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Bevezetés, Irodalmi attekintés

1. A felndttkori hippokampalis neurogenezis és vizsgalata

A kozponti idegrendszer fejlddése bonyolult, idében és térben pontosan szabalyozott
dinamikus folyamat, amely genetikai, kornyezeti, biokémiai és fizikai tényezdk precizen
Osszehangolt sorozatat foglalja magaban a korai embrionalis stadiumtol a sziiletés utani életig
(Greig et al., 2013). Ugyanakkor az 8ssejtek egy kis csoportja az egész élet soran fennmarad
és plaszticitast biztositanak az idegrendszer mitkddéséhez, javitasahoz és megvaltoztatasahoz
(Gage ¢s Temple, 2013). Az embrionalis és korai posztnatalis idegi dssejtek (neural stem
cells, NSC) neuronokat és gliasejteket generdlnak majd a proliferativ és multipotens NSC-k
atalakulnak teljesen differencialt neuronokka vagy gliasejtekké. Emlos élélények agyéaban a
neuronok a korai embriondlis fejlédéstdl a korai posztnatalis stadiumig keletkeznek, és csak
né¢hany neurogén zéna marad aktiv felndttkorban is (Urbéan és Guillemot, 2014). A felndtt
agyban, bizonyos agyi struktirdkban az dssejtek egy igen kis szdma fennmarad, és ezek
hozzajarulnak bizonyos neuronok (¢és gliasejtek) folyamatos képzddéséhez. Ezt a folyamatot
nevezzlk felndttkori neurogenezisnek. A neurondlis Ossejtek képzik az embriondlis és a
felnéttkori neurogenezis eredetét is (Engler et al., 2018), bar egyes elméletek szerint a felnott
agyban mar nem léteznek igazi dssejtek, csak neurondlis progenitor sejtek. Az elmult 25 év
egyik mérfoldkének szamité eseménye az idegtudomanyi kutatasban a neuronalis dssejtek
kifejezés 1étrehozdsa volt, mint a neuronok és a glia egész életen at tartd forrasa, és ez a
koncepcid eltdrolte azt a dogmat, miszerint az idegrendszernek nincs regenerativ ereje.

A felnéttkori neurogenezis az elmult évtizedek egyik legjobban kutatott idegtudoményi
terliletévé noétte ki magat (Yun et al, 2016). Felnéttkori neurogenezis emberben
feltételezhetden nagyon ritka jelenség és az dregedéssel forditott aranyban all, igy az életkor
elérehaladtaval az 1) idegsejtek képzdédésének mértéke jelentdsen lecsokken (Isaev et
al.,2018). Progenitor sejtek osztdddsa majd differencialédasa soran alakulnak ki az 1j
neuronok melyek beépiilnek a neuronhalézatba. Csupan 40-50%-uk tud integralodni, a tobbi
ujsziilott neuron elpusztul (Biebl et al., 2000). A felnétt, érett agy hippokampusz gyrus
dentatusaban, valamint a lateralis agykamrak subventrikularis zénajaban képzdédnek uj
idegsejtek. A subgranuldris zona jsziilott neuronjai a gyrus dentatus granularis sejtrétegébe
vandorolnak, mig a subventrikuldris z6nabol szarmazd 10j neuronok a szaglogumé felé
migralodnak. Ezt szemlélteti a 1. dbra els6 képe (1.A abra) amely a feln6tt egér agy neurogén

régidit abrazolja. Az idegi Ossejtek egyik csoportjabol fejlodnek az 1) idegsejtek egy



egyediilallo és specializalt mikrokornyezetben, amely "neurogén niche" néven ismert. A
neurogén niche-ben jelen 1évo kiilonbozo sejttipusok sejtes komponensei lathatoak az dbra
masodik képén (1.B abra) amely szemlélteti, hogy a neuralis dssejt vonal mellett a neurogén
niche-ek glia sejtekbdl (asztrocitak, microglia és ependimalis sejtek) és vaszkularis sejtekbdl

(endothel sejtek, pericitdk) allnak (Batiz et al., 2016).

Hip
Cx

362

A5z \ (bG)
o8B I Ce
: i_-_\ms 4

’ ' 4

X
0-9-¢-0-9

NSC NPC Neuroblaszt Eéit:g: E;?Jtrton M . oy Ly
1. abra: Idegsejtek sziiletése.

NSC neuron vonal ‘ A) A neurogenezis helyszinei a felnétt,
érett agyban: hippokampusz gyrus
dentatus (DG) ¢és a lateralis agykamrak

e (LV) subventrikularis zénaja (SVZ). A
@ *J SVZ-eredetli T1jsziilott idegsejtek a
rostralis migracidos csatornan (RMS)
keresztiil vandorolnak a szaglégumobba

| Glia sejtek (OB).
B) A neurogén niche-ben szerepld

Asztrocita  Mikroglia  Ependimalis sejt

kiilonb6z6 sejttipusok sejtes
komponensei (Batiz et al., 2016).
‘zgg;ﬁ \_.;_% Tovabbi roviditések: Ce: cerebellum,
Cx: cortex, Hip: hippokampusz, NSC:
Endotel sejt Pericita Neuralis  Ossejtek, NPC: Neuralis

v — = ! progenitor sejtek, Str: striatum, SGZ:
’ Vaszkularis sejtek subgranularis zona.



Az elmult évtizedekben kifejlesztett 0j technologidknak kdszonhetden lehetdségilink nyilik a
gyrus dentatus neuronjainak tanulmdnyozdsara. Mara mar vizsgalni tudjuk a neuronok
ezt a jelenségét vizsgaltuk. A felndttkori neurogenezis laboratoriumi allatokban és
emberekben is hasonl6 modon zajlik. Egerekben és patkanyokban 2—4 hétig, mig
féemldsokben ¢és emberekben par héttel tovabb tart az 10j neuronok proliferacidja,
differencidlodésa a gyrus dentatusban (Yun et al., 2016). A felnéttkorban sziiletett neuronok
a gyrus dentatusban nem helyettesitik a meglévé embrionalis eredetli neuronokat, hanem
hozzajarulnak a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek folyamatos megujulasahoz (Amrein et al.,
2004, Bayer et al., 1982). Kiilonb6z6 modszerek allnak rendelkezésre a neurogenezis
vizsgalatara az agyszovetben. Ezek tobbnyire post mortem szdvettani eljarasok. Az egyik,
altalunk is hasznalt mesterséges jelolé anyag, amelyet intraperitonealisan injektalunk az
allatokba a ledlés eldtti napokban a timidin-analog 5-brém-2'-dezoxiuridint (BrdU), amely
beépiil a DNS-be a replikacio soran (Clark et al., 2021) és a sejtciklus S fazisaban 1€v6 sejtek
jelolésére hasznéljadk mind az embriondlis, mind a feln6tt osztdédod sejtekben. A BrdU-val
jelolt neuronok szdma és a relativ helyzetiik stabil maradt a szemcsesejtrétegben legalabb 11
honapon keresztiil, tehat ez a megallapitas arra utalhat, hogy az ij neuronok hozzdadasa a
kozponti idegrendszerhez nem atmeneti (Kempermann et al., 2003). A BrdU jel6lésen tul, a
kutatasunk soran specifikus markert is hasznaltunk a neurogenezis vizsgalatara (2. abra). A
doublecortin (DCX), egy fehérje, amely eldsegiti a mikrotubulusok polimerizacidjat.
Viéndorl6 neuroblasztokban és éretlen neuronokban expresszalodik, igy a felndttkori
neurogenezis markereként hasznalhat6 a gyrus dentatusban (Dayer et al., 2005). Azonban
nem minden Ujonnan sziiletett neuron expresszal DCX-et, tehat a posztmit6zisos neurondlis
progenitor sejtek és a korai éretlen neuronok jeldlésére alkalmas (Brown et al., 2003).
Szamos tovabbi marker all rendelkezésiinkre a neurogenezis vizsgélatara példaul a PCNA
(proliferating cell nuclear antigen / proliferal6 sejtmag-antigén) és a Ki-67 markerek (Jinno,
2011). PCNA részt vesz a DNS replikaciojaban, igy a PCNA is proliferacios markerként
hasznalhat6 felnéttkori hippokampalis neurogenezis kimutatasdhoz (Jin et al., 2001; Limke
et al., 2003). A PCNA a sejtciklus minden fazisdban expresszalodik. Ezzel szemben a Ki-67
nem expresszalodik a nyugalmi fazis és a G1 fazis elején (Zacchetti et al. 2003), azonban
nem mutattak ki szignifikéns kiilonbséget a PCNA- és a Ki-67-pozitiv sejtek szdmaban a
hippokampuszban (Jinno 2011) tehidt mind a PCNA, mind a Ki-67 képes megjeldlni az

0sztddo sejteket, ezért megfelelden alkalmazhatdé mindkét marker. Ezzel szemben Ki-67-



pozitiv sejtek szama kortilbeliil 50%-kal magasabb, mint a BrdU-vel jelolt sejtek szama a
gyrus dentatusban, mivel a BrdU csak a mitotikus folyamat S-fazisdban tud beépiilni a DNS-

be (Kee et al. 2002).
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2. abra: Idegsejtek érése a hippokampuszban
A) Hippokampusz gyrus dentatusban lejatszodo idegsejtek érési folyamata. B) Neurogenezis

vizsgalatara hasznalt biomarkerek (Clark et al., 2021). Roviditések: GCL: granularis sejtréteg, NSC:
neuronalis 6ssejt, DCX: doublekortin, BrdU: 5-brém-2'-dezoxiuridin

Béarmilyen neurogenezist befolyasold beavatkozas értékeléséhez sziikség lenne a
neurogenezis in vivo monitorozasara, és jelenleg ilyen képalkot6d technikdk nem allnak
rendelkezésre a human vizsgalatok soran. A klinikusok szdmara elérhetd képalkotd technikak
koziil a magneses rezonancia képalkotas, a pozitronemisszios tomografia (PET) vagy az
optikai képalkotas segitségével jelentds elérelépés tortént ebben az iranyban az elmult
évtizedben ¢és egyes képalkotd technikdk jelenlegi legmodernebb szintjén elméletileg
lehetség lenne a neurogenezis kimutatisara is. A neurogenezis in vivo leképezését mar
sikeriilt egerekben transzgenikus modellrendszerek alkalmazasdval elérni. A human
neurogenezis leképezéséhez azonban még mindig olyan modszerek kidolgozasa
sziikségesek, amelyek in vivo megbizhatoan teszik lathatova az idegi Ossejteket és a

neuronalis prekurzorokat (Couillard-Despres ¢és Aigner, 2011).



2. A felnéttkori neurogenezis szerepe korképekben

A tudomany jelenlegi allasa szerint a kozponti idegrendszeri valtozasok, mint példaul a gyrus
dentatus strukturalis rendellenességei, az idegsejtek szamanak csokkenései vagy a felndttkori
hippokampalis neurogenezisben bekdvetkezett valtozdsok hozzajarulhatnak szamos
2016). A neurogenezis genetikai gatldsa bizonyitja, hogy a felndttkori neurogenezis
sziikséges az olyan kognitiv funkcidk fenntartasahoz, mint példaul a tanulds €s a memoria,
ugy, hogy nagyfoku plaszticitast biztosit a neuralis aramkorok szamara (Gillotin et al., 2021).
Mindezeken tul, a neurogenezisben bekovetkezett valtozasok indikatorai lehetnek egyes
betegségeknek ezért is kiemelten fontos a szerepe €s vizsgalata. Szdmos faktor, kiilsd és belsd
tényez6 is befolydsolhatja a neurogenezist, aminek kdvetkezményeképpen idegrendszeri
valtozasok johetnek létre. Ezeknek a monitorozasa és kivédése fontos a karosodasok

elkeriilése végett és az egészséges idegrendszer fenntartdsdhoz is hozzajarulhat.

A neurogenezis képessége folyamatosan csokken az id6 elérehaladtaval és a neurogenezis
1d6 elotti drasztikus csokkenését figyelték meg az Alzheimer-kor allatmodelljeiben és az
emberi post mortem szovetekben (Hanspal és Gillotin, 2022). Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy az Alzheimer-kor sulyosbitja a fiziologids dregedés soran a csokkent mértéki
neurogenezist, és ennek fokozésa jotékony hatassal lehet a kognitiv funkciokra és a tiinetek
enyhitésére (Disouky és Lazarov, 2021). A neurogenezis egy 0sszetett, tobblépcsds folyamat
ahogy fentebb bemutatasra keriilt (1.4bra), amely magéban foglalja a neurondlis dssejtek
neuronokka differencidlodnak ¢és beépiilnek a gyrus dentatusban, majd végiil
Osszekapcsolodnak az entorhinalis kéreggel és a hippokampusz tobbi részével (Gillotin et al.,
2021). Ennek a neurondlis halozatnak a formalhatdsédga szerepet jatszhat a tanulds és a
memoria szabdlyozasaban. Fiziologids értelemben vett Oregedés hatdsara fellépd
sejtmiikodési zavarok negativan hatnak a neurogenezisre is (Shors et al., 2001, Shors et al.,
2002). Tobbek kozott a proteosztazis, €s a homeosztazis szabalyozasa, a lipid metabolizmus
és az epigenetikai valtozdsoknak a vizsgélatai kinalnak igéretes terapids lehetOséget a
neurogenezis életkorral és betegséggel 0sszefliggd valtozasaira (Gillotin et al., 2021). Egyre
tobb bizonyiték utal arra, hogy a karosodott neurogenezis az Alzheimer-kor elsé jele lehet
mivel a betegség kialakuldsa soran progressziv tanulasi és memoriazavarok, valamint a béta-

amiloid fehérje lerakodasok és a tau-hoz kapcsolodd neurofibrillaris problémak jelennek



meg, ahol a hippokampusz az egyik elsd érintett teriilet, miel6tt atterjedne mas agyteriiletekre
(Disouky és Lazarov, 2021). Mindezek tudatdban a neurogenezis fokozasa igéretes terapias
jelentdséget hordozhat az Alzheimer-kor kognitiv hidnyossdgainak enyhitésére (Gillotin et

al., 2021).

A depresszio egyik jellemzdje a hippokampalis térfogat csokkenés (Videbech et al., 2004).
Egerekben a konikus stressz a CA3 piramissejtek sorvadasat és a felndttkori neurogenezis
gatlasat is eredményezi (Schoenfeld et al., 2017). Tovabba deklarativ tanulds és a memoria
romlasat, valamint a kognitiv funkciok csokkenését is megfigyelték a depresszids betegekben
(Austin et al., 2001; Fossati et al., 2002). A magneses rezonancia képalkotas kimutatta, hogy
a depresszios egyéneknél csokkent a hippokampusz térfogata (Sheline et al., 1996, 1999;
Bremner et al., 2000). A térfogati valtozasok szamos mechanizmushoz k&thetéek, példaul a
neuronok vagy glidk fokozott apoptdzisdhoz, vagy a neurogenezis ¢és gliogenezis
csokkenéséhez (Sahay et al., 2007) vagy a dendritek komplexitdsdnak megvaltozdsdhoz a
gyrus dentatusban (Reif et al., 2006). Bar a hippokampalis neurogenezis nem feltétleniil vesz
részt a depresszid patogenezisében, mégis fontos lehet az antidepresszans kezelések terapids
hatdsai szempontjabdl (Sahay és Hen, 2007), mivel ezek a gyogyszerek visszaforditjak a
hippokampalis neurogenezis csokkenését, ezaltal 0j terapias lehetdséget rejt magéban a
mentalis betegségek kezelésére is (Mahar et al., 2014). A neurdlis dssejteket nagymértékben
befolyasoljak a monoaminerg neurotranszmitterek, kiilondsen két neurotranszmitter a
gyakori célpont a pszichiatriai farmakoldgiai terdpidkban: a dopamin (DA) és a szerotonin
(5-HT). Ezekrél a monoaminokrdl mar a korabbi tanulmanyok alapjan tudjuk, hogy
befolydsoljak a proliferaciot és a neurogenezist a felndtt agyban, és ezek a klasszikus
neuromodulatorok jelentds hatast gyakorolhatnak a neurogenezisre, mivel a monoaminerg
neurotranszmitterek szintje megvaltozik az agyban pszichiatriai betegségek, életkor vagy
neurodegeneracid esetén (Apple et al., 2017). A subgranuldris zéna neurdlis Ossejtjei
nagymértékben fliggenek a raphe magokbdl szdrmazé projekciok szerotonerg beidegzésétdl
(Mongeau et al., 1997). Kutatdsok kimutattdk, hogy a felndttkori hippokampalis
neurogenezis fokozodik az 5-HT transzporter hianyaban szenvedd egerekben, mivel a
genetikai manipuldcié hatdsdra megnovekedett az 5-HT extracellularis szintje az agyban
(Schmitt et al., 2007), valészintlileg azért, mert az 5-HT1A receptor kozvetiti a neurogén
aktivitas nagy részét a gyrus dentatusban. Az 5-HT kimertilése és az 5-HT1A receptorok
egyidejli aktivalasa fokozott proliferaciot eredményez a subranularis zonaban (Huang és

Herbert, 2005) valamint az 5-HT1A receptorok aktivdlasa Onmagdban is fokozza a



proliferaciét (Santarelli et al., 2003), és az 5-HTIA receptorok blokkoldsa a gyrus

crer

Kutatok azt tapasztaltdk a skizofrén betegeknél a hippokampusz post mortem vizsgélata
soran, hogy a subgranularis zénaban drasztikusan lecsokkent a proliferald sejtek szama
(Allen et al., 2015) viszont az 5-HT1A aktivalasa javitja a kognitiv tlineteket és eldsegiti a
neurogenezist skizofrénia esetén is (Schreiber és Newman-Tancredi, 2014, Sumiyoshi et al.,
2001). A subgranularis zoéna 5-HT2C receptorainak agonistdi szintén fokozzdk a

neurogenezist (Banasr et al., 2004).

A hippokampalis neurogenezist az epilepszias gorcsrohamok is befolyédsoljak. Példaul a
rohamaktivitds mind a koztes idegi progenitorok, mind a neuroblasztok rendellenes
proliferacigjat idézi eld, és az 0jsziilott szemcsesejtek abnormalis morfologiai fejlodését és
Ezenkiviil rohamok altal megndvekedett szamban sziiletett neuronok beépiilhetnek a
hippokampalis aramkorokbe, és hozzdjarulhatnak a rohamokkal dsszefiiggd sériilt kognitiv
funkcidkhoz (Fabel és Kempermann, 2008). Az epilepszids rohamok kezdetben szelektiv
neuronpopuldciok sejthalalat eredményezik (Gorter et al., 2003) viszont az elhuzodo
rohamok erdteljesen stimulaljak a hippokampalis neurogenezist (Bengzon et al., 1997; Parent
et al., 1997), valamint az angiogenezist (Hellsten et al., 2000). A rohamok nemcsak az uj
neuronok képzddését befolyasoljak, hanem a neurogén sejtek egy részének az ektdpias
helyekre valo szétszorodasat is indukaljak. A betegek gyrus dentatus szemcsesejt rétegét
gyakran abnormalis diszperzio jellemzi, ektopids neuronok jelennek meg a hilusban és a
molekularis rétegben, valamint az axonok szokatlan atrendezddése is megfigyelhetd (Houser,
1990; Parent et al., 2006). Szamos epilepszias allatmodellben megfigyelték a tobb honapig
fennmarad¢ ektdpids szemcesesejteket a hilusban (Dashtipour et al., 2001; Parent et al., 2006).
Ezek a sejtek felgyorsult funkciondlis érést mutatnak, ami tartds talingerlékenységet és a
CA3 piramissejtekkel 0sszhangban bekovetkezd abnormalis kitdréseket okoznak, és sokkal
nagyobb szdzalékban mutatnak perzisztens bazalis dendriteket, mint altalaban (Scharfman et
al., 2000; Dashtipour et al., 2001; Overstreet-Wadiche et al., 2006). Mindezeken til az
ektopids szemcsesejetek abnormalisan integracidja, valamint az Gjonnan sziiletett neuronok
GABAerg interneuronna valésa is hozzéjarulhat a rohamok kialakulasdhoz vagy terjedéséhez
(Parent et al., 1999, 2006, Shetty és Hattiangady, 2007). Tehat a rohamok altal generalt j

neuronok részt vehetnek a rohamok fenntartasaban (Parent et al., 2007).
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3. A felnottkori neurogenezist befolyasolo drogok, szerek

Kiilonboz6 faktorok, szerek, anyagok kiilonb6zé moédon képesek befolyésolni a felndttkori
neurogenezist. Vannak anyagok, drogok melyek gatldan hatnak az 0j agysejtek sziiletésére a
hippokampuszban, mas anyagok, példaul gyodgyszerek pedig serkentik azt.

A pszichomotoros stimulansok, mint a metamfetamin és a kokain negativan hatnak a
hippokampdlis neurogenezisre. A metamfetamin egyszeri expozicidja atmenetileg
csokkentette a sejtproliferaciot a gyrus dentatusban (Teuchert-Noodt et al., 2000). Az akut és
a kronikus kokain expozicio is csokkentette a sejtproliferaciot, de a varttal ellentétben nem
1épett fel fenotipus zavar az 0jsziilott sejteknél és nem befolydsolta a sejtek tulélését, valamint
a dendritek elrendezddését €s a dendritfa épségét sem (Yamaguchi et al., 2004, Dominguez-
Escriba et al., 2006) A kokain neurogenezisére gyakorolt hatdsai a dopamin D1 és/vagy D2
receptorok aktivalasabol eredhetnek. In vitro vizsgalatok szerint a dopamin D1 receptor
aktivalasa csokkentette a progenitor sejtek atjutasat a sejtciklus G (1) fazisbol a S-fazisba
(Ohtani et al., 2003) mig a D2- receptor aktivalas gatolta a neurdlis Ossejt proliferaciot
(Kippin et al., 2005). Az opiatokkal végzett kutatdsok eredményei alapjan a morfium
tobbszori expozicidja csokkentette a sejtproliferaciot és a sejtek hosszl tavu talélését is,
valamint a heroin adagoldsa is csokkentette a sejtproliferacidt a gyrus dentatusban. Az
opiatok posztnatalis hippokampalis neurogenezisre gyakorolt karos hatasait kozvetitd
molekularis mechanizmusok sajnos nem ismertek még (Eisch et al., 2000). A kutatok
megvizsgaltak azt is, hogy hogyan hat a 3,4-metilén-dioxi-metamfetamin (mas néven
tulélésére és érésére a patkdnyok gyrus dentatusaban. Az eredmények azt mutattak, hogy az
MDMA ttlzott adagolasa nem befolyésolja a citogenezist, viszont a sejtek talélése 40%-ban
lecsokkent, de ezek a sejtek normalis arborizacidt és dendriteket mutattak. Az MDMA
feln6ttkori  hippokampalis neurogenezisre gyakorolt negativ hatasai Osszefliggésbe
hozhatéak a szerotonin szabalyozasi zavarokkal, redox aktivacioval vagy az endokrin

faktorokkal (Hernandez-Rabaza et al., 20006).

Az alkohol az egyik legintenzivebben tanulméanyozott szer a fliggdség teriiletén. Negativ
korrelaci6 van az alkoholfogyasztas és a felndttkori hippokampalis neurogenezis kozott, de
az alkohol neurogenezisre gyakorolt hatdsat nagymértékben befolyasolja az adagolas, a

bevitt mennyiség és az expozicid iddtartama (Kang et al., 2016). Mar az akut
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alkoholfogyasztas is csokkenti a sejt proliferaciot a gyrus dentatusban (Nixon és Crews
2002). Tehat a legtobb addiktiv drog, kiilondsen, ha kronikusan alkalmazzak, megvaltoztatja

crer

modon, de kéros hatassal van a hippokampélis neurogenezisre (Canales et al., 2007).

A farmakoterapidban alkalmazott antidepresszansokrol kimutattdk, hogy szabdlyozzak a
felnéttkori  hippokampalis neurogenezist ugy, hogy fokozzdk az idegi progenitor
proliferaciot, felgyorsitjak a dendritikus fejléddést és fokozzak az 11jsziilott neuronok talélését
(Warner-Schmidt és Duman, 2006 és Sahay ¢s Hen, 2007). Szamos kiilonb6z6 csoportba
tartoz6 antidepresszansok, példaul a monamin-ujrafelvételt-gatlokat, a triciklusos szerek, az
elektrokonvulziv sokk terdpia és a foszfodiészteraz-gatlok mind megndvelte a hippokampalis
neurogenezist ragcsalokban (Madsen et al., 2000; Malberg et al., 2000; Manev et al., 2001).
A kronikus fluoxetin-kezelése nem csak serkenti a neurogenezist hanem felgyorsitotta az
¢retlen neuronok érését (Wang et al., 2008) valamint meghosszabbitotta a sejtek talélését is
(Nakagawa et al., 2002).

Preklinikai szakirodalomban azt olvashatjuk, hogy szdmos nem farmakologiai alapt (de
antidepresszans hatast) terapidk is fokozhatjdk a hippokampalis neurogenezist, példaul a
testmozgas, a tanulds és a kornyezeti ingergazdagitas is jotékony hatdssal van a kognitiv
funkcidkra. Hat hetes fizikai gyakorlatot végzd emberek lényegesen jobb teljesitményt
nyujtottak a hippokampuszhoz kapcsoldédd vizudlis mintazatok szétvalasztdsi feladatdban

(Horowitz et al., 2020; Poulose et al., 2017; Villeda et al., 2011).

Mindezek tudataban a neurogenezist fokozd terapids lehetéségeket a jovoben kiemelten
kellene kezelni hiszen megoldast nyujthatnak az Alzheimer-koér, a neuropszichiatriai
rendellenességek, példaul a depresszid kezelésében (Berger et al., 2020). Az 0j neuronok
hozzdadasa a hippokampusz sejtpopulacidhoz szamos lehetséges mechanizmus révén
befolydsolhatja annak szerkezetét é¢s mitkodését, és 1) plaszticitdsi mechanizmust biztosit,
amellyel megvaltoztathaté lesz bizonyos idegi halozatok tulajdonsagai. Neurogenezis
hatasara megemelkedik a gyrus dentatus szemcsesejt rétegének sejtszama €s a képlékeny
éretlen neuronok tobbféle sejttipust generalhatnak, vagy serkenthetik az érett szemcsesejtek
szamat vagy cser¢jét (Sahay et al., 2007). Az 0j neuronok részt vehetnek a hippokampusz
Osszetett hdlozatdnak finomitdsdban, optimalizdlva azt a jovoébeli memoriatarolashoz
(Kempermann, 2002) vagy részt vehetnek a hippokampalis memoria kialakitasaban, és

szerepet jatszhatnak az események kozotti idébeli folytonossdg ¢és Osszekapcsolas
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megteremtésében (Ehninger és Kempermann, 2008). Tovabba az 0j neuronok hozzaadasa a
neuralis haloézathoz ndvelné a tarolokapacitast, és megakadalyoznd a halozati funkcid
Osszeomlasat a megndvekedett memoriatarolast kovetden (Wiskot et al., 2006) valamint
ndvelné az jjonnan megszerzett informacio stabilitasat (Chambers et al., 2004) vagy javitana
az emlékek ¢€s az elraktarozott informaciok felidézési képességet (Becker, 2005).

Mindezeken tal, fontos lenne nem csak biokémiai, hanem neurofiziologiai kozponti
idegrendszeri biomarkerek fejlesztése is, amivel klinikailag is monitorozni tudnank a

hippokampalis neurogenezist az emberekben (Gillotin et al., 2021).

4. iziileti gyulladas és hatasai a neurogenzisre

fzilleti gyulladas (artritisz) az iziiletek heveny (akut) vagy idiilt (kronikus) formaban
megnyilvanuldo  gyulladdsos reakcidja, amely az ¢érintett iziilet duzzanatdval,
borpirosodasaval, melegségével, fajdalmaval €és funkcidjanak csokkenésével jar. Gyulladas
esetén az iziileti tokot beliilrdl hatarolo iziileti hartya gyulladasa miatt az iziileti folyadék
felszaporodik, ez okozza a duzzanatot, valamint a fesziilés miatt érziink fajdalmat. Kronikus
allapotnal altalaban jelentés mozgaskorlatozottsag, fajdalom, iziilet merevség és deformitas
Iéphet fel (Harth and Nielson, 2019, Tang, 2019).

A reumatoid artritisz, a kronikus iziileti gyulladasok egy tisztdzatlan etiol6giaju szisztémas
kronikus gyulladdsos betegsége, amely progressziv ¢€s destruktiv poliartritiszben
manifesztalodik és az egyik legnagyobb egészségligyi probléma vildgszerte a magas
prevalencia ¢€s a nem tll hatékony terapids lehetdségek miatt. Kronikus fajdalom és iziileti
karosodas jellemzi, amely rendszerint a disztalistol a proximalisabb iziiletek felé halad
(Kourilovitch et al., 2013). A reumatoid artritisz éves el6forduldsi gyakorisaga koriilbeliil
40/100 000 f6 vilagszerte, a ndket két-haromszor nagyobb aranyban érinti, mint a férfiakat
(Ospelt et al, 2017). Az iziileti gyulladdsban szenvedd betegek szamdara a fajdalom a
leggyakoribb panasz (Horvath et al., 2016). Ebbdl kifolyolag a gyulladdsos iziileti
rendellenességek stlyosan ronthatjak az életmindséget. A korai szakaszt az érintett iziiletek
korili  6déma ¢és érzékenység jellemzi, melyeket késObb akar progressziv,
visszafordithatatlan degeneracio és csontok atalakulasa kisérhet (Botz et at., 2014).

A reumatoid artritisz patogenezisét tekintve, mint sok mas betegségnél is, ugy jelen esetben
is a genetikai és kornyezeti tényezOk kolcsdonhatasa immunreakciok kaszkadjat eredményezi.
A Dbetegségekre vald fogékonysdgot okozod genetikai tényezdk kozt a HLA f6

hisztokompatibilitasi komplex génjeit azonositottak, emellett egyéb citokin-promoterek és
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T-sejt jelatviteli gének is részt vesznek a patogenezisben (Gregersen et al., 1987). A betegség
leginkabb a kéz és a 1ab iziileteit érintetti. Egészséges allapotban az egy-két sejtrétegbdl allo
specidlis kotdszovet a szinovidlis membran termeli az iziileti folyadékot, amely segiti az
izliletek mozgasat €s csokkenti a porcfeliiletek surlodasat (3. dbra). Reumatoid artritisz soran
ez a membran megvastagodik, illetve a gyulladds hatdsara megjelennek a T- és B-sejtek, a
fibroblasztok, a monocitak, és makrofagok (Strand et al., 2007). Mivel az autoimmunitas
fontos szerepet jatszik a betegség patogenezisében, ezért az igy termelddott antitestek
aktivaljak a komplement rendszert és a gyulladasi citokinek (TNFa, IL-1, IL-6) termelddését
is. Ezeknek a citokineknek koszonhetden felszaporodnak matrix-metalloproteazok (MMP)
melyek hatasara kialakul a porckopas és a szabad csontfelszin, igy a csont erdzidja is
elkezdddik (Dolati et al., 2016, Harre et al., 2012). Kiilsd, kornyezeti kockéazati tényezdként
foként a dohdnyzas és az alkoholfogyasztas szerepel, melyek akar 40-szeresére is novelheti
a kockazatot, emellett egyéb tényezOk, mint példaul a sziiletési suly, a szoptatas, a tdrsadalmi-

gazdasagi helyzet és a szarmazasi hely is novelhetik a fogékonyséagot (Liao et al., 2009).

Egészséges Gyulladt
csont és izlet csont és izilet

oszteoklaszt

- f I
izileti tok ibroblaszt

makrofag
szinovialis dendritikus sejt
membréan T-seit
plazmaseijt
B-sejt

izleti ureg

angiogenezis
porc HEV

szinovialis hizésejt
sejtek

megvastagodott
szinovium

3. abra: Az egészséges és a gyulladt iziiletek, csontok.

Egészséges iziilet lathato a bal oldalon, illetve gyulladt iziilet a jobb oldalon. A gyulladasnak
koszonhetben az iziileti membran megvastagodik és az iziileti iiregben folyadék halmozaodik fel mely
duzzanatot okoz. illetve a gyulladas hatasara megjelennek a T- és B-sejtek, a fibroblasztok, a
monocitdk, dendritikus sejtek és makrofagok. Ezt kovetden heges kotdszovet alakul ki, amely
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rahuzodik a porcokra és az iziilet mozgasanak maradando korlatozasaval jar. Az iziiletet alkoto
csontok és azok porcfelszinei is karosodnak. (Strand et al., 2007)

A gyulladas hatasara megjelend sejtek és a keringé citokinek melyek eldsegitik a gyulladas
kialakuldsat gatoljak a felndttkori neuogenezist (Vallieres et al., 2002; Monje et al., 2003;
Goshen et al., 2008; Zunszain et al., 2012; Liu et al., 2014; Borsini et al., 2015; Kim et al.,
2016). A neuroinflamacio is erdsen gatolja a felndttkori hippokampalis neurogenezist (Das
¢s Basu, 2008; Ekdahl et al., 2009; Ryan ¢és Nolan, 2016; Troubat et al., 2021), de
ellentmondasos eredményeket talaltunk a periférias vagy szisztémas gyulladds hatasarol
(Chesnokova et al., 2016). Az elsdé vizsgélatok, amelyek a periférialis gyulladas hatasait
vizsgaltak, bakteridlis endotoxint (lipopoliszacharid: LPS) fecskendeztek be, hogy
szisztémas gyulladast valtsanak ki az egerekben, és vizsgaltdk ennek hosszi tava
kovetkezményeit a neurodegeneracidra, a hippokampalis neurogenezisre és a kognitiv
funkciokra (Ormerod et al., 2013; Valero et al., 2014; Hill et al., 2019; Perez-Dominguez et
al., 2019). Egy masik kutatasban komplett Freund-adjuvans (CFA) injekciot alkalmaztak az
atmeneti serkentését eredményezte ndstény egerekben (Wolf et al., 2009). SiB és
munkatarsai vizsgaltdk a kronikus periférias gyulladas hatdsait a reumatoid artritisz TNF-a
(tumor nekrozis faktor alfa) transzgénikus egérmodellben, illetve azt, hogy milyen hatéssal
van a kozponti idegrendszerre (StB et al., 2015, 2020). Ezek a transzgenikus egerek sulyos
erdziv iziileti gyulladast mutattak, fokozott IL-1P (interleukin-1 béta) és IL-6 (interleukin-6)
expresszioval az iziileteikben, valamint a szérum TNF-a-szintje magas volt, de ezek a
valtozasok egyike sem befolydsolta a felnéttkori hippokampélis neurogenezist vagy
szorongasos szinteket, illetve a kialakulod depresszio-szerii tiineteket sem (SiB et al., 2015).
Fontos megemliteniink, hogy a depresszié nagymértékben elterjedt a reumatoid artritiszben
szenvedd betegek korében, ¢€s a rossz klinikai kimenetellel is 0sszefligg (Dickens et al., 2002;

Matcham és et al., 2013).

A komplett Freund adjuvans (complete Freund adjuvant, CFA) egy olyan antigéneket
tartalmaz6 parafinolajos szuszpenzid, amely el6lt Mycobacterium tuberculosis-t tartalmaz
melyek vonzzak a makrofagokat és egyéb antitesteket az injekcid helyére, igy fokozva az
immunvalaszt. A CFA beadasaval hosszan tartd nocicepcié indukélhaté mely glia
aktivizacioval, gyulladascsokkentd medidtorok és gyulladast elésegitd citokinek (IL-1J,
TNF-a és IL-6) termelddésével jar a periférids szovetben, valamint termikus és mechanikus

hiperalgéziat valt ki (Zucoloto et al., 2019). A CFA-val kivaltott iziileti gyulladas egy jol
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bevalt gyulladasos allatmodell, amelyet szdmos immunmodulans és gyulladascsokkentd
gyogyszer tesztelésére hasznalnak napjainkban. A szuszpenzi6t intraplantarisan és faroktébe
adva reumatoid artritiszhez hasonlé gyulladasos mechanizmusokkal destruktiv monoartritisz
indukalhat6 egérben, ahol a gyulladdsi mechanizmusok akut és kronikus allapotaban is
vizsgalhatoak (Billiau al., 2001). Jelen kutatdsunkban ezt az allatmodellt alkalmazzuk mert
a periférias gyulladas hatésait akartuk vizsgélni és tobbek kozott in vivo is bizonyithatd a

gyulladas megléte. Mindezen tul gyakori betegség, amely Osszefiigghet a depresszidval is.
5. A cannabis, az endokannabinoid rendszer és terapias lehetéségiik

A Cannabis sativa a kétszikliek (Magnoliopsida) osztalyaba, ezen beliil pedig a kenderfélék
(Cannabaceae) csaladjaba tartozik. A  szaritott, megtermékenyitetlen (termds)
kenderviragzatot hivjadk marihudnanak. A cannabis tobb mint 500 kiilonbozd vegyiiletet
tartalmaz, ebbdl 60 farmakologiailag aktiv kannabinoid. A cannabis szamos masodlagos
metabolitot is tartalmaz példaul terpéneket, amelyek koziil néhany a kanabinoidokkal egyiitt
szinergikusan hozzéjarulhatnak a terdpias eldnyokhoz (ElSohly et al., 2017). Széles kdrben
elterjedt ndvény, amely szamos él6helyen és tengerszint feletti magassagban megtalalhato, a
tengerszinttl a Himalaja alpesi 1labaig (Merlin 2003). A cannabis termesztése €s hasznélata
5000-6000 éves multra tekint vissza, ami megneheziti a faj eredetének pontos
meghatdrozasat (Jiang et al., 2006). Ezenkiviil az egyik legrégebb oOta hasznalt novényi
¢lelmiszer- és textil rostforras (Kriese et al., 2004). A Cannabis sativa gydgyaszati
felhasznalasanak torténete az 6korig nyulik vissza. Az elsé beszamolok a ndvény gyogyaszati
felhasznélasarél a Kozel-Keletrdl és Azsidbol szirmaznak az idészamitasunk elétti 6.
szdzadbol. A nyugati gyogyaszatba vald bevezetése joval késébb, a tizenkilencedik szazad
elején tortént (Doyle és Spence, 1995, Zuardi 2006). Ezt a novényt a fajdalomra, a
zo6ldhélyogra, a hadnyingerre, a depressziora és a neuralgia kezelésére javasoltak (Guindon és
Hohmann, 2009, Jarvinen et al., 2002, Slatkin, 2007 Viveros et al., 2007, Liang et al., 2004).
A cannabis modern orvosi felhasznalasat, €s a cannabis alapii gyogyszerek engedélyezett
klinikai felhasznaldsat tovabbra is csak néhany betegségnél engedélyezik mint példaul a
sclerosis multiplexnél fellépd fajdalomra, valamint a AIDS ¢és kemoterapia sordn fellépd

étvagytalansagra (Liang et al., 2004, Abrams et al., 2007).

A marihudna az egyik legszélesebb korben haszndlt tiltott élvezeti szer és a Fold

lakossaganak koriilbeliil 2,5 %-a fogyasztja rendszeresen valamilyen formaban (UNODC,
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2017). A kozelmultban a cannabis hasznalatot egyre tobb orszagban legalizaltak gydgyaszati
¢s rekreacios célokra (Carliner et al., 2017; EMCDDA, 2017, Webster, 2018) ami
megnovekedett fogyasztast eredményez, mikdzben az egészségre gyakorolt hosszatava
hatasai még nem teljesen ismertek (Volkow et al., 2014, 2016; Levine et al., 2017). Ezért is
fontos megvizsgalni a marihudnafiist hosszantartd hasznalatanak kovetkezményeit. A
marihudna lobbistak azzal érvelnek, hogy a marihudna biztonsagos és természetes alternativ
megoldast nyujthat kiilonféle egészségligyi és mentalis betegségben szenveddknek, de a
szakirodalmakban ellentmondé eredményeket olvashatunk a krénikus cannabis hasznalat
egészségiigyi kockézatair6l. A kannabidiolt (CBD), amely a Cannabis sativa egyik fo
alkotdeleme ¢és az endokannabinoid rendszer résztvevdje, egyre gyakrabban tekintik a
szorongas kezelésének lehetséges terapids megoldasanak (Blessing et al., 2015; Lee et al.,
2017; Patel et al., 2017) mivel tobb kutatas szerint a kannabinoid jelatvitel eldsegitése
megeldzheti a stressz altal kivaltott viselkedési valtozasokat (Campos et al., 2013; Scarante
et al., 2017; Fogaca et al., 2018). A marihudna szorongasoldé hatékonysaga maig vitatott
kérdés mivel tobb kutatasi eredmény szerint a marihuana altal kivaltott 6t mellékhatas koziil
az egyik maga a szorongas (Turna et al., 2017). A cannabis hasznalatb6l adodo kognitiv
funkciok javitdsa vagy éppen karosodasok kozotti 6sszefiiggések is szintén vitatott témakor
a kutatok korében. Szamos klinikai és preklinikai kutatds szerint szoros 6sszefiiggés lehet a
marihudna expozicid és a csokkent kognitiv képességek kozott (Broyd et al., 2016; Curran et
al., 2016; Volkow et al., 2016). A marihuana hasznalata nem csak a kognitiv funkciokra lehet
karos hatéassal, hanem kivalthatja az agy makrostrukturalis elvaltozasait is. Megvaltoztathatja
rendellenes agyi miikodéseket eredményezhet, mint a fokozott agyi aktivacid, vagy
rendellenes neurovaszkularis miikodést indukalhat (Jacobus et al., 2012). Mindezekkel
szemben egyes kutatdsok szerint a cannabis hasznélat pozitivan hat kiilonb6zd kognitiv és
végrehajtd funkcidkra (Osborne et al., 2017; Gruber et al., 2018; Tervo-Clemmens et al.,
2017). Tovabba, vita targyat képzik a rendszeres marihudnafiist belélegzésének légltra
gyakorolt hatasai, valamint, hogy a tiidérak kialakuldsdra megnovekedett kockéazati tényezot
jelentene (Gates et al., 2014; Martinasek et al., 2016; Chatkin et al., 2017; Stone et al., 2018).
Ellentmondasos kutatasi eredményeket olvashatunk a cannabis haszndlat testsulyra
gyakorolt hatasairdl is. Mar ismert, hogy a marihudna fogyasztdsa serkenti az étvagyat és
eldsegiti a sulygyarapodast a human immunhidnyos virussal (HIV) rendelkezd-, vagy rakban

szenvedd betegeknél. Ezzel szemben a népesség korében végzett kiterjedt epidemioldgiai
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vizsgalatok eredményi pedig azt mutatjdk, hogy a marihudna fogyasztok 4&ltaldban

alacsonyabb testtomeg-indexekkel rendelkeznek (Sansone, 2014).

Az endokannabinoid rendszer kozponti szerepet jatszik az egészséges fejlodd idegrendszer
kialakulasaban, valamint felndttkorban modulélja az idegrendszeri halozatok aktivitasat és
milkddést. Az endokannabinoid rendszer endogén kannabinoidokbol vagyis az
endokannabinoidokbdl, kannabinoid receptorokbol és az endokannabinoidokat szallito,
szintetizalo és lebontd fehérjékbdl all, és az endokannabinoid rendszer szdmos mas jelatviteli
utvonalat befolyasol (Lu és Mackie, 2020). A kannabinoidok koz¢é tartoznak a Cannabis
sativa novény aktiv 6sszetevoi, az endokannabinoidok és a szintetikus kannabinoidok is. Az
idegi kannabinoid rendszer receptor—ligandum ¢€s receptor—receptor kdlcsonhatasok dsszetett
sorozatat alkotja, amelyek kiilonféle jelatviteli utakat is magukba foglalnak, mint példaul a
novekedési faktor receptor és a G-protein receptor jelatvitelt, amelyek a fiziologiai
folyamatok széles skalajat szabalyozzdk, példaul a felndttkori neurogenezist is. A
kannabinoidok a G-fehérjéhez kapcsolt 1-es és 2-es tipusu kannabinoid receptorok
aktivalasan keresztiil fejtik ki hatasukat (CB1, illetve CB2 tipusu receptorok), amelyek a
kozponti idegrendszerben lokalizalédnak asztrocitdkon, mikroglidkon és neuronokon is
(Prenderville et al, 2015) (4. 4&bra). A kannabinoid receptorok nagymértékben
expresszalodnak a hippokampusban is. A kutatdsok eredményei szerint a kiilonféle
kannabinoid ligandumok szabalyozzak a sejtgenezist €s a neurogenezist is az emlds agyban
(Campos et al., 2013). Szdmos tanulmany vizsgalta mar a kiilonb6z6 kannabinoidok
felnéttkori hippokampalis neurogenezisre gyakorolt hatdsat, de ezek a vizsgalatok vagy
ndvényi eredetli kivonatokat vagy szintetikus kannabinoidokat hasznaltak ¢és egyes
tanulmanyok a pozitiv, serkentd hatasrol szamoltak be (Jiang et al., 2005; Palazuelos et al.,
2006; Marchalant és et al., 2009; Wolf és et al., 2010; Rivera et al., 2011; Suliman et al.,
2018, Prenderville et al., 2015), mig masok szerint gatolja a felndttkori neurogenezist a
hippokampuszban (Realini et al., 2011; Abboussi et al., 2014; Lee et al., 2014; Steel et al.,
2014), vagy nincs hatasa rd (Kochman et al., 2006; Mackowiak et al., 2007; Steel et al.,
2014). A legtobb preklinikai kutatds vagy szintetikus kannabinoidokat, vagy cannabis
kivonatokat hasznal a fiziologiai és viselkedési vizsgalatokban is. Altalaban az éllatok a
kiilonbozd dozisu szintetikus vegyiiletet befecskendezve kapjak meg az akut vagy kronikus

(10—14 napos) kezelési protokoll szerint.
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4. abra: Az endokannabinoid jelatvitel a felnott agyban.

Az anandamid (AEA) és a 2-arachidonoil-glicerol (2-AG) kalcium (Ca*")-fiiggé médon (metabotrép
vagy ionotrop receptor korabbi aktivalasaval) képzodik. Az endokannabinoidok specialis enzimek
altali szintézise utan aktivaljak a pre-szinaptikus részen elhelyezked6 CB1 receptorokat. A CB1 egy
Gi/o-kapcsolt receptor, aktivalasa csokkenti a Ca*'-dramokat és noveli a K'-aramot, ami a
neurotranszmitterek felszabadulasanak gatlasahoz vezet. A 2-AG és az AEA hatasat enzimatikus
hidrolizis zéarja; zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) és monoacilglicerin-lipaz (MAGL) lebontja az AEA-
t, illetve a 2-AG-t. A CBI1 receptor expresszalodik asztrocitakban és mikrogliakban is, a CB2 receptor
pedig aktivalt mikrogliaban, és feltételezhetéen neuronokban is expresszalodik. Roviditések: CB1: 1-
es tipusu kannabinoid receptor; CB2: 2-es tipust kannabinoid receptor; DAGL: diacil-glicerin-lipaz;
NAPE-PLD: n-acil-foszfatidil-etanol-amin-specifikus foszfolipaz D (Oliveira et al., 2018).

6. A cannabis 16 aktiv hatoanyagai és hatasaik kiillonb6zo korképekben

A cannabis sok bioaktiv vegyiiletet tartalmaz, de a cannabis-hoz klasszikusan kapcsol6do
pszichoaktiv hatdsok tobbsége a cannabis f0 pszichotrép Osszetevdjének, a A9-
tetrahidrokannabinolnak (THC) és ennek a vegyiiletnek a kannabinoid receptorokkal vald
kolcsonhatasan keresztiil valosul meg (Lu és Mackie, 2020). A THC a CB1 és a CB2 receptor
részleges agonistaja, az anandamiddal (N-arachidonoil-etanolamin; AEA) analog vegyiilet
(Pacher et al., 2006). A THC kozponti idegrendszerre gyakorolt hatdsai koz¢é tartozik a zavart
pszichomotoros viselkedés, a rovid tdvii memoria romlasa, a fokozott étvagy, valamint az
antinociceptiv és hanyingercsokkentd hatasok (Busto et al., 1989). A cannabis hosszu tava

hasznélatanak ismert kockazatai tényezdéi kozé tartoznak a csokkent IQ és agytomeg,
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alacsonyabb kognitiv funkciok, alacsony motivacio, rossz itéloképesség, valamint
eléidézheti és ronthatja a pszichozist és a kronikus horghurutot (Volkow et al., 2016) és
mindezek a THC hatasainak tudhatéak be. A THC sziv- és érrendszeri hatdsai a kronikus
cannabis hasznalok korében mar bizonyitott, noveli a stroke és a szivroham kockazatat is
(Wolf et al., 2013) mivel a THC aktivalja a vérlemezkéket a CB1 és CB2 receptorokon
keresztiil, ami a GPlIb-llla fokozott expresszidjahoz és a VIl faktor aktivalasdhoz vezetett,
amelyek erds trombogén fehérjék, és ezaltal stroke-ot és szivrohamot indukéalnak (Deusch et
al., 2004, Heiden et al., 1980). Egyes kutatasok a THC jotékony hatasair6l is beszamolnak,
miszerint fajdalomcsillapitd, izomrelaxans ¢és gorcsoldo hatasu (Pacher et al., 2006).
Ezenkiviil horgdtagitdo (Williams et al., 1976), neuroprotektiv antioxidans (Hampson et al.,

1998), és gyulladascsokkentd hatdsa is van a kutatdsok szerint (Evans, 1991).

A kannabidiol (CBD) a cannabis mésik 0sszetevoje, amely valtozod szinten van jelen a
ndvényekben, és kolcsonhatdsba 1ép az endokannabinoid rendszerrel, valamint mas
neuromodulalé rendszerekkel (5. dbra). A CBD-nek tulajdonitjak a neuroprotektiv hatasokat
kiilonb6z6 neuroldgiai rendellenességekben, példaul mérsékli a reaktiv oxigénfajtak (ROS)
taltermelését, segiti a kalcium (Ca?") homeosztazis fenntartasat és a mitokondrialis
diszfunkcio elleni védelemben is segit és helyreallitja a koros neurondlis aktivitasokat.
Tovabba a CBD terapias potenciallal rendelkezhet a gliasejteket célozva, beleértve a gliozist
¢s gyulladds gatld hatdsat mikroglidkban vagy asztrocitdkban, valamint az
oligodendrocitakra gyakorolt véd6 hatdsa is lehet. Az idegi dssejtekben (NSC) a CBD
szabalyozza a talélést, a proliferacidt és az idegi differencialodast/érést is eldsegiti (Kim et

al., 2021).
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5. abra: A Kannabidiol hatasait 6sszefoglalé abra (Kim et al., 2021).

A kannabidiol a kdzelmultban 6ridsi érdeklddést valtott ki terapias szerként (Ibeas et al.,
2015), szamos neuropszichiatriai rendellenesség kezelésében hasznosnak bizonyult,
beleértve az autizmus spektrum zavart, szorongast, pszich6zist, neuropatias fajdalmat, rakos
megbetegedésbdl adodd fajdalmat, migrént, sclerosis multiplexet, Alzheimer-kort,
Parkinson-koért, Huntington-kort, hipoxids-ischaemids sériilést ¢és epilepsziat is
(Chayasirisobhon, 2019) bar a kannabidiol molekularis célpontjai tovabbra sem tisztdzottak
(Ibeas et al., 2015). A CBD altalaban jol toleralhato és leggyakoribb mellékhatasok a
hasmenés és az aluszékonysag (Chayasirisobhon, 2019). Allatokon végzett kutatasok
eredményei alapjan a kannabidiol hasznosnak bizonyult gyullad4sos és neuropatias fajdalom
kezelésére, ahol a kannabidiol per os adagolidsa antihiperalgézids hatast fejtett ki
patkanyokban (Costa et al., 2004, 2007). 3 nM -os kannabidiol mikroinjekci6 a
ventrolateralis periaqueductélis sziirkedlloményba szabalyozta az antinocicepcid leszalld

utvonalat (Maione et al., 2011).
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CBD csokkenti a szorongést (Bergamaschi et al., 2011) is. A CBD szorongéasold6 hatésa alatt
allé idegi mechanizmusokat képalkot6 technikaknak koszonhetden sikeriilt feltarni. A CBD
beadasa utan a bal oldali halantéklebeny véraramlasa csokkent és a bal amygdala aktivitasa
is mérs¢klddott (Stella et al., 1997). Tovabba kimutattak, hogy a CBD hatasosan csokkenti a
pszichotikus tiineteket, mert a dopamin- és a glutamat altal kozvetitett pszichdzis
szempontjabol relevans ttvonalakra is hatassal van (Leweke et al., 2012) valamint a CBD
felerdsitheti a THC néhany jotékony hatdsat is, mivel csokkenti a THC pszichoaktivitasat és
ezaltal noveli a toleralhatdsagat is (Karniol et al., 1973). A CBD ellensulyozhatja a CBI
receptor aktivalasanak egyes funkcionalis kovetkezményeit az agyban (Englund et al., 2013),
a kutatok feltételezik, hogy az adenozin A1l receptorok aktivitdsanak kozvetett serkentésével
hozzajarul az egyenstlyban szerepet jatszo nukleozid transzporter gatlasdhoz (Schubart et

al., 2011).

Szamos kutatas szerint a cannabis hatékony terdpias potenciallal rendelkezik a migrénes
fejtajas kezelésében. A kutatdsban részt vevo migrénes felndtt napi egy vagy anndl tobb
orvosi marihuanat fogyasztottak a migrén kezelésére vagy megel6zésére. A retrospektiv
vizsgalat sordn a marihudna inhaldlasa kevesebb mint felére csokkentette a migrén
gyakorisagat. Ebben a tanulmanyban a leggyakoribb mellékhatas az aluszékonysag volt
(Rhyne et al., 2016). A cannabis migrénre gyakorolt pozitiv hatasai is az endokannabinoid
rendszerhez kapcsolodnak. Ami a CBD kannabinoid receptor-fiiggd hatésait illeti, a CBD
ndveli az anandamid (N-arachidonoil-etanolamin; AEA) szintjét azaltal, hogy géatolja annak
transzporter altal kozvetitett Ujrafelvételét és a posztszinaptikusan talalhatd zsirsavamid-
hidrolaz (FAAH) 4altali lebomlésat (Bisogno és Maccarrone, 2013) mivel a FAAH az
anandamid lebontasat kdzvetitd f6 enzim (Rhyne et al., 2016). A CBD koétédik a zsirsavkotd
fehérjékhez is, amelyek az anandamidot intracellularisan szallitjdk a FAAH-hoz annak
lebontésa céljabodl, ami szerepet jatszhat a CBD éltali anandamid metabolizmus gatlasaban
(Locan et al., 2014, Kindred et al., 2017). Az anandamid szerotoninreceptor-valaszokat valt
ki: az 5-HT1A receptor fokozasat és az 5S-HT2A receptor gatlasat eredményezi (Boger et al.,
1998). A periaqueduktélis sziirkealloméany feltételezett migréngenerator, amelyben az
anandamid tonusos hatast fejt ki, és beadva fajdalomcsillapitast lehet kivalthatni, ha a CB1
receptor farmakologiailag blokkolt allapotban van (Walker et al., 1999). A migrén
allatmodelljében az anandamid csokkentette a nitroglicerin altal kivaltott neuralis aktivaciot
a nucleus trigeminalis caudalisban €s az area postremaban. Ezek az eredmények megerdsitik

az endokannabinoid rendszer fontos szerepét a migrénes epizodok kialakuldsaban (Greco et
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al., 2011). Egy masik vizsgalat kimutatta, hogy a kannabinoid receptorok f& endogén
agonistdi vagyis az anandamid (N-arachidonoil-etanolamin; AEA) és a 2-arachidonoil-
glicerin (2-AG) szintjei egyarant jelentdsen csokkentek az epizodikus, aura nélkiili
migrénben (Rossi et al., 2008). Mindezek tudataban tehat potencidlis migrén elleni szer lehet

a CBD mivel megndveli az anandamid szintjét.

Az endokannabinoid és a terapids kannabinoid hasznalat terdpids megoldast jelenthet a
szkler6zis multiplex tiinetek enyhitésében is. A szkler6zis multiplex kisérleti egérmodelljein
végzett vizsgalatok alapjan a kannabinoidok a CBI1- és CB2-receptorok stimuldlasaval
csOkkentették a rendellenes motoros tiineteket (Baker et al., 2001). Az endokannabinoidok
részt vesznek az izommerevség szabdlyzdsdban és ha gatoljdk a metabolizalé enzimjeik
aktivitasat akkor csokkennek a gorcsok is (Iannotti et al., 2016).

A THC-t és CBD-t tartalmazo6 ordlisan adhatd cannabis -kivonatok, a szdjnyalkahartyan
alkalmazott cannabis -kivonatok, a nabiximolok (Sativex), a dronabinol (Marinol) és a
nabilon (Cesamet), valamint a THC szintetikus oralisan adhatd valtozatai enyhiti a
neuropatids fajdalmat, az izommerevséget, a tilmikodd hagyhdlyagot és a szklerozis
multiplex egyéb tiineteit is (Koppel et al., 2014, Torres- Moreno et al., 2018). Mindezek
mellett fijjdalomcsillapitas hatasa lehet ezeknek a készitményeknek, mivel a kutatdsok szerint
modulalja a periférias hidegérzékeny tranziens receptorpotencidl (TRP) csatorndkat (Turri et

al., 2018).

Szdmos kutatds irdnyult a cannabis jotékony hatdsainak feltdrasara Parkinson-korban. A
cannabis-szal kezelt Parkinson-korban szenvedd betegek tobbsége az altaldnos tlinetek
javulasardl szamolt be, csokkent a remegés, az izommerevség és a fajdalom, valamint
javultak a depresszi6s tiinetek (Lotan et al., 2014). Ezeken a pozitiv hatasokon feliil sajnos a
betegek nagy szédzaléka olyan nemkivénatos mellékhatasokrél is beszdmoltak, mint a
zavartsag, szorongas, hallucinaciok, amnézia, pszichdzis, kohogés, szédiilés, és 1égszomj
(Kindred et al., 2017). A dopaminerg neuronoknak nincs kannabinoid receptoruk, de a
molekularis vizsgéalatok eredményei alapjan lehetséges, hogy a kannabinoidok modulaljak a
dopamin jelatvitelt (Iannotti et al., 2016). A CB1 receptor nagy koncentracioban talalhato a
noradrenerg neuronokon a bazalis ganglionokban, a caudatusban, a putamenben, a substantia
nigraban, a globus pallidusban, a hippokampuszban és a kisagy molekuléris rétegében. A
CBI1 receptorok ezen specifikus lokalizacidja megmagyarazhatja a cannabis kognitiv és

motoros aktivitisra gyakorolt hatdsait (Maxwell et al., 2018). Ezenkiviil a Parkinson-koros
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emberi agy post mortem vizsgalataibol az is kidertilt, hogy a CB1 receptor szintje csokken a
bazélis ganglionokban (Hurley et al., 2003). Parkinson-korban szenvedd betegek CBD
kezelést kaptak, és az életmindség javulasardl szamoltak be (Chagas et al., 2014). A CBD
hatékony, biztonsagos és jol toleralhato lehet a Parkinson-kor pszichozisanak kezelésében
(Zuardi et al., 2009). Tovabba a Parkinson-kdérban szenvedd betegeknél a CBD enyhitette a
remegést és az alvasproblémakra is jotékony hatassal volt. A CBD Parkinson-korban kifejtett
hatdsanak magyarazata a G-fehérjéhez kapcsolt 6-os receptorhoz (GPR6) kapcsolddik. A
GPR6-ot arva receptornak tekintik, mivel nincs endogén agonistdja, azonban a GPR6
filogenetikailag rokon a kannabinoid receptorral. A kutatdsok eredményei alapjan a CBD 1
inverz agonistaként miikodhet a GPR6 receptoron, ami azt jelentheti, hogy a CBD Parkinson-
kérra gyakorolt lehetséges terapids hatdsai ezen a receptoron keresztiil valosulhatnak meg
(Laun et al., 2019, Brown et al., 2017).

A fenti kutatdsokbol lathatdé, hogy a CBD hatoanyag szdmos terdpias potenciallal
rendelkezhet a fajdalom, izommerevség ¢és a kozponti idegrendszert érintd korképekben is.
Fentebb mar emlitésre keriilt, hogy a neurogenezis szamos neuropsziszichiatriai és
neurodegenerativ megbetegedésben szerepet jatszat, és ezaltal a CBD potencidlisan hasznos
vegyiilet lehet ezek kivédésére. Mindezeken til a CBD-nek szorongasold6 hatasa is van,
csokkenti a depresszios tiineteket, a THC pedig javitja az étvagyat. Viszont a kutatasok
tobbnyire csak egyes hatdanyagokra korlatozodnak, a marihuanafiist, mint egy komplex,

tobb vegyiiletet tartalmaz6 szernek a hatdsait még nem ismerjiik teljesen.

A C. sativa-n végzett kémiai vizsgalatok alapjan eddig dsszesen 120 kannabinoidot izolaltak
(EISohly et al., 2017) ezért is fontos megemliteni az egyéb kannabinoidokat is melyek
megtalalhatéak a marihuandban és jotékony hatast tulajdonitanak nekik.

A kannabinol (CBN) a THC nem enzimatikus oxidacios mellékterméke (Upton et al., 2013).
A CBN nyugtat6, gércsoldo hatasu allatkisérletekeben és humén vizsgalatokban, valamint
jelentds gyulladascsokkentd, antibiotikus és anti-MRSA hatast is mutatott (minimalis gatlo
koncentracio 11 pg/ml) (Appendino et al., 2008; Evans, 2007; McPartland és Russo, 2001).
Valamint alkalmazhato pikkelysomorben szenveddknél is (Wilkinson és Williamson, 2007).
A CBN-nek TRPV2 agonista hatasa is van, igy az égési sériilések kezelésében is helyileg
alkalmazhat6 (Qin et al., 2008; Russo, 2014). Emellett serkenti a nyugalmi mezenchimalis
Ossejtek szaporodasat a csontveldben, ezzel eldsegitve a csontképzddést (Scutt és

Williamson, 2007).
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Az elmult években tobb kutatds foglalkozott a cannabigerol (CBG) potencidlis terapids
alkalmazasi lehetdségeivel. A CBG egy alacsonyabb koncentracioban el6fordulod
kannabinoid a marihudnaban. Az allatkisérletek szerint a CBG-nek gyulladascsokkentd és
antibakterilis hat4sai vannak, és enyhén vérnyomdascsokkentd szer is (Russo et al., 2011). A
kutatasok eredményei alapjan a CBG rakellenes tulajdonsadgokat is mutatott, kiilondsen
mellrak ellen lehet hatékony. Ezenkiviil gatolja az aldoz-reduktazt, amely kozvetve noveli a
vér gliikdzszintjét, ami cukorbetegséghez vezethet és ezaltal a CBG hatékony terdpias
potenciallal rendelkezhet a cukorbetegség kezelésére (Zagozen et al., 2020). Valamint egy
2018-as allatkisérletben a CBG javitotta gyulladdsos bélbetegség tiineteit, amely az egyik
leggyakoribb bélbetegség (Borelli ez al., 2013). Tovéabbi kutatdsok szerint a CBG
potencialisan hatdsos lehet az almatlansag, a szorongés, a kronikus fajdalom kezelésére is
(Cascio et al.,2009, Russo et al. 2011, 2022).

A tetrahidrocannabivarin (THCV) szintén egy kannabinoid, amely alacsonyabb
koncentracioban fordul elé a marihudnaban. A THCV a THC természetben el6forduld
analogja, de eltérd farmakologiai hatasokkal rendelkezik. a THCV nagy dozis esetén
CB1/CB2 agonistaként, alacsony dozisnal pedig CBI1/CB2-semleges antagonistaként
viselkedhet (Pertwee et al., 2007). A THCV akut intraperitoneélis beadasa ragcsalokban 3,
10 és 30 mg/ttkg dozisban csokkentette a felvett tdpanyag mennyiségét és az allatok sulyat
is (Riedel et al., 2008) Egy masik kutatadsban, ahol elhizott egereket vizsgaltak, ordlisan
adagolva a THCV (2,5-12,5 mg/kg) csokkentette a testzsirtartalmat, novelte az
energiafelhasznéldst, valamint csokkentette az ¢éhomi inzulin szintet és a 30 perces
inzulinvélaszt a gliikoz tolerancia teszten (Wargent et al., 2013). Egy 2018-as human klinikai
vizsgalatban a THCV csokkentette a testsulyt, a testzsir szazalékot és az éhségérzetet (Jadoon
et al., 2016). Feltehetéen a THCV-t jelenleg tobb klinikai vizsgalatban is vizsgaljak, hogy
meghatdrozzak a potencidlis terdpias alkalmazési lehetdségeit, mint példaul az
étvagytalansag, a cukorbetegség, a teststly és az érzelmi rendellenességek kezelésére.

A kannabikromén (cannabichromene -CBC) a nem pszichoaktiv kannabinoidok egyike,
amely gyulladascsokkentd (DeLong et al., 2010), fajdalomesillapitod és nyugtatd (Davis et
al., 1983) hatasu, valamint pro-apoptotikus és antiproliferativ hatasokat is mutat humén
prosztata karcindma, human emldkarcindma, human gyomor adenokarcindma
daganatsejtvonalakban (Izzo et al., 2009). A CBC-nek gombaellenes és antibakterilis hatasa
is van (Turner és Elsohly, 1981), és gatlolja Staphylococcus aureus torzsek szaporodasat is

(Fellermeier et al., 1998).
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A cannabidivarin (CBDV) hatasai még csak részlegesen ismertek, de a kutatasi eredmények
alapjan émelygés és hanyas kezelésére is alkalmas lehet (Rock et al., 2014). Ezenfeliil a
CBDV jelentds gorcsoldd tulajdonsdgokkal rendelkezik, amelyek felvehetik a versenyt a
CBD terapias potencialjaval az epilepszia, kiillondsen a részleges rohamok kezelésében

(Williams et al., 2014).

7. Stressz hatasai a kozponti idegrendszerre

A mai rohano vilagunkban mar-mar elfogadott, hogy mindennapi stressznek vagyunk kitéve.
Szervezetiink stressznek ¢li meg a szamunkra kellemetlen, fenyegetd vagy veszélyes
eseményeket legyen az akar kiilsé tényezd vagy a testlinkben zajlo folyamat (McEwen et al.,
1998). A stressz hatasara rovid tdvon mind a gliikokortikoidok, mind a katekolaminok akut
emelkedése segit a szervezet egészét felkésziteni a stresszhatas kivédésére, valamint eldsegiti
a stresszes események emlékké alakitasat ezaltal egy védelmi funkciot is ellatnak (McGaugh
et al., 2000, Roozendaal et al., 2000). A hippokampusz részt vesz az epizodikus, deklarativ,
kontextudlis és térbeli tanuldsban és memoriaban, valamint szerepet jatszik az autondom és
vegetativ funkciok, példaul az ACTH szekrécid szabalyozasaban is (Eichenbaum et al., 1992,
Sapolsky et al., 1992), ezért hosszitavon a stresszhormonok ¢és kiilondsen a glitkokortikoidok
hozzajarulnak a kognitiv funkciok karosodasdhoz és az agyi struktirdk, példaul a
hippokampusz karosodasahoz is (McEwen et al., 1995, Sapolsky et al., 1992). Tobbek kozott
a hippokamusz neuronjai is expresszaljadk a mellékvese szteroidok receptorait. Kétféle
mellékvese hormon receptort kiilonbdztetiink meg: az 1. tipustt (mineralokortikoid) és a II.
tipusut (glikkokortikoid), melyek megtalalhatdak a hippokampuszban is és ezek a receptorok
a neuronok ingerlékenységére gyakorolt kiilonféle hatasokat kozvetitenek, neurokémia- és
szerkezeti plaszticitas valtozasokat eredményeznek (DeKloet et al., 1998). A hormonok altal
kozvetitett hatdsok nem csak a génexpressziora vannak hatdssal, hanem a piramissejtek
dendritjeinek atrendezddésére is az Ammon-szarvban (Kerr et al., 1992, McEwen et al.,
2000). Akut stressz esetén az agy probal a valtozd koriilményekhez alkalmazkodni.
Kronikus stressz esetén a plaszticitas sériil és az agy kevésbé lesz képes adaptalodni. A
hosszantarto stressz hatasara a lokalis neurotranszmitterek, valamint a szisztémas hormonok
kolcsonhatasba 1épve strukturdlis és funkciondlis valtozdsokat idéznek elé az agyban,
amelyek magukban foglaljdk a hippokampalis neurogenezis gatlasat is (McEwen et al.,
2000). Stressznek kitett patkanyoknal tovabba megfigyelhetéek olyan morfologiai

elvaltozasok is mint példaul a gyrus dentatus, CA1 és CA3 régiok neuronjainak dendritfa
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zsugorodasa, dendritfan 1évo tiiskék szdmanak csokkenése melyek hatdsdra a szinapszisok
szama is lecsokken, igy az ingeriiltvezetési képesség mar nem olyan hatékony, mint ép
allapotban (Joéls et al., 2007). A hippokampalis felndttkori neurogenezis a neuroplaszticitas
egyediilallo formaja és az elmult husz évben jelentds figyelmet kapott. Ezek a felndttkorban
ujonnan sziiletett neuronok alapvetd szerepet jatszanak a normal kognitiv miikodésben és a
tanuldsban (Denny et al., 2014; Anacker és Hen, 2017). A stressz erteljesen gatolja a
et al., 1997; Czéh et al., 2001, 2002; Cameron és Schoenfeld, 2018) és ezekbdl a kutatasi
eredményekbdl azt feltételezhetjiik, hogy a neurogenezis gatlasa révén a stressz szerepet
jatszhat kiilonféle pszichiatriai rendellenességek kialakuldsdban, mint példaul a
depresszidban, a szorongéasban vagy a skizofréniaban (Santarelli et al., 2003; Snyder et al.,

2011; Surget et al., 2011; Kim et al., 2012; Schoenfeld and Cameron, 2015).
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Célkituzeések

1. Akut és kronikus periférias gyulladas hatasa a felndttkori hippokampalis
neurogenezisre

Kutatdsunk legfébb célkitlizése az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a periférian zajlo
gyulladas hogyan hat a kozponti idegrendszerre mivel erre irdnyuld kisérletes eredmények
igen ellentmondésosak a szakirodalomban. Emellett célunk, hogy feltérképezziik, hogy az
akut ¢és kronikus iziileti gyulladdsnak milyen hatdsai vannak az egerek kozponti
idegrendszerére ¢és a felndttkori neurogenezisre a hippokampuszban.

Tovabba kutatdsunk soran szeretnénk bizonyitani azt a hipotézisiinket, mely szerint a
periférias gyulladas hatdsara a periférian megjelent gyulladasi citokinek atjutnak a vér-agy

gaton, vagy az agyban a gyulladasi citokinek expresszalodnak.

Hipotézisek

1. A periférian kialakult iziileti gyulladas negativan hat a kdzponti idegrendszerre, gatolja a
neurogenezist ¢€s ezzel parhuzamosan neuroinflammatorikus valaszt valt ki a
hippokampuszban.

2. A periférias gyulladéas hatdsara a kdzponti idegrendszerben is fokozddni fog a citokinek

mennyisége.

2. Kronikus stressz és marihuanafiist hatasai kisérleti egerek magatartasara és
a felnottkori hippokampalis neurogenezisre

A fiatal felnott tarsadalom azon része, akik rendszeresen marihuanat hasznalnak, azok szerint
a marihudna oldja a stresszt ezért kutatdsunk legfobb célkitlizése az volt, hogy életszerti
koriilményeket imitaljunk ezért tehat kisérleti egereket tobb héten keresztiil naponta
stresszeltlink és a stressz expozicid végén az 4allatok marihuanafiistét inhalaltak. Azt
vizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a kronikus stressz és/vagy kronikus marihudnafiist
expozicidnak a felndttkori neurogenezisre. Ezen feliil vizsgaltuk még a marihudnafiist
expozicié hatasat az allatok életmiikodésérére (stlygyarapodas) és egészségi allapotara
(Iégzésfunkcids tesztek) valamint az allatok magatartasara kifejtett hatdsat is, részben

kognitiv magatartési tesztekkel, részben az allatok szorongasi szintjét mérd vizsgalatokkal.
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Hipotézisek

1. A marihuénafiistnek stresszoldo hatasa van.

2. A marihuénafiist6t inhalalt egereknél kdrosodik a 1égzésfunkcio.

3. A kronikus stressznek kitett 4llatok sulygyarapodasa csokken, a marihuéna expozicionak
kitett allatoknal a stilygyarapodas fokozodik a kontroll egerekhez képest.

4. A kronikus marihudnafiist expozicid serkenti a neurogenezist, a kronikus stressz pedig
gatolja azt.

5. A marihuénafiist hatasara valtoznak - sériilnek vagy javulnak - a kognitiv funkciok.
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Kisérleti modellek, vizsgalati modszerek

1. Felhasznalt Allatok

1.1. Artritisz allatmodell soran hasznalt egerek

A kutatds soran 82 darab fiatal felnott (8-12 hetes) him C57BL6/J torzsbdl szarmazo
laboratériumi egeret (Mus musculus) hasznaltunk fel, melyek a kisérlet kezdetén 1845
gramm tomegliek voltak. Az éallatokat a Pécsi Tudoményegyetem Farmakoldgiai és
Farmakoterapiai Intézetének allathdzdbol szarmaztak ¢és a Pécsi Tudomanyegyetem
Szentagothai Janos Kutatokdzpontjaban 1évé allathazban tartottuk konstans 24-25 °C
hémeérsékleten, és 12 6ras vilagos-sotét ciklusban. Minden nap friss tap és viz allt az allatok
rendelkezésére. Az allatkisérletet a 40/2013 (I1.14.) szamu Aallatkisérletekrél szo616
korményrendelet, valamint a tudomanyos célokra felhasznalt allatok védelmérdl szolod
2010/63/EU iranyelveket tamogato nyilatkozatot betartva végeztiik. Kutatdsunkat a Pécsi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga az Alltkisérletekrdl szo6lo Etikai
Kodexének megfelelden jovahagyta, a kisérlet végzésére etikai engedéllyel rendelkeztiik
melynek engedélyszama: BA02/2000-28/2020 volt.

A kisérleti allatokat akut (7 napig tartd) és kronikus (21 napig tartd) kezelésnek tettiik ki,
mindkét csoportnal voltak kontroll és CFA-val kezelt allatok tehat 4 kiilonbdzd csoportra
osztottuk a randomizélds szabalyai szerint:

1. csoport az akut kontroll csoportot, melyeken semmilyen expozicidé nem tortént.
2. csoport a CFA-val indukalt akut artritisz csoport, mas néven akut CFA csoport

3. csoport alkotja az kronikus kontroll csoportot, melyeken semmilyen expozicié nem
tortént.

4. csoport a CFA-val indukalt kronikus artritisz csoport, mas néven krénikus CFA csoport.

1.2. Kronikus stressz és marihuana expozicio soran felhasznalt egerek

A kutatds sordn 36 darab felndtt him NMRI torzsbol szarmazo laboratoriumi egeret (Mus
musculus) hasznaltunk fel, melyek a kisérlet kezdetén 20+2 gramm tomegiick voltak. A
kisérleti allatokat 4 csoportra osztottuk, csoportoként 9 darab allattal. Az éallatokat a Pécsi
Tudomanyegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézetének allathdzaban tartottuk
konstans 24-25 °C hémérsékleten, és 12 6ras vilagos-sotét ciklusban. Minden nap friss tap

¢s viz allt az éallatok rendelkezésére, a stressz-paraméterként alkalmazott tap-, és
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vizmegvonas kivételével. A kronikus stressz iddszakdban az egerek mozgéasképtelen
allapotban egy erre a célra rendelt csében tartozkodtak. Az allatkisérletet a 40/2013 (I1.14.)
szamu allatkisétletekrdl sz616 kormanyrendelet, valamint a tudoményos célokra felhasznalt
allatok védelmérdl szo16 2010/63/EU iranyelveket timogato nyilatkozatot betartva végeztiik.
Kutatasunkat a Pécsi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga az
Alltkisérletekrél szold Etikai Kodexének megfelelden jovahagyta, a kisérlet végzésére

allatetikai engedéllyel rendelkeztiik melynek engedélyszama: BA02/2000-35/2016 volt.

A kutatas soran az egereket 4 kiilonbdzd csoportra osztottuk a randomizalés szabalyai szerint.

1. csoport a kontroll csoport, melyeken semmilyen expozicid nem tortént.

2. csoport a stressz csoport, ide tartoznak azok az allatok melyeket minden hétkdznap 6 6ran
keresztiil kronikus stressz ért.

3. csoport egyedei minden hétkdznap napi 2x30 percen keresztiil (hetente 10 alkalommal)
marihudnafiistot inhalaltdk, 6k alkotjak a cannabis csoportot.

4. csoportba tartozd egerek hétkdoznaponként 6 Ordn 4t tartd stressz és a stresszelés
idétartamanak utols6 2 drajaban 2x30 percen keresztiil (fél oras szelldztetési periddusokkal)

tartd marihuana expozicidban részesiiltek, a csoport neve: stressz+cannabis csoport.

2. Kisérleti modellek

2.1. Komplett Freund adjuvans (CFA)-indukalt artritisz modell

CFA-modell elterjedt kronikus iziileti gyulladasi modell. A Komplett Freund adjuvans 1
mg/ml koncentracidban tartalmaz hdével elolt Mycobacterium tuberculosis-t egy
paraffinolajos szuszpenzidban (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), amelybdl egereknek
20ul mennyiséget a jobb hatso talpaba és a faroktébe subcutan injekcioval adva reumatoid
artritiszhez hasonlé gyulladdsos mechanizmusokkal destruktiv monoartritisz indukéalhatd. A
szisztémas hatasok fokozasa érdekében a CFA injekciot masnap is beadtuk a faroktdbe (20
ul). A 7 és 21 napos kisérleti periodusban 1abduzzadas, mechanikai hiperszenzivitas, spontan
sulyeloszlas, valamint makrofag NADPH oxiddz ¢és neutrofil mieloperoxidaz aktivitas
meghatdrozasa tortént. A kisérletek végén natrium-pentobarbitallal (Euthanimal, 100 mg/kg

1.p.) tilaltatast kdvetden szivpunkcidval vérmintat vettiink, illetve a transzkardialis perfuziot
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kovetden az agyukat is eltdvolitottuk, hogy utdna fénymikroszkopos szdvettani analizisre

feldolgozzuk.

2.2. Marihuanafiist expozicios allatmodell

A marihuéna expozicidhoz, hogy életszerii helyzetet imitaljunk, egy teljes test marihuanafiist
Enterprise tipusu kisallat dohanyoztatd késziiléket alkalmaztunk. Az expozicid
hétkoznaponként tortént, napi 2x30 percig, 2 honapon keresztiil. Egy expozicid soran
egyszerre 2 szal, cigarettankként 0,8 grammnyi marihuana égett el 10 perc alatt (2
masodperces pofekelési idétartammal, 1/perc/cigaretta pofékelési gyakorisaggal), melynek
fiistjét 30 percen keresztiil inhaldltdk be az allatok, egy 30 percig tartd szelloztetési
periddussal zarva. A széritott marihudnat, amely 0,35 =+ 0,02 tomegszazalékos
tetrahidrokannabinol (THC) tartalmazott, az Egészségiigyi Nyilvantartasi és Képzési
Kozpont Kabitoszerligyi Féosztalyanak hatarozata alapjan az Orszagos Renddrfékapitanysag
biinjelkezeld szerve biztositotta. A 3. csoportba tartozo, csak marihudnafiistnek kitett allatok
a sajat ketreceikben, mig a 4. csoportba tartozo, kronikus stressznek kitett allatok az erre a
célra szolgald csOben voltak a dohényoztaté késziilékbe helyezve az alkalmazott stressz

idétartamanak utols6 2 6raja soran.

2.3. Konikus stressz modell

Az egereket naponta 6 Oran keresztiil immobilizaltuk reggel 8:00 és 14:00 6ra kozott. A
stressz soran az allatokat jol szell6z6 polipropilén csdvekbe helyeztiik (belsé atmérd: 3 cm;
hossztsag: 11,5 cm) az eldzéleg mar alkalmazott jol ismert protokoll szerint (Scheich et al.,
2017). Az immobilizacios stressz alatt az egerek élelem és viz nem 4llt a rendelkezésiikre,
nem tudtak mozogni és tisztalkodni. A kontroll egerek nem voltak kitéve semmilyen
stressznek, kivéve a mindennapi kezelést. Azért alkalmaztuk ezt a mozgés korlatozo stressz
protokollt, mert ez a protokoll megterheld a ragcsalok szamara, és szerkezeti valtozasokat
eredményez a hippokampuszukban, példaul dendritfa atréfiat okoz és csokkenti a felndttkori
neurogenezist a gyrus dentatusban (McLaughlin et al., 2007, Veena et al., 2009; Yun et al.,
2010).
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3. In vivo mérések

3.1. In Vivo technikak a periférias gyulladas igazolasara

3.1.1 Mechanikai hiperszenzivitas mérés (DPA)

A hatsé végtagon, a mechanikai talérzékenységet
dinamikus plantaris eszteziométerrel hatdroztuk
meg (DPA, Ugo Basile Dynamic Plantar 37400,
Comerio, Italy) (6. abra). Az allatokat egy alul
racsos 15 x 15 cm méretii plexi ketrecbe helyeztiik,
amiben szabadon mozoghattak. Egy tompa végi
tivel fokozatosan ndvekvd erdvel nyomast
gyakoroltunk az 4llatok hatsé talpara, majd, amikor

fajdalmat éreztek, labukat elrantottdk, a digitalis

szamlalorol — pedig a  mechanonociceptiv
kiiszobértéket olvastuk le. A mechanonociceptiv ~ 6. abra: A dinamikus plantaris

kiiszobértékeket grammban (g) fejeztiik ki. eszteziométer

3.1.2. Elharit6 reakcio latenciaidejének mérése (Hot Plate)

Az elharit6 reakcid latenciaidejét allandd (50°C) hémérsékletti forrd lappal (hot plate, IITC
Life Science Woodland Hills, CA, Egyesiilt Allamok) (7. abra) hataroztuk meg. A késziilék
legfontosabb része egy fémlap (10x20 cm), amihez egy mikroprocesszor altal vezérelt
flitdkésziilék tartozik. Az egereket egyenként a mar 50°C-os fémlapra helyeztiik. Amikor az
allat elharité reakciét mutatott (nyalni, rdzni, emelgetni kezdte a 1abat) vagy elértiik a
maximalis id6tartamot (20 mésodperc, amely még biztosan nem okoz szdveti karosodast), a
mérést leallitottuk, az allatokat pedig azonnal eltavolitottuk a fémlaprol. A mérés vége utan

a termonociceptiv kiiszobnek megfeleld idépontot leolvastuk a késziilék kijelzdjérol.
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7. abra: Allandé hémérsékletii forré lap

3.1.3. Labtérfogat meghatarozasa

A labtérfogat mérését pletizmométerrel végeztik (Ugo Basile Plethysmometer 7140,
Comerio, Italy) (8. abra). Az 4allat hats6 labat elére meghatarozott jelig egy ehhez a
miiszerhez tartozé folyadékkal teli hengerbe meritettiik. Ehhez a hengerhez csatlakozott egy
masik, folyadékkal teli henger, melyben a transzducer a lab bemeritésekor bekdvetkezd
folyadéktérfogatkiszoritast érzékelte. A térfogatot cm?-ben leolvastuk a digitalis kijelz6rol.
A vizsgalathoz sziikséges, hogy az allatokat rovid ideig (max.1 perc) a hatboriiknél fogva

tartsuk, amit a kézhez szoktatas utan altalaban jol toleraltak.

8. abra: Pletizmométer a lab

 térfogat mérésére.
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3.1.4. Spontan sulyeloszlas meghatarozasa

A hatso labakra vald spontdn nehézkedés
mértékét  BioSeb  tehetetlenség  teszt
(Vitrolles,  Franciaorszag)  segitségével
allapitottuk meg (9. abra). Az allatokat egy
érzékeld szenzorra helyeztiikk, amelyhez egy
mianyag megfigyeld kamra és egy kamera

tartozik. A kamraban az 4allatok szabadon

mozoghattak, amelyrdl felvétel késziilt. Az ——
érzékeldlap feladata a jobb és bal labra esd -

terhelés érzékelése volt. A kezelt labra es¢ 9- abra: Bioseb késziilek a hatsé labakra
szazalékos terheléscsokkenést egy szoftver —Yal0 spontin nehézkedés mérésére.

segitségével hatdroztuk meg.

3.1.5. In vivo optikai képalkotas

A neutrofil mieloperoxidaz (MPO) aktivitasat biolumineszcens in vivo képalkotassal
vizsgaltuk (IVIS Lumina II, PerkinElmer, Waltham, USA) (10. dbra). Luminolt (5-amino-
2,3-dihidro-1,4-ftalazinindion) (100 mg / kg, Gold Biotechnology, Olivette, MO, USA) steril
foszfat puffer oldatban (PBS, 20 mg / ml) oldva intraperitonedlisan injektaltuk az elaltatott
egerekbe (100/10 mg / kg ketamin-xilazin) a CFA beadéasa utani 2. és 16. napon. A makrofag
NADPH oxidaz aktivitds kimutatasara biolumineszcens képalkotashoz i.p. lucigenin (bisz-
N-metil-akridinium-nitrat) biolumineszcens kontrasztanyagot hasznalunk. (50 mg / kg, Santa
Cruz Biotechnology) steril foszfat puffer oldatban (PBS, 20 mg / ml) oldva
intraperitonedlisan injektaltuk altatasban 1évo egerekbe (100/10 mg / kg ketamin-xilazin ip)
a CFA beadésa utani 4. és 18. napon. A vizsgalat utan az allatokat a teljes ébredésig melegitd
ala helyeztiik és monitoroztuk életfunkcioikat. A biolumineszcencia képalkotast 10 perccel
az injekcio beadésa utan végeztiik az IVIS Lumina II alkalmazasaval. Az adatokat a Living
Image® szoftver segitségével elemeztiik (Perkin-Elmer, Waltham, USA) és a ROI-kbdl

szarmaz0 értékeket tiintettiik fel a grafikonokon.
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10. abra: IVIS Lumina II késziilék

3.2. Légzésfunkceio vizsgalat

A légzéstfunkcios  vizsgalatot  teljes  test
pletizmograffal végeztik (PLY 3211, Buxco
Europe Ltd., Winchester, Egyesiilt Kiralysag) (11.
abra) éber, spontan 1égz6 allaton, a két honapos
kezelés idotartama kezdetén intakt mérésként,
majd kisérlet alatt az elsd, valamint a mésodik
hoénap végén. Minden mérést dn-kontrollos médon
végeztiink el az Osszes allaton. A vizsgalatunk
sordn BioSystem XA szoftver (Buxco Research
System) segitségével a kovetkezd paramétereket
mértik az egereken: 1égzés  frekvencia,
tiidokapacitds, perc ventillacid, belégzési ido,
kilégzési 1d6, csucs belégzési aramlds, cslcs
kilégzési dramlés, relaxacios 1d6, valamint a 1éguti
valaszkészséget jellemzé un. elnyljtott sziinet
értek. A horgodsziikiiletet a muszkarin receptor

agonista carbachol 0, 11, valamint 22 mM-os

cre

11. Aabra: teljes test pletizmograf

késziilék
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3.3. Magatartasi vizsgalatok

3.3.1. Y-utveszto teszt (Y-maze test)

Az egereket magatartas vizsgalatoknak vetettiik ala hétvégenként, mikor az allatokat nem
érte akutan sem marihuana, sem stressz behatds. Az Y-utvesztd teszt az egerek rovid tava
mianyag Utvesztébe helyeztiik, melynek minden karja egyenld hossziisagu, és 5 percig
videdval rogzitettiik a mozgésukat. Az Y-utveszté mindegyik vége egy kinevezett irany volt,
tehat az egér 3 lehetséges iranyba indulhatott el (jobbra-balra-kozépre); a vizsgalatok
kezdetén az ujonnan vizsgalni kivant allatot mindig az Utvesztd kozéppontjara helyeztiik
orral a kozépsd kar iranyaba. A mozgassorozatot a 3 lehetséges irany kombinacidjaként irtuk
le, mely soran az éllatok tajékozodasat, valamint iranytanuldsat vizsgéltuk a taldlati, illetve
hibaszazalék mérésével, azaz az allat milyen sorrendben haladt végig az egyes karokon.

Karba val6 belépésként azt tekintettiik, amikor az allat torzse a kar 1/3 részét elhagyta.

3.3.2. Nyilt terep teszt (Open Field test, OF)

A teszt az egerek szorongasi szintjének vizsgalatara és lokomotoros aktivitds mérésére
szolgal. A magatartas vizsgalatat 0j kornyezetben egy négyzet alapu dobozban végeztiik,
melyet egyenld méretli kozponti s periférids négyszogekre osztottuk. A teszt szintén 5 percig
tartott, az egeret a kozéppontra helyeztik a vizsgalat kezdetén és mozgasmintizatat,
viselkedését videoval rogzitettilk. A magatartds vizsgélat soran az aldbbi paramétereket
mértiik: 1. Kozépen toltott id6 a vizsgalat kezdetén: az éallat hany mdsodpercet toltott a
kdzponti zéondban az elsé 90 masodpercben. 2. Az dllat hany masodpercet toltott kozépen a
91 és 300 masodperc kozott. 3. Periférian toltott idd: az allat hany mésodpercet toltott a sz€Eli
zonaban. 4. Lokomdci6: az allat hany masodpercet toltott helyzetvaltozassal jardo mozgassal
az 5 perces periodus soran. 5. Onapolas: az allat hany mdasodpercet toltott mosakodassal.
6. A teszt sordn elvégzett elsd mosakodas latencia ideje. 7. Sebesség: keresztezett négyzetek

szama/mozgassal toltott 1do.
3.3.3. Uj targy felismerési teszt (Novel Object Recognition Test, NOR)

A harmadik magatartds vizsgalat az 01j targy-felismerési teszt, amely a kognitiv funkciokat

vizsgalta, kiilondsen a felismerési memoria értékelésére haszndljak. Egy 3 napos, 5-5 percig
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tarto kisérletsorozatbol all, a kisérlet els napja a fent részletezett nyilt terep teszt volt, mely
sordn az allat megismerkedett az 0j kornyezettel. A kisérlet masodik napjan a dobozban
kihelyeztiink megjeldlt pontokra két ugyanolyan szini, form4ju és méretii targyat (duplo
kocka). A harmadik napon az egyik targyat kicseréltiik egy eltérd szinii, formaja és méretii
targyra. A tesztet az 0j és ismerds targyak felismerési idejének kiilonbségei alapjan
értekeltiik. Az 0 targy felismerési teszt soran az alabbi paramétereket mértiik mindegyik
allatnal:

1. A régi targyhoz milyen gyakorisaggal mentek oda az allatok.

2. Az (j targgyal valo foglalkozasok szama.

3. Két targgyal valo foglalkozés Osszesitett ideje.

Ezekbdl az értékekbdl szamolhatd a Rekognicids index, valamint a Diszkriminacids index az

alabbi képlet segitségével:

Rekognicids index (%) = 0 targgyaltoltott id6 / (régi + 1j targgyal toltott idd) x 100
Diszkrimindciés index = (0j targyal toltott id6-régi targgyal toltott idd) /(régi + uj targgyal
t51tott 1d6)

4. Post mortem szovettani modszerek

4.1. Szovetek elokészitése immunhisztokémiai modszerekre

Az allatok a perfundalas el6tti 3. és 4. napon intraperitonedlisan BrdU injekcidt kaptak
(200mg/kg, ip). BrdU-t oldottuk 0,007 N NaOH-ot tartalmazé steril 0,9% -os fizioldgias
sooldatban 15 mg / ml koncentracidban. A BrdU egy timidin analog vegyiilet, igy beépiil a
DNS-be ¢és az ijonnan keletkezd neuronok kimutathatova valnak. A le6lés napjan az egereket
tulaltattuk ketamin-xylazin oldat intraperitonedlis beadasaval (0,1ml oldat / testtdmeg
gramm). Amikor az egerek nociceptiv reflexei megsziintek megkezdtiik a perfundalast. A
mellkas felnyitdsa utan a bal kamraba vezettiink egy infizids rendszerrel dsszekdttetésben
1év6 thit majd az elsé két percben 4°C-ra lehtitott 0,9%-os fiziologids natrium-klorid oldattal
transzkardialisan perfundaltuk, vagyis atmostuk az artérias rendszert. Ezt kdvetden tizendt-
huasz percig 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal fixaltuk. A fixalas végeztével az egereket
dekapitaltuk és 4%-os paraformaldehidbe helyzetilk a fejiikket. Méasnap a koponyabdl
6vatosan kipreparaltuk az agyat, vigyazva, nehogy megsértsiik az egér lagy agyszovetét. Az
agyakat 0,1 M-os foszfat pufferben (PBS) taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Kovetkezd

Iépésként 50um-es vastagsagu agymetszeteket készitettiink az az egerek agyabdl vibratom
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(Leica VT1200 S automata vibratom) segitségével. A korondlis sorozatmetszeteket
készitettiink a septotemporalis tengely mentén és a teljes hippokampuszt feldolgoztuk,
melyeket 24 lyuka lemezben taroltunk és 0,05% natrium-azidos 0,1M.-os foszfat puffert (pH
7,4) adtunk hozza, melyeket a festésig 4 © C-on taroltuk.

4.2. BrdU immunhisztokémia

A BrdU immunhisztokémiai kezelést megeldzéen metszeteket el6z6 nap felhuztuk
felilletkezelt ~ Superfrost plusz  targylemezekre = (Menzel-Glaser, Braunschweig,
Németorszag). Masnap az alabbi protokoll szerint jartunk el: El6szor is nagyon fontos
kiemelni, hogy minden Iépés utan haromszor tiz percig tartd6 0,1M TRIS pufferoldatban
mosast végeztlink a targylemezeken 1évo metszeteken. Mivel a BrdU kedvezébb eredményt
ad hideg kornyezetben, ezért a TRIS oldatunk mindig hiitdttnek kell lennie. Masodik
1épésként DNS-t denaturdltuk. A 0,1M citratos oldatot eléforraltuk 5 percig, majd ezt
kovetden a lemezeket belehelyeztiik a 95 © C-os oldatba 20 percre. Ezt kdvette egy husz
perces 1%-o0s hidrogén-peroxidos mosas, melynek célja a nonspecifikus peroxidaz enzimek
inaktivalasa. Ezutan kovetkezett a tiz percig tartd6 membran permeabilizacidé 0,1%-os
tripszinnel. A kovetkezd 1épésben 2 M-os hidrogén-klorid oldatba helyeztiik a metszeteinket
harminc percig. Majd a blokkolas fazisa kovetkezett, 3%-os normal kecske szérumot (normal
goat serum, NGS) szuszpendaltunk 0,5%-o0s Triton X-el PBS oldatba, igy a nem specifikus
kotddést megakadalyoztuk. Majd a primer antitestet hasznaltunk, amely jelen esetben egy
egér Anti-BrdU antitest (DAKO, Bu20a klon, katalégusszam: M074401) volt 1:5000-hez
higitasban, melynek inkubacios ideje egy ¢jszaka 4 °C-on. Ez az immunhisztokémiai eljarast
az avidin-biotin / diaminobenzidin vizualizaciés modszerrel (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) végeztiik, igy masodlagos antitestként biotinizalt anti-egér 1gG-t
(1:200) alkalmaztunk, melynek inkubacids ideje egy ora, 4 °C-on. Ezutan kovetkezett a 2
oraig tartd Avidin-Biotin Complex (1:200, Vectastain Elite ABC Kit, Vector) alkalmazasa 4
°C-on, majd a DAB-os reakci6 (1: 200, DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector Laboratories).
Ez a 1épés utan a dehidralas kovetkezett, melynek soran 70%-os, 90%-0s, 96%-0s, és végiil
100%-os alkoholba majd xilol oldatba helyeztiik a lemezeinket 10-10 percekre. Végezetiil
Eukitt (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) fed6éanyaggal fedtiik a metszeteinket. A képeket
egy Nikon Eclipse Ni-E mikroszkop (Nikon Instruments Inc., Melville, USA) rendszerrel

készitettiik, valamint, hogy biztositsuk az objektivitast a szamszeriisités elétt kodoltuk a
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mintakat majd Neurolucida program segitségével meghataroztuk a gyrus dentatus teriiletét,

¢s manudlisan az Ujonnan sziiletett idegsejtek szamat is.

4.3. Doublecortin immunhisztokémia

Az anti-doublecortin immunhisztokémiai modszerrel az 50um vastagsagii Usztatott agy
metszetek megfestése 3 1épésben tortént. A szabadon lebegd metszeteket 0,1 M PBS-ben
3x10 percig mostuk, majd 30 percen keresztiil 3%-o0s hidrogén-peroxiddal kezeltiik. A
nemspecifikus kotddések meggatolasa céljabol az agyszeleteket egy oran keresztiil 3%-o0s
Bovine Albumin blokkoloban (Triton X-100-t tartalmaz6 PBS-ben) inkubaltuk. Ezt kovetden
a metszeteket egy ¢éjszakan at 4 ° C-on kecske anti-DCX antitesttel (Cell Signaling
Technology Catalog # 4604) kezeltiik (higitas: 1:3000). Mosas utan a metszeteket anti-
kecske biotinizalt szekunder antitesttel (1: 200, VectorLaboratories) inkubaltuk 2 6ran
keresztiil. Ezutan kovetkezett a 2 6raig tartd Avidin-Biotin Complex (1:200, Vectastain Elite
ABC Kit, Vector) alkalmazasa, majd a DAB-hivas (1: 200, DAB Peroxidase Substrate Kit,
Vector Laboratories). Ezt a 1épést kovette a metszetek targylemezre valo felhtizdsa majd a
dehidréléas fazisa, melynek soran 70%-o0s, 90%-o0s, 96%-0s, abszolut alkoholba majd xilol
oldatba pihentettiik a lemezeinket 10-10 percre. Végezetiil Eukitt feddanyag segitségével
fedtik a targylemezeinket. A képeket a Nikon Eclipse Ni-E mikroszkdp rendszerrel
készitettiik, hogy biztositsuk az objektivitast a szdmszerlsités eldtt kddoltuk a mintdkat majd
Neurolucida program segitségével meghataroztuk a gyrus dentatus teriiletét, és manualisan

az ujonnan sziiletett idegsejtek szamat is.

4.4. Iba-1 immunhisztokémia

Az Iba-1 immunhisztokémiai jel6léssel a mikroglidkat tettiik lathatova az agyszeleteken. A
madszer nagyon hasonld a fent emlitettekhez. A szabadon sz6 metszeteket 0,1 M-os PBS-
ben mostuk majd 30 percig 3%-os hidrogén-peroxiddal kezeltiik. Ezt kovetden 1 dran at 3%-
os normdl kecskeszérumot (NGS; Vector Laboratories) valamint 0,5% Triton X-100-t
tartalmazé PBS-ben inkubdlva megakadalyoztuk a nem specifikus kotddést. Ezt kovetden
egy ¢jszakan at 4 °C-on poliklondlis nyul anti-Ibal antitesttel (1) inkubaltuk (1: 2000,
FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH, Neuss, Németorszag, katalégusszam 019-
19741). A metszeteket ezutan nyul elleni biotinilezett masodlagos antitesttel (1:200; Vector

Laboratories) 2 oran at inkubaltuk, mostuk majd avidin-biotin komplexben (1:200;
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Vectastain Elite ABC Kit, Vector) 2 6ran at inkubaltuk. A jelolt sejteket DAB-reakcioval
tettiik lathatova. A metszeteket targylemezre tettiik, szaritottuk és felszallo alkohol sorban
dehidrataltuk, végiil feddlemez és Eukitt segitségével rogzitettiik a metszeteket. A 1épések

kozt hdromszor tiz percig mostuk a metszeteket 0,1 M PBS-ben.

4.5. CD68 immunhisztokémia

A CD68 immunhisztokémiai jeloléssel az aktivalt mikroglidkat és makrofagokat tettiik
lathatova a hippokampuszban. A mddszer lépései szinte megegyeznek az elézéekben
leirtakkal, egyediili kiilonbség a felhasznalt primer antitest volt. Az immunfestés soran nyutl
monoklondlis anti-CD68 antitestet (1:1000, AbCam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag,
katalogusszdm: 283654) hasznaltunk.

4.6. Az immunpozitivitas mértékének meghatarozasa

Randomizalast ¢és titkositdst kovetéen a sejtszamldldst a Neurolucida (7. verzio)
rekonstrukcids rendszer (Microbrightfield, Colchester, VT, USA) segitségével végeztiik,
amelyhez csatlakozott egy Nikon Eclipse fénymikroszkép (12. abra) is, aminek a
segitségével a sejteket 20-szoros nagyitds alatt vizsgaltuk. A sejtek mennyiségi
meghatarozasdhoz modositott sztereoldgiai protokollt hasznaltunk (Czéh et al., 2001). A
BrdU+, DCX+, Ibal+ és CD68+ sejteket szisztematikusan szamoltuk az 50 pm vastag
metszetekbdl allo teljes metszet sorozatban, a hippokampalis formacid teljes szepto-
temporalis tengelye mentén kiindulva (-0,94 és —3,88 kozott a Bregmahoz képest) (Franklin
et al.,, 2008). Sorozat metszetekbdl minden negyedik metszetet megvizsgaltunk, amely
allatonként 13-15 metszetet jelentett. BrdU+ és DCX+ t sejtréteget a szubgranuléris zondban
két sejttest széles zonaként hataroztuk meg. A szemcsesejtréteg belsé hatara mentén, mérettdl
¢s alaktol fliggetleniil manudlisan megszamoltuk a sejteket. Az Ibal+ sejteket, valamint a
CD68 + sejteket a gyrus dentatus szemcsesejtréteg felsd része, valamint a hilus kozotti
teriileten szamoltuk. BrdU+ és DCX+ sejtek esetén a jobb és a bal agyféltek gyrus dentatusat
is vizsgaltuk igy a teljes sejtszam mindkét félteke 6sszes neuronszdmaként szerepel. Az Ibal-
¢s CD68+ sejteket allatonként 7 metszetben szamszerisitettiik, és az eredményeket sejt

stirliségben fejeztiik ki (sejtszam/mm?).
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12. abra: Nikon Eclipse fénymikroszkop

5. Egyéb mérések

5.1. Vérkép elemzés

A ledlés alkalmaval sziv punkcidval vért vettiink az allatokbol és a csecsemdknél hasznalatos
250ul-es KoEDTA csében (Becton Dickinson, Magyarorszag) taroltuk. A vérelemzéseket
egy automata kisallat hematologiai analizatorral (Sysmex XN-V) hataroztuk meg. Az alabbi
paramétereket mértiik: Fehérvérsejt szam, vordsvérsejt szam, trombocita szam, hemoglobin
koncentrécio, neutrofil granulocita, bazofil granulocita, eozinofil granulocita, limfocita,

valamint monocita szdm és szazalékos megoszlas.

erer

A ledlés alkalmaval szovetmintdkat gyijtottlink, hogy a gyulladdsos citokinek
iziileteket, valamint az agy hippokampusz részét 10 mg / ml fenil-metan-szulfonil-fluoridot
(PMSF; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmazo protedz inhibitor tartalmu jéghideg
PBS-be helyeztiik, jégen homogenizaltuk Micra D-9 Digitronic késziilékkel (Art-modern
Labortechnik, Miillheim, Németorszag) és 10 percig centrifugaltuk (4 °C, 12 500 fordulat /

perc). A plazmat és a homogenizatumok feliiluszoit —80 ° C-on taroltuk a mérésekig.
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Luminex multiplex immunoessz¢é vizsgalatot végeztiink 8 jellegzetes gyulladasos citokin
citokin / kemokin magneses gyongypanel segitségével (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA). A vizsgalt citokinek és kemokinek az aldbbiak voltak: IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10, KC,
MIP-2, TNF-a, IL-16.

5.1.3. Vizelet marihuana tartalmanak meghatarozasa

A kannabinoidok 97%-a plazmafehérjéhez kotddnek, minden sz vetbe behatolnak, a vesében
felhalmozodnak ¢és vizelettel iiriilnek (Nahas et al., 1981, Nahas ¢és Latour, 1992). Ezért a
kronikus marihuana expozicidban részesiilt allatok vizeletébdl kannabinoid koncentraciot
mértiink. A vizelet analitika a Pécsi Tudomanyegyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetében
tortént. A vizeletmintékat (egérenként 200-350 ul) az egerek holyagjara gyakorolt finom, de
hatarozott nyomasra reflexszertien beindult hélyagiiriiléssel gytijtottiik, és a mérésig + 4 °© C-
on taroltuk. A delta-9-THC (tetrahydrocannabinol), cannabidol cannabinol, valamint 11-nor-
9-carboxy-THC koncentraciot fluorimetrids polarizalt immunvizsgalattal hatdroztuk meg a

kalibralt 25-135 pg / ml-es kimutatasi tartoméanyon beliil a kontroll reagenshez képest.

Kisozassal segitett folyadék-folyadék mikroextrakcidos méréseket végeztiink egy ACQUITY
UPC2 szuperkritikus folyadékkromatografids rendszerrel (Waters), amelyhez Xevo TQ-S
Triple Quadrupol Mass Spectrometer (Waters) kapcsolt. Az adatokat MassLynx szoftverrel
(V4.1 SCN950) rogzitettiik, és TargetLynx XS szoftverrel értékeltiikk ki. A vegyliletek
szétvalasztasat 3,0 mm x 100 mm-es, 1,7 pm szemcseméretii ACQUITY UPC2 Torus DIOL
analitikai oszlopon (Waters) végeztik. A mozgofazis szén-dioxid és 5 mM ammonium-
hidroxid metanolos elegyébdl allt, dramlasi sebessége 1,2 ml/perc volt. A kovetkezd
gradiensprofilt alkalmaztuk: 99,9% a 0. percnél és 82,0% a 4,5. percnél. Minden minta
beinjektalas eldtt 2 percig tartd el6kiegyenlitési idészakot alkalmaztunk. A szuperkritikus
allapot fenntartasara allando 200 bar ellennyomast alkalmaztunk. A hdmérsékletet 45 °C-ra
allitottuk be, és a beinjektalt minta térfogata 1 uL volt. A megfeleld elektrospray fenntartasa
érdekében tovabbi 5 mM ammonium-hidroxid metanolos oldatot alkalmaztunk 0,1 ml/perc

aramlasi sebességgel. Ezt az oldoszert Waters 515 HPLC Pump széllitotta.

Az tomegspektrometrias (Mass Spectrometry, MS) mérés pozitiv ion médban tértént. Az ESI

forrast 3,00 kV permetfesziiltséggel lizemeltettiik, a kupos fesziiltség 30 V volt. A forrast
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150°C-ra allitottuk be. Mind a deszolvatacios, mind a kiipos gazok nitrogént szallitottak 300
I/perc, illetve 150 1/perc sebességgel. A deszolvatacids gazt 300 °C-ra melegitettiik. Az
itk6z6gaz argon volt, dramlasi sebessége 0,13 ml/perc. Az MS/MS kisérleteket MRM
(multiple response monitoring) modban végeztiik, 6t fragmentumot monitorozva optimalis

itkozési energiaval.

5.1.4. Marihuanafiist 6sszetevoinek meghatarozasa

A nagy teljesitményli folyadékkromatografia (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) és kromatografias kortiilmények:

Két 0,77 £ 0,03 g marihudnat tartalmazé cigarettat készitettiink eld, és a dohanyoztatod
késziilékben elégettiik. A képzO0dott marihudnafiistot vakuumszivattyuval egy metanolt
tartalmazé gazmoso palackon pumpéltuk at. A mintat 5 cm® metanolban feloldottuk és
membransziirén (0,2 um) sziirtiik. A hasznalt HPLC rendszer egy Dionex P680 gradiens
szivattybol (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, Egyesiilt Allamok), egy hélium gaztalanitd
rendszerbdl, egy 20 pl-es hurokkal ellatott Rheodyne 8125 befecskendezd szelepbdl
(Rheodyne Europe GmbH, Bensheim, Németorszag) és egy Dionex 340D UV-vis diddasoros
detektorbol (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, Egyesiilt Allamok) allt dssze. Az eludtumot
kornyezeti hdmérsékleten, kiilonb6zé hullamhosszakon, 209, 210 és 220 nm-en vizsgaltuk,
ahol a vizsgalt kannabinoidoknak abszorbancia-maximuma van. A kromatografias
elvalasztast Kinetex, C18 forditott fazisu oszlop hasznalataval (2,6 um, 2,1 mm x 150 mm
belsd atmérdjii) végeztik. A berendezés vezérléséhez ¢és az adatok kiértékeléséhez
Chromeleon adatkezeld szoftvert (6.60 SP3 Build 1485, Dionex Corp., Sunnyvale, CA,
Egyesiilt Allamok) hasznaltuk. A cstcsokat a retencios idék és a megfeleld vegyiiletek UV-
spektruma alapjan azonositottuk, 0sszehasonlitva a referencia értékekkel. A mennyiségi
meghatarozast a csucsteriiletek moddszerével végeztik. Minden mérésnél parhuzamosan
harom mérést végeztiink, és azok atlagolt értékeivel szamoltunk. Minden kisérletet 25 °C-on

végeztiink.
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6. Statisztikai elemzések

Az eredményeket atlag + SEM értékben fejeztiik ki. Az adatok elemzését a GraphPad Prism

7-es verzidjaval végeztik. A viselkedési adatokat két-utas ismételt mérési pontokat

tartalmazd varianciaanalizissel (ANOVA) vagy két-utas ANOVA-val (id6 x CFA-kezelés),

majd Sidak tobbszoros 6sszehasonlitasaval post hoc teszttel elemeztiik. Az in vivo képalkotd

adatokat, a vérsejtszamot, a citokinkoncentraciot és a sejtszamokat a hippokampusz gyrust

dentatusaban két-utas ANOVA-val (id6 x CFA-kezelés) elemeztiik, majd Tukey post hoc

teszttel egészitettiik ki. A testtomegre ¢és a tlidéfunkcios tesztekre vonatkozd adatokat

haromutas ANOVA-val (id6 x stressz x cannabis kezelés) elemeztiikk, majd Tukey

tobbszords Osszehasonlitasaval végeztiik a post hoc teszteket. A tobbi adatot két-utas

ANOVA-val (stressz x cannabis kezelés) és Tukey post hoc teszttel elemeztiik. A

szignifikancia szintet p <0,05 értékre allitottuk be.

7. Kisérleti terv és idobeosztas

1. Akut és kronikus periférias gyulladas hatasa a felnéttkori hippokampalis

neurogenezisre
Kisérleti csoportok Kisérletek
Kontroll In vivo
akut (7nap) ™ Termonociceptiv kiiszobmérés

kronikus (21nap)

CFA

akut (7nap)
kronikus (21nap)

Hot plate
—» Mechanikai hiperszenzivitas
Dinamikus plantaris eszteziométer (DPA)
— Mancs 6déma
Pletizmométer
— Neutrofil mileoperoxidaz aktivitas
IVIS - Luminol
—» Makrofag NADPH oxidaz aktivitas
IVIS - Lucigenin
—» Dinamikus testsuly-kiegyensulyozatlansag

Spontan sulyeloszlas meghatarozasa (ADWB)
—» Vérsejtszam

Post mortem

Gyulladasi citokinek koncentracidja
IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10, KC, MIP-2, TNF-a
Felnéttkori hippokampalis neurogenezis
Immunhisztokémia: BrdU, Doublecortin
Microglia vizsgélata
Immunhisztokémia: Iba1, CD68
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Tesztek akut akut 1. hét

fazisban BL | O IERSINZAES NSNS RN NN
ADWB
Hot plate
DPA
ADWB
Pletizmométer
IVIS-Luminol
IVIS-Lucigenin
BrdU

Tesztek kronikus| kronikus 1. hét 2. hét
fazisban BL § : ;

CFA
Hot plate

Pletizmométer
IVIS-Luminol
IVIS-Lucigenin
BrdU

13. abra: Kisérleti terv

Kutatasunk soran az abran lathato csoportokra osztottuk az allatainkat €s az alabbi in vivo €s post
mortem vizsgalatokat végeztik el. Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans, CD6S:
differencialasi klaszter 68, DCX: doublecortin, Ibal: ionizalt kalciumkd&té adaptermolekula 1, IL:
interleukin, TNF-o: tumor nekrozis faktor alfa, BrdU: 5-brom-2'-dezoxiuridin, KC: Keratinocita
kemoattraktans, MIP-2: makrofag gyulladasos protein-2.

2. A kronikus stressz és marihuanafiist hatasai kisérleti egerek magatartasara és

hippokampuszukban zajlo felndttkori neurogenezisre

Kisérleti csoportok Kisérletek
3 Kontroll - Fiziologias _ Testtomeg mereés
mérések Légzésfunkciod
= Kontroll+Cannabis
Nyilt terepteszt
—p Stressz —Jp Magatartasi 5 b
tesztek - Y-Gtvesztd
_> Stressz+Cannabis Uj targy felismerési teszt
' Felnéttkori
hippokampalis_ BrdU
neurogenesis Doublecortin
—jp Cannabis Marihuana fiist mérése
sativa -

Vizelet analitika
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Kutatasi idévonal

vizeletminta BrduU

gy(tés
0.hét | 1.hét | 2 hét 3.hét | 4. hét 5.hét | 6. hét 7. hét* 8. hét*

f ,Légz,eﬂsfyﬂkciéivizsg,é!at *
Y Gtvesztd + * +
Stressz teszt

| . .
T Uj targy Nyilt terep teszt
Marihuana fiist felismerési teszt

expozicié

14. Abra: Kisérleti terv
A csoportok beosztasa, valamint az elvégzett vizsgalatok lathatoak az abran.
Roviditések: BrdU: 5-brom-2'-dezoxiuridin,
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Eredmények

1. Akut és kronikus periférias gyulladas hatasa a felnéttkori hippokampalis
neurogenezisre

1.1. Magatartasi és fajdalom tesztek

A CFA kezelés a hatso mancsokban 6démat, termikus és mechanikai hiperalgéziat, valamint
felborult sulyeloszlast idézett el6. A CFA injekciot kapott allatoknal a hats6 1ab kronikus
fajdalmara utalod viselkedési mintdk jelentkeztek a fajdalom tesztek soran (15. &bra). A
harmadik napt6l kezdve érzékenyebbek voltak a mechanikai (15. A-B abra) valamint a
termikus ingerekre (15. C-D 4abra), a fajdalom kiiszob értékeik csokkentek, a fajdalom
forrasatol valo eltavolodast hamarabb megkezdték, mint a kontroll csoportban 1évé allatok.
A CFA-val kezelt allatok hatso labanak tartés 6démdja is megfigyelhetd (15. E-F abra).
Ezenkivill az iziileti gyulladdsban szenvedd allatok testsuly-eloszlasa is felborult, a nem
kezelt, vagyis az ép labukra helyezték testtomegiik jelentds részét az akut gyulladas fazisban
(15. G 4bra). Osszességében az eredmények azt mutatjak, hogy a CFA-val kezelt 4llatok akut

és kronikus fajdalomtol is szenvedtek, ami a gyulladas tipikus velejardja.
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15. abra: Viselkedési és fajdalom tesztek eredményei.

A CFA altal kivaltott iziileti gyulladas miatt megndvekedett a fajdalomérzet, valamint a gyulladt
hatso6 végtagok 0démaja is kimutathato. A CFA-val injektalt egerekben csokkent a
mechanonociceptiv kiiszobérték akut (A) és kronikus (B) gyulladas allapotokban, amit a dinamikus
plantaris eszteziométer mutatott ki. Az iziileti gyulladasban szenvedd egerek akut (C) és kronikus (D)
gyulladas allapotokban fokozott termikus érzékenységet mutattak a meleg hdingerekre, melyet a forro
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lemez (hot plate) teszttel végeztiink. A CFA-val kezelt allatokban tartds gyulladasi 6déma alakult ki
mind akut (E), mind kronikus (F) allapotban. Az egerek testtomeg-eloszlasa is megvaltozott. Az
allatok kevesebb sulyt helyeztek a gyulladt jobb oldali labukra akut fazisban (G). * P <0,05; ** P
<0,01; *** P <0,001; **** P <0,0001 a kontrollértékekkel szemben ugyanabban az idopontban.

Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans

1.2. In vivo képalkotas

A CFA-kezelés helyi gyulladast valtott ki. A reaktiv oxigéngyok termelésének gyulladassal
Osszefiiggd novekedését biolumineszcens képalkotdssal mutattuk ki (16. A és C abra). Az
akut fazisban a biolumineszcens jel ndvekedését tapasztaltuk, amely a kronikus fazisban
lényegesen gyengiilt, de a jel azonban tovabbra is jelentdsen megemelkedett a kronikus
fazisban (16. B és D abra). Ezek az eredmények is megerdsitik, hogy a CFA-val injektalt

egerek iziileti gyulladdsban szenvedtek.

Makrofag NADPH oxidaz aktivitasa Neurtrofil mileoperoxizaz oxidaz aktivitasa

2. nap 16. nap

A 4. nap

CFA Kontroll CFA Kontroll CFA Kontroll

CFA Kontroll

7%105+ D 1.4%10%
6x%1054 1.2%10%
. 5x10% —  1.0%x10%
M) i)
2 -3
~  4x105 % 8.0%105
E] S
= =
w  3x105 —tm T 6.0x10%
8 waas
=] °
- L =
2%1054 4.0x105 —
mul
1%10% 2.0%10° ' i
o lzl - ] 1@ ™ 0.0L= ﬁ 5
4. nap 4. nap 18. nap 18. nap 2. nap 2. nap 16. nap 16. nap
Kontroll CFA Kontroll CFA Kontroll CFA Kontroll CFA

16. abra: In vivo, biolumineszcencia képalkotas.

Ezzel a modszerrel a lokalis gyulladast, vagyis a gyulladasos fagociték altal generalt reaktiv oxigén
gyokok jelenlétét mutatja ki. A: CFA-t kapott és kontroll allatok képei. Ezzel a modszerrel, illetve
lucigenint injektalva az allatokba kimutathatjuk a makrofdg NADPH-oxidaz aktivitasat. A lucigenin
reagal a makrofag NADPH oxidazokkal és biolumineszcencia jelet ad. A: Megfigyelhetjiik a
lucigenin altal adott biolumineszcens jelet. B és D: A biolumineszcens jelek kvantitativ adatai. C:
Luminol reakcioba 1ép a neutrofil granulocitdk mieloperoxidaz enzimeivel és segitségével
biolumineszcens jelet ad amely B és D éabran lathaté. A biolumineszcens szignal jelentdsen
megndvekedett mind a gyulladas akut, mind kronikus fazisaban. **** P <0,0001 a kontroll egereck
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azonos oldali hatso végtagjaihoz képest azonos idopontokban. #### P <0,0001, szemben a CFA-val
injektalt allatok ellenoldali hatso végtagjaival azonos idépontokban. Roviditések: CFA: komplett
Freund-adjuvans.

1.3. Vérkép elemzés

A vérsejtek szamdban 1étrejovo valtozasok a szisztémas gyulladds egyik jellemzd tiinete.
Kisérletiinkben a teljes eritrocita és leukocita sejtszdm nem valtozott (17. A-B abra), viszont
a kronikus csoportban a vérlemezke szam csokkent a CFA-val kezelt allatokban az akut
fazishoz képest (t = 4,66, P <0,05, 17. C abra). Megndvekedett neutrofil granulocita arany
lathat6 az CFA-val kezelt allatokban akut fazisban (0sszehasonlitva az akut kontrollokkal, t
=3,93, P <0,05, 17. E abra), és megnovekedett monocita aranyt lathatunk a CFA-val kezelt
allatokban a kronikus fazisban (az akut CFA csoporttal 6sszevetve, t = 4,89, P <0,05, 17. F
abra). Az eozinofil és bazofil granulocitak szazalékos aranya szignifikansan csokkent a CFA-
val kezelt egerekben (eozinofil: F (1, 22) = 6195, P <0,05; bazofil: F (1, 22) = 0,6883, P
<0,05) (17. G-H 4bra). Osszefoglalva tehat a neutrofil granulocitik sz4zalékos aranyanak
novekedése az akut CFA csoportban szisztémas akut gyulladasi reakciot jelez, mig a
megnovekedett monocitdk ardnya a kréonikus CFA csoportban szisztémds kronikus

gyulladasi reakciora utal.

C

A 10- Vorosveérsejt szam B 14~ Fehérvérsejt szam 1500+ Trombocita szam
9+
o 124 12504 |+|
74 107 10004
= 64 = g o
& sd > o 7504
S 4 2 & 2
2 " 500
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2 2504
14 2
0- 0 0
Akut Krénikus Akut Kronikus Akut Krénikus
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0-
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17. abra: Az iziileti gyulladas megvaltozott vérképet eredményez. A CFA-kezelés nem
befolyasolta a vorosvérsejt (A) és a fehérvérsejt sejtszamot (B), de a vérlemezkeszam csokkent a
kronikus CFA-val kezelt allatokban a kisérlet kronikus fazisaban (C). A limfocitadk aranya nem
valtozott (D), a neutofil granulocitdk aranya viszont szignifikdns ndvekedést mutat az akut CFA

csoportban. Tovabba szignifikans kiilonbséget lathatunk a monocitdk CFA-val kezelt akut és
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kroénikus csoportjai kozt (F). Az eozinofil és bazofil granulocitak szazalékos aranya csokkent a CFA-
val kezelt egerekben (G-H). * P <0,05. Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans.

1.4. Immunhisztokémiai eredmények

1.4.1. BrdU immunhisztokémia eredményei

A sejtproliferaciot anti-BrdU immunhisztokémiaval vizsgaltuk. Az akut gyulladds nem
befolyasolta a BrdU-jeldlt sejtek szamat, de a kronikus gyulladas szignifikdnsan alacsonyabb
szamu 1jsziilott sejtet eredményez (18. abra). A kétutas ANOVA (id6 x CFA-kezelés)
szignifikans id6hatast mutatott ki (F(1,30) = 17,91, P <0,001), a post-hoc Tukey-teszt pedig
azt mutatta, hogy a kronikus CFA-val kezelt egerek sejt proliferacigja csokkent az akut
csoportokhoz képest (t = 5,28, P < 0,01). Figyelembe kell venniink, hogy a CFA-kezelés

mellett az életkor is szerepet jatszhat a BrdU+ sejtek szamdnak csokkenésében.

Kontroll CFA
BrdU+ sejtek szama

L 10000+ e de
= | sk |
< | |
< g 8000+

7

0

= 6000+

]

'3

= 4000-

2
» 20004
3
x
S
S Akut Kronikus
X

Il Kontroll EE CFA

18. abra: A kronikus iziileti gyulladas hatasa a sejtproliferaciora a gyrus dentatusban.
Reprezentativ képek, amelyek BrdU-immunpozitiv sejteket mutatnak be a kontroll ¢s a CFA-val
kezelt egerek gyrus dentatusaban. Valamint a szisztematikus sejtszamolas adatainak eredményei
lathatoak az abra jobb oldalan. A grafikonok a BrdU+ sejtek teljes szamat mutatjak. Statisztika: 2-
utas ANOVA (id6 x CFA kezelés), majd Tukey tobbszoros Osszehasonlitasa, post hoc teszt. ** P
<0,01. Lépték: 50 um mindegyik képnél. Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans, BrdU: 5-
brom-2'-dezoxiuridin.
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1.4.2. DCX immunhisztokémia eredményei

Az éretlen neuronok szdmat anti-doublecortin immunhisztokémidval vizsgaltuk. A kronikus
izlileti gyulladés csokkentette a DCX+ sejtek szdmat a hippokampuszban a CFA-val kezelt
allatoknal (19. &bra). A kétutas ANOVA (id6 x CFA kezelés) szignifikans CFA-kezelési
hatast (F(1,30)=17,89, P <0,001), valamint idéhatast (F(1,30) = 13,82, P <0,001) lathatunk.
A Tukey teszttel végzett post-hoc Gsszehasonlitds azt mutatta, hogy a kronikus CFA-val
kezelt egerekben szignifikansan csokkent a DCX+ sejtek szama a kronikus kontroll (t = 5,47,
p <0,01) és az akut CFA-val kezelt csoportokhoz képest (t =4, 79, P = 0,01). A kronikus
CFA csoport DCX+ sejtszamanak ez a csokkenése a kronikus iziileti gyulladas gatld hatasat

mutatja a felndttkori hippokampalis neurogenezisre.
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19.4bra: A krénikus iziileti gyulladas gitolja a felnéttkori neurogenezist a gyrus dentatusban.
Reprezentativ képek, amelyek doubecortin (DCX) -immunpozitiv éretlen neuronokat mutatnak be
kontroll és CFA-val kezelt egerek gyrus dentatusaban. A szisztematikus sejtszdmolads adatainak
eredményei az abra jobb oldalan lathatoak. A grafikonok a DCX+ sejtek teljes szamat mutatjak. A
CFA-indukalt kronikus iziileti gyulladasra rendelkez6 éallatokban szignifikansan csokkent a DCX+
sejtszam. Statisztikak: kétutas ANOVA (id6 x CFA kezelés), majd Tukey t6bbszoros
Osszehasonlitasa, post hoc teszt. * P <0,05 kronikus CFA az akut CFA-val kezelt csoporthoz képest;
## P <0,01 kronikus CFA az akut kontroll csoporttal szemben. Lépték: 50 pm mindegyik képnél.
Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans.
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1.4.3. Az Ibal immunhisztokémia eredményei

A hippokampdlis neurogenezis szabalyozdsdnak elsddleges befolyasold tényezdi a
mikroglidk lehetnek (Monje et al., 2003; Ekdahl et al., 2004; Sierra et al., 2010; Troubat et
al., 2021), ezért szamszerusitettiik az Ibal+ mikroglia szdmot a gyrus dentatusban (20. ébra).
Nem talaltunk semmilyen kezelésbdl eredd hatast az Ibal+ mikroglia sejtek szaméban. Tehat
a kovetkeztetésiink alapjan az iziileti gyulladds nem befolyésolta az Ibal-immunpozitiv
mikroglidk szamat a gyrus dentatusban. Az Ibal+ sejtek szemikvantitativ morfologiai
vizsgalata alapjan nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget az aktivacidjukban a vizsgalt

csoportok kozott.
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20. abra: Ibal immunhisztokémia eredményei. Reprezentativ képek, amelyek Ibal-immunpozitiv
mikrogliat mutatnak be kontroll és CFA-val kezelt egerek gyrus dentatusaban. Jobb oldalon lathato a
szisztematikus sejtszamlaléasi adatok eredményei. A grafikonok az Ibal+ sejtek stirliségét mutatjak
(Ibal+ sejtszam / mm?). Statisztikak: kétutas ANOVA (id6 x CFA kezelés), majd Tukey tobbszoros
Osszehasonlitasa, post hoc teszt. Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans, Ibal: ionizalt
kalciumkotd adapter molekulakula-1. Lépték: 50 um mindegyik képnél.

1.4.4. A CD68 immunhisztokémia eredményei

Tovabbi immunhisztokémiai elemzést végeztink a CD68 marker hasznalatdval, amely
lathatova tette a CD68+ sejteket a gyrus dentatusban (21. dbra). A CD68 egy glikoprotein,
amely féleg az endoszoémalis/lizoszomalis kompartmentben taladlhatd, és erdsen
expresszalodik a makrofagokban és mas mononuklearis fagocitdkban (Chistiakov et al.,
2017), ezért jellemzbéen citokémiai markerként hasznaljadk a monocitak/makrofagok

megjelenitésére a gyulladt szovetekben. Az Ibal adatokkal ellentétben szignifikdnsan
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megnovekedett a CD68+ sejtek denzitdsa a gyrus dentatusban. A kétutas ANOVA (id6 x
CFA-kezelés) szignifikans idéhatast (F(1, 23) = 8,397, p <0,01), valamint szignifikans CFA-
kezelési hatast (F(1, 23) = 39,68, p < 0,0001) mutatott. A post-hoc Tukey-teszt kimutatta,
hogy az akut CFA-val kezelt egerekben a CD68+ sejtek denzitdsa szignifikansan megndtt az
akut kontroll csoporthoz képest (t = 7,83, p < 0,0001). Hasonloképpen, a CD68+ sejtszam
szignifikansan megndtt a kronikus CFA csoportban a kronikus kontroll csoporthoz képest (t
=472, p <0,05).

T Kontroll \ CFA

CD68+ sejtek denzitasa
- skekkk *
3
<< ‘ '
Akut Kénikus

Kronikus

Il Kontroll Bl CFA

21. abra: CD68 immunhisztokémai eredményei. Szignifikdnsan megnovekedett a CD68+ sejtek
denzitasa a gyrus dentatusban, mind az akut, mind a kronikus CFA kezelt csoportokban a kontroll
csoporthoz képest. Lépték: 50 um mindegyik képnél. Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans,
CD68: differencialasi klaszter 68.

1.5. A gyulladasos citokinek szintjei a hats6 mancsokban és a hippokampuszban

A hats6 mancsokban a gyulladas altal kivaltott teljes fehérjekoncentraci6 novekedését
lathatjuk (22.A. dbra). A hats6 végtagokban az akut CFA-kezelés novelte a TNF-a, IL-4, IL-
6, KC és MIP-2 citokin koncentracioit, mig a kronikus fazisban a TNF-a és KC emelkedett
(22. 4bra). Egyes esetekben a mért citokinszintek vagy nem valtoztak a CFA-val kezelt hatso
végtagokban (IL-1a, IL-10), vagy csokkentek (IL-la). A hippokampuszban a citokin-

szinteket nem valtoztatta meg a CFA-kezelés.
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22. abra: Az osszes fehérje és a citokinek/kemokinek koncentracioja a hatsé végtagokban és a
hippokampuszban. A gyulladas ndvelte az Osszfehérje koncentraciot az iziiletekben, és hasonlo
tendenciat lathatunk a hippokampuszban is. Az akut iziileti gyulladas megnovelte a TNF-a, IL-4, IL-
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6, KC és MIP-2 citokin koncentraciokat a hats6 végtagokban, mig a kronikus iziileti gyulladas novelte
a TNF-a és KC szintet. A CFA-kezelés nem valtoztatta meg a citokinek szintjét hippokampuszban.
Statisztikak: haromutas ANOVA (szerv X CFA kezelés x id6), majd Tukey post hoc teszt. * P <0,05;
** P <0,01; *** P <0,001. Roviditések: CFA: komplett Freund-adjuvans; IL-1a: interleukin-1-alfa;
IL-4: interleukin-4; IL-6: interleukin-6; IL-10: interleukin-10; KC: keratinocita eredeti kemokin;
MIP-2: makrofag gyulladasos protein-2; TNF-a: tumor nekrézis faktor alfa.

2. Kronikus stressz és marihuanafiist hatasai kisérleti egerek magatartasara és a
felnottkori hippokampalis neurogenezisre

2.1. A marihuanafiist és az egerek vizeletének elemzése

A kutatasunk soran meghataroztuk a marihuanafiist 9-THC-, CBD- és CBN-tartalmat HPLC
késziilék segitségével. Tovabba vizeletmintdkat gyijtottiink a marihudnafiistdt inhalalt
egerektdl a 6. €s 7. héten. A vizeletben a 9-THC, a 11-nor-9-karboxi-THC, a CBD és a CBN
tartalmazza. A mérési eredményekbdl lathato, hogy a marihuanafiistben kortilbeliil 10-szer
magasabb volt a 9-THC koncentracioja, mint a CBD koncentracidja. Ez az ardny még
magasabb volt (30-szorosa) a vizeletmintakban. A 11-nor-9-karboxi-THC (a 9-THC egyik

f6 metabolitja) mennyisége 1,8 + 0,2 ng/ml volt a vizeletben (1. tdblazat).

delta-9-THC cannabidiol cannabinol 11-nor-9-
/ml ng/ml ng/ml carboxy-THC

= ng/ml
Marihudnafiist

427000+ 2000 |35800+ 1100 258000+ 8000 | -
(ng/ml)*
Vizelet minta 65,61 £22,77 |2,44 +0,56 41,92 +17,62 |1,81 £0,16
(ng/ml)

* A vegyiiletek mennyiségi adatai 1,6g elégetett marihudna fiistjébdl szarmaznak. Az
adatokat atlag =+ SEM-ben adtuk meg.

1. tablazat: A marihuanafiist és a vizelet minta kémiai analizise
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2.2. Testtomeg valtozas a marihuana és stressz kezelés hatasara

A stressz ¢és a cannabis expozici6 csokkentette az allatok testtomeg-gyarapodasat. Az allatok
testtomegét minden nap megmértiik, majd a napi értékekbdl egy atlagos tomeg/hét értéket
szdmitottunk (23. dbra). A hdromutas ANOV A-val végzett elemzés (1d6 x stressz x cannabis
kezelés) azt mutatta, hogy mindhdrom tényezonek szignifikans f6 hatasa volt: idd: F(8,8) =
62,48, P <0,001; stressz: F(1,8) = 13,81, P < 0,002; és cannabis kezelés: F(1,8) = 66,71, P <
0,001. Tovabbi szignifikans kolcsonhatasokat lathatunk az idé x cannabis kezelés: F(8,8) =
2,11, P < 0,001 valamint a stressz % cannabis kezelés: F(1,8) = 30,3, P < 0,01 kozott. Az
eredmények alapjan a cannabis kezelés gétolja az allatok stlygyarapodast, illetve, a stressz

altal kivaltott testsuly gyarapodas gatlasat a cannabis fiist belégzése valamelyest enyhitette

az allatoknal.
Testtomeg gyarapodas
45 - & & i&
& % % % %k # #
| *
40 “
i
E 35 i * %%k ##
£ it
@ Kontroll
o
30 - -#- Stressz
T -+ Kontroll + Cannabis
&%
e -¥- Stressz + Cannabis
25 1
20
o N v e (S o o e ®*

1dé (hét)

23.4bra: Testtomeg valtozasa.

Az ismétl6do stressz €és cannabis expozicid csokkentette az allatok testtdmeg-gyarapodasat. Tukey
tobbszords Osszehasonlitdsa tovabbi csoportok kozotti kiilonbségeket tart fel meghatarozott
idépontokban: Kontroll és stressz csoport kozott: *P <0,05, **=P <0,01, *** = P <0,001, **** =
<0,0001; Kontroll és stressz + cannabis csoport kdzott: #=P <0,05. ##=P <0,01, ### = P <0,001,
Kontroll és kontroll + cannabis csoport kdzott: &=P <0,05.
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2.3. Légzésfunkceio vizsgalat

A stressz karositotta a tlidofunkciokat és a tiidé normalis fejlédését, viszont, a marihuanafiist
nem befolyasolta a tiidéfunkciokat. Ismétlédd 1égzésfunkceio vizsgalatokat végeztiink, hogy
megvizsgaljuk a hosszu tava stressz €s a cannabis kezelés hatdsat a tiidéfunkciokra nézve.
Azt feltételeztiik, hogy a cannabis fiistnek 1égzés, valamint tiidokarositd hatasa lesz. A
kontroll méréseket a 0. héten végeztik az akkor még kezeletlen allatokon majd
megismételtiilk a méréseket a 4. és 8. héten a stressz, valamint a cannabis fiist kezelések utan
(24. abra). A pletizmografids mérések eredményeit a 24. dbra mutatja be. Az adatokat
haromutas ANOVA-val (id6 X stressz x cannabis kezelés) elemeztiik, Tukey post hoc
teszttel. Az életkornak, vagyis az idéfaktornak volt a legerdteljesebb hatdsa a mért
1égzésfunkcid paramétereire. Ahogy az éallatok fejlédtek ugy a tiidéfunkcio értékek is néttek
kivéve a belégzés gyakorisagat, amely a fejléddés sordn csokkent. A kronikus stressz
negativan hatott szdmos tiidoparaméter fejlédésére, példaul megvaltoztatta a frekvenciat, az
egy perc alatti légvételek szamat, a belégzési csucsaramlést, a kilégzési idot, a relaxacids idot
¢s a légzési térfogatot is. Ezeknél a paramétereknél a haromutas ANOVA a stressz
szignifikans f0 hatdsat, valamint szignifikdns idé x stressz kolcsonhatast mutatta ki. A
kronikus marihuanafiistnek nem volt hatasa a tiidéfunkciokra, kivéve a carbachol altal
kivaltott sziinetet a 1égzési tesztben. A carbachol altal kivaltott 1égzési sziinet mérését a tiidd
bronchialis hiperreaktivitasanak elemzésére hasznaljuk, ezaltal korreldlva a 1égiti gyulladas
mértékével. Ebben a tesztben a horgdsziikiiletet 50 pl porlasztott carbachol (22 mM) valtja
ki.
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24. abra: A stressz és a cannabis expozicié hatasa a tiid6funkciokra.
Ismétlédo teljes test pletizmografias méréseket végeztiink szabadon mozgo allatokon. A haromutas
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ANOVA (id6 x stressz x cannabis kezelés) eredményei a stressz szignifikans fOo hatasat és
szignifikans id6 x stressz interakciot mutattak ki ezekre a paraméterekre. Tukey post hoc teszt tovabbi
csoportkiilonbségeket tart fel: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 az ugyanazon kezelési csoport 0.
hetének értékéhez képest. #P <0,05 a Kontroll csoporthoz képest ugyanazon a kisérleti héten.

2.4. Magatartasi tesztek

2.4.1. Kognitiv teszt — Y labirintus teszt

Eredményeink alapjan sem a stressz, sem a marihuana expozicié nem befolyasolta az egerek
kognitiv funkcioit. Az allatok kognitiv teljesitményét két kiilonbozd tanuldsi teszttel
értekeltiik. A 3. hét végén egy Y labirintus tesztet, a 4. hét végén pedig egy 0j targyfelismerési
tesztet végeztiink (25. abra). Ezekben az idOpontokban sem a stressz, sem a marihudna
expozicid nem volt hatassal az éllatok kognitiv teljesitményére. Az allatok a tesztek
elvégzésé soran nem alltak akutan sem marihuéna, sem a stressz hatdsa alatt. Az'Y labirintus
tesztben mind a stresszelt mind a marihuanafiistot inhalalt allatok tobb hibat kovettek el,
vagyis olyan karokba Iéptek be melyeket mar meglatogattak elézdleg, viszont statisztikailag
nem volt kiilonbség a csoportok kozott (25. A ébra). Az uj targy felismerési tesztben a
felismerési index (0j targgyal eltoltott id6/mindkét targgyal toltott id6 x 100) hasonlo volt az
Osszes kisérleti csoportban (25.B 4abra). A marihudnafiistot belélegzett allatoknal
alacsonyabb volt a diszkriminécios index [(0j targgyal toltott idé — ismerds targgyal eltdltott

1d6)/mindkét targgyal toltott id6], de statisztikailag ez sem volt szignifikéns.
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25. abra: A kognitiv tesztek eredményei.

A kognitiv teljesitményeket az Y labirintus teszttel (A) és az 0j targyfelismerési teszttel (B) mértiik.
Az adatokat két-utas ANOVA-val (stressz x cannabis kezelés) elemeztiikk Tukey post hoc teszttel
kiegészitve.
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2.4.2. Nyilt terep teszt

Ezzel a teszttel az allatok lokomotoros aktivitdsat és szorongds szintjét vizsgaltuk.
Szorongassal kapcsolatos spontan mozgasszervi aktivitdst és Ondpoldst vagyis a
mosakodassal toltott idot mértiink az allatoknal. Ezt a tesztet a kisérlet végén végeztiik (8.
hét végén), hogy értékeljiik az allatok szorongéassal Osszefliggd spontdn mozgasszervi
aktivitasat és az onapold viselkedését (26. abra). A stresszes egerek kevesebb 1dot toltottek a
rendelkezésiikre allo teriilet kozepén (26. A abra). A kétutas ANOVA (stressz X cannabis
kezelés) a stressz szignifikans f6 hatasat tarta fel [F(1,32) = 6,33, P <0,05], de a Tukey post
hoc teszt nem talalt tovabbi csoportkiilonbségeket. Azok az allatok melyek szorongtak
inkdbb a sarokban toltotték idejiket. Az allatok mozgéssebességének mérésének
eredményébdl lathato, hogy a stresszelt egerek csokkent érdeklédést mutattak az 0 kornyezet
irant és lassabbak voltak (25. B abra). A két-utas ANOVA (stress x cannabis kezelés) a
stressz szignifikans f6 hatdsat eredményezte [F(1,32) = 5,07, P < 0,05]. A cannabis kezelés
nem volt hatdssal az emlitett a paraméterekre, bar a marihuanafiistnek kitett allatok altalaban
tobb 1d6t toltottek a teriilet kozepén. A cannabis kezelés viszont hatdssal volt az 6napolod
viselkedésre (26. C ¢és D 4abra). Mind a stresszelt, mind a cannabis-szal kezelt egerek
lényegesen tobb id6t toltdttek a mosakoddssal. A két-utas ANOVA (stress X cannabis
kezelés) a stressz szignifikdns f6 hatdsat [F(1,32) = 4,17, P < 0,05], valamint a cannabis
kezelés szignifikans f6 hatasat [F(1,32) = 6,11, P <0,05] mutatta ki, de nincs kdlcsonhatas a
két tényez6 kozott. Ezenkiviil Tukey post hoc teszt szignifikans kiilonbséget mutatott ki a
kontroll és a stressz + cannabis kezelt csoportok kozott (q = 4,51, P < 0,05) (26.C abra).
Ezenkivill a stresszel és/vagy cannabis kezelt egerek sokkal korabban kezdték meg az
Onapolast, mint a kontroll egerek (26. D dbra). Mértiik a mosakodas latencia idejét is, és a
kétutas ANOVA (stress x cannabis kezelés) a stressz szignifikans 6 hatasat [F(1,32) =4,71,
P < 0,05], valamint a cannabis kezelés szignifikans f6 hatasat [F(1, 32) = 6,89, P < 0,05]
mutatta kis, de nincs kdlcsonhatas a két tényezd kozott. Tukey post hoc teszt szignifikdns
kiilonbséget mutatott ki a kontroll és a kontroll + cannabis csoport (q = 4,02, P < 0,05),

valamint a kontroll és a stressz + cannabis csoport kdzott (q = 4,60, P < 0,05) (26. D abra).
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26. abra: A nyilt terep teszt eredményei.

A abra: Kozépen toltott id6: a stresszes egerek 1ényegesen kevesebb idot toltottek a teriilet kdzepén.
B abra: Az allatok sebességét mutatja, a sebességét a mozgassal toltott ido alatt athaladt négyzetek
szamanak szamlalasaval értékeltiik. C dbra: Ondpolassal toltott idé: A stressz és cannabis egyiittes
hatassal volt az 6napolasra. D abra: Az 6napolas latencia ideje: A stresszes és/vagy cannabis-szal
kezelt egerek szignifikansan hamarabb kezdték apolni magukat, mint a kontroll egerek.

2.5. Immunhisztokémiai eredmények

2.5.1. BrdU-immunhisztokémia eredményei

A sejtprolifedciot a gyrus dentatusban a BrdU exogén proliferacidos marker segitségével
tettiik lathatova (27. A—D dabra). A sejtproliferaciot gatlasat statisztikai analizisekkel nem
tudtuk kimutatni, de trend szinten lathat6, hogy a stressz, valamint a cannabis kezelés
hatasara csokkent a BrdU+ sejtek szama a gyrus dentatusban a kontroll csoporthoz képest
(27. E é4bra). A két-utas ANOVA (stress x cannabis kezelés) a stressz szignifikans f6 hatasat
tarta fel [F(1,32) = 4,43, P <0,05].
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27. abra: BrdU immunhisztokémia eredményei.
Reprezentativ képek, amelyek a BrdU-immunhisztokémiai jelolést mutatjak be a kiilonb6z6 kezelési

c sy

szama a gyrus dentatusban. A stressz csokkentette a BrdU+ sejtek szamat. A kétutas ANOVA (stress
x cannabis kezelés) a stressz szignifikans f6 hatasat mutatta ki (P <0,05), de a cannabis kezelésnek
nem volt statisztikailag szignifikans hatasa a sejtproliferaciora. Lépték: 100 um mindegyik képnél.
Roviditések: BrdU: 5-brom-2'-dezoxiuridin.

2.5.2. DCX-immunhisztomémia eredményei

crer

........

(28. A-D 4abra). A stressznek nem volt hatdsa, de a cannabis kezelés jelentdsen csokkentette
a DCX+ neuronok szamat a gyrus dentatusban (28. E dbra). A két-utas ANOVA (stressz x
cannabis kezelés) a cannabis kezelés szignifikans {6 hatasat tarta fel [F(1,32) = 18,86, P =
0,0001]. Tukey post hoc tesztje tovabbi kiilonbségeket tart fel a kontroll és a cannabist
inhalalt allatok kozott (q = 4,50, P < 0,05, 28. E abra), valamint a stressz és a stressz +
cannabis csoportok kozott (q = 4,19, p < 0,05, 28. E abra).

Az idegsejtek morfoldgiai véltozasait szamszerisitettiik, aszerint, hogy allatonként hany
metszetben talaltunk rendellenes megjelenésti DCX+ éretlen neuronokat (28. F dbra). A két-
utas ANOVA (stressz x cannabis kezelés) kimutatta, hogy a cannabis kezelésnek
szignifikans hatésa volt [F(1,32) = 8,35, P = 0,01], ami azt jelzi, hogy a koros megjelenésii

DCX+ sejtek eldforduldsa szignifikdnsan magasabb volt a cannabis-szal kezelt allatokban.
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28. abra: DCX immunhisztokémia eredményei.
A reprezentativ képeket lathatunk a kiillonboz6 kezelési csoportokba tartozo allatok hippokampusz

crey

morfologiaval rendelkez0 DCX+ sejtek aranya statisztikai analizis segitségével. A marihuanaval
kezelt allatokban a DCX+ sejtek tobb mint 15%-a a szemcsesejtrétegbe, a hilusba vagy esetenként a
molekularis rétegbe vandorolt. *: P <0,05), kontroll versus a kontroll + cannabis csoport, #: P < 0,05
a stressz €s a stressz + cannabis csoport kozott. Léptek: 100 pm mindegyik képnél. Roviditések:
DCX: doublecortin.

Szamszertsitettitk a DCX+ sejtek migraciojat is. A kontroll egerekben az éretlen neuronok
tobbsége, (tobb mint 90%-a) a germinativ szubgranularis zonaban (sgz) talalhato. A sejtek
kis szézaléka, (azaz <5%-a) vandorolt ki a szemcsesejtrétegbe (gcl) (29. abra), emellett
néhany sejtet a hilusban is talaltuk. A kontroll allatok adataihoz képest a migracids aranyt

jelentésen megvaltoztatta a marihuana-expozicio.

67



DCX+ sejtek vandorlasa

N
o
L
*
*
*

-
w
1

+++

-
o
1

sejt migracio (%)
+
+
+

W
1

o

Ll
Kontroll Kontroll+  giregsz  Stressz +
Cannabis Cannabis

29. abra: Elvandorolt sejtek a gyrus dentatusban.

A cannabis-szal kezelt allatokban a DCX+ sejtek >15%-a a subgranularis zonan kiviil talalhato. A
két-utas ANOVA (stress x cannabis kezelés) eredményei alapjan a cannabis kezelés jelent6s
szignifikans hatast [F(1,32) = 15,87, P < 0,001] eredményezett, illetve a stressz szignifikans hatasat
[F(1,32) =5,46, P <0,05] is, és szignifikans kolcsonhatast is feltartunk a két tényez6 kozott [F(1,32)
= 5,96, P <0,05]. Ezenkiviil Tukey post hoc tesztje szignifikans kiilonbségeket mutatott ki a kontroll
¢s a kontroll + cannabis (q = 6,42, p < 0,001), a stressz és a kontroll + cannabis csoport kdzott (q =
6,32, P <0,001), és a stressz + cannabis €s a kontroll + cannabis kezelt csoportok kozott (q = 4,78, P
< 0,01). (**x: P < 0,001 versus kontroll; +++: P < 0,001 a kontrol + cannabis kezelt csoporthoz
képest). Roviditések: DCX: doublecortin.

crer

kontroll egerekben szinte az 6sszes DCX+ neuron a szubgranularis zoénaban (30. A abra),
azaz a hilus és a szemcsesejt réteg kozotti sejtrétegben talalhato. A normalis sejtek DCX-et
expresszald dendritjei atnyultak a granularis sejtrétegen, és szétagaznak a molekularis
rétegben. A cannabis-szal kezelt egerek gyrus dentatusdban a DCX+ sejtek gyakran
szokatlan, rendellenes megjelenést mutattak (30.4bra B-G). Példaul a cannabis kezelés
jelentésen megvaltoztatta az idegsejtek dendritjeit és sok sejt elvesztette dendritfajat emellett
bipolaris DCX+ neuronokat (30. E. 4bra), vagy bazalis dendritekkel rendelkezé neuronokat
(30. G. éabra) figyeltiink meg. A koros megjelenésii DCX+sejtek eléfordulasi gyakorisagéara

vonatkoz6 kvantitativ adatokat is a 30. dbra mutatja.
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30. abra: morfolégiai eltérések a hippokampuszban.

Reprezentativ képek, amelyek DCX+ éretlen neuronokat mutatnak be normal megjelenésii sejteket
egy kontroll allatban (A), és abnormalis morfologiaju sejteket cannabis-szal kezelt egerekben (B-G),
illetve a statisztikai analizis eredményei grafikonokon (H-J). D és E abran: A kitoltetlen nyil egy
bazalis dendritekkel rendelkez6 neuronra-, a fekete nyil pedig egy bipolaris megjelenésii sejtre mutat.
G abran a kitoltetlen nyil egy ektopids DCX+ neuronra mutat. Roviditések: DCX: doublecortin.
Minden kép azonos nagyitassal késziilt (20-szoros objektiv).
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crer

parhuzamosan futottak egymaéssal a szemcsesejt rétegben, igy rendezett megjelenést
kolcsonoztek a neuronoknak (30. A. 4dbra). Ezzel szemben a cannabis-szal kezelt allatokban
a DCX+ neuronok gyakran elvesztették dendritjeiket (30. B. abra) valamint egyes
neuronoknak abnormalis dendrit vetiileteit keletkeztek a hilus felé (30. B. abra fehér nyilak).
Mindezeken tal felfedeztiink olyan DCX+ neuronokat is, amelyek dendritjei minden
iranyban kinyulnak, és rendezetlen, kaotikus megjelenést kdlcsondznek az idegsejteknek (30.
C. abra). Tovabba megfigyeltiink még bazalis dendritekkel rendelkezé neuronokat (30. D.
abra) és bipolaris megjelenésti idegsejteket is (30. E abra). Bipolaris DCX+ neuronat
talaltunk a hilusban, ami granuléris sejtréteggel parhuzamosan futé dendrites vetiiletekkel
rendelkezik (30. E. é&bra). A granuldris sejtrétegbdl a molekuldris rétegbe vandorlo
neuronokat is felfedeztiink (30. G. abra). Mindezek mellett bazalis dendrittel rendelkezd
ektopids DCX+ neuront is észrevettlink, amely teljesen kivandorolt a granularis sejtrétegbdl
a molekularis rétegbe (30. G. dbra fehér nyil).

A két-utas ANOVA (stressz % cannabis kezelés) a cannabis kezelés szignifikans f6 hatasat
eredményezte [F(1,32) = 41,36, P < 0,001], és Tukey post hoc tesztje szignifikans
kiilonbségeket mutatott ki a kontroll és a kontroll + cannabis kozétt ( g = 5,75, P < 0,01),
kontroll és stressz + cannabis csoportok (q = 6,90, P <0,001), valamint a stressz és a stressz
+ cannabis csoportok kozott (q = 4,26, P <0,05) (30 H. abra). A cannabis kezelés novelte az
ektopids DCX+ sejtek gyakorisagat is, vagyis azon sejtek el6fordulasat, amelyeket a gyrus
dentatus molekularis rétegében talalhatdéak (30. I dbra). A bazalis dendritekkel rendelkezd
DCX+ neuronok szama is sokkal magasabb volt a cannabis-szal kezelt allatokban (30. J
abra). A két-utas ANOVA (stress % cannabis kezelés) a cannabis kezelés szignifikans {6
hatasat [F(1,32) = 22,45, P < 0,001], valamint a stressz szignifikans f6 hatasat [F(1,32) =
19,75, P <0,001] mutatja, valamint szignifikans kolcsonhatast a két faktor kozott [F(1,32) =
21,10, P < 0,001]. Ezenkivil Tukey post hoc tesztje tovabbi szignifikans
csoportkiilonbségeket mutatott ki a kontroll és a kontroll + cannabis csoport kozott (q = 8,87,
p <0,001), a stressz és a kontroll + cannabis csoport kdzott (q = 8,47, P <0,001), valamint

a kontroll + cannabis és a stressz + cannabis kezelt csoportok (q = 8,47, P <0,001) kozatt.
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Megbeszélés

1. Akut és kronikus periférias gyulladas hatasa a felnéttkori hippokampalis
neurogenezisre

Az eredményeink alapjan a kronikus CFA altal kivaltott iziileti gyulladds gatolhatja a
feln6ttkori hippokampalis neurogenezist. A kordbbi tanulméanyok ellentmondasosak. Példaul
a colitis allatmodellekben a felndttkori neurogenezis gatlasat irtak le (Zonis et al., 2015;
Nakagawasai et al., 2020), mig méasok nem tapasztaltak sejtszamban bekovetkezett valtozast
(Gampierakis et al., 2021). Ezzel szemben az artritisz &llatmodellekben vagy a
hippokampalis sejtproliferacié és neurogenezis atmeneti ndvekedésérdl szamoltak be (Wolf
et al., 2009), vagy a sejtszamok valtozatlan allapotarol (SuB et al., 2015). A kutatok ugy
gondoljal, hogy a kronikus szisztémas gyulladéas hozzajarulhat a mentalis zavarok, depresszio
¢és a neurodegeneracio kialakuldsahoz vagy sulyosbodéasédhoz (Dantzer et al., 2008; Perry et
al., 2010; Berk et al., 2013). Az egyik hipotézis szerint a periférids gyulladast eldsegitd
citokinek vagy kemokinek atjutnak a vér-agy-gaton ¢s ezek a periférids eredetii faktorok a
kozponti idegrendszerben 1évd citokinekkel/kemokinekkel egyiitt aktivalhatjdk a glia
sejteket, amelyek tovabbi gyulladésos és neurotoxikus molekuldk felszabadulasat valtjak ki.
Mindezek hozzdjarulhatnak a kdzponti idegrendszer gyulladasdhoz és a neurodegeneracio
kialakuldsdhoz (Kempuraj et al., 2017). Ezzel a hipotézissel Osszhangban, egy friss
tanulmény a kronikus vastagbélgyulladdsban  szenvedd  dallatok  vérében és
hippokampuszaban megemelkedett a TNF-alfa, IL-1-béta, IL-6 és IL-10 citokin szinteket irt
le, valamint a vastagbélgyulladés jelentdsen megvaltoztatta az jjonnan keletkezett neuronok

migracids mintazatat is a hippokampuszban. (Gampierakis et al., 2021).

CFA altal kivaltott iziileti gyulladas modelliinkben egyértelmii bizonyitékokat talaltunk akut
¢s kronikus periférias gyulladasra. A lokalis gyulladast in-vivo biolumineszcens
képalkotassal bizonyitottuk, és a viselkedési tesztek sordn az iziileti gyulladéssal 6sszefiiggd
fajdalomra utald tulérzékenységet is dokumentéltunk. A vérsejtek szaméaban bekovetkezett

valtozasok is a periférids gyulladasra utaltak.

A korébbi tanulmanyok alapjan az altalunk vizsgalt citokinek/kemokinek (IL-1a, IL-4, IL-6,
IL10, TNF-a, KC, MIP-2) szinte mind befolyasolhatjdk a neurogenezist a hippokampuszban.
Kiilondsen az IL-1 csalad a gyulladast eldsegitd citokinek egy olyan csoportja, amely

emelkedett szintje igazoltan gatolja a felndttkori neurogenezist (Kaneko et al., 2006; Goshen
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et al., 2008; Koo ¢és Duman, 2008; Garber et al. al., 2018; Pawley et al., 2020). Az IL-4 egy
gyulladasgatlo citokin, amely aktivalja a mikrogliat, és szabalyozza azok miikddését (Pepe
et al., 2014; Rossi et al., 2018), és befolyasolhatja neuronok képtddését is (Butovsky et al.,
2006). IL-6 kulcsszerepet jatszik az akut gyulladas kialakulasaban, valamint a kronikus
gyulladésos betegségek patogenezisében. Az IL-6 egy pro-inflammatorikus citokin, amelyet
szamos kutatas alatamaszt (Dinarello et al., 2011, Smith et al., 2016). Az IL-6 termelodése
gyulladasos folyamatokban alapvetéen megnd ¢és kozponti szerepet jatszik az
immunvalaszban. A gyulladasos folyamatokban a sejtekben termel6dd IL-6 kdzvetleniil és
atmeneti receptorokon keresztiil hat az immunszabalyozasra. A kozponti idegrendszerben
termel6dd IL-6 jelentds szerepet jatszik a neuro-immun rendszer szabdlyozasaban és a
kozponti idegrendszeri gyulladdsos folyamatokban. (Erta et al., 2012, Dinarello et al., 2011,
Smith et al., 2016) valamint kifejezett gatld hatast fejt ki a neurogenezisre (Valliéres et al.,
2002; Monje et al., 2003). Az IL-10 szerepet jatszik az immunvélasz szabalyozéasaban,
gyulladasgatlo citokinként tartjak szdmon és komplex modon szabédlyozza a neurogenezist.
A kutatok ugy gondoljak, hogy gatolja az idegsejtek termelddését tigy, hogy aktiv ciklusban
tartja a progenitor sejteket és ezaltal a neuronok véaltozatlan allapotban maradnak (Perez-
Asensio et al., 2013). A TNF-o egy masik erds gyulladaskeltd citokin, amely megndvekedett
mennyisége a gyulladds akut fazisaban figyelheté meg és kozponti szerepet jatszik mas
citokinek aktivalasban. Szadmos tanulmany bizonyitotta, hogy a TNF-a gatolja a
neurogenezist (Ben-Hur et al., 2003; Cacci et al., 2005; losif et al., 2006). Mindezeken tul
valdsziniileg a TNF-a felelds az idegi Ossejtek atmeneti aktivacidjaért periférids gyulladas
esetén (Belenguer et al., 2021). A MIP-2 és a KC kulcsszerepet jatszanak a helyi gyulladasos
(Wolpe et al., 1989; Frink et al., 2007). Ismereteink szerint a felnéttkori neurogenezisben
betdltott szerepliket még nem vizsgaltdk. Kutatasunkban mindkét citokin mennyisége
megemelkedett a CFA-val kezelt allatoknal a kontroll allatokhoz képest. Mindezek alapjan
lehetséges, hogy ezek a citokinek és az altaluk indukalt molekularis és/vagy sejtes

gyulladasos faktorok gatoljak a felndttkori neurogenezist.

A felndttkori neurogenezis jelensége ¢és funkcidja a kutatok korében maig széles korben
vitatott téma (Spalding et al., 2013; Dennis et al., 2016; Sorrells et al., 2018; Duque ¢és
Spector, 2019; Lucassen et al. al., 2020). Az ujonnan sziiletett idegsejtek termelddésében
bekovetkezett valtozasok szdmos mentéalis és neurologiai rendellenességben jatszik

feltehetden szerepet (Winner et al., 2011; Ruan et al., 2014; Yun et al., 2016). A kutatasok
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szerint a mikroglidk a neurogenezis egyik f0 helyi szabalyzo6i lehetnek, de a pontos
szabalyozasi mechanizmust szamos mas tényezd is befolyasolja (Ekdahl et al., 2009; Gemma
¢s Bachstetter, 2013). Az akut és kronikus fazisban 1évé mikroglia sejtek aktivalt allapota
eltér egymastol ezaltal a neurogenezis kiillonb6zd szakaszaira gyakorolt hatasa is ellentétes
(serkentd vagy gatld) lehet, tehat a hatdsok érinthetik a sejtképzést, az 0jsziilott neuronok
érését vagy akar a funkciondlis integraciodjat is (Ekdahl et al., 2009; Sierra et al., 2014). A
korébban publikalt kutatdsok szerint a DSS-indukalt vastagbélgyulladasban szenved6 egerek
hippokampuszaban megndvekedett az aktivalt mikroglidk szdma, valamint a térfogatuk,
et al., 2020).

A kutatasi eredményeink alapjan, a megndvekedett CD68+ makrofagok/aktivalt mikroglia
denzitést tapasztaltunk a hippokampuszban, de nem talaltunk valtozast az Ibal+ mikroglia
denzitasdban a CFA kezelés utan. A CD68 egy glikoprotein, amely féleg az
endoszomalis/lizoszémalis kompartmentben talalhatd, ¢és erdsen expresszalodik a
makrofagokban ¢és mas mononukledris fagocitdkban. Ezért jellemzdéen citokémiai
markerként hasznaljdk a monocitdk/makrofagok vizualizalasara a gyulladt szdvetek
hisztokémiai elemzésében (Chistiakov et al., 2017). Egyes tanulmanyokban azonban az
aktivalt mikroglia markereként hasznaljak (Korzhevskii et al., 2016). Az 6sszehasonlito
vizsgalatok eredményei azt sugalljdk, hogy a kiillonb6z0 mikroglia markerek eltérd
potenciallal rendelkeznek a neuropatoldgiai elemzések soran, azaz a CD68-pozitivitds az
immunaktivaciot és a szovetkarosodasra adott valaszt tiikkrozi, mig az Ibal olyan marker,
amely alkalmasabb strukturalis vizsgélatok kimutatasara (Hendrickx et al., 2007). Egy masik
tanulmany leirasa szerint, a CD68+ kisméretii, kerek sejtek a sériilt agyszovetben specifikus
sejtmarkereket fejeznek ki, ami azt jelzi, hogy ezek a sejtek valdjadban nem aktivalt
mikroglidk, hanem neutrofilek (Matsumotoet al., 2007). Erdekes médon a post mortem
klinikai vizsgalatok a szeptikus sokkban elhunyt betegek hippokampuszaban és agykéregben
megnovekedett CD68+ sejtek szdmarol is beszamolnak (Lemstra et al., 2007, Westhoff et
al., 2019).

A hipotézislink szerint a periférias iziileti gyulladas ndveli a a citokinek szintjét az
izliletekben ¢s a hippokampuszban is, de az utobbit a kutatasi eredményeink alapjan nem
tudtuk megerdsiteni. A gyulladt iziiletekben megemelkedett az 6sszfehérje koncentracio és
hasonlé tendenciat figyelhettiink meg a CFA-val kezelt allatok hippokampuszéban is,

kiilondsen az akut fazisban. Mindezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a teljes
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fehérjekoncentraci6 ndvekedése a gyulladdsos mediadtorok fokozott termelésének
koszonhetd. Ezenfeliil teljesiilt az a hipotézisiink is miszerint a periférias gyulladas csokkenti
a neurogenezist a gyrus dentatusban, valamint befolyédsolta a CD68+ makrofagok/aktivalt
mikroglia denzitést is, valamint az adataink arra utalnak, hogy az akut periférias gyulladas
molekularis és sejtes valtozasok kaszkadjat inditja el, ami végiil a felndttkori hippokampalis

neurogenezis csokkenéséhez vezet, ami csak a kronikus gyulladasos fazisban kimutathato.

2. A kronikus stressz és marihuanafiist hatasai kisérleti egerek magatartasara
és hippokampuszukban zajlo felnottkori neurogenezisre

A kutatds f0 célja az volt, hogy kisérleti koriilmények kozott egy életszeri helyzetet
modellezziink, tehdt ahogy az emberek marihudnat fogyasztanak a mindennapokban
stresszoldas gyanant. Egy nemrégiben késziilt amerikai tanulmany szerint Washington
allamban az alapellatasban résztvevok 3—4%-a szamol be napi szintli marihudna hasznalatrol,
¢s 10-14%-uk fogyaszt cannabist legalabb hetente vagy havonta. A felmérés szerint a fiatal
felnottek (18-29 évesek) sokkal gyakrabban hasznalnak cannabist, és 6-12%-uk napi
rendszerességgel, 25-30%-uk pedig hetente vagy havonta legalabb egyszer (Lapham et al.,
2017). Tehat a mindennapi életben leginkabb a fiatalabb korosztaly részesiti elényben a
marihudna fogyasztasat a fent emlitett indokkal ezért a kisérletlink soran is fiatal 8-12 hetes
egereket haszndltunk, akiket mindennapi stressznek tettiink ki. Mig a legtobb hasonlo
kutatasban szintetikus kannabinoidokat fecskendeznek be az 4llatokba, addig mi a
mindennapi életben is kaphaté marihuanabol szarmazo fiistot inhalaltattunk veliik mivel a
dohdnyzas a legjellemzébb alkalmazasi moédja a cannabis fogyasztasnak emberben.
Hosszatavu és ismétlddd expoziciot végeztiink 8 hétig, ahol az dllatokat napi 6 6ran keresztiil

stressznek tettiik ki és napi 4x 0,8g-os marihudnafiistot inhalaltak.

A marihuana testre és mentalis, valamint kognitiv képességekre gyakorolt hatdsait leird
klinikai eredmények gyakran ellentmondasosak. Az allatok és az emberek anyagcseréje ¢s
bioldgiaja kiillonbozo, igy nem meglepd, hogy a cannabis hatésa eltérd lehet az allatok és az
emberek szervezetére egyarant. Az emberek kozott is eltérd lehet a hatdsa. A cannabis
enyhitheti a f4jdalmat, csokkentheti a gyulladast, valamint étvagy javitd hatast (Abrams és
Guzman, 2015; Kramer, 2015), és ezaltal segithet a betegeknek visszaszerezni az eredeti
testsulyukat. Bar az étvagyat serkentheti, de a sulygyarapodas klinikailag nem mindig

jelentds. Ami az dltalanos népességen végzett kiterjedt epidemioldgiai vizsgalatokat illeti, az
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eredmények azt mutatjdk, hogy a marihudnat hasznalok testtomeg-indexe altalaban
alacsonyabb volt, mint a nem hasznaléké (Sansone és Sansone, 2014). A marihuana és a
benne 1évd kannabinoidok, valamint a szervezetben termel6dd, a kannabinoid receptorokat
aktivalo anyagok (azaz endokannabinoidok) specifikus hatast gyakorolnak a taplalkozas
szabalyozasara. Az endokannabinoidok fontos biomediatorok és metabolikus szabalyozok az
testtomeg szabalyozasat (Vemuri et al.,, 2008). Az emlds szervezetében az endogén
kannabinoid rendszer két legrelevansabb receptora a CB1 és CB2 receptorok, amelyek
tulnyomorészt az agyban, illetve az immunrendszerben helyezkednek el, valamint CB1
receptorok a test mas teriiletein is talalhatok, példaul a gyomor- és bélszovetben is. A CB
agonizmusardl ismert, hogy serkentik a taplalékfelvételt, tehat a CB receptorok stimulalasa
az emlésokben kifejezetten noveli az étkezés utani vagyat €s eldsegiti az energia zsirként
torténd lerakddasat a zsirszovetekben (Kirkham, 2008). Ennek a paradigmanak megfelelden
az elmult években a kutatok a CB receptorok antagonizaldsdnak hatasait vizsgaltak, hogy
csokkentsék a taplalékfelvételi ingereket. A kutatdsok eredményei alapjan csokkent
kaldriabevitelt és ezt kovetden sulycsokkenést figyeltek meg a CB receptorok antagonizalast
kovetden. Patkanyokon és egereken végzett empirikus vizsgalatok is azt mutatjak, hogy a CB
receptor farmakoldgiai blokadja valoban géatolja a normal sulygyarapodast, csokkenti a
taplalék felvétel utani vagyat, és kevesebb tdpanyagot vittek be az allatok, valamint a
teststlygyarapodasuk is lecsokkent (DiPatrizio et al., 2011, Riedel et al., 2009). Tovabba a
marihudna hatasai a kezdeti testsuly statuszanak fliggvényei is — azaz lehet, hogy a marihuana
egy olyan anyagcsere-szabalyozé anyag, amely noveli a testsulyt alacsony testsulyu
embereknél, de a normal stlyt vagy talsulyos egyéneknél viszont nem. A marihuina
fogyasztas nem mindig vezet testsilycsokkenéshez vagy novekedéshez, mivel szdmos
tényez6 befolyasolja az emberi anyagcserét és az energiahaztartadst. Fontos megjegyezni,
hogy a cannabis hatdsai tobb tényez6tdl is fiiggenek, példaul a marihuana dozisatdl,
hasznalatanak gyakorisagatol vagy Osszetételétdl; valamint az egyén biologiai jellemzdit és
az eldzetes egészségi allapat is, testmozgési szokdasaitol, esetleg a marihuanaval egyidejlileg
felirt gyogyszerektdl (Degenhardt et al., 2001, (Sansone €és Sansone, 2014).

Kisérletiinkben a cannabis fiist és a stressz egyarant csokkentette az allatok testtomeg-
gyarapodasat, és ebben az esetben a két tényezd kozott szignifikans kdlesonhatast talaltunk.
Ez azt jelenti, hogy a cannabis kezelés segithet a stressz ltal okozott testtomeg-csokkenésen

1S.

75



A marihudnafiist sok olyan rakkeltd és méreganyagokat is tartalmazhat, amelyek a
dohényfiistben is megtaldlhatéak, igy a dohdnyzashoz hasonldan irritdlhatja a légutakat
(Csabai et al., 2016). Klinikai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a rendszeres cannabis
fogyasztas Osszefiiggésben all kiilonféle 1éguti gyulladasokkal (Jett et al., 2018). Helyes és
munkatarsai kutatdsi eredményei szerint a marihudna 4 hodnapig tart6 mindennapos
belélegzése gyulladast, szovetpusztuldst és tiidtagulast eredményez egerekben (Helyes et
al.,2017). Egy masik, az Egyesiilt Allamokban végzett nagy egyedszamot vizsgalo kovetéses
klinikai vizsgédlat nem talalt semmilyen karos spirometrikus valtozast a marihuana
fogyasztasa alatt (Kempker et al., 2015). Az utébb emlitett eredményekkel dsszhangban a
kutatasunkban a cannabis fiist nem befolyasolta a tiidéfunkcid egyik tényezdjét sem viszont
az ismételt stresszhatds gatolta szamos tiid6funkcidk normalis fejlédését. Legjobb
tudomasunk szerint a miénk az elsé olyan tanulmany, amely feltarta a kronikus stressz
negativ hatasat a tiidéfunkciokra. A szakirodalomban nem taldltunk Osszehasonlithato
kisérleti adatokat. Human tanulmanyok azonban dokumentaljdk, hogy a pszichés stressz
gyermekeknél Osszefliggésben all az asztmas megbetegedésekkel (Chen et al., 2006).
Preklinikai vizsgélatok arrél szamoltak be, hogy az egerekben a kronikus stressz
tiidégyulladast okozhat (Kiank et al., 2008), és sulyosbithatja az allergids 1éguti gyulladast is
(Okuyama et al., 2007).

Az allatok magatartdsdra a viselkedési tesztekben sem a stressznek, sem a cannabis
kezelésnek nem volt hatdsa a 3-4 hetes expozici6 utan. A nyilt terep tesztben, ahol az allatok
szorongassal Osszefliggd viselkedését vizsgaltuk 8 hetes kezelés utin, a stressz
szorongaskeltd hatést fejtett ki, mig — varakozasainkkal ellentétben — a cannabis csak enyhe
tendenciat mutatott a stressz okozta szorongas enyhitésére. A marihudna inhaldlasa azonban
jelentds hatéassal volt az allatok mosakodasi magatartdsara. A cannabis-szal kezelt egerek
hamarabb kezdték tisztogatni magukat, mint a kontroll egerek, és Iényegesen tobb iddt
toltottek ezzel a tevékenységgel. Az Ondpolas, mosakodas a ragcsalok velesziiletett
viselkedése, amelyet szamos idegi aramkor szabalyoz. Az aberrdns Onapolast szamos
neuropszichiatriai rendellenességet vizsgald allatmodellre jellemzd, beleértve a kéros szerek
haszndlatara iranyuld allatmodelleket is. Az dnapolds vizsgalata is egy fontos szempont a
transzlacids idegtudomany szdmara, mivel minden egyes betegségmodell eltérd apolasi
fenotipust eredményezhet (Kalueff et al., 2016). Jelen tanulmanyunk aldtdmasztja azt az

elképzelést, hogy az 6ndpolas mikrostruktiurajat érdemes részletesebben megvizsgalni, mert
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a rendellenes Ontisztalkodasi viselkedés jelezheti az allatok stressz- vagy szorongdsi szintjét
az adott modellben (Kalueff et al., 2007).

A cannabis hasznélatnak az egyén kognitiv teljesitményére gyakorolt hatdsa valosziniileg a
legvitatottabb kérdés ebben a témakorben. Egyes kutatdsok szerint a cannabis hasznalat
javithat kiilonféle kognitiv funkcidkon (Osborne et al., 2017; Tervo-Clemmens et al., 2018;
Gruber et al., 2018), mig masok azt allitjak, hogy rontja azokat (Volkow et al., 2014, 2016;
Broyd et al., 2016; Curran et al., 2016). A kisérletiinkben nem tudtuk kimutatni a
marihudnafiist expozicionak barmilyen (pozitiv vagy negativ) hatasat az allatok kognitiv
teljesitményére az 0j targyfelismerési és Y labirintus tesztekben. TOobb kutatds szerint a
magas 9-THC- vagy alacsony CBD-tartalmt cannabis nagyobb kognitiv karosodast okozhat
(Colizzi és Bhattacharyya, 2017; Murphy et al., 2017). Esetiinkben a kognitiv teszteket a 3.
¢és a 4. hét végén végeztiik és el6fordulhat, hogy ezekben az iddpontokban nem alltak akutan
az allatok a cannabis hatasa alatt, igy nem tudtunk kimutathat6 kiilonbségeket mérni.
Valoszintlileg eredményesebb lett volna, ha a kognitiv teszteket a kisérlet végén végezziik el,
amely lehetévé tette volna az allatok kognitiv teljesitményének kozvetlen dsszehasonlitasat
a felndttkori neurogenezis eredményeivel. A kutatasi terv alapjdn azért nem végeztiink
kognitiv teszteket a kisérlet végén, mert a tanulas befolyasolhatja a feln6ttkori neurogenezis
folyamatat (Gould et al., 1999), ¢s el akartuk keriilni azokat a teszteket a kisérlet végén,
amely zavarhatja a neuroplaszticitast.

A felnéttkori neurogenezis a neuroplaszticitas egy specidlis formdja mely a felndtt
hippokampusz gyrus dentatusaban jatszodik ¢és szdmos fizioldgiai és patofiziologiai
allapothoz kapcsoldodik (Eisch et al., 2000; Mandyam et al., 2008; Noonan et al., 2010; Bayer
et al., 2015). Kutatasok alapjan mar tudjuk, hogy az endokannabinoid rendszer és a CBI
(Aguado et al., 2005, 2007). Tobb tanulmany is vizsgalta a kannabinoidok hatdsat a
felnéttkori hippokampalis neurogenezisre (Prenderville et al, 2015), de legjobb tudomésunk
szerint egyik tanulmany sem hasznalt cannabis fiistét. A napjainkban fellelhetd kutatasok
szintetikus kannabinoidokat vagy novényi eredetli kivonatokat fecskendeztek be a kisérleti
allatokba ¢és a kannabinoid kezelés pozitiv, serkentd hatadsarol szamolnak be a felndttkori
neurogenezisre vonatkozoan (Jiang et al., 2005; Palazuelos et al., 2006; Marchalant et al.,
2009; Wolf et al., 2010; Rivera et al., 2011; Suliman et al., 2018) valamint arrdl is, hogy a
kannabinoid jelatvitel serkentése a hippokampuszban megakadéalyozhatja a stressz altal
kivaltott viselkedési valtozasokat (Campos et al., 2013; Scarante et al., 2017; Fogaca et al.,
2018).
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Kutatdsunkban vizsgaltuk tehat a felndttkori hippokampélis neurogenezist is, és
megallapitottuk, hogy a kronikus stressz gatolta a progenitor sejtproliferaciot a gyrus
dentatusban, de a vartakkal ellentétben a marihuana dohdnyzas nem befolyasolta ezt. Ezzel
szemben a cannabis fiist expozicioja jelentds hatdssal volt a doublecortin-pozitiv (DCX+)
éretlen neuronokra. A cannabis szignifikansan csokkentette a DCX+ neuronok szamat a
alaposan megvaltoztatta a marihuana kezelés. A fellelhetd irodalomban ellentmondasosak
az eredmények a kannabinoidok DCX+ neuronokra gyakorolt hatdsar6l. Swiss egerekben a
CBD ismételt adagolasa kisebb dozisban (3 mg/kg) novelte a DCX+ sejtek szamat, de
magasabb doézisnal (30 mg/kg) negativ hatast valtott ki a hippokampuszban (Schiavon et al.,
2016). Egy masik tanulmany szerint a CBD-vel valo tdplalas serkentette felndttkori
neurogenezist a ndstény C57B1/6 egerekben, viszont a THC-nek nem volt ilyen hatdsa (Wolf
et al,, 2010). Ezzel szemben egy madsik kutatds eredményei szerint a WIN 55 212-2
kannabinoid receptor agonista napi injekcidja 3 héten at serdiild patkdnyoknak csokkentette
az Ujonnan keletkezd neuronok szamat a hippokampuszban (Abboussi et al., 2014).
Guimaraes ¢és munkatarsai kronikus, kiszdmithatatlan stresszt (CUS) alkalmaztak az
allatokon CBD t0obbszori injektalasaval kombindlva, majd a CBD-kezelés szorongésoldd
hatasarol szamoltak be, valamint normalizalédott a progenitor sejtek proliferacidja és
hippokampalis neurogenezis a stressznek kitett allatokban. Legujabb tanulmanyukban a
CBD-kezelés a CB1/CB2 receptorok aktivalasa révén megakaddlyozhatja a stressz altal
kivaltott negativ hatasokat a felndttkori neurogenezis gatlasat is (Fogaca et al., 2018).
Tovébbi kutatasok eredményei azt mutatjdk, hogy a CBD alkalmazasa kiilonféle kisérleti
koriilmények kozott ndvelheti a DCX+ sejtszamot (Schiavon et al., 2016; Mori et al., 2017).
Egy masik tanulmany, amely a 9-THC és a CBD hatasat hasonlitotta 0ssze, azt talalta, hogy
a 9-THC csokkentheti a DCX+ sejtszamot (Wolf et al., 2010, Suliman et al., 2018). Ezek
alapjan ¢és az eredményeink szerint a vizeletb6l mért magas 9-THC-tartalom
megmagyarazhatja a csokkent DCX+ sejtszamot a hippokampuszban. Egy madsik
kutatocsoport eredményei szerin a CBD-kezelés serkentheti a DCX+ sejtmigraciot a
szubgranularis zondbdl a gyrus dentatus granularis zonédjaba (Fogaca et al., 2018). Ezek az
eredmények 0sszhangban vannak azzal a megallapitassal, hogy az endokannabinoidok fontos
szerepet jatszanak az agy fejlédésében, szabdlyozzak a sejtproliferaciot, migraciot,
differencidlodast és talélést (Harkany et al., 2007). Egy masik, a fejlédést tanulmanyozo
kutatds tovabbi bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a CB1/CB2 receptor agonista WIN
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55,212-2 prenatalis expozicidja megvaltoztathatja az ijonnan sziiletett neuronok vandorlasat
az agykéregben (Saez et al., 2014).

Ismereteink szerint a mi eredményeink az elsék, amelyek a DCX+ sejtek megvaltozott
dendritikus architektirdjarol szamolnak be a cannabis kezelés hatasara. A normal DCX+
sejtek DCX-et expresszald dendritekkel rendelkeznek, amelyek a szemcsesejt rétegen
keresztiil molekularis sejtrétegig dgaznak szét. Ezzel szemben sok DCX+ sejtet figyeltiink
meg, amelyek elvesztették dendritikus DCX-expresszidjukat a marihudna kezelés utan,
valamint a cannabis-szal kezelt allatokban a bipolaris DCX+ sejtek és a bazélis dendritekkel
rendelkezd sejtek szdma is megndvekedett. Az irodalombdl ismert, hogy a szemcsesejteken
1év0 bazalis dendriteket epilepszias rohamok indukélhatjak (Ribak et al., 2012; Hester és
Danzer, 2014), igy az ilyen sejtek jelenléte abnormalis neuralis &ramkdrre utalhat. Kontroll
allatokban a DXC+ sejtek a gyrus dentatus subgranularis zondjaban lokalizalodnak. A
cannabis-szal kezelt allatokban nagyobb gyakorisaggal talaltunk elvandorolt DCX+ sejteket
ebbdl a régiobol, és ezek a sejtek megjelentek a hilusban, a granularis sejtrétegben, valamint
a molekularis sejtrétegben is. Az egyik lehetséges magyarazata annak, hogy a korabbi
tanulmanyok nem szadmoltak be ilyen abnormalis megjelenésii sejtekrél a kannabinoid
kezelés utan, hogy a mi kutatdsunk sokkal koriiltekintébb és alaposabb volt a korabbi
tanulmanyokhoz képest. A legtobb tanulmany csak 5-6 metszetet vizsgal allatonként, mig mi
a hippokampuszbo6l minden harmadik metszetet vizsgaltunk, ami atlagosan 24 (12 par) gyrus

dentatust tartalmazd metszetsorozatot eredményezett allatonként.

Osszefoglalva, az eredményeink alapjan teljes mértékig egyik hipotézisiinket sem tudtuk
bizonyitani. A marihuanafiistnek nincs stresszoldo hatdsa a magatartasi tesztek vizsgélata
alapjan, sdt, abnormalis mosakodasi magatartast figyeltiink meg ennél a csoportnal. Tovabba,
fiistot inhalalt egereknek nem karosodott a 1égzésfunkcidja, viszont a stressznek Kkitett
allatoknak igen, valdsziniileg a csében toltott id6 alatt nem tudott a tiidejiik a megszokott
moédon fejlédni. A varttal ellentétben, a kontroll egerekhez képest mindegyik csoport
sulygyarapodasa elmaradott volt. Mindezeken tul, nem tudtuk bizonyitani azt sem, hogy
kronikus marihudnafiist expozicié serkentené a neurogenezist a hippokampuszban, éppen
ellenkezdleg, a marihudnafiist csokkentette a neurogenezist mint ahogy a stressz is. A
marihudnafiist inhaldldsa megvaltoztatta az idegsejtek dendritjeit és sok sejt elvesztette
dendritfajat, szamos idegsejt vandorolt szokatlan teriiletekre. Mindezek hatassal lehetnek a

normalis ingeriiletvezetési képességre, €s koros neuroldgiai korképeket predesztinalhatnak.
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Kovetkeztetések, kitekintés

A felndttkori hippokampalis neurogenezis a kutatok korében egy intenziven kutatott,
ugyanakkor, a jelentésége szempontjabol egy maig vitatott témakdr. Fontos hangsulyozni,
hogy az irodalmi eredmények leginkabb kisérleti allatokbol (egerek és patkanyok)
szarmaznak ¢és joval kevesebb bizonyiték szarmazik f6emldsokbdl, illetve human mintakbol.
A két legfontosabb kérdés mindmaig tisztdzasra var: Vajon a kisérleti allatokban megfigyelt
biologiai folyamatok, mennyire tiikrozik az emberi agy mitkddését? Vajon a felndtt emberi
hippokampuszban milyen mennyiségli 0j neuron képzddik, és ezek pontosan milyen
fiziologia folyamatokban vesznek részt (Kempermann et al., 2018; Lucassen et al., 2020)?

A legfébb probléma, hogy ezt a sejtszintii folyamatot leginkabb csak post mortem szovettani
modszerekkel lehet vizsgalni. Az irodalmi adatokbol tudjuk, hogy a legtdbb eddig vizsgalt
allatfaj agyaban, koztiik tobb féemlds faj agyaban is lejatszodik ez a folyamat (Augusto-
Oliveira et al., 2019). Szamos vizsgalat alatdmasztja, hogy a felndttkori hippokampalis
neurogenezis féemldsokben és ragesalokban is hasonld modon zajlik, ugyanakkor jelentds
kiilonbségeket is kimutattak (Miller et al., 2013; Fasemore et al., 2018; Augusto-Oliveira et
al., 2019). Az Gjonnan sziiletett sejtek érése lassabb a féemldsdkben, mint a ragcsalokban,
mivel a sejtek legnagyobb ingerlékenységével jellemezheté iddszak jelentdsen
meghosszabbodhat a tobb évig vagy évtizedekig €16 szervezetekben (Kohler et al., 2011;
Yuan et al., 2014). A modszertani nehézségek ellenére bizonyitott az is, hogy a felnéttkori
hippokampalis neurgenezis lejatszodik az emberi agyban is. 1998-ban publikaltdk az elsd
kutatast arrél, hogy el6fordulhat-e emberben a felndttkori neurogenezis. A szerzok
kimutattak, hogy a BrdU beépiilt a feln6tt human gyrus dentatus bizonyos sejtjeibe. Néhany
honappal a timidin analdg beadésa utan a BrdU+ sejtek kimutathatoak voltak tobb neurondlis
marker mellett, igy demonstrdlva a felndttkorban sziiletett szemcsesejtek korlatozott
tanulmany pedig egy masik innovativ megkozelitést alkalmazott az emberi agyban Gjonnan
keletkezett sejtek kimutatdsara és szamuk meghatdrozasara. Ebben a kutatok radioaktiv
szénizotopok vizsgalataval megerdsitették az ijonnan képzddott idegsejtek 1étezését a felnott
emberi agyban (Spalding et al., 2013). Ez a két tanulmany kihasznalta a nukleinsavak
nagyobb posztmortem stabilitdsat a fehérjékhez képest, és megnyitotta az utat a teriilet
jovobeli fejlodése eldtt. A kovetkezé években mas csoportok, elsésorban az
immunhisztokémia felhaszndldsdn alapuld technikakkal hozzédjarultak a felndttkori

hippokampalis neurogenezis emberekben vald eléfordulasat alatdmasztd bizonyitékokhoz
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(Boldrini et al., 2009; Crews et al., 2010; Knoth et al. al., 2010; Ernst et al., 2014, Moreno-
Jiménez et al., 2021). Torténtek probalkozasok arra vonatkozoan is, hogy in vivo magneses
rezonancia képalkotd vizsgalatok segitségével jelenitsék meg ezt a specidlis sejtszintii

folyamatot, de ezek a probalkozasok mindezidaig nem hoztak &tiit6 sikert (Ho et al., 2013).

Osszefoglalasként, az itt bemutatott kutatdsok olyan mindennapi betegségeket és
egészségligyl problémakat érintenek, amelyek gyakoriak. A Fold népességének koriilbeliil
2.5%-a fogyaszt marihuanat (UNODC, 2017), 0,5-1%-a szenved reumatoid artritiszben
(Gibofsky et al., 2012) és a lakossag 40%-a volt stressz forrasnak kitéve és kortilbeliil 30%-
a érzett fizikai fajdalmat vagy szomorusagot a felmérés eldtti napokban (Gallup Global
Emotions Report, 2022). Mindezek a tényezok negativan hatnak a felnéttkori hippokampélis
neurogenezisre, melyek tovabbi egészségiigyi problémak kialakulasat vonhatja maga utan.
A neurogenezis hozzajarulhat a stresszkezeléshez és a stresszhormonok szabalyozdsdhoz
viszont a csokkent neurogenezis a stresszkezelés képességének csokkenéséhez és az érzelmi
reaktivitds novekedéséhez vezethet. A hippokampuszban bekovetkezd 0 idegsejtek
képzddése kapcsolatba hozhatd a hangulati szabalyozassal is tehat a csokkent neurogenezis
novelheti a depresszid, a szorongds és mas hangulat zavarok kockazatat (Santarelli et al.,
2003; Snyder et al., 2011; Surget et al., 2011; Kim et al., 2012; Schoenfeld and Cameron,
2015). A kronikus szisztémds gyulladas hozzdjarulhat a mentélis zavarok, depresszio és a
neurodegeneracid kialakulasdhoz vagy sulyosboddsdhoz, valamint csokkentheti a
neurogenezis mértékét is (Dantzer et al., 2008; Perry et al., 2010; Berk et al., 2013). A
neurogenezis szerepet jatszhat az agy regeneracids képességében, €és hozzajarulhat a
neurodegenerativ betegségek kockazatanak csokkentéséhez. A csokkent neurogenezis
lassithatja az agyi sériilések utdni gyodgyulasi folyamatokat, példaul a stroke vagy a
koponyatrauma utdni rehabilitdciot, valamint neurodegenerativ betegségek, példaul az
Alzheimer-kor és a Parkinson-kor kialakuldsanak kockazatat ndvelheti (Hanspal és Gillotin,
2022, Disouky és Lazarov, 2021, Marchetti et al., 2020, Tang et al., 2022).

Az endokannabinoid rendszer és az endokannabinoidok fontos szerepet jatszanak az agy
fejlodésében, szabalyozzdk a sejtproliferacidt, migraciot, differencidlodast és talélést
(Harkany et al., 2007). A marihuana fogyasztds gatolhatja az 0j idegsejtek termelését €s
integraldsat a hippokampuszban (Rusznak et al., 2018). A hossza tavli marihuana fogyasztas
érzékelhetd tanulasi nehézségeket és a memoriazavarok eléforduldsat okozhatja. Az agy
plaszticitasanak csokkenése és az 1j idegsejtek termelésének gatlasa is negativ hatassal lehet

a tanuldsra, memoriara és kognitiv funkcidkra (Denny et al., 2014; Anacker és Hen, 2017),
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tehat a csokkend neurogenezis kognitiv funkcidk romldsahoz vezethet, mint példaul a
tanuldsi képességek csokkenését okozhatja vagy memoria problémaékat, illetve a
gondolkodasi rugalmassag csokkenése is megfigyelhet6 (Gillotin et al., 2021).

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a felnéttkori hippokampalis neurogenezis feltehetéen
fontos szerepet jatszik az agy egészséges miikodésében és minden olyan hatas, mely

megzavarja ezt a fiziologias folyamatot, kiilonbozd koérképek kialakulasahoz vezethet.
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Roviditések jegyzeke

2-AG: 2-arachidonoil-glicerin

5-HT: 5-hidroxi-triptamin / szerotonin

ABC: avidin-biotin complex / avidin-biotin komplex

ACTH: adrenocorticotropic hormone / adrenokortikotrop hormon

AEA: anandamid / N-arachidonoil-etanolamin

AIDS: acquired immunodeficiency syndrome / szerzett immunhianyos szindréma
ANOVA: analysis of variance / varianciaanalizis

BrdU: 5-brom-2'-dezoxiuridin

CaCl,: calcium chloride / kalcium-klorid

CA1: cornu ammonis 1 region of the hippocampal formation / cornu ammonis 1. szdmu régidja
CA3: cornu ammonis 3 region of the hippocampal formation / cornu ammonis 1. szdmu régidja
CBC: cannabichromene / kannabikromén

CBD: cannabidiol / kannabidiol

CBDV: cannabidivarin

CBG: cannabigerol

CBN: cannabinol / kannabinol

CD68: cluster of differentiation 68 / differencialasi klaszter 68

CFA: complete Freund's adjuvant / komplett Freund-adjuvans

DA: dopamin

DAB: 3,3'-diaminobenzidin

DCX: doublecortin

DG: dentate gyrus / gyrus dentatus

DNS: deoxyribonucleic acid / dezoxiribonukleinsav

DPA: dynamic plantar aesthesiometer / dinamikus plantaris eszteziométer
DSS: dextran sulfate sodium / dextran-szulfat-natriumot

EDTA: ethylene-diamine tetra-acetic acid / etilén-diamin-tetraecetsav
FAAH: fatty acid amide hydrolase / zsirsavamid-hidrolaz

GABA: gamma-aminobutyric acid = gamma-amino-vajsav

GCL: granular cell layer / granularis sejtréteg / szemcsesejt réteg

GPR6: G protein-coupled receptor 6 / G-fehérjéhez kapcsolt 6-os receptor
HIV: human immunodeficiency virus / huméan immunhianyos virus

HLA: human leukocyte antigen / Human leukocita antigén

HPLC: high performance liquid chromatography / nagy teljesitményii folyadékkromatografia
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Ibal: ionized calcium-binding adapter molecule 1/ ionizalt kalciumkotd adaptermolekula 1
IgG: immunglobulin G

IL: interleukin

1.p.: intraperitonealis

1.pl.: intraplantaris

1.v.: intravénas

K>EDTA: dikdlium-etilén-diamin-tetraecetsav

KC: keratinocita kemoattraktans

LPS: lipopoliszacharid

LV: lateral ventricles / lateralis agykamra

MDMA: 3,4-metilén-dioxi-metamfetamin (vagy ecstasy)

MIP-2: macrophage inflammatory protein-2/makrofag gyulladasos protein-2
MPO: mieloperoxidaz

MS: mass spectrometry / tomegspektrometria

NADPH: kikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NaOH: natrium-hidroxid

NGS: normal goat serum / normal kecske szérum

NSCs: neural stem cells / neuronalis dssejtek

OB: olfactory bulb / bulbus olfactorius

OF: open field test / nyilt terep teszt

PBS: phosphate buffered salin / foszfat puffer

PFA: paraformaldehid

PCNA: proliferating cell nuclear antigen / proliferal sejtmag-antigén
s.c.: szubkutan/subcutan

S.E.M.: standard error of mean/atlag standard hibaja

SVZ: subventrikularis zéna

THC: A9-tetrahidrokannabinol

THCV: tetrahidrocannabivarin

TNF-a: tumor nekrozis faktor alfa

TRIS: trisz-(hidroximetil)-amino-metan

TRP: tranziens receptorpotencial
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Abstract: Background: Adult-born neurons of the hippocampal dentate gyrus play a role in specific
forms of learning, and disturbed neurogenesis seems to contribute to the development of neuropsy-
chiatric disorders, such as major depression. Neuroinflammation inhibits adult neurogenesis, but the
effect of peripheral inflammation on this form of neuroplasticity is ambiguous. Objective: Our aim
was to investigate the influence of acute and chronic experimental arthritis on adult hippocampal
neurogenesis and to elucidate putative regulatory mechanisms. Methods: Arthritis was triggered by
subcutaneous injection of complete Freund’s adjuvant (CFA) into the hind paws of adult male mice.
The animals were killed either seven days (acute inflammation) or 21 days (chronic inflammation)
after the CFA injection. Behavioral tests were used to demonstrate arthritis-related hypersensitivity
to painful stimuli. We used in vivo bioluminescence imaging to verify local inflammation. The
systemic inflammatory response was assessed by complete blood cell counts and by measurement
of the cytokine/chemokine concentrations of TNF-«, IL-1«, IL-4, IL-6, IL-10, KC and MIP-2 in
the inflamed hind limbs, peripheral blood and hippocampus to characterize the inflammatory re-
sponses in the periphery and in the brain. In the hippocampal dentate gyrus, the total number of
newborn neurons was determined with quantitative immunohistochemistry visualizing BrdU- and
doublecortin-positive cells. Microglial activation in the dentate gyrus was determined by quantifying
the density of Ibal- and CD68-positive cells. Results: Both acute and chronic arthritis resulted in
paw edema, mechanical and thermal hyperalgesia. We found phagocytic infiltration and increased
levels of TNF-«, IL-4, IL-6, KC and MIP-2 in the inflamed hind paws. Circulating neutrophil granu-
locytes and IL-6 levels increased in the blood solely during the acute phase. In the dentate gyrus,
chronic arthritis reduced the number of doublecortin-positive cells, and we found increased density
of CD68-positive macrophages/microglia in both the acute and chronic phases. Cytokine levels,
however, were not altered in the hippocampus. Conclusions: Our data suggest that acute peripheral
inflammation initiates a cascade of molecular and cellular changes that eventually leads to reduced
adult hippocampal neurogenesis, which was detectable only in the chronic inflammatory phase.

Keywords: animal model; cell proliferation; chronic inflammation; cytokine; chemokine; chronic
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1. Introduction

Neurogenesis in the adult brain is a unique form of neuroplasticity. Generation of
newborn neurons has been reported in the adult hippocampus of humans [1,2], non-
human primates [3,4] and rodents [5,6]. Newly generated neurons of the hippocampal
dentate gyrus seem to play a significant role in specific forms of learning and memory
processes [7-11]. Furthermore, disruption of adult neurogenesis may contribute to the
development of various neuropsychiatric disorders, including depressive disorders [12,13].

Numerous external and internal factors influence the production of newborn neurons.
An inflammatory niche and circulating pro-inflammatory cytokines are well-known in-
hibitors of adult neurogenesis [14-20]. Neuroinflammation is a potent inhibitor of adult hip-
pocampal neurogenesis [21-24], but the available data regarding the influence of peripheral
or systemic inflammation on this process are controversial [25]. The first studies investigat-
ing the effects of peripheral inflammation injected a bacterial endotoxin (lipopolysaccharide:
LPS) to induce systemic inflammation in mice and investigated its long-term consequences
on neurodegeneration, hippocampal neurogenesis and cognitive functions [26-29]. How-
ever, relatively few studies, thus far, have applied a model with inflammation of a specific
organ. Some of these studies administered dextran sulfate sodium (DSS) to elicit experi-
mental colitis and investigated its influence on adult neurogenesis [30-32]. The first study
reported that both acute and chronic colitis can inhibit the production of adult-born neurons
in the dentate gyrus and increase the expression of the activated microglia marker Ibal-
protein in the hippocampus [30]. This was confirmed later by a demonstration in which
DSS-treated mice had reduced adult hippocampal neurogenesis and increased activation of
microglia and astrocytes [31]. More recently, a comprehensive study reported that acute
colitis can in fact increase neurogenesis; though animals with chronic colitis had normal
neurogenesis, the newborn neurons displayed deficits during their integration into the
functional circuitry [32].

Another research line applied complete Freund’s adjuvant (CFA) injections to trigger
rheumatoid arthritis, which resulted in a transient increase in hippocampal precursor cell
proliferation and neurogenesis in female mice [33]. More recently, the effect of chronic
peripheral inflammation on neuroplastic changes in different regions of the central ner-
vous system (CNS) has been studied thoroughly in a TNF-« transgenic mouse model of
rheumatoid arthritis [34,35]. These transgenic mice manifest severe erosive arthritis with
increased IL-1f3 and IL-6 expression in their joints together with highly elevated TNF-«
levels in the serum, but none of these alterations could influence adult hippocampal neu-
rogenesis, anxiety levels, or depressive-like behavior of the animals [34]. Other studies,
using unilateral CFA-treatment to create chronic pain models, also reported a reduced
rate of adult neurogenesis [36,37]. Notably, depression is highly prevalent among patients
with rheumatoid arthritis (or chronic pain), and it is also associated with poorer clinical
outcomes [38,39]. Finally, a very recent publication demonstrated that adult hippocampal
neurogenesis is involved in the maintenance of pathological pain induced by peripheral
neuropathy [40].

Due to these contradictory findings in the literature, our aim was to further character-
ize the influence of peripheral inflammation on adult hippocampal neurogenesis using the
CFA-induced arthritis model. We injected CFA to the hind limbs of male mice to trigger
acute and chronic arthritis, and then we characterized the animals behaviorally. Next,
inflammatory responses were studied with cellular and molecular methods, and, finally,
we quantified adult-born neurons in the hippocampus. One subset of animals was killed
seven days (acute inflammation) after the CFA injection, while another set was killed after
21 days (chronic inflammation). We used behavioral tests to assess the arthritis-related
hypersensitivity to painful stimuli. Bioluminescence imaging was applied to verify local
inflammation, and blood cell counts were performed to examine the systemic inflammatory
response. We measured cytokine/chemokine levels of TNF-«, IL-1¢x, IL-4, IL-6, IL-10,
KC and MIP-2 in the hind paws, peripheral blood and hippocampus. Cytogenesis and
newborn neurons of the dentate gyrus were visualized and quantified using BrdU- and
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doublecortin-immunohistochemistry. Activated microglia and macrophages were labelled
with Ibal- and CDé68-antibodies, and cell densities were determined in the dentate gyrus.
Our hypothesis was that chronic peripheral inflammation should elicit a parallel neuroin-
flammatory response in the hippocampus, and thereby inhibit adult neurogenesis in the
dentate gyrus.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

Experiments were performed on adult (9-12 week-old) male C57BL/6] mice weighing
20-30 g. In total, 80 mice were used in this experiment. They were bred in the Laboratory
Animal House of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy at the University
of Pécs and kept (group-housed) in the Laboratory Animal House of the Szentagothai
Research Centre under a standard 12-h light/dark cycle at 24 + 2 °C with a relative
humidity of 50-60%. Food and water were available ad [ibitum in the home cages.

This study was carried out according to European legislation (Directive 2010/63/EU)
and Hungarian Government regulation (40/2013., II. 14.) regarding the protection of
animals used for scientific purposes. The experiments were approved by the Animal
Welfare Committee of the University of Pécs and the National Scientific Ethical Committee
on Animal Experimentation of Hungary and licensed by the Government Office of Baranya
County (license number: BA02/2000-28/2020).

2.2. Experimental Design

The experimental design, including the animal groups, behavioral tests and physio-
logical assessments, as well as the timeline of the procedures, is depicted in Figure 1. First,
the animals were allowed to habituate to the new housing conditions for 14 days. Behav-
ioral baseline values were determined during the second week of this habituation period.
Afterwards, the animals were randomly divided into four experimental groups according
to the treatment protocols and survival time: (1) Acute Control; (2) Acute CFA; (3) Chronic
Control; (4) Chronic CFA (n = 20/group). Mice were killed either 7 days (acute phase)
or 21 days (chronic phase) after the CFA injections. All behavioral tests were performed
during the light phase of the animals. We tested mice in an alternating order from the
different experimental groups using a predefined sequence to minimize the potential effect
of the circadian rhythm on the behavioral performance. One set of mice was perfused with
a fixative and processed for histopathology, while the other set was killed for collection of
blood and tissue samples of the hind paws and hippocampi to determine cytokine levels.

2.3. Induction of Joint Inflammation

CFA-induced arthritis is a well-established rodent model of chronic arthritis [41-44],
and it was elicited according to our standard protocol [45,46]. Inflammation of the right
tibiotarsal joint was induced by subcutaneous injection of 20 uL of complete Freund’s
adjuvant (CFA; consisting of heat-killed Mycobacterium tuberculosis suspended in paraffin
oil, 1 mg/mL; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) into the plantar surface of the right hind
paw and to the tail root under i.p. ketamine (100 mg/kg Calypsol, Gedeon Richter Plc.,
Budapest, Hungary) and xylazine (5 mg/kg Sedaxylan, Eurovet Animal Health B.V., Bladel,
The Netherlands) anesthesia (on Day 0). An additional tail root injection was administered
in the same volume on Day 1 to boost the systemic inflammatory effect.

2.4. Mechanonociception

Mechanical hypersensitivity was examined by measuring the mechanical paw with-
drawal threshold of the hind paws using a dynamic plantar aesthesiometer (DPA, Ugo
Basile, Gemonio, Italy). Mechanical hyperalgesia was calculated as the percentage decrease
in the mechanonociceptive thresholds compared to the pre-treatment values [45,46]. Mice
were placed in plexiglas boxes with a steel mesh floor, and a force of 2.5 g/s was applied
via a 0.5 mm diameter straight metal filament to the plantar surface of the hind paw until



Cells 2022, 11,791 4 of 26

the animal lifted its foot. The mechanical withdrawal nociceptive threshold, inducing paw
withdrawal, was the pressure expressed in grams (g). Animal numbers in this test: Acute
Control (n = 11); Acute CFA (n = 11); Chronic Control (1 = 15); Chronic CFA (n = 15).

A Experimental design

Experimental groups Experiments

Control In vivo
|: acute (7d) ™ Thermal hypersensivity
chronic (21d) Hot plate
— Mechanical hypersensivity
CFA Dynamic plantar aesthesiometry (DPA)
—» Paw volume
I:: acute (7d) Plethysmometry
chronic (21d) —* Neutrophil myeloperoxidase activity

IVIS - Luminol

—» Macrophage NADPH oxidase activity
VIS - Lucigenin

— Dynamic weight bearing

Advanced Dynamic Weight Bearing test (ADWB)
—+ Blood cell count

Post mortem

Inflammatory cytokine concentrations
IL-1a, IL-4, IL-6, IL-10, KC, MIP-2, TNF-a
Adult hippocampal neurogenesis
Immunohistochemistry: BrdU, Doublecortin
Microglia activation
Immunochistochemisrty: Iba1, CD68

B Experimental Timeline
Acute CFA

Tests and ACUTE 1. week

treatments BL 2131415156 |7
CFA
Hot plate

IVIS-Luminol
IVIS-Lucigenin
BrdU
Chronic CFA
Tests and CHRONIC 1. week 2. week W . ]
treatments 12113

CFA
Hot plate

IVIS-Luminol
IVIS-Lucigenin
BrdU

Figure 1. Experimental design and experimental timeline. (A) Mice were randomly divided into
four groups: Acute Control; Chronic Control; Acute CFA and Chronic CFA (n = 20/group). Various
behavioral, physiological and histopathological studies were carried out to characterize the conse-
quences of acute and chronic CFA-induced arthritis. (B) The experimental schedules for the Acute
CFA- and Chronic CFA-treated animals, as well as their corresponding controls. Behavioral tests,
in vivo imaging and treatments were performed on those days which have gray background. Ab-
breviations: advanced dynamic weight bearing (ADWB); baseline (BL); complete Freund’s adjuvant
(CFA); dynamic plantar aesthesiometry (DPA).
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2.5. Thermonociception

Thermal hypersensitivity was documented by the decreased latency in nocifensive
behavior in response to noxious heat stimuli. The latency of nocifensive behavior (lifting,
shaking or licking either hind paw) was measured using the Hot/Cold Plate analgesia
meter (Ugo Basile, Gemonio, Italy). Latency time was expressed in seconds. The surface of
the plate was maintained at 50 °C, and the cut-off time was 20 s. Animal numbers in this
test: Acute Control (n = 11); Acute CFA (n = 11); Chronic Control (n = 15); Chronic CFA
(n =15).

2.6. Bodyweight Imbalance

Dynamic bodyweight imbalance (incapacitance) was determined with an advanced
dynamic weight bearing apparatus (Bioseb, Vitrolles, France) and expressed as the ratio
of the weight distributed on one hind limb divided by the total weight borne on both
hind limbs [(weight borne on the left or right hind limb)/(weight borne on both hind
limbs)] x 100 [47]. Animal numbers: Acute CFA (n = 19); Chronic CFA (n = 15).

2.7. Hind Paw Volume

Hind paw volumes were measured with a Plethysmometer (Ugo Basile, Gemonio,
Italy) and expressed in cm3. Animal numbers: Acute Control (1 = 11); Acute CFA (n = 11);
Chronic Control (n = 15); Chronic CFA (n = 15).

2.8. In Vivo Bioluminescence Imaging

Inflammatory reaction of the joints was examined by in vivo bioluminescence imag-
ing. We measured neutrophil myeloperoxidase (MPO) activity with luminol (5-amino-2,3-
dihydro-1,4-phthalazine-dione) and macrophage NADPH oxidase (Phox) activity with
lucigenin (bis-N-methylacridinium nitrate) in order to detect reactive oxygen species [48].
Imaging of the animals was performed 10 min after the i.p. injection of luminol sodium
salt (150 mg/kg; Gold Biotechnology, Olivette, MO, USA) dissolved in phosphate buffered
saline (PBS; 30 mg/mL) and lucigenin (25 mg/kg; Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) dissolved in saline (2.5 mg/mL) using the IVIS Lumina IIIl imaging system
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Acquisition times were 120 s for luminol-derived bio-
luminescence and 180 s for lucigenin-derived bioluminescence (Binning = 8, F/Stop = 1).
Identical regions of interest (ROIs) were applied on the hind paws and ankle joints, and
luminescence was expressed as the total radiance (total photon flux/s) within the ROIs [49].
Animal numbers: Acute Control (n = 24); Acute CFA (n = 21); Chronic Control (n = 9-10);
Chronic CFA (n = 10).

2.9. Complete Blood Cell Count

Shortly before killing the mice, blood samples were collected in 500 uL Microtainer
blood sampling tubes containing K;EDTA (Becton Dickinson, Hungary). Complete blood
cell count was determined by a Sysmex XN-V automated hematology analyzer for vet-
erinary use in a pre-defined mouse species whole blood mode. Animal numbers: Acute
Control (n = 5); Acute CFA (n = 5); Chronic Control (n = 8); Chronic CFA (n = 8).

2.10. Cytokine Concentrations

Cytokine levels were determined postmortem from tissue samples of the ankles,
peripheral blood and hippocampi. Blood samples were collected after decapitation. Ex-
cised and snap-frozen tissues were homogenized in cold PBS containing 10 mg/mL of
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSEF, Sigma Aldrich, P7626) on ice with IKA’s ultra-
turrax device. Afterwards, samples were centrifuged for 20 min (4 °C, 4000 rpm), and
supernatants were pooled from animals of the same treatment groups and stored at —80 °C.

A Milliplex assay based on the Luminex xXMAP technology was performed to de-
termine the protein concentrations of seven distinct cytokines/chemokines using cus-
tomized Milliplex Mouse Cytokin/Chemokine Magnetic Bead Panel (Merck Millipore
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MCYTOMAG-70K, Merck Life Science Ltd., Budapest, Hungary). We measured concen-
trations of the following cytokines/chemokines: interleukin-1-alpha (IL-1«x); interleukin-4
(IL-4); interleukin-6 (IL-6); interleukin-10 (IL-10); tumor necrosis factor alpha (TNF-«x);
keratinocyte-derived chemokine (KC) and macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2).
Following previous optimizations, all samples were tested undiluted in a blind-fashion and
in duplicate. The experiment was performed according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, a 25 pL volume of each sample, control, and standard was added to a 96-well plate
(provided with the kit) containing 25 pL of capture antibody coated, fluorescent color-coded
bead mixture. Biotinylated detection antibodies and streptavidin-PE were added to the
plate after the appropriate washing and incubation periods. After the last washing step,
beads were resuspended in a 150 uL volume of drive fluid, and the plate was read on the
Luminex MagPix instrument. The Five-PL regression curve was used to plot the standard
curves for all analytes via analyst software that analyzed the bead classificator and reporter
median fluorescence intensities. Cytokine concentrations were normalized to the protein
concentrations of the tissue homogenates, and the results are reported as pg/mL wet tissue.
Cytokine concentrations in blood samples are reported as pg/mg of wet tissue. Animal
numbers: Acute Control (1 = 6); Acute CFA (n = 6); Chronic Control (n = 6); Chronic CFA
(n=6).

2.11. BrdU Injection, Tissue Fixation and BrdU-Immunocytochemistry

The thymidine analog 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was used to label newly synthetized DNA in proliferating cells. BrdU was dissolved
in sterile 0.9% saline (containing 0.007 N NaOH) at a concentration of 15 mg/mL. We
injected BrdU (200 mg/kg, i.p.) into the animals on two consecutive days, 3—4 days before
the perfusion (Figure 1B).

Mice were anesthetized deeply with a mixture of ketamine (Calypsol inj. 50 mg/mL,
Richter Gedeon) and xylazine (Sedaxylan® inj. 20 mg/mL, Eurovet Animal Health BV)
100/10 mg/kg and perfused transcardially with ice cold physiological saline and ice cold
4% paraformaldehyde in 0.1 M of phosphate buffer.

Brains were sectioned with a Leica VT1200 vibrating blade microtome (Leica Biosystems,
BioMarker Ltd., Budapest, Hungary) to collect serial 50-um coronal sections throughout the
entire hippocampal formation along the septo-temporal axis. Every fourth section was slide-
mounted on Superfrost slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany) and coded to ensure
objectivity before processing for immunocytochemistry. BrdU-immunohistochemistry protocol
was carried out according to our standard protocol [50]. Briefly, the key steps include:
cellular DNA was denaturized in 0.1 M of citric acid at pH 6.0 and 95 °C for 20 min, and
then sections were treated with 1% H,O, in Tris for 20 min. Cellular membranes were
permeabilized with 0.1% trypsin in 0.1 M of Tris for 10 min. Next, sections underwent
acidification in 2N HCl in Tris for 30 min. Thorough rinsing in buffers was applied between
each step. Nonspecific antibody binding was prevented by incubating sections for 1 h in
5% normal goat serum (NGS; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Subsequently,
sections were incubated for one night at 4 °C with mouse anti-BrdU (1:5000, DAKO, Clone
Bu20a, Catalog # M074401). After incubation with biotinylated goat anti-mouse IgG (1:200,
Vector Laboratories) for 1 h at 4 °C, sections were incubated in avidin-biotin-horseradish
peroxidase (1:500; Vectastaine Elite ABC Kit, Vector Laboratories) for 2 h at 4 °C. BrdU-
labeled cells were visualized in 0.025% 3,3’-diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich) and
0.01% HyO, in PBS for 10 min. After overnight drying at room temperature, sections were
dehydrated in graded alcohol, cleared in xylene and coverslipped with Eukitt. Animal
numbers used for all immunohistochemistry were: Acute Control (n = 8); Acute CFA (n = 8);
Chronic Control (n = 9); Chronic CFA (n =9).
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2.12. Doublecortin (DCX), Ionized Calcium Binding Adaptor Molecule 1 (Ibal) and
CD68 Immunocytochemistry

DCX-labeling was used to visualize immature neurons [51,52], Ibal-labeleing was
applied to visualize activated microglia [53] and CD68- labeling was used to visual-
ize activated microglia and macrophages [54]. Immunolabeling of DCX-positive cells
was done as previously described in detail [50], and the protocols for Ibal- and CD68-
immunohistochemistry were essentially the same. Briefly, free-floating serial sections
were washed in 0.1 M of PBS, and then treated with 3% H,O, for 30 min. After thor-
ough rinsing, nonspecific binding was prevented by incubating the sections for 1 h in
3% normal goat serum (NGS; Vector Laboratories) in PBS containing 0.5% Triton X-100.
Subsequently, sections were rinsed in PBS and incubated for one night at 4 °C with a rabbit
anti-DCX antibody (1:3000, Cell Signaling Technology, Wien, Austria, Catalog # 4604), a
polyclonal rabbit anti-Ibal antibody (1:2000, FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH,
Neuss, Germany, Catalog # 019-19741) or with rabbit monoclonal anti-CD68 antibody
(1:1000, AbCam, Cambridge, UK, Catalog # 283654). After repeated rinsing, sections were
incubated with anti-rabbit biotinylated secondary antibody (1:200; Vector Laboratories) for
2 h, washed and incubated in avidin-biotin-horseradish peroxidase (1:200; Vectastaine Elite
ABC Kit, Vector) for 2 h. Labelled cells were visualized with a DAB reaction (as above).
Sections were mounted, dried and dehydrated in graded alcohol, and then cleared and
coverslipped with Eukitt. All slides were coded before quantification to ensure objectivity.
Images were acquired on a Nikon Eclipse Ti-U workstation (Auro-Science Consulting Ltd.,
Budapest, Hungary).

2.13. Cell Quantification in the Hippocampus

A single experimenter (KR), who was blind to the group identification of each animal,
performed the data collection. The code was not broken until the cell counting analyses
were completed. Cell counting was done using the Neurolucida (Version 7) reconstruction
system (Microbrightfield, Colchester, VT, USA) attached to a Nikon Eclipse bright field
microscope.

Cell quantification was carried out using a modified unbiased stereology proto-
col [55-57]. BrdU+, DCX+, Ibal+ and CD68+ cells were counted in a systematic manner
in a complete series of 50-um thick sections starting at a random position along the entire
septo-temporal axis of the hippocampal formation (between -0.94 and -3.88 relative to
Bregma [58]. Every fourth section was examined for each label, yielding 13-15 sections
per animal. All BrdU+ and DCX-labeled cells in the granule cell layer, together with the
subgranular zone, which is defined as a zone two cell bodies wide along the inner border
of the granule cell layer, were counted regardless of size or shape. The Ibal-positive cells of
the dentate gyrus were counted in an area that included the upper- and lower-blades of
the granule cell layer and the hilus. The cells were examined under x200 magnification,
and cells in the outermost focal plane were omitted. The total number of BrdU+ and DCX+
cells was estimated by multiplying the number of cells counted in every fourth section
by four. Both hemispheres were counted, and cell numbers are reported here as the total
neuron numbers of both hemispheres. The Ibal- and CD68-positive cells were quantified
in 7 sections/animal, and the results are expressed as densities (cell number/ mm?3 )-

2.14. Statistical Analysis

Results are expressed as mean 4+ SEM. Data analyses were performed using GraphPad
Prism, Version 7. Behavioral data were analyzed with two-way repeated measures ANOVA
or with two-way ANOVA (time x CFA treatment) followed by Sidak’s multiple compar-
isons post hoc test. The in vivo imaging data, blood cell counts, cytokine concentrations
and cell numbers in the hippocampal dentate gyrus were analyzed with two-way ANOVA
(time x CFA treatment) followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. The level
of significance was set at p < 0.05.
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3. Results
3.1. CFA Treatment Induced Paw Edema, Thermal and Mechanical Hyperalgesia, as Well as
Impaired Weight Distribution

The CFA-injected animals developed behavioral symptoms indicating chronic pain in
their inflamed hind limbs (Figure 2). They had hypersensitivity to mechanical stimuli from
Day 3 onwards (Figure 2A,B). For a detailed statistical analysis of these data, see Supple-
mentary Table S1. Similarly, the CFA-treated animals displayed thermal hypersensitivity to
noxious heat stimuli (Figure 2C,D, statistics in Supplementary Table S2). The CFA-injected
mice had persisting edema of the inflamed hind paws (Figure 2E,F, statistics in Supple-
mentary Table S3). Furthermore, animals with arthritis displayed significant bodyweight
imbalance during the acute inflammatory phase (Figure 2G, statistics in Supplementary
Table S4), which was reversed in the chronic inflammatory phase (Figure 2H, statistics
in Supplementary Table S5). Overall, these data clearly document that the CFA-treated
animals were suffering from chronic pain.
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Figure 2. Behavioral testing revealed CFA-induced increase in pain sensitivity and edema of the
inflamed hind limb. CFA-injected mice had reduced mechanonociceptive withdrawal threshold
in acute (A) and chronic (B) inflammatory conditions, as revealed by the dynamic plantar aesthe-
siometry test. Mice with arthritis had increased thermal hypersensitivity in acute (C) and chronic
(D) inflammatory conditions to noxious heat stimuli when tested with the hot plate test. CFA-treated
animals developed sustained inflammatory edema both in acute (E) and chronic (F) conditions.
Dynamic body weight distribution was also altered. Animals displayed bodyweight imbalance
and reduced their bodyweight on the inflamed hind limbs during the acute phase (G), but this
bodyweight imbalance was reversed on Day 21 in the Chronic CFA-treated animals (H). Y-axis of
(A,B): mechanonociceptive withdrawal threshold. Y-axis of (C,D): latency of nocifensive reaction.
Statistical analysis for A-F: two-way repeated measures ANOVA (time x CFA treatment) followed
by Sidak’s multiple comparisons post hoc test. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001 versus control
values at the same time point. Statistical analysis for G-H: two-way ANOVA (time x CFA treatment)
followed by Tukey’s post hoc test. Abbreviations: baseline (BL); complete Freund’s adjuvant (CFA);
day(s) (d and D). Red colored lines in B, D and F indicate the CFA-treated animals similarly to A, C,
and E.

3.2. CFA-Treatment Induced Local Inflammation in the Hind Limbs

An inflammation-related increase in the production of reactive oxygen species was
detected by bioluminescence imaging (Figure 3A,C). In the acute phase, we found a pro-
nounced increase in the bioluminescent signal, which was substantially attenuated in
the chronic phase. Nevertheless, the signal was still significantly elevated in the chronic
phase (Figure 3B,D). Statistical analysis of the imaging data is described in Supplemen-
tary Tables S6-59. These findings corroborate that the CFA-injected mice had sustained
inflammatory arthritis.

3.3. Complete Blood Cell Counts Revealed Specific Cellular Changes of White Blood Cells

Erythrocyte and leukocyte cell counts were not altered (Figure 4A,B), but platelet num-
bers decreased in the Chronic CFA-treated animals compared to the acute phase (¢ = 4.66,
p < 0.05, Figure 4C). In the case of lymphocytes, a two-way ANOVA analysis revealed sig-
nificant interaction between CFA-treatment and time (absolute numbers: F (1,22) =5.917,
p < 0.05; percentage: F (1, 22) = 4.744, p < 0.05). Similarly, we detected a significant interac-
tion between CFA-treatment and time for the neutrophil granulocyte ratios (percentage:
F(1,22) =9.147, p < 0.01). We also found an increased neutrophil granulocyte ratio in the
Acute CFA-treated animals (compared to the Acute Controls, t = 3.93, p < 0.05, Figure 4E).

In the case of monocytes, a two-way ANOVA revealed a significant time effect for
monocyte percentage (F (1, 22) = 4.471, p < 0.05) as well as significant interaction be-
tween CFA-treatment and time (absolute numbers: F (1, 22) = 7.933, p < 0.01; percentage:
F(1,22)=7.752, p = 0.01). CFA treatment increased monocyte cell numbers as well as
monocyte percentage of the Chronic CFA-treated animals compared to the Acute CFA
group (absolute numbers: t = 4.385, p < 0.05; percentage: t = 4.89, p = 0.01, Figure 4F).
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Figure 3. In vivo bioluminescence imaging demonstrating local inflammation, i.e., the presence of
reactive oxygen species generated by the inflammatory phagocytes. (A) Images of CFA-injected
and control mice. This method detects the macrophage NADPH oxidase activity after injection of
lucigenin into the animals. Lucigenin reacts with the macrophage NADPH oxidases and gives a bio-
luminescence signal. Note the bioluminescence signals of the right hind limbs. (B) Quantitative data
of the bioluminescent signals. (C) Bioluminescence signals were evoked by the injection of luminol,
which reacts with the myeloperoxidase enzymes of the neutrophil granulocytes. (D) Quantitative
data of the bioluminescence signals. The bioluminescence signal was significantly increased both
in the acute and chronic phases of the inflammation. Statistical analysis: two-way ANOVA (time
x CFA treatment) followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. **** p < 0.0001 versus
the ipsilateral hind limbs of the control mice at the same time points. #### p < 0.0001 versus the
contralateral hind limbs of the CFA-injected animals at the same time points. Abbreviations: complete
Freund’s adjuvant (CFA); day (D).
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Figure 4. Inflammatory arthritis altered specific parameters of the complete blood cell count. Ery-
throcyte (A) and leukocyte cell numbers (B) were not influenced by the CFA treatment, but platelet
numbers decreased in the Chronic CFA-treated animals compared to the acute phase (C). Lymphocyte

cell numbers and percentage were not altered (D), but we found a significant increase in the neu-

trophil granulocyte ratio of the Acute CFA-treated animals (E). We also found a significant difference

in monocyte cell numbers and the percentage between the Acute and Chronic CFA-treated animals

(F). The total number of eosinophil granulocytes was reduced in the acute CFA-treated animals (G).

Two-way ANOVA revealed a significant main effect of CFA-treatment on eosinophil and basophil

granulocyte numbers

and ratios (G,H). Statistical analysis: two-way ANOVA (time x CFA treatment)

followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. * p < 0.05. Abbreviations: complete Freund’s
adjuvant (CFA); percentage (%).
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CFA-treatment had a significant effect on eosinophil and basophil granulocytes. Two-
way ANOVA revealed significant main treatment effects for eosinophils (absolute numbers:
F(1,22) =9.569, p < 0.01; percentage: F (1, 22) = 6.195, p < 0.05) and also for basophils
(absolute number: F (1, 22) = 4.783, p < 0.05); percentage: F (1, 22) = 6.883, p < 0.05)
(Figure 4G,H). Furthermore, we found that the absolute number of eosinophil granulocytes
significantly decreased in the Acute CFA-treated animals compared to the controls (f = 4.168,
p < 0.05). For the detailed statistical analysis of the blood cell count data, please see
Supplementary Tables S10-522.

In sum, the increased percentage of neutrophil granulocytes in the Acute CFA group
implies a systemic acute inflammatory reaction.

3.4. Chronic CFA-Induced Arthritis Inhibits Adult Neurogenesis in the Hippocampal Dentate Gyrus

Dentate cell proliferation was studied with quantitative anti-BrdU-immunohistochemistry.
Acute inflammation had no influence on dentate cytogenesis, but, in the chronic inflam-
mation group, we found a significantly lower number of newborn cells than in the acute
phase (Figure 5). Two-way ANOVA (time x CFA treatment) revealed a highly significant
time effect (F(1, 30) = 17.91, p < 0.001) but no effect of CFA-treatment. Post-hoc Tukey’s
test revealed that Chronic CFA-treated mice had significantly reduced cell proliferation
compared to the Acute CFA-treated group (f = 5.28, p < 0.01). This reduction of BrdU+
cell numbers in the Chronic CFA group was most likely the combined effect of age and
CFA treatment, since there was no significant difference between the Acute Control and
Chronic Control groups, which suggests that the difference between the Acute CFA and
Chronic CFA groups is not simply an ageing effect. However, the number of BrdU+ cells
were not different in the Chronic Control and Chronic CFA-treated groups. For the detailed
statistical analysis, see Supplementary Table S23.
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Figure 5. The effect of chronic arthritis on cell proliferation in the dentate gyrus. (A) Representative images
demonstrating BrdU-immunopositive cells in the dentate gyrus of control and CFA-treated mice.
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Scale bar: 50 um for all images. (B) Results of the systematic cell quantification data. Graphs
represent the total number of BrdU-positive cells in both hemispheres combined. Animals in the
chronic CFA treatment group had significantly reduced dentate cell proliferation compared to the
acute CFA-treated group. Two-way ANOVA (time x CFA treatment) revealed a highly significant
time effect but no effect of CFA-treatment, and the results of the post-hoc Tukey’s test is shown on
the graph: ** p < 0.01. Abbreviations: 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU); complete Freund’s adjuvant
(CFA); granule cell layer (gcl).

The number of newborn immature neurons was investigated with quantitative anti-
doublecortin-immunohistochemistry. DCX is a widely used immuno-marker for immature
neurons [52]. It is expressed just a few hours after neurogenesis, and the peak of its
expression level is reached between Days 4-7 after neuronal birth [51]. Chronic arthritis
reduced the number of doublecortin-positive cells in the hippocampus of the Chronic
CFA animals (Figure 6). Acute inflammation had only a tendency to reduce dentate
neurogenesis, but, in the chronic inflammation group, we found a significantly lower
number of newborn granule cells. Two-way ANOVA (time x CFA treatment) revealed a
significant CFA treatment effect (F(1, 30) = 17.89, p < 0.001) as well as a significant time
effect (F(1, 30) = 13.82, p < 0.001). Post-hoc comparison with Tukey’s test revealed that
Chronic CFA-treated mice had significantly reduced doublecortin-positive cells compared
to the Chronic Control (t = 5.47, p < 0.01) and Acute CFA-treated groups (t = 4.79, p = 0.01).
This reduction of doublecortin+ cell numbers of the Chronic CFA group demonstrates the
inhibitory effect of chronic arthritis on adult hippocampal neurogenesis. For the detailed
statistical analysis of the doublecortin+ cell number data, see Supplementary Table S24.
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Figure 6. Chronic inflammatory arthritis inhibits adult neurogenesis in the dentate gyrus. (A) Representative
images demonstrating doublecortin-immunopositive immature neurons in the dentate gyrus of control
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and CFA-treated mice. Scale bar: 50 um for all images. (B) Results of the systematic cell quantification
data. Graphs represent the total number of doublecortin-positive cells in the dentate gyrus of both
hemispheres combined. Animals in the CFA-induced chronic arthritis group had a significantly
reduced number of DCX-positive cell numbers. Statistics: two-way ANOVA (time x CFA treatment)
followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. * p < 0.05 versus the Acute CFA-treated
group; ## p < 0.01 versus the Chronic Control group. Abbreviations: complete Freund’s adjuvant
(CFA); doublecortin (DCX); granule cell layer (gcl).

3.5. Peripheral Inflammation Activated Macrophages and Microglia in the Dentate Gyrus

Since activated microglia are prime cellular candidates for regulating adult hippocam-
pal neurogenesis [15,22,24,59,60], we therefore also quantified the number of Ibal-positive
microglia in the dentate gyrus. We did not find any treatment effect on Ibal+ microglial cell
numbers (Figure 7, the detailed statistical analysis is shown in Supplementary Table 525).
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Figure 7. Inflammatory arthritis had no effect on the number of Ibal-immunopositive microglia in
the dentate gyrus. (A) Representative images demonstrating Ibal-immunopositive microglia in the
dentate gyrus of control and CFA-treated mice. Scale bar: 50 um for all images. (B) Results of the
systematic cell quantification data. Graphs represent the density of Ibal-positive cells (Ibal+ cell
number/mm?) Statistics: two-way ANOVA (time x CFA treatment) followed by Tukey’s multiple
comparisons post hoc test. Abbreviations: complete Freund’s adjuvant (CFA); granule cell layer (gcl);
ionized calcium binding adaptor molecule-1 (Ibal).

We also carried out an immunostaining to visualize CD68-positive cells in the dentate
gyrus. CD68 is a glycoprotein that is mainly located in the endosomal/lysosomal com-
partment and strongly expressed in macrophages and other mononuclear phagocytes [61].
Therefore, it is typically used as a cytochemical marker to visualize monocyte/macrophages
in the histochemical analysis of inflamed tissues. In contrast to the Ibal data, we found a
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significantly increased density of the CD68-positive cells in the dentate gyrus (Figure 8).
Two-way ANOVA (time x CFA treatment) revealed a significant time effect (F(1, 23) = 8.397,
p <0.01), as well as a highly significant CFA-treatment effect (F(1, 23) = 39.68, p < 0.0001),
but no interaction. Post-hoc Tukey’s test revealed that, in the Acute CFA-treated mice,
CD68+ cell density was significantly increased compared to the Acute Control group
(t=7.83, p <0.0001). Similarly, CD68+ cell numbers were significantly increased in the
Chronic CFA group compared to the Chronic Control group (f = 4.72, p < 0.05) (Figure 8B).
For the detailed statistical analysis, see Supplementary Table S26.
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Figure 8. Inflammatory arthritis increased the number of CD68-immunopositive

macrophages/activated microglia in the dentate gyrus. (A): Representative images demon-
strating CD68+ microglia and macrophages in the dentate gyrus of control and CFA-treated mice.
Magnification 20 for all images. (B): Results of the cell quantification data. Graphs represent the
density of CD68-positive cells (CD68+ cell number/mm3). Statistics: two-way ANOVA (time x CFA
treatment) followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. Abbreviations: complete
Freund’s adjuvant (CFA); granule cell layer (gcl). * p < 0.05; **** p < 0.0001 versus control values at
the same time point.

3.6. CFA-Treatment Increased Inflammatory Cytokine Levels in the Inflamed Hind Paws, but Had
Little or No Effect in the Peripheral Blood and Hippocampus

In the hind limbs, acute CFA treatment increased the cytokine concentrations of
IL-4, IL-6, KC, MIP-2 and TNF-«, whereas the IL-1x levels decreased. In the chronic
inflammation phase, only the TNF-a and KC levels remained elevated (Figures 9 and 10).
Similarly, both acute and chronic inflammation induced a pronounced increase in the total
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protein concentrations in the hind paws (Figure 10D). In the peripheral blood samples,
most of the measured cytokine levels were not altered in the CFA-treated animals, with
the exception of an increase in the IL-6 concentration in the acute CFA-treated group
(Figure 9C). In the hippocampus, cytokine levels were not altered by the CFA treatment
(Figures 9 and 10). Although we found significant differences in the cytokine levels of IL-1«,
KC, MIP-2 and protein concentrations between the acute and chronic CFA-treated animals,
when comparing the cytokine levels in the hippocampus between the CFA-treated mice
and their corresponding controls, we could not detect any statistically significant difference
(Figures 9 and 10). For the detailed statistical analysis, see Supplementary Tables S27-548.
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Figure 9. Cytokine/chemokine concentrations in the CFA-treated hind paws, peripheral blood and
hippocampus. (A-C) In the hind paws, acute inflammation increased IL-4 and IL-6 concentrations
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and decreased IL-1x levels. (C) In the peripheral blood, only IL-6 levels increased in response to
acute inflammation. In the hippocampus, CFA treatment did not alter any cytokine levels compared
to the corresponding control groups. (D) IL-10 concentrations were not altered in any tissue by the
CFA-treatment. On some graphs, there are no bars, which means that those cytokine concentrations
were below the detection levels. Statistics: two-way ANOVA (CFA treatment x time) followed by
Tukey’s multiple comparisons post hoc test. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001. Abbreviations:
complete Freund’s adjuvant (CFA); interleukin-1-alpha (IL-1c); interleukin-4 (IL-4); interleukin-6
(IL-6); interleukin-10 (IL-10).
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Figure 10. Cytokine/chemokine and total protein concentrations in the CFA-treated hind paws,
peripheral blood and hippocampus. (A-C) In the hind paws, acute inflammation increased cytokine
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concentrations of KC, MIP-2 and TNF-«, whereas chronic arthritis increased KC and TNF-« levels.
In the peripheral blood, we found no change in these cytokine levels. In the hippocampus, CFA
treatment did not alter any cytokine levels compared to the corresponding control groups. (D) Both
acute and chronic inflammation increased total protein concentrations in the joints, and a similar
trend was present in the hippocampus. On some graphs, there are no bars, which means that
those cytokine concentrations were below the detection levels. Statistics: two-way ANOVA (CFA
treatment x time) followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p <0.001; **** p < 0.0001. Abbreviations: complete Freund’s adjuvant (CFA); keratinocyte-derived
chemokine (KC); macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2); tumor necrosis factor alpha (TNF-«).

4. Discussion

Here, we report that chronic CFA-induced arthritis can inhibit neurogenesis in the
adult hippocampus. Adult neurogenesis is a complex, multistep process, which involves
cell proliferation, cell differentiation and maturation, as well as the integration of newborn
neurons into the pre-existing circuit [62]. In the present experiment, cell proliferation (i.e.,
the number of BrdU+ cells) was not influenced by the peripheral inflammation, and the
survival of newborn neurons (i.e., the number of DCX cells) was reduced in the CFA-treated
animals. In other words, the CFA-induced changes in neurogenesis occurred during the
early maturation phase of the newborn neurons, rather than during the proliferation phase.

In our CFA-induced experimental arthritis model, we found clear molecular, cellular
and behavioral evidence of the acute and chronic peripheral inflammation in the hind paws.
In the acute inflammatory phase, the blood cell count data suggested a more generalized,
systemic inflammatory reaction, but this was not reflected in the cytokine/chemokine
levels of the peripheral blood, except for IL-6, which increased. In the chronic phase, we
found no evidence of a systemic inflammatory reaction in blood cell numbers or serum
cytokine/chemokine concentrations. In the hippocampus, we found no change in the cy-
tokine/chemokine levels, and the Ibal-positive microglia numbers also remained unaltered
both in the acute and chronic inflammatory phase. However, we found a significantly
increased density of the CD68-positive macrophages/activated microglia in the dentate
gyrus of the CFA-treated mice, both in the acute and chronic inflammatory phases. Overall,
these data suggest that acute peripheral inflammation initiates a cascade of molecular and
cellular changes that eventually leads to reduced adult neurogenesis in the dentate gyrus
since essentially all of the inflammatory reactions that we could detect in the blood were
present only in the early phase of inflammation.

Previous studies reported controversial findings regarding the effect of peripheral
inflammation on adult hippocampal neurogenesis. Data from experimental colitis models
documented either inhibition of adult neurogenesis [30,31] or normal levels with deficits in
the migration and integration of newborn neurons in the functional circuitry of the dentate
gyrus [32], whereas experimental arthritis models reported either a transient increase in
hippocampal precursor cell proliferation and neurogenesis [33] or no effect [34].

It is increasingly acknowledged that chronic systemic inflammations can contribute
to the development and worsening of mental disorders, including depression and neu-
rodegeneration [63—-66]. One explanatory concept is that the systemic pro-inflammatory
cytokines/chemokines can cause a breach in the blood brain-barrier and thereby enable the
entry of immune cells and pro-inflammatory cytokines/chemokines into the brain. These
peripheral-derived factors, together with the intrinsically generated cytokines/chemokines,
can activate glial cells, which in turn trigger additional release of inflammatory and neuro-
toxic molecules that contribute to the development of neuroinflammation and neurodegen-
eration [66]. Indeed, a recent study reported that animals with chronic colitis had a parallel
increase in the cytokine levels of TNF-alpha, IL-1-beta, IL-6 and IL-10 in their blood and
hippocampus [32].

In our CFA-induced arthritis model, we found clear evidence of acute and chronic pe-
ripheral inflammation. We documented local inflammation with bioluminescence imaging,
and arthritis-related hypersensitivity to painful stimuli was revealed by the behavioral tests.
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Results of the complete blood cell counts also indicated inflammation at the periphery. Our
hypothesis was that inflammatory arthritis should induce a parallel increase in cytokine
levels in the joints, peripheral blood and the hippocampus, as well, but we could not
confirm that. However, we did find a pronounced elevation of protein concentrations in
the inflamed joints, and a similar trend was present in the hippocampus of the CFA-treated
animals. Most likely, this increase in total protein concentrations was due to the elevated
production of inflammatory mediators.

We focused on specific cytokines (IL-1«, IL-4, IL-6, IL10, TNF-«, KC, MIP-2) since pre-
vious studies documented that these inflammatory mediators can influence neurogenesis
in adult dentate gyrus. The IL-1 family is a potent group of pro-inflammatory cytokines,
and elevated brain IL-1 levels can suppress adult neurogenesis [16,67-70]. IL-4 is an anti-
inflammatory cytokine that can activate microglia and regulates the M1/M2 polarization
of microglial cells [71,72]. Via these cellular effects, it can also eventually influence the
production of neurons [73]. IL-6 is a pro-inflammatory cytokine produced at the site of
inflammation and plays a central role in the acute phase response. It is a major cytokine in
the central nervous system [74] and a potent suppressor of neurogenesis [14,15]. IL-10 plays
a complex role in the regulation of the immune response, but it is typically regarded as an
anti-inflammatory cytokine. It regulates neurogenesis in a complex manner. It maintains
neural progenitors in an undifferentiated state by keeping the progenitors in an active
cycle, reducing neuronal differentiation, and, ultimately, it seems to inhibit the endoge-
nous production of newborn neurons [75]. TNF-« is another potent pro-inflammatory
cytokine, typically increased in the acute phase of inflammation, and it plays a central role
in initiating the cascade of other cytokines. Numerous studies investigated the effect of
TNF-« on neurogenesis, most data document inhibition [76-78], while some report on a
pro-neurogenic effect [79,80]. Furthermore, peripherally induced inflammation promotes
the transient activation of adult neural stem cells, and TNF-a seems to mediate this ef-
fect [81]. MIP-2 and KC are members of the platelet-factor 4 cytokine superfamily, and they
both play a key role in the local inflammatory reaction as well as in the chemotaxis and
infiltration of polymorphonuclear leukocytes [82,83]. To the best of our knowledge, their
role in adult neurogenesis has not yet been investigated.

A major limitation of our study is that it was a cross-sectional design with only two
time points. Therefore, we cannot rule out the possibility that a more pronounced neuroin-
flammation response was present at earlier time points. Other molecular and/or cellular
inflammatory factors—which were not studied here—may also play a significant role in
the inhibitory effect of chronic arthritis on adult neurogenesis. Another possibility is that
the reduced rate of adult neurogenesis was modulated by nociceptive input from the hind
limb to the contralateral hemisphere. In this case, one would expect a unilateral change, i.e.,
decreased neurogenesis in the contralateral hippocampus. Since our original hypothesis
was that circulating cytokines/chemokines should mediate the inhibitory effect of periph-
eral inflammation, we therefore did not focus on potential hemispheric asymmetries in
adult hippocampal neurogenesis. Circulating signal mediators are unlikely to induce a
unilateral effect. An important argument against the regulatory effect of direct sensory pain
signal transduction is that the earlier studies, which used unilateral pain models, could not
find any hemispheric differences in the rate of adult neurogenesis [36,37,84,85]. This again
suggests that circulating signals mediate the inhibitory effect.

The presence and functional significance of adult neurogenesis in the human hip-
pocampus are controversial and extensively debated issues [2,86-89]. Disturbed production
of newborn neurons has been implicated in a large variety of mental and neurological
disorders [13,90,91]. Microglial cells have been pointed out as potent local regulators
of neurogenesis [22,92,93], but their exact regulatory role depends on numerous factors.
Acutely activated microglia have different effects from chronically activated cells, and
they can be further divided into different subpopulations based on their functional pheno-
type. Therefore, different microglial cells may even exert opposite effects (supportive or
detrimental) on adult neurogenesis, and they act on the different stages of neurogenesis,
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i.e., cell formation, maturation and functional integration of the newborn neurons [22,94].
Notably, a very recent systematic review concluded that the microglial changes induced by
environmental stress seem to regulate neurogenesis and, in turn, may be responsible for the
development of depressive-like behaviors, but the available data are not entirely conclu-
sive, and other factors should not be dismissed [60]. Previous studies found an increased
number and hypertrophy of activated microglia, as well as increased expression of the
Ibal-protein in the hippocampi of mice with DSS-induced colitis [30,31]. Intraperitoneal
administration of LPS can also activate hippocampal microglia [29]. Here, we found an
increased density of the CD68+ macrophages/activated microglia in the hippocampus,
but we did not see any change in the Ibal+ microglial density after the CFA treatment.
CDe68 is a glycoprotein that is mainly located in the endosomal/lysosomal compartment
and strongly expressed in macrophages and other mononuclear phagocytes. Therefore,
it is typically used as a cytochemical marker for visualization of monocyte/macrophages
in the histochemical analysis of inflamed tissues [61]. However, in some studies, it is
used as a marker for activated microglia [95]. Results of comparative studies suggest that
the different microglial markers have different potential for neuropathological analysis,
i.e., CD68-positivity reflects immune activation and response to tissue damage, whereas
Ibal is a marker that is more suited for structural studies in the absence of pathology [96].
Yet another study documented that the CD68+ small, round cells in the damaged brain
tissue express specific cellular markers, indicating that these cells are in fact not activated
microglia but neutrophils [97]. Interestingly, post-mortem clinical studies also report on
increased number of CD68+ cells in the hippocampi and neocortices of patients who died
in septic shock [98,99].

5. Conclusions

Here, we report that chronic, but not acute, arthritis can inhibit adult hippocampal
neurogenesis. Since almost all the inflammatory reactions in the circulating blood were
found in the early phase of the inflammation, our present data therefore suggest that the key
regulatory mechanisms are in fact triggered during the early inflammatory phase when a
cascade of molecular and cellular events are initiated, which will eventually lead to reduced
adult hippocampal neurogenesis. However, this negative impact on the hippocampus is
detectable only several weeks later during the chronic inflammatory phase.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/cells11050791/s1, Supplementary Table S1: Statistical analysis of data generated with the
dynamic plantar aesthesiometry test. Table S2: Statistical analysis of data generated using the hot
plate test. Table S3: Statistical analysis of data generated by measuring hind paw volumes of the
animals. Table S4: Statistical analysis of data obtained by measuring spontaneous bodyweight
distribution of the acute CFA treated animals. Table S5: Statistical analysis of data obtained by
measuring spontaneous bodyweight distribution of the chronic CFA treated animals. Table Sé:
Statistical analysis of the in vivo bioluminescent data detecting macrophage NADPH oxidase activity
in the animals with acute CFA treatment. Table S7: Statistical analysis of the in vivo bioluminescent
data detecting macrophage NADPH oxidase activity in the animals with chronic CFA treatment.
Table S8: Statistical analysis of the in vivo bioluminescent data detecting the myeloperoxidase
enzyme activity of neutrophil granulocytes in the animals of the acute inflammatory phase. Table
59: Statistical analysis of the in vivo bioluminescent data detecting the myeloperoxidase enzyme
activity of neutrophil granulocytes in the animals of the chronic inflammatory phase. Table S10:
Statistical analysis of the red blood cell count data. Table S11: Statistical analysis of the white blood
cell count data. Table S12: Statistical analysis of the platelet count data. Table S13: Statistical analysis
of the lymphocyte absolute number data. Table S14: Statistical analysis of the lymphocyte percentage
data. Table S15: Statistical analysis of the neutrophil granulocyte absolute number data. Table S16:
Statistical analysis of the neutrophil granulocyte percentage data. Table S17: Statistical analysis
of the monocyte absolute number data. Table S18: Statistical analysis of the monocyte percentage
data. Table S19: Statistical analysis of the eosinophil granulocyte absolute number data. Table S20:
Statistical analysis of the eosinophil granulocyte percentage data. Table S21: Statistical analysis
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of the basophil granulocyte absolute number data. Table 522: Statistical analysis of the basophil
granulocyte percentage data. Table S523: Statistical analysis of the BrdU-positive cell number data.
Table S524: Statistical analysis of the doublecortin-positive cell number data. Table S25: Statistical
analysis of the Ibal-positive cell number data. Table S26: Statistical analysis of the CD68-positive
microglia / macrophages cell number data. Table S27: Statistical analysis of the IL-1x cytokine
concentration data in the hind paws. Table S28: Statistical analysis of the IL-1x cytokine concentration
data in the peripheral blood. Table S29: Statistical analysis of the IL-1x cytokine concentration data
in the hippocampus. Table S30: Statistical analysis of the IL-4 cytokine concentration data in the
hind paw. Table S31: Statistical analysis of the IL-4 cytokine concentration data in the peripheral
blood. Table S32: Statistical analysis of the IL-6 cytokine concentration data in the hind paws. Table
S33: Statistical analysis of the IL-6 cytokine concentration data in the peripheral blood. Table S34:
Statistical analysis of the IL-10 cytokine concentration data in the hind paws. Table S35: Statistical
analysis of the IL-10 cytokine concentration data in the peripheral blood. Table S36: Statistical analysis
of the IL-10 cytokine concentration data in the hippocampus. Table S37: Statistical analysis of the
KC concentration data in the hind paws. Table S38: Statistical analysis of the KC concentration
data in the peripheral blood. Table S39: Statistical analysis of the KC concentration data in the
hippocampus. Table S40: Statistical analysis of the MIP-2 concentration data in the hind paws. Table
S541: Statistical analysis of the MIP-2 concentration data in the peripheral blood. Table 542: Statistical
analysis of the MIP-2 concentration data in the hippocampus. Table S43: Statistical analysis of the
TNEF- concentration data in the hind paws. Table S44: Statistical analysis of the TNF-« concentration
data in the peripheral blood. Table 545: Statistical analysis of the TNF-a concentration data in the
hippocampus. Table 546: Statistical analysis of the protein concentration data in the hind paws. Table
547: Statistical analysis of the protein concentration data in the peripheral blood. Table S48: Statistical
analysis of the protein concentration data in the hippocampus.
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Marijuana is a widely used recreational drug with increasing legalization worldwide
for medical purposes. Most experimental studies use either synthetic or plant-derived
cannabinoids to investigate the effect of cannabinoids on anxiety and cognitive
functions. The aim of this study was to mimic real life situations where young people
smoke cannabis regularly to relax from everyday stress. Therefore, we exposed young
adult male NMRI mice to daily stress and concomitant marijuana smoke for 2 months
and investigated the consequences on physiology, behavior and adult hippocampal
neurogenesis. Animals were restrained for 6-h/day for 5-days a week. During the
stress, mice were exposed to cannabis smoke for 2 x 30 min/day. We burned
2 “joints” (2 x 0.8 g marijuana) per occasion in a whole body smoking chamber.
Cannabinoid content of the smoke and urine samples was measured by HPLC and
SFC-MS/MS. Body weight gain was recorded daily and we did unrestrained, whole
body plethysmography to investigate pulmonary functions. The cognitive performance
of the animals was evaluated by the novel object recognition and Y maze tests. Anxiety-
related spontaneous locomotor activity and self-grooming were assessed in the open
field test (OFT). Adult neurogenesis was quantified post mortem in the hippocampal
dentate gyrus. The proliferative activity of the precursor cells was detected by the
use of the exogenous marker 5-bromo-2’-deoxyuridine. Treatment effects on maturing
neurons were studied by the examination of doublecortin-positive neurons. Both stress
and cannabis exposure significantly reduced body weight gain. Cannabis smoke had
no effect on pulmonary functions, but stress delayed the maturation of several lung
functions. Neither stress, nor cannabis smoke affected the cognitive functioning of
the animals. Results of the OFT revealed that cannabis had a mild anxiolytic effect
and markedly increased self-grooming behavior. Stress blocked cell proliferation in the
dentate gyrus, but cannabis had no effect on this parameter. Marijuana smoke however
had a pronounced impact on doublecortin-positive neurons influencing their number,
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morphology and migration. In summary, we report here that long-term stress in
combination with cannabis smoke exposure can alter several health-related measures,
but the present experimental design could not reveal any interaction between these two
treatment factors except for body weight gain.

Keywords: body weight, BrdU, Cannabis sativa, chronic stress, cognitive function, doublecortin, hippocampus,

self-grooming

INTRODUCTION

Marijuana is the most widely used illicit drug, as about 2.5%
of the world population consume cannabis regularly (UNODC,
2017). Cannabis is increasingly legalized worldwide for medical
and recreational purposes (Carliner et al., 2017; EMCDDA, 2017;
Webster, 2018), which results in an increasing consumption
while the long-term consequences on health are not well
understood (e.g., Volkow et al, 2014, 2016; Levine et al,
2017). Thus, it is important to investigate the outcomes of
prolonged use.

Advocates argue that marijuana is a safe and natural
alternative for the treatment of a variety of medical and mental
health conditions, but ambiguous data are reported in the
literature on the health risks imposed by chronic cannabis
use. Cannabidiol (CBD), a major constituent of Cannabis
sativa and several components of the endocannabinoid system
are increasingly viewed as potential ‘druggable’ targets for
the treatment for anxiety-related disorders (Blessing et al.,
2015; Lee et al, 2017; Patel et al, 2017). Indeed, anxiety
is among the top five medical symptoms for which North
Americans report using medical marijuana while its anxiolytic
effectiveness is still not well documented (Turna et al., 2017). The
correlation between cannabis use and cognitive enhancement
or impairment is also ambiguous. While numerous clinical and
preclinical data suggest a strong correlation between marijuana
exposure and impaired cognition, it does not conclusively
demonstrate that cannabis consumption alone is sufficient to
cause these deficits in humans (Broyd et al, 2016; Curran
et al.,, 2016; Volkow et al., 2016; Levine et al., 2017). At the
same time, there are reports on positive effect of cannabis
use on various cognitive and executive functions (Osborne
et al, 2017; Gruber et al, 2018; Tervo-Clemmens et al,
2018).

The consequences of prolonged marijuana inhalation on
respiratory health and lung cancer is also debated (Gates et al,,
2014; Martinasek et al., 2016; Chatkin et al., 2017; Stone et al,,
2018). Similarly, there is conflicting data on the effect of cannabis
use on body weight. Cannabis is known to stimulate appetite and
potentially promote weight gain in patients suffering from human
immunodeficiency virus or cancer, whereas, findings of the large
epidemiological studies in the general population, consistently
indicate that users of marijuana tend to have lower body mass
indices (Sansone and Sansone, 2014).

Adult neurogenesis in the hippocampal dentate gyrus is a
unique form of neuroplasticity that has received substantial
attention during the recent years. Adult-born neurons
in the dentate play an essential role in normal cognitive

functioning and in specific forms of learning (Denny et al,
2014; Anacker and Hen, 2017). Stress is a potent inhibitor
of the proliferative activity of the precursor cells and also
blocks the survival of the newly generated neurons (Gould
et al., 1997; Czéh et al., 2001, 2002; Cameron and Schoenfeld,
2018). In consequence, stress-induced disruption of adult
neurogenesis may play a role in the development of various
psychiatric  disorders, including depression, anxiety, and
schizophrenia (Santarelli et al, 2003; Snyder et al, 2011;
Surget et al., 2011; Kim et al., 2012; Schoenfeld and Cameron,
2015).

Cannabinoid receptors are highly expressed in the
hippocampus, and recent studies suggest that facilitation of
the cannabinoid signaling in the hippocampus may prevent
stress-induced behavioral changes (Campos et al., 2013; Scarante
et al., 2017; Fogaca et al., 2018). Numerous studies investigated
the effect of various cannabinoids on adult hippocampal
neurogenesis (Prenderville et al., 2015), but these studies used
either plant-derived extracts or synthetic cannabinoids. The
results of these studies are also inconsistent. Some studies report
on positive, stimulatory effect (Jiang et al., 2005; Palazuelos et al.,
2006; Marchalant et al.,, 2009; Wolf et al., 2010; Rivera et al,,
2011; Suliman et al., 2018), while others document negative,
inhibitory effect on adult neurogenesis (Realini et al., 2011;
Abboussi et al., 2014; Lee et al., 2014; Steel et al., 2014), or no
effect at all (Kochman et al., 2006; Mackowiak et al., 2007; Steel
et al., 2014).

Most of the preclinical studies use either synthetic
cannabinoid agents or cannabis extracts to investigate the
physiological and behavioral consequences. Typically, animals
are injected with various doses of the synthetic compound
in an acute or chronic (10-14 days) treatment protocol. The
aim of the present study was to mimic a real life situation
where cannabis is smoked by adolescents on a daily basis to
ease everyday stress. We used young adult mice and subjected
them to daily stress over a 2-month period and during the
stress exposure the animals were also exposed to cannabis
smoke. To investigate the health risks of such a treatment
protocol, we examined body weight gain, pulmonary functions,
emotional responses and cognitive performance, as well as
cellular changes in adult hippocampal neurogenesis. The
Cannabis sativa used in this experiment was obtained from
the local Hungarian Police Superintendancy. To determine
the amount of tetrahydrocannabinol (A9-THC), cannabinol
(CBN), and cannabidiol (CBD) content of our sample, we did an
HPLC analysis of the marijuana smoke and metabolites of these
compounds were measured in urine samples collected from the
animals.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Young male NMRI mice, weighing 20 £ 3 g (4 weeks of age;
n = 36) at the beginning of the experiment, were used. In
mice, the sexual maturity, i.e., the first vaginal estrus starts
during puberty at postnatal day 25-50 depending on the mouse
strain (Drickamer, 1981). This indicates, that the mice enrolled
in this experiment were at their “late puberty” when the
stress and cannabis treatment protocol started. Animals were
purchased from “Toxi-Coop” Toxicological Research Center Ltd.
(Budapest, Hungary), and kept (group-housed) in a temperature
and humidity-controlled animal facility and maintained on a
standard 12 h light/dark cycle (lights on at 8 AM). Food and water
were available ad libitum in the home cages.

Ethical Considerations

The experimental procedures were carried out according to
the 1998/XXVIII Act of the Hungarian Parliament on Animal
Protection and Consideration Decree of Scientific Procedures of
Animal Experiments (243/1988). The studies were approved by
the Ethical Committee on Animal Research of the University of
Pécs according to the Ethical Codex of Animal Experiments, and
license was given (License No. BA02/2000-35/2016).

Experimental Design

The experimental design including the animal groups, behavioral
tests and the timeline of the procedures are depicted on Figure 1.
First, the animals were allowed to habituate to the new housing
conditions for 10 days. Afterward the animals were divided
into four experimental groups according to the stress and
drug treatment protocols: Control, Control + Cannabis, Stress,
and Stress + Cannabis (n = 9/group). The long-term stress
experiment lasted for 8 weeks. Animals were exposed to restraint
stress every day, 5-days a week, but on the weekends they had
rest. All the behavioral and the respiratory function tests were
performed on weekends, when the animals were not subjected
to stress or cannabis treatment. The behavioral testing started at
8:00 a.m. and measurement of one animal usually took 5-10 min.
We tested the mice in an alternating order using a predefined
sequence to minimize the potential effect of the circadian rhythm
on the performance of mice from the different experimental
groups.

Restraint Stress Procedures

Animals were immobilized daily for 6 h, between 08:00 a.m.
and 14:00 p.m. During restraint, the animals were placed in well
ventilated polypropylene tubes (internal diameter, 3 cm; length,
11.5 cm) according to our pervious protocol (Scheich et al.,
2017). During immobilization stress, mice did not have access to
food or water. Control mice were not subjected to any kind of
stress except daily handling. We used this restraint stress protocol
because it has been demonstrated that this protocol is stressful
for rodents and results in pronounced structural changes in the
hippocampus, including dendritic atrophy and reduced adult
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FIGURE 1 | The experimental design and procedures. (A) Mice were divided
into four experimental groups according to the stress and drug treatment
protocol: Control, Control + Cannabis, Stress, and Stress + Cannabis

(n = 9/experimental group). Various experimental tests and measurements
were done to examine treatment effects on physiology, behavior and adult
hippocampal neurogenesis. To determine the amount of A9-THC, CBD and
CBN in our Cannabis sativa sample, we did a HPLC analysis of the marijuana
smoke and SFC-MS/MS analysis was used to measure metabolites of these
compounds in urine samples collected from the animals. (B) Timeline of the
experimental procedures. First, the animals were allowed to habituate for

1 week. The long-term stress experiment lasted for 8 weeks. Animals were
exposed to restraint stress every day for 6 h, 5-days a week (red lines). On
weekends they had rest. During the restraint stress, mice were exposed to the
cannabis smoke for 2 x 30 min/day (green lines). The cannabis smoke
exposure was done at the end, i.e., during the last 2 h of the 6 h long restraint
stress procedure and the smoke was applied simultaneously to all animals.
We burned 2 x 2 “joints” (4 joints/day; 20 joints/week) in a manual smoking
system and the animals had a whole body smoke exposure. All the behavioral
tests were done on the weekends when the animals were not exposed to
stress and/or marijuana smoke.

neurogenesis in the dentate gyrus (McLaughlin et al., 2007; Veena
et al., 2009; Yun et al., 2010).

Chronic Whole Body Cannabis Smoke
Exposure

Dried marijuana was provided by the Hungarian Police
Superintendancy after the necessary permission was obtained
from the Drug Licensing Department operating at the Office of
Health Authorization and Administrative Procedures (Budapest,
Hungary; License No. 15259/2016/KAB).

The marijuana was chopped, and cigarettes containing
0.77 £ 0.03 g marijuana were prepared. Mice were exposed
to whole body marijuana smoke in a two-port TE-2 smoking
chamber (TE-2 Teague Enterprises) from the age of 5 week for
8 weeks, twice a day for 30-30 min. Two joints were burned
per occasion (4 joints/day; 20 joints/week; 154.97 £ 5.18 mg
total particulate material/m?) for 10 min with a puff duration
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of 2 s and a puff frequency of 1/min/joint. This was followed
by a 30 min long exposure period during which the smoke was
driven into the chamber. After the smoke exposure there was
a 20 min long ventilation period, during which the smoke was
drawn out of the chamber by a vent hood, and then, the smoking
session was repeated. Stressed mice were exposed to the cannabis
smoke at the end, i.e., during the last 2 h of the 6 h long restraint
stress procedure. Home cages containing the control animals,
as well as mice subjected to the restraint stress were all placed
in the smoking chamber simultaneously, therefore all mice were
exposed to the marijuana smoke at the same time-point of their
diurnal rhythm.

HPLC Equipment and Chromatographic
Conditions

Two cigarettes containing 0.77 4= 0.03 g marijuana were prepared
and burned down in a smoking system. The formed marijuana
smoke was pumped through a methanol containing gas-washing
bottle by a vacuum pump. Methanol was removed by using
a rotary evaporator. The sample was dissolved in 5 cm® of
methanol and filtered through a membrane filter (0.2 pum).
The HPLC system used consisted of a Dionex P680 gradient
pump (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, United States), a helium
degassing system, a Rheodyne 8125 injector valve with a 20 pL
loop (Rheodyne Europe GmbH, Bensheim, Germany), and
a Dionex 340D UV-vis diode array detector (Dionex Corp.,
Sunnyvale, CA, United States). The eluate was monitored at
ambient temperature at different wavelengths, 209, 210, and
220 nm, respectively, where the investigated cannabinoids have
their absorbance maxima. Chromatographic separations were
achieved using Kinetex, C18 reversed phase column (2.6 pm,
2.1 mm x 150 mm id.). A Chromeleon data management
software (Version 6.60 SP3 Build 1485, Dionex Corp., Sunnyvale,
CA, United States) was used to control the equipment and for
data evaluation. Peaks were identified by retention times and by
UV spectrum of the respective compounds in comparison with
those of the references. Quantification was carried out using the
peak areas method. All measurements were made in triplicate.

The gradient consisted of two eluents: (A) water/methanol
(90:10; v/v); (B) water/methanol (10:90; v/v) containing 50 mM
of ammonium formate (adjusted to pH 5.20). The gradient profile
was 0.0-20.0 min from 80% to 100% B, 20.0-25.0 min 100% B.
After maintaining this condition for 5 min, the coloumn was
set to initial condition in 1 min and re-equilibrated under this
condition for 4 min. The total runtime was 30 min. Flow rate
was set to 0.2 mL/min, the injection volume was 20 L. All
experiments were carried out at 25°C.

Measurement of Cannabinoid Content of
the Urine by SFC-MS/MS

Since cannabinoids have 97% plasma protein binding, penetrate
to all tissues, and have high accumulation and urinary excretion
(Nahas et al., 1981; Nahas and Latour, 1992), we determined
the concentration of A9-THC, 11-nor-9-carboxy-THC, CBD and
CBN in the urine. Urine samples (200-350 .l per mouse) were
collected from all mice exposed to marijuana smoke by gently

applying lower abdominal pressure on the 6th and 7th week of
the experimental protocol (Figure 1). Samples were stored at 4°C
and analyzed within 5 days.

After salting-out assisted liquid-liquid microextraction
measurements were performed by an ACQUITY UPC?
supercritical fluid chromatography system (Waters) coupled
with a Xevo TQ-S Triple Quadrupole Mass Spectrometer
(Waters). Data were recorded by MassLynx software (V4.1
SCN950) and evaluated by TargetLynx XS software. Separation
of compounds was performed on a 3.0 mm x 100 mm, 1.7 pm
particle size, ACQUITY UPC? Torus DIOL analytical column
(Waters). The mobile phase consisted of the mixture of carbon
dioxide (A) and 5 mM ammonium hydroxide in methanol
(B) with flow rate of 1.2 mL/min. The following gradient
profile was used: 99.9% A at 0.0 min and 82.0% A at 4.5 min.
Pre-equilibration period lasting 2 min was applied before
each injection. Constant 200 bar back pressure was used to
maintain the supercritical state. The temperature was set at 45°C
and the volume of injection was 1 pL. To sustain a suitable
electrospray, additional solution consisted of 5 mM ammonium
hydroxide in methanol was applied with flow rate of 0.1 mL/min.
This makeup solvent was delivered by a Waters 515 HPLC
Pump.

The MS measurement was performed in positive ion mode.
The ESI source was operated with a spray voltage of 3.00 kV,
cone voltage was 30 V. The source was set at 150°C. Both
desolvation and cone gasses were nitrogen delivered at 300 and
150 L/min, respectively. Desolvation gas was temperatured at
300°C. Collision gas was argon with flow rate of 0.13 mL/min.
MS/MS experiments were performed in MRM (multiple reaction
monitoring) mode, monitoring five fragments with optimal
collision energies.

Pulmonary Function Tests

Pulmonary functions were measured by unrestrained whole
body plethysmography individually in conscious, spontaneously
breathing, freely moving animals repeatedly in a self-controlled
manner. We did a baseline measurement on Week 0 (before
the stress and cannabis exposure started) and subsequent
measurements on Week 4 and Week 8 of the experimental
procedures (Figure 1). Mice were placed in the chamber
of a whole body plethysmograph (PLY 3211, Buxco Europe
Ltd., Winchester, United Kingdom). The flow transducers
(TRD5700, Buxco Europe Ltd., Winchester, United Kingdom)
were connected to the preamplifier module, which digitized
the signals via an analog-to-digital converter (MAX2270 Buxco
Europe Ltd.). Ventilation parameters frequency (f), tidal volume
(TV), time of inspiration (Ti), time of expiration (Te), minute
ventilation (MV), peak inspiratory flow (PIF), and relaxation
time (RT) were measured every 10 s for 2 min and averaged
by the BioSystem XA Software for Windows (Buxco Research
Systems). We also determined the enhanced pause (Penh) value,
which is a calculated parameter [(expiratory time/relaxation
time)-1]/(max. expiratory flow/max. inspiratory flow). This
parameter characterize bronchoconstriction, which was induced
by nebulizing 50 pl of 22 mM carbachol (a muscarinic
acetylcholine receptor agonist). Acquisitions were taken in a
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2-min-long baseline period aerosolized with saline and then
15 min after carbachol inhalation.

Y Maze Test

The Y maze test was performed at the end of the 3rd experimental
week (Figure 1) in an open Y-shaped maze placed on the ground
with three 35 cm long gray plastic arms with 5 cm inner width
(labeled A, B, and C) at 120° angle from each other lit from
above. Mice were placed in the center of the maze and were
allowed to freely explore the three arms for 5 min, their behavior
was recorded with a video camera. Since mice generally prefer
visiting a new arm of the maze and show a tendency to enter
the less recently explored arm, the number of entries and triads
(three consecutive visits of alternating arms) to calculate the
spontaneous alternation were assessed afterward. Entries were
counted when all four paws entered the arm.

Novel Object Recognition Test

The novel object recognition test (NOR) was performed on the
4th week of the experimental procedures (Figure 1) in an open
arena (45 x 45 cm with 30-cm-high surrounding walls) lit from
above. The test lasted for 3 days: on the first day animals were
habituated to the new environment for 10 min. On the second
day two identical objects smaller than the mice were placed
in the arena and mice were allowed to explore the objects for
5 min. On the last day, exactly 24 h later one of the identical
objects was replaced with another object with different shape and
color, and the behavior of the mice was recorded with a video
camera for 5 min. The parameters of discrimination index [(time
spent with novel object — time spent with familiar object)/time
spent with both objects] and recognition index (time spent with
novel object/time spent with both objects x 100) were assessed
afterward.

Open Field Test

The open field test (OFT) was performed at the end of the
experimental procedures (Figure 1) in an open arena (45 x 45 cm
with 30-cm-high surrounding walls) lit from above with a floor
divided into 25 equal squares (9 x 9 cm). The test started
by placing each mice individually into the center of the arena
and then their behavior was recorded with a video camera for
5 min. The following parameters were analyzed afterward: time
spent in the central fields (reciprocally proportional to the level
of anxiety), locomotor activity (the time spent with moving),
velocity (the ratio of the number of crossed squares/time spent
with moving), time spent with grooming and grooming latency
(time spent until the first grooming).

BrdU Injection, Fixation and Post

Mortem Processing of the Brain Tissue

The thymidine analog 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)
was purchased from Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
United States). BrdU was dissolved in sterile 0.9% saline
(containing 0.007 N NaOH) at a concentration of 15 mg/ml. To
study cell proliferation, a single BrdU injection (200mg/kg, ip)

was administered on the last experimental day. Animals were
then perfused 24 h after the BrdU injection.

At the end of the experiment, mice were anesthetized deeply
with a mixture of ketamine (Calypsol inj. 50 mg/ml, Richter
Gedeon) and xylazine (Sedaxylan® inj. 20 mg/ml, Eurovet Animal
Health BV) 100/10 mg/kg administered intraperitoneally and
then perfused transcardially with ice cold physiological saline,
followed by freshly prepared ice cold 4% paraformaldehyde in 0.1
M phosphate buffer.

Brains were removed from the perfused animals, postfixed
in perfusate overnight and sectioned on a Leica VT1200 S fully
automated vibrating blade microtome. Serial coronal sections
were cut throughout the entire hippocampal formation along the
septo-temporal axis. The 50-pum sections were collected in series
and stored in 0.1 M phosphate buffer (pH = 7.4) with 0.05%
sodium azide at 4°C until staining.

BrdU Immunocytochemistry

Every third section was slide-mounted on Superfrosts slides
(Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany), and coded to
ensure objectivity before processing for immunocytochemistry.
Immunohistochemistry was performed according to our
standard protocol (Czéh et al., 2001, 2002, 2007). The sections
were first washed in 0.1M Tris-buffer and then the DNA
was denaturized in 0.IM citric acid at pH 6.0 and 95°C for
20 min. After treating the sections with 1% H,O, in Tris for
20 min, the samples were washed in 0.1M Tris, and then, the
cellular membranes were permeabilized with 0.1% trypsin in
0.IM Tris for 10 min. After thorough washing in Tris, the
sections underwent acidification in 2N HCI in Tris for 30 min.
After repeated rinsing in 0.IM Tris and PBS, non-specific
binding was prevented by incubating the sections for 1h in 5%
normal goat serum (NGS; Vector Laboratories, Burlingame,
CA, United States) in PBS containing 0.5% Triton X-100 at
4°C. Subsequently, the sections were incubated for one night
at 4°C with 1:5000 mouse anti-BrdU (DAKO, Clone Bu20a,
Catalog # M074401) in the incubation solution (1% NGS, 0.5%
Triton X-100 and 0,5% TWEEN-20 in PBS). After washing,
the sections were incubated with biotinylated goat anti-mouse
IgG (1:200, Vector Laboratories, Catalog # BA-9200) for
1 h at 4°C, thoroughly washed, incubated in avidin-biotin-
horseradish peroxidase (1:500; Vectastaine Elite ABC Kit, Vector
Laboratories) for 2 h at 4°C and then washed again. BrdU-
labeled cells were visualized in 0.025% 3,30-diaminobenzidine
(Sigma-Aldrich) and 0.01% H;O, in PBS for 10 min. Sections
were washed in PBS and counterstained with cresyl violet.
After overnight drying at room temperature, the sections were
dehydrated in graded alcohol, cleared in xylene and coverslipped
with Eukitt.

Doublecortin (DCX)

Immunocytochemistry

Immunohistochemistry was performed according to our
standard protocol (Csabai et al., 2016). Free-floating sections
were washed in 0.1M PBS and then treated with 3% H,O, for
30 min. After thorough washing in PBS, non-specific binding
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was prevented by incubating the sections for 1 h in 3% normal
goat serum (NGS; Vector Laboratories) in PBS containing
0.5% Triton X-100. Subsequently, the sections were repeatedly
rinsed in PBS for 1 h and incubated for one night at 4°C with
a rabbit anti-DCX antibody (1:3000 Cell Signaling Technology
Catalog # 4604). After thorough washing, the sections were
incubated with anti-rabbit biotinylated secondary antibody
(1:200; Vector Laboratories) for 2 h, washed and incubated in
avidin-biotin-horseradish peroxidase (1:100; Vectastaine Elite
ABC Kit, Vector) for 2 h. Labeled cells were visualized in 0.025%
3,30-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich) and 0.01% H,O, in
PBS for 10 min. The sections were mounted, dried overnight
and then dehydrated in graded alcohol, cleared and coverslipped
with Eukitt. Slides were coded before quantification to ensure
objectivity. Images were acquired on a Nikon Eclipse Ti-U
workstation.

Quantification of Adult Born Cells in the

Dentate Gyrus

Cell were counted manually. A single experimenter (KR)
who was blind to the group identification of each animal
performed the data collection. The code was not broken until
the cell counting analyses were completed. Cell counting was
done using the Neurolucida (Version 7) reconstruction system
(Microbrightfield, Colchester, VT, United States) attached to a
Nikon Eclipse bright field microscope.

The quantitative analysis was carried out using a modified
unbiased stereology protocol that has been reported to
successfully quantify adult-born neurons in the dentate gyrus
(Eisch et al., 2000; Czéh et al., 2001, 2002; Csabai et al., 2016). The
BrdU+ and DCX+- cells were counted in a systematic manner
in complete series of 50 pm thick sections starting at a random
position along the entire septo-temporal axis of the hippocampal
formation (from —0.94 to —3.88 relative to Bregma, according
to the atlas of Franklin and Paxinos (2008). Every third section
throughout the dentate gyrus was examined, yielding a mean
of 25 sections per animal. All BrdU+ and DCX-labeled cells
in the granule cell layer together with the subgranular zone,
defined as a two-cell-body-wide zone along the border of the
granule cell layer, were counted regardless of size or shape. Cells
were examined under X200 magnification, omitting cells in the
outermost focal plane. The total number of BrdU+ or DCX+
cells was estimated by multiplying the number of cells counted in
every third section by three. Neuron numbers are reported here
as total neuron number/hemisphere.

DCX+ neurons were quantified similarly to the BrdU+
cells as described earlier (Csabai et al., 2016). We not only
counted DCX+ cells, but also analyzed their morphology and
cell migration. To examine cell migration, the neurons were
selectively counted in the hilus, in the subgranular zone (sgz)
and in the granule cell layer (gcl). The ratio of cells located in
these three different cellular layers was expressed in percentage.
Furthermore, we also counted the number of ectopic DCX+
neurons, i.e., cells which migrated out of the gcl into the
molecular layer of the dentate gyrus. The morphological features
of the DCX+ cells were quantified in two different ways. First,

we did a semi-quantitative analysis in the following manner: we
analyzed every 3rd serial section from each animal yielding 25 £+ 3
sections/animal. After thorough visual inspection, every section
was marked in which we observed abnormal looking DCX+
neurons (i.e., cells with irregular, disarrayed dendritic arbor).
Data are reported as the number of sections including cells
with abnormal morphology/animal. Afterward, we quantified
the DCX+ neurons which had the most pronounced atypical
appearance, i.e., bipolar DCX+ cells and DCX+ neurons with
basal dendrites.

Statistical Analysis

Results are expressed as the mean £+ SEM. The data on body
weights and pulmonary function tests were analyzed with three-
way ANOVA (time x stress x cannabis treatment) followed
by Tukey’s multiple comparisons post hoc test. The rest of the
data was analyzed with two-way ANOVA (stress x cannabis
treatment) followed by Tukey’s multiple comparisons post hoc
test.

RESULTS

Analysis of the Marijuana Smoke and

Urine Samples

We performed a HPLC analysis to determine the A9-THC, CBD
and CBN content of the marijuana smoke used in this study.
Furthermore, we collected urine samples from the mice that
were exposed to marijuana smoke on the 6th and 7th week
of the experimental protocol (Figure 1). Concentration of A9-
THC, 11-nor-9-carboxy-THC, CBD and CBN was determined
by SEC/MS-MS in the urine. Data are reported in Table 1. The
measurements revealed that the marijuana smoke had about 10x
higher concentration of A9-THC than CBD. This ratio was even
higher (30x) in the urine samples. The amount of 11-nor-9-
carboxy-THC (a major metabolite of A9-THC) was 1.8 £ 0.2 in
the urine (Table 1).

Stress and Cannabis Exposure Reduced
the Body Weight Gain of the Animals

Body weights were determined every day and then, the
daily values were grouped and reported here as mean body
weight/week (Figure 2). Analysis with a three-way ANOVA
(time x stress X cannabis treatment) revealed that all three
factors had a significant main effect: time: F(8,8) = 62.48,
P < 0.001; stress: F(1,8) = 13.81, P < 0.002; and cannabis
treatment: F(1,8) = 66.71, P < 0.001. Furthermore, there
were significant interactions between the following two factors:
time X cannabis treatment: F(8,8) = 2.11, P < 0.001 and
stress X cannabis treatment: F(1,8) = 30.3, P < 0.01. This
indicates that cannabis treatment increasingly inhibited body
weight gain as the animals grew and that cannabis smoke
consumption could alleviate the stress-induced inhibitory effect
on body weight gain. For the results of the post hoc comparisons
on group differences please see Figure 2.
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TABLE 1 | Cannabinoid concentrations in the marijuana smoke and urine samples.

A9-THC CBD CBN 11-nor-9-carboxy-THC
Marijuana smoke* (mg/mL) 0.427 + 0.002 0.0358 + 0.0011 0.258 £+ 0.008 -
Urine samples (ng/mL) 65.6 + 22.8 24 +£06 41.9+17.6 1.8+0.2

*Chemical content of the smoke produced by burning 2 “joints” (2 x 0.77 g) of marijuana. Data are reported as mean + SEM.
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FIGURE 2 | Repeated stress and cannabis exposure reduced body weight
gain of the animals. Body weights were measured every day and then, the
daily values were grouped and reported here as weekly means. Statistics:
three-way ANOVA (time x stress x cannabis treatment) followed by Tukey’s
multiple comparisons post hoc test. All three factors had highly significant
main effect (P < 0.01) and there were significant interactions between time
and cannabis treatment as well as between the stress and cannabis
treatment. This indicates that cannabis treatment increasingly inhibited body
weight gain as the animals grew and that cannabis smoke consumption could
alleviate the stress-induced inhibitory effect on body weight gain. Tukey’s
multiple comparisons revealed further group differences at specific time
points: Control versus Stress group: *P < 0.05, **P < 0.01; Control versus
Stress + Cannabis group: #P < 0.05.

Stress Hindered the Maturation of
Several Pulmonary Functions, but
Marijuana Smoke Did Not Affect Lung

Functions

We did repetitive lung plethysmography measurements in
order to examine the effect of long-term stress and cannabis
treatment on pulmonary functions. We hypothesized that long-
term cannabis smoke exposure might affect lung functions.
A baseline measurement was done on Week 0 (before the stress
and cannabis exposure started) and subsequent measurements
were done on Week 4 and Week 8 of the experimental procedures
(Figure 1). Results of the plethysmography measurements are
presented on Figure 3. Data were analyzed with a three-way
ANOVA (time X stress x cannabis treatment) followed by
Tukey’s multiple comparisons post hoc test. The main effects
of the three-way ANOVA are presented in Table 2. Time (age)
had the most pronounced effect on the pulmonary functional
parameters. As the animals grew bigger all values of the
pulmonary functions increased, except inhalation frequency,

which decreased during maturation. Chronic stress altered the
development of several lung parameters, i.e., the frequency,
minute ventilation, peak inspiratory flow, time of expiration,
relaxation time and tidal volume. For these parameters the three-
way ANOVA showed a significant main effect of stress as well a
significant time x stress interaction (Table 2). Chronic marijuana
smoke exposure had no effect on any of the pulmonary functions
except the carbachol-induced enhanced pause in breathing test
(Table 2). The carbachol-induced enhanced pause is a functional
parameter for the analysis of the bronchial hyper-reactivity of
the lungs, correlating to the extent of airway inflammation. In
this test bronchoconstriction is provoked by 50 pl nebulized
carbachol (22 mM).

Neither Stress, nor Marijuana Exposure

Influenced Cognitive Behavior

The cognitive performance of the animals was evaluated using
two different learning tests. We did a Y maze test at the
end of Week 3 and a novel object recognition test at the
end of Week 4 (Figure 1). Results of the cognitive tests
are presented on Figure 4. At these time points, neither
stress, nor marijuana exposure had any effect on the cognitive
performance of the animals. In the Y maze, both the stressed
and/or cannabis treated mice tended to make more errors,
i.e,, they entered to arms which have been recently visited,
but statistically there were no difference between the groups
(Figure 4A). In the novel object recognition test, the recognition
index (time spent with novel object/time spent with both
objects x 100) was similar for all experimental groups
(Figure 4B). The cannabis treated animals had the tendency
to have a lower discrimination index [(time spent with novel
object — time spent with familiar object)/time spent with both
objects], however, statistically this was not significant either
(Figure 4A).

Anxiety-Related Spontaneous
Locomotor Activity and Self-Grooming in
the Open Field Test

We performed an OFT at the end of the experiment to evaluate
the anxiety-related spontaneous locomotor activity and self-
grooming behavior of the animals (Figure 1). Stressed mice
spent less time in the center of the arena (Figure 5A). Two-
way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant
main effect of stress [F(1,32) = 6.33, P < 0.05], but Tukey’s
post hoc test found no further group differences. Measurement
of the velocity of the animals, ie., the number of squares
crossed during the time spent with movement, also revealed that
stressed mice showed significantly reduced exploratory activity
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FIGURE 3 | The effect of repeated stress and cannabis exposure on pulmonary functions. We did repetitive whole body plethysmography measurements on freely
moving animals. Baseline values were recorded on Week O, before the stress and cannabis exposure started and then subsequent measurements were done on
Week 4 and Week 8 of the experimental procedures. Time (age) had the most pronounced effect on lung functions. As the animals grew bigger aimost all values
increased. Chronic stress significantly blocked the maturation of several lung parameters (minute ventilation, peak inspiratory flow and tidal volume) whereas, the
relaxation time and the time of expiration were increased. Results of the three-way ANOVA (time x stress x cannabis treatment) showed a significant main effect of
stress and significant time x stress interaction for these parameters. Marijuana smoke exposure affected only the carbachol-induced enhanced pause in breathing
test. Tukey’s multiple comparisons revealed further group differences: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared to the value of Week 0O of the same treatment
group. #P < 0.05 versus the Control group at the same experimental week.
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TABLE 2 | Summary of the three-way ANOVA analysis (time x stress x cannabis treatment) of the pulmonary functional tests.

Time (age) Stress Cannabis treatment Interaction (time x stress)
f F =35.95 P < 0.001 F =438 P <0.05 n.s. n.s. n.s. n.s.
MV F=18.94 P < 0.001 F =331 P < 0.001 n.s. n.s. F=9.35 P < 0.001
Penh F=17.38 P < 0.001 n.s. n.s. F=3.99 P < 0.05 n.s. n.s.
PIF F=17.55 P < 0.001 F=26.24 P < 0.001 n.s. n.s. F=6.45 P < 0.01
RT F =20.50 P < 0.001 F=12.71 P < 0.001 n.s. n.s. F=3.46 P < 0.05
Te F=25.69 P < 0.001 F=10.28 P < 0.01 n.s. n.s. n.s. n.s.
Ti F=31.44 P < 0.001 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
v F =100 P < 0.001 F =20.33 P < 0.001 n.s. n.s. F=7.16 P < 0.01

Only the main effects of the three-way ANOVA are presented here. The results of the pulmonary functional tests are shown on Figure 3. f, frequency; MV, minute
ventilation; n.s., non-significant; Penh, enhanced pause (induced by 22 mM carbachol); PIF, peak inspiratory flow; RT, relaxation time; Te, time of expiration; Ti, time of

inspiration; TV, tidal volume.

(Figure 5B). Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment)
yielded a significant main effect of stress [F(1,32) = 5.07,
P < 0.05]. Cannabis treatment had no effect on these
parameters, although animals exposed to marijuana smoke
tended to spend more time in the center of the arena.
However, cannabis treatment had a pronounced effect on self-
grooming behavior (Figures 5C,D). Both the stressed and
cannabis treated mice spent significantly more time with
grooming. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment)
revealed a significant main effect of stress [F(1,32) = 4.17,
P < 0.05], and a significant main effect of cannabis treatment
[F(1,32) = 6.11, P < 0.05], but no interaction between the two
factors. Furthermore, Tukeys multiple comparisons post hoc
test revealed a significant difference between the Control and
Stress + Cannabis treated groups (¢ = 4.51, P < 0.05)
(Figure 5C). In addition to that, stressed and/or cannabis treated
mice started the self-grooming much earlier than control mice
(Figure 5D). We measured grooming latency and two-way
ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant
main effect of stress [F(1,32) = 4.71, P < 0.05], and a significant
main effect of cannabis treatment [F(1,32) = 6.89, P < 0.05],
but no interaction between the two factors. Tukey’s post hoc
test revealed a significant difference between the Control and
Control + Cannabis groups (g = 4.02, P < 0.05), as well as
between the Control and Stress 4+ Cannabis treated groups
(g = 4.60, P < 0.05) (Figure 5D).

The Stress-Induced Inhibition of Cell
Proliferation in the Dentate Gyrus Was
Not Influenced by Cannabis Smoke

Exposure

Cell proliferation in the dentate gyrus was visualized with use
of the exogenous proliferation marker BrdU (Figures 6A-D).
Stress significantly reduced the number of BrdU-positive
cells in the dentate gyrus (Figure 6E). Two-way ANOVA
(stress x cannabis treatment) revealed a significant main effect
of stress [F(1,32) = 4.43, P < 0.05]. The number of BrdU-
positive cells were also fewer in the dentate gyrus of mice of
the Control + Cannabis group, but cannabis treatment had no
statistically significant effect on cell proliferation.

Cannabis Smoke Exposure Had a
Pronounced Effect on the Number,
Morphology and Migration of the

Doublecortin-Positive Inmature Neurons
The population of immature neurons was visualized with DCX-
immunohistochemistry (Brown et al, 2003; Rao and Shetty,
2004, Figure 7). Stress had no effect, but cannabis treatment
significantly reduced the number of DCX-positive neurons in the
dentate gyrus (Figure 8A). Two-way ANOVA (stress x cannabis
treatment) revealed a highly significant main effect of cannabis
treatment [F(1,32) = 18.86, P = 0.0001]. Tukeys post hoc
test revealed further differences between the Control and
Control + Cannabis (g = 4.50, P < 0.05) and between the Stress
and Stress + Cannabis treated groups (q = 4.19, P < 0.05)
(Figure 8A).

During the quantitative analysis of the DCX+ neurons we
noticed that in the dentate gyrus of cannabis treated mice,
DCX+ cells often had an unusual or abnormal appearance
(Figure 9). For example, cannabis treatment significantly altered
the dendritic morphology of the DCX+ cells. Many DCX+ cells
lost their dendritic DCX-expression (Figure 9B) and occasionally
we observed bipolar DCX+ neurons (Figure 9E), or cells with
basal dendrites (Figures 9B,G). In order to quantify these
morphological changes of the DCX+ cells, we quantified the
number of sections/animal where we could find DCX+ neurons
with abnormal appearance (Figure 8B). Two-way ANOVA
(stress x cannabis treatment) revealed that cannabis treatment
had a significant main effect [F(1,32) = 8.35, P = 0.01] indicating
that the incidence of DCX+- cells with abnormal appearance was
significantly higher in the cannabis treated animals (Figure 8B).

We also quantified cell migration of the DCX+ cells. In
control mice, the majority, i.e., >90% of the DCX+ immature
neurons, were located in the germinative subgranular zone (sgz).
A small percentage, i.e., <5% of the cells, migrated out of the
sgz either to the granule cell layer (gcl) (Figure 8C), or some
cells were also found in the hilus (Figure 8D). This ratio was
significantly altered by the marijuana exposure. In the cannabis
treated animals, >15% of the DCX+ cells were found outside
of the sgz (Figure 8E). Two-way ANOVA (stress X cannabis
treatment) yielded a highly significant main effect of cannabis
treatment [F(1,32) = 15.87, P < 0.001], a significant main effect
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FIGURE 4 | Results of the cognitive tests: Neither stress, nor marijuana
exposure affected the cognitive abilities of the animals. Cognitive
performances were measured in the Y maze (A) and with the novel object
recognition test (B). (A) Stressed and/or cannabis treated mice tended to
make more errors in the Y maze test, i.e., they entered to arms which have
been recently visited, but statistically there was no difference between the
groups. (B) The recognition indexes (time spent with novel object/time spent
with both objects x 100) were also similar for all experimental groups.
Marijuana treated animals had the tendency to have a lower discrimination
index [(time spent with novel object — time spent with familiar object)/time
spent with both objects], but statistically this was not significant. Data were
analyzed with a two-way ANOVA (stress x cannabis treatment).

of stress [F(1,32) = 5.46, P < 0.05], and a significant interaction
between the two factors [F(1,32) = 5.96, P < 0.05]. Furthermore,
Tukey’s post hoc test revealed significant differences between the
Control and Control + Cannabis (q = 6.42, P < 0.001), Stress
versus Control + Cannabis treated groups (q = 6.32, P < 0.001),

and between the Stress 4+ Cannabis and Control + Cannabis
treated groups (g = 4.78, P < 0.01) (Figure 8E).

Quantitative data on the incidence of DCX+ cells with
abnormal appearance is shown on Figure 10. Cannabis treatment
significantly increased the percentage of bipolar DCX+ cells.
Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) yielded a highly
significant main effect of cannabis treatment [F(1,32) = 41.36,
P < 0.001], and Tukeys post hoc test revealed significant
differences between the Control and Control + Cannabis
(g = 575, P < 0.01), Control versus Stress + Cannabis
groups (g = 6.90, P < 0.001), and between the Stress and
Stress + Cannabis groups (g = 4.26, P < 0.05) (Figure 10A).
Cannabis treatment also increased the frequency of ectopic
DCX+ cells, ie., the incidence of cells that were found
in the molecular layer of the dentate gyrus (Figures 9G,
10B). The number of DCX+ neurons with basal dendrites
was also much higher in the cannabis treated animals
(Figure 10C). Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment)
revealed a highly significant main effect of cannabis treatment
[F(1,32) = 22.45, P < 0.001], a significant main effect of
stress [F(1,32) = 19.75, P < 0.001], and also a significant
interaction between the two factors [F(1,32) = 21.10, P < 0.001].
Furthermore, Tukey’s post hoc test revealed further significant
group differences between the Control and Control + Cannabis
treated groups (g = 8.87, P < 0.001), between the Stress and
Control + Cannabis groups (q = 8.47, P < 0.001), and between
the Control + Cannabis and Stress 4+ Cannabis treated groups
(g =847, P < 0.001).

DISCUSSION

The principal aim of the present study was to model regular
marijuana consumption of humans in an experimental setting.
Since most of the users are young people who claim that
they consume cannabis to relax from everyday stress therefore,
we exposed young experimental mice to daily stress and
concomitant cannabis smoke. While most experimental studies
inject synthetic cannabinoids, we decided to use marijuana
smoke exposure, because smoking is the most typical route
of application in humans. Furthermore, we did a long-term,
repeated exposure for 8 weeks, using daily restraint stress for
6 h/day and exposing animals to the smoke of 4 “joints”/day
during the end of the restraint stress. Our results demonstrate
that both stress and cannabis exposure significantly reduced body
weight gain of the animals. However, cannabis could alleviate
the stress-induced reduction of body-weight gain. We expected
to see marijuana-induced changes in pulmonary functions, but
instead it was the chronic stress which inhibited the maturation of
most of the lung functions. In the behavioral tests measuring the
cognitive performance of the animals, neither stress, nor cannabis
treatment had any effect after 3 or 4 weeks of exposure. In the
OFT, where we evaluated the anxiety related behavior of the
animals after 8 weeks of treatment, stress had an anxiogenic effect,
while cannabis had only a mild tendency to reverse the stress-
induced anxiety. Marijuana however had a strong effect on self-
grooming. Cannabis treated mice started to groom themselves
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FIGURE 5 | Results of the open field test. We quantified anxiety-related spontaneous locomotor activity and self-grooming in the open field test. (A) Stressed mice
spent significantly less time in the center of the arena. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant main effect of stress (P < 0.05), but
Tukey’s post hoc test found no further group differences. Cannabis treated mice tended to spend more time in the center of the arena, but statistically this was not
significant. (B) The velocity of the animals was evaluated by counting the number of squares that were crossed during the time spent with movement. Stressed mice
had reduced exploratory activity. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) yielded a significant main effect of stress (P < 0.05). Cannabis had no effect.

(C) Cannabis had a pronounced effect on self-grooming. Both the stressed and cannabis treated mice spent significantly more time with self-grooming. Two-way
ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant main effect of stress (P < 0.05), and of cannabis treatment (P < 0.05). Tukey’s post hoc test revealed a
significant difference between the Control and Stress + Cannabis groups (*P < 0.05). (D) Stressed and/or cannabis treated mice started to groom themselves
significantly sooner than control mice. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant main effect of stress (P < 0.05), and of cannabis
treatment (P < 0.05). Tukey’s post hoc test revealed further significant differences between the Control and Control + Cannabis groups and between the Control and
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much sooner than controls and also spent significantly more
time with grooming. Finally, we examined adult hippocampal
neurogenesis and we found that chronic stress — as expected -
blocked progenitor cell proliferation in the dentate gyrus, but
marijuana smoking had no influence on that. In contrast to
that, cannabis smoke exposure had a pronounced effect on the
doublecortin-positive immature neurons. Cannabis significantly
reduced the number of DCX+ neurons in the dentate gyrus,
stimulated their migration and the dendritic morphology of the
cells was also profoundly altered by the marijuana treatment.
In sum, with this experimental design we found that long-term
exposure to cannabis smoke had either no effect or negative
impact on various health-related measures.

Cannabis contains over 500 different compounds (EISohly
and Gul, 2014), but the potency of marijuana is usually judged

based on the A9-THC content of the preparation. We did a
HPLC analysis to assess the major components of the cannabis
smoke which was used in this experiment. Results of this analysis
revealed that the A9-THC content was 10-fold higher than
its CBD content (Table 1). This difference was even more
pronounced in the urine samples, where the A9-THC content
was 30-fold higher than the CBD content. Several reports indicate
that the potency of marijuana sold on the streets has increased
dramatically over the past few decades (Mehmedic et al., 2010;
ElSohly et al., 2016) and it has been suggested that this increase in
potency has been the reason for the rising emergency department
visits involving marijuana use in the US (Data Spotlight, 2012).
Our principal aim was to mimic the regular cannabis
consumption of humans. However, it is very difficult to define
the average frequency of cannabis use in the general population.
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FIGURE 6 | Stress inhibited progenitor cell proliferation in the dentate gyrus.
Representative images demonstrating BrdU-immunohistochemistry labeling in
the dentate gyrus of the animals from the different treatment groups (A-D).
(E) The total number of BrdU-positive cells in the dentate gyrus of one
hemisphere. Stress significantly reduced the number of BrdU-positive cells in
the dentate gyrus. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a
significant main effect of stress (P < 0.05), but cannabis treatment had no
statistically significant effect on cell proliferation. Scale bar: 100 wm for all
images.

A recent US survey documented that 3-4% of all primary care
patients in Washington State report on a daily use, and 10—
14% of them consume cannabis at least once a week or month
(Lapham et al., 2017). Young adults (aged 18-29 years) use
cannabis much more frequently and 6-12% of them report to
consume it on a daily basis and 25-30% of them use it at
least once a week or month (Lapham et al., 2017). US citizens,
who consume cannabis regularly, report to use an average of
9.4 £ 9.7 joints weekly (1-60 joints/week) (Goodwin et al., 2008).
From this perspective the regimen of cannabis exposure that
we used, i.e., 4 joints/day (20 joints/week) was rather strong.
Furthermore, we determined the THC/CBD/CBN and carboxy-
THC concentrations in the urine of the mice. Our present
cannabis treatment protocol resulted in a low (2 ng/mL) urine
concentration of carboxy-THC. According to the guidelines of
the Mayo Clinic, the presence of carboxy-THC in human urine
samples at concentrations > 15.0 ng/mL is a strong indicator that
the patient has used marijuana. The presence of carboxy-THC
in urine > 100.0 ng/mL indicates relatively recent use, probably

. . -

Control + Cannabis Stress + Cannabis

FIGURE 7 | DCX-positive immature neurons in the dentate gyrus.
Representative images demonstrating DCX-immunohistochemistry staining in
the dentate gyrus of animals from the different treatment groups (A-D). Note

that DCX-positive cells were often disarrayed in the dentate gyrus of cannabis
treated mice (C,D). Scale bar: 50 wm for all images.

within the past 7 days. Levels of >500.0 ng/mL suggest chronic
and recent use'. In this comparison, our cannabis exposure
regimen was modest. However, it should be emphasized that
the drug metabolism rate of mice is much higher compared
to humans. We are not aware of any study that evaluated the
amount of marijuana smoke exposure that is necessary to reach
serum or urine concentrations of THC/CBD/CBN and carboxy-
THC comparable to the human samples. It has been documented
that rats have to be exposed to the smoke of 60 cigarettes/day to
reach serum levels of nicotine and cotinine that is comparable
to human cigarette smokers (Small et al., 2010; Bruijnzeel et al.,
2011). However, to apply such a high dose would be technically
impossible for us and also we would not get an ethical permission
to expose animals to e.g., 60 joints/day over a 2-month period.
The clinical findings describing the effects of marijuana on
the body and mind are often conflicting. For example, cannabis
is known to stimulate appetite and potentially promote weight
gain in patients with cancer of HIV (Abrams and Guzman,
2015; Kramer, 2015) whereas, the large epidemiological studies
involving the general population consistently report that users of
marijuana tend to have lower body mass indices (Sansone and
Sansone, 2014). Therefore, it is important that the well-controlled
experiments should aim to mimic real life situations as much
as possible. In our experiment, both cannabis smoke and stress

Thttps://www.mayomedicallaboratories.com/test-catalog/Clinical+and+
Interpretive/8898
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FIGURE 8 | Marijuana smoke exposure had a pronounced effect on the number, migration and morphology of doublecortin-positive immature neurons. (A) Cannabis
treatment significantly reduced the number of DCX-positive neurons in the dentate gyrus. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a highly significant
main effect of cannabis treatment (P < 0.001). Tukey’s post hoc test revealed further differences between the Control and Control + Cannabis groups (*P < 0.05)
and between the Stress and Stress + Cannabis treated groups (#P < 0.05). (B) The number of sections/animal in which we observed disarranged DCX-positive
cells. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant main effect of cannabis treatment (P < 0.01). (C) In control mice, the majority of the
DCX+ immature neurons were located in the subgranular zone (sgz) and a small percentage, i.e., <5% of the cells, migrated either to the granule cell layer (gcl) or a
few cells were found in the hilus (D). This ratio was significantly altered by the cannabis exposure. (E) In the marijuana treated animals >15% of the DCX+ cells were
found in the granule cell layer, hilus or occasionally in the molecular layer. Two-way ANOVA (stress x cannabis treatment) revealed a significant main effect of stress
(P < 0.05) and cannabis treatment (P < 0.001), and a significant interaction between the factors (P < 0.05). Tukey’s post hoc test found significant differences
between the groups: ***P < 0.001 versus Control; +++P < 0.001 versus the Control + Cannabis treated group.
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reduced the body weight gain of the animals, and in this case
we found a significant interaction between these two factors. This
means that cannabis treatment could alleviate the stress-induced
inhibitory effect on body weight gain.

Marijuana smoke contains many of the same toxins and
carcinogens as tobacco smoke and thus, irritates the respiratory
system similarly to tobacco. Clinical studies indicate that regular
cannabis smoking alone is associated with airway inflammation
(Jett et al, 2018). In our recent experimental study, daily
marijuana inhalation for 4 months resulted in inflammation,
tissue destruction, and emphysema (Helyes et al, 2017). In
the present study, cannabis smoke did not affect any of the
pulmonary functions. Notably, a large clinical study in the US
could not find any adverse spirometric changes with cumulative
lifetime marijuana use of up to 20 joint-years either (Kempker
et al., 2015). In our present study, it was the repeated stress
exposure that inhibited the development of several pulmonary

functions. To our best of knowledge, ours is the first study
to reveal such negative effect of chronic stress on pulmonary
functions. We could not find any comparable experimental
data in the literature. However, human studies document that
experiencing psychological stress in children is significantly
associated with asthma morbidity (Chen et al., 2006). Preclinical
studies reported that chronic stress in mice can result in
pneumonia (Kiank et al., 2008) and can worsen allergic airway
inflammation (Okuyama et al., 2007).

Several research groups investigated the behavioral effects of
marijuana smoke or specific cannabinoid molecules in the OFT
(e.g., Bruijnzeel et al., 2016; Murphy et al., 2017; Tomas-Roig
et al.,, 2018). These studies report on mixed results. Repeated
daily injection of A9-THC into adolescent or adult CD1 mice
had no behavioral consequences in the OFT (Murphy et al,
2017). Injection of the CB1/CB2 receptor agonist WIN 55,212-
2 to C57Bl6/] mice resulted in reduced locomotor activity, but
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FIGURE 9 | Long-term cannabis exposure alters the morphology of DCX-positive neurons. Representative images demonstrating DCX+ immature neurons with
normal appearance in a control animal (A) and cells with abnormal morphology in cannabis treated mice (B-G). (A) In control mice almost all the DCX+ neurons
were located in the subgranular zone, i.e., in a cell layer between the hilus and granule cell layer (gcl). Normal DCX+ cells had DCX-expressing dendrites projecting
through the gcl and arborized in the molecular layer. The principal dendrites were typically running parallel to each other in the gcl giving an orderly, well-aligned
appearance to the neurons. (B) DCX+ neurons in the cannabis treated animals often lost their dendritic DCX-expression. Arrows point to neurons with abnormal
dendritic projections into the hilus. (C) DCX+ neurons with dendrites projecting into all directions, giving a disorganized, chaotic appearance to the neurons.

(D) Open arrow points to a neuron with basal dendrites, i.e., with dendritic projections into the hilus. Black arrow points to a cell with bipolar appearance. (E) A
bipolar DCX+ neuron in the hilus with dendritic projections running parallel to the gcl. (F) Neurons migrating out of the gcl into the molecular layer. (G) An ectopic
DCX+ neuron with basal dendrite that migrated completely out of the gcl into the molecular layer. All images were taken with the same magnification (20x objective).
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FIGURE 10 | The incidence of doublecortin-positive neurons with unusual or
abnormal morphology. (A) Cannabis treatment significantly increased the
percentage of bipolar DCX+ cells. Two-way ANOVA (stress x cannabis
treatment) revealed a highly significant main effect of cannabis treatment

(P < 0.001). Tukey’s post hoc test revealed further significant group
differences: **P < 0.01 versus Control; ***P < 0.001 versus Control;

#P < 0.05 versus Stress. (B) Cannabis treatment significantly increased the
percentage of ectopic DCX+ cells, i.e., DCX+ cells which were found in the
molecular layer of the dentate gyrus (see Figure 9G). Statistics: Two-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. *P < 0.05 versus Control;

++P < 0.01 versus the Control + Cannabis treated group. (C) Cannabis
treatment significantly increased the incidence of DCX+ cells with basal
dendrites. Statistics: Two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.
***P < 0.001 versus Control; +++P < 0.001 versus the Control + Cannabis
treated group.

had no effect on distance traveled in the center of the open
field (Tomas-Roig et al., 2018). In rats, acute cannabis smoke
exposure induced a brief increase in locomotor activity which
was then followed by a prolonged decrease in locomotor activity
and rearing (Bruijnzeel et al, 2016). In our study, cannabis

smoke exposure had no effect on locomotor activity or on
anxiety-related behavior. Marijuana smoke also did not alter the
anxiogenic effect of repeated stress. However, cannabis smoke
had a pronounced effect on self-grooming. Both stressed and
cannabis treated mice spent significantly more time with self-
grooming and they also started to groom themselves significantly
sooner than control mice. Self-grooming is a complex innate
behavior of rodents which is regulated by several neural circuits.
Aberrant self-grooming has been described in animal models
of several neuropsychiatric disorders including substance abuse
(Kalueft et al., 2016). The same review also suggested that self-
grooming has a great value for translational neuroscience, since
each disease model may result in a distinct grooming phenotype
(Kalueft et al., 2016). Our present study supports the notion that
the microstructure of self-grooming should be investigated in
more detail, because abnormal grooming behavior could signal
the stress or anxiety level of the animals in the specific models
(Kalueff et al., 2007).

The effect of cannabis use on the cognitive performance of
the individual is probably the most ambiguous issue. Recent data
suggest that cannabis use can improve various cognitive and
executive functions (Osborne et al., 2017; Tervo-Clemmens et al.,
2018; Gruber et al.,, 2018), while others claim that it impairs
cognition (Volkow et al., 2014, 2016; Broyd et al., 2016; Curran
etal,, 2016). In this experiment, we could not detect any (positive
or negative) effect of marijuana smoke exposure on the cognitive
performance of the animals in the novel object recognition and
Y maze tests. It has been argued that a potential explanation for
the conflicting data in the literature is the different ratio of A9-
THC and CBD content in the marijuana samples used in the
experiment (Fadda et al., 2004). Data suggests that high A9-THC
or low CBD cannabis results in greater cognitive impairment
(Colizzi and Bhattacharyya, 2017; Murphy et al.,, 2017). In our
case, the cognitive tests were done at the end of the 3rd and 4th
week (Figure 1) and it might be that the cannabis exposure was
too short at these time points to result in a detectable difference.
Probably, it might have been better to do the cognitive testing at
the end of the experiment which would have also allowed us to
directly compare the cognitive performance of the animals with
the findings on adult neurogenesis. The reason why we did not
do the cognitive testing at the end of the experiment was that it is
known that learning can affect the process of adult neurogenesis
(Gould et al., 1999) and we wanted to avoid too many testing at
the end of the experiment that could interfere with each other and
with neuroplasticity.

Neurogenesis in the adult hippocampal dentate gyrus is
a special form of neuroplasticity that has been implicated
in various physiological and pathophysiological conditions
including substance abuse (Eisch et al, 2000; Mandyam
et al, 2008; Noonan et al, 2010; Bayer et al, 2015). It
is well documented that the endocannabinoid system and
the CB1 cannabinoid receptor mediate neural progenitor cell
proliferation and neurogenesis (e.g., Aguado et al, 2005,
2007). Numerous studies investigated the effect of cannabinoids
on adult hippocampal neurogenesis (reviewed recently by
Prenderville et al., 2015), but to our best of knowledge, none
of these studies used cannabis smoke exposure, instead they
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all injected synthetic cannabinoids or plant-derived extracts to
the experimental animals. There have been numerous reports
on a positive, stimulatory effect of cannabinoid treatment on
adult neurogenesis (Jiang et al., 2005; Palazuelos et al.,, 20065
Marchalant et al., 2009; Wolf et al., 2010; Rivera et al., 2011;
Suliman et al.,, 2018). Furthermore, several reports suggested
that facilitation of the cannabinoid signaling in the hippocampus
may prevent stress-induced behavioral changes (Campos et al.,
2013; Scarante et al., 2017; Fogaca et al., 2018). In our present
study, chronic stress — as expected — reduced cell proliferation
in the dentate gyrus, but cannabis smoke had no influence on
this effect of stress. However, marijuana smoke had a distinct
effect on the DCX+ cells, by reducing their number and affecting
their morphology and migration. In the literature, one can find
controversial data on the influence of cannabinoids on DCX+
neurons. In non-stressed Swiss mice, repeated administration
of CBD at a lower dose (3 mg/kg) increased the number of
DCX+ cells, but at a higher dose (30 mg/kg) it had a negative
effect (Schiavon et al., 2016). Another study demonstrated that
when CBD was fed to female C57Bl/6 mice it stimulated adult
neurogenesis, whereas A9-THC had no such effect (Wolf et al.,
2010). Yet, more recently, it was shown that injection of A9-THC
to rats can stimulate adult neurogenesis (Suliman et al., 2018).
Another study reported that daily injection of the cannabinoid
agonist WIN 55,212-2 for 3 weeks to adolescent rats reduced the
number of newly generated neurons in hippocampus (Abboussi
etal., 2014).

To our best of knowledge, so far there was only one
research group which carried out experiments where stress was
combined with cannabinoid treatment and the consequences
on behavior and hippocampal neuroplasticity were investigated.
Guimardes and co-workers used chronic unpredictable stress
(CUS) in combination with repeated injection of pure CBD and
reported on a pronounced anxiolytic effect of CBD treatment
which could also normalize the stress-induced inhibition of
hippocampal progenitor cell proliferation and neurogenesis, i.e.,
it reversed the stress-induced reduction of BrdU- and DCX-
positive cell numbers (Campos et al, 2013). In their more
recent study, they replicated and extended these findings by
demonstrating that CBD treatment can prevent the stress-
induced inhibitory effects on adult neurogenesis via the activation
of CBI1/CB2 receptors (Fogaca et al., 2018). Our present
experiment could not replicate these findings. There are several
possible explanations for this: (1) The Guimaries group used a
different stress protocol which lasted only for 14 days (Campos
et al., 2013; Fogaca et al, 2018). It might be, that our stress
protocol was too aggressive and/or lasted too long, as it was
4x longer than the protocol of the Guimardes group. (2)
The Guimardes group treated their animals with pure CBD,
whereas in our case the marijuana smoke included hundreds
of molecules and had high A9-THC content (10:1 ratio of
A9-THC : CBD content). Thus, it might be that in our case
the high A9-THC content concealed the beneficial effects of
the CBD.

In the present experiment, marijuana reduced the number
DCX+ cells, stimulated their migration and significantly altered
their dendritic architecture. Future investigations are needed to

determine whether these cellular changes should be considered
as positive or negative effects. Previous studies reported that
CBD application can increase DCX+ cell numbers in various
experimental conditions (Schiavon et al., 2016; Mori et al,
2017). Another study comparing the effects of A9-THC with
CBD found that A9-THC can reduce DCX+ cell numbers
(Wolf et al, 2010, but see also Suliman et al, 2018). High
A9-THC content of our sample might explain our finding
on reduced DCX+ cell numbers. Other research group also
documented that CBD treatment can stimulate DCX+ cell
migration from the subgranular zone to the granular zone of
dentate gyrus (Fogaca et al., 2018). This finding is in harmony
with the knowledge that endocannabinoids play an important
role during brain development regulating cell proliferation,
migration, differentiation and survival (Harkany et al., 2007).
A recent developmental study provided further evidence that
prenatal exposure to the CB1/CB2 receptor agonist WIN 55,212-
2 can alter the migration of early-born neurons in the cerebral
cortex (Saez et al., 2014). To our best of knowledge our present
data is the first to report on altered dendritic architecture of
DCX+ cells in response to cannabinoid treatment. Normal
DCX+ cells have DCX-expressing dendrites which project
through the granule cell layer to the molecular layer. In contrast
to that, we observed numerous DCX+ cells which lost their
dendritic DCX-expression in the marijuana treated animals.
Furthermore, in the cannabis treated animals, we observed an
increased occurrence of bipolar DCX+ cells and cells with
basal dendrites. It is known from the literature that basal
dendrites on dentate granule cells can be induced by epileptic
seizures (Ribak et al., 2012; Hester and Danzer, 2014) thus,
the presence of such cells suggests abnormal neuronal circuitry,
or cellular niche. We also found higher frequency of ectopic
DCX+ cells in the cannabis treated animals. One possible
explanation for the fact that previous studies did not report
on such abnormal looking cells after cannabinoid treatment
is that our analysis was much more careful and thorough
compared to the previous studies. Most studies examine only 5-6
sections/animal, whereas we examined every 3rd sections from
the serially cut hippocampus, yielding in average 25 analyzed
sections/animal.

However, the present study has some limitations. As we
already discussed, it is very difficult to find a marijuana dosage
that is truly comparable to the human situation. Human
consumption habits are highly variable and mice have a much
higher metabolic rate compared to humans which makes it very
difficult to reach comparable serum or urine concentrations of
cannabinoid metabolites. Not to mention the fact that street
marijuana samples have highly variable potency and efficacy.
We cannot rule out the possibility that using a higher dose of
cannabis, or a different sample having a different potency/efficacy
could result in a different outcome in a similar experimental
setting. We do not question that treatment with CBD has a
positive effect in stressed animals as it has been well documented
by others (e.g., Campos et al, 2013; Fogaca et al., 2018).
Furthermore, employing other type of stress protocols may also
yield different results. It is possible that in our study the stress
procedures were too severe for the animals and that was the
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reason why cannabis treatment could not alleviate the stress-
induced effects.

To our best of knowledge, this is the first experimental
study to combine chronic stress exposure with concomitant
cannabis smoke inhalation. We report here that long-term
exposure to these factors can influence several health-related
measures, but our present experimental design could not reveal
any significant interaction between these two factors (except for
body weight gain). We report here for the first time, that chronic
cannabis smoke can significantly alter the morphology of DCX+
neurons in the dentate gyrus and this finding deserve further
investigations. In the present experiment, chronic cannabis
smoke had either no effect or negative impact on the physical and
mental condition of the animals. We should however, emphasize
that modeling cannabis smoke consumption in experimental
animals is a difficult issue, because (1) human smoking habits
can be extremely variable, (2) rodents have a much higher
metabolic rate, therefore, it is very difficult to apply cannabis
smoke in dosage that results in a serum or urine concentrations of
cannabinoid metabolites that are comparable to humans. Finally,
the present study cannot rule out the possibility that application
of different doses of cannabis smoke or pure CBD treatment may
yield a different outcome in a similar experimental setting.
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