején mértiik.

maternalis deprivacio CVMS + kezelés
Fogantatdas Sziiletés PD1-14 PD125-139 perfuzid

————— |

Vehiculum a
Kontroll <
Fluoxetin b

PACAP
heterozigota Vehiculum e
Kontroll <:
Fluoxetin f I
1. ,talalat” 2. ,talalat” 3. talalat” 4. Terapia
Genetikai Epigenetikai Kornyezeti
hattér hatas stresszhatas

1. abra: Az in vivo kisérlet idovonala, és kisérleti elrendezés. Az ezen az dbran haszndlatos
betijelolést (a-h) és a szinkodokat a dolgozatban bemutatott osszes diagrammon kovetkezetesen
hasznaljuk a kénnyebb dtlathatosag érdekében. Zold hattér: normal allathazi kériilmeények kozott
tartott (AFR), piros hattér: napi harom ords anyai megvondason dtesett (MD180) csoportok. Ezeken
beliil, a sététebb arnyalat a kronikus variabilis enyhe stresszt (CVMS) elszenvedett, a vilagosabb
arnyalat a kronikus stressznek ki nem tett, kontroll (Ctrl) allatok csoportjaira utal. A vastag fekete
keret a fluoxetin kezelést jelképezi, a vivoanyaggot kapott allatokkal szemben. PD: sziiletés utdni

nap (postnatal day).
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Az allatokat standard méretii (30 x 30 x 28 cm) polikarbonat ketrecekben tartottuk (ketrecenként
4-5 egér), szabalyozott hdmérsékleten (24 °C) és paratartalomban (50%), 12 oras vilagos-sotét
periddusokban (a lampak este 6 orakor kapcsoltak le) a Pécsi Tudomanyegyetem Anatomiai
Intézetének allathazaban. Ad libitum hozzaférést biztositottunk a standard ragcsalotaphoz és
ivovizhez. A faforgics almot minden masodik nap cseréltiik. Az in vivo kisérleteket a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal engedélyezte (engedélyszam: BAI/35/51-122/2016) a Pécsi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatj6léti Bizottsaganak és a magyar Allatkisérleti Tudomanyos

Etikai Tanacs tamogaté javaslata alapjan.

3.2. Viselkedési tesztek

Osszesen négy tesztet végeztiink a korabbi munkainkban leirt médon (Kormos és mtsai., 2016;
Farkas és mtsai., 2017, Kormos és mtsai., 2022). A szorongas szintjének felmérésére a light-dark
box (LDT) és a marble burying tesztet (MBT) hasznaltuk. A depresszio-szerii viselkedés
felmérésére tail suspension (TST) és forced swim teszteket (FST) végeztiink. Az egyes tesztek utan
az allatokat visszahelyeztiilk eredeti ketreceikbe. Minden tesztet a viselkedési vizsgalatok
kiértékelésében nagy tapasztalattal rendelkez6 személy elemzett, aki az értékelés idején nem tudta,

hogy a vizsgalt allat melyik csoportba tartozik.

3.2.1. Light-dark box teszt

A kisérletet egy 40x20x27 cm-es doboz segitségével végeztiik, melyet egy 7X7 cm-es nyilassal
ellatott, atlatszatlan fal valasztott el két egyenld méretli részre. A doboz egyik oldala fehérre volt
festve és 100 W-os lampaval vilagitottuk meg, mig a masik rekesz fekete fala és sotét volt (Crawley
¢s Goodwin, 1980). Az egereket a megvilagitott rekeszbe helyeztiik arccal a nyilas felé forditva, és

5 percig videokameraval rogzitettiik viselkedésiiket. A vilagos teriileten toltott idot értékeltiik.
3.2.2. Marble burying teszt

Az allatokat egyenként ketrecekbe (30x30x28 cm) helyeztiik, amelyekbe el6z6leg 24 db szines, 15
mm atméréji tiveggolyot tettiink a friss, 4 cm vastagsagt alom tetejére. Az egereknek 30 perc allt
rendelkezésére, hogy bejarjak a ketrecet az iliveggolyodkkal. Az allatok szorongdsszintjének
meghatarozasara az elrejtett (azaz legalabb 2/3 résziikig az alomba temetett) golyok szamat

rogzitettiikk (Njung'e és Handley, 1991; Farkas és mtsai., 2017).
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3.2.3. Tail suspension teszt

Az egereket 6 percre 50 cm-rel egy asztallap felett a farkuknal fogva ragasztdszalag segitségével
felfuggesztettiik. Mozgasukrol videodfelvétel késziilt, és a teszt utolsoé 4 percében a mozdulatlanul
toltott id6t (immobilitasi 1dO) értékeltiik (Steru €s mtsai., 1985; Farkas és mtsai., 2017).

3.2.4. Forced swim teszt

A vizsgalat a Porsolt (1977) teszt Ghasemi (2009) altal modositott protokollja szerint tortént. Az
egereket 11,5 cm atmérdjii, 25 cm magas iiveghengerekbe helyeztiik, melyeket el6zéleg 23 °C-0s
csapvizzel toltottiink fel 19 cm-ig. Az immobilitasi id6t a 6 perces felvételek utolsd 4 percében
értékeltiik (Farkas és mtsai., 2017).

3.3. Perfizio és minta el0készités

Az allatokat a PD140-en 9 és 12 6ra kozott uretdn injekeid segitségével talaltattuk (ip; 2,4 mg/kg).
Egy ketrec minden allata 2 percen belill megkapta az altatd injekciot. A mar alvo egerek
testtomegét megmértiik, majd a mellkas felnyitasa utan kb. 1 ml bal kamrai vérmintat vettiink 50
ul 7m/m%-os EDTA-oldattal el6toltott fecskendébe, hogy a vér megalvadasat elkeriiljiik. Ezutan,
amegnyitott bal kamran keresztiil egy kaniilt vezettiink az aortaba, hogy az 4llatokat 20 ml jéghideg
0,1 M foszfatpufferelt sooldattal (PBS, pH 7,4), majd 150 ml 4%-0s paraformaldehid-oldattal
(Millonig pufferben oldva, pH 7,4) perfundaljuk. A jobb pitvart megnyitottuk, hogy az oldatok a
szisztémas keringésen keresztiil aramolhassanak. A vérmintakat 5 percig 3000/perc
fordulatszamon centrifugaltuk. A plazma feliiliszot 6sszegytijtottiik és -20°C-on taroltuk a CORT
radioimmunassay-hez. A perfuzio utan a thymust és a mellékvesevel6t eltavolitottuk, tomegiiket
megmértiik. Az agyakat eltavolitasuk utan 72 o6ran at 4°C-on posztfixaltuk. A koronalis sika
metszeteket vibratom (Leica VT1000 S, Leica Biosystems, Wetzlar, Németorszag) segitségével
készitettiik. Négy sorozat 30 um vastag metszetet antifreeze oldatban (20% etilénglikol, 30%

glicerin és 0,1 M natrium-foszfat puffer) -20°C-on taroltunk a festésig.
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3.4. CORT radioimmunassay

A radioimmunassay mérés soran 5 ul szérum és 100 ul assay puffer (0,5 M PBS, ami 1g/l zselatint
¢és 1g/1 natrium-azid keverékébdl all, pH=7,4) elegyét extrahaltuk 1 ml dietil-éterrel. 1,25 ml assay
pufferrel rekonstrualtuk a szaraz extraktumot, amib6l két parhuzamos mérést végeztiink. A csovek
500 pl extraktumot és tricialt CORT-t (12000 cpm; NEN, NET-399,90-120 Ci/mmol), illetve 15
nl/csé CS-RCS-57 antitestet 1:47000 munkahigitasban tartalmaztak, sszesen 700 pl volumenben.
Standard mintaként 9 higitdsban CORT-t (Calbiochem, San Diego, CA, USA) hasznaltunk. A
csoveket egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk, ezt kovetéen aktiv szén segitségével szeparaltuk a
dextrannal boritott szabad szteroidokat. Kétfazisu folyadék szcintillacids rendszerrel allapitottuk

meg a mintak aktivitdsat. Az assay szenzitivitasa 30 fmol/csé volt.

3.5. Szovettani vizsgalatok

3.5.1. Free-floating CRH-FOSB (ovBNST és CeA), UCN1-FOSB (cpEW), 5-HT-FOSB (DR) és
TH-FOSB (VTA) kettés immunfluoreszcens jelolés

A vizsgalando agyi teriiletek idealis sikban késziilt metszeteit a Paxinos és Franklin (2001) egéragy
atlasz alapjan valogattuk ki, az alabbi a Bregmahoz (Br) viszonyitott tavolsagok szerint: OVBNST
(Br +0,35 mm és - 0,15 mm kozott), CeA (Br -1,45 mm és -1,95 mm ko6zott), VTA (Br -2,15 mm
€s -2,65 mm kozott), cpEW (Br -3,2 mm és -3,8 mm koz6tt) DR (Br -4,35 mm és -4,85 mm kozott).

A festés elsé 1épéseként 6 X 10 perces PBS-mosassal eltavolitottuk az antifreeze oldatot, és citrat
puffer oldatban (90°C, pH 6, 10 perc) hdindukalt antigén helyreallitast végeztiink. Ezutan, 60 percig
0,5%-0s Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) oldattal permeabilizaltuk a
sejtmembrant. Ezt kovetden 60 percig normal szamar szérumba helyeztiik a metszeteket a nem
specifikus kotéhelyek blokkolasanak céljabol (NDS, Jackson Immunoresearch, Europe Ltd.,
Suffolk, UK), amelyet a CRH-FOSB jelolésnél 5%-ra, az UCN1-FOSB, 5-HT-FOSB és TH-FOSB
festési eljarasoknal pedig 2%-ra higitottunk PBS-ben. Ezt kovetéen a metszeteket az NDS-ben
oldott primer antitestek koktéljaba helyeztiik. Ezek a kovetkezdk voltak: nyal anti-FOSB (1:250,
Santa Cruz, sc-48, RRID:AB_631515, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz CA, USA)
kombinalva a) kecske anti-CRH-val (1:150, Santa Cruz, sc-1759; RRID: AB 631300) 72 o6ran
keresztiil, 4°C-on, b) kecske anti-UCN1-gyel (1:175 Santa Cruz, sc-1825; RRID: AB_2304014)
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48 oran keresztiil, 4°C-on, ¢) egér monoklonalis anti-5-HT-nal (1:10000, Dr. Lucienne Léger,
Université Claude Bernard, Lyon, Franciaorszag; RRID:AB 2313872) 48 o6ran keresztiil, 4°C-on,
vagy d) monoklonalis egér anti-TH-zal (1:1000, Sigma-Aldrich; RRID:AB_477569) 16 o6ran
keresztiil, 4°C-on. A 2 x 15 perces PBS mosas utan a metszeteket a szintén PBS-ben oldott, NDS-
t tartalmazé masodlagos antitestek keverékébe helyeztiik. A FOSB jelolésére minden esetben
cyanin-3 (Cy3) konjugalt szamar anti-kecske szérumot (1:800, Jackson Immunoresearch;
RRID:AB 2340411) hasznaltunk. Ehhez a CRH immunreakci6 vizualizalasa érdekében biotinilalt
szamar anti-kecske antiszérumot (1:1000, Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2340397) adtunk
24 6ran keresztiil, 4°C-on. 2 X 15 perces PBS mosast kovetden a metszeteket 3 6ran keresztiil
cyanine 5 (Cy5) konjugalt streptavidin (1:1000, Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2337245)
PBS-es oldataba helyeztiik at. Az UCNI1 jeloléshez Alexa 488-konjugalt szamar anti-kecske
(1:200, Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2336933), illetve az 5-HT ¢és TH jel6léshez Alexa
488-konjugalt szamar anti-egér (1:500, Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2341099) szekunder
antiszérumokat adtunk 3 drara. Végiil a metszeteket 2 x 15 percig PBS-ben oblitettiik, zselatinnal

bevont targylemezekre huztuk, levegén szaritottuk és PBS-ben oldott 50%-os glicerinnel fedtiik.

3.5.2. Free-floating immunhisztokémia az acetil-lizin H3 hisztonfehérje és a FOSB jelolésére
diamino-benzidin kromogénnel

A fixalo és az antifreeze eltavolitasa céljabol végzett 4 x 15 perces PBS mosas utan a metszeteket
60 percig 0,5%-0s Triton X-100 oldatban permeabilizaltuk. Normal kecskeszérumot (NGS,
Jackson Immunoresearch, 60 perc, 2%, PBS-ben oldva) hasznaltunk a nem specifikus kotéhelyek
blokkolasara. Ezutan a metszeteket anti-acetil-lizin 9 H3 hiszton antitestek (1:4000, Sigma Aldrich;
Cat# SAB4500347; RRID:AB_10742909) vagy nyul anti-FOSB (1:500, Santa Cruz, sc-48, RRID:
AB_ 631515, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz CA, USA) 2% NGS-t is tartalmazo
oldataba helyeztiik, és egy éjszakan at szobahdmérsékleten inkubaltuk. 2x15 perces PBS 6blités
utan a metszeteket 60 percig kezeltiik biotinilalt kecske anti-nyul IgG oldattal (1:200, Vectastain
ABC Elite Kit, Vector Lbs., Burlingame, CA, USA), majd PBS &blitést kovetden, peroxidaz-
konjugalt avidin-biotin komplexben (Vectastain ABC Elite Kit) 60 percig inkubaltuk. Tovabbi
PBS mosasok utan az immunreakciot Tris pufferben (pH 7,4) 0,02% 3,3'diaminobenzidin (DAB,
Sigma-Aldrich) és 0,03 m/v% H20 segitségével hivtuk el6. A jel/hattér arany optimalizalasa
érdekében a reakciot fénymikroszkop alatt szemkontroll mellett végeztiik, végiil PBS pufferben

allitottuk le. A PBS-0blitéseket kovetden a metszeteket zselatinnal bevont targylemezekre huztuk.
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Levegén valo szaritas majd dehidratalas (50%, 70%, 96%, abszolut etanol, 5 perc) utan a
targylemezeket 2x10 percre xilolba helyeztiik, végiil Depex-szel (Fluka, Heidelberg, Németorszag)
fedtiik le.

3.5.3. Immunhisztokémiai kontrollok

A CRH-antitestiinket (Santa Cruz, sc-1759) a human CRH C-terminalis peptidfragmentuma ellen
termeltették. A gyartdo honlapjan publikaltak (http://datasheets.scbt.com/sc-1759.pdf), hogy az
antitest specificitasat Western blot segitségével ellendrizték. Az UCN1 antitestet (Santa Cruz, sc-
1825) a patkany UCN1 C-terminalis peptidfragmentuma ellen termeltették. A szérum specificitasat
korabbi munkainkban (Kormos és mtsai., 2016; Farkas és mtsai., 2017) teszteltiik egérben. Az 5-
HT antitest Dr. Lucienne Léger (Léger és mtsai., 2001) ajandéka. Ezt az antitestet korabban egér
agyszovetben teszteltiik (Kormos és mtsai., 2016). A TH ellenanyagot (Sigma-Aldrich) az egér TH
C-terminalis peptidfragmentuma ellen termelték, specificitasat Western blot segitségével tesztelték
a gyartd honlapjan kozzétett adatok szerint
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t2928). Az acetil-lizin 9 H3 hiszton
ellenanyagot egy szintetikus peptid (a fehérje 3-52. savmaradék tartomanya) ellen generaltak,
amely a Lys9 acetilacios helyet is tartalmazza. A szérum specificitasat a gyartd egérszoveten
tesztelte

(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sab4500347?lang=hu&region=HU). A
kisérletben hasznalt FOSB ellenanyagot (Santa Cruz, sc-48) a human FOSB C-terminalis
peptidfragmentuma ellen termeltették, amelyet korabban szintén teszteltiink (Sterrenburg és mtsai.,
2011; Kormos ¢és mtsai., 2016; Farkas és mtsai., 2017). Az elsdleges vagy masodlagos
antiszérumok elhagydsa vagy nem immunizalt (normal) szérumokkal vald helyettesitésiik nem
eredményezett felismerhetdé immunjelolédést. A szintetikus blokkold peptidekkel torténd
preabszorpcid utan sem kaptunk detektalhaté jelet (Kormos €s mtsai., 2016; Farkas és mtsai.,

2017).
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3.6. Mikroszkopia, digitalis képalkotas és morfometria

Az immunfluoreszcencia vizsgalatat és digitalizaldsat az Olympus Fluoview 1000 konfokalis
mikroszkop (FV10-1000S-1X81) segitségével végeztiik. A képeket a megfeleld fluoroforok foton
count iizemmodban torténd szekvencialis pasztazasaval rogzitettiik, hogy elkeriiljiik az emisszids
spektrumok részleges atfedéséb6l adodo alpozitiv jelet, és megbizhatd szemikvantitativan
értékelhetd fluoreszcens jelet kapjunk. A konfokalis apertura beallitdsai 80 um, 1024 x 1024
felbontas voltak, 20x objektivvel (NA: 0,75) kiegészitve. A fluoroforok gerjesztési és emisszios
spektrumanak kivalasztisa a Fluoview szoftver alapbeallitasainak alkalmazasaval tortént. A
festékek gerjesztéséhez a kovetkezd 1ézersugar hullamhosszokat hasznaltuk: Alexa Fluor 488
esetében 488 nm; Cy3 esetében 550 nm; CyS5 esetében 670 nm. A pasztazas utan a csatornak képeit
egyenként ¢és illesztve is elmentettiik és taroltuk. Az egyes csatornakhoz virtualis voros illetve zold

szineket rendeltiink a kolokalizal6 fluoreszcens jelek értékeléséhez.

A sejtszamlalast tapasztalt morfologus végezte manudlisan gy, hogy nem kapott eldzetes
informaciot arrél, mely allatokhoz tartoznak az egyes szamkodolt képfajlok. A sejtek szamat
agyteriiletenként 6t digitalis képbdl atlagoltuk, ahol az adott mag/teriilet teljes keresztmetszeti
teriiletét figyelembe vettiik. Az immunfluoreszcencia intenzitasat ImageJ szoftverrel (v1.42, NIH,
Bethesda, MD) mértiik. Tiz perikaryont értékeltink a CRH, UCN1, 5-HT vagy TH esetében 5
eredeti képen, ahol manualisan jeldltik ki a citoplazmatikus teriileteket a megfelelé csatorna
felvételein. A citoplazmatikus jelerdsséget a hattér intenzitassal korrigaltuk. Ez utdbbit az
immunreaktiv sejtek kozelében véletlenszeriien kivalasztott immunnegativ teriileteken mértiik. Az
igy kiszamitott specifikus jeldenzitast (SSD) onkényes egységekben (6.e.) fejeztiik ki. A DAB-
jelolt acetil-lizin H3 és FOSB immunhisztokémiai vizsgalat preparatumait Nikon Microphot FXA
mikroszkdppal értékeltiik és digitalizaltuk Spot RT kamera (Nikon, Tokio, Japan) segitségével.
Egerenként ebben az esetben is ot felvételt készitettiink minden egyes agyteriiletrdl. A megjelolt
sejtmagokat az ovBNST, CeA, cpEW, DR ¢és VTA teljes feliiletét figyelembe véve manualisan
szamoltuk meg. A PFC esetében egy 500 x 750 um-es teriiletet (lasd 3J abra) értékeltiink. A
hippocampusnal a CA1 és CA3 régidk stratum pyramidalé-jaban egy 1200 um-es savban, mig a

DG szemcsesejtes rétegében szintén 1200 pm-es szélességben szamoltuk a sejteket. A
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publikalashoz a kivalasztott reprezentativ képeket Photoshop szoftverrel (Adobe, San Jose, CA)

kontrasztositottuk.

3.7. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést Statistica szoftverrel (v8.0; Statsoft, Tulsa, OK, USA) végeztiik. Minden
adatot a csoport atlagaként adtunk meg, és abrazoltuk az atlag standard hibajat. A két szigma
tartomanyon tuli adatokat kizartuk az értékelésbdl. Az adatok normalitasat Shapiro-Wilk teszttel
(Shapiro és Wilk, 1965), mig a variancia homogenitasat Bartlett Chi-négyzet probaval (Snedecor
¢és Cochran, 1989) vizsgaltuk. Az adatokat tobbutas varianciaanalizisnek (MANOVA) vetettiik ala,
amelyet Tukey post hoc tesztek kovettek (a<5%). Az adatsorok mélyebb kapcsolatanak feltarasa

érdekében Spearman-féle korrelacios tesztet is végeztiink.
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4. Eredmények

4.1. A modell validitasa

4.1.1. Testtomegvaltozas

Az allatok testtomegének valtozdsat a stressz hatékonysdganak bizonyitasara hasznaltuk. A
MANOVA az anyai gondoskodas 6 hatasat a testtomegvaltozas tekintetében a stressz-idészak
masodik hetében szignifikdnsnak mutatta (F1,32=7,61; p<0,01). Emellett szignifikdns masodrendii
hatasokat regisztralt, mint az anyai gondoskodas x kezelés (F1,32=4,27; p<0,05); stressz x kezelés
(F1,32=6,8; p<0,02) és harmadrendii interakciot (F1,32=4,36; p<0,05) az anyai gondoskodas, a
kezelés és a stressz kozott. A post hoc tesztek alapjan a CVMS-expozicio csokkent testtomeg
gyarapodast eredményezett, amit a fluoxetin kezelés visszaforditott az AFR egerekben (lasd 2A
abra, c vs. d oszlop; p<0,05). Ezzel szemben, az anyai megvonason atesett, CVMS-t elszenvedett
egerekben az SSRI kezelés hatdstalan maradt testtomeg-gyarapodas szempontjabol (2A ébra, g vs.
h oszlop). Az MD180, stresszelt és kezelt, illetve az ugyenezen csoportba tartozé AFR allatok
testtomeg-gyarapodasa kozotti kiilonbség viszont igen nagy (2A abra, d vs. h oszlop; p<0,01).

4.1.2. A mell¢kvese relativ tomege

A MANOVA az anyai megvonas f6 hatasat énmagaban (F1,32=9,38; p<0,01) és a faktorok
harmadrendii kdlcsonhatasat is szignifikansnak talalta a mellékvesék testtomeghez viszonyitott
tomegének tekintetében (F1,32=4,57; p<0,05). Ezzel szemben, a post hoc teszt nem mutatott Ki

szignifikédns kiilonbségeket egyik csoportpar kozott sem (2C abra).

4.1.3. A thymus relativ tomege

A MANOVA a stressz 6 hatasat (F1,34=4,74; p<0,04) ¢és a faktorok harmas kolcsonhatasat
(F1,34=11,25; p<0,01) a thymus relativ tomegére nézve szignifikansnak mutatta. A post hoc
tesztek alapjan a stressz tendenciézusan csokkentette a thymus tomegét az AFR, fluoxetinnel kezelt
egerekben a kontrollhoz képest (2E abra, b vs. d oszlop; p=0.08). A Spearman-féle korrelacios teszt
is alatamasztotta CVMS paradigmank megbizhatosagat, kiemelve a test-, és a thymus tomeg-
adatok ko6zotti kapcsolatot (p=-0,36; p<0,03).
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2. abra: A fizikai-, és endokrin paraméterek, illetve a viselkedési tesztek eredményeinek
osszefoglalasa. (A) A csoportok testtomegének valtozdasa a kronikus variabilis enyhe stressz
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(CVMS) idoszakaban a PDI125 és a perfuzio (PD140) kozott, grammban (g) kifejezve. (C) A
mellékvese relativ (testtomegre vonatkozatott) tomege (x 10° g/g). (E) A thymus relativ,
(testtomegre vonatkoztatott) tomege, (x 10 g/g). (G) Vérplazma kortikoszteron titer (nmol/l). (B)
A megvilagitott kompartmentben toltott ido a light-dark box teszt sordan, masodpercekben (s)
kifejezve. (D) A marble burying teszt sordn elrejtett tiveggolyok darabszama (db). Immobilitasi idd
a (F) tail suspension és (H) a forced swim tesztekben, masodpercben (s) kifejezve. AFR: normal
allathazi kériilmények kozott tartott dllat, MD180: 180 perces anyai megvonas, Ctrl: kontroll (azaz
CVMS-nek nem kitett); Vehic: fiziologias sooldatot kapott; Fluo: fluoxetin kezelésben részestiilt. Az
oszlopok feletti betiik a csoportparok kozotti legrelevansabb post hoc statisztikai kiilonbségeket

Jjelolik, amelyek szignifikansnak bizonyultak (p<0,05).

4.1.4. CORT titer

crer

MANOVA a faktorok harmas kolcsonhatasat mutatta (F1,33=4,97; p<0,04). A post hoc teszt
eredményei alapjan a stresszt elszenvedett, fluoxetinnel kezelt, MD180 allatok tendenciézusan
csokkent CORT-szintet mutattak, dsszehasonlitva a vivoanyaggal kezelt egerekkel (lasd 2G ébra,
h vs. g oszlop; p=0,15).

4.2. Viselkedési tesztek eredményel

4.2.1. Light-dark box teszt

A MANOVA eredményei alapjan az anyai megvonas hatasa (F1,33=7,36; p<0,02) énmagéban,
illetve a stressz x kezelés interakcio (F1,33=9,0; p<0,01) szignifikansnak mutatkozott a doboz
vilagos kompartmentjében toltott idétartamra nézve. Habar a post hoc tesztek nem mutattak
szignifikans kiilonbséget, a fluoxetinnel kezelt, kontroll, nem deprivalt allatok tendenciézusan
kevesebb 1d6t toltottek a megvilagitott rekeszben, mint a vehikulummal kezelt egerek (lasd 2B
abra, a vs. b 0szlop). Stresszt kdvetden ez a jelenség megfordult (2B abra, b vs. d oszlop). Az anyai
deprivaciot elszenvedett csoportok kozott semmilyen kiillonbség sem mutatkozott (2B. abra, lasd

e-h oszlopok).
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4.2.2. Marble burying teszt

A MANOVA a stressz (F1,32=52,0; p<107), a kezelés (F1,32=36,4; p<107) tovabba a stressz és a
kezelés masodrendii kdlcsonhatasat (F1,32=16,4; p<0,001) mutatta. A post hoc tesztek szerint, a
stresszelt és fluoxetinnel kezelt allatok esetében csokkent az elrejtett liveggolyok szdma a
vivoanyaggal kezelt egerekhez képest, fliggetleniil az anyai gondoskodas mindségétol (2D ébra, ¢

vs. d oszlop; p<0,001 és g vs. h oszlop; p<107).
4.2.3. Tail suspension teszt

A MANOVA a kezelés 6 hatasat (F1,34=14,63; p<0,001) és az anyai gondoskodas x stressz
(F1,34=6,1; p<0,02), valamint az anyai gondoskodas x kezelés (F1,34=5,62; p<0,03) masodrendii
hatéasat talalta szignifikdnsnak. AFR egereknél a fluoxetin kezelés csokkentette az immobilitasi id6t
a CVMS csoportban (2F abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,05), mig a kontrolloknal a fluoxetin hatasa
tendencia szintii maradt (a vs. b oszlop). Ezzel szemben, az MD180 egerekben a fluoxetin kezelés

hatasa elveszett a post hoc tesztek szerint.

4.2.4. Forced swim teszt

Az anyai gondoskodas mindsége (F1,33=17,6; p<0,001), az antidepresszéans kezelés (F1,33=13,2;
p<0,001) és az anyai gondoskodas és a stressz interakcioja (F1,33=64,4; p<10®) befolyasolta az
immobilitasi id6t. A post hoc tesztek alapjan a CVMS-expozicid tendencia szintjén ndvelte az AFR
egerek immobilitasi idejét (2H abra, a vs. ¢ oszlop; p=0,11), a stressz ezen hatasa fluoxetin kezelés
mellett is megfigyelhet6 volt (2H abra, b vs. d oszlop; p<0,05). Az anyai megvonas nemcsak a
stressz hatasat valtoztatta meg (v6. a és ¢ VS. e és g oszlopparok), hanem a fluoxetin kezelés
hatékonysagat is a stresszelt allatokban: az AFR egerekben az SSRI novelte, mig az MD180
egerekben csokkentette az immobilitasi idot (2H abra, d vs. h oszlop; p<10™). A fluoxetin kezelés
tendenciozusan tovabb csokkentette az amugy is alacsony immobilitasi id6t a deprivalt, stresszelt

allatokban (2H abra, g vs. h oszlop; p=0,10).
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3. abra: FOSB immunreaktivitas (ir) a prefrontdlis kéregben (PFC). Reprezentativ képek
illusztraljak FOSB-ir-t a PFC-ben a vivéanyaggal (Vehic) (A) és fluoxetinnel (Fluo) kezelt (B)
kontroll (Ctrl), valamint a kronikus variabilis enyhe stressznek kitett (CVMS) és a vivoanyaggal
(C) vagy fluoxetinnel injektalt AFR egerek esetében. Az anyai megvonas (MD180) befolyasolta a
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FOSB-ir-t ahogy azt az (E-H) dbrak mutatjik. Az (A-H) képeken lathato teriilet megfelel a PFC
Franklin, 2001)]. Az (1) diagramm a FOSB-ir sejtszamot szemlélteti. Az oszlopok feletti betiik a
csoportparok kozotti leglényegesebb szignifikans kiilonbségeket jelolik a post hoc tesztek alapjan.
AFR: normal allathazi kériilmények kozott tartott allat. Lépték: 100 um.

4.3. Szovettani eredmények

4.3.1. PFC

4.3.1.1. FOSB pozitiv sejtek szdma

Ebben a festésben viszonylag erds neuronalis aktivitas volt megfigyelheté a PFC-ben minden
egéresoportban. A stressz f6 hatasa (F1,32=28,601; p<10™), valamint az anyai gondoskodas és a
stressz interakcidja (F1,32=5,078; p<0,04) szignifikans hatast gyakorolt a FOSB pozitiv sejtek
szamara. A post hoc tesz alapjan, AFR egerekben a CVMS-expozicid a sejtszam szignifikans
emelkedését okozta mind a vivéanyaggal kezelt (V6. 31 abra a vs. ¢ 0szlop; p<0,001, valamint a 3A
abrat a 3C abraval), mind a fluoxetinnel kezelt egerekben (lasd 31 abra b vs. d oszlop; p<0,001,
valamint a 3B, D abra). Ha a CVMS-nek kitett AFR egerek fluoxetint kaptak (lasd a 31. abra d
oszlop és a 3D abra képét), magasabb (p<10*) FOSB-sejtszamot lattunk, &sszehasonlitva a
kontroll, fluoxetinnel kezelt, AFR egerekkel (lasd a 31. abra b oszlop és a 3C abra képét). Anyai
megvonas utan sem a CVMS, sem a fluoxetin kezelés nem befolyasolta a FOSB sejtszamot a PFC-
ben (lasd a 31. abra e-h oszlopait és a 3E-H abrékat). A FOSB pozitiv sejtek szdma a stresszelt és
fluoxetinnel kezelt MD180 egerekben sokkal alacsonyabb volt (p<0,01), mint a megfelel6 AFR
csoportokban megfigyelteké (lasd a 31. abra d vs. h oszlop és a 3D, H abrak).

4.3.1.2. Acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

A MANOVA kimutatta, hogy a fluoxetin kezelés féhatasként (F1,32=7,72; p<0,04), illetve az
anyai gondoskodas és a kezelés interakcidja (F1,32=5,43; p<0,03) szignifikansan befolyasolta a
H3K9ac immunreaktivitast. A post hoc tesztek azt mutattak, hogy a fluoxetin kezelés csokkentette
a H3K9ac pozitiv sejtek szamat az AFR, kontroll csoportban (v6. 4A és B abra, valamint a 4D abra,
a vs. b oszlop; p<0,04). Ezzel 6sszhangban a CVMS-nek kitett egerekben a fluoxetin kezelés a

H3K9ac pozitiv sejtek szamanak csokkenését okozta (4D abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,05). Fontos,
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4. abra: Acetil-lizin 9 H3 hiszton (H3K9ac) immunreaktivitas (ir) a prefrontalis kéregben (PFC).
Reprezentativ képek, amelyek a H3K9ac-ir-t mutaté magokat szemléltetik a PFC-ben a
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vivoanyaggal (Vehic) (A) és a fluoxetinnel (Fluo) kezelt PACAP heterozigota, kontroll (Ctrl)
normal dllathazi koriilmények kozott tartott (AFR) egerek agymetszeteirdl. Az (A, B) képeken
lathato teriilet megfelel a (C) sémas abran kiemelt PFC régionak [Paxinos és Franklin (2001)
nyoman, modositva]. A betiik a diagrammok oszlopai felett a legrelevansabb csoportparok kozotti
szignifikans kiilonbségeket jelolik a post hoc tesztek alapjan. CVMS: kronikus variabilis enyhe
stressz, MD180: 180 perces anyai megvondas. Lepték: 100 um.

hogy az anyai megvonason atesett, kontroll, vivbanyaggal kezelt egerekben tendenciézusan
alacsonyabb sejtszamot észleltliink (4D abra, a vs. e oszlop; p=0,068), illetve, hogy a fluoxetin
kezelés nem befolyasolta a sejtszamot az anyai megvonason atesett egerekben (e-h oszlopok a 4D

abran).
4.3.2. Hippocampus

4.3.2.1. FOSB pozitiv sejtek szama

A hippocampusban a FOSB immunreaktivitds gyengébb volt annal, mint amit a PFC-ben
megfigyelhettiink. Mig az AFR csoportokban alacsony sejtszamot észleltiink, addig az MD180
egerekben a jel minden alcsoportban szinte kimutathatatlanna valt. A CA1l teriileten az anyai
gondoskodas, mint f6 hatas (F1,32=7,378; p<0,01) és az anyai gondoskodas x stressz x kezelés
interakcidjanak hatasa (F1,32=7,235; p<0,01) befolyasolta a FOSB pozitiv sejtek szdmat. A
CVMS-nek kitett, AFR egerekben a fluoxetin kezelés szinte kimutathatatlan szintre csokkentette a
sejtszamot (lasd az SA, B abra képei és az 5C abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,01). A vivoanyaggal kezelt,
CVMS-en atesett, MD180 egerekben a FOSB-jel szintén nagyon alacsony volt (5C abra, ¢ vS. g
oszlop; p<0,05), amit a fluoxetin kezelés nem tudott tovabb csokkenteni (g vs. h oszlop a 5C abran;
p=0,51).

A CA3 teriileten a MANOVA az anyai gondoskodas 6 hatasat (F1,32=5,118; p<0,05), valamint a
stressz x kezelés (F1,32=11,70; p<0,02) és az anyai gondoskodés x stressz x kezelés (F1,32=7,616;
p<0,01) interakciokat talalta szignifikansnak. A kontroll, AFR egerekben a fluoxetin novelte a
FOSB pozitiv sejtek szamat (lasd 5D abra, a vs. b oszlop; p<0,05). A CVMS-expozicid szintén
novelte a FOSB-jelet az AFR egerekben (5D abra, a vs. ¢ 0szlopok; p<0,01), mig a fluoxetin ezt

szinte nullara csokkentette (lasd 5D ébra, ¢ vs. d oszlop; p<0,01 és az 5A, B 4brak). A maternalis
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deprivacio a fluoxetinre (5D ébra, b vs. f oszlop; p<0,01) és a stresszre (5D abra ¢ vs. g oszlop;

p<0,05) adott FOSB valaszt megsziintette.
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5. abra: FOSB immunreaktivitas (ir) a hippocampus cornu ammonis (CA) 1, CA3 és a gyrus

dentatus (DG) részeibdl. Reprezentativ képek, amelyek a FOSB-ir-t mutato magokat szemléltetik a
vivoanyaggal (Vehic) (A) és fluoxetinnel (Fluo) kezelt (B) kromikus variabilis enyhe stressznek
(CVMS) kitett, normal dllathazi kériilmények kozott tartott (AFR) egerek hippocampus-aban. Jol
megfigyelheto a viszonylag gyenge jel, amely gyakorlatilag kimutathatatlanna valik, ha az allat
korabban harom oras anyai megvonasban részestilt (MD180). A bekeretezett teriiletek a megfelelo
kis nagyitasu képek alatti nagyobb nagyitisu betétekben lathatok. A diagrammok a FOSB-ir
sejtmagok szamat szemléltetik a hippocampus CAl (C), CA3 (D) és DG (E) régioiban. Az oszlopok
feletti betiik a diagrammokon a csoportok kozotti leglényegesebb szignifikans kiilonbségeket jelzik

a post hoc tesztek alapjan. Ctrl: kontroll, Lepték: 200um
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A DG-ban a kezelés {6 hatasa (F1,32=7,086; p<0,05) és az anyai gondoskodas, a stressz ¢és a
kezelés harmas interakcioja (F1,32=9,267; p<0,01) szignifikansan befolyasolta a FOSB jelet. Az
AFR egerekben a stressz-expozicioé novelte a FOSB pozitiv sejtek szamat (S5E abra a vs. ¢ oszlop;
p<0,05), amit a fluoxetin kezelés visszaforditott (lasd az SE abra c vs. d oszlop; p<0,01 és az 5A,
B abra képeit). MD180 egerekben némi FOSB pozitivitas kimutathaté volt a vivoanyaggal kezelt,
kontroll allatokban, de ha az egereket CVMS-nek tettiik ki, a FOSB jel tobbé nem volt kimutathato
(5E abra, e vs. g oszlop; p<0,05), amit a fluoxetin kezelés nem tudott tovabb csdkkenteni (SE abra,

g vs. h oszlop; p<0,5).
4.3.2.2. Acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

A CAl régidban az anyai gondoskodas f0 hatdsa szignifikdnsnak mutatkozott (F1,32=11,168;
p<0,01). Emellett az anyai gondoskodas és a stressz masodrendii hatasat (F1,32=9,071; p<0,01),
illetve, ami még fontosabb, az anyai gondoskodas X stressz x kezelés harmas interakciojat
(F1,32=30,848; p<10) talalta szignifikAnsnak a MANOVA. Az AFR egerekben a CVMS hatés
(6E abra, a vs. ¢ oszlop; p<0,001) csokkentette a H3K9ac immunjelet, melyet a fluoxetin kezelés
visszaforditott (c vs. d oszlop; p<0,001). Az anyai megvonas alacsonyabb H3KO9ac
immunreaktivitast okozott a kontroll egerekben (6E abra, a vs. e oszlop; p<10). Erdekes modon,
a CAl régioban a fluoxetin kezelés (1asd 6F abra, e vs. f oszlop; p<10™ és a 6A, C abra) és a CVMS
expozicid is (6E abra, e vs. g oszlop; p<0,001 és a 6A, B abra) novelte a H3K9ac pozitiv sejtek
szamat. A CVMS-nek kitett, MD180 egerek fluoxetin kezelése nem befolyasolta a hiszton
acetilacié mértékét a CAl régidban (lasd a 6E 4abra, g és h oszlop; p=0,66, valamint a 6B, D dbra
képeit).

A CAZ3 teriileten az anyai gondoskodas f6 hatasa (F1,32=5,454; p<0,05) és az anyai gondoskodas
x stressz x kezelés interakcidja (F1,32=29,286; p<107®) szignifikdnsan befolyasolta a hiszton
acetilaciot. A CAl-hez hasonléan, CVMS-expozicio hatasara (6F abra, a vs. ¢ oszlop; p<0,01) az
AFR egerek alacsonyabb H3K9ac-immunjelet mutattak, de ha fluoxetinnel kezeltiik 6ket (c vs. d
oszlop; p<0,01), az acetilaci6 mérteke ismét magasabb volt. Az anyai megvonas Vviszonylag
alacsony jelet eredményezett a vehikulummal kezelt, kontroll egerekben az AFR-hez képest (6F
4bra, a vs. e oszlop; p<10™). A fluoxetin kezelés ndvelte a hiszton acetilaciot az MD180, kontroll
egerekben (6F abra, e vs. f oszlop; p<0,001). A CVMS-expozicidé pedig szintén novelte az
acetilaciot (6F abra, e vs. g 0szlop; p<0,001), de ha a fluoxetin kezelést az MD180 egerek a CVMS-
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expoziciot kovetéen kaptak, ami mindharom "talalatot" hordozo eset volt, a hiszton-acetilacio

alacsonyabbnak mutatkozott (6F abra, g VS. h; p<0,01).
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6. dbra: Acetil-lizin 9 H3-hiszton (H3K9ac) immunreaktivitdis (ir) a hippocampus cornu
ammonisban (CA) 1, CA3 és gyrus dentatus (DG) subdivizioiban. Reprezentativ képek illusztraljak
a H3K9ac immunreaktivitast hdromoras anyai megvondsnak kitett (MD180) dllatok
alcsoportjaiban: vivoanyaggal (Vehic) (A) és fluoxetinnel (Fluo) kezelt (C) kontroll (Ctrl),
valamint vivoanyaggal (B) és fluoxetinnel kezelt (D) kronikus variabilis enyhe stressznek (CVMS)
kitett egerek hippocampus-dt lathatjuk. A kisebb nagyitdsu képeken bekeretezett teriiletek nagyobb
nagyitasu képbetétekben is lathatok a megfelelo kép alatt. A H3K9ac immunreaktivitas dinamikdjat
szemlélteto diagrammok a CAl (E), CA3 (F) és DG (G) teriiletén mutatjak a sejtszamok atlagat
csoportonkent. Az oszlopok feletti betiijelek a csoportparok kozétti leglenyegesebb szignifikans
kiilonbségeket jelzik a post hoc tesztek eredményei alapjan. AFR: normal allathazi koriilmények

kozott tartott egerek. Léptek: 200 um.

A DG-ban az anyai gondoskodas (F1,32=30,65; p<107®) és a stressz (F1,32=15,25; p<0,001) 5
hatasa, illetve az anyai gondoskodas x stressz (F1,32=38,14; p<10'5), a stressz x kezelés
(F1,32=15,83; p<0,001), valamint az anyai gondoskodas X stressz x kezelés (F1,32=74,61; p<10
%) interakciok is befolyasoltak az acetilalt sejtek szamat a MANOVA eredményei szerint. Az AFR
allatokban a H3K9ac immunreaktivitds dinamikédja hasonld volt, mint amit a CAl és CA3
régiokban megfigyeltiink: A CVMS-expozicio csokkentette a sejtszamot (6G abra, a vs. ¢ oszlop;
p<10), amit a fluoxetin adagolasa tendenciézusan megforditott (6G abra c vs. d oszlop; p=0,079).
Az MD180-t atélt, kontroll, vivoanyaggal kezelt egereknél az acetilacio mértéke csokkent (6G
4bra, a vs. e 0szlop; p<10®). A fluoxetin kezelés hatasa a sejtszamra a CVMS-expoziciotol fiiggott
az MD180 egerekben: a kontroll allatokban a fluoxetin kezelés megemelte az acetilalt sejtek szaméat
(e vs. f oszlop, p<107®), mig a stresszelt egerekben az SSRI csdkkentette a hiszton acetilaciot (g Vs.

h oszlop; p<10°).

4.3.3. ovBNST

4.3.3.1. A CRH pozitiv neuronok szama

A MANOVA alapjan a fluoxetin kezelés (F1,27=84,3; p<10®) énmagaban, valamint az anyai
gondoskodas x kezelés (F1,27=5,0; p<0,04), a stressz x kezelés (F1,27=10,3; p<0,01), valamint az
anyai gondoskodas x stressz x kezelés interakcioi (F1,27=7,8; p<0,01) befolyasoltak a CRH
pozitiv neuronok szamat az ovBNST-ben. A post hoc tesztek kimutattak, hogy az SSRI kezelés
tendencia szerlien novelte a CRH neuronok szamat az AFR, kontroll (Iasd 7A ébra, a vs. b oszlop;
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p=0,06) és a szignifikancia szintjét meghaladé mértékben a stresszelt allatokban (7A ébra, c vs. d
oszlop; p<0,05), dsszhangban az MD180, kontroll allatokban megfigyelhetd tendenciaval (7A
abra, e vs. f 0szlop; p=0,09) és az MD180, stresszelt egereknél lathato erds hatassal (7A abra, g vs.
h oszlop; p<107®). Az utébbi kiilonbség a legnagyobb, mivel hétszer tobb pozitiv sejtet figyeltiink
meg a kezelés utan. Fontos, hogy ha az egereket korabban anyai megvonasnak tettiik ki, akkor a
stresszelt allatok CRH sejtszama csokkent a kontrollhoz képest (7A. abra, g vs. e oszlop; p<0,01),
ellentétben az AFR egerekkel, ahol nem volt valtozas (7A. abra, a vs. ¢ 0szlop).

4.3.3.2. A CRH ¢és FOSB kett0s pozitiv neuronok szama

A MANOVA az anyai gondoskodas (F1,27=5,0; p<0,04), a stressz (F1,27=17,0; p<0,001), a
kezelés (F1,27=75,5; p<10®) és a stressz x kezelés interakcidjanak (F1,27=16,3; p<0,001)
szignifikans hatasat mutatta ki. A legrelevansabb post hoc kiilonbségeket tekintve kiemelendd,
hogy a fluoxetin kezelés novelte a CRH-FOSB kettésen pozitiv sejtek szamat, fiiggetlentil attol,
hogy az egerek normal anyai gondoskodast kaptak (7C abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,001) vagy anyai
megvonasban részesiiltek (7C abra, g vs. h oszlop; p<0,001). E kiilonbségek mellett nem
elhanyagolhat6 az sem, hogy a CRH-pozitiv sejteknek csak 20-30%-a mutatott FOSB-pozitivitast.

4.3.3.3. A CRH specifikus jeldenzitasa

Az anyai gondoskodas minésége (F1,27=195,0; p<107®) és a fluoxetin kezelés (F1,27=39,6; p<10-
%), mint fohatasok jelentkeztek. Ezen tul, az anyai gondoskodas x kezelés (F1,27=33,6; p<10™) és
a stressz x kezelés (F1,27=14,1; p<0,001) interakciok voltak szignifikans hatastiak. A post hoc
tesztek alapjan az SSRI adasa novelte a CRH SSD-t, mind a kontroll (7E abra; a vs. b oszlop;
p<0,05), mind a stressznek kitett (7E abra, ¢ vs. d oszlop; p<10-®) egereknél. Erdekes modon az
anyai megvonas teljesen megsziintette a fluoxetin kezelés hatasat a CRH SSD-t tekintve az

OVBNST-ben (vo. 7F, H abra képei és a 3E abra, d vs. h oszlop; p<0,01).
4.3.3.4. Az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

Az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek eredményeinek MANOVA értékelése Kimutatta, hogy az anyai
gondoskodas mindsége (F1,25=10,4; p<0,01) hatassal volt erre az epigenetikai markerre, de a post
hoc tesztek nem igazoltak relevans kiilonbségeket a csoportparok kozott (7G abra). Figyelemre
mélto, hogy az allatok CORT szintje szignifikans korrelaciot mutatott az oOVBNST hisztonfehérje

acetilacigjanak mértékével (p=0,51; p<0,01).
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7. abra: A nucleus interstitialis strae terminalis ovalis almagjanak (ovBNST) vizsgalatabol
szarmazo morfologiai eredmények dsszefoglaldasa. (A) A corticotropin-releasing hormon (CRH)
immunreaktiv (ir) sejtek szama az ovBNST-ben. (C) A CRH-FOSB kettdsen jelolt sejtek szama az
OVBNST-ben. A (B) és (D) szovettani képek a CRH (zold) és FOSB (piros) kettos
immunfluoreszcencidjat mutatiak az ovBNST-ben. A reprezentativ képeken hdrom ords anyai
megvonast elszenvedett (MD180), kronikus variabilis enyhe stressznek kitett (CVMS), fiziologias
sooldattal (Vehic) (B), illetve fluoxetinnel (Fluo) injektalt (D) dllatok metszeteit lathatjuk. (E) A
CRH specifikus jeldenzitasa (SSD) az ovBNST-ben, dnkényes egységekben (6.e.) kifejezve. A CRH
(zold) jelolés mikrofotoin (F) normal allathazi kériilmények kézott tartott (AFR) és (H) harom ords
anyai megvonasban részesiilt (MD180), kronikus variabilis enyhe stressznek (CVMS) kitett,
Sfluoxetinnel (Fluo) kezelt allatok ovBNST-jét lathatjuk. A (G) diagramm az acetil-lizin H3 hiszton
(H3K9ac) pozitiv sejtek szamanak atlagat mutatia az ovBNST-ben. Az oszlopok tetején lévd betiik
a csoportparok kozotti legjelentosebb szignifikans statisztikai kiilonbségeket jelolik a post hoc
tesztek szerint (p<0,05). Ctrl: kontroll (azaz CVMS-nek nem Kitett). Lépték: 100 um.

4.3.4. CeA

4.3.4.1. A CRH pozitiv neuronok szama

Az anyai gondoskodas f6 hatasa (F1,25=7,1; p<0,05), az anyai gondoskodas x stressz masodrendii
hatasa (F1,25=5,9; p<0,03), valamint az anyai gondoskodas x stressz x kezelés harmadrendi
interakcidja (F1,25=16,9; p<0,001) szignifikdns volt. A CVMS-expozicio az AFR allatokban
koriilbeliil haromszoros emelkedést okozott (8A abra, a vs. ¢ oszlop; p<0,01) a CRH neuronok
szamaban. Ha ezek a stresszelt allatok fluoxetin kezelést kaptak, a CRH-sejtek szama csokkent (8A
abra, c vs. d 0szlop; p<0,05). Teljesen mas mintazat volt megfigyelheté az MD180 egerekben: sem

a stressz, sem a fluoxetin kezelés nem volt hatassal a sejtek szamara.
4.3.4.2. A CRH és FOSB kettés pozitiv neuronok szdma

A MANOVA az anyai gondoskodas f6 hatasat (F1,25=7,9; p<0,01), az anyai gondoskodas X
kezelés (F1,25=8,1; p<0,01) és a stressz x kezelés (F1,25=7,6; p<0,02) masodrendii hatasat,
valamint a harom faktor interakciojat (F1,25=22,2; p<10™) is szignifikinsnak mutatta a CRH-
FOSB kolokalizacié tekintetében. Az SSRI-kezelés az AFR allatokban tendencidzusan megemelte

a CeA-ban a kettésen pozitiv sejtek szamat (8C abra, a vs. b oszlop; p=0,06), mig a stressz
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8. abra: A morfologiai eredmények osszefoglalasa az amygdala centralis almagjaban (CeA). (A)
A corticotropin-releasing hormon (CRH) immunreaktiv (ir) sejtek szama a CeA-ban. (C) A CRH-
FOSB kettosen jelolt sejtek szama a CeA-ban. A reprezentativ felvételeken CRH (zold)
immunfluoreszcencia lathatéo normdl dllathazi kériilmények kozott tartott (AFR), kronikus
variabilis enyhe stressznek kitett (CVMS), (B) fiziologias sooldattal (Vehic) vagy (D) fluoxetinnel
kezelt (Fluo) egér CeA-jaban. (E) A CRH specifikus jeldenzitas (SSD) a CeA-ban, dnkényes
egységekben (0.e.) kifejezve. (G) Az acetil-lizin H3 hiszton (H3K9ac)-ir sejtek szama a CeA-ban.
Reprezentativ mikrofotok, melyeken H3K9ac immunpozitiv sejtek lathatok egy (F) AFR és egy (H)
harom ords anyai megvondsnak kitett (MD180), kontroll (Ctrl), Fluo egér CeA-jiabol. Az 0szlopok
feletti betiijelek a csoportpdarok kozétti legrelevansabb szignifikdns statisztikai kiilonbségeket

jelolik a post hoc tesztek szerint (p<0,05). st: stria terminalis. Lépték: 100 um.

statisztikailag erésebb hatast gyakorolt (8C abra, a vs. ¢ oszlop; p<0,01). Ha azonban ezek a
stressznek Kitett egerek fluoxetin kezelést kaptak, a CRH-FOSB sejtjeik szama csokkent (8C abra,
c vs. d oszlop; p<0,01). Az AFR-hez képest (8C. abra, a és b oszlop) az anyai megvonas teljesen
megsziintette az SSRI-kezelés hatasat a kontroll egerekben (8C abra, e vs. f oszlop; p=0,33). Az
elézéekhez hasonldan, ha a stresszexpoziciét az anyai megvonassal egyiitt kaptak az allatok, a

fluoxetin kezelésnek nem volt hatasa a CRH-FOSB sejtek szamara a CeA-ban.
4.3.4.3. A CRH specifikus jeldenzitasa

A MANOVA alapjan az anyai gondoskodas (F1,23=17,5; p<0,001) és a stressz x kezelés interakcio
(F1,23=10,1; p<0,01) is hatassal volt a CRH SSD-re. A post hoc tesztek szerint a CVMS-ben
részesiilt allatoknal az SSRI-kezelés az AFR esetén a denzitas tendenciaszerii novekedését (8E
abra, c vs. d oszlop; p=0,12), a kordbban anyai megvonast kapott egerekben pedig szignifikans

emelkedését (8E abra, g vs. h oszlop; p<0,01) okozta.
4.3.4.4. Az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

A MANOVA az SSRI-kezelés 6 hatasat (F1,26=9,5; p<0,01) és az anyai gondoskodas x stressz
(F1,26=7,4; p<0,02) és az anyai gondoskodas x kezelés (F1,26=4,5; p<0,05) masodrendii hatasokat
szignifikansnak mutatta. Az SSRI-kezelés az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szdmanak
tendenciaszerii novekedését okozta az AFR, kontroll allatoknal (8G abra, a vs. b oszlop; p=0,09),

ami nem volt kimutathaté az anyai megvonasban részestilt egereknél.
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9. abra: Morfoldgiai eredmények oOsszefoglalasa a ventralis tegmentalis areaban (VTA). (A) A
tirozin-hidroxilaz (TH) specifikus jeldenzitisa (SSD) a VTA-ban, dnkényes egységekben (0.e.)
kifejezve. (B) Az acetil-lizin H3 hiszton (H3K9ac)-immunreaktiv (ir) sejtek szama a VTA-ban.
Reprezentativ mikrofotok a TH (z6ld) immunfluoreszcencia egy (C) normal allathazi koriilmények
kozott tartott (AFR) és egy (E) harom oras anyai megvonasban részesiilt (MD180), kronikus
variabilis enyhe stressznek kitett (CVMS), fiziolégids séoldattal injektalt (Vehic) dllat VTA-jabol.
Reprezentativ felvételek az H3K9ac-ir sejtekrol egy (D) AFR, CVMS, Fluo és egy (F) MDI180,
CVMS, Fluo dllat VTA-jabdl. Az oszlopok feletti betiik a legjelentdsebb szignifikdns statisztikai
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kiilonbségeket jelolik a csoportparok kozott a post hoc tesztek alapjan (p<0,05). Ctrl: kontroll
(azaz CVMS-nek nem kitett); ml: lemniscus medialis. Lépték: 100 um.

4.35.VTA

4.3.5.1. A TH specifikus jeldenzitasa

A MANOVA az anyai gondoskodas (F1,29=195,2; p<10'® és a stressz (F1,29=11,4; p<0,01)
szignifikans hatasat mutatta a VTA/TH SSD-re. Az anyai gondoskodas x stressz (F1,29=5,5;
p<0,05) ¢és az anyai gondoskodads x kezelés (F1,29=15,1; p<0,001) masodrendi szignifikans
hatasai, valamint a harom faktor harmadrendii interakciojanak hatasai (F1,29=18,1; p<0,001) is
bizonyitast nyertek. Az AFR egerekben a fluoxetin adasa csokkentette a TH SSD-t (9A ébra, c Vs.
d oszlop; p<0,001), ahogyan azt a post hoc tesztek mutattak. Mind a kontroll (9A abra, a vs. e
oszlop; p< 0,001), mind a CVMS-exponalt (v6. 9C és E abra képei, tovabba 9E abra, ¢ vs. g oszlop;
p<0,001) egerek alacsonyabb TH SSD-t mutattak, ha korabban anyai megvonason estek at, amit
az SSRI-kezelés nem befolyasolt. Ezt az eleve alacsonyabb TH SSD-t tovabb csokkentette a CVMS
(9A. abra, e vs. g 0szlop; p<0,05). Erdekes médon, ez éppen az ellenkezdje annak, amit az AFR

egereknél megfigyeltiink (vo. a és ¢ oszlop vs. e €s g).
4.3.5.2. Az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

Az acetilalt H3-hisztont tartalmazo sejtek szamat befolyasolta a stressz (F1,26=4,8; p<0,04) és a
kezelés (F1,26=11,5; p<0,01) is a MANOVA eredményei szerint. Az anyai gondoskodas
Oonmagaban nem volt hatassal, de a stresszel (F1,26=18,4; p<0,001) és a kezeléssel (F1,26=6,0;
p<0,03) interakcioban ez is befolyasolta az acetilacio mértékét. A post hoc tesztek szerint a
fluoxetinnel kezelt, AFR egerekben a stressz csokkentette a pozitiv sejtek szamat (9B abra, b vs. d
oszlop; p<0,01). Az anyai megvonas tendencia szerien csokkentette az acetil-lizin H3 pozitiv
sejtek szamat (9B abra, a vs. e oszlop; p=0,11). Ezt az SSRI adasa visszaforditotta a kontrollok
esetében (9B abra, e vs. f 0szlop; p<0,05), de a CVMS-t kapott egerekben nem (vo. 9D és F abra,
tovabba az 5E abra d vs. h oszlop; p<0,01). A stressznek alavetett, MD180 allatokban nem volt
szignifikans valtozas a kontrollokhoz képest (9B. abra, ¢ vs. g 0szlop) és a fluoxetin acetilaciot
noveld hatasa is a stresszt kapott, MD180 egerekben a szignifikancia szintje alatt maradt (9B abra,
g vs. h oszlop; p=0,13).
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10. dbra: Morfologiai eredmények oOsszefoglalasa a centrdlis projekcioju Edinger-Westphal
magban (cpEW). (A) Az urocortinl (UCNI1) immunreaktiv (ir) sejtek szama a cpEW-ben. (C)
UCN1-FOSB kettosen jelolt sejtek szama a cpEW-ben. (B, D) Reprezentativ mikrofotokon lathato
az UCNI (piros) és FOSB (z6ld) kettos jeldlésrol a cpEW-ben egy (B) normal dllathazi
koriilmények kozott tartott (AFR) és egy (D) harom oras anyai megvondsban részesiilt (MD180),
kronikus variabilis enyhe stressznek kitett (CVMS), fiziologias sooldattal injektalt (Vehic) allatbol.
(E) Az UCNI specifikus jeldenzitisa (SSD) a cpEW teriiletén, onkényes egységekben (6.e.)
kifejezve. (G) Acetil-lizin H3 hiszton (H3K9ac)-ir sejtek szama a cpEW-ben. (F, H) Reprezentativ
mikrofelvetelek a cpEW-ben jelélodott H3K9ac ir sejtekrol egy (F) AFR, CVMS, Vehic és egy (H)
MD180, CVMS, Vehic allatbol. A betiijelek az oszlopok felett a csoportparok kozatti legjelentdsebb
statisztikai kiilonbségeket jelolik a post hoc tesztek alapjan (p<0,05). Ctrl: kontroll (azaz CVMS-
nek nem kitett); Lépték: 100 um.

4.3.6. cpEW

4.3.6.1. Az UCNI1 pozitiv neuronok szadma

Az anyai gondoskodas (F1,30=5,6; p<0,03), a stressz (F1,30=7,3; p<0,02) és a kezelés
(F1,30=111,7; p<10%) f5 hatasai, tovabba az anyai gondoskodas x stressz kolcsonhatas
(F1,30=4,7; p<0,04) és a harom tényezé harmadrendli interakcidja (F1,30=6,3; p<0,02)
mutatkozott szignifikansnak a MANOVA alapjan. A post hoc tesztek szerint a fluoxetin kezelés
csokkentette a sejtszamot az AFR, kontroll (10A abra, a vs. b oszlop; p<0,01), az AFR, stressz
(10A 4abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,001), az MD180, kontroll (10A abra, e vs. f oszlop; p<0,001) és az
MD180, stressz (6A abra, g vs. h oszlop; p<0,001) csoportokban is a megfelel6 vivoanyag-kezelt
csoportokhoz képest. Az anyai megvonast elszenvedett allatoknal szintén alacsonyabb volt a sejtek
szédma a stressz utan (10A abra, e vs. g oszlop; p<0,05), azonban ez a kiilonbség nem volt lathato

az AFR egereknél (vo. 10A abra, a és ¢ oszlop Vs. e és g).
4.3.6.2. Az UCNI1 ¢és FOSB kett6s pozitiv neuronok szama

Az anyai gondoskodas (F1,31=189,1; p<10%), a stressz (F1,31=4,6; p<0,04) és a kezelés
(F1,31=52,0; p<107) f6 hatasai, tovabba, az anyai gondoskodas x kezelés (F1,31=4,3; p<0,05)

interakcioja szignifikansan befolyasolta az UCN1-FOSB kettds pozitiv sejtek szamat. A fluoxetin
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kezelés csokkentette az UCN1-FOSB sejtszamot mind a kontroll (10C abra, a vs. b 0szlop; p<0,05),
mind a stresszt kapott (10C abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,001) AFR egerekben. Az anyai megvonas
pedig szintén csokkentette a sejtszamot minden Gsszehasonlitasban a megfelelé AFR-kontrollal
szemben (lasd 10C. abra, a vs. e 0szlop; p< 0,001, b vs. f oszlop; p< 0,001, c vs. g oszlop; p< 0,001,
d vs. h oszlop; p< 0,001 és a 10B és D abra képei).

4.3.6.3. Az UCNL1 specifikus jeldenzitasa

A MANOVA a vizsgalt tényez6k [anyai gondoskodas (F1,30=51,6; p<107), stressz (F1,30=6,8;
p<0,02), kezelés (F1,30=20,5; p<10)] f6 hatasait és harmadrendii interakcidjukat (F1,30=6,4;
p<0,02) is szignifikansnak mutatta. A post hoc tesztek szerint a fluoxetin kezelés a CVMS-t kapott,
AFR allatokban (10E abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,01) csokkentette az UCN1 SSD-t. A CVMS-t
elszenvedett csoportok anyai megvonasa esetén az UCN1 SSD 50%-kal csokkent az AFR-hez

képest (10E abra, ¢ oszlop vs. g; p<0,001).
4.3.6.4. Az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

A MANOVA kimutatta, hogy az anyai gondoskodas (F1,26=80,8; p<107) és a stressz (F1,26=4,5;
p<0,05) elsérendii, az anyai gondoskodas x stressz (F1,26=4,7; p<0.04), az anyai gondoskodas x
kezelés (F1,26=5,3; p<0,03), tovidbba a tényezSk harmas kdlcsénhatasa (F1,26=31,1; p<10?) is
befolyasolta az acetil-lizin H3 immunreaktiv sejtek szamat. A post hoc tesztek szerint az SSRI-
kezelés csokkentette az acetilaciot az AFR egerekben (10G abra, ¢ vs. d oszlop; p<0,05). Az
MD180 allatokban a CVMS csokkentette a sejtek szamat (10G abra, e vs. g oszlop; p<0,01), ami
pontosan ellentétes hatas az AFR csoportokban megfigyeltekhez képest (vo. 10G abra, a és ¢
oszlopok vs. e és g, valamint a 10F és H abrak képei). Fluoxetin kezelést kovetéen azonban a sejtek

szama lecsokkent a kontroll allatok szintjére (10G abra, g vs. h oszlop; p<0,05).
4.3.6.5. Spearman-féle korrelacio

Erdekes korrelacios kapcsolatokat talaltunk a cpEW-ben kimutatott funkcionalis neuromorfoldgiai
valtozokban: a cpEW acetilalt hisztont tartalmazé sejtjeinek a szama erds pozitiv korreldciot
mutatott az ovBNST CRH denzitasaval (p=0,56; p<0,01), az UCN1-FOSB kettds pozitiv sejtek
szamaval (p=0,74; p<10%) és az UCN1-denzitassal (p=0,64; p<10%) a cpEW-ben.
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11. dabra: A morfologiai eredmények oOsszefoglalasa a nucleus raphe dorsalisban (DR). (A) A
szerotonin (5-HT)-immunreaktiv (ir) sejtek szama a DR-ban. (C) Az 5-HT specifikus jeldenzitisa
(SSD) a DR-ban, onkényes egységekben (o.e.) kifejezve. Mikrofotok az 5-HT (zéld) jelolésrdl
harom ords anyai megvonason dtesett (MD180), kronikus varidabilis enyhe stressznek Kitett
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(CVMS), (B) fiziologias sooldattal injektalt (Vehic) és (D) fluoxetinnel kezelt (Fluo) allatokbol. (E)
Az acetil-lizin H3 hiszton (H3K9ac)-ir sejtek a DR-ban. (F, G) Mikrofelvételek az acetil-lizin H3-
hiszton pozitiv sejtekrél a DR-ban egy (F) MD180, CVMS, Vehic és egy (G) MD180, CVMS, Fluo
dllatokbol. A betiijelek az oszlopok felett a csoportpdrok kozotti legjelentésebb statisztikai
kiilonbségeket jelolik a post hoc tesztek alapjan (p<0,05). Ctrl: kontroll (azaz CVMS-nek nem
kitett); Léptek: 100 um.

4.3.7.DR

4.3.7.1. Az 5-HT pozitiv neuronok szama

A MANOVA a stresszt (F1,25=26,1; p<10'4) és a kezelést (F1,25=29,0; p<10'4), tovabba az anyai
gondoskodas x kezelés (F1,25=66,4; p<107) és a harom faktor interakciojat (F1,25=11,5; p<0,01)
mutatta szignifikansnak a DR/5-HT neuronok szamanak tekintetében. A post hoc tesztek szerint,
az AFR allatok korében a stressz csokkentette a sejtek szamat (lasd 11A abra, a vs. ¢ oszlop;
p<0,05), amely kiilonbség eltiint, ha SSRI-t kaptak az allatok (11A abra, a vs. d oszlop; p=0,99). A
fluoxetin kezelés csokkentette az 5-HT neuronok szamat az MD180 egerekben (11A ébra, e vs. f
oszlop; p<0,01). A stressznek 6nmagaban nem volt tovabbi hatasa az MD180 egerekben, azonban
a fluoxetin kezelés erésen csokkentette az 5-HT pozitiv neuronok szamat a korabban stresszt kapott
allatokban (11A abra, g vs. h oszlop; p< 0,001). Az anyai megvonas tehat megforditotta az SSRI-
kezelés hatasat CVMS éallatokban (v6. 11A abra, ¢ és d oszlop vs. g és h).

4.3.7.2. Az 5-HT és FOSB kettds pozitiv neuronok szdma

A MANOVA alapjan nem mutatott szignifikdns hatast egyik tényez6 sem, illetve azok

kolcsonhatasai sem az 5-HT és FOSB kettds pozitiv neuronok szamara valo tekintettel.
4.3.7.3. Az 5-HT specifikus jeldenzitasa

A MANOVA a stressz {6 hatasat (F1,25=11,9; p<0,01) jelezte az 5-HT SSD-re a DR-ben. De a

post hoc tesztek nem azonositottak szignifikans kiilonbségeket a csoportparok kozatt.
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4.3.7.4. Az acetil-lizin H3 pozitiv sejtek szama

A MANOVA az anyai gondoskodas x kezelés interakcio (F1,28=6,6; p<0,02) szignifikans hatasat
¢s az anyai gondoskodas x stressz x kezelés (F1,28=6,3; p<0,02) harmadrend(i hatdsat mutatta ki
az acetil-lizin H3 immunreaktivitasra. A post hoc tesztek alapjan az acetilalt H3 hisztont tartalmazo
sejtek szama magasabb volt az MD180, CVMS-t kapott egerekben az SSRI-kezelést kovetden a
kontrollhoz képest (11E abra, g vs. h oszlop p<0,05).

4.3.7.5. Spearman-féle korrelacio

A H3 hiszton acetilacidja a DR-ban pozitivan korrelalt a CRH pozitiv (p=0,47; p<0,01) és a CRH-
FOSB kett6s pozitiv sejtek szamaval is (p=0,46; p<0,01) az ovBNST-ben. Mig a korrelacid negativ
volt az UCNI pozitiv neuronok szamaval a cpEW-ben (p=-0,46; p<0,01) és a DR 5-HT pozitiv
sejtjeinek szamaval (p=-0,40; p<0,04).

4.4. A viselkedési és morfologiai megfigyelések kozotti 6sszefliggés

Az LDT soran a vilagos kompartmentben toltott id6 negativ korrelaciot mutatott a CeA-ban
megfigyelt hiszton acetilacié mértékével (p=-0,40; p<0,02). Az MBT altal mutatott szorongasi
szint korrelalt a cpEW/UCNI1 (p=0,36; p<0,03), 5-HT/DR (p=0,41; p<0,02) sejtek szamaval és az
5-HT/DR SSD-vel is (p=0,59; p<0,001). Tovabba, negativ korrelaciot talaltunk a szorongas szintje
¢s az ovBNST CRH-FOSB sejtszam (p=-0,54; p<0,001), valamint a CeA/CRH SSD (p=-0,58;
p<0,001) kozott. A TST-ben mért immobilitdsi 1d6 negativan korreladlt az ovBNST CRH
sejtszamaval (p=-0,46; p<0,01) és pozitivan az CPEW/UCNL1 sejtszammal (p=0,46; p<0,01). Az
FST-ben kapott immobilitasi id6 erds negativ korrelaciot mutatott a VTA hiszton acetilaciojaval
(p=-0,57; p<0,001) és hasonldan erds, de pozitiv kapcsolatot a testsulyvaltozassal (p=0,54;
p<0,001).
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5. Diszkusszio

5.1. Modelliink validitasa

Miutéan teszteltiik a depresszio harom taldlat elméletén alapulo allatmodelliink konstrukcids és
fenomenoldgiai validitasat (Farkas és mtsai., 2017), itt a Willner (1984) altal meghatarozott
harmadik prediktiv validitasi kritérium vizsgélatat tiiztiik ki célul. Korabbi vizsgalatainkhoz képest
(Farkas és mtsai., 2016, 2017) a kisérleti elrendezést kiegészitettiik egy fluoxetinnel kezelt PACAP
HZ egércsoporttal. A célunk ezzel az volt, hogy teszteljiik, a depresszidszerli fenotipust mutato és
mindharom "talalatot" hordozo allatok reagdlnak-e az SSRI-kezelésre. Ezzel a stratégiaval
sikeresen reprodukaltuk a konstrukcios és fenomenologiai validitasi kritériumokat alatamaszto
eredményeket a fizikai paraméterek és a viselkedési tesztek értékelésével, és igazoltuk (12. abra) a
modelliink prediktiv validitasat is. A CVMS hatékonysagat alatdmasztotta a testtomeggyarapodas
mértékének csokkenése (2A. abra) a stressz expozicié masodik hetében. Ez 6sszhangban van a
sajat korabbi adatainkkal (Kormos és mtsai., 2016; Farkas és mtsai., 2017) és masok eredményeivel
is (Strekalova és mtsai., 2010; Jeong és mtsai., 2013; Boleij és mtsai., 2014; Rabasa és mtsai., 2015;
review a témaban: Harro, 2019). Az epigenetikai valtozasok a testtdmeg-gyarapodas
csokkenésével jartak egyiitt, ami szintén 6sszhangban van mas allatmodellek (Husum és mtsai.,
2002) és human vizsgalatok eredményeivel (Osadchiy és mtsai., 2019). Ez azt mutatja, hogy a
modellben sikeriilt az epigenetikai mintazatba beavatkozni az élet korai szakaszara jellemz6
vulnerabilis fazisban. Ennek tovabbi kisérleti bizonyitasara morfolégiai munkankat egy
epigenetikai marker, az acetil-lizin H3 szemikvantitativ meghatarozasaval bévitettiik. A relativ
mellékvese és a thymus tomeg adatok még inkabb alatamasztottdk az anyai megvonas, mint
epigenetikai stresszor altalanos hatékonysagat, ahogyan azt a MANOVA mutatta. Ez 6sszhangban
van az anyai megvonas modellel dolgoz6 mas munkacsoportok eredményeivel (Workel és mtsai.,
2001) még akkor is, ha a mi kisérleteinkben a post hoc tesztek nem mutattak ki szignifikans
kiilonbséget a csoportparok kozott. Azt feltételezziik, hogy ehhez egy hosszabb stressziddszak
alkalmazasara lett volna sziikség (Kioukia-Fougia és mtsai., 2002; Sterlemann és mtsai., 2008; Bali
és Jaggi, 2015), de az allatok egyénileg eltérd stresszérzékenységébdl is kovetkezhetett az, hogy

egyes esetekben a kiilonbségek nem mutatkoztak statisztikailag szignifikansnak (Bartolomucci és
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12. abra AFR MD180
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12. abra: Az anyai megvondas stresszre és kezelésre gyakorolt hatasainak oOsszefoglaldasa. 1
novekedés, | csokkenés, e nincs hatds. Az ,,AFR” fo kategorian beliil a ,,stressz” oszlopban az

AFR, kontroll, vivoanyag csoportot az AFR, stressz, vivoanyag csoporttal hasonlitottuk ossze. A
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,kezelés” oszlopban az AFR, kontroll, vivoanyag csoportot az AFR, kontroll, fluoxetin allatokkal
hasonlitottuk ossze. Az ,,MDI180” fé kategoriaban a ,,stressz” oszlopban az MD180, kontroll,
vivoanyag csoportot az MD180, stressz, vivoanyag csoporttal hasonlitottuk ossze. A , kezelés”
oszlopban az MDI180, kontroll, vivoanyag csoportot az MDI180, kontroll, fluoxetin dallatokkal
hasonlitottuk o6ssze. Sarga mezok: az anyai megvonds a stressz VAGY a kezelés hatasat
befolydsolta. Piros celldk: az anyai megvonds a stressz ES a kezelés hatdsait is befolydsolta. A
sotét hatter paradox/maladaptiv valtozasokra utal. AFR: normal dllathazi koriilmények kozott
tartott, MD180: anyai megvondst kapott, HPA tengely: hypothalamus hypophysis mellékvese
tengely. ovBNST: a nucleus interstitialis striae terminalis ovalis almagja, CeA: az amygdala
centalis magja, VTA: ventralis tegmentalis area, cpEW: centralis projekcioju Edinger-Westphal
mag, DR: nucleus raphe dorsalis, CORT: kortikoszteron titer, MBT: marble burying teszt, LBT:
light-dark box teszt, FST: forced swim teszt, TST: tail suspension teszt, FOSB: FOSB pozitiv sejtek
szama, hiszton: acetil-lizin H3 hiszton immunreaktivitis, CRH: corticotropin-releasing hormon
pozitiv sejtek szama, SSD: specifikus jeldenzitas, CRH-FOSB: az adott antigén és FOSB szévettani
kolokalizacioja, TH: tirozin-hidroxilaz, UCNI: az urocortinl immunreaktiv sejtek szama, 5-HT: a

szerotonin immunreaktiv sejtek szama.

mtsai., 2004). Az anyai deprivacio és a stressz egyiittes alkalmazasa utan az SSRI-kezelés ugyan
enyhén csokkentette a CORT szintet, ez azonban statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak.
Allatkisélretes (Brady és mtsai., 1991) és emberben gyiijtott (Young és mtsai., 2004) adatokbol
ismert, hogy a HPA-tengely tilmiikddése antidepresszansok hatdsara normalizalédhat. Mivel a
HPA-tengely talmiikodése (Holsboer és mtsai., 1984; Pfohl és mtsai., 1985) csak a depresszios
az esetcsoportban kecsegtet figyelemre méltd terapias elénnyel (Himmerich és mtsai., 2006).
Tovébbi fontos szempont a HPA-tengely aktivitdsanak értékelése tekintetében, hogy a kisérletben
az egerek a perfizios eljaras elott altatasban részestiltek. Az altatdinjekcio beadasabol szarmazo
akut stressz hatasa a CORT titer adatok viszonylag nagy szorasat okozhatta, mely ahhoz vezethet,
hogy a kiilonbségek mar nem mutatkoznak statisztikailag szignifikansnak. Tovabba, egy hosszabb
ideig tarto SSRI-kezelés nagyobb hatast indukalhatott volna, azonban hasonld kisérleti
elrendezésben (Kormos €s mtsai., 2016) azt tapasztaltuk, hogy két hét alatt mar jol kimutathat6 az

antidepresszans hatas egérben.
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5.2. A viselkedési tesztek eredményeinek értelmezése

Az MBT eredményei nyilvanvaléan aldtdmasztjak modelliink érzékenységét prediktiv validitas
tekintetében, mivel az anyai gondoskodas min6ségétodl fiiggetleniil a fluoxetin kezelés hatékonyan
csOkkentette a stresszelt allatok szorongasszintjét. A fluoxetin szorongascsokkentd hatasa az MBT-
ben azonban nem volt kimutathaté az AFR, kontrollcsoportban. Ez 6sszhangban van a korabbi
eredményekkel, amelyek szerint a fluoxetin adagolasanak enyhe szorongaskeltd hatasa stresszben
nem részesilt egerekben megfigyelhetdé (Dulawa ¢és mtsai.,, 2004). E megfigyelések
Osszecsengenek azzal az eredménnyel, hogy a fluoxetin csak a CVMS-t elszenvedett egerek
szorongasi szintjét csokkentette, mint ahogy azt mas laboratoriumok is megallapitottak (Todorovi¢
és mtsai., 2017). A fluoxetin hatasanak hasonl6 tendenciaja volt megfigyelheté az LDT-ben, mig
az anyai megvonas teljesen megsziintette a fluoxetin hatékonysagat. Ez tovabb hangsulyozza, hogy
az ¢let korai szakaszaban elszenvedett negativ életesemények jelentésen befolyasoljak a
stresszadaptaciot és az antidepresszans kezelésre adott valaszt (review a témaban: Nemeroff, 2004;
Lovallo, 2013; Gruhn és mtsai., 2021). Modelliinkben a TST nagyobb érzékenységet mutatott, mint
az FST. Az FST kisebb kiilonbségeket talalt az egyes csoportok kozott, és magasabb depresszio
szintet mutatott a fluoxetin kezelés utan az AFR, stresszben részesiilt egerekben. Ez a masodik
megallapitas gyakorlatilag minden mas eredménnyel ellenkezd. Mas laboratoriumok eredményei
is a TST magasabb érzékenységére hivjak fel a figyelmet (Bai és és mtsai., 2001), mig az utobbi
idében egyre tobb elismert szakember van azon a véleményen, hogy a FST-t nem lenne szabad
tovabb hasznalni a depresszio szintjének mérésére (Molendijk és mtsai., 2015; de Kloet és mtsai.,
2016; Commons és mtsai., 2017; Kara és mtsai., 2018). A TST szerint az SSRI-kezelés erbteljesen
csokkentette a depresszio szintjét az AFR éllatokban. Az anyai megvonas viszont (CVMS nélkiil
i) csokkenti a fluoxetin kezelés hatékonysagat. Ha valamennyi kockazati tényezonek ki voltak
téve, az allatok mar nem tudtak alkalmazkodni (Daskalakis és mtsai., 2013; Farkas és mtsai., 2017).
Ezek a viselkedési eredmények felhivjak a figyelmet a személyre szabott terapia jelentdségére a
hangulatzavarok terapiajaban (Kappelmann és mtsai., 2020), amely figyelembe veszi a paciens
altal hordozott kockazati tényezOket és azok tipusat. Ebben a tanulmanyban az élet korai
szakaszaban bekovetkezed negativ életesemények €s a stresszhatds kozotti kolcsonhatasokat
vizsgaltuk. Nem zéarhatjuk ki, hogy a viselkedési tesztek stresszhatdsa kolcsonhatasba Iépett

egymassal és feltehetéen az MD180 és CVMS hatdsaval is, ami végsé soron befolyasolta
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eredményeinket. Mindazonaltal, hogy a koriilmények minél standardabbak legyenek, a teszteket

minden csoportban ugyanabban a sorrendben, egymast kdveté napokon alkalmaztuk.

5.3. A morfoldgiai eredmények értelmezése

5.3.1. PFC

A PFC-ben a FOSB CVMS-reaktivitasat az anyai gondoskodas mindsége ¢és az SSRI-kezelés
egyarant befolyasolta. A FOSB a stresszkutatasban széleskorien hasznalt neuronalis aktivitasi
marker, ami azt a reakciodt tiikrozi, ahogyan egy ingerre adott sejtszintli valasz a géntranszkripciod
szintjén is megjelenik (Robinson és mtsai, 2014; Nestler, 2015; Kormos és mtsai., 2016; Farkas ¢s
mtsai., 2017; Fiiredi és mtsai., 2017; Kovacs és mtsai.,, 2019, 2022). Az altalunk ebben a
vizsgalatban hasznalt antitest felismeri mind a teljes hosszisagh FOSB-t, mind annak splice
variansat, a deltaFOSB-t (Kovacs és mtsai., 2022). E két izoforma dinamikéjaban kiilonbozik: a
teljes hosszisagi FOSB gyorsabb akut valaszt mutat a stressz-expozicidra, de rovidebb i1d6 alatt
eliminéalodik. Ezzel szemben, ha az inger ismétlddik, a deltaFOSB felhalmozddik a sejtekben, €s
még egy hét mulva is kimutathato (Nestler, 2015). Figyelembe véve a teljes hosszusagi FOSB
rovidebb felezési idejét, és mivel ebben a vizsgalatban az egereket egy nappal az utolso stressz-
expozicio utan perfundaltuk, a detektalt FOSB fehérje jelnek a delta izoformanak kell megfelelnie,
amely a kronikus neuronalis aktivaciot tiikkrozi (Perrotti és mtsai., 2004; Nestler, 2015; Kovacs és
mtsai, 2019). Az a jelenség, hogy a kronikus stressz-expozicidé néveli a FOSB ir-t a PFC-ben, jol
ismert (Perrotti és mtsai., 2004; Lehmann és Herkenham 2011; Sterrenburg és mtsai., 2011; Laine
¢és mtsai., 2017) és ez teljes dsszhangban van a vivéanyaggal kezelt CVMS-exponalt egereknél
talalt eredményekkel. A fluoxetin kezelés onmagéaban szintén ndvelte a PFC FOSB-tartalmat egy
masik vizsgalatban (Vialou és mtsai., 2015), azonban jelen munkankban ez a ndovekedés a
szignifikancia szintje alatt maradt, ami a rovidebb kezelési id6vel (14 illetve 20 nap) magyarazhato.
Fontos, hogy itt megfigyeltiik, hogy ha a CVMS-expoziciot az MD180 talajan alkalmaztuk, sem a
CVMS, sem a fluoxetin kezelés nem emelte meg a FOSB aktivitast a PFC-ben. Ennek a
jelenségnek nagy transzlacios jelentdsége lehet, mivel a FOSB-vel kapcsolatos transzkripcios
valtozasokat egyre inkabb a terapias hatékonysag meghatarozasara hasznaljak a major depresszio
modelljeiben (Vialou és mtsai., 2015). A hiszton acetilacio vizsgalatanal azt talaltuk, hogy az AFR

egerekben a fluoxetin kezelés csokkent acetilacioval tarsult, de ha az egerek MD180-n estek at,
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akkor egy eleve alacsonyabb acetilacids szintet lattunk, amelyet a fluoxetin kezelés mar nem
befolyasolt. Ez arra utal, hogy a fluoxetinterapia és a korai életkori stressz kdlcsonhatasba 1ép a
PFC-ben, ami 6sszhangban van egy korabbi vizsgalattal (Levine és mtsai., 2012), azonban a mi
eredményeinkkel ellentétben, Levine és munkatarsai azt talaltdk, hogy a fluoxetin terapia novelte
az epigenetikai valtozasokat. Ezt az eltérést azzal magyarazhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt H3
hisztonnal ellentétben Levine és munkatarsai (2012.) a H4 hiszton egy acetilacios helyét tesztelték.
Egy harmadik, fliiggetlen laboratéoriumban Robinson és munkatarsai (2014.) szintén azt talaltak,
hogy a kronikus fluoxetin-expozicido csokkentette az epigenetikai valtozasokat a nucleus

accumbens-ben.
5.3.2. Hippocampus

Mivel az anyai megvonas nagyon alacsony, szinte kimutathatatlan FOSB jellel tarsult a
hippocampus-ban, le kell szogezniink, hogy az SSRI kezelésnek nem sok tere volt a FOSB-ir
csokkentésére. Ezt a megfigyelést lehetne esetleg azzal magyarazni, hogy technikai hiba tortént,
amely megakadalyozta az immunjel kialakuldsat, de mivel ugyanazon allatok PFC metszetei
ugyanabban a festési folyamatban megbizhato jelet adtak, feltételezhetjiik, hogy az MD180 egerek
alacsony hippocampalis FOSB sejtszamai valodi teriilet-specifikus megfigyelések. A jelenség
alternativ értelmezése lehet, hogy a fluoxetin kezelés hatasat az MD180 esetében a FOSB jeldléssel
nem lehet kimutatni, de mas markerek esetleg tiikrozhetnék az SSRI kezelés hatasat (Blendy és
mtsai., 2006; Yan és mtsai., 2020; Dionisie és mtsai., 2021). Ezt az elképzelést alatamasztjdk a
H3K9ac-jeldlés soran kapott eredményeink is. A hippocampalis hiszton acetilacid dinamikéja
kiilonbozott a PFC-ben megfigyelttél. Az MD180 csokkentette a hiszton H3 acetilaciot az Gsszes
hippocampalis régioban, ami &sszhangban van Sun és munkatarsainak (2021) munkajaval. A
CVMS csokkentette a H3K9ac ir-t a vivoanyaggal kezelt, AFR egerekben az Osszes vizsgalt
régioban, ami egybevag egy korabbi patkanyon végzett kisérlet eredményeivel (Hunter és mtsai.,
2009), a CAL régiot kivéve, ahol Ferland és Schrader (2011) nem talaltak valtozast. A fluoxetin
kezelés novelte az acetilaciot a korabban CVMS-t atélt egerekben. Ez megfelel Hunter és
munkatarsai (2009) eredményeinek, ahol e hiszton metilaciojat mérték. Jelen vizsgalatunk azt
mutatja, hogy a CVMS-nek kitett, MD180-at is elszenvedett egerekben a fluoxetin acetilacio-
noveld hatasa megsziint a CAl-ben, és atfordult egy csokkent6 hatasba a CA3-ban és a DG-ban.

Ez a mi modelliinkben arra utal, hogy az antidepresszdnsok hatékonysaga fiigghet a kockézati
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tényezok szamatol €s az epigenetikai statusztol, amelyet a modellallat hordoz. Ez végsé soron
alahtizhatja az egyénre szabott terdpids megkozelités fontossagat a depresszid kezelésében, a

farmakoterapia hatékonysaganak novelése érdekében.
5.3.3. ovBNST

Korabbi eredményeinkkel ellentétben a CVMS-expozicidé nem indukalt jelentés neurondlis
aktivaciot az ovBNST-ben az AFR allatok korében (Farkas és mtsai., 2017), ami a vivéanyagot
kapott allatok napi intraperitonealis injekcioi altal okozott enyhe stressz hatisaval lehet
magyarazhatd. Anyai megvonast kovetden azonban az ugyanerre a stresszre adott valasz nagysaga
mind a CRH, mind a FOSB sejtek szamanak tekintetében csokkent. Ez alatdmasztja a viselkedési
tesztjeink azon értelmezését, hogy az MD180 allatoknal maladaptaciot latunk. Korrelacios
elemzéseink igazoltak, hogy a szorongas (MBT-ben) és a depresszio szintje (TST-ben) forditottan
aranyos az OVBNST/CRH sejtek FOSB-pozitivitasaval, 0&sszhangban a  korabbi,
patkanykisérletekben kapott eredményekkel (Choi és mtsai., 2007). Ehhez hasonldan, a fluoxetin
kezelés altal kivaltott CRH/FOSB sejtszam emelkedés lathatd a legtobb csoportban, ami erds
anxiolitikus és antidepresszans hatdssal jart egyiitt a viselkedési tesztekben. Az ovBNST/CRH-
sejtek szdmanak emelkedése fluoxetin kezelés hatasara teljes 0sszhangban van més laboratoriumok
fehérje- és mRNS-szintli eredményeivel (Torres és mtsai., 1998; Hammack és mtsai., 2010; Surget
¢és mtsai., 2011; Partridge és mtsai., 2016). A CRH SSD mérések nagyon alacsony ovBNST/CRH-
tartalmat mutattak ki minden deprivalt csoportban, ami arra utal, hogy az anyai deprivacio
csokkenti e sejtek CRH-tartalmat, hasonléan masok eredményeihez (Hu és mtsai., 2020). Az
0VBNST-ben azonban ezeknek a valtozasoknak nem talaltunk olyan epigenetikai hatterét, amit a

H3K09ac jelolés kimutatott volna.

5.3.4. CeA

A CeA stressz hatasara torténd aktivacioja jol ismert jelenség (Kozicz és mtsai., 2008a; Regev és
mtsai., 2011; Laine és mtsai., 2017; Kovacs és mtsai., 2019). Modelliinkben mi is emelkedett CRH-
FOSB szamot és egyidejlileg magasabb CRH-denzitast talaltunk, ami fokozott aktivitasra utal. A
stresszt kovetd fluoxetin kezelés csokkentette a CRH pozitiv neuronok szamat. Az ovBNST-ben
megfigyeltekhez hasonldan, az AFR kontroll egerek SSRI kezelése tendencidozusan novelte a CRH-
termeld neuronok szamat, ami dsszhangban van korabbi eredményekkel (Xu és mtsai., 1999). Az

anyali megvonas hatasa alapjaiban rendezte at a neuronalis aktivitasi mintazatot a kontroll és a
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stresszben részesiilt PACAP HZ egerekben, mivel a fluoxetin kezelés egyarant csokkentette a CeA
aktivitasat €és CRH tartalmat, a stressz pedig ez utdn nem aktivalta a magot, €s nem novelte a CRH-
termeld sejtek szamat sem. Ez a megfigyelésiink ismételten kiemeli, hogy a korai életkor
szignifikans negativ  életeseményei maladaptiv  valtozasokat okoznak a neuronalis
stresszadaptacioban, mely végs6é soron hozzajarulhat a viselkedési tesztekben tapasztalt
eltérésekhez (Bian és mtsai., 2021). A CeA/CRH SSD ¢s az MBT-ben elrejtett tiveggolyok szama
kozotti negativ korrelacio egyrészt a fluoxetin erds anxiolitikus hatasat bizonyitja stressz utan
(Partridge és mtsai., 2016), masrészt azt, hogy a magasabb CeA/CRH szint alacsonyabb
szorongassal jar egylitt. Ez a megallapitas paradoxnak tlinik, mivel a magasabb CRH-szint
altalaban fokozott szorongassal parosul (Pomrenze ¢és mitsai., 2019), mégis, ha a Kkorai
¢letszakaszban elszenvedett negativ életesemények befolyasoljak a stresszvalaszt, akkor nem példa

nélkiili, hogy ennek az ellenkezdjét figyelték meg (Bolton és mtsai., 2018).
5.3.5. VTA

A VTA dontd szerepet jatszik a mezolimbikus jutalmazd palya aktivitdsdban, amely a
hangulatzavarok tiineteit befolyasolja, mint példaul az anhedonia és a csokkent motivacio (Nestler
¢és Carlezon, 2006). Az anyai megvonas hatasa hasonld volt ebben a magban, mint amit a tagabb
értelemben vett amygdala-ban megfigyelhettink. A TH SSD 40%-0s csokkenése az anyai
deprivaciot elszenvedett utddoknal egybevag korabbi eredményekkel (Pefia és mtsai., 2017). Ezek
az adatok tovabb hangsulyozzak, hogy a fiatal korban 4télt szignifikdns negativ életesemények
hosszu tava valtozasokat okoznak a stresszadaptiacioban és az antidepresszans terapidra valod
érzékenységben (Lovallo, 2013; Hu és mtsai., 2020; review-k a témaban: Heim és Binder, 2012;
Cater és Majdi¢, 2021). Bar nem észleltiik, hogy a H3 hiszton acetilacié interakcioba Iépne a TH
SSD-vel, nem zarhatjuk ki, hogy mas, itt nem vizsgalt epigenetikai mechanizmusok is
hozzajarultak a VTA TH SSD hossza tavua valtozasaihoz. A korabbi eredményekkel 6sszhangban
(Levine és mtsai., 2012; Schmauss, 2015) csak a fluoxetin kezelés novelte az acetilacid mértékét.
A fluoxetin igy novelheti a jutalmazas érzését, igy enyhitve a korabban leirt tiineteket, mint az

anhedonia és a motivacié hidnya (Nestler €s Carlezon, 2006).
5.3.6. cpEW

Az UCNI1-termel6 neuronok fluoxetin kezelésre adott valasza minden csoportban egységes volt:

csOkkent UCNI-tartalmat mutattak. Ez az MBT eredményeivel korrelalva megalapozza a
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modelliink prediktiv validitasat, és alatdmasztja a cpEW jelent0ségét a szorongassal kapcsolatos
betegségekben, dsszhangban a korabban publikalt adatokkal (Vetter €s mtsai., 2002; Gaszner €s
mtsai., 2004, 2009, 2012; Kozicz és mtsai., 2008a; Kormos ¢s mtsai., 2016, 2022; Ujvari és mtsai.,
2022). A korai életkorban elszenvedett stressz nem befolyasolta az urocortinerg sejtek szamat, de
csokkentette a FOSB-aktivitasukat ¢s az UCN1-tartalmukat. Ez 6sszhangban van a hisztonfehérjék
acetilacidjanak mértékével valamint az acetildcio ¢és az UCNI-denzitds kozotti korrelaciora
vonatkozo eredményekkel, ahol az alacsonyabb acetilacié alacsonyabb UCN1 SSD-vel parosult.
A cpEW-ben 1év0 hiszton acetilacio és az ovBNST-ben 1évé CRH SSD koz6tti tovabbi korrelacio
alatamasztja az urocortinerg rendszer szerepét a BNST (Priest és mtsai., 2021) és a HPA-tengely
szabalyozasaban (Issler és mtsai., 2014). Az a megfigyelés, hogy az AFR éllatokkal ellentétben a
stresszexpozicid az anyai megvondsban részesitett allatokban eredményezte a legalacsonyabb
acetilacios szintet, mélyrehatd6 maladaptiv valtozasokra utal neurondlis szinten. Ez hozz4ajarulhat
az anyai deprivaciot kovetd viselkedési valtozdsokhoz, ¢és Osszhangban van korabbi
eredményeinkkel is (Gaszner és mtsai., 2009), ahol az anyai megvonas hatasai hasonloak voltak
patkanyban. Fontos, hogy ezt a legalacsonyabb acetilacios szintet a fluoxetin kezelés novelte,
Osszhangban, a frontalis kéregben masok altal kapott eredményekkel (Levine és mtsai., 2012). Ez

a tény ismételten kiemeli modelliink prediktiv validitasat.

5.3.7.DR

A DR/5-HT neuronok a HPA-tengely ¢és a limbikus agyteriiletek fontos regulatorai a
hangulatszabalyozasban (Peyron és mtsai., 1998). A PACAP KO egereknél megfigyelt viselkedési
anomaliak a szerotoninerg rendszer valtozasainak tulajdonithatok (Shintani és mtsai., 2006). Itt azt
lattuk az AFR egerekben, hogy a stressz csokkentette mind a DR/5-HT sejtek szamat, mind az 5-
HT SSD-t, 6sszhangban a mi (Gaszner ¢s mtsai., 2012; Kormos és mtsai., 2016) és masok korabbi
eredményeivel (Issler és mtsai., 2014). Fontos, hogy fluoxetin kezelést kdvetéen az 5-HT-sejtek
szama nem kiilonbozott a kontrolltdél (Tao és mtsai., 2000; Quentin és mtsai., 2018). Anyai
deprivaciot kovetden, mas laboratoriumok eredményeivel 0sszhangban, emelkedett sejtszamot
talaltunk (Gardner és mtsai.,, 2009). Az anyai megvonast elszenvedett egerekben a stressz
onmagéaban nem befolyasolta a DR/5-HT-t, mig a fluoxetin hatasara csokkent a DR/5-HT sejtszdm.
Ez tovabb erdsiti a korai életszakaszban elszenvedett averziv életesemények hosszutavi

jelentdségét a stresszadaptacios valaszban és a hangulatszabalyozasban, 6sszhangban szamos maés
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vizsgalattal (review kozlemények: Matthews és Robbins, 2003; Maccari és mtsai., 2014; Cater és
Majdic, 2021). Az elrejtett tiveggolyok szama az MBT-ben negativ korrelaciot mutatott a DR/5-
HT sejtek szdmaval és 5-HT SSD mértékével. Ez meggy6zden tdmasztja ald azt, hogy valdédi
kapcsolat all fenn a morfologiai és viselkedési eredményeink kozott. Mindez egybevag a
szerotoninerg rendszerek jol ismert jelentéségével hangulatszabalyozasban, beleértve a
hangulatzavarokban vitt szerepiiket hangsulyoz6 szamos kutatasi eredményt is (Steinbusch és
mtsai., 1981; Ma és mtsai., 1991; Shintani és mtsai., 2006, review a témaban: Lowry és mtsai.,
2008; Venkatraman és mtsai., 2017). Az anyai megvonast elszenvedett egerekben a stressz nem
okozott valtozast, de CVMS-t kovetben a fluoxetin addsa novelte a hiszton acetilaciot. Ezzel
Osszhangban, nagyobb epigenetikai valtozast figyeltek meg antidepresszans adasa esetén Levine
¢s munkatarsai (2012) is. Az 5-HT-pozitiv sejtek szamanak és a DR H3K9ac sejtek szamanak erds
negativ korrelacidja ravilagit az epigenetika fontossdgara a hangulatszabalyozasban. Az 5-HT-
sejtek szama és az ovBNST/CRH, valamint a cpEW/UCNI sejtek szama kozotti erds korrelacio
pedig funkcionalis kapcsolatra utal, ami 6sszhangban van Waselus (2009), van der Doelen (2015)

¢s Priest és mtsai. (2021) korabbi neuroanatomiai vizsgalataival.
5.3.8. A viselkedési és funkciondlis-morfoldgiai eredmények kozotti Osszefliggések értelmezése

Ebben a tanulmanyban funkciondlis neuroanatomiai vizsgalatokat végeztiink szdmos limbikus
kozpontban és megallapitottuk, hogy a vizsgalt agyteriiletek mindegyike hozzajarulhatott a
megvaltozott hangulati allapothoz. Az ovBNST és a CeA CRH aktivitdsa negativan, mig a
cpEW/UCNI és a DR/5-HT pozitivan korrelalt az MBT-ben megfigyelt szorongasi és a TST-ben
regisztralt depresszid szintekkel. Ez a kordbban talaltakkal 0sszhangban (review a témaban:
Kormos ¢és Gaszner, 2013) arra utal, hogy ellentétesen jarulnak hozza a hangulati allapot
szabalyozasdhoz. A VTA-ban a hiszton acetilacio korrelalt az FST viselkedéssel, ami arra utal,

hogy ez a teriilet hosszu tavon hozzéjarul a hangulati allapothoz.

5.4. Vizsgalataink limitacioi

Az itt vizsgalt agyteriiletek er6sen Osztrogénérzékenyek (Derks és mtsai., 2007; Clark és mtsai.,
2012; Kelly és mtsai., 2013; Vandegrift és mtsai., 2017; Le Moene és mtsai., 2019). Ezért,
amennyiben a vizsgalatokat ndstény allaton is elvégeztiik volna, figyelembe kellett volna venniink

az aktualis Osztruszciklus fazisanak viselkedésbeli, s6t funkciondlis-morfologiai hatisat. A
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hiivelykenetmintak gytjtése a ciklus nyomon kovetése céljabol egy tovabbi stresszfaktort
jelentene, tovabba, a CVMS-expozicio is kolcsonhatasba 1éphet a ciklussal. Az allatkisérleti
elrendezés bonyolultsagat, az allattartd létesitményiink kapacitasat és a fent leirtakat figyelembe
véve kényszertiségbdl lemondtunk arrdl, hogy a modellt néstény egereken teszteljiilk, ami e

vizsgalat fontos korlatja.

Ebben a kisérletben nem alkalmaztunk vad tipusu és PACAP knock out allatokat. Ezért nem
vizsgaltuk, hogy a PACAP (Hashimoto ¢és mtsai., 2001) csokkent mennyisége Oonmagaban
hozzajarul-e a depresszid-szerii fenotipushoz. Mindazonaltal, ezt korabban mar kimutattuk (Farkas
¢és mtsai., 2016, 2017) és mas laboratoriumok is ezt talaltak (Hashimoto és mtsai., 2001, 2009;
Shintani és mtsai., 2006).

Nem minden teriileten és minden sejttipusra nézve végeztiink vizsgalatokat a H3K9ac és FOSB
szempontjabol pozitiv jelet ado sejtek neurokémiai karakterisztikajanak azonositasa céljabol.
Tovabbi kolokalizacios vizsgalatokkal kell majd meghatarozni, hogy van-e sejttipus specifikus
valtozas a hiszton acetilacid mértékében vagy a neurondlis aktivitds mintdzataban a PFC, a

hippocampusban vagy a tobbi vizsgalt agyteriilet esetében.

Tekintettel arra, hogy egyes neurontipusokra nem jellemz6 a neuronalis aktivitasi markerek, az
azonnali gének expresszioja (Hoffman és mtsai., 1994; Dragunow és Faull, 1998). Nem zarhatjuk
ki azt sem, hogy a neuronalis aktivitds mintazata mas képet mutatna, ha a FOSB helyett egy
alternativ markert hasznaltunk volna. A FOSB jelolés masik hatranya, hogy nem detektalja a
potencialisan nagyon fontos, gatld jellegii funkcionalis valtozasokat (Bowers és mtasi., 1998; Choi
¢s mtsai., 2007), ami arra utalhatna, hogy a vizsgalt teriileteken csokkent aktivitas és/vagy

génexpressziod kovetkezhetett be.
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6. Kovetkeztetések és kitekintés

A human depresszio harom talalat elmélete alapjan (de Kloet és mtsai., 2007; Daskalakis és mtsai.,
2013) a kozelmultban kifejlesztettiink egy a hangulatzavarok vizsgalatara alkalmas modellt
PACAP heterozigota egerekkel, amelyeket anyai megvonasnak és kronikus variabilis enyhe
stressznek tettiink ki, valamint igazoltuk a modell megbizhatosagat a Willner-féle (Willner, 1984)
konstrukcios és fenotipusos validitasi kritériumok szerint (Farkas és mtsai., 2016, 2017). Jelen
eredményeink a korabbi eredményeink reprodukalhatdsagat is bizonyitjak. A harmadik, prediktiv
validitasi kritériumot jelen vizsgalatainkban sikerrel teszteltilk, mivel a fluoxetin kezelés
helyreallitotta az MBT-ben mért szorongasi és a TST altal mutatott depresszio szinteket.
Morfoldégiai adataink arra utalnak, hogy a genetikailag meghatdrozottan hangulatzavarra
érzékenyebb PACAP heterozigota egereken alkalmazott anyai megvonds, mint a korai
¢letszakaszban fellépd negativ életesemények modellje, mélyrehaté agyteriiletspecifikus
valtozasokat okoz a tagabb értelemben vett amygdala CRH-tartalmi magjaiban, a dopaminerg
VTA-ban, az urocortinerg CcpEW-ben ¢és a szerotoninerg DR-ban, illetve ezek
hisztonacetilacigjdban  és  stresszadaptaciés valaszaban. A megfigyelt funkcionalis-

neuromorfologiai valtozasok komplexitasa (12. abra) tovabb erdsiti modelliink validitasat (Boas és
mtsai., 2019).

A modellben bekovetkezd egyéb funkciondlis-morfoldgiai valtozasok azonositasara tovabbi
szisztematikus térképezési vizsgalatokra van sziikség, mely olyan tjabb, itt nem vizsgalt
agyteriiletek vagy neuronkorok azonositasahoz vezethet, amelyek szintén hozzajarulnak a
antidepresszans gyogyszervegyiiletként hasznosithaté hatéanyagok preklinikai tesztelése ebben a
modellben tovabbi segitséget nyujthat 0j terapids stratégiakat talalni a stresszel Osszefiiggd

hangulatzavarok kezelésében.
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7. Uj eredmények osszefoglalisa

1. Az antidepresszanskezeléssel kiegészitett jelen kisérleti elrendezésben sikeresen reprodukaltuk
a harom talalat elmélet egérmodelljének konstrukcios és fenomenolédgiai validitdsaval alatdmaszto

korabbi eredményeinket.

2. Allatkisérletes bizonyitékot talaltunk arra nézve, hogy modelliinkben egy, a depresszid
terapidjanak els6 vonaldban hasznalt szerrel, a fluoxetinnel tortént kezelés csokkenti az allatok

szorongasat és depresszidszintjét, bizonyitva ezzel modelliink prediktiv validitasat.

3. Modelliinkben funkcionalis-morfoldgiai vizsgalatnak vetettiik ald a stresszadaptacidban és a
hangulat szabalyzasaban fontos szerepet betolté limbikus kdzpontokat (PFC, hippocampus,
ovBNST, CeA, VTA, cpEW, DR), melyek valasza agyteriiletspecifikus volt. Eredményeink
Osszecsengenek mas kutatocsoportok eredményeivel, illetve jelentds korrelacids Osszefiiggéseket
mutattak a viselkedési tesztek soran latottakkal, bizonyitva, hogy az agyban megfigyelt valtozasok

allhatnak a viselkedési tesztek latott eltérések hatterében.

4. Modelliinkben a legjelentdsebb faktornak az anyai megvonas mutatkozott: a viselkedési tesztek
és a vizsgalt agyteriiletek mintegy kétharmadaban megvaltoztatta az allatok stresszre és/vagy
kezelésre adott reakciojat, bizonyitva ezzel az ¢€let korai szakaszaban (vulnerabilis fazisaban)
torténd epigenetikai programozodas fontossagat a felnOttkori stresszadaptacidban, illetve az

antidepresszansokra adott terapias valaszban.
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Fluoxetine treatment supports
predictive validity of the three
hit model of depression in male
PACAP heterozygous mice and
underpins the impact of early
life adversity on

therapeutic efficacy
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Disorders, Centre for Neuroscience & Szentagothai Research Centre, University Medical School,
University of Pécs, Pécs, Hungary, *Department of Medical Biology, Medical School, University of Pécs,
Pécs, Hungary, “Laboratory of Molecular Neuropharmacology, Graduate School of Pharmaceutical
Sciences, Osaka University, Suita, Osaka, Japan, *Molecular Research Center for Children’s Mental
Development, United Graduate School of Child Development, Osaka University, Kanazawa University,
Hamamatsu University School of Medicine, Chiba University and University of Fukui, Suita, Osaka, Japan,
¢Division of Bioscience, Institute for Datability Science, Osaka University, Suita, Osaka, Japan,
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Department of Anatomy, Medical School, University of Pécs, Pécs, Hungary, *°Department of
Pharmacology and Pharmacotherapy, Medical School & Szentagothai Research Centre, Molecular
Pharmacology Research Group, University of Pécs, Pécs, Hungary

According to the three hit concept of depression, interaction of genetic
predisposition altered epigenetic programming and environmental stress
factors contribute to the disease. Earlier we demonstrated the construct and
face validity of our three hit concept-based mouse model. In the present work,
we aimed to examine the predictive validity of our model, the third willnerian
criterion. Fluoxetine treatment was applied in chronic variable mild stress
(CVMS)-exposed (environmental hit) CD1 mice carrying one mutated allele of
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide gene (genetic hit) that were
previously exposed to maternal deprivation (epigenetic hit) vs. controls.
Fluoxetine reduced the anxiety level in CVMS-exposed mice in marble
burying test, and decreased the depression level in tail suspension test if
mice were not deprived maternally. History of maternal deprivation caused
fundamental functional-morphological changes in response to CVMS and
fluoxetine treatment in the corticotropin-releasing hormone-producing cells
of the bed nucleus of the stria terminalis and central amygdala, in tyrosine-
hydroxylase content of ventral tegmental area, in urocortin 1-expressing cells
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of the centrally projecting Edinger-Westphal nucleus, and serotonergic cells of
the dorsal raphe nucleus. The epigenetic background of alterations was
approved by altered acetylation of histone H3. Our findings further support
the validity of both the three hit concept and that of our animal model. Reversal
of behavioral and functional-morphological anomalies by fluoxetine treatment
supports the predictive validity of the model. This study highlights that early life
stress does not only interact with the genetic and environmental factors, but
has strong influence also on therapeutic efficacy.

KEYWORDS

central amygdala, bed nucleus of stria terminalis, centrally projecting Edinger-
Westphal nucleus, ventral tegmental area, dorsal raphe nucleus

1 Introduction

The prevalence of mood disorders like major depression
rises boldly affecting more than 280 million people worldwide
(1). Depression encumbers society and economy besides
healthcare system, being a leading cause of chronic disability.
Its early onset results in a large loss of productive life-years and a
fallback in educational rate (2). Notably, suicidal attempts and
completed suicide are in strong association with mood disorders
(3). In spite of extended efforts to reveal the etiology and
pathomechanism in the last decades, we still know only some
fragments of this enormous puzzle.

An unequivocally accepted animal model would be required to
inquire these processes more thoroughly. Most of the studies on
animal models for depression focus on monoaminergic systems
(for review see: 4-6). Nowadays, pharmacotherapy is mostly based
on this concept, but increasing number of data reveal, that the
therapeutic response is unsatisfactory at least in 30% of cases (7, 8).
This strongly presumes that beyond the monoaminergic systems
other, to date unknown mechanisms also contribute to the
psychopathology. In order to obtain a new preclinical tool to
clarify its background, we recently created a rodent model (9, 10)
based on the widely accepted three hit theory of depression which
highlights the coexistence of genetic, epigenetic and environmental
factors as triggers of the disease (11, 12).

Several well-described inheritable genetic alterations (e.g.
dopamine-, serotonin-, GABAergic receptor mutations) increase
the probability of the disease (for review see 13-15). Increasing
amount of evidence suggests that pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide (PACAP) contributes to mood control
(16, 17, for reviews see 18-22). It is known that PACAP
deficiency blunts the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA)
axis function at the level of the hypothalamic paraventricular
nucleus (PVN) and adrenal cortex (23-25). Furthermore, the
lack of the functional PACAP gene in knock out (KO) mice on
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CD1 background results in altered stress adaptation and
depression-like behavior (10, 25-29). In contrast, PACAP KO
mice on C57BL/6]Jx129SvEv (F1 hybrid) and C57Bl/6N
background show an anti-depressive phenotype (30, 31). In
our previous work, we found that combined stress exposure of
CD1 PACAP heterozygous (HZ) mice was a suitable model for
depression (10). To the best of our knowledge, no human data
are available for biallelic loss-of-function mutation in the
ADCYAPI gene linked to depression, but the recruitment of
ADCYAPI gene polymorphisms in stress-related mood
disorders (32, 33) is known. Based on this information, we
decided to use the HZ mice in our three hit model, as they
possess reduced PACAP content in the brain (34). The goal of
this approach was to bridge the translational abyss between
genetics of animal models and human population.

According to the basic concept of the three hit theory, the
second ‘hit’ affects the epigenome. A well-investigated epigenetic
factor is the acetylation of histone proteins (35, 36). The
acetylation pattern is regulated by the balance between
histone-acetyltransferase and histone-deacetylase enzyme
families (37). Chronic variable mild stress (CVMS) affects the
epigenome at the level of histone acetylation (38). Conversely,
histone deacetylase inhibitor treatment mitigates depression-like
behavior (39) while the response to antidepressant treatment is
ameliorated (40, 41). These facts, on the one hand, suggest the
potential contribution of epigenetic changes to the development
of mood disorders by making the bed for later noxae, but also
show that they alone do not trigger the disease. The epigenome is
evolved mostly during vulnerable periods of life such as the
postnatal period (42, 43). Exposure to significant adversities
during this phase increase the risk of depression in animal
models (44, 45) and humans (46; for review see: 47).
Therefore, we (9, 10) applied maternal deprivation for
modelling the effect of early life adversities on epigenome (48;
for review see: 49) as the second hit.
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Prolonged exposure to environmental stress plays likely the
most potent role in occurrence of mood disorders (for review see:
50, 51). The normal stress adaptation response is mainly
orchestrated by the HPA axis. The dysregulation of the HPA
axis is well documented both in animal models for depression (10,
52-54) and in human studies (55, 56; for review see: 57). Based on
these, we tested how a third hit, the chronic variable mild stress
(CVMS) model of prolonged environmental challenge affects
mice carrying a mutated PACAP allele (first, genetic hit) and
the history of early life adversity (second, epigenetic hit) too.

As several stress-recruited brain territories contribute to the
control of the HPA axis, altered top-down regulation may
contribute to the pathophysiology of depression (for review
see: 58). For instance, corticotropin-realasing hormone (CRH)-
containing divisions of the extended amygdala (59, 60) such as
central nucleus of amygdala (CeA) and oval division of the bed
nucleus of the stria terminalis (ovBNST) are involved in mood
control and stress response (61-65). Interestingly, they contain
PACAP (66) also and manipulation by PACI receptor
antagonist reverses the harmful effects of stress in behavioral
tests (67), and their stress reactivity is compromised in PACAP
KO mice (28, 68-70). The CRH-related urocortinl (UCNT1) is
primarily expressed the in the centrally projecting Edinger-
Westphal nucleus (cpEW) in the midbrain and these UCN1-
containing cells also express PACAP mRNA (71). Their role in
stress and depression models was shown in mice (10, 25, 72, 73),
rats (74-77), tree shrews (62), and cpEW samples of suicide
victims (73, 78) further supporting the translational value of
results obtained in animal studies. Both extrahypothalamic CRH
systems (79, 80) and cpEW UCNI1 cells (81, 82) may interact
with the serotonergic (5-HT) cells in the dorsal raphe nucleus
(DR) that also show stress-induced activity (83, 84) and PACAP
mRNA expression in mice (85). The high significance of
serotonergic neurotransmission in mood control in the
prefrontal cortex, hippocampus and amygdala is without
debate (86, 87; for review see 88, 89). It is also well
documented that the brain reward system and its disturbances
are strongly associated with mood disorders (for review see: 90,
91). The ventral tegmental area (VTA) as the center of
mesocorticolimbic dopaminergic pathway admittedly plays a
crucial role in occurrence of depression (92-94).

Although the willnerian a) construct and b) face validity criteria
(95) of our three hit model has already been proven (10) the primary
aim of the present work was to test Willner’s third, predictive
validity criterion. Therefore, we hypothesized that the treatment
with a standard serotonin-reuptake inhibitor (SSRI), fluoxetine in
mice carrying all three hits will reverse the depression-like state.
Behavioral tests, physical and endocrinological measures, as well as
functional-morphological tools in forebrain CRH-, midbrain
UCNI1- containing, DR-serotonergic and VTA-dopaminergic
systems were used to assess the neuronal activity patterns and
epigenetic alterations in the three hit model.
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2 Methods
2.1 Animals and experimental design

The breeding procedure of our in-house bred PACAP KO
CDI1 mouse strain corresponds to the previously published
protocol (10). Briefly, a HZ generation was created by crossing
PACAP KO and wild type (WT) mice. Then, PACAP HZ
females and males were paired on the same day. Seventeen
litters born within a 72 h period were used for this study. To
reduce litter differences, they were cross-fostered on postnatal
day (PD) 1. Ten litters were subjected to 180 min maternal
deprivation (MD180) on PD1-14: pups were separated from
their dams and placed to cages lined with nesting material on a
heating plate (set to 32°C) to keep them warm. Seven litters were
reared according to the normal protocol of the facility (animal
facility rearing, AFR). The genotype of the offspring was
determined by polymerase chain reaction (PCR) using tail
clipping samples collected on PD 70 (for further details on
genotyping see 28).

Since we had previously found that in our three hit concept-
based model PACAP HZ mice are ideal to use (10), we did not
examine PACAP KO and WT offspring in this study. Seventeen
and twenty-five male HZ mice were identified by PCR in the
AFR and MDI180 main groups, respectively. Four subgroups
were created both in the AFR (groups were marked by a-d in the
figures throughout) and MD180 subgroups (groups e-h) as
shown in Figure 1. Four subgroups were exposed to CVMS
(i.e. groups ¢, d and g, h) between PD125-PD139 vs. four control
subgroups (groups a, b and e, f) that did not experience stress
exposure. Half of the subgroups was treated daily by
intraperitoneal (ip) fluoxetine (20 mg/kg/day in 0.2 ml saline)
injections (group b, d, f, h) vs. physiological saline (0.2 ml
vehicle)-injected subgroups (group a, ¢, e, g; see also Figure 1)
for two weeks based on our earlier work (25). The injection site
in the abdominal wall was changed daily to reduce tissue
damage. The CVMS paradigm comprised mid-day (tilted cage,
dark room, shaker) and overnight (wet bedding, social isolation,
group holding) challenges as published previously (9, 10).
Bodyweight of animals was measured on the first and on every
fourth day of stress period at the time of injection procedure.

Animals were kept in standard size (30 x 30 x 28 cm)
polycarbonate cages (4-5 mice per cage) on controlled
temperature (24°C) and humidity (50%) with 12-hour light-
dark periods (lights turned off at 6 pm) at the animal facility of
Department of Anatomy, University of Pécs. Ad libitum access
to standard rodent chaw and drinking water were provided. The
wood chips litter was changed every other day.

In vivo experimental procedures were permitted by the
National Food Chain Safety Office in Hungary (license
number: BA02/2000-39/2016). The license was given based on
the scientific approvals of the Animal Welfare Committee at
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maternal deprivation

Conception Birth FD1-14

Litters of
pairs
heterozygous
for PACAP

1. Genetic ,hit’ 2. Epigenetic ,hit’

FIGURE 1

3. Environmental ,hit’
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CVMS + treatment

PD125-139 perfusion

Vehicle e

4. Therapy

Experimental setup and timeline. Lettering (a-h) and corresponding color codes (green: animal facility-reared (AFR) groups, red: groups with
history of maternal deprivation, MD180) as well as thick black frames (symbolizing fluoxetine treatment) were used to refer to the same groups
throughout the text and other figure diagrams. Control (light shades) and chronic variable mild stress (CVMS)-exposed (dark shades) groups
were further divided into vehicle- and fluoxetine-treated subgroups. PD, postnatal day.

Pécs University and the National Scientific Ethical Committee
on Animal Experimentation in Hungary.

2.2 Behavioral tests

In total four tests were conducted in the same order in all
groups as published earlier (9, 10). Light dark box (LDT) and
marble burying tests (MBT) were used to assess the anxiety level.
Tail suspension (TST) and forced swim tests (FST) were carried
out to assess depression-like behavior. After each test, animals
were placed back to their original cages. All behavioral tests were
evaluated by an experienced person who was not informed about
the identity of animals.

2.2.1 Light-dark box test

The 40x20x27 c¢cm box was separated into two equal
compartments by a non-transparent wall with a 7x7 cm
aperture. One side of the device was painted white and
brightly illuminated (300 lux), while the other compartment
was black-walled and dim (96). Mice were placed into the lit
compartment facing to the aperture and videotaped for 5 min.
We evaluated the time spent in dark compartment, number of
transitions between compartments and the number of
aborted transitions.

2.2.2 Marble burying test

Animals were placed individually into cages (30x30x28 cm)
with 24 colored marbles scattered on the surface of fresh
woodchips bedding. Mice were allowed to explore the marbles
for 30 min in a cage with 40 lux light intensity. The number of
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hidden marbles (i.e. embedded to their 2/3 into the nesting
material) was registered to evaluate the anxiety level of animals
(10, 97).

2.2.3 Tail suspension test

Mice were suspended for 6 minutes on their tails 50 cm
above a table by adhesive tape in a light room (100 lux).
Cumulative time spent immobile was registered in the last 4
minutes of the video recordings (10, 98).

2.2.4 Forced swim test

Mice were placed into glass cylinders (diameter: 11.5 cm;
height: 25 cm) filled by 23°C tap water till the level of 19 cm
based on the original description of Porsolt et al. (99) later
modified by Ghasemi et al. (100). Total immobility time was
evaluated in the last 4 min period of a 6 min swimming (10) test,
recorded in a light room (100 lux).

2.3 Perfusion and sample preparation

On PD140 between 9 am and 12 pm, all animals were
euthanized by urethane injection (ip; 2.4 mg/kg). All animals
of a cage were injected within 2 minutes. Unconscious mice were
weighed and after opening the thorax, 1 ml left ventricular blood
samples were collected into syringes previously filled with 50pl
7% (w/w) EDTA solution to prevent clotting. Then, via the
opened left ventricle, a cannula was introduced into the aorta to
perfuse the animals with 20 ml of ice-cold 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.4) followed by 150 ml 4%
paraformaldehyde solution in Millonig buffer (pH 7.4). The
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right atrium was opened to allow the passage of fluids through
the systemic circulation.

Blood samples were centrifuged for 5 min at 3000 rpm, and
plasma supernatants were collected and stored at -20°C for
corticosterone (CORT) radioimmunoassay. After perfusion,
thymus and suprarenal glands were removed and weighed. Brains
were dissected and postfixed at 4°C for 72 hours. Coronal sectioning
was performed using a vibratome (Leica VT1000 S, Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany). Four series of 30pm sections were collected and
stored in anti-freeze solution (20% ethylene glycol, 30% glycerol and
0.1 M sodium phosphate buffer) at -20°C until labeling.

2.4 Histology

2.4.1 Free floating double-label
immunofluorescence for CRH-FOSB (ovBNST
and CeA), UCN1-FOSB (in cpEW), 5-HT-FOSB
(in DR) and TH-FOSB (in VTA)

The FOSB protein is a product of the Fosb gene, member of the
Finkel-Biskis-Jinkins murine sarcoma virus-related cellular
oncogene family and it is a commonly applied marker of chronic
neuronal activity (101). Sections of the brain regions to be studied
were manually selected based on the mouse brain atlas by Paxinos
and Franklin (102). Sections containing the ovBNST (between
Bregma [Br] +0.35mm to -0.15mm) CeA (Br -1.45mm to
-1.95mm), VTA (Br -2.15mm to -2.65mm), cpEW (Br -3.2mm to
-3.8mm) and DR (Br -4.35mm to -4.85mm) were selected.

After removal of antifreeze solution by 6 x 10 min PBS washes,
heat-induced antigen retrieval in citrate buffer solution (90°C, pH
6, 10 min) was applied. Then, 60 min 0.5% Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, USA) treatment permeabilized cell
membranes. Non-specific binding sites were blocked for 60 min
by normal donkey serum (NDS, Jackson Immunoresearch,
Europe Ltd., Suffolk, UK) diluted in PBS to 5% for CRH-FOSB
labeling and to 2% for UCN1-FOSB, 5-HT-FOSB and TH-FOSB
staining procedures. Subsequently, sections were moved into the
cocktail of primary antibodies solved in NDS: rabbit anti-FOSB
diluted to 1:250 (Santa Cruz, sc-48, RRID:AB_631515, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz CA, USA) combined with a) goat
anti-CRH diluted to 1:150 (Santa Cruz, sc-1759; RRID:
AB_631300) for 72 h at 4°C, b) goat anti-UCN1 diluted to 1:175
(Santa Cruz, sc-1825; RRID: AB_2304014) for 48 h at 4°C, ¢) mouse
monoclonal anti-5-HT in 1:10.000 dilution (gift from Dr. Lucienne
Léger, Universite Claude Bernard, Lyon, France; RRID:
AB_2313872) for 48 h at 4°C, or monoclonal mouse anti-TH
(1:1000, Sigma-Aldrich; RRID:AB_477569) for 16 h at 4°C. After 2
x 15 min PBS washes, sections were placed into the mixture of
secondary antibodies also solved in PBS with NDS. Cyanine 3
(Cy3)-conjugated donkey anti-goat serum (1:800, Jackson
Immunoresearch; RRID:AB_2340411) was used to label FOSB in
all cases. To this, in order to visualize CRH immunoreaction, a
biotinylated donkey anti-goat antiserum (1:1000, Jackson
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Immunoresearch; RRID:AB_2340397) for 24 h at 4°C was added.
Following 2 x 15 min PBS washes sections were transferred into a
solution of Cyanine 5 (Cy5)-conjugated streptavidin (1:1000,
Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2337245) in PBS for 3
hours. For the UCNI labeling, Alexa 488-conjugated donkey
anti-goat (1:200, Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2336933),
for 5-HT and TH, Alexa 488-conjugated donkey anti-mouse
(1:500, Jackson Immunoresearch; RRID:AB_2341099) secondary
antisera were added for 3 hours. Finally, sections were rinsed in PBS
for 2 x 15 min, mounted on gelatin-covered slides, air-dried and
ultimately covered with 50% glycerol dissolved in PBS.

2.4.2 Free floating immunocytochemistry for
acetyl-lysine H3 histone protein by
diamino-benzidine

After 4x15 min PBS washes to remove fixative and anti-
freeze solution, sections were permeabilized for 60 min in 0.5%
Triton X-100 solution. Normal goat serum (NGS, Jackson
Immunoresearch, 2%, in PBS) was used to block non-specific
binding sites. Then, sections were moved into a solution of anti-
acetyl-lysine 9 H3 histone antibodies (1:4000, Sigma-Aldrich;
Cat# SAB4500347; RRID:AB_10742909) and incubated
overnight at room temperature. After 2 x 15 min PBS rinses,
sections were treated with biotinylated goat anti-rabbit IgG
solution for 60 min (1:200, Vectastain ABC Elite Kit, Vector
Lbs., Burlingame, CA, USA) followed by PBS rinses and
incubation in peroxidase-conjugated avidin-biotin complex
(Vectastain ABC Elite Kit) for 60 min. After further PBS
washes, the immunoreaction was developed in Tris buffer (pH
7.4) with 0.02% 3,3’diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich)
and 0.0003% (w/v) H,O,. To optimize the signal/background
ratio, the reaction was performed under visual control using a
light microscope. The reaction was stopped in PBS buffer. After
PBS rinses, sections were mounted on gelatin-covered slides.
After air-drying and dehydration (50%, 70%, 96%, absolute
ethanol, 5 min respectively), slides were moved into xylene for
2 x 10 min and covered by Depex (Fluka, Heidelberg, Germany).

2.4.3 Immunohistochemistry controls

Our CRH antibody (Santa Cruz, sc-1759) was raised against a
C-terminus peptide fragment of human CRH. Based on the website
of manufacturer (http://datasheets.scbt.com/sc-1759.pdf)
specificity of the antibody was verified by Western blot. The
UCNI antibody (Santa Cruz, sc-1825) was raised against a C-
terminus peptide fragment of rat UCNI1, and we tested the
specificity in our earlier works (10, 25). Our 5-HT antibody was
generously provided by Dr. Lucienne Leger (Léger et al., 2001). This
antibody was also tested in mouse brain tissue (25). The TH
antibody (Sigma-Aldrich) was raised against C-terminus peptide
fragment of mouse TH, its specificity was tested by Western blot
based on the website of manufacturer (https://www.sigmaaldrich.
com/catalog/product/sigma/t2928). The acetyl-lysine 9 H3 histone
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antibody was generated against a synthetic peptide (range of
residues 3-52) containing the Lys9 acetylation site. The specificity
of the serum was tested by the manufacturer in mouse tissues
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/
sab4500347?lang=hu&region=HU). The FOSB antibody (Santa
Cruz, sc-48) used in this experiment was raised against a C-
terminus peptide fragment of human FOSB also characterized
earlier (10, 25, 38). The omission of either primary or secondary
antisera or their replacement by non-immune sera resulted in no
detectable labeling. The labeling was also prevented by
preabsorption with the synthetic blocking peptides (10, 25).

2.5 Microscopy, digital imaging
and morphometry

Study and digitalization of immunofluorescence were
performed by the Olympus Fluoview 1000 confocal microscope
(FV10-1000S-1X81). Images were captured by sequential
scanning in photon count mode for the respective fluorophores
to avoid false positive signal caused by the partial overlap of
emission spectra and for detection of reliably semi-quantitative
fluorescent signal. Confocal aperture settings were 80 pm, 1024 x
1024 resolution completed with a 20x objective (NA: 0.75).
Excitation and emission spectra of the fluorophores were
selected by applying the built-in settings of Fluoview software.
To excite the dyes, the following laser beam wavelength were used:
for Alexa Fluor 488, 488 nm; for Cy3, 550 nm; for Cy5, 670 nm.
After scanning, pictures of channels were saved and stored both
individually and superimposed using virtual red and green colors
for evaluation of co-localizing fluorescent signals.

Cell counting was performed manually on non-edited images
by an experienced observer who was blinded to the identity of files.
Cell counts were averaged from five digital images per brain areas
recorded bilaterally in the ovBNST, CeA and VTA, observing the
entire territory of the respective nuclei. Considering the anatomical
localization of the cpEW and DR, the evaluations were performed
in the entire cross section areas next to the midline.

Intensity of immunofluorescence was measured by Image]J
software (v1.42, NIH, Bethesda, MD) evaluating 10 perikarya for
CRH, UCNI, 5-HT or TH in 5 non-edited sections by manually
selecting cytoplasmic areas in captures of the corresponding
channel. The cytoplasmic signal density was corrected for the
background signal. The latter was quantified in immunonegative
territories selected randomly close to the immunoreactive cells.
The calculated specific signal density (SSD) was expressed in
arbitrary units (a.u.).

DAB-labeled acetyl-lysine H3 immunohistochemistry was
evaluated and digitalized by a Nikon Microphot FXA
microscope using a Spot RT camera (Nikon, Tokyo, Japan).
Five sections of each brain area per mouse were captured. The
count of marked nuclei was evaluated by manual cell counting
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considering the whole cross section surface area of ovBNST,
CeA, cpEW, DR and VTA.

For publication purposes, selected representative images
were contrasted by Photoshop software (Adobe, San Jose, CA).

2.6 Statistics

Statistical analysis was performed by Statistica software
(v8.0; Statsoft, Tulsa, OK, USA). All data were expressed as
mean and as standard error of the mean. Data beyond the two
sigma range were excluded from the assessment. Normality of
data was tested by Shapiro-Wilk test (103) while homogeneity of
variance was evaluated by Bartlett’s Chi-square test (104). Data
were subjugated to multifactorial analysis of variance
(MANOVA) followed by Tukey’s post hoc tests (0.<5%). To
reveal deeper connection of datasets Spearman’s rank
correlation test was performed.

3 Results
3.1 Validity of our model

3.1.1 Bodyweight change

The animals’ bodyweight change was used as an indicator of
stress efficacy. MANOVA revealed the main effect of maternal
care on bodyweight change in the second week of CVMS
significant (F1,32 = 7.61; p<0.01). Additionally, significant
second order effects as maternal care x treatment (F1,32 = 4.27;
p<0.05); stress x treatment (F1,32 = 6.8; p<0.02) and a third order
interaction (F1,32 = 4.36; p<0.05) of maternal care, treatment and
stress were recorded. Based on post hoc tests, CVMS exposure
resulted in blunted bodyweight gain that was reversed by
fluoxetine treatment in AFR mice (see Figure 2A, bar c vs. d;
p<0.05). In contrast, in CVMS mice with MD180 history, SSRI
treatment remained ineffective on the course of bodyweight gain
(Figure 2A, bar g vs. h). The difference between the bodyweight
gain of stressed and treated animals with and without maternal
deprivation is enormous (Figure 2A, bar d vs. h; p<0.01).

3.1.2 Relative adrenal weight

MANOVA found the main effect of maternal deprivation per
se (F1,32 = 9.38; p<0.01) and the third order interaction of
factors (F1,32 = 4.57; p<0.05) on the adrenal weight significant.
In contrast, the post hoc test did not detect significant differences
between any pairs of groups (Figure 2C).

3.1.3 Relative thymus weight

MANOVA revealed the main effect of stress (F1,34 = 4.74;
p<0.04) and the triple interaction of factors (F1,34 = 11.25;
p<0.01) on thymus weight significant. Post hoc tests showed that
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at the top of bars represents the most relevant significant post hoc statistical differences between pairs of groups (p<0.05).

stress without a significant statistical power (p=0.08) decreased

thymus weight in AFR

fluoxetine-treated mice compared to

controls (Figure 2E, bar b vs. d). Spearman’s rank correlation test

supported the reliability of our CVMS paradigm highlighting the
link between body and thymus weight data (p=-0.36; p<0.03).
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3.1.4 Corticosterone titer

The CORT titer was determined to assess the HPA-axis activity.

ANOVA indicated a triple interaction of factors (F1,33 = 4.97;
p<0.04). Nevertheless, stressed and fluoxetine-treated animals with
MD180 history showed a tendentiously reduced CORT level,
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compared to vehicle-treated mice (see Figure 2G, bar h vs.
g p=0.15).

3.2 Behavioral results

3.2.1 Light-dark box test

ANOVA revealed the effect of maternal deprivation (F1,33 =
7.36; p<0.02) per se and the interaction of stress x treatment
(F1,33 = 9.0; p<0.01) significant on time spent in light
compartment of the box. However, the post hoc tests did not
identify significant differences, fluoxetine-treated control, non-
deprived animals spent slightly less time in the lit compartment
than vehicle-administered mice (see Figure 2B, bar a vs. b). In
stress, this tendency was reversed (Figure 2B, bar b vs. d). No
differences occurred across groups with the history of maternal
deprivation (Figure 2B, see bars e-h).

3.2.2 Marble burying test

Effects of stress (F1,32 = 52.0; p<10’6), treatment (F1,32 =
36.4; p<10’5) and the second order interaction of stress and
treatment (F1,32 = 16.4; p<0.001) were indicated by the ANOVA.
Post hoc tests showed decreased number of hidden marbles in
case of stressed and fluoxetine-treated animals compared to
vehicle-injected mice regardless the quality of maternal care
(Figure 2D, bar ¢ vs. d; p<0.001 and bar g vs. h; p<10°).

3.2.3 Tail suspension test

MANOVA found the main effect of treatment (F1,34 =
14.63; p<0.001) and the second order effects of maternal care x
stress (F1,34 = 6.1; p<0.02) as well as maternal care x treatment
(F1,34 = 5.62; p<0.03) significant. In mice from litters of normal
maternal care, fluoxetine treatment reduced immobility time in
stressed group (Figure 2F, bar ¢ vs. d; p<0.05), while in controls,
the effect of fluoxetine remained a tendency (bar a vs. b). In
contrast, in maternally deprived offspring, the effect of fluoxetine
treatment was lost, according to the post hoc tests.

3.2.4 Forced swim test

The quality of maternal care (F1,33 = 17.6; p<0.001), the
antidepressant treatment (F1,33 = 13.2; p<0.001) and the
interaction of maternal care and stress (F1,33 = 64.4; p<10°)
affected the immobility time. Post hoc tests revealed that CVMS
exposure tendentiously increased the immobility time in AFR
mice (Figure 2H, bar a vs. ¢; p=0.11). Fluoxetine treatment was
surprisingly associated also with higher immobility time
(Figure 2H, bar b vs. d; p<0.05). Maternal deprivation changed
not only the effect of stress (compare pairs of bars a and c vs. e
and g), but also the efficacy of fluoxetine treatment in stressed
animals: in AFR mice, the SSRI increased, while in MD180 mice
it decreased the immobility time (Figure 2H, bar d vs. h; p<10’4).
Fluoxetine treatment tendentiously further reduced the already
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low immobility time in maternally deprived stressed animals
(Figure 2H, bar g vs. h; p=0.10).

3.3 Morphological results

3.3.1 ovBNST
3.3.1.1 Count of CRH positive neurons

Based on MANOV A, fluoxetine treatment (F1,27=84.3;p< 10'9)
per se, and the interactions of maternal care x treatment (F1,27 =
5.0; p<0.04), stress x treatment (F1,27 = 10.3; p<0.01) as well as a
third order effect of maternal care x stress x treatment (F1,27 = 7.8;
p<0.01) affected the CRH neuron count in ovBNST. Post hoc tests
revealed that SSRI treatment increased the number of CRH
neurons in AFR control tendentiously (see Figure 3A, bar a vs. b;
p=0.06) and significantly in stressed animals (Figure 3A, bar c vs. d;
p<0.05) in line with a tendency in MD180 control (Figure 3A, bar e
vs. f; p=0.09) and a strong effect in MD180 stressed animals
(Figure 3A, bar g vs. h; p<10). The last increment is the largest
since seven times more positive cells were observed after treatment.
Importantly, if mice were previously exposed to maternal
deprivation, the cell number of stressed animals was decreased
compared to controls (Figure 3A, bar g vs. ¢; p<0.01) in contrast to
AFR mice, where no change was observed (Figure 3A, bar a vs. ¢).

3.3.1.2 Count of CRH and FOSB double positive
neurons

MANOVA found significant effects of maternal care (F1,27 =
5.0; p<0.04), stress (F1,27 = 17.0; p<0.001), treatment (F1,27 = 75.5;
p<10'8) and stress x treatment interaction (F1,27 = 16.3; p<0.001).
To point out the most relevant post hoc differences, we saw that
fluoxetine treatment increased the CRH-FOSB cell count regardless
if mice experienced normal maternal care (Figures 3B-D, bar c vs.
d; p<0.001) or suffered MD180 (Figure 3C, bar g vs. h; p<0.001).
Besides these differences, we cannot neglect that only 20-30% of
CRH positive cells showed FOSB positivity.

3.3.1.3 Specific signal density of CRH

The main effect of quality of the maternal care (F1,27 = 195.0;
p<10’13) and the fluoxetine treatment (F1,27 = 39.6; p<10’4) as well
as the second order effect of maternal care x treatment (F1,27 =
33.6; p<10’4) and stress x treatment (F1,27 = 14.1; p<0.001) were
significant. According to the post hoc test, SSRI administration
increased CRH-SSD both in control (Figure 3E; bar a vs. b; p<0.05)
and stressed (Figure 3E, bar ¢ vs. d; p<10®) mice. Interestingly, the
history of maternal deprivation completely abolished the effect of
fluoxetine treatment on CRH SSD in the ovBNST (compare
Figures 3F, H; and bars d vs. h in Figure 3E; p<0.01).

3.3.1.4 Count of acetyl-lysine H3 positive cells
Counting of acetyl-lysine H3 positive cells revealed that the
maternal care (F1,25 = 10.4; p<0.01) affected this epigenetic
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marker, but post hoc tests did not confirm any relevant
differences between pairs of groups (Figure 3G). Notably,
CORT levels of animals showed significant correlation with
acetylation of the histone protein in ovBNST (p=0.51; p<0.01).

3.3.2CeA
3.3.2.1 Count of CRH positive neurons

The main effect of maternal care (F1,25 = 7.1; p<0.02), the
second order effect of maternal care x stress (F1,25 = 5.9; p<0.03) as
well as the third order interaction of maternal care x stress x
treatment (F1,25 = 16.9; p<0.001) were significant. CVMS exposure
in AFR animals caused an approximately three-fold elevation
(Figure 4A bar a vs. ¢; p<0.01; Figures 4B, D) in the number of
CeA/CRH neurons. If these stressed animals received a fluoxetine
treatment, their CRH cell count was reduced (Figure 4A bar c vs. d;
p<0.05). A completely different pattern was observable in MD180
mice, neither stress nor CVMS exposure with fluoxetine treatment
had an effect on CeA/CRH cell counts.

3.3.2.2 Count of CRH and FOSB double positive
neurons

MANOVA indicated the main effect of maternal care (F1,25 =
7.9; p<0.01), the second order effects of maternal care x treatment
(F1,25 = 8.1; p<0.01) and stress x treatment (F1,25 = 7.6; p<0.02), as
well as a third order effect of the three factors (F1,25 = 22.2;
p<0.0001) on the CRH-FOSB co-localization significant. The SSRI
treatment in AFR animals tendentiously elevated the count of
double labeled cells in the CeA (Figure 4C, bar a vs. b; p=0.06)
while stress exerted a statistically stronger effect (Figure 4C, bar a vs.
G p<0.01). However, if these stressed mice received a fluoxetine
treatment, their CRH-FOSB cell count decreased (Figure 4C, bar ¢
vs. d; p<0.01). Compared to AFR (Figure 4C, bar a and b), maternal
deprivation fully abolished the effect of SSRI treatment in control
mice (Figure 4C, bar e vs. f; p=0.33). Similarly, if the stress exposure
coincided with history of maternal deprivation, the fluoxetine
treatment had no effect on CRH-FOSB cell counts in the CeA.

3.3.2.3 Specific signal density of CRH

Based on MANOVA, maternal care (F1,23 = 17.5; p<0.001)
and interaction of stress and treatment (F1,23 = 10.1; p<0.01)
had an effect on the CeA/CRH SSD. According to post hoc tests,
in stressed animals SSRI treatment caused a tendentious increase
of the cell density in AFR (Figure 4E, bar ¢ vs. d; p=0.12) and a
significant rise in previously maternally deprived (Figure 4E, bar
g vs. h; p<0.01) mice.

3.3.2.4 Count of acetyl-lysine H3 positive cells
MANOVA revealed the main effect of SSRI treatment (F1,26 =
9.5; p<0.01) and the second order effects of maternal care x stress
(F1,26 = 7.4; p<0.02) and maternal care x treatment (F1,26 = 4.5;
p<0.05) significant. SSRI treatment caused a tendency of increase in
the acetyl-lysine H3 positive cell counts in AFR controls (Figure 4G,
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bar a vs. b; p=0.09) (Figures 4F, H) that was not detectable in
animals with maternal deprivation history.

3.3.3VTA
3.3.3.1 Specific signal density of TH

MANOVA showed a significant effect of maternal care
(F1,29 = 195.2; p<10™) and stress (F1,29 = 11.4; p<0.01) on
VTA/TH SSD. Significant second order impacts of maternal care
x stress F1,29 = 5.5; p<0.03) and maternal care x treatment
(F1,29 = 15.1; p<0.001) as well as a third order interaction of the
three factors (F1,29 = 18.1; p<0.001) were also found. In AFR
mice, fluoxetine administration reduced the TH SSD (Figure 5A,
bar ¢ vs. d; p<0.001) as shown by post hoc tests. Both control
(Figure 5A, bar a vs. e; p<0.001) and CVMS-exposed (compare
Figures 5C, E, moreover bar ¢ vs. g; p<0.001 in Figure 5E) mice
showed lower TH SSD if they previously underwent maternal
deprivation which was not influenced by SSRI treatment. This
lower TH SSD was further decreased by CVMS (Figure 5A, bar e
vs. g p<0.05). Interestingly, this is the opposite of that we
observed in AFR mice (compare bar a and ¢ vs. e and g).

3.3.3.2 Count of acetyl-lysine H3 positive cells

Number of acetylated H3 histone containing cells was affected
by stress (F1,26 = 4.8; p<0.04) and treatment (F1,26 = 11.5;
p<0.01). Maternal care per se had no effect, but in interactions
with stress (F1,26 = 18.4; p<0.001) and treatment (F1,26 = 6.0;
p<0.03) it influenced the acetyl-lysine H3 cell count. According to
the post hoc tests, in fluoxetine-treated AFR mice, stress reduced
the cell counts (Figure 5B, bar b vs. d; p<0.01). Maternal
deprivation tendentiously decreased the number of acetyl-lysine
H3 positive cells (Figure 5B, bar a vs. e; p=0.11), which was
reversed by SSRI administration in controls (Figure 5B, bar e vs. f;
p=0.05), but not in stressed mice (compare Figures 5D, F,
moreover bars d vs. h in Figure 5E; p<0.01). In MD180 animals
following CVMS, no significant change was observed compared to
controls (Figure 5B, bar e vs. g). The acetylation-increasing effect
of fluoxetine remained below the level of significance in stressed
MD180 mice (Figure 5B, bar g vs. h; p=0.13).

3.3.4 cpEW
3.3.4.1 Count of UCN1 positive neurons

The main effects of maternal care (F1,30 = 5.6; p<0.03), stress
(F1,30 = 7.3; p<0.02) and treatment (F1,30 = 111.7; p<10°),
moreover the interaction of maternal care x stress (F1,30 = 4.7;
P<0.04) and the third order interaction of the three factors (F1,30 =
6.3; p<0.02) influenced the UCN1 cell count. The fluoxetine
treatment decreased the cell counts in AFR control (Figure 6A,
bar a vs. b; p<0.01), AFR stress (Figure 6A, bar ¢ vs. d; p<0.001),
MD180 control (Figure 6A, bar e vs. f; p<0.001) and also in MD180
stress (Figure 6A, bar g vs. h; p<0.001) groups compared to the
respective vehicle controls. Animals with maternal deprivation
history also showed slightly lower cell count after stress
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Summary of morphological results in the oval division of the bed nucleus of the stria terminalis (ovBNST). (A) Number (N) of corticotropin-
releasing hormone (CRH)-immunoreactive (ir) cells in the ovBNST. (C) N of CRH/FOSB double labeled cells in ovBNST. Microphotographs (B)
and (D) show CRH (green) and FOSB (red) double labeling immunofluorescence in the ovBNST. Representative images of a maternally deprived
(MD180), chronic variable mild stress-exposed (CVMS), physiological saline (Vehic)-injected (B) and a MD180, CVMS, fluoxetine-injected (Fluo)
animal (D). (E) Specific signal density (SSD) of CRH in the ovBNST, expressed in arbitrary units (a. u.). Microphotographs of CRH (green) labeling
in the ovBNST illustrate (F) animal facility-reared (AFR), CVMS, Fluo and an MD180, CVMS, Fluo (H) animals. (G) N of acetyl-lysine histone H3-ir
cells in the ovBNST. Lettering at the top of bars represents the most relevant significant statistical differences between pairs of groups according
to the post hoc tests (p<0.05). Ctrl: control (i.e. not exposed to CVMS). Bar = 100 ym

(Figure 6A, bar e vs. g p<0.05), however this difference was not
visible in AFR mice (compare Figure 6A, bars a and c vs. e and g).

3.3.4.2 Count of UCN1 and FOSB double positive
neurons

The main effects of maternal care (F1,31 = 189.1; p<10’14),
stress (F1,31 = 4.6; p<0.04) and treatment (F1,31 = 52.0; p<10'7),
moreover the maternal care x treatment (F1,31 = 4.3; p<0.05)

Frontiers in Endocrinology

interaction had significant effect on UCN1-FOSB cell counts.
Fluoxetine treatment reduced the UCN1-FOSB cell counts both
in control (Figure 6C, bar a vs. b; p<0.05) and stressed
(Figure 6C, bar ¢ vs. d; p<0.001) AFR mice. Maternal
deprivation also decreased the cell count in all comparisons
with the respective AFR controls (Figure 6C, bars a vs. e;
p<0.001, bars b vs. f; p<0.001, bars ¢ vs. g and images
Figures 6B, D p<0.001, moreover bars d vs. h; p<0.001).
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(CeA). (A) Number (N) of corticotropin-releasing hormone (CRH)-

immunoreactive (ir) cells in the CeA. (C) N of CRH/FOSB double labeled cells in the CeA. Representative microphotographs of CRH (green)
immunofluorescence in the CeA of an (B) animal facility-reared (AFR), chronic variable mild stress-exposed (CVMS), physiological saline-injected
(Vehic) mouse and (D) an AFR, CVMS, fluoxetine injected (Fluo) animal (D). (E) Specific signal density (SSD) of CRH in the CeA, expressed in
arbitrary units (a. u.). (G) N of acetyl-lysine H3-ir cells in the CeA. Representative microphotographs of acetyl-lysine H3 histone immunopositive
cells in the CeA of an AFR, control (Ctrl), Fluo mouse (F) and an MD180, Ctrl, Fluo (H) animal. Lettering at the top of bars represents the most
relevant significant statistical differences between pairs of groups according to the post hoc tests (p<0.05). st: stria terminalis. Bar = 100 pm

3.3.4.3 Specific signal density of UCN1

MANOVA revealed the main effects of examined factors
[maternal care (F1,30 = 51.6; p<10’7), stress (F1,30 = 6.8;
p<0.02), treatment (F1,30 = 20.5; p<10’3)] and their third
order interaction (F1,30 = 6.4; p<0.02) significant. Post hoc
tests showed that fluoxetine treatment in stressed AFR animals
(Figure 6E, bar ¢ vs. d; p<0.01) decreased UCN1 SSD. In
maternal deprivation, UCN1 SSD was reduced by 50%
compared to AFR (Figure 6E, bar c vs. g; p<0.001).
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3.3.4.4 Count of acetyl-lysine H3 positive cells
MANOVA revealed that the first order effects of maternal
care (F1,26 = 80.8; p<10’7) and stress (F1,26 = 4.5; p<0.05), the
second order impacts of maternal care x stress (F1,26 = 4.7;
p<0.04), maternal care x treatment (F1,26 = 5.3; p<0.03), in
addition, the triple interaction of factors (F1,26 = 31.1; p<10'4)
influenced the count of acetyl-lysine H3 immunoreactive cells.
According to post hoc tests, SSRI treatment decreased the
number of acetyl-lysine H3 positive cells in AFR mice
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lemniscus. Bar = 100 ym

(Figure 6G, bar ¢ vs. d; p<0.05). In animals with maternal
deprivation history, CVMS decreased the cell count
(Figure 6G, bar e vs. g; p<0.01) which is exactly an opposite
effect compared to that observed in AFR groups (compare
Figure 6G, bars a and ¢ vs. e and g, as well as images
Figures 6F, H). However, following fluoxetine treatment, cell
counts returned to the level of non-stressed animals (Figure 6G,
bar g vs. h; p<0.05).

3.3.4.5 Spearman’s rank correlation

Interesting correlations were found in the functional
neuromorphological variables detected in the cpEW:
Acetylated histone protein cell count of cpEW showed strong
positive correlations with CRH density in ovBNST (p=0.56;
p<0.01), with UCN1-FOSB double positive cell count (p=0.74;
p<10"*) and with UCN1 density (p=0.64; p<10~) in cpEW.
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3.3.5 DR
3.3.5.1 Count of 5-HT positive neurons

MANOVA detected a significant main effect of stress (F1,25 =
26.1; p<10'3) and treatment (F1,25 = 29.0; p<10'3), moreover
maternal care x treatment (F1,25 = 66.4; p<10'7) and a third
order interaction of the three factors (F1,25 = 11.5; p<0.01) also
impacted the count of DR/5-HT neurons. Post hoc tests revealed
that among AFR animals, stress reduced the cell count (see
Figure 7A, bar a vs. ¢; p<0.05) (Figures 7B, D) which difference
disappeared if SSRI was administered (Figure 7A, bar a vs. d;
p=0.99). Fluoxetine treatment reduced the number of 5-HT
neurons in MD180 mice (Figure 7A, bar e vs. f; p<0.01). Stress
had no further effect in MD180 mice, however treatment strongly
decreased the number of 5-HT positive neurons in stressed animals
with maternal deprivation history (Figure 7A, bar g vs. h; p<0.001).
Maternal deprivation, therefore, reversed the effect of SSRI
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Summary of morphological results in the centrally projecting Edinger-Westphal nucleus (cpEW). (A) Number (N) of urocortinl (UCN1)-
immunoreactive (ir) cells in the cpEW. (C) N of UCN1/FOSB double labeled cells in the cpEW. (B, D) Representative microphotographs of UCN1
(green) and FOSB (red) double labeling in the cpEW of an (B) animal facility-reared (AFR), chronic variable mild stress-exposed (CVMS),
physiological saline-injected (Vehic) and a (D) maternally deprived (MD180), CVMS, Vehic animal. (E) Specific signal density (SSD) of UCN1 in the

cpEW, expressed in arbitrary units (a. u.)

). (G) N of acetyl-lysine H3 histone-ir cells in the cpEW. (F, H) Representative microphotographs of

acetyl-lysine H3 histone immunopositive cells in the cpEW of an (F) AFR, CVMS, Vehic mouse and an (H) MD180, CVMS, Vehic animal. Lettering
at the top of bars represents the most relevant significant statistical differences between pairs of groups, according to the post hoc tests

(p<0.05). Ctrl: control (i.e. not exposed to CVMS); Bar = 100 pym.

treatment in stressed animals (compare Figure 7A, bars ¢ and d vs.
gand h).

3.3.5.2 Count of 5-HT and FOSB double
positive neurons

Examining the cell count by MANOVA neither FOSB, nor
5-HT and FOSB double positive neurons showed significant
effect at any of the factors or their interactions.
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3.3.5.3 Specific signal density of 5-HT

MANOVA indicated the main effect of stress (F1,25 = 11.9;
p<0.01) on 5-HT SSD in the DR. Post hoc tests did not identify
any significant differences between pairs of groups (Figure 7C).

3.3.5.4 Count of acetyl-lysine H3 positive cells
MANOVA revealed a significant effect of maternal care x
treatment (F1,28 = 6.6; p<0.02) and the third order effect of
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Summary of morphological results in the dorsal raphe nucleus (DR). (A) Number (N) of serotonin (5-HT)-immunoreactive (ir) cells in the
DR. (C) Specific signal density (SSD) of 5-HT in the DR, expressed in arbitrary units (a. u.). Microphotographs of 5-HT (green) labeling in
the DR of a (B) maternally deprived (MD180), chronic variable mild stress-exposed (CVMS), physiological saline-injected (Vehic) and an
(D) MD180, CVMS, fluoxetine-injected (Fluo) animal. (E) N of acetyl-lysine H3 histone-ir cells in the DR. (F, G) Microphotographs of
acetyl-lysine H3 histone positive cells in the DR of (F) an MD180, CVMS, Vehic mouse and an MD180, CVMS, Fluo (G) animal. Lettering at
the top of bars represents the most relevant significant statistical differences between pairs of groups according to the post hoc tests

(p<0.05). Ctrl: control (i.e. not exposed to CVMS); Bar = 100 ym.

maternal care x stress x treatment (F1,28 = 6.3; p<0.02)
interaction on acetyl-lysine H3 immunoreactivity significant.
Post hoc tests represented that count of acetylated H3 histone-
containing cells was higher in stressed MD180 mice following
SSRI treatment (Figure 7E, bar g vs. h p<0.05; Figures 7F, G).

3.3.5.5 Spearman’s rank correlation

Acetylation of histone H3 in the DR correlated positively
with CRH positive (p=0.47; p<0.01) and CRH-FOSB double
positive cell count (p=0.46; p<0.01) in ovBNST. While the
correlation was negative with the number of UCN1 positive
neurons in cpEW (p=-0.46; p<0.01) and the count of 5-HT
positive cells of DR (p=-0.40; p<0.04).
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3.4 Correlation between behavioral and
morphological observations

Time spent in the lit compartment during LDT showed
negative correlation with histone acetylation of CeA (p=-0.40;
p<0.02). MBT-anxiety level correlated with cpEW/UCN1
(p=0.36; p<0.03), 5-HT/DR (p=0.41; p<0.02) cell counts, and
with 5-HT/DR SSD (p=0.59; p<0.001). Moreover, a negative
correlation of anxiety level with ovBNST CRH/-FOSB cell count
(p=-0.54; p<0.001) and with CRH/CeA SSD (p=-0.58; p<0.001)
was detected.

TST immobility time correlated negatively with the CRH/
ovBNST cell count (p=-0.46; p<0.01) and positively with the
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UCN1/cpEW cell number (p=0.46; p<0.01). FST immobility
time showed a strong negative correlation with histone
acetylation of VTA (p=-0.57; p<0.001) and a similarly strong,
but positive connection with the bodyweight change
(p=0.54; p<0.001).

4 Discussion
4.1 Validity of our model

After testing the construct and face validity (10) of our
animal model for the three hit theory of depression, here we
aimed at investigating the third predictive validity criterion by
Willner (95). Compared to our previous studies (9, 10) we

TABLE 1 Summary of maternal deprivation effects on stress and treatment.

HPA axis response Physical parameters Bodyweight gain
Adrenal weight
Thymus weight
Endocrine parameter CORT

Behavioral tests anxiety MBT

LDT
depression level FST

TST
ovBNST CRH+

Coloc with FOSB

CRH SSD

Morphology

Histone

CeA CRH+
Coloc with FOSB
CRH SSD
Histone

VTA TH SSD
Histone

cpEW UCNI1+
Coloc with FOSB
UCNI1 SSD
Histone

DR 5-HT
5-HT SSD

Histone

10.3389/fendo.2022.995900

supplemented the experimental setup with a cohort of
fluoxetine-treated PACAP HZ mice to test if the animals
showing depression-like phenotype and carrying all three ‘hits’
respond to the SSRI treatment. With this strategy, we have
successfully reproduced the results supporting the construct and
face validity criteria by assessment of physical parameters and
behavioral tests and we have also verified (Table 1) the predictive
validity of our model.

The efficacy of CVMS was supported by the flattened
bodyweight gain curve (Figure 2A) in the second week of the
stress period. This is in line with our data (10, 25) and others’
earlier results (105-108; for review see: 6). Epigenetic alterations
were associated with decreased bodyweight gain, which is also in
agreement with other animal (109) and human studies (110).
This supports our successful intervention in the early life

AFR MD180
Stress Treatment Stress Treatment
[ ] [ J [ ] [ J
[ ] [ ] [ ) [ )
[ ] [ ] [ ) [ )
[ ] [ ) [ ] I
[ ] | [ ] l
[ ] [ J [ ] [ J

[ ] (] [ ] [ ]
(] 1 (] [ ]
1 ® [ ] [ ]
([ ] ® T (]
(] 0 1 1
® 1 [ ] 1
[ ] (] [ ] [ ]
1 o U [J
e e
| ® [ ] [ ]
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Yellow: effect of stress OR treatment was affected by maternal deprivation. Red cells: maternal deprivation affected BOTH stress AND treatment effects. Dark background refers to
paradoxical/maladaptive changes. 1 increase, | decrease, » no effect according to the post hoc tests. Within the main category ‘AFR’, in the ‘Stress’ column, the AFR control vehicle group was
compared with the AFR stress vehicle group. In “Treatment’ column, the AFR control vehicle group was compared with AFR control fluoxetine animals. In the main category ‘MD180’, in
the ‘Stress’ column, the MD180 control vehicle group was compared with the MD180 stress vehicle group. In ‘Treatment’ column, the MD180 control vehicle group was compared with
MD180 control fluoxetine animals. AFR, animal facility-reared; MD180, maternally deprived; HPA axis, hypothalamus-pituitary-adrenal axis; ovBNST, oval division of bed nucleus of stria
terminalis; CeA, central nucleus of amygdala; VTA, ventral tegmental area; cpEW, centrally projecting Edinger-Westphal nucleus; DR, dorsal raphe nucleus; CORT, corticosterone titer;
MBT, marble burying test; LBD, light-dark box test; FST, forced swim test; TST, tail suspension test; CRH+, corticotropin-releasing hormone immunopositive cell count; SSD, specific signal
density; Coloc with FOSB, histological co-localization of the given antigen and FOSB; TH, tyrosine-hydroxylase, UCN1+: count of urocortinl immunoreactive cells, 5-HT+: count of
serotonin immunoreactive cells, Histone: acetyl-lysine H3 histone immunoreactivity.
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establishment of epigenetic programming in our animals. In
order to prove this experimentally, we expanded our
morphological work with the quantitation of an epigenetic
marker, acetyl histone H3.

Relative adrenal weight and thymus data further supported
the overall effectiveness of maternal deprivation as stressor as
shown by ANOVA, even though the post hoc tests did not detect
significant difference between the pairs of groups that is in line
with findings in a maternal deprivation model (111). This might
have required a longer stress period (112-114) but the animals’
individual stress sensitivity may have also abolished the
significance in some cases (115).

However, after maternal deprivation and stress, SSRI
treatment slightly decreased the CORT level, this was
statistically not significant. It is known from animal (116) and
human (117) data that the over-activity of the HPA axis may be
normalized by antidepressants. Since the HPA axis over-activity
(118, 119) is characteristic only for a subpopulation of depressed
patients, an intervention into the HPA axis offers remarkable
therapeutic advantage only in this group of cases (120). In this
experiment, mice underwent an anesthesia before the perfusion
procedure. The acute stress effect on the CORT titer might have
caused a relatively large error of CORT data abolishing
significant differences. On the other hand, a longer period of
SSRI treatment could cave induced a larger effect, however the
we found in a similar experimental setup (25) that in two weeks
the anti-depressive effect is already well detectable.

4.2 Behavioral considerations

Results of MBT obviously support the predictive validity of our
model because regardless the quality of maternal care, fluoxetine
treatment effectively reduced the anxiety level of stressed animals.
The anxiety-reducing effect of fluoxetine in MBT was not detected
in the AFR control group. This is in line with earlier results
suggesting a slight anxiogenic effect of fluoxetine administration
in non-stressed mice (121). In agreement with this, fluoxetine
reduced the anxiety level of stressed mice only as it was also
found by other laboratories (122). A similar tendency of
fluoxetine effect was observed in the LDT while the history of
maternal deprivation fully abolished the efficacy of fluoxetine. This
further underlines that early life adversity affects stress adaptation
and response to antidepressant treatment (for review see: 123-125).
In our model, TST showed higher sensitivity than FST. FST showed
smaller differences between certain groups and higher depression
level after fluoxetine treatment in AFR stressed mice. This second
finding turns practically against all other results. Findings of other
laboratories are in agreement with the higher sensitivity of TST
(126), while recently, more and more established researchers are on
the opinion that FST should no longer be used to measure
depression level (127-130). According to the TST, SSRI
treatment potently reduced depression level in AFR animals.
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History of maternal deprivation (without CVMS) blunts the
effectivity of fluoxetine treatment. If all risk factors coincided,
animals failed to adapt (10, 12). These behavioral findings
ultimately underpin the significance of personalized therapy in
mood disorders (131) that considers the number and type of risk
factors that the patient carries.

In this study we examined the interactions between adverse
early life event and stress exposure. We cannot rule out that the
stress effect of the behavioral tests interacted with each other and
presumably also with the MD180 and CVMS ultimately affecting
our results. Nevertheless, in order to keep the conditions as
standard as possible we applied the tests in the same order in all
groups on consecutive days.

4.3 Morphological findings

4.3.1 ovBNST

In contrast to our previous findings, CVMS exposure did not
induce significant activation in ovBNST among AFR animals (10)
which may be explained by the blunting effect of mild stress
caused by daily intraperitoneal injections of vehicle animals.
However, following maternal deprivation, the magnitude of
response to the same stress in both CRH and FOSB cell counts
decreased. This supports the conclusion of our behavioral tests,
where we saw maladaptation in deprived animals. Our correlation
analyses further supported that anxiety (in MBT) and depression
levels (in TST) are inversely correlated with FOSB positivity in
ovBNST/CRH cells, in agreement with previous findings in rats
(61). In line with this, the fluoxetine treatment-induced elevation
of CRH/FOSB cell counts in most of the groups. This was
associated with potent anxiolytic and antidepressant effect in
behavioral tests. Increased ovBNST/CRH cell count upon
fluoxetine treatment is in full agreement with results of other
studies at protein and mRNA level (132-135). CRH SSD
measurements revealed very low ovBNST/CRH content in all
deprived groups, suggesting that maternal deprivation reduces
CRH content of these cells in line with the results of others (136).
However, in the ovBNST these changes have no apparent
epigenetic background, as revealed by acetylation of histone H3.

4.3.2 CeA

The CeA, usually activated by stress (62-65) also showed
elevated CRH-FOSB count, which was concomitant with higher
CRH content suggesting increased activity. Fluoxetine treatment
following stress decreased the number of CRH positive neurons.
Similar to the ovBNST, SSRI treatment in AFR control mice
tendentiously increased the number of CRH-producing neurons
that is in agreement with earlier findings (137). In line with other
brain areas described above, history of maternal deprivation
fundamentally rearranged the neuronal activity pattern in
control and stressed PACAP HZ mice, because fluoxetine
treatment decreased the activity and CRH content of CeA, and
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stress failed to activate the nucleus or increase the count of CRH-
producing cells. This phenomenon repeatedly supports, that
early life adversity caused maladaptive changes at neuronal
stress responsivity which ultimately contributed to the
anomalies observed behavioral tests as others also proved
(138). Negative correlation between CeA/CRH SSD and
number of hidden marbles in MBT demonstrates both the
potent anxiolytic effect of fluoxetine after stress (135), and that
higher CeA/CRH level is associated with lower anxiety. This
finding seems to be paradoxical as higher CRH levels are usually
associated with increased anxiety (139), but if early life
adversities influence the response, it is not without example
that the opposite was observed (140).

4.3.3 VTA

VTA plays a crucial role in activity of mesolimbic pathway
impacting symptoms of mood disorders like anhedonia and
reduced motivation (92). As dopamine is the key
neurotransmitter in this system, we examined the
immunoreactivity of TH, the rate-limiting enzyme, of
dopamine synthesis. Marking tyrosine hydroxylase (TH) is a
traditional tool for investigating its activation and estimate the
pursuit of mesocorticolimbic pathway (141, 142). The effect of
maternal deprivation was similar in this nucleus to that observed
the extended amygdala. Moreover, TH SSD was decreased by
40% in offspring that suffered maternal deprivation fitting with
earlier findings (93). These data further highlight that early life
adversities cause long-term changes in stress adaptation and in
responsivity to antidepressant therapy (124, 136; for review see:
47, 143). Although, we did not detect that H3 histone acetylation
would interact with TH SSD, we cannot exclude that other, here
not examined epigenetic mechanisms contributed to the long-
term changes in VTA TH SSD. Consonantly with earlier results
(40, 41) only fluoxetine treatment increased the acetylation. This
way, fluoxetine may increase the feeling of reward thus
mitigating the previously described symptoms like anhedonia
and lack of motivation (92).

4.3.4 cpEW

The response of UCNI1-producing neurons to fluoxetine
treatment was uniform in all groups: they showed decreased
UCNT1 content. This, in correlation with the results of MBT
establish an ensuing evidence of the predictive validity of our
model and supports the importance of cpEW in anxiety-related
diseases in line with earlier published data (25, 28, 62, 73, 74, 76,
77, 144). Early life stress did not affect the urocortinergic cell
count, but decreased their FOSB activity and UCN1 content. It is
consonant with the results of acetylation of histone proteins and
the correlation between the acetylation and UCNI1 density,
where lower acetylation was coupled with lower SSD. A
further correlation between histone acetylation in the cpEW
and CRH density in ovBNST highlights the role of
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urocortinergic system in the regulation of BNST (71) and the
HPA axis (145). The observation, that in contrast to AFR
animals, stress exposure in maternally deprived animals
resulted in the lowest acetylation level, suggests profound
maladaptive changes at neuronal level. That may contribute to
the behavioral alterations following maternal deprivation and it
is also in line with our earlier results (76) where effects of
maternal deprivation were similar in a rat model. Importantly,
this lowest acetylation level was increased by fluoxetine
treatment, in line with the findings in frontal cortex (40). This
fact repeatedly highlights the predictive validity of our model.

4.3.5 DR

DR/5-HT neurons serve as important regulators of HPA axis
and limbic brain territories in mood regulation (146). The
behavioral anomalies observed in PACAP KO mice are
attributed to alterations of the serotonergic system (147). We
found here that in AFR mice, stress decreased both the DR/5-HT
cell count and 5-HT SSD in line with our (25, 28) and other’s
previous results (145). Importantly, after fluoxetine treatment
the 5-HT cell count did not differ from the control (148, 149).
Following maternal deprivation, an elevated cell count was
shown consonantly to the results of other laboratories (150).
In maternally deprived mice, stress per se did not affect DR/5-
HT, while the effect of fluoxetine decreased the DR/5-HT cell
counts. This further supports the significance of early life
adversities in stress adaptation response and mood control in
line with several other studies (for review see: 151-153).

The count of hidden marbles in MBT showed a negative
correlation with the number of DR/5-HT cells and their 5-HT
SSD. This strongly suggests a true link between our
morphological and behavioral findings. This is in line with a
large body of evidence underlining the role of the serotonin
systems both in mood control and mood disorders (86, 87, 147,
for review see: 88, 89). In mice with history of maternal
deprivation, stress caused no change, but fluoxetine
administration in CVMS increased histone acetylation. In line
with this, higher epigenetic modification upon antidepressant
administration was observed by Levine et al. (40) also. The
strong negative correlation of 5-HT positive cell counts and the
number of acetylated histone-containing cells of DR highlights
the importance of epigenetics in mood control. The strong
correlation between 5-HT cell counts and ovBNST/CRH as
well and cpEW/UCNI cell count suggests a functional
connectivity, that is in agreement with earlier neuroanatomical
studies by Waselus et al. (154, 155) and Priest et al. (71).

4.3.6 Correlation between behavioral and
functional morphological findings

In this study we performed functional neuroanatomical
studies in a number of limbic centers and found that all of the
examined brain areas may have contributed to the altered mood
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status. The ovBNST and CeA CRH activity was inversely, while
the cpEW/UCNI1 and DR/5-HT directly correlated with MBT
anxiety and TST depression levels suggesting their opposing
contribution to the control of mood status (for review see: 19).
Histone acetylation in the VTA correlated with the FST behavior
suggesting the long term contribution of this area to
mood status.

4.4 Limitations

The brain areas studied here are highly estrogen sensitive
(156-161). Therefore, one has to consider the behavioral and
even functional-morphological effect of the actual estrus cycle
phase in female animals. Collecting vaginal smear samples to
monitor the cycle would be an additional stress factor and the
CVMS exposure might also interact with the cycle. Taking the
complexity of the animal experimental setup, the capacity of our
animal facility and the above described considerations in
account, we waived to test the model in female mice that is an
important limitation of this study.

In this experiment we did not apply wild type and PACAP
knockout animals. Therefore, in this study we did not test if the
reduced amount of PACAP (26) per se contributes to the
depression-like phenotype, however this has been shown
earlier in our (9, 10) and in other laboratories (26, 27, 147) also.

4.5 Conclusions and future perspective

Based on the three-hit concept of human depression (11, 12)
we recently developed a model for depression studies, using
PACAP heterozygous mice subjected to maternal deprivation
and chronic variable mild stress and proved the willnerian (95)
construct and face validity criteria (9, 10). Our present results
demonstrate the reproducibly of our earlier results. The third,
willnerian predictive validity criterion was tested in this study
successfully as fluoxetine treatment restored MBT anxiety and
TST depression level.

Our morphological data suggest that maternal deprivation as
the model of early life adversity applied in genetically vulnerable
PACAP heterozygous mice causes fundamental brain area-
specific changes in the histone acetylation and stress
adaptation response of the CRH-containing nuclei of the
extended amygdala, dopaminergic VTA, UCNI1-expressing
cpEW and the serotonergic DR.

The complexity of the observed functional-neuromorphological
alterations (Table 1) further supports the validity of our model
taking the recruitment of many neurotransmitter and
neuromodulator systems in consideration [for review see: (162)].
Further systematic brain mapping studies are required to identify
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brain areas or neural circuits, which contribute to some specific
aspects of mood disorder neurobiology. Testing of candidate
antidepressant compounds in this model may help to find new
therapeutic strategies for the management of stress-related
mood disorders.
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Abstract: Depression and its increasing prevalence challenge patients, the healthcare system, and
the economy. We recently created a mouse model based on the three-hit concept of depression. As
genetic predisposition (first hit), we applied pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide het-
erozygous mice on CD1 background. Maternal deprivation modeled the epigenetic factor (second
hit), and the chronic variable mild stress was the environmental factor (third hit). Fluoxetine treat-
ment was applied to test the predictive validity of our model. We aimed to examine the dynamics
of the epigenetic marker acetyl-lysine 9 H3 histone (H3K%ac) and the neuronal activity marker FOSB
in the prefrontal cortex (PFC) and hippocampus. Fluoxetine decreased H3K9ac in PFC in non-de-
prived animals, but a history of maternal deprivation abolished the effect of stress and SSRI treat-
ment on H3K%ac immunoreactivity. In the hippocampus, stress decreased, while SSRI increased
H3K9ac immunosignal, unlike in the deprived mice, where the opposite effect was detected. FOSB
in stress was stimulated by fluoxetine in the PFC, while it was inhibited in the hippocampus. The
FOSB immunoreactivity was almost completely abolished in the hippocampus of the deprived mice.
This study showed that FOSB and H3K9ac were modulated in a territory-specific manner by early
life adversities and later life stress interacting with the effect of fluoxetine therapy supporting the
reliability of our model.
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1. Introduction

Major depression, with its strikingly increasing prevalence, challenges the affected
people, their families, the healthcare system, and even the economy [1]. Basic neuroscience
has to helped to answer the complex question of how to find new prevention and/or ther-
apeutic strategies for mood disorders. In order to deepen our understanding of a complex
disease, with a highly complex multifactorial background [2], a complex animal model is
needed in basic research. To create a reliable animal model, we decided to follow the three-
hit concept of the disease. According to this, the co-incidence of (a) genetic predisposition,
(b) epigenetic factors, and (c) stress exposure may precipitate the symptoms [3,4]. We ap-
plied mice carrying a genetic alteration by lacking one functional allele of pituitary ade-
nylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) on CD1 background [5,6]. We decided to
use these heterozygous (HZ) mice because they exhibited reduced PACAP levels in the
brain [7] associated with a depression-like phenotype [8], and the role of PACAP has been
shown in multiple aspects of stress adaptation response, including the activity of higher-
order limbic centers [8,9] and the regulation of the hypothalamus-pituitary—adrenal
(HPA) axis [6,8-20].

In our model, PACAP HZ mice were exposed to maternal deprivation (second hit)
that evokes epigenetic changes [6,21] in the vulnerable early life period [22,23], thus in-
creasing the risk to develop a depression-like state in animal models [24,25], in line with
human observations [26]. Chronic variable mild stress (CVMS) is also commonly used to
induce a depression-like state in rodent models [27]. Therefore, we incorporated this par-
adigm as the third “hit” and successfully verified the classical Willnerian [28] construct
and the face validity of our model [5,6]. Most recently, we also tested the predictive valid-
ity of our model by applying fluoxetine, a standard selective serotonin reuptake inhibitor
(SSRI) treatment, in our mice carrying all three risk factors in the forced swim, tail suspen-
sion, marble burying, and light-dark box tests [21]. We observed that the treatment re-
versed the increased anxiety and depression-like behavior in PACAP HZ mice that carry
all three risk factors [21]. We also recognized that the therapeutic effect on functional-
morphological alterations in the bed nucleus of the stria terminalis and central amygdala,
and, in brainstem centers for mood control (i.e., the ventral tegmental area (VTA), cen-
trally projecting the Edinger-Westphal nucleus and the dorsal raphe nucleus) depended
on the existence of the epigenetic hit, maternal deprivation [21]. In our most recent work
[21], we did not examine all the important players of mood control and stress adaptation
response. Considering the fact that major depression has a deep impact on higher-order
limbic centers [29,30], we decided to test our model in further limbic areas.

The prefrontal cortex (PFC) is one of the most important brain territories in higher-
order cognitive functions and behavior control [31]. The question of how this brain area
contributes to the pathogenesis of depression has been investigated for a long time [32,33],
including through functional imaging [34], studies on individuals who suffered damage
of the PFC [35], and reports on cases treated by deep brain stimulation [36,37]. Functional
neuroanatomical studies in rodent models consonantly suggest the complex contribution
of the PFC to the psychopathology of depression recruiting serotonergic [38], GABAergic
[39], and glutamatergic [40] mechanisms. Molecular studies proved the recruitment of
brain-derived neurotrophic-factor-induced intracellular signaling via cAMP response el-
ement binding protein [41,42] and the contribution of epigenetic mechanisms [43] in mod-
els of depression. Studies on early life adversity have also shown that maternal depriva-
tion altered cognitive functions and exaggerated plasticity [44]. Chronic environmental
stress in the PFC of adult animals caused an elevation of microglia activity and induced
an increased neuronal activity, as assessed by FOSB immunoreactivity (ir) [45]. FOSB is a
protein product of the Finkel-Biskis-Jinkins murine sarcoma virus-related cellular onco-
gene, and it is a commonly used functional-morphological indicator of chronic neuronal
activation [46,47]. Further, efferent PFC projections also suggest that the altered PFC ac-
tivity may contribute to the behavioral changes attributed to other limbic centers, includ-
ing the amygdala, VT A, and hippocampus [48].
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The hippocampal formation is probably the most often examined brain territory in
depression [29,49]. It is known that stress may affect hippocampal neuronal plasticity,
which also contributes to the development of depression [41-43,50,51]. Stress exposure
reduces the hippocampal volume and activity, as found in the majority of patients who
suffer from depression; however, it is not clear whether these phenomena are the conse-
quences of depression, or they should be considered predisposing factors [52,53]. Hippo-
campal connections with the HPA axis, PFC, and extended amygdala also suggest its cen-
tral role in stress adaptation response and mood control [54,55]. The three main parts of
the hippocampus, the areas of cornu ammonis (CA) 1, CA3, and dentate gyrus (DG), show
decreased levels of brain-derived neurotrophic factor upon maternal separation, which
was reversible by antidepressant treatment [56]. The elevation of FOSB-ir upon chronic
stress was also reversible by antidepressant treatment in our earlier work performed in
PACAP knockout (KO) mice [9]. Hippocampal GABAergic interneurons are also sensitive
to early life stress affecting the epigenome, as they exert increased DNA methylation upon
stress, associated with depression-like behavior in mice [57].

Based on these, in order to further support the validity of our model and to gain
deeper insight into the functional-neuromorphological changes that underlie depression,
in this study, we decided to focus on the recruitment of the PFC and the CA1 and CA3, as
well as DG of the hippocampus. The altered histone acetylation pattern is a commonly
used indicator of long-lasting regulatory changes in epigenetic alterations in depression
models [58-60]. FOSB is also a reliable marker for long-term changes in neuronal activity
in depression models [47,61]. Therefore, we aimed to test if the (a) epigenetic marker ace-
tyl-lysine 9 H3 histone (H3K%ac) and (b) the chronic neuronal activity marker FOSB are
affected in these brain regions in our model, and how these changes are influenced by
fluoxetine therapy. We hypothesized that, as risk factors, the hits would interact with each
other and with the fluoxetine treatment, as mirrored by the altered H3 histone acetylation
and the FOSB neuronal activity pattern.

2. Results
2.1. H3K9ac Immunoreactivity

In both areas of interest in all of our experimental groups, we successfully detected a
strong nuclear H3K9ac-ir. We compared the number of immunoreactive cells in order to
assess the effect of the quality of maternal care, stress exposure, and SSRI treatment on
this epigenetic marker.

2.1.1. Prefrontal Cortex

MANOVA revealed that the main effect of the fluoxetine treatment (F132=7.72; p =
0.039) and the interaction of maternal care and treatment (F1,52=5.43; p = 0.027) influenced
the H3K9ac immunosignal significantly. Post hoc tests showed that the fluoxetine treat-
ment reduced the number of H3K9ac immunopositive cells in the animal facility-reared
(AFR) control group (compare Figure 1A and Figure 1B, as well as bars “a” and “b” in
Figure 1D, p = 0.036). In line with this, in CVMS-exposed mice, fluoxetine treatment was
associated with a reduced number of H3K9ac-ir cells (bars “c” and “d” in Figure 1D, p =
0.047). Importantly, in the control vehicle-treated mice with MD180 history, a tenden-
tiously lower cell count was detected (compare bars “a” and “e” in Figure 1D, p = 0.068),
and the fluoxetine treatment did not affect the H3K9ac-ir, in the mice that experienced
maternal deprivation (bars “e-h” in Figure 1D).
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Figure 1. Acetyl-lysine 9 H3 histone (H3K9ac) immunoreactivity (ir) in the prefrontal cortex (PFC).
Representative images illustrating H3K9ac-ir nuclei in the PFC of vehicle (Vehic) (A) and fluoxetine
(Fluo)-treated PACAP heterozygous control (Ctrl) AFR mice. The imaged area shown in (A,B) cor-
responds to highlighted PFC region in (C) (scheme modified after Paxinos and Franklin [62]). His-
togram (D) illustrates the dynamics of H3K9ac-ir cell counts. Lettering indicates the most relevant
significant differences between pairs of groups, according to the post hoc tests (n=4-6). AFR: animal
facility rearing, CVMS: chronic variable mild stress, MD180: 180 min maternal deprivation. Bars:
100 pm.
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2.1.2. Hippocampus

In order to test the possible subdivision-specific epigenetic effects in our model on
the hippocampus, we assessed the CA1 and CA3 regions, and DG.

In the CA1 region, the main effect of maternal care appeared to be significant (F1,32=
11.168; p = 0.002). Additionally, a second-order effect of maternal care and stress (Fi32=
9.071; p = 0.005) and, more importantly, a maternal care x stress x treatment triple interac-
tion was seen (F132=30.848; p <107). In AFR mice, exposure to CVMS (bars “a” and “c” in
Figure 2E, p < 0.001) reduced the H3K9ac immunosignal that was reversed by fluoxetine
treatment (bars “c” and “d”, p = 0.001). A history of MD180 was associated with lower
H3K9ac-ir in the control mice (see bars “a” and “e” in Figure 2E, p <10-*). Interestingly, in
the CA1 region, fluoxetine treatment (compare bars “e” and “f” in Figure 2E, p < 104, as
well as Figure 2A, C) and CVMS exposure (see bars “e” and “g” in Figure 2E, p <0.001, as
well as Figure 2A, B) increased the H3K9ac immunosignal. Fluoxetine treatment in the
CVMS-exposed MD180 mice did not affect the H3K9ac-ir in the CA1 region (see columns
“g” and “h” in Figure 2E, p = 0.66, and also images Figure 2B, D).

In the CA3 area, the main effect of maternal care (F132=5.454; p = 0.026) and a third-
order effect of the maternal care x stress x treatment interaction (F132=29.286; p < 107)
influenced the histone acetylation significantly. Again, upon exposure to CVMS (bars “a”
and “c” in Figure 2F, p = 0.004), AFR mice showed a lower H3K9ac immunosignal, and if
they were treated with fluoxetine (bars “c” and “d”, p = 0.004), the H3K9ac-ir was higher
again. MD180 resulted in a relatively low signal in the vehicle-treated control mice (bars
“a” and “e” in Figure 2F, p < 10-%). Fluoxetine treatment increased the histone acetylation
in MD180 control mice (compare bars “e” and “f” in Figure 2F, p = 0.001). Exposure to
CVMS increased the H3K9ac-ir (see bars “e” and “g”, p < 0.001), but if the fluoxetine treat-
ment was administered in MD180 PACAP HZ mice upon CVMS exposure, which was the
case that carried all three “hits”, the histone acetylation appeared to be lower (compare
bars “g” and “h” in Figure 2F, p = 0.008).

In the DG, the main effects of maternal care (F132=30.65; p < 105) and stress (Fi32=
15.25; p < 0.001) affected H3K9ac. MANOVA found that the interactions of maternal care
x stress (F132=38.14; p < 10-9), stress x treatment (F132=15.83; p <0.001), as well as maternal
care x stress x treatment (F1,32=74.61; p <10-) influenced the histone acetylation in the DG.
In AFR animals, the dynamics of H3K9ac-ir was similar to that we observed in the CA1
and CA3 regions: CVMS exposure reduced the immunosignal (bars “a” and “c” in Figure
2G, p < 10%), which was tendentiously reversed by the fluoxetine administration (see bars
“c” and “d” Figure 2G, p = 0.079). The control, vehicle-treated mice that experienced
MD180 showed a reduced level of H3K9ac-ir (compare bars “a” and “e” in Figure 2G, p <
10-%). The effect of fluoxetine treatment on the H3K9ac-ir depended on CVMS exposure in
MD180 mice: in the control animals, fluoxetine treatment elevated the level of H3K9ac-ir
(see bars “e” and “f”, p <107%), while in CVMS-exposed mice, the SSRI reduced the histone
acetylation (compare bars “g” and “h” in Figure 2G, p <107).
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Figure 2. Acetyl-lysine 9 H3 histone (H3K9ac) immunoreactivity (ir) in the cornu ammonis (CA) 1,
CAS3, and dentate gyrus (DG) of the hippocampus. Representative images illustrate the H3K9ac-ir
in vehicle (Vehic) (A) and fluoxetine (Fluo)-injected (C) control (Ctrl) and chronic variable mild
stress (CVMS)-exposed vehicle (B) and fluoxetine-injected (D) mice with a history of maternal dep-
rivation (MD180). Boxed areas are shown in higher magnification insets below the respective low
magnification image. Histograms illustrate the dynamics of H3K9ac-ir in the CA1 (E), CA3 (F), and
DG (G). Lettering indicates the most relevant significant differences between pairs of groups, ac-
cording to the post hoc tests (n = 4-6). AFR: animal facility rearing. Bars: 200 pm.

2.2. FOSB Immunoreactivity

The FOSB-ir was also quantified, to determine the neuronal activity in the PFC and
the hippocampal areas. The FOSB-ir was successfully detected in the neuronal nuclei both
in the PFC and the hippocampus.
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2.2.1. Prefrontal Cortex

A relatively strong neuronal activity was observed in the PFC of all the mouse groups
in this experiment. The main effect of stress (F152=28.601; p < 10~*), and the interaction of
maternal care and stress (F1,52=5.078; p = 0.032) exerted a significant effect on FOSB-ir. In
AFR mice, CVMS exposure caused a significant elevation of the FOSB-ir in both the vehi-
cle-treated (compare bars “a” and “c” in Figure 31, p < 0.001, and Figure 3A with Figure
3C) and fluoxetine-treated mice (bars “b” and “d” in Figure 31, p <0.001, as well as panels
in Figure 3B, D). If fluoxetine was administered in CVMS-exposed AFR mice (see bar “d”
in Figure 3I and image Figure 3D), a higher (p < 10-4) FOSB cell count was detected, com-
pared with the control fluoxetine-treated AFR mice (see bar “b” in Figure 3I and image
Figure 3C). Upon maternal deprivation, neither CVMS nor fluoxetine treatment influ-
enced the FOSB-ir in the PFC (see bars “e-h” in Figure 31; illustrated also in Figure 3E-H).
The count of FOSB-ir cells in the stressed and fluoxetine-treated MD180 mice was much
lower (p = 0.002) than that observed in the respective AFR groups (see bars “d” and “h”
in Figure 3I and images Figure 3D, H).

AFR MD180
Control CVMS Control CVMS
A C E G
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]
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B - F H
]
£
2
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| NofFOSBirneuronsinthe J
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Figure 3. FOSB immunoreactivity (ir) in the prefrontal cortex (PFC). Representative images illustrate
FOSB-ir in the PFC of vehicle (Vehic) (A) and fluoxetine (Fluo)-treated (B) control (Ctrl) as well as
chronic variable mild stress-exposed (CVMS) and vehicle- (C) or fluoxetine-injected AFR mice. His-
tory of maternal deprivation (MD180) affected the FOSB-ir in the respective groups, as illustrated
by images (E-H). The imaged area shown in (A-H) corresponds to the highlighted region of PFC in
(J) (scheme modified after Paxinos and Franklin [62]). Histogram (I) illustrates the count of FOSB-ir
cell nuclei. Lettering indicates the most relevant significant differences between pairs of groups,
according to the post hoc tests (n = 4-6). AFR: animal facility rearing. Bars: 100 pm.
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2.2.2. Hippocampus

The FOSB-ir in the hippocampus was weaker than that observed in the PFC. While
in the AFR groups, we detected low cell numbers, in MD180 mice, the signal became al-
most undetectable in all the subgroups.

In the CA1 area, the main effect of maternal care (F1:2=7.378; p = 0.010) and the third-
order effect of maternal care x stress x treatment interaction (F132=7.235; p =0.011) affected
the FOSB-ir. In CVMS-exposed AFR mice, fluoxetine treatment reduced the FOSB-ir to an
almost undetectable level (compare Figure 4A, B moreover bars “c” and “d” in Figure 4C,
p =0.009). In vehicle-treated, CVMS-exposed MD180 mice, the FOSB signal was also very
low (compare bars “c” and “g”, p = 0.027), which could not be further reduced by fluoxe-
tine administration (compare bars “g” and “h” in Figure 4C, p = 0.51).

In the CA3 area, ANOVA revealed the main effect of maternal care (F132=5.118; p =
0.031), as well as the stress x treatment (F132=11.70; p = 0.018) and maternal care x stress x
treatment (F152=7.616; p = 0.009) interactions, on FOSB-ir to be significant. In the control
AFR mice, fluoxetine increased the FOSB cell count (compare bars “a” and “b” in Figure
4D, p=0.012). CVMS exposure also increased the FOSB signal in AFR mice (compare bars
“a” and “c” in Figure 4D, p = 0.008), while fluoxetine reduced this to the basal level (see
bars “c” and “d” in Figure 4D, p = 0.008 and images Figure 4A, B). A history of MD180
exposure resulted in the complete absence of FOSB response to fluoxetine (compare bars
“b” and “t” in Figure 4D, p = 0.010) or CVMS exposure (see columns “c” and “g” in Figure
4D, p =0.034).

In the DG, the main effect of treatment (F132=7.086; p =0.013) and the triple interaction
of maternal care, stress, and treatment (F132=9.267; p = 0.005) influenced the FOSB signal
significantly. In AFR mice, stress exposure increased the FOSB cell count (compare bars
“a” and “¢” in Figure 4E, p = 0.042), which was reversed by fluoxetine treatment (see col-
umns “c” and “d” in Figure 4E, p = 0.002 and also images Figure 4A, B). In MD180 mice,
there was some FOSB immunosignal detectable in vehicle-treated control mice (bar “e” in
Figure 4E), but if MD180 mice were exposed to CVMS, the FOSB remained undetectable

(compare bars “e” and “g” in Figure 4E, p = 0.032), which could not be further decreased
by fluoxetine administration (see bars “g” and “h”, p = 0.43).
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Figure 4. FOSB immunoreactivity (ir) in the cornu ammonis (CA) 1, CA3, and dentate gyrus (DG)
of the hippocampus. Representative images illustrating FOSB-ir nuclei in the hippocampus of vehi-
cle (Vehic) (A) and fluoxetine (Fluo)-treated (B) chronic variable mild stress (CVMS)-exposed ani-
mal facility-reared (AFR) mice. Note the relatively weak signal in these groups that became practi-
cally undetectable in the hippocampus of mice that earlier experienced maternal deprivation
(MD180). Boxed areas are shown in higher magnification insets below the respective low magnifi-
cation images. Histograms illustrate the count of FOSB-ir cell nuclei in CA1 (C), CA3 (D), and DG
(E) of the hippocampus. Lettering indicates the most relevant significant differences between pairs
of groups, according to the post hoc tests (n = 4-6). Ctrl: control, Bars: 200pum.

3. Discussion

In our recent studies, we demonstrated that our three-hit-theory-based animal model
for depression fulfills the Willnerian construct and the face and predictive validity criteria
including (a) the behavioral anomalies as assessed in depression and anxiety tests, (b) the
functional-neuromorphological alterations in multiple limbic areas, and (c) the altered
physical and endocrinological measures of the stress effect [6,21]. Here, we aimed to ex-
amine the functional-morphological changes in the PFC and hippocampus focusing on
the epigenetic marker H3K9ac, and on the chronic neuronal activity indicator FOSB. Our
results suggested that both limbic regions might contribute to the behavioral changes
[5,6,21] observed in this model, as discussed below.

3.1. The H3K9ac-ir Is Affected by Both Maternal Deprivation and Fluoxetine Therapy

Histone acetylation is one of the commonly examined types of epigenetic modifica-
tions that do not affect the DNA sequence proper, but contribute to the control of gene
expression [63]. The level of acetylation is determined by the dynamics of histone acetyl-
transferase and histone deacetylase enzymes [64]. In the PFC, we found that in AFR mice,
fluoxetine treatment was associated with reduced H3K9ac-ir, but if the mice underwent
MD180, a lower H3K9ac level was seen that was not affected by fluoxetine therapy. This
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suggests that fluoxetine therapy and early life stress interact in the PFC, which is in line
with an earlier study [65]. However, in contrast to our findings, Levine et al. [65] found
that fluoxetine therapy potentiated epigenetic changes. This discrepancy may be ex-
plained by the difference in the examined histone acetylation site at histone H4. Mean-
while, in another laboratory, Robinson et al. [66] also found that chronic fluoxetine expo-
sure reduced epigenetic changes in the nucleus accumbens.

The dynamics of the hippocampal H3K9ac-ir differed from that in the PFC. MD180
reduced histone H3 acetylation in all the hippocampal divisions, which is in agreement
with the work of Sun et al. [58]. CVMS reduced the H3K9ac-ir in the vehicle-treated AFR
mice in all the examined hippocampal subdivisions. This is in agreement with an earlier
rat study [59], except for the CA1, where no change was found by Ferland and Schrader
[59]. Fluoxetine increased the H3K9ac-ir in mice that earlier experienced CVMS. This is
well-comparable with the findings by Hunter et al. [60], according to which the methyla-
tion of this histone was evaluated. Our present study showed that in the CVMS-exposed
mice that also suffered MD180, the acetylation-increasing effect of fluoxetine was abol-
ished in the CA1 and was inverted into a decreasing effect in the CA3 and DG. This, in
our model, suggests that the efficacy of antidepressants may depend on the number of
risk factors and the epigenetic status that the model animal model carries. This ultimately
may underline the importance of the individualized therapeutic approach in the manage-
ment of depression to increase the efficacy of pharmacotherapy.

3.2. FOSB Reactivity to CVMS Is Influenced Both by Maternal Care Quality and SSRI
Treatment

FOSB is a commonly used neuronal activity marker in stress research reflecting that
the cellular response to a particular stimulus requires a response at the level of gene tran-
scription [6,9,47,67-70]. The antibody used here recognizes both the full-length FOSB and
its variant, the deltaFOSB [70], both of which contribute to the transcription factor activa-
tor protein 1 complex. These two isoforms differ in their dynamics: Full-length FOSB dis-
plays a faster acute response to stress exposure, but it is eliminated in a shorter period of
time [47]. In contrast, if the stimulus was repeated, the deltaFOSB accumulates in the cells
and can be detected even after a week [47]. Considering the shorter half-life of the full-
length FOSB, and because in this study, the mice were perfused one day after the last
stress exposure, the detected FOSB protein signal should correspond to the delta isoform,
which mirrors chronic neuronal activation [47,62,65,69,71].

The phenomenon that chronic stress exposure increases the FOSB-ir in the PFC is
well-known [62,71-73], and it is in full agreement with our findings in the vehicle-treated
CVMS-exposed mice. Fluoxetine treatment per se was also shown to increase the FOSB
content in the PFC [74]; however, in the present work, this increase remained below the
significant level, which could be explained by the shorter treatment period (i.e., 14 vs. 20
days). Importantly, we observed here that if CVMS exposure was superimposed on the
history of MD180, neither CVMS nor fluoxetine therapy elevated the FOSB activity in the
PFC. This phenomenon may have great translational relevance, as FOSB-related transcrip-
tional changes were suggested to determine therapeutic efficacy in the management of
major depression [74].

As the history of MD180 was associated with a very low, almost undetectable FOSB
signal in the hippocampus, it has to be stated that there was not much space for the SSRI
treatment to reduce the FOSB-ir. One may argue that a technical error may have occurred
that prevented the immunolabeling, but because the PFC sections of the same animals in
the same staining process gave a reliable signal, we assume that the low hippocampal
FOSB-ir in MD180 mice is a true area-specific observation. An alternative interpretation
of this phenomenon could be that the effect of the fluoxetine treatment cannot be detected
by FOSB labeling upon MD180, but other markers may still mirror the effect of SSRI treat-
ment [41-43]. Nevertheless, this idea is also supported by our findings in the H3K%ac la-
beling.
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3.3. Limitations

Taking the complexity of the model and the capacity limitations of our animal facility
into consideration, we had to restrict the study to male animals. Considering that the ex-
amined brain areas are estrogen-sensitive [75,76], the effect of the estrous cycle could have
influenced the results by increasing the error due to the random estrous cycle phase of the
mice at the time of tissue collection. A regular follow-up examination of the cycle phase
in mice by collecting vaginal smears would have also caused an additional stress factor.
Therefore, it is a true limitation of this study that we do not know whether the present
findings would be characteristic of the examined brain regions in female animals.

In this study, we did not examine the histochemical characteristics of the cells that
gave a positive signal for H3K9ac and FOSB. Further co-localization studies have to de-
termine if there is a cell-type-specific alteration in the histone acetylation or neuronal ac-
tivity pattern in the PFC and the hippocampal subdivisions. Considering that for some
types of neurons, the expression of the neuronal activity marker immediate early genes is
not characteristic [77,78], we cannot rule out that the pattern of the neuronal activity
would show a different picture if we had used an alternative marker instead of FOSB. The
other disadvantage of FOSB labeling is that it does not detect potentially very important
functional changes with inhibitory nature [79,80], suggesting that the reduced activity
and/or gene expression in the examined areas may have occurred. Based on the current
findings, further investigations are required to examine how neuroinflammatory mecha-
nisms contribute to the functional changes in the PFC and the hippocampus. Additionally,
multiple other indicators of stress effect may be examined in the PFC and the hippocam-
pus, including neurotrophins [81,82] and neurogenesis [83], to further dissect the under-
lying mechanisms.

Several lines of epigenetic markers have been identified in the past [43,84], and this
study was restricted to H3K9ac. In order to gain deeper insight into possible changes at
the gene expression level, the examination of multiple markers would be beneficial, and
in some selected cell types, promoter-specific studies would be required to test how they
are affected in this model [70].

3.4. Conclusion

With respect to the limitations of this study, our three-hit concept-based mouse
model for depression in male PACAP HZ mice [5,6,21] reproducibly fulfills the Willnerian
criteria [28] of a reliable animal model in male mice at the behavioral, endocrinological
[21] and functional-morphological level. In this study, we showed that the pattern of both
H3K9%ac and FOSB-ir is modulated in a brain-area-specific manner by early life stress and
chronic stress in later life, and they interact with the effect of fluoxetine therapy. Consid-
ering the complex epigenetic and neuronal activity changes in our model, and taking the
significance of the PFC and the hippocampus [31] in mood control into consideration, we
conclude that these limbic centers might contribute to the depression-like phenotype [21],
further supporting the reliability of our model in male mice.

4. Materials and Methods
4.1. Animals and Experimental Design

The experimental design corresponds to our most recently published works [6,21].
Briefly, male and female PACAP HZ mice were paired, and seventeen litters born within
3 days were used. Litter differences were prevented by cross-fostering on postnatal day
(PD) 1. Seven dams with the offspring were subjected to normal animal facility rearing
(AFR) protocol. In the case of 10 litters, on PD 1-14, the dam was removed for 180 minutes
in order to cause maternal deprivation (MD180). During this period, the pups with the
nesting material were placed on a heating plate at 32 °C. The adult offspring was tail-
clipped on PD 70, for genotyping via PCR (for details, see [8]).
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In total, 17 PACAP HZ male mice were identified in the AFR litters, while 25 PACAP
HZ male mice were found in the MD180 litters. We did not use the female offspring in
this study, and we also excluded the wild-type and PACAP KO mice, based on our earlier
findings [5,6,21].

Both AFR and MD180 mice were randomly assigned to four subgroups, as shown in
Table 1. We exposed four subgroups (c, d, and g, h, in Table 1) of the adult offspring to
CVMS between PD125 and PD139. In the CVMS protocol, we applied both a mid-day
stressor (i.e., tilted cage placement, exposure to a dark room, or placing the cage of the
animals on an orbital laboratory shaker) and a challenge in the dark phase (wet nesting
material, individual caging of mice as social isolation, or group holding). As controls to
the CVMS, four subgroups (a, b, and e, f in Table 1) were left undisturbed. For further
technical details on the CVMS protocol, see [5,6,21].

Half of the subgroups (b, d, f, h) were treated with intraperitoneal (ip) fluoxetine (20
mg/kg/day in 0.2 mL saline during the 14 days period of CVMS exposure) injections. The
mice in subgroups a, ¢, e, and g received physiological saline (0.2 mL vehicle ip) injections.
Each group (i.e., a-h) consisted of 4-6 animals.

Table 1. Experimental design. Lettering (a-h) and the background color of cells in the “group” row
correspond to the labeling of bars in Figures 1-4. Green: animal-facility-reared (AFR) groups; red:
groups with history of maternal deprivation (MD180). Control (light shade) and chronic variable
mild stress (CVMS)-exposed (dark shade) groups were subdivided into vehicle- and fluoxetine-
treated subgroups (thick black frames).

AFR MD180
Control CVMS Control CVMS
Vehicle Fluoxetine Vehicle Fluoxetine Vehicle Fluoxetine Vehicle Fluoxetine

The mice were kept under standard housing conditions (24 °C, 50% air humidity,
12/12-hour light-dark phases with lights on from 6 am), at the animal facility of the De-
partment of Anatomy, the University of Pécs, in standard (30 cm x 30 cm x 28 cm) poly-
carbonate cages with 4-5 mice per cage group. The mice had ad libitum access to drinking
water and normal standard rodent chow and were placed on fresh nesting material in a
clean cage every other day.

4.2. Perfusion and Sample Preparation

In this work, the stored brain tissue samples collected in our most recent study [21]
were used. The mice were quickly euthanized using an overdose of urethane injection (ip;
2.4 mg/kg) on PD140, and they were transcardially perfused with 20 mL of 0.1 M phos-
phate-buffered saline (PBS, pH 7.4) and with 150 mL 4% paraformaldehyde in a Millonig
buffer (pH 7.4) for 20 min [85]. Subsequently, the brains were collected, postfixed, and
coronally sectioned using a vibratome (Leica VT1000 S, Leica Biosystems, Wetzlar, Ger-
many). Then, 30 um thick sections were collected in four representative series. Free-float-
ing sections were immersed and stored in an anti-freeze solution at —20 °C until labeling.

Immunolabeling was performed on manually selected sections based on the Mouse
Brain Atlas by Paxinos and Franklin [62]. The brain sections between Bregma +1.34 mm
and +1.94 mm were used to study the PFC. The coronal planes between Bregma —1.58 mm
and —2.18 mm were selected to examine the hippocampus.
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4.3. Free-Floating Immunocytochemistry for H3K9ac and FOSB by Diaminobenzidine

The sections were rinsed 4 x 15 min in PBS, permeabilized with 0.5% Triton X-100 for
1 hour, and blocked with 2% normal goat serum (NGS) (Jackson Immunoresearch). Then,
the sections were placed into a solution of 2% NGS containing anti-acetyl-lysine 9 H3 his-
tone antibodies (1:4000, Sigma-Aldrich; Cat# SAB4500347; RRID: AB_10742909) or into a
2% NGS solution of rabbit anti-FOSB antiserum (1:500, Santa Cruz, sc-48, RRID:
AB_631515, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz CA, USA), followed by overnight
incubation at 20 °C. Upon washes in PBS, a biotinylated goat anti-rabbit IgG solution was
applied for 1 hour (diluted to 1:200, Vectastain ABC Elite Kit, Vector Lbs., Burlingame,
CA, USA). Subsequently, after rinsing in PBS, the preparations were treated for 1 hour
with a peroxidase-conjugated avidin-biotin complex (Vectastain ABC Elite Kit). After fur-
ther PBS washes, the antibody binding was visualized in a Tris buffer (pH 7.4) containing
0.02% 3,3'diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich) and 0.03% (w/v) H20:. The reaction
was controlled by visual observation in a light microscope and stopped in PBS after 7 min.
After several PBS washes, the preparations were mounted on gelatinized slides, air-dried,
and dehydrated in ethanol solutions (50%, 70%, 96%, absolute ethanol, 5 min, respec-
tively). After clearing in xylene (2 x 10 min), the sections were cover-slipped with Depex
(Fluka, Heidelberg, Germany).

The H3K9ac antiserum was raised in the rabbit using a synthetic peptide (range of
residues 3-52), including the acetylation site at Lys9 in histone H3. The manufacturer pub-
lished that the serum is specific to mice (https://www.sigmaaldrich.com/catalog/prod-
uct/sigma/sab4500347?lang=hu&region=HU, accessed on 1 October 2022). The FOSB se-
rum (Santa Cruz, sc-48) was generated also in the rabbit, immunized with a C-terminal
part of human FOSB protein. This serum was also characterized earlier by our group
[6,9,21,70]. The omission of the primary and secondary serum and their replacement with
normal serum did not give any recognizable immunosignal in the randomly selected sec-
tions of the tissue samples examined in this study. The preabsorption of the antibodies to
the synthetic blocking peptides abolished the immunosignal [6,9,21].

4.4. Microscopy, Digital Imaging, and Morphometry

Microscopic preparations were evaluated and digitalized with a Nikon Microphot
FXA microscope using a Spot RT camera (Nikon, Tokyo, Japan). From all mouse brains,
five selected coronal sections of the PFC and the hippocampus were imaged. The count of
immunoreactive nuclei was determined using the manual cell counting multipoint tool of
Image] software (v1.42, NIH, Bethesda, MD) in non-edited images. All data were collected
by an expert neurohistologist colleague who was not informed about the identity of the
preparations.

In the case of the PFC, the whole cross-sectional surface area of the PFC in an area of
500 pm x 750 um (Figure 1C) was evaluated. In the case of the hippocampus, the immu-
noreactive nuclei were counted in a 1200 pm range in the pyramidal layer of CAl and
CA3 regions. In the DG, a 1200 um range of the granular layer was evaluated. The cell
counts were averaged from five digital images per brain area, and this number repre-
sented the brain area of one animal in the statistics.

For publication purposes, the selected representative images were contrasted,
cropped, and edited into photo montages using Photoshop software (Adobe, San Jose,
CA, USA).

4.5. Statistics

All data are presented as the mean of the group. The error bars depict the standard
error of the mean in all graphs. The statistical evaluation was carried out using Statistica
software (v8.0; StatSoft, Tulsa, OK, USA). Few data points beyond the two sigma range
were excluded from the assessment. After testing for normality by Shapiro-Wilk test [86]
and homogeneity using Bartlett’s chi-square test [87], the data were subjected to a
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multifactorial analysis of variance (MANOVA) with the categorical predictors “maternal
care”, “stress”, and “treatment”. In the case of significant main effects and/or interactions,
the differences between the pairs of groups were further assessed by Fisher’s post hoc
tests (at <5%). A logarithmic data transformation was applied if the datasets did not show

normal distribution.
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