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1. BEVEZETES

1.1. A depresszié neuroplaszticitas elmélete

A major depresszi6 (MD) egyike a leggyakoribb megbetegedéseknek. Egyes
epidemiologiai felmérések szerint, életkori prevalencidja 16%, mig a 12 hoénapos
eléfordulasi gyakorisdga 6.6% (Kessler et al., 2003). Bar a fent emlitett adatok az
Amerikai Egyesiilt Allamokbol szarmaznak, a depresszid az egész vilagon komoly
egészségligyi problémat jelent, és sulyos terheket r6 az egészségiigyi €s szocidlis
szervezetekre. A WHO felmérése szerint a depresszio napjainkban a 4. helyen all abban a
sorban, amelyben a kiilonb6z6 megbetegedéseket a munkaképtelenséget okozo élet-évek
szempontjabol  rangsoroltdk. A WHO eldrejelzése szerint, 2020-ra, ugyanebben a
rangsorban a depresszid mar a masodik helyen fog szerepelni. Az MD egy potencialisan
¢letveszélyes megbetegedésnek tekintendd, mivel a depresszids betegek egy része (10-
15%-a) ongyilkossagba menekiil. Bizonyitott az is, hogy a befejezett 6ngyilkossagok 50-
70%-at kezeletlen vagy nem megfelelden kezelt depresszios allapotban kovetik el.

A depresszi6 koroka mindmaig tisztazatlan. A  depresszids epizodokat
leggyakrabban valamilyen ¢élethelyzeti stressz hatas valtja ki és a gyermekkorban
elszenvedett bantalmazas, érzelmi elhanyagolas képezik a depresszo legjelentdsebb riziko
faktorait (Kendler et al., 1999; Kessler, 1997; Heim and Nemeroff, 2001). A depresszio
kialakulasdban az emlitett stressz hatasok gyakorisaga, idOtartama, az egyén genetikai
hattere, az 6t kiiriilvevé szocialis halo, illetve a sajat kiizdoképessége egyiittesen
hatarozzak meg azt, hogy valakiben a betegség kifejlodik-e vagy sem.

crer

kozelmult mintegy 40 éve soran Schildkraut (1965) monoamin tedridja volt a
legaltalanosabban elfogadott. Ennek értelmében a szerotonin, az adrenalin / noradrenalin
¢s a dopamin rendszerek miikodési zavarai felelosek a depresszio tiineteiért. 1dokdzben
kideriilt azonban, hogy ez az elképzelés finomitasra szorul, mert a monoaminerg
rendszerek neurotranszmitter funkcioi mellett egyéb sejtszintli és intracellularis
mechanizmusokkal is szamolni kell (Manji et al., 2001; Nestler et al., 2002a; Fuchs et al.
2004b'; Castrén, 2005; Berton and Nestler, 2006; Krishnan and Nestler, 2008). Tovabba a
kozelmultban elvégzett szamos in vivo képalkotd vizsgalat nyilvanvalova tette, hogy
depresszos betegekben kiilonféle limbikus és egyéb agyi struktirakat érintd szelekiv,
morfoldgiai és funkciondlis elvaltozasok észlelhetdk. Példaul a prefrontalis és cingularis
kéreg metabolizmusa ¢és térfogata csokken, valamint a betegség progresszidjaval
parhuzamosan a hippokampusz mérete is kisebb lesz (Drevets et al., 1997; Manji et al.,
2001; Price and Drevets, 2010). Poszt-mortem szdvettani vizsgalatok e
térfogatcsokkenések hatterében gy az agykéregben, mint a limbikus rendszer tobb
strukturajaban az ideg- és gliasejtszam csokkenését igazoltak. Hangstlyozandd azonban,
hogy e finom neuroanatomiai elvaltozasok ellenére az MD nem tekinthetd
neurodegenerativ megbetegedésnek. E leletek ugyanakkor nyilvanvalova tették, hogy a
depresszid patofizioldgidjardl a korabban eldterjeszett monoamin hipotézis nem képes a
depresszi soran fellépd idegrendszeri elvéltozasok kielégité magyarazatara. Uj tedridkra
van sziikség, és napjaink talan legtobb figyelmet kapott elképzelése szerint, a MD
hatterében a neuroplaszticitds zavara rejlik (Manji et al., 2001; Fuchs et al., 2004b;
Castrén, 2005; Berton and Nestler, 2006; Pittenger and Duman, 2008; Krishnan and
Nestler, 2008).

! Az értekezés alapjaul szolgalé sajat kozleményekre valé hivatkozisokat aldhuzassal jelltem.
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1.2. Allatkisérletes modellek

Depresszios paciensek kisérleti vizsgalata etikai okokbol nyilvanvaloan limitalt, ezért
olyan allatmodellekre van sziikség, melyeket a betegség egyik vagy masik aspektusanak
vizsgalatara célzottan fejlesztettek ki. Ennek megfelelden a fobb szempontok: 1) yj
antidepresszans gyogyszerek kifejlesztése, tesztelése, 2) olyan modellek, melyek a mar
létez6 antidepressziv hatasu beavatkozasok neurofarmakoldgiai mechanizmusainak
feltarasara alkalmasak ¢és 3) 0 modellek 1étrehozasa a depresszids betegség
al., 2005; Nestler and Hyman, 2010). Mara a kutatok egyetértenek abban, hogy egyetlen
olyan 4&llatkisérleti modell kifejlesztése, amely a fent felsorolt hirom szempont
mindegyikére egyforman hasznéalhatd, valoszintileg lehetetlen vallalkozas. Ugyanis a
mentalis betegségek, igy az MD is, komplex, a human agyra specifikus miikodészavar,
melyet egyszerlibb organizmusokban modellezni rendkiviil nehéz, so6t esetenként
lehetetlen feladat. Kovetkezésképp feltétleniil szdmolnunk kell az allatkisérleti modellek
korlataival ugy a betegség, mint a terapia szempontjabol.

Klinikai vizsgalatok sora igazolja, hogy a depresszids epizodok kialakulasdban a
stressz az egyik legfontosabb kivaltd tényezd (Kendler et al., 1999; Kessler, 1997;
Pittenger and Duman, 2008). E klinikai megfigyelések kdvetkezményeként szamos olyan
allatmodellt fejlesztettek ki, melyek mindegyike az allatok stresszelésén alapul és igy
probal depresszio-szert allapotot 1étrehozni (Willner, 1991; Nestler et al., 2002b). Szamos
kiilonb6z6 modszer 1étezik a kisérleti allatok stresszelésére, ezek koziil kiilonOsen azok a
kronikus stresszen alapuld paradigmék tinnek hasznosnak, melyek egyszersmind
alkalmasak a kronikus stressz hatdsara kialakulo kozponti idegrendszeri reakciok
feltarasara is (Willner, 1991; Nestler et al., 2002b; Fuchs and Flugge G, 2002; Fuchs et al.,
2005; Rygula et al., 2008). Allatokban, csakiigy mint emberben, a depresszio-betegséghez
hasonld allapot létrehozasara a tarskapcsolatok manipuldlasa a legalkalmasabb modszer,
mert ez a legerésebb stressz faktor. Mara mar elfogadott tény, hogy az ember életében a
szocidlis kornyezet instabilitdsa, tarskapcsolatainak megszakadédsa, tarsadalmi
esélyeit (Brown, 1993). Ennek megfeleléen azok az allatmodellek, melyek a szocialis
statusz manipulasaval, pl. mesterségesen létrehozott szocialis instabilitas illetve
alarendeltség létrehozasaval stresszelik az allatokat, kiillonosen alkalmasak a
pszichopatologiai elvaltozasok realisztikus “feltérképezésére” (Mitchell and Redfern,
2005).

Munkacsoportunk, a Clinical Neurobiology Laboratory, German Primate Center
(Gottingen) az elmult évek soran szamos kisérletben kifejlesztett és validalt egy
kiilénleges depresszié allatmodellt, mely egy foemldsokkel rokon allatfaj, az Eszaki
mokuscickdny (Tupaia belangeri) kronikus pszichoszocialis stresszhelyzetben (,,social
defeat ) tartasan alapul. E modell alkalmasnak tiinik azon neurobioldgiai, neuro-endokrin
¢s magatartasbeli elvaltozasok vizsgalatara, melyek a stressz eredetii pszichés
megbetegedések, mint pl. az MD gyakori velejaroi (Fuchs and Flugge, 2002; Fuchs et al.
2004a, 2005).
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1.3. Neurogenezis felnétt allatokban

A neuron-tan egyik f6 sarokpontja volt (és sokak szdmara maradt is), amit még Ramon y
Cajal fektetett le, hogy az idegsejtek osztdodassal szaporodasa a sziiletéskor végetér, utana
a differencialodassal illetve a kapcsolatok kiépitésével jelzett érési folyamat zajlik.
Ekdzben a neuronok szdmszerii csdkkenése is megkezdddik, mely az élet végéig tart,
vagyis agyunk az érlelodés soran folyamatosan vesziti a neuronokat, de ujak mar nem
képzédnek. Azonban a kilencvenes évek masodik felétdl e kérdéskdrben jelentOs
szemléletbeli fordulat allt be, amely elsésorban az idékdzben kidolgozott j modszereknek
volt koszonhetdé (Miller and Nowakowski, 1988; Gross, 2000). Ekkor egyre tobb olyan
tanulmany latott napvildgot, melyek a funkcionalisan érett allatok, sét foemldsok agyaban,
majd végiil az emberi agyban is idegsejt ujdonképzddést demonstralt (Gould et al., 1998,
1999a; Eriksson et al., 1998; Kornack and Rakic, 1999).

A felnéttkori neurogenezis (adult neurogenesis: AN) a kifejlodott agy plaszticitasanak egy
sajatos tipusa. Fiatal, de mar ivarérett ragcsalok hippokampuszaban szemcsesejtek ezrei
sziiletnek Ujonnan naponta (Cameron and McKay, 2001). Jelenleg évente tobb szaz
tudomanyos kozlemény foglalkozik e témaval, igy az AN az idegtudomanyok egyik
legdinamikusabban fejlodo teriiletévé nétte ki magat, amelyben azonban szamos kérdés
tovabbra is hevesen vitatott. Nincs egyetértés példaul abban, hogy vajon neuron képzddés
csak az agy kitiintetett, neurogén zonaiban zajlik-e, vagy szinte minden régioban. Mara a
masok, kiillonbdz6 modszertani problémakra hivatkozva, tovabbra is erds szkepszissel
fogadjak (pl. Gould et al., 1999b; Kornack and Rakic, 2001; Rakic, 1985, 2002a,b; Bernier
et al., 2002; Bhardwaj et al., 2006; Cameron and Dayer, 2008; Marlatt et al., 2011). Két
olyan teriilet van a kifejlett agyban, ahol az AN egyértelmiien bizonyitott (emberben is), az
egyik a hippokampusz gyrus dentatus-a, a masik az agykamrdk falat béleld
szubependimalis (vagy szubventrikularis) zona (Eriksson et al., 1998; Curtis et al., 2007).

A gyrus dentatus-ban (GD) képz6dd uj, még nem teljesen érett szemcsesejtekre
jellemz6, hogy benniik alacsonyabb kiiszobli és robosztusabb LTP (long term
potentiation) valthatdo ki, valamint az is, hogy tulélésiikkh6z bemenet-fiiggd aktivitas
sziikséges (Schmidt-Hieber et al., 2004; Tashiro et al., 2006). Ismert ugyanis, hogy az 1j
neuronok tobbsége (50-60%-a) spontan elpusztul, mivel nem tud beépiilni a meglévo
neuronhaldzatba (Dayer et al., 2003; Kempermann et al., 2003). Patkdnyokban az AN
jelentds mértékii (napi 9000 0j szemcesesejttel szamolnak, Cameron and McKay, 2001),
mig primatadkban ez a folyamat nagysagrendekkel kisebb mértékii (Kornack and Rakic,
1999). Eldfordulasardl az érett human agyszdvetben nincsen megbizhatd kvantitativ adat,
de feltehetden igen ritka esemény (Eriksson et al., 1998; Czéh and Lucassen, 2007).

Szamos tanulmany bizonyitja, hogy az ingergazdag komyezet, a fizikai aktivitas és
a tanulasi folyamatok stimuladléan hatnak az AN mértékére (Kempermann et al., 1997;
Kempermann, 2006; Balu and Lucki, 2009; Lucassen et al., 2010). Mindmaig nem ismert,
hogy a hippokampuszban folyamatosan képzdd0 neuronoknak mi lehet a pontos
funkcionalis szerepe. Mivel a hippokampusz Kkitiintetett szerepet jatszik a tanulas
mechanizmusaban, ezen beliil elsésorban az epizodikus-deklarativ memoria konszolidacid
folyamataban, igy nem meglepd, hogy sok tanulmany igyekszik bizonyitani az AN
szerepét e kognitiv funkcidkban (Imayoshi et al., 2008; Dupret et al., 2007, 2008; Balu and
Lucki, 2009; Coras et al., 2010; Deng et al., 2010; Sahay et al., 2011).

Az AN feltehetéen nem csak fiziologias folyamatokban jatszik szerepet, hanem,
ahogy azt sokan feltételezik, kiillonb6z6 patofizioldgias mechanizmusokban is részt vehet
(Balu and Lucki, 2009). Az AN kulcsszerepét szamos neuro-pszichiatriai
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megbetegedésben felvetették és az elmult évek egyik legtobbet vitatott és kutatott elmélete
szerint az AN csokkenése szerepet jatszhat az MD kialakuldsdban (Jacobs et al., 2000;
Duman, 2004; Dranovsky and Hen, 2006; Sahay and Hen, 2007; Kempermann et al.,
2008; Balu and Lucki, 2009; Lucassen et al., 2010; Lucassen et al., 2010). Felmeriilt az is,
hogy az effektiv antidepresszans kezelés talan az AN stimuldlasan keresztiil hat (Malberg
et al., 2000; Cz¢h et al., 2001; Santarelli et al., 2003; Dranovsky and Hen, 2006; Sahay
and Hen, 2007; Kempermann et al., 2008; Boldrini et al., 2009; Krishnan and Nestler,
2010; Lucassen et al., 2010; Perera et al., 2011). E feltevés sarokpontjai a kovetkezok: 1)
Kornyezeti stressz hatdsara kisérleti allatok hippokampuszaban az AN csokken, ¢és
ugyanilyen stressz emberben a depresszio legfobb rizikd faktora; 2) Depresszios
betegekben gyakori a kognitiv deficit mely tobbnyire a hippokampusz térfogatanak
csokkenésével jar egyiitt (és ez talan a redukalt neuron képzddés kovetkezménye); 3)
Antidepresszans kezelés serkenti az AN jelenségét és blokkolni képes a stressz ezen
folyamatra kifejtett gatlo hatasat; 4) Az effektiv antidepresszans kezeléshez legalabb 3-4
héten at tartd kezelés sziikséges, és az 1jsziilott neuronoknak épp ennyi idére van
sziikségiik a funkcionalis beéréshez; 5) Allatkisérletes adatok bizonyitjak, hogy az AN
blokkolasaval az antidepresszans kezelés magatartasfiziologiai hatasat is gatolni lehet.

Nyilvanvalé azonban az is, hogy a depresszos tiinetekért tobb agyi struktira
egyiittes miikodési zavara felelds, igy a hippokampuszon kiviil egyéb agyteriiletek is
szerepet jatszanak az MD patogenezisében (pl. a prefrontalis kéreg, cingularis areak,
amygdala, talamikus, hypotalamikus ¢és egyéb agytdrzsi magok). Mivel az MD nem
kothetd kizardlagosan a hippokampusz elvaltozasaihoz, ezért — szamunkra legalabbis —
nyilvanvalo, hogy az AN hianya nem lehet a depresszid Osszes szimptomajanak egyetlen
kozos oka. Ugyanakkor a csokkent AN szerepelhet egyes szimptomak okai kozott. Példaul
a depresszios betegekre jellemzd azon deficitekben, melyek hatterében a hippokampusz
hianyos informaci6 feldolgozasa all. Egy masik deficit ama képesség elvesztése, mely a
betegek szamara 10j és bonyolult helyzetek megfeleld kezeléséhez sziikséges.

crer

egyértelmiien meggy6z6 klinikai adat a csokkent AN kritikus szerepérdl. Ugyanakkor
lehetséges, hogy bar a csokkent AN a klinikai depresszid kifejlédésében nem esszencialis,
de az AN stimuldlasara mégis szilkség van a terapidsan hatékony antidepresszans
kezeléshez. Kovetkezésképpen az AN stimuldlasa igéretes stratégia lehet 1j tipusu
antidepresszans gyogyszerek kifejlesztésében.

1.4. Krénikus stressz hatasa a limbikus rendszer strukturalis plaszticitasara

Mara mar elfogadott tény, hogy a kronikus stressz szadmos betegség kialakuldsaban fontos
szerepet jatszik. Ismert az is, hogy bizonyos agyi struktirdk — kiillondsen a limbikus
rendszer — nemcsak iranyitjak az egész szervezet stressz reakcioit, de hosszll tdvon meg is
szenvedik azok kovetkezményeit (Fuchs et al., 2006; McEwen, 2007; Joéls et al., 2007;
Joéls and Baram 2009; Lupien et al., 2009).

A stressz-kutatds fordulopontja volt az a felfedezés, melyben fény deriilt a
glukokortikoid receptorok expresszidjara szerte az agyban, kiillondsen a hippokampuszban
(de Kloet et al., 1975). Azota szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy a stressz hatasara
megemelkedett glukokortikoid szint befolyasolja a hippokampusz miikodését ¢és
strukturajat (McEwen, 2007; Fuchs et al., 2004b, 2006; Joéls et al., 2007; Lupien et al.,
2009). Funkcionalisan, a kronikus stressz hatasara romlik a hippokampusz
ingerlékenysége, az LTP és a memoria is. A kronikus stressz morfoldgiai hatdsai kozé
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tartozik a hippokampusz Ossztérfogatdnak csokkenése, valamint olyan sejtszintl
elvaltozasok, mint a dendritfa atalakuldsa vagy a redukalt AN.

A hippokampusz térfogatanak csdkkenése az egyik legmeggy6zébben dokumentalt
klinikai megfigyelés azon betegség csoportokban, melyek hatterében sulyos vagy kronikus
stressz hatas 4ll, vagy arteficialisan magas a plazma glukokortikoid szintje: igy
depresszios betegekben, PTSD-ben (post-traumatic stress disorder), Cushing
szindromaban, idés emberekben, valamint szintetikus glukokortikoidokkal vald kezelés
kovetkezményeként (Starkman et al., 1992; Lupien et al., 1998; Sapolsky, 2000; Sheline,
2000; Campbell et al., 2004; Videbech and Ravnkilde, 2004; Bremner, 2007; Gianaros et
al., 2007). De az mindmaig nem ismert, hogy pontosan milyen sejtszintli elvaltozas(ok)
allhat(nak) e térfogat csokkenés hatterében (Czéh and Lucassen, 2007). A '80-as években
szililetett nagyhatdsu tanulmanyokat kovetden altaldnossd valt az az elképzelés, hogy a
hippokampusz stressz okozta zsugorodasanak hatterében a neuronok pusztulasa all, mely
kiilonosen a CA3 és CA1 régidkat érinti (Sapolsky et al., 1990; Sapolsky, 2000). Ezt az
elképzelést azonban késobb, precizebb sejtszamolasi eljarasokkal, nem sikeriilt igazolni.
Bar tobb klinikai és allatkisérletes tanulmany vizsgalta, mégsem sikeriilt massziv neuron
pusztulasra utal6 jeleket talalni sem kronikus stressz, sem tartos szintetikus glukokortikoid
kezelés utan, sem pedig depresszids betegek agyaban (Vollmann-Honsdorf et al., 1997,
Sousa et al., 1998; Leverenz et al., 1999; Lucassen et al., 2001, 2004, 2006; Miiller et al.,
2001; Stockmeier et al., 2004; Cz¢éh and Lucassen, 2007). Vagyis a térfogatcsokkenésben
egyéb cellularis tényezoknek kell szerepet jatszania, ilyenek lehetnek példaul a dendritfa
atrendezddése, a csokkent AN, a glia sejtek pusztulasa, vagy példaul a hippokampusz
folyadék haztartasaban fellépd valtozasok (Czéh and Lucassen, 2007).

A stressz egyike azon kornyezeti hatasoknak, melyek erdteljesen gatoljak az AN
mértékét (Czéh et al., 2001, 2002; Balu and Lucki, 2009; Lucassen et al., 2010;
Schoenfeld and Gould, 2011). Ezt tobb spécieszben és kiilonféle stressz paradigmak
alkalmazasaval szerzett egyértelmti eredmények bizonyitjdk. Mind az akut, mind pedig a
kronikus stressz gatolja az AN mértékét, de csak a hippokampuszban, mig a masik
neurogén zonaban, a szubventrikularis rétegben nem okoz ilyen valtozast. A stressz ugy
tlinik az AN minden 1ényeges fazisat, azaz mind a proliferaciét mind pedig a neuron érést,
illetve az ujonnan képzodott neuronok életben maradasat is gatolja.

A legmeggy6zobben dokumentalt stressz-keltette strukturalis elvaltozas az
apikalis dendritfa zsugoroddsa és reorganizacidja, melyhez a dendritikus tiiskék és a
szinapszisok szamanak csokkenése, valamint a posztszinaptikus denzitds modosuldsa
tarsul (McEwen, 2000; Fuchs et al., 2006). A stressz ezen hatasai kisérleti koriillmények
kozott mesterségesen magas glukokortikoid szinttel jol reprodukalhatok. A dendritfanak
eme zsugorodasa illetve a szinaptikus kapcsolatok csokkenésének feltehetd magyarazata
az, hogy a neuronok igy probalnak védekezni a magas glutamat szint mar toxikus
hatasaival szemben (McEwen, 2000; Conrad, 2006). E sejt-morfologiai valtozasok
feltehetden kozremiikodnek a kronikus stressz okozta kognitiv zavarokban (McEwen,
2000; Conrad, 2006). A piramis sejtek dendritfajanak morfoldgiai elvaltozasa egy masik
funkcionalis kovetkezményt is okozhat. Ez esetben a hippokampusznak a HPA-tengely
szabalyozasaban jatszott szerepe olyan zavart szenved, mely azutan szintén korosan és
tartdsan magas glukokortikoid szintekhez vezet (McEwen, 2000; Conrad, 2006).
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2. CELKITUZESEK

Kisérleteinkben a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

2.1. Hogyan hat a kronikus stressz a hippokampusz gyrus dentatus-aban zajlo felnéttkori
neurogenezisre?

2.2. Vajon az ¢let korai szakaszdban — példaul prenatalisan — alkalmazott stressznek
vannak-e hosszi tdva kovetkezményei a foemldsokben (rézusz majmokban) észlelt
felnottkori neurogenezisre illetve a hippokampusz térfogatara?

2.3. Képes-e az antidepresszans kezelés kivédeni a stressz felnéttkori neurogenezist gatlo
hatasat? Vajon a felnottkori neurogenezis kisérleti allatokban végzett vizsgalata alkalmas
modszer-e 0j tipusu, potencidlisan antidepressziv hatdsu terdpids eljarasok
hatékonysaganak ellenérzésére?

2.4. Befolyasolhatja-e a kisérleti allatok kronikus stresszelése, illetve antidepresszans
kezelése a hippokampusz térfogatat illetve a neuronok pusztulasat (apoptozis)?

2.5. Milyen egyéb olyan cellularis reakciokat okoz az a kronikus stressz a
hippokampuszban, amely a CA3 piramis sejtek apikalis dendritjének sorvadasat okozza?
Kimutathato-e valtozas az interneuronok és az asztroglia sejtek szamaban illetve a lokalis
mikrokeringésben?

2.6. Melyek a kronikus pszichoszocialis stressz funkcionalis kdvetkezményei a
hippokampuszban? Valtoznak-e olyan, a hippokampuszhoz kothetd kognitiv funkciok,
mint pl. a téri tijékozodas? Eszlelhetd vagy sem a CA3 piramis sejtek — melyekrdl jol
ismert, hogy kiilondsen érzékenyen reagédlnak a stressz hatasokra — elektrofiziologiai
tulajdonsagainak modosuldsa? Vajon a gatld interneuronok miikddését hogyan
befolyasolja a kronikus stressz?

2.7. Vajon a kronikus stressz a hippokampuszban megfigyelhet6 sejtszintii reakciokat valt-
e ki mas limbikus strukturdkban, példaul a prefrontalis kortexben is?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A kisérletekben hasznalt allatok

Kisérleteinkhez felndtt, him patkanyokat, mokuscickanyokat (Tupaia belangeri) és rézusz
majmokat (Macaca mulatta) hasznaltunk.

3.2. Az allatok krénikus stresszelésére hasznalt paradigmak

Mokuscickdnyok krénikus pszichoszocidlis stresszelése és antidepresszans kezelése: Az
allatokat négy csoportra osztottuk: Kontroll, Kontroll + Antidepresszans kezelés, Stressz,
Stressz + Antidepresszans kezelés. Az els6 hét napon az allatok zavartalan koriilmények
kozott észlelhetd fiziologiai alapadatait gytijtottiik. A masodik 7 napos fazisban az allatok
két csoportjat (Stressz és Stressz + Antidepresszans kezelés) naponta pszichoszocialis
stressznek tettiik ki. A stressz ebben az esetben azt jelentette, hogy a kisérleti allatoknak
naponta el kellett viselnie egy dominans fajtars agressziojat (social defeat). A kisérlet
harmadik idészakdban 28 napon at az alarendelt (kisérleti) allatok egy része, oralis
antidepresszans kezelést kapott (Stressz + Antidepresszans kezelés), mikézben a naponta
ismétlodo stressz helyzetben tovabbra is résztvett. A masik két csoport (Kontroll, és
Kontroll + Antidepresszans kezelés) allatai ugyanezen iddszakra zavartalanul, egyedi
ketrecekben maradtak, illetve a kisérlet utolsd id6szakaban 28 napon at az allatok egy
része, oralis antidepresszans kezelést kapott (Kontroll + Antidepresszans kezelés).

Kronikus mozgas-gatlas (restraint) stessz: felndtt, him patkanyokat hasznaltunk. Az
allatokat forditott megvilagitasi ciklusokban (vagyis reggel 7 és este 7 ora kozott sotétben)
tartottuk. A Stressz csoport allatainak mozgasat 21 napon keresztil reggel 8 és délutan 2
ora kozott (tehat sotét idészakban, az allatok aktiv periddusaban) 6 6ran keresztiil csaknem
teljesen gatoltuk.

Krénikus pre-natalis stessz: Ebben a kisérletben rézusz majmokat hasznaltunk. A kontroll
csoport egyedeit zavartalan terhességbdl szarmazé utodokbol valogattuk. Ezeket
hasonlitottuk olyan egyedekhez, melyek anyjat a 24 hetes gesztacios periodus korai vagy
késoOi szakaszaban 6 héten at stresszeltiink. A korai stressz periddus a megtermékenyités
utani 50. napon kezdddott és a 92. napig tartott. A késoi stressz periodus a 105-147. napok
kozotti idészakra esett. Ez a két idoszak a majom-agykéreg sejtfejlodése és
szinaptogenezise szempontjabol egymastol jelentdsen eltér. A kisérleti csoportokba sorolt
terhes ndstény majmokat a hetente 5 napon keresztiil stresszeltiik. Ez abbdl allt, hogy
hétf6tdl péntekig naponta atvittiikk 6ket egy sotét szobaba, délutan 14:30-16:00 ora kozott.
Itt 10 percig maradtak a szallito ketreciikben, majd pedig egy varatlanul felcsattano erds
hang (autokiirt) ijesztette meg Oket haromszor. Egy standard protokol szerint harom,
egyenként 1 masodpercig tartdo 110 dB erdsségii kiirthangot alkalmaztunk, melyek kdzott
random 1-4 perces iddintervallum telt el. A kisérlet megkezdése elétt mar tisztaztuk, hogy
ez a paradigma szignifikansan noveli a terhes anyak vérében a kortizol szintet. A 6 hetes
stresszelést megel6zo, és az azt kdvetd iddszakokban a terhes majmok zavartalanul éltek
sajat ketreciikben, amig magzataikat természetes titon megsziilték majd nevelték.

3.3. Bromo-deoxiuridin injekcioé és immunocytokémia

Ezt a modszert az jonnan képzddott neuronok kimutatasara hasznaltuk (Czéh et al., 2001,
2002, 2005a, 2007). Az osztdodasban 1évé neuronok megjeldlésére az allatok 5-bromo-2'-
deoxiuridine (BrdU) injekciot kaptak intraperitonealisan. A BrdU a sejtosztodas S fazisa
soran beépiil az Ujonnan szintetizalodd DNS szalba, és ez a beépiilt BrdU késobb,
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immunohisztokémiai eljarassal kimutathaté. A BrdU jeldlés elénye, hogy a jelolt sejtek
szama konnyen meghatarozhato, tovabba identitasuk (idegsejt vagy glia) kettds jelolési
modszerrel viszonylag konnyen ellendrizhetd. A BrdU-pozitiv sejtek identitasat
meghatdrozandd primér antitestek a kovetkezok voltak: az idegsejteket NeuN, a gliat
GFAP vagy NG?2 antitestekkel azonositottuk. Az endothél sejtek felismerésére RECA-1
antitestet hasznaltunk.

3.4. In Situ End Labeling (ISEL) és a Fluoro-Jade (FJ) festés

Ezt a két modszert a pusztuld neuronok kimutatasara hasznaltuk. Kisérleteinkben az
apoptdzis kimutatasara az ugynevezett in situ end labelling (ISEL) technikat alkalmaztuk
(Lucassen et al., 2001, 2004). Mivel az ISEL technika semmilyen informacioét sem nyujt
arra vonatkozdan, hogy a pusztuld sejtek neuronok avagy mas fenotipusu sejtek, ezért
fontos legaldbb annak a felderitése, hogy az apoptotikus egyedek tobbsége eredetileg glia
avagy idegsejt volt vagy sem. Erre a célra az ISEL leletek mellé az ugynevezett Fluoro-
Jade (FJ) sejt-degeneracios markerrel probaltuk meghatarozni az apoptotikus sejtek eredeti
fenotipusat (Lucassen et al., 2004). A Fluoro-Jade B a degeneral6dd neuronokat mutatja
ki, viszont mas sejttipust nem jeldl, igy segitséget nyljt a degeneraldodd sejtek
fenotipusanak meghatarozasaban.

3.5. In vitro elektrofiziolégiai médszerek

Egyfeldl feln6tt, him mokuscickdnyok hippokampusz szelet preparatumaiban a “whole-
cell current-clamp” moddszerrel vizsgaltuk a CA3 piramis sejtek elektrofiziologiai
tulajdonsagait, majd az elvezetéseket utdlagos biocytin jeldlés és részletes morfometriai
feldolgozas kovette (Kole et al., 2004). Masfelél a kronikus stressznek a GABAerg
transzmissziora kifejtett hatasat a CA1 area piramis sejtjeibdl torténd whole cell patch-
clamp elvezetéssel tanulmanyoztuk (Hu et al., 2010).

3.6. NMR-spektroszképia (proton magnetic resonance spektroscopy, NMRS)

A kronikus stressz kisérletek utols6 napjan a mokuscickdnyok a fontosabb agyi

s

lokalizalt NMRS vizsgalaton estek at (Czéh et al., 2001, 2005a; van der Hart et al., 2002)

3.7. A stresszelt allatok kognitiv funkcidjat vizsgalo magatartasi tesztek

A stresszelt mokuscickanyok hippokampdlis funkciodit egy specialis téri-tanuldsi — memoria
tesztben vizsgaltuk. Ebben a tesztben az allatoknak egy fedett iiregekkel rendelkezd tablan
(holeboard) killonbozé térbeli rendszerben elrejtett ételdarabokat kellett megtalalniuk
(Bartolomucci et al., 2002).
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A kronikus stressz hatasa a felnéttkori neurogenezisre a gyrus dentatus-ban

1999-ben egy olyan gottingeni laboratorium munkajaba volt alkalmam bekapcsolodni,
amely akkor az els6k kozott kezdte aktivan kutatni a felnottkori hippokampalis
szerepét. Amikor mi az itt bemutatasra kerild kisérleteket elkezdtilk, még csak néhany
adat 1étezett arra vonatkozoan, hogy a stressz befolyasolja az AN-t (Gould et al., 1997,
1998). Ezek a tanulmanyok akut stressz helyzeteket vizsgaltak, ismert azonban, hogy az
allatok tobbnyire jol alkalmazkodnak a kornyezeti valtozasokhoz, ezért szdmos stressz
kovetkeztében kialakuld fiziologiai elvaltozas spontan visszarendezodik. Ezért is fontos
kivizsgalni, vajon a kronikus stressz befolyasolja-e vagy sem az AN mértékét. Tovabba
ismert, hogy a kronikus stressz kiilonféle neuropszichiatriai megbetegedések kialakulasat
idézheti el6, mely megbetegedések hatterében megvaltozott mértékiit AN-t feltételeznek.

Elsdként az irodalomban, mi egy kronikus (tobb hetes) stressz paradigmat
hasznaltunk, amely a szocialis rangsorban elszenvedett veszteségen, ,alarendelédésen”
(social defeat) alapszik, és azt vizsgaltuk, hogyan hat ez az AN kiilonb6z6é aspektusaira.
Kisérletiinkben értékeltiink tobb olyan fiziologiai mutatot is, melyek a stressz indikatorai,
hiszen azt is bizonyitani kell, hogy az allatok valdban allandoé stressz helyzetben éltek
(Czéh et al., 2001, 2002). Az AN egy tobb 1épésbol allo, dsszetett folyamat, mely a sejtek
osztodasaval kezdddik, amit azutdn az 0jsziilott sejtek érési és differencialodasi szakasza
kovet. Célunk annak tisztazasa volt, hogy a kronikus stressz mennyiben valtoztatja meg a
sejtproliferaciot majd pedig az 1jsziilott sejtek tulélési esélyeit. Az 0jsziilott sejteket BrdU-
val jeloltik, és a kiilonb6zé BrdU adagolasi protokolokkal elkiilonithetd a stressznek a
sejt-proliferaciora, illetve az Wjsziilott sejtek tulélésére kifejtett hatasa. fgy a kontroll
patkdnyok gyrus dentatus-dban 2500-2700 frissen képzddott sejtet szamoltunk
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3000 volt (survival rate).

Hogy a tartds stressznek kitett allatok ezt valoban folyamatos fenyegetettségnek
¢éltek at azt az bizonyitja, hogy a kisérlet végén is megemelkedett kortikoszteron (+94%)
¢s ACTH (+97%) koncentraciot mértiink a vériikben, vagyis az allatokban a HPA-tengely
tartosan aktivalodott (Czéh et al., 2002). A naponta ismételt pszichoszocialis stressz
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redukalddott az ijonnan sziiletett sejtek talélési aranya is. Az jsziilott sejtek identitas
vizsgalata kimutatta, hogy a BrdU-pozitiv sejtek ~70 szazalékabol idegsejt fejlodott, mig
nagyjabol 20 szazalékukbol asztrocita lett. A maradék 10 szazalék identitdsat nem sikeriilt
meghataroznunk. Ezt a glia:neuron ardnyt a kronikus stressz nem befolyésolta.

Hasonlo eredményeket kaptunk egy masik kisérletben is, ahol mokuscickdnyokat
stresszeltlink kronikusan, szintén a pszichoszocidlis stressz paradigmaban (Czéh et al.
2001). Tovabba, érdekes modon tigy tiinik, az életkor eldrehaladtaval az iddsebb allatok
érzékenyebben reagalnak a stressz hatasra, legalabbis benniik stressz utan jobban csdkken
a sejt proliferacio6 (Simon et al., 2005).

Ezekkel az adatokkal elsdként szamoltunk be a kronikus stressznek a
hippokampuszban zajlé felnéttkori neurogenezisre gyakorolt hatasarol. Eredményeinket
azdta szamos mas munkacsoport, kiilonboz6 allatfajban, kiilonb6zé kronikus stressz
paradigmat alkalmazva sikeresen reprodukalta.

10
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4.2. Prenatalis stressz hatisa a felndttkori neurogenezisre féemlosok
hippokampuszaban

Nagyszamu preklinikai tanulmany bizonyitja, hogy még a relative enyhe prenatalis
inzultusok is, melyek nem vezetnek korasziiléshez, vagyis sem a terhesség idOtartamat,
sem a fotusz fejlédését durvan nem befolyasoljak, képesek az utdéd agyanak biokémidjat,
neuro-endokrin funkcioit, emocionalis életét és tanulasi képességeit negativ iranyban
valtoztatni (Weinstock, 2008). Ezek a tanulmanyok arra utalnak, hogy a magzat szamara,
az anyaméh nem jelent tokéletes védelmet, és nem marad érintetleniil a varandés anya
stressznek kitett életmodjanak kovetkezményeit6l. Retrospektiv tanulmanyok adatai
szerint az anyat a terhesség alatt éré stressz kovetkezményeként gyakoribbak a
korasziilések, ¢és a korukhoz képest kis testsullyal sziiletett 0jsziilottek (Hedegaard et al.,
1993). Raéadésul, az ilyen terhességbdl szdrmazé utddok fizikai és/vagy pszichikai
fejlodése is zavart szenved (Jones and Tauscher, 1978; Meijer, 1985). Régota gyanitjak,
hogy a stlyos stressznek kitett terhes anyak utédai kozott gyakoribb a szkizofrénia és az
affektiv zavarok is (van Os and Selten, 1998; Brown et al., 2000).

Azt kivantuk tisztazni,hogy vajon féemldsokben a prenatalis stressznek vannak-e
hosszt tava kovetkezményei az AN-re vonatkozoan, vagy sem. Ennek tisztazasa azért
fontos, mert ha ilyen hatéast észleliink majmokban, akkor nagyon valoszinii, hogy ezek a
kéros folyamatok emberben is hasonloképp jatszodnak le. Kisérletiinkben terhes rézusz
majmokat stresszeltiink és vizsgaltuk az utédok pszicho-motoros fejlédését, a HPA-
tengely aktivitdsadt, valamint a hippokampusz térfogatit ¢és az AN mértékét.
Kisérletiinkben harom dallatcsoport volt: egy kontroll, amely zavartalan terhességbdl
szarmazo6 utddokbol allt, és két prenatéalisan stresszelt majmokbol szervezett csoport, ahol
az anyakat vagy a terhességiik korai vagy pedig kés6i iddszakdban, 6 héten at
stresszeltiink. Az utodokat 2-2.5 éves korukban vizsgaltuk, ez rézusz majmok esetében a
pubertas elétti életszakasznak felel meg.

Magatartasi vizsgalataink eredményei szerint a stresszelt terhességbdl szarmazo
utodok pszicho-motoros fejlédése zavart volt, mivel ezek az allatok ritkabban végeztek
fokuszalt figyelmet koveteld tevékenységet és viselkedésiik gyakrabban volt céltalan, mint
a kontroll terhességbdl szarmazo utdédoké (Coe et al., 2003).

A HPA-tengely aktivitasat elemezve azt talaltuk, hogy mind a korai mind a kés6i
magzati életkorban elszenvedett inzultus utan sziiletett allatokban magasabb volt a kortizol
szint (Coe et al., 2003). Ez a tiinet két lehetséges okra vezethetd vissza. Egyik a magasabb
bazalis hormonszint reggel, amikor a tesztet csinaltuk, a masik az, hogy talan a vérvétellel
jar6 manipulacioé okozott fokozottabb stressz-reakcidt ezekben az utdodokban. Vizsgaltuk
azt is, hogy ezek az allatok hogyan reagdlnak DEX (dexamethasone) adasara (DEX-
szupresszios-teszt). Kozismert, hogy DEX adasa, normalis esetben negativ-feedback ttjan
gatolja a HPA-tengely aktivitasat. Tizenkét 6raval a DEX beadésa utan mind a korai mind
a késOi terhességi korban stresszelt anyaktol szarmazo utédokban a kortizol szint
szignifikansabb magasabb volt, mint a kontroll majmokban. Masszéval a DEX-indukalta
negativ-feedback nem mikodott megfelelden. Ezek az adatok jelzik, hogy a prenatalisan
stresszelt allatokban az HPA-tengely miikodése koros.

A poszt-mortem szdvettani analizis eredményei szerint a hippokampusz gyrus
dentatus-aban a BrdU-jeldlt (0jsziilott) sejtek szdma ~30%-o0s csokkenést mutatott, mind a
korai, mind a kés6i magzati periodusban stresszelt allatokban (Coe et al., 2003). A korai és
késoi terhességi idoszakban stresszelt majmok utodai kdzott ebbdl a szempontbdl nem volt
szignifikans kiilonbség. Mi tobb, szignifikans korrelaciot figyeltiink meg a DEX utan mért
plazma kortizol szint és a GD-ban talalt BrdU-pozitiv sejtek szama kozott.

11
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A kettés immunofluoreszcens jeldlés adatai szerint, a kontroll majmokbol
szarmaz6 mintakban a BrdU-jeldlt sejtek 80%-a jelolédott NeuN-nel is, vagyis ennyibol
lett neuron. A prenatdlisan stresszelt allatokban ez az arany azonos volt a kontroll
értékekkel: korai stressz: 82% késoi stressz: 87%. Vagyis a prenatalis stressz azon nem
valtoztatott, hogy az Gjonnan képzddott sejtek hany szézalékabol lesz neuron.

A poszt-mortem szdvettani analizis a hippokampusz térfogatanak meghatarozasara
is kiterjedt. A prenatalisan stresszelt allatokban a hippokampusz térfogata szignifikansan
kisebb, és ez a csokkenés is fliggetlen volt attol, hogy az allatokat mikor stresszeltiik.

4.3. Képes-e az antidepresszans kezelés normalizalni a kronikus stressz a felnéttkori
neurogenezisre gyakorolt gatlo hatasat?

Egy évtizeddel ezel6tt, amikor mi ezeket a kisérleteket elkezdtiilk mar ismert volt, hogy
tobb kiillonboz6 tipusu antidepresszans kezelés, mint példaul az antidepressziv hatasu
gyogyszerek, de az elektrokonvulziv terapia, €s a lithium is, serkentik a gyrus dentatus-ban
zajlo neurogenezist (Chen et al., 2000; Madsen et al., 2000; Malberg et al., 2000; Scott et
al., 2000). Emlitésre mélto, hogy ezeknek a terapias beavatkozasoknak jotékony hatasat
csak kronikus kezelés utan észlelték, akut kezelés hatastalannak bizonyult (Malberg et al.,
2000). Ezekben a korai tanulmanyokban az antidepresszansok AN-re gyakorolt hatasat
csak egészséges (normal) allatokban vizsgaltak, holott a klinikai gyakorlatban az
antidepresszansokat affektiv zavarokban szenvedd pacienseknek adjak. A depresszio
neurobioldgidjanak felderitéséhez tehat a valosagos (klinikai) helyzetet jobban
megkozelitd allatkisérletek sziikségesek. Ezt az igényt tigy probaltuk kielégiteni, hogy
olyan allatokat kezeltiink antidepresszivumokkal, amelyek kozben egy kronikus
pszichoszocialis stressz (social defeat stress) paradigméban is résztvesznek. Ugy véltiik,
hogy a klinikai szituaciot legjobban ugy kozelitjik meg, hogy ha az antidepresszans
kezelést csak a stressz-indukalta valtozasok kialakulasa utan kezdjik. Ezért az allatok
stresszelése egy héttel korabban kezd6dott, mint a gyogyszeres terapia. Elso
kisérletiinkben (Czéh et al., 2001) antidepresszansként tianeptint hasznaltunk, mely
ismeret modon megeldzi, illetve blokkolja a hippokampuszban leirt stressz-indukalta
morfologiai elvaltozasokat (McEwen et al., 2010). A tianeptin kezelést 4 héten at oralisan
alkalmaztuk, mikézben az pszichoszocialis stresszt folyamatosan fenntartottuk. A kisérlet
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in vivo. Ezenkiviil poszt-mortem megmértiikk a hippokampusz volumenét és a sejt-
proliferacio mértékét a GD-ban.

Az 5 héten keresztiil tartd, kronikus pszichoszocialis stressz szignifikansan
csokkentette a BrdU-pozitiv sejtek szdmat a GD-ban. Azokban az éllatokban viszont,
amelyek a stressz mellett négy hetes tianeptin kezelésben is részesiiltek, a GD BrdU-
pozitiv szemcsesejteinek szama a kontroll értékkel azonos maradt és szignifikansan tobb
volt, mint a stresszelt allatokban. Eszerint az AN kronikus stressz esetén jelentGsen
csokken a GD-ban, de ezt a csdkkenést antidepresszans kezeléssel ki lehet védeni.
Ugyanakkor a tianeptin kezelés kontroll (nem stresszelt) allatokban 1ényegében hatastalan
maradt. Korabbi kisérletekbdl tudjuk, hogy szubordinans mokuscickanyok akut
pszichoszocialis stresszelése is drasztikusan csokkenti az AN-t. Mivel sajat
kisérleteinkben az allatokat a tianeptin kezelés megkezdése el6tt mar egy hétig naponta
stresszeltiik, ezért nagyon valdszinii, hogy a sejtproliferacé mértéke a stressz miatt eleinte
csokkent, majd a 28 napos antidepresszans kezelés eredményeként visszarendezodott.
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Ugyanebben a kisérletsorozatban igazoltuk azt is, hogy az agyi metabolitok
stressz-indukalta valtozasat tianeptin kezeléssel szintén normalizalni lehet. A kisérlet
utols6 napjaiban NMR-spektroszkdpias méréssel tobb agyi metabolit értékét
meghataroztuk. A mért metabolitok a kovetkezok voltak: 1) a neuro-axonalis N-acetyl-
aszpartat (NAA) marker, amely csak a neuronokban talalhato, ennélfogva jol jelzi azok
¢let- ¢és funkcioképességét; 2) kreatin €s foszfokreatin (Cr), melyek fontos energia
metabolitok markerei; 3) kolin-tartalmi (Cho) komponensek, melyek a sejtmembranok
képzodésének illetve degradaciojanak jelzé anyagai, mint példdul a (glycero)-
phosphocholine; 4) és egy glia sejt marker a myo-inositol (Ins). A kontrol csoporthoz
képest a stresszelt allatokban csokkent az NAA, Cr, valamint a Cho komponensek szintjei,
mig az Ins koncentraci6 valtozatlan maradt. A stresszelt allatok tianeptin kezelése
normalis agyi metabolit koncentracidkat eredményezett. Antidepresszans kezelés
Oonmagaban nem valtoztatta meg a mért agyi metabolitok szintjét. Konkluzionk szerint
tianeptin kezelés alkalmas arra, hogy a pszichoszocialis stressz kapcsan megvaltozott agyi
metabolizmust helyreallitsa.

Azt is demonstraltuk, hogy tianeptin kezeléssel megakadalyozhato a hippokampusz
stressz-indukalta volumen-csokkenése. Poszt-mortem meghataroztuk a kronikus
stressznek a hippokampusz térfogatara gyakorolt hatasat. Az 5 hétig tart6 stressz egy nem
szignifikans, 7%-os térfogat csokkenést eredményezett. Ezzel szemben a tianeptin-kezelt
kronikusan stresszelt allatokban a hippokampusz volumene szignifikansan nagyobb volt,
mint a stresszelt, de tianeptinnel nem kezelt egyedekben. Ez a lelet arra utal, hogy az
antidepresszans kezelés megel6zheti illetve kivédheti a hippokampusz volumenének
csokkenését.

Végiil azt vizsgaltuk, hogy a stressz-indukalta sejtproliferacio csokkenés vajon oly
mértékii-e, hogy az a szemcsesejt rétegének volumen csokkenéséhez is vezet, €s ezaltal az
AN csokkenése hozzajarul-e a hippokampusz egészének volumen -csokkenéséhez.
Meglepetésiinkre, a szemcsesejt réteg térfogatat valtozatlannak talaltuk. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a csokkent AN a gyrus dentatus-ban nem lehet a hippokampusz
volumen csokkenésének kozvetlen oka.

4.4. I'Jj tipusu antidepresszans kezelési stratégiak hatasa a felnéttkori neurogenezisre

Ez az alfejezet azt a kérdést vizsgalja, hogy azok a terapids beavatkozasok, melyek
potencialisan 11j antidepresszans kezelést jelenthetnek, vajon hasonloképp stimuldljak-e az
AN-t, mint a hagyomanyos antidepressziv hatdsu gyogyszerek. Tettiikk ezt azért, mert
egyrészt felvetddott az az elképzelés, hogy az AN vizsgalata 1), még fejlesztés alatt allo
antidepresszivumok  tesztelésére,  validalasara  alkalmas  moddszer lehet a
gyogyszerkutatasban, masrészt specifikusan az AN stimulalalasara kifejlesztett szerek egy
merdben Uj tipust gyogyszercsaladot képviselhetnének a neuropszichiatriaban (DeCarolis
and Eisch, 2010). Szerencsés esetben ezek az 0j szerek antidepressziv, illetve kognitiv
funkciokat javito hatassal is birnanak.

Két, uj tipusu kezelési stratégiat teszteltink. Egyik egy fizikai terapias
beavatkozéas, a transzkranidlis magnetikus stimulacio (TMS), a masik pedig egy a
neurokinin-1 receptor antagonistak csaladjaba tartozé vegyiilet kiprobalasa volt. Fel
akartuk deriteni, hogy lehet-e vagy sem ezekkel a kisérleti fazisban 1évd terapias
eljarasokkal ellensulyozni a stressz AN-re gyakorolt gatlo hatasat.
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4.4.1. Transzkranialis magnetikus stimulacié (TMS)

A TMS egy fizikai eljaras, mely az elektrokonvulziv terdpia lehetséges non-invaziv
alternativdja (George, 2010). Ennek az eljardsnak sok eldnye van, mert a TMS
biztonsagos, non-invaziv, fokalis agyi ingerlésre alapozott beavatkozas, mely nem okoz
epilepszias gorcsoket (mint az elektrokunvulziv terapia), stimulalo elektrodak beiiltetésére
nincsen sziikség (mint a deep brain stimulation esetében), €s nincsenek kolcsonhatasi
problémak mas gyogyszerekkel, sem pedig szisztémas mellékhatasok (mint a legtdbb
antidepressziv gyogyszer esetében). Mi allatkisérleteket végeztink a TMS pontos
hatdasmechanizmusanak felderitése céljabol, mert ez mindmaig tisztazattlan. A TMS
hatasat a kronikus pszichoszocialis stressz (social defeat) paradigmaban vizsgaltuk és
clemeztiik a stressz hormonok, illetve az AN valtozasat (Czéh et al., 2002).

A felnétt him patkanyok TMS kezelése 18 napig tartott, 20 Hz-es ingerléssel,
Osszesen 5400 stimulust adtunk le. A GD-ban képz6dé 1j neuronok szamat BrdU
immunohisztokémiai eljarasunkkal kvantifikaltuk. Az AN két stadiumat vizsgaltuk: egyik
a progenitor sejtek proliferacios aktivitasa volt, a masik pedig az, hogy a kisérletes
beavatkozasok hogyan befolyasoltadk a BrdU-pozitiv sejtek tulélésének aranyat. A HPA-
tengely aktivitdsanak jellemzése céljabol az allatokban megmértiik a plazma ACTH és
kortikoszteron koncentracidit. Varakozasunknak megfeleléen, a kronikus stressz
szignifikansan ndvelte a vér a stressz-hormon szintjéit és hatékonyan gatolta a neuronok
képzodését ¢és talélését a GD-ban. TMS kezelés hatasara a stressz hormonok
koncentracioja a stresszelt allatokban normalizalodott. Ezzel szemben a szemcsesejt
proliferacio redukcidjanak mértékét csak gyengén sikeriilt a TMS kezeléssel ellensulyozni,
mikozben az 0jsziilott neuronok tilélési aranya a TMS kezelés hatdsara tovabb csokkent
(Czéh et al., 2002).

Eszerint a TMS kezelés klinikailag is megfigyelt antidepresszans hatdsaban a HPA-
tengely miikodésére kifejtett effektus jatszhat szerepet ugyanakkor a TMS kezelés - az
altalunk alkalmazott kisérleti elrendezésben - nem normalizalta a stressz-indukalta
hippokampalis AN csokkenést. {gy ez utobbi mechanizmus valdszintileg nem jatszik
szerepet a TMS antidepresszans hatasaban.

4.4.2. Neurokinin-1 (NK;) receptor antagonistak

A Substance P és az NK; receptor-neurotranszmitter rendszerrdl tobben felvetették, hogy
fontos szerepet jatszhatnak az érzelmi reakciok szabalyozasaban, illetve az affektiv
zavarok patofiziologiajaban (Mclean, 2005; Herpfer and Lieb, 2005; Cz¢h et al., 2006). A
human agyban is boséges NK; receptor expresszio figyelhetdé meg, mégpedig éppen az
¢érzelmi, illetve stressz reakciok szabalyozasdban fontos régiokban (Rigby et al., 2005).
Kisérletek bizonyitékai szerint a szelektiv NK; receptor antagonistdk hatasos terapiat
jelenthetnek a szorongasos megbetegedések bizonyos formdira és a depresszids
hangulatzavarok kezelésére (Kramer et al., 1998; Furmark et al., 2005; Mclean, 2005;
Herpfer and Lieb, 2005; Czéh et al., 2006; Mathew et al., 2011).

Mi az L-760,735 kodjelit molekula (Merck) hatasat vizsgaltuk a mokuscickanyok
magatartdsara és a hippokampusz plaszticitdsara a kronikus pszichoszocialis stressz
paradigméban (van der Hart et al., 2002, 2005). Az L-760,735 kozponti idegrendszeri
hatasat hasonlitottuk Ossze a klinikai gyakorlatban jol bevalt triciklikus antidepresszans
clomipramin hatasaval. Célunk az volt, hogy lehetdség szerint minél jobban utanozzuk a
klinikai gyakorlatban alkalmazott antidepresszans kezelés gyakorlatat, amint azt a 4.3.
pontban emlitettiik. A gyodgyszerek adagolasat a stressz kezdete utan egy héttel inditva
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naponta, oralisan, 4 héten at végeztilk, mikdzben az allatokat tovabb stresszeltiik. A
kisérlet végén NMRS segitségével vizsgaltuk néhany agyi metabolit in vivo
GD-ban a szemcsesejt-proliferaciot. E kisérlet célja annak elddntése volt, hogy vajon az
NK, receptorok szelektiv blokkoldsa képes-e ugyanolyan hatast kivaltani, mint amilyet a
clomipramin.

Mind a stressz, mind az antidepresszans kezelés szignifikans hatast gyakorolt az

crcr

igazolta, hogy stresszelt allatokban az NAA, Cr, valamint a Cho-tartalmi komponensek
koncentracioi szignifikansan csokkentek, mikozben az Ins a normalis szinten maradt. A
Stressz-csoporthoz viszonyitva a Stressz + L-760,735 allatokban az NAA, Cr és Cho
metabolitok szintje a normalis tartomanyban maradt, azaz hasonlitott a Kontroll csoportbdl
szarmazd adatokhoz. A stresszelt allatok clomipramin kezelése hasonld hatast
eredményezett, vagyis az NAA, Cr és Cho szintek a normalis tartomanyban maradtak.
Tovabba szignifikansan emelkedett Ins koncentraciot figyeltiink meg ugy L-760,735, mint
clomipramin kezelés utan.

Az agyi metabolitok valtozasahoz nagyon hasonld eredményeket hozott a stressz és
antidepresszans kezelés a GD-ban zajlo sejtosztodasra és a hippokampusz térfogatara
gyakorolt hatasa is. Stressz hatdsara a BrdU-pozitiv sejtek szama kifejezett (—45%-o0s)
csokkenést mutatott, mig a stresszelt allatok L-760,735 kezelése szignifikansan magasabb
BrdU-pozitiv sejtszamot eredményezett. Hasonloan, magasabb BrdU jelolt sejtszamokat
kaptunk a Stressz + Clomipramin csoport egyedeiben is a csak stresszelt allatokhoz
képest. Ezek bizonyitjak, hogy mindkét szer képes kivédeni a stressz gatlo hatasat az AN-
re. Ezenkiviil, a hippokampusz térfogata szignifikdnsan (—14%-al) csokkent a Kontroll
csoporthoz képest a stresszelt allatokban. A kétféle antidepresszans kezelés egymashoz
hasonléan részben megakadalyozta a térfogat csokkenést, a L-760,735: +10%; illetve a
Clomipramin: +7% hippokampusz térfogat ndvekedést eredményezett. Sem a stressz, sem
az antidepresszans kezelés nem hatott a hippokampusz szemcsesejt rétegének térfogatara.
Eszerint a stresszelt allatcsoportok GD-ban a sejtosztodas csokkenése nem volt olyan
kifejezett, hogy ez a szemcsesejt réteg térfogatat megvaltoztatta volna. Ugyanebben a
kisérletben végzett magatartasi vizsgalatok szerint a kronikusan stresszelt allatok tSbb
paramétere szignifikansan valtozott, igy pl. csokkent a lokomotoros aktivitasuk és a
territoridlis szagjelold (scent-marking) viselkedésiik is. Ezeket a stressz-indukalta
magatartasi valtozasokat a L.-760,735 kezelés részben normalizalta (van der Hart et al.,
2005). Egy tovabbi, a fentihez nagyon hasonld kisérletben, egy masik NK; receptor
antagonista (SLV-323, Solvay) tesztelésekor nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk (Czéh
et al., 2005a).

4.5. A stressz-indukalta hippokampalis térfogat csokkenés sejtszintii mechanizmusai:
Okoz-e a stressz neuron pusztulast?

A klinikai, in vivo agyi képalkotd vizsgalatokban, gyakorta megfigyelhetd a
hippokampusz térfogatanak szelektiv csokkenése azon betegség csoportokban, melyek
hatterében stlyos és / vagy kronikus stressz all (Sapolsky, 2000; Sheline, 2000; Campbell
et al., 2004; Videbech and Ravnkilde, 2004; Bremner, 2007; Gianaros et al., 2007).
Kozismert tiinet az agysorvadas, mely pl. az eldrehaladt életkor, koros pl. hypoxids
allapotok, vagy neurodegenerativ korképek gyakori melléktiinete és az agy egészét érinti,
de kiilondsen szembetlind a neokortex kéregallomanyaban. Az alabbiakban természetesen
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nem ezt a generalizalt agysorvadast elemezziik, hanem kizarolag a limbikus strukturakra,
leginkabb a hippokampuszra szoritkozo, szelektiv térfogat csokkenéssel foglalkozunk. Ez
a szelektiv hippokampusz zsugorodds olyan betegségekben érvényesiil, melyek ko6zos
vonasa a sulyos, vagy hosszan tartd stressz, illetve az arteficidlisan magas a plazma
glukokortikoid szint: pl. MD, PTSD (post-traumatic stress disorder), Cushing szindroma,
tartos szintetikus glukokortikoid kezelés (pl. imunszuppressziv terdpia kapcsan), vagy
egyszerlien maga a kronikus stressz (Starkman et al., 1992; Sapolsky, 2000; Sheline, 2000;
Campbell et al., 2004; Videbech and Ravnkilde, 2004; Bremner, 2007; Gianaros et al.,
2007).

Mindmadig nem ismert, hogy milyen sejtszintli elvaltozas(ok) all(nak) e térfogat
csokkenés mogott (Sapolsky, 2000; Czéh and Lucassen, 2007). A tradicionalis elképzelés
szerint a fenti betegségekben a hippokampusz térfogat csokkenésének oka a
glukokortikoidok neurotoxikus hatasa (Sapolsky, 2000). Ez a tedria a nyolcvanas években
sziiletett, amikor tobb tanulmény a sulyos stressznek kitett allatokban a hippokampusz
CA1 ¢és CA3 szubrégidiban fellépd neuron pusztulast dokumentalta. Ezeket az
eredményeket a stressz-indukalta neuron pusztulasrol azonban késobb nem sikeriilt
reprodukalni (Vollmann-Honsdorf et al., 1997; Sousa et al., 1998; Leverenz et al., 1999;
Lucassen et al., 2001, 2004, 2006; Miiller et al., 2001; Stockmeier et al., 2004; Czéh and
Lucassen, 2007). A kritikai utanvizsgalatot egyrészt az idékozben kifejlesztett ijabb
modszerek (pl. precizebb sejtszamolasi eljarasok, illetve a szenzitivebb szdvettani
technikak) indokoljak, masrészt az adatgyiijtés megismétlése soran célszerii szigortibban
kontrollalt kisérleti koriilményeket hasznalni. Ezért mi is megvizsgaltuk, vajon emelkedik-
e a sejtpusztulds (vagyis az apoptotikus sejtek szdma) a tobb hetes szocidlis stressznek
kitett mokuscickanyok hippokampuszaban (Lucassen et al., 2001), és hogy vajon
antidepresszans kezelés képes-e befolyasolni a stressz-indukalta apoptozist a
hippokampuszban és temporalis kéregben (Lucassen et al., 2004). Kérdésiink az volt, hogy
az apoptodzis utjan pusztuld sejtek tOmege magyarazhatja-e az észlelt hippokampalis
volumen redukciot.

Kisérleteinkben az apoptozis kimutatasara az ugynevezett in situ end labelling
(ISEL) technikat alkalmaztuk. Négy héten keresztiil naponta stresszelt mokuscickanyok
hippokampuszat és temporalis kérgét vizsgaltuk és hasonlitottunk 0ssze egészséges, nem
stresszelt allatokéval. A hippokampusz egészét tekintve az apoptotikus sejtek szama
szignifikansan csokkent a kronikusan stresszelt csoportban, mikdézben az entorhinalis
kéregben az apoptotikus sejtszam novekedett (Lucassen et al., 2001). A hippokampuszon
beliil a CAl area, stratum radiatum-aban az apoptotikus sejtek szdma szignifikdnsan
csokkent, mig a hilusban novekedett. A sejtpusztulas a CA1 areaban masutt csupan enyhe
mértékll volt. A CA3 piramis sejtek rétegében szintén csokkent az apoptotikus sejtek
szama.

Ezutan ellendriztiik, vajon az antidepresszans kezelés képes-e a stressz-indukalta
apoptozist befolyasolni (Lucassen et al., 2004). Négy kisérleti csoportot vizsgaltunk:
Kontroll, Kontroll + Antidepresszans (Tianeptine), Stressz, Stressz + Antidepresszans
(Tianeptine). A temporalis kéregben a stressz novelte az apoptotikus sejtek szamat mig a
tianeptin kezelés egyértelmii anti-apoptotikus hatasti volt ugy a stresszelt mint a nem
stresszelt allatokban. Az Ammon szarv rétegeinek és régidinak Osszesitett adatai szerint
stressz hatasara az ISEL-pozitiv sejtek aranya szignifikansan csokkent, mig a tianeptin
kezelés ezen nem valtoztatott. A GD szemcsesejt rétegében a stressz enyhén fokozta az
apoptozist (+30%), de ez, a tianeptin kezelés hatasara csokkent a Kontroll + Tianeptin és a
Stressz + Tianeptin csoportban is.
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Eredményeink tehat nem tdmogattdk azt a tradicionalis koncepcidt, miszerint a
stressz a hippokampuszban noveli a neuronpusztulds mértékét. Ugyanakkor kideriilt az is,
hogy a tianeptin kezelés anti-apoptotikus hatdsu. Tovabba Fluoro-Jade analizis
hasznalataval megallapithattuk, hogy a stressz miatt pusztulo sejtek tobbsége glia és nem
neuron.

4.6. Milyen egyéb sejtszintii mechanizmusok csokkentik a stressz kapcsin a
hippokampusz térfogatat? Szamolhatunk-e a glia sejtek vagy a kapillarizacio
redukcidjaval?

Mivel a hippokampusz térfogat csokkenését nem a neuronok pusztuldsa okozza ezért a
tovabbi kisérleteinkben a hippokampusz egyébb sejttipusaira koncentraltunk. Az
agyszovetben a neuronokon kiviil gliasejtek fordulnak eld nagy szamban, illetve a
vaszkularizacio képvisel még jelentds tomeget. Ezért azt vizsgaltuk, vajon a kronikus
stressz érinti-e az asztrocitakat, illetve a hippokampusz kapillarizaciojat.

Elsoként azt ellendriztiik, vajon az asztrocitak szama valtozik-e (Czéh et al., 2006),
mert 1) ezek a leggyakoribb gliasejtek 2) egyértelmlien azonosithatok a GFAP (glial
fibrillary acidic protein) antitesttel; 3) az altalanos gliasejt funkciok (housekeeping)
mellett az asztrocitdk a szinaptogenezis, a szinaptikus hatasfok és a felndttkori
neurogenezis dinamikus regulatorai (Horner and Palmer, 2003; Newman, 2003; Slezak
and Pfrieger, 2003). Valamint szdmos poszt-mortem szdvettani vizsgalat bizonyitja a
gliasejtek szamanak redukcidjat depresszios betegekben, emiatt feltételezhetd az is, hogy a
gliasejtek funkciodzavara szerepet jatszik az affektiv zavarok patogenezisében (Coyle and
Schwarcz, 2000; Cotter et al, 2001a,b; Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007).

Az irodalomban els6ként vizsgaltuk, hogy vajon a tartds pszichoszocialis stressz
megvaltoztatja vagy sem a gliasejtek szamat illetve azt, hogy az antidepresszans kezelés
ezt befolyasolja-e (Cz¢h et al., 2006). A stresszelt mokuscickanyokat most fluoxetinnel
kezeltiik, mely egy a klinikumban jol ismert szelektiv szerotonin reuptake gatlo (SSRI)
szer, mely raadasul kozvetleniil hat az asztrocitakra is (Schipke et al., 2011). Sztereoldgias
sejtszdmlalds utan azt talaltuk, hogy a kronikus stressz szignifikdnsan, 25%-al
csokkentette a GFAP-immunopozitiv sejtek szamat. Ezzel szemben, a fluoxetinnel kezelt
(és stresszelt) allatokban a GFAP-pozitiv sejtek szama alig csokkent. Masszoval a csak
stresszelt allatok és a stressz + fluoxetinnel kezelt csoport kozott a GFAP-pozitiv
asztrocitak szdma szignifikdnsan kiilonb6zott a fluoxetin kezelés protektiv hatdsanak
koszonhetden. Ezzel szemben a kontroll és kontroll + fluoxetinnel kezelt allatok kozott
nem volt eltérés. Ebben a kisérletben enyhe (5%-o0s) hippokampusz térfogat csokkenést
¢észleltiink a stressz eredményeként, és a korrelacio analizis szignifikans Osszefliggést
mutatott a hippokampusz térfogata és az asztrocitak szama kozott.

A masodik kisérletben azt vizsgaltuk, hogy vajon a kronikus stressz
megvaltoztatja-e a patkany hippokampusz kapillarizaciojat (Czéh et al., 2010). Ismeretes,
hogy a hippokampusz kifejezetten sériilékeny olyan inzultusokkal szemben, mint az
epileptiform aktivitds, hypoxia-ischemia illetve hypoglikémia, tovabba, hogy ha
valamilyen stressz hatas eldz meg egy ilyen inzultust vagy tarsul ahhoz, akkor a karositd
hatds még kifejezettebb (Sapolsky, 1996; Conrad et al., 2004, 2007; McDonald et al.,
2008). Az azonban tisztdzatlan, hogy a stressz pontosan milyen mechanizmus utjan
sulyosbitja ezeknek az inzultusoknak a neuronokra gyakorolt hatdsat. Egyik lehetséges
magyarazat az, hogy a stressz az inzultushoz tarsulva a fokozottan felszabaduld
glukokortikoidok révén csokkenti a neuronok regeneracios kapacitasat. Egy masik, eddig
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nem vizsgalt lehetdség az, hogy a stressz a hippokampusz vérellatasat gatolja, és ezaltal
fokozza annak tovabbi inzultusokkal szembeni sériilékenységét. Ez utdbbi elképzelést
tamogatja az, hogy patkdnyokban 12 héten 4t tartd kronikus stressz csokkenti az agyi
vérataramlast (Endo et al., 1999).

A kronikus pszichoszocialis stressz (social defeat) paradigmat ezuttal felndtt him
patkanyokban hasznaltuk annak eldontésére, hogy vajon a kronikus stressz és az
antidepresszans kezelés képes-e a vaszkularizacio elvaltozasat okozni (Cz¢éh et al., 2010).
Antidepresszans kezelésként fluoxetint hasznaltunk. Azért vizsgaltuk az antidepresszans
kezelés hatasat is, mert ismert hogy az elektrokonvulziv kezelés patkanyok
hippokampuszéaban stimulalja az angiogenezist (Hellsten et al., 2005; Newton et al., 2006).

Kitiintetett ~ figyelemben részesitettik a GD szubgranularis zonajanak
mikrovaszkularizaciojat. Ezt azért tettiilk, mert ebben a zonaban zajlik az AN ¢és ismert,
hogy a kapillarisoknak kiilonosen fontos szerepe van az AN-t szabalyoz6 mikrokornyezet
kialakitasaban (vascular niche) (Palmer et al., 2000). Azonkiviil a stressz gatlo hatasa az
AN-re, kiilondsen kifejezett a kapillarisok kozvetlen szomszédsagaban (Heine et al.,
2005). Ugyanakkor, az antidepresszans kezelés nem csak az AN-t stimulalja, hanem a
2007). Ezért ebben a zondban mind a stressz, mind az antidepresszans kezelés hatassal
lehet a kapillarisok szamara.

A kronikusan stresszelt patkanyok a tipusos magatartas-fiziologiai tlineteket
produkaltak, vagyis csokkent a lokomotoros és explorativ aktivitasuk, valamint szukr6z
preferencidjuk (Rygula et al., 2006). Testsuly ndvekedésiik lelassult, alacsonyabb lett
vériikben a tesztoszteron szintje, mikdzben a mellékvesekéreg sulya megnétt (Rygula et
al., 2006). Tovabbi vizsgalataink bizonyitottak azt is, hogy a stressz csokkentette az AN-t,
illetve, hogy a fluoxetin kezelés normalizalta a stressz-indukalta effektusok tobbségét
(Rygula et al., 2006; Cz¢éh et al., 2007).
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elagaz6dd RECA-1 (rat endothelial cell antigen-1) immunopozitiv kapillaris halozatot
figyeltiink meg (Czéh et al., 2010). Kvantitativ eredményeink igazoltdk, hogy stressz
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CA1) azonos mértékben csokkent, és ezt a fluoxetin kezelés nem befolyasolta. A stressz a
GD szubgranularis zénajaban is hasonl6an negativ hatasu volt. E munkank az irodalomban
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A fluoxetin kezelés nem hatott a hippokampusz kapillaris halézatara, pedig tobb
irodalmi lelet sugall efféle effektust, hiszen tobb olyan novekedési faktor szintje
emelkedik antidepresszans kezelést kovetden, melyek mind stimulaljak az angionegezist
(és az AN-t is), igy pl. a fibroblast growth factor-2 (FGF-2, Mallei et al., 2002), a vascular
endothelial growth factor (VEGF, Warner-Schmidt and Duman, 2007), ¢s a brain-derived
neurotrophic factor (BDNF, Duman and Monteggia, 2006). Mivel a fluoxetin nem hat a
hippokampus kapillaris halozatara ezért kizarhato, hogy ezen keresztiil stimulalja az AN-t.
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4.7. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményei:
I. A CA3 piramis sejtek elektrofiziologiai tulajdonsagai

Az egyik legalaposabban dokumentalt stressz-indukalta anatémiai elvaltozas a
hippokampuszban a CA3 piramis sejtek apikalis dendritfdjanak reorganizacidja, mely a
dendritek geometriai hosszanak regressziojaval ¢€s a dendritfa komplexitasanak
egyszerisodésével jar (Watanabe et al., 1992; McEwen, 2000). Ezt eldszor a CA3
régioban irtak le, késobb kiegészitve azzal, hogy e hatast a glukokortikoid hormonok
medialjak, és nem csak a CA3 régiora igaz, hanem a CAl-re, s6t a GD szemcsesejtjeire is.
Feltételezhetd, hogy efféle dendritfa reorganizdconak funkciondlis kovetkezményi is
vannak példaul azokban a kognitiv zavarokban, melyek tartos stressz utan oly gyakoriak
(Conrad, 20006).

Ismert, hogy a dendrit-struktura aranylag kisebb mértékii modosulasa befolyasolja
a neuronok sejttestébdl elvezethetd tiizelési mintdzatot. Habar a hippokampalis piramis
sejtek tlizelési gyakorisaga az apikalis dendritfa hosszaval egyenes aranyban csokken
(Bilkey and Schwartzkroin, 1990; Mainen and Sejnowski, 1996; Krichmar et al., 2002),
mégis, a membranfesziiltség valtozasok terjedése, az akcios potencial €s a burst tiizelés
kiiszobe facilitalodik (Henze et al., 1996; Golding et al., 2001; Vetter et al.,, 2001;
Krichmar et al., 2002). A tiizelési mintazatnak a dendritfa morfologiai valtozasat kisérd
modosulasa jelentésen befolyasolhatja az informacio feldolgozéast a neuronhdl6zaton
beliil. Ugyanis a CA3 piramis sejtek sajatos (intrinsic) és a neuron halozat altal
szabalyozott burst tlizelésének paraméterei kritikus jelentdséglieck mind a rekurrens
kollateralisok kozremiikodésével 1étrejové LTP, mind pedig az tigynevezett éles hullam
(sharp-spike waves) keletkezésében (Buzsaki, 1986; Bains et al., 1999).

Kérdés, hogy vajon a CA3 piramis sejtek dendritfajat redukald kronikus stressz,
befolyasolja vagy sem ezen neuronok input-output jellegét vagy az ingerlékenységét. Ezt
eldontendd felndtt, him mokuscickanyok hippokampusz szelet preparatumaiban “whole-
cell current-clamp” mobdszerrel analizaltuk a CA3 piramis sejtek elektrofiziologiai
tulajdonsagait, majd az elvezetéseket utdlagos biocytin jeldlés és részletes morfometriai
feldolgozas kovette (Kole et al., 2004). A vizsgalt sejtek egyrészt kontroll allatokbol,
masrészt olyanokbol szarmaztak, melyeket el6zdleg 28 napos pszichoszocialis stressznek
vetettiik ala.

A stresszelt allatok hippokampuszaban, a CA3 piramis sejtek apikalis dendritfaja
szignifikansan leegyszerlisodott és megrovidiilt. Az irodalomban elséként kozolt leletiink,
hogy a stressz csokkenti ugyan a CA3 piramis sejtek kiiszob alatti ingerlékenységét, az
aktiv membrantulajdonsagok mégis épen maradnak. A whole-cell elvezetéseink tantisaga
szerint a stresszelt sejtek membranjanak idé-allandoja és bemend ellenallasa 20-25%-al
csokkent. Ugyanezen sejtekben a hiperpolarizald fesziiltséggel keltett “sag” komponens
amplitiddja viszont megndtt. A membran aktiv tulajdonsigai, nevezetesen a
depolarizacioval keltett akcios potencialok kinetikaja, a komplex (rovid burst) tiizelési
mintazatok paraméterei és egyéb tulajdonsagai, mint példaul az utdhiperpolarizacios
fesziiltség értékei nem tértek el egymastol a kontroll és a stresszelt CA3 sejtekben. A
linearis asszocidcio korrelacié analizis (két oldali parametrikus Pearson teszt) eredménye
megerodsitette, hogy az olyan enyhe sejtgeometriai kiilonbségek, mint a dendritfa fentebb
leirt atrofiaja egyiitt jar azzal a funkcionalis modosulassal, melyet az akcids dram és annak
fesziiltség kiiszobe mutatott. E valtozasok mértéke azonban tul kicsi volt és valdsziniileg
ezért nem tiikrozott a kisérleti allatcsoportok kozotti eltérést.

19



dc 209 11

4.8. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményei:
II: A GABAerg interneuronok miikodésére kifejtett hatas

Stressz hatdsara emelkedik a vérben a kortikoszteroidok szintje, €s ezek hatasat a
mineralokortikoid és glukokortikoid receptorok (MR és GR) kozvetitik. E receptorok az
agyszdvetben is boven eléfordulnak, €s gy az emocionalis, mint a kognitiv funkciokat
szabalyozzak (de Kloet et al., 1975, 2005; Lupien et al., 1998; Joéls et al., 2007). Mivel az
MR ¢és GR elsésorban a principalis neuronokban expresszalodnak, igy érthetd, hogy a
korabbi, a kortikoszteroidok hippokampuszban kifejtett neurondlis hatasaival foglalkozo
tanulmanyok is ezekre az idegsejtekre fokuszaltak (Karst et al., 2005; Joéls et al., 2007;
Joéls, 2008). Emiatt a GABAerg interneuronok elhanyagolodtak, pedig ismert, hogy
stresszor illetve glukokortikoidok hatasara megné a GAD® expresszid, a GABA
felszabadulas és az IPSC’ nagysaga is (Bowers et al, 1998; Stone et al, 2001; de Groote
and Linthorst, 2007; Maggio and Segal, 2009). E leletekkel parhuzamba allithatok azok a
klinikai megfigyelések, melyek depresszios betegekben a GABAerg szabalyozas zavararol
szamolnak be (Sanacora et al, 1999; Krystal et al, 2002; Brambilla et al, 2003; Luscher et
al., 2011).

A GABAerg interneuronok kiilonféle fajtdi olyan gatlo halozatokat alkotnak,
melyek a piramis sejtek tiizelési mintazatat formaljak és ezen keresztiil a hatarozottan
elkiiloniilt agyi allapotokra jellemz6é oszcillaciokat organizaljak (Buzséki and Draguhn,
2004; Somogyi and Klausberger, 2005). Példaul, a GABAerg interneuronok egy
szerepet jatszik a halozat oszcillacidjanak szinkronizalasaban (Somogyi and Klausberger,
2005; Klausberger et al, 2005). A kiilonboz6 frekvenciaji osszcillaciok képezik az olyan
komplikalt, magasabb rendii agymiikddések neuronalis alapjat, mint példaul a percepcid
vagy a tanulas és memoria (Buzsaki and Draguhn, 2004; Somogyi and Klausberger, 2005).

Jelen tanulmanyunk (Hu et al., 2010) a két legfontosabb, periszomatikus régiora
projicialo—interneuron csoportra koncentralt, melyek a parvalbumin (PV) ¢és
cholecystokinin (CCK) pozitiv gatld idegsejtek. E két alcsoport miikodése funkcionalis
dihotémiat alkot, mert egymastol élesen kiilonb6z0 membran tulajdonsagaik, expresszalt
receptor-készletiik és a preszinaptikus modulacidik ezt lehet6vé teszik (Klausberger et al,
2005; Freund and Katona, 2003). A PV-pozitiv (PV+) neuronhal6zatot az oszcillacio
preciz, de nem plasztikus oramiivének tekintik, szemben a CCK-pozitiv (CCK+)
neuronokkal, melyek plasztikus, finoman hangolhaté eszkdzt alkotnak, ez pedig a szinkron
aktivitast a szubkortikalis bemenetek fliggvényében modulalja (Freund and Katona, 2003).
E funkcionalis dihotémia alapjan feltételezik, hogy a CCK+ neuron halozat hibas
muikodése szerepet jatszik az emociondlis zavarok, mint példaul a szorongas
mechanizmusaban (Freund and Katona, 2003).

Mindezek ismeretében célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, hogyan valtozik a
hippokampuszban a GABAerg transzmisszié kronikus stressz utan (Hu et al., 2010).
Annak felderitésére, hogy a stressznek a GABAerg transzmissziora gyakorolt hatasat
vajon a gluokortikoidok medialjdk-e, egy potens GR agonistat, (DEX?), hasznaltunk. A
GABAerg transzmissziot a CAl area piramis sejtjeibdl torténd whole cell patch-clamp
elvezetéssel vizsgaltuk. Ezen talmenden azt is elemeztiik, hogy a PV+ és CCK+ neuronok

2 GAD: glutamic acid decarboxylase, enzim, mely a glutamat dekarboxilalasat katalizalja GABA-va

3 IPSC: inhibitory postsynaptic current

* DEX: dexamethasone, szintetikus glukokortikoid, mely igen nagy affinitissal kétddik a GR-hoz, mig
affinitdsa a MR-hoz ~0
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funkcionalis dihotomiaja miként érvényesiil a kronikus stressz koriilményei kozott.
Pontositva, kerestiik a kronikus stressz eltéré hatasait a PV és CCK interneuronok IPSC
képz0 hatasaiban.

4.8.1 DEX kezelés a GABAerg ingeriilet atvitelt egy gyors, nem klasszikus GR
mechanizmuson keresztiil facilitalja

Mivel a stressz a glukokortikoidokon keresztiil befolyasolja az excitatoros ingeriilet
atvitelt, feltételeztiik, hogy a GR aktivacid6 a gatld neuronhalézatok miikodését is
modositja. Ezért egy potens és szelektiv. GR agonistaval (DEX) kezeltiink patkany
hippokampusz szeleteket. DEX kezelés utan mind a sIPSC’ frekvencia mind a sIPSC
amplitudé gyors novekedését figyeltik meg (Hu et al., 2010). Meglep6 moédon a DEX
facilitalé hatdsa minden esetben gyorsan, mar 6t perc utan is érvényesiilt. Ez a hatas a
kovetkez6 mintegy 6t perc soran tovabb erdsodott, majd ezutan fokozatosan elenyészett. A
vizsgalt kilenc sejtbol hatban DEX hatasara burst-tiizelés fejlodott ki, melynek nyomait a
DEX kezelés elott nem észleltiik. Efféle gyors DEX hatast a korabbi kozlések nem emlitik
(Maggio and Segal, 2009). Az sIPSC facilitalasaval ellentétben DEX hatdsara a miniature
IPSC (mIPSC) nem valtozott szignifikansan. Ez a megfigyelésiink arra utal, hogy a
korabbi, lasst DEX hatasrol beszamolo kozléssel (Maggio and Segal, 2009) ellentétben,
az altalunk megfigyelt gyors DEX hatas nem a szinaptikus végzddéseken érvényesiil.

Varatlan volt a DEX-nak e meglepden gyorsan6 kifejlédo hatasa, amely a GABA
ingeriilet atvitelt fokozta. A glukokortikoidok képesek a hippokampusz piramis sejtjeinek
aktivitasat fokozni valosziniileg a ,,sejtmembranban 16v6 GR receptorok™ stimulélasa
utjan (Karst et al, 2005). Esetiinkben azonban ez a kdzvetett uton - eldszor a piramis
sejtek, majd rajtuk keresztil a GABAerg neuronok - torténd aktivitas fokozodas
valoszeriitlen, mert a GABAerg neuronokra irdnyuld excitatoros hajtéerdt mediald
glutamaterg ingeriilet atvitelt CNQX® és APV’ gatls alatt tartottuk éppen az sIPSC tiszta
megfigyelése érdekében.

Ezért egy tovabbi kisérletsorozatban (Hu et al., 2010) probaltuk felderiteni, hogy itt
a DEX pontosan milyen fajta receptoron hat. Kideriilt: hogy 1) a DEX fent leirt gyors
stimulal6 effektusa megmaradt akkor is, ha az intracellularis MR antagonista spirolactont
vagy a szintén intracellularis GR antagonista mifepristont mostuk ra a szeletre. Ezek az
antagonistak dnmagukban nem valtoztattdk meg szignifikansan az sIPSC egyik vizsgalt
paraméterét sem. 2) A DEX-nak a GABA felszabadulast stimulalé hatasat reprodukalni
lehet egy membran impermeablils BSA-DEX konjugatum tapoldatba keverésével. 3) Egy
G-protein gatloszer (GDP-b-S) a patch pipetta t6lt6 folyadékdba keverésével
intracellularisan blokkolni lehet a DEX-indukalta sIPSC frekvencia novekedést. Mindezek
egylitt hatarozottan alatamasztjak azt a feltevésiinket, hogy a gyors DEX hatast egy non-
genomic, membranhoz kotott GR kozvetiti, mely azutan egy G-protein dependens
szignaltranszdukcios effektor rendszeren keresztiil hat. Ez a gyors mechanizmus tehat
lényegesen eltér a tradicionalis, genomic GR-medialta lassu (>25 min, Maggio and Segal,
2009) folyamattol. Tovabba, mivel a GDP-b-S kezelés csak abban az egyetlen
posztszinaptikus (a patch pipettaval megfigyelt) piramis sejtben érvényesiilt, amelybdl

> SIPSC: spontaneous inhibitory postsynaptic currents

8 Ismert, hogy a glukokortikoidok tipusosan az intracellularisan elhelyezkedé GR-hoz kotédnek és a
génexpressziot illetve a protein szintézist befolyasoljak, ami egy iddigényesebb (>25 min) mechanizmus.
" membrane-bound GRs”

¥ CNQX: kompetitiv AMPA/kainate receptor antagonista

? APV: szelektiv NMDA receptor antagonista
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éppen elvezettiink, igy eredményeink arra utalnak, hogy a DEX legalabbis részben a
posztszinaptikus sejtekre hat és a GABA felszabadulast stimulalé effektust egy retrograd
messenger kozvetiti.

4.8.2 A GABAerg ingeriilet atvitel DEX-keltette facilitaciojat retrograd Nitric-Oxid
(NO) szignal kozvetiti

A kovetkezd célunk annak tisztazasa volt, vajon melyik retrograd messenger rendszer
kozvetiti a DEX GABA felszabadulast stimulalo hatasat. Ismert, hogy a hippokampuszban
az endocannabinoidok a GABA felszabadulas gatlasat CB1 receptorokon keresztiil
kozvetitik, melyek kizarolag a CCK+ interneuronokon expresszalodnak (Freund and
Katona, 2003). Ezért nagyon valdsziniitlen, hogy ugyanaz az endocannabinoid-CB1
retrograd messenger rendszer lenne felelos mind a GABAerg ingeriilet Aatvitel
facilitaciojaért, mind pedig annak gatlasaért. Tovabba, ismert az is, hogy egy NO-szenzitiv
guanylyl cyclaz van mind a PV+, mind a CCK+ neuronok axon terminalisaban (Szabadits
et al, 2007). Ezért figyelmiink az NO retrograd messenger rendszerre terel6dott.

Létezik egy szelektiv NO-synthase gatld hatéanyag, a 7-nitroindazole (7-NI).
Ennek az intracellularis adagoldsa dnmagéban nem hatott a sIPSC jelekre, viszont teljes
mértékben blokkolta a DEX-indukalta sIPSC frekvencia és amplitudé ndvekedést (Hu et
al., 2010). Hasonlban, a szeletek inkubalasa egy szelektiv NO-szenzitiv guanylyl cyclase
(NOsGC) gatloban (ODQ), teljesen blokkolta a DEX hatasat a GABA felszabadulasra.
Eszerint Ggy az NO szintézis gatlasa, mint az NO kivaltotta szignal blokkolasa teljes
egészében felfiiggeszti a DEX rapid, az sIPSC jelekre gyakorolt hatasat. Ugyanakkor a
DEX kivaltotta effektust jol reprodukalta az NO donor SNAP adagolasa (Hu et al., 2010).
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gyorsan kialakuld hatasat is teljes mértékben utdnozta. Mindezek az eredmények azt
jelzik, hogy a DEX-indukalta rapid GABAerg ingeriilet atvitel facilitaciot retrograd NO
szignal kozvetiti (Hu et al., 2010).

4.8.3 A GABAerg ingeriilet atvitel DEX-keltette facilitaciéjat, legalabbis részben,
NO-indukilt CCK felszabadulas kozvetiti

Az agyban a CCK neuropeptid szerepet jatszik a stressz valaszok szabalyozasaban (Hebb
et al., 2005; Becker et al., 2008). Ezért ellendriztiik (Hu et al., 2010), hogy vajon a DEX-
keltette gatlas faciliticiokor novekszik vagy sem a CCK felszabadulds a CCK
interneuronokbol, hiszen ez tovabb moduldlhatna a periszomatikus GABA felszabadulast
(Foldy et al., 2007). A szeleteket az elvezetések megkezdése eldtt egy szelektiv CCK2
receptor antagonistaban (LY225910) inkubaltuk. Ez az antagonista onmagaban nem
befolyasolta az sIPSC jeleket, de blokkolta a kiviilrél bevitt CCK keltette reakciot. Az
inkubalas utdni DEX adas kovetkeztében a mar ismert médon megnétt az sIPSC
frekvencia és amplitudo. Fontos azonban, hogy az ezen inkubacié nélkiil észlelt adatokhoz
képest az LY225910 inkubalt szeletekben a DEX hatédsara észlelt sIPSC frekvencia és
amplitudo facilitacié mértéke feltlinéen kisebb volt. LY225910 jelenlétében a DEX hatasa
5 helyett 3 percre rovidiilt, de annak kezdeti id6pontja nem valtozott. Viszont az
LY225910 inkubalas utan, az NO donor SNAP a GABAerg ingeriilet atvitelt stimulalo
hatasa szignifikdnsan csdkkent. Az a tény, hogy a CCK2 receptor antagonista képes volt
részben blokkolni a rapid DEX és az SNAP hatast, két kovetkeztetést enged. Egyik, hogy
a CCK felszabadulas részt vesz a DEX keltette reakcioban, a masik hogy az NO szignal
endogén CCK felszabadulast okoz, mely viszont tovabb facilitdlja a GABAerg ingeriilet
atvitelt.
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4.8.4 Akut stressz fokozza a GABAerg ingeriilet atvitelt a hippokampuszban

Mivel a glukokortikoidok nem csupan a stressz reakciokban szerepelnek, fontos tisztazni,
hogy vajon a valés stressz is ndveli-e a GABAerg ingeriilet atvitelt. Ezt a kérdést
patkanyok akut stressz reakcidjanak vizsgalataval kozelitettiik meg (Hu et al., 2010). Az
akut stressz ez esetben egy 30 perces mozgas korlatozas (restraint) volt, ami utan az
allatokat azonnal ledltiik és a hippokampuszukbol nyert szeleteket vizsgaltuk a fentiekkel
azonos modon.

Akut stressz utan az sIPSC frekvencia megndtt a kontroll allatokhoz képest,
ugyanakkor az sIPSC amplitid6é valtozatlan maradt. Tovabba a stresszelt allatokbol
késziilt szeletekben vizsgalt 10 sejt koziil hétben észleltiink burst aktivitast, mig ugyenez a
jelenség a kontroll allatokbol késziilt szeletekben sokkal ritkabb (7 sejt koziil 2) volt.
Eszerint habar akut stressz hatasara novekedett ugyan a GABAerg ingeriilet atvitel a
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DEX-keltette effektussal (Hu et al., 2010; Maggio and Segal, 2009).

4.8.5 Kronikus stressz a GABAerg ingeriilet atvitel Ca? dependens emelkedését
okozza

A kovetkezd kérdésiink az volt, hogy vajon az akut stressz utan észlelt sSIPSC facilitacio
fennmarad vagy sem tartds stressz kozben is, amikor az idegrendszer hosszi idon at
kénytelen a stressz hormonok, koztiik a kortikoszteron hatdsat elviselni. Erre a célra olyan
patkanyokat hasznaltunk, melyek 3 héten at, naponta, restraint stresszt szenvedtek el (Hu
et al., 2010). Szignifikdns sIPSC frekvencia emelkedést, de csak gyenge (nem
szignifikans) amplitudd ndvekedést észleltiink. Burst tiizelést ebben a csoportban is
gyakran (16 sejt koziil 10 esetben) figyeltiink meg. Tovabba kideriilt, hogy a stressz
rovéasara irhato sIPSC frekvencia novekedés a szabad Ca’  szint fliggvénye, mert a
frekvencia emelkedés elmaradt a membran permeabilis Ca’" kelitor EGTA-AM

jelenlétében. Ugyanez Ca”" kelator a kontroll allatokbél késziilt szeletekben nem hatott.
Ez a lelet jelzi, hogy a hippokampalis interneuronokban a kronikus stressz rovasara irhatod
GABAerg ingeriilet atvitel facilitdcid6 az intracelluldris szabad Ca®" koncentracio
fliggvénye. A kronikusan stresszelt patkanyok hippokampusz szeleteinek tapoldataba
adagolt DEX a CAl piramis sejtekben észlelt SIPSC paraméterek semmiféle szignifikans
valtozasat nem okozta. Még tisztazatlan, hogy a DEX miért hatastalan a kronikusan
stresszelt allatokban.

4.8.6 Kronikus stressz hatasara csokken a PV+ neuronok szama, mikézben a CCK+
sejteké valtozatlan marad

Két megfigyelést kell megfontolni. Egyik, a PV+ és CCK+ neuronok funkcionalis
dihotémigja (Freud and Katona, 2003), a masik pedig, hogy a DEX facilitalja az endogén
CCK felszabadulast (Hu et al., 2010). Ez utdbbi viszont specifikusan stimulalja a PV+
sejteket. Ezek fényében meriil fel a kérdés, hogy vajon a kronikus stressz egyforman hat-e
erre a két periszomatikus gatlosejt csoportra. El6szor azt vizsgaltuk, hogyan hat a kronikus
stressz a PV+ és CCK+ sejtek strukturdlis integritasara. Tettiik ezt azért is, mert egy
korabbi tanulméanyunkban mar kideriilt, hogy kronikus stressz utdn csokken a PV+ sejtek
szdma a mokuscickanyok hippokampuszaban (Czéh et al., 2005b). Ezért a jelen
kisérletben is kvantifikdltunk a PV+ és CCK+ sejtek szamat a patkdnyok dorzalis
hippokampuszaban. Ahogy azt vartuk, a kronikus stressz szignifikansan csokkentette a
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PV+ sejtek szamat az dsszes hippokampalis szubrégioban: a GD-ban -31%-o0s csokkenés,
a CA2-CA3 areakban -23%-o0s ¢és végiill a CA1 szubrégioban -36%-os redukcio. Ezzel
szemben a CCK+ neuronok szdma valtozatlan maradt (Hu et al., 2010).

4.8.7 Kronikus stressz hatasara a PV+ interneuronok ritmikus aktivitast generald
képessége karosodik

A kovetkezOkben arra kerestiik a valaszt (Hu et al., 2010), vajon a kronikus stressz fent
¢észlelt eltér6 hatdsa a PV+ és CCK+ sejtek strukturalis integritasara, jar-e valamilyen

funkcionalis kovetkezménnyel. Ismeretes, hogy egyfajta finoman regulalt Ca®’
szignalizacio sziikséges az interneuronok kimenetét jellemz6 iddbeli precizitashoz (Hefft
and Jonas, 2005). Mint eredményeinkbdl kideriilt, kronikus stressz az interneuronokban
folos mennyiségben teremt intracellularis szabad kalcium iont. Ezért elhataroztuk annak
ellendrzését, hogy vajon a kronikus stressz befolyasolja-e a periszomatikus interneuronok
ritmikus tlizelést generalo funkcidjat, mely a piramis sejtekben ébredd akcids potencialok
id6zitésének igen fontos meghatarozoja. Ismeretes, hogy in vitro hippokampusz szeletben
mind a CCK analégok mind pedig a carbachol'® alkalmas ritmikus sIPSC-k keltésére. A
carbachol-keltette ritmikus IPSC jeleket endocannabinoidok, N-tipust kéalcium csatorna
blokkolok, valamint a GABA-B receptorok aktivacioi gatoljak (Karson et al, 2008). Ezzel
szemben a CCK-triggerelt ritmikus IPSC jeleket a P/Q kalcium csatorna blokkolok
gatoljak, de ezek a jelek nem endocannabinoid érzékenyek (Karson et al, 2008).
Tekintettel arra, hogy a CCK+ és a PV+ interneuronok cellularis tulajdonsagaik
szempontjabol hatarozottan elkiiloniilt sejtcsoportokat alkotnak, felteheté, hogy a
carbachol a CCK+ sejtek aktivalasan keresztiil indit ritmikus sIPSC jeleket, mig a CCK a
PV+ sejtek stimulalasan keresztiil valtja ki azokat (Karson et al, 2008).

Elészor a kontroll patkdnyok hippokampuszabdl metszett szeletek tapoldataba
kevert carbacholt hasznaltunk ritmikus sIPSC jelek keltésére (Hu et al., 2010). Roviddel a
ritmikus aktivitas beindulasa utan valasztott tiz masodperces sIPSC aktivitasi szakaszokon
végzett autokorrelacids analizis eredménye szerint a 8 vizsgalt sejtbdl 8 esetében lattunk
szabalyosan ismétlodo fliggvény csucsokat. Ugyanezen carbachol adasa utani sIPSC
aktivitasi szakaszokon végzett power spektrum analizis szerint minden sejtben
szignifikansan nott a total power €s ezen beliil egy éles power csucs fejlodott ki a 4-14 Hz-
es téta frekvencia tartomanyban. Hasonloképpen, a tapoldatba kevert CCK8-S kodnevil
CCK analodg is ritmikus sIPSC aktivitast keltett, melyet szintén manifeszt, regularisan
ismétlodo autokorralaciés cstucsok kialakulasa €s a power spektrum szignifikans
novekedése jellemez, kiillondsen a téta frekvencia tartomanyban, mind a 8 vizsgalt
neuronban. Masok megfigyeléseivel egybehangzéan a CCK analdggal keltett ritmus
kevésbé volt variabilis és az aktivitas tartdsabb volt, mint a carbachollal keltett aktivitas.

A kronikusan stresszelt allatokbol metszett szeletekben a carbachollal keltett
reakcié mindenben hasonlitott a kontroll allatokbol szarmazo6 adatokhoz. Ezzel szemben a
CCKS-S adasakor megvizsgalt 10 stresszelt sejt koziil egyikben sem alakult ki ritmikus
sIPSC tevékenység. A kontroll allatokban észlelt leletektdl eltérden a stresszelt allatokban
a CCK agonista csak aritmias tevékenységet generalt, melyet a bel6le szerkesztett lapos
autokorrelacios fiiggvény igazolt. Hasonloan, CCKS8-S hatdsara a stresszelt allatokban a
relativ theta power sem valtozott, annak ellenére hogy a fotal power erételjesen megnott.
Ez azt mutatja, hogy a GABAerg ingeriiletatvitel faciliticidja mellett a tiizelés idébeli

1% Carbachol: egy muszkarin acetilkolin receptor agonista
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precizitasa a kronikusan stresszelt allatok CCK szenzitiv PV+ sejtjeiben stlyosan zavart,
mikozben ugyanezek a paraméterek a carbachol érzékeny CCK+ sejtekben nem valtoznak.

4.8.8 Az elektrofiziologiai eredmények dsszefoglalisa és értékelése
Tanulmanyunkbdl négy teljesen 0j megfigyelés korvonalazhat6:

1) akut GR agonista adagoléas a hippokampusz szeletben rapid sIPSC aktivitds ndvekedést
okoz, melyet membranhoz kotott GR €s retrograd NO szignal kozvetit

2) valos akut stressz a fentihez hasonl6 hippokampalis sIPSC facilitaciot okoz

3) kronikus stressz szintén fokozza a hippokampalis GABAerg ingeriilet atvitelt, ez a
mechanizmus Ca”" dependens, és DEX kezeléssel nem lehet tovabb novelni, legaldbbis az
sIPSC jelek tovabb mar nem facilitalodnak

4) a kronikus stressz specifikusan a PV+ sejtekbdl szarmazé ritmikus sIPSC aktivitdst
zavarja.

Feltételezziik, hogy mivel a PV+ interneuronokat mind az NO mind a CCK stimulalja, e
sejtek intenziv ingerlésének eredménye elobb-utobb valamiféle funkcionalis €s strukturalis
deficit. Tekintettel a PV+ sejteknek a halozati oszcillacidban jatszott vitdlis szerepére
(Somogyi and Klausberger, 2005; Sohal et al., 2009), a stressz kovetkeztében létrejott
deficit rejt6zhet azoknak a megvaltozott oszcillacios mintdzatoknak a hatterében, melyeket
gyakran latni stressz-indukalta pszichiatriai megbetegedésekben. Hasonlé6 mechanizmust
irtak le skizofrénias betegekben, akiknél feltételezik, hogy a PV+ interneuronok mitkddési
zavarahoz megvaltozott gamma-oszcillacio tarsul és ez képezné a betegségre oly jellemzé
working-memoria-deficit sejtszinti mechanizmusat (Lewis et al., 2005; Lodge et al.,
2009).

4.9. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményei:
III: A kognitiv funkcidkra kifejtett hatas

A kronikus stressz kognitiv funkciokra gyakorolt hatdsa élénken vitatott téma ¢és
egymassal ellentétes allaspontokat taldlunk az irodalomban. A leginkdbb elfogadott nézet
szerint a kognitiv funkcidk egyik fontos Osszetevdje, a memoria, stressz hatasara romlik
(Lupien and McEwen, 1997; Lupien et al., 2009), mikdzben mas adatok szerint a memoria
javul, vagy legalabbis nem romlik (Conrad et al., 1999; Bowman et al., 2001; Grant et al.,
2001). Ezek a megfigyelések kiilonféle tesztek eredményein alapulnak, melyek kozott
hippokampusz-fiiggd feladatok is szerepelnek. Ismert, hogy a hippokampusz fontos
szerepet jatszik az epizddikus-deklarativ memoria beird és konszolidalé mozzanataiban
(Squire, 1992; Eichenbaum, 2000). Megvizsgaltuk, hogy az a kronikus stressz paradigma,
amely egyértelmi morfologiai elvaltozasokat okoz a felnétt mokuscickanyok
hippokampuszaban (4.1., 4.3.-4.7.), vajon karositja-e a kognitiv funkciokat is.

E kisérletben hat kontroll és ugyanennyi stresszelt allat szerepelt. Egy hetes
szoktatasi id6 (0. hét) utan a stressz csoport allatait 35 napon keresztiil (1-5. hetek)
naponta pszichoszocialis stressznek vetettilk ald. A kognitiv teljesitményt a 0, 1, 2, és
negyedik héten ellendriztiikk (Bartolomucci et al., 2002) egy olyan teszttel, amelyben az
allatoknak egy lefedett iiregekkel rendelkezd tablan (holeboard) kiilonbozo térbeli
rendszerben elrejtett jutalom falatokat kellett megtalalniuk.
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A stresszelt csoport allatai a hetek elérehaladtaval a hippokampusz-fiiggo
feladatban egyre kevesebb hibat ejtettek a kontroll csoport allatainak teljesitményéhez
képest. Ugyanebben a feladatban a stressz nem okozott valtozast az ismételt
probalkozasok (az elézéleg mar kiiiritett, jutalmazott lireg ujra felnyitdsa) szamaban. A
hippokampusz-fiiggetlen tanulasi tesztben semmilyen véltozast nem észleltiink sem a
stressz eredményeként, sem pedig az id6 fiiggvényében.

Adataink egy nagyon specifikus memoria funkcié markans javulasat demonstraljak
olyan mokuscickanyokban, melyeket 5 héten at naponta stresszeltiink. Ez a tanulasi
teljesitmény javulas csak a hippokampusz-fiiggd feladatban és csak a referencia-
memoridban mutatkozott. Ezzel szemben, az ugynevezett munka-memoria (working
memory), azaz az ismételt probalkozasok szama nem valtozott egyik csoportban illetve
egyik feladatban sem.

4.10. Krénikus stressz indukalta sejtszintii reakciok a prefrontalis kortexben

Mint azt megallapitottuk, az stressz jelentsen befolyasoljak a hippokampusz neuronjainak
plaszticitasat. Bar a hippokampusz a legintenzivebben vizsgalt struktura, ismeretes, hogy a
stressz befolyasolja a limbikus rendszer egyéb részeinek plaszticitasat is (pl. a prefrontalis
kéreg (PFC), és az amygdala) (Vyas et al., 2002; Fuchs et al., 2004b; Czéh et al., 2008;
Holmes and Wellman, 2009). Koéztudott az is, hogy a PFC-t érint6 elvaltozasoknak
kitlintetett szerepe van a depresszio koroktanaban (Drevets et al., 1997). Itt foglaljuk 6ssze
a PFC-re fokuszalo kisérleteinket.

Elsésorban arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a kronikus stressz illetve az
antidepresszans kezelés, hogyan hat a sejtek — esetleg neuronok — képzddésére a PFC-ben.
Mint azt korabban emlitettiik, 0jsziilott neuronokat irtak le még féemldsok tobb kortikalis
and Rakic, 2001; Bernier et al., 2002; Rakic, 2002b; Bhardwaj et al., 2006; Cameron and
Dayer, 2008). Korabbi tanulméanyok szerint az antidepresszans kezelések (fluoxetin,
medialis PFC (mPFC) strukturajaban is hasonlé valtozas jelenik meg (Kodama et al.,
2004; Madsen et al., 2005). Azonban az idézett szerzok az antidepresszivumoknak a PFC
strukturajara kifejtett hatasat csak egészséges (kontroll) allatokban vizsgéltdk. Ez a
megkozelités ellentmond a klinikai gyakorlatnak, ahol az antidepresszans kezelés €s az
elektrokonvulziv terdpia a depresszioban nem szenvedd a paciensekben majdnem bizosan
nem kelti azokat az idegrendszeri valtozasokat, melyeket ugyanezen kezelések kapcsan
depresszios betegekben lehet megfigyelni.

Ismét a kronikus pszichoszocidlis stressz (social defeat stress) paradigmat
hasznaltuk (Cz¢éh et al., 2007). Allatainkat 5 héten at stresszeltiik, de egy résziik a kisérlet
masodik hetétdl kezdédden 4 héten at naponta, oralis fluoxetin kezelést kapott. Az osztodo

crcr

kvantitativ sztereologiai modszerekkel hataroztuk meg. Kisérletiink fokuszaban az mPFC
volt, de analizaltuk a hippokampuszt mint pozitiv kontroll struktarat €s két nem limbikus
agyrészt, azaz a primer motoros kérget és a szubventrikularis zonat is, melyek mint
negativ kontroll regiok szerepeltek.

Egyfeldl vizsgaltuk a sejtek proliferacios aktivitasat a gyrus dentatus-ban. Stressz
utan a proliferacios aktivitdsat mintegy 25%-al csokkent, mig a fluoxetin kezelése
sikeresen kivédte a stressz hatasat. A fluoxetin kezelés (stressz nélkiil) a kontroll
allatokban nem okozott sejtproliferacio novekedést. Meghataroztuk tovabba az 1jsziilott
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sejtek tulélési aranyat is a gyrus dentatus-ban. Hasonloképp, stressz hatasara a BrdU jelolt
sejtek szama 55 szdzalékkal csokkent, amit a fluoxetin kezelés normalizalt, mig a kontroll
allatok fluoxetin kezelése nem hatott az ujsziilott sejtek talélésére.

A hippokampuszhoz hasonloan, kronikus stressz gatolta a sejtproliferaciot az
mPFC-ben is. A bal féltekében —55%-os, a jobboldaliban —32%-o0s csdkkenést észleltiink.
A stresszelt allatok fluoxetin kezelése mindkét féltekében ndvelte a proliferacios aktivitast,
melynek eredményeként szignifikans kiilonbség volt a Stressz és Stressz + Fluoxetin
csoportok kozott. Kontroll allatokban a fluoxetin kezelés csupan gyenge (+16%-0s)
novekedést okozott, mely nem volt szignifikans. A stressz csokkentette mind a bal
(—49%), mind a jobb (—29%) féltekében az Gjonnan sziiletett sejtek t0l1él6 hanyadat. A
stresszelt allatok fluoxetin kezelése kivédte a stressz hatasat, mig kontroll allatok fluoxetin
kezelése nem okozott szignifikans valtozast.

A GD areaban BrdU+ sejtek tobbsége (70-77%-a) egy neuron specifikus markerrel
(NeuN) is jelolodott, mig egy kisebb résziik (5-13%-uk) az asztroglia specifikus markerrel
(GFAP) mutatott kettds jelolodést. Ezek az aranyok nem kiilonboztek a kiilonb6zo
kezeléseken atesett allatcsoportokban. Mas glia markereket is kiprobaltunk, de a dentatus-
ban a GFAP jelolte meg a BrdU+ glia sejtek tobbségét. Szemben a GD aredban
megfigyeltekkel, a prefrontalis kéregben egyaltalan nem talaltunk olyan 0jsziil6tt sejteket,
melyek neuronalis markert expresszaltak volna. Itt a BrdU+ sejtek tobbsége (63-80%-a)
NG2-pozitivnak mutatkozott. Az NG2 egy oligodendroglia prekurzor marker. A BrdU+
sejtek egy kisebb hanyada (16-21%-a) endothél sejtnek mutatkozott, mivel ezek a RECA-
1 antitesttel jelolodtek. A kettosen jeldlt sejtcsoportok ardnya a kiillonbozé kezeléseknek
alavetett allatok kozott nem volt szignifikansan eltérd.

Meég két tovabbi agyrészben is ellendriztiik a sejtosztodas litemét. A primer
motoros kéregbdl €s a szubventrikularis zona / rosztralis migracidos vonal mentén 1évo
szovetbdl szarmazoé mintakban vizsgaltuk, hogy vajon valtozik-e benniik a cytogenezis
meértéke a stressz illetve fluoxetin kezelés hatdsara. Sem a stressz sem a fluoxetin kezelés
utan, sem a proliferacios aktivitisban sem pedig a tulélési aranyban nem alakult ki
statisztikailag szignifikans effektus.
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5. OSSZEFOGLALAS ES AZ EREDMENYEK JELENTOSEGE

5.1. Kimutattuk, hogy a kronikus stressz a feln6tt hippokampuszban zajlé neurogenezist
gatolja. Ez a gatlo hatas mind a sejtek proliferacios aktivitasara, mind pedig az 0jsziilott
neuronok tulélési esélyeire egyforman érvényesiil.

5.2. Meghataroztuk az életkor egészen korai szakaszaban, akar prenatalisan is,
elszenvedett stressznek a felnéttkori neurogenezisre illetve a hippokampusz térfogatara
gyakorolt hosszl tava kovetkezményeit. Eredményeink szerint a prenatalis stressz rézusz
majmokban pszicho-motoros és neuro-endokrin fejlédési zavarokhoz vezet. Ugyenezen
spécieszben a hippokampusz fejlédése is sériil, mert a kronikusan stresszelt allatokban a
hippokampusz térfogata kisebb marad és ugyanitt a felnéttkori neurogenezis eléfordulésa
is szignifikdnsan ritkul. Mivel ezek az adatok féemldsokbol szarmaznak, ezért ezek a
folyamatok emberben is nagy valdszintiséggel hasonloképpen jatszodnak le.

5.3. Kimutattuk, hogy antidepresszans kezelés ellenstilyozni képes a stressz hippokampalis
felndttkori neurogenezisre gyakorolt gatld hatasat. Az antidepresszansok eme hatdsat azota
szamos kutatdcsoport fejlesztés alatt allo antidepresszans kezelések tesztelésére probalja
hasznalni. Sajat kisérleteink eredményei azonban ovatossagra intenek, mert tapasztalatunk
szerint pl. a TMS nem képes az AN-t stimulalni, pedig ez az eljaras id6kozben
hivatalosan, az US FDA altal is elfogadott és engedélyezett antidepresszans kezelés lett.
Ugyanakkor, habar mi az NK;-receptor antagonistak AN-t stimulalo hatasa szempontjabol
pozitiv eredményeket értiink el, mégis a klinikai tesztekben ezek a szerek késobb sorra
elbuktak.

5.4. Kimutattuk, hogy az a hippokampalis térfogat csokkenés, melyet a human klinikai
vizsgalatok gyakran igazolnak, példaul depresszids betegekben, vagy egyéb stressz
¢lményekkel kapcsolatos pszichiatriai megbetegedésekben, kisérleti allatokban tartos
stressz kovetkezményeként is jelen van. Eredményeink szerint azonban e térfogat
csokkenés hatterében nem a hippokampusz neuronjainak tomeges pusztulasa all. Erdekes
moddon ugy tinik, hogy az antidepresszans kezelésnek mind a hippokampusz térfogatara,
mind az apoptdtikus sejtek eléforduldsi valdsziniiségére gyakorolt effektusa a stressz
hatéasat ellensulyozhatja.

5.5. Eredményeink szerint, a hippokampusz stressz-indukalta zsugoroddsa hatterében
tobbek kozott a gliasejtek  (asztrocitdk) pusztuldsa, illetve a hippokampusz
kapillarizaciojanak csokkenése is szerepelhet.

5.6. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményeit vizsgalva kideriilt, hogy a
hippokampusz CA3 piramis sejtjeinek aktiv elektrofiziologiai tulajdonsagai csak
kismértékben valtoznak, pedig ezek a neuronok stressz hatisara szignifikans dendritfa
atrendezddéssel reagalnak. Kronikusan stresszelt mokuscickanyok hippokampusz-
dependens memoria feladatokban vald tesztelésekor nem lattunk kognitiv deficitre utalod
jeleket. Kronikus stressz a GABAerg neuronok halozatdban elsésorban a csak kevéssé
plasztikusnak tartott parvalbumin-pozitiv sejtek miikodését befolyasolja. Mintegy
»~mellékleleteként” a ,,membrane-bound” glukokortikoid receptorok létezésének tovabbi
bizonyitékait talaltuk.
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5.7. Kimutattuk, hogy a prefrontalis kortexben tartos stressz, illetve antidepresszans
kezelés hatasara a hippokampuszhoz nagyon hasonld sejtszintii elvaltozasok keletkeznek.
Ugyanakkor, eredményeink szerint a kifejlett prefrontalis kortexben képzddd sejtek
tobbsége glia, vagyis ebben a régidban a stressz és az antidepresszans kezelés elsdsorban a
gliogenezist regulalja. Ezenkiviil tovabbi bizonyitékokat talaltunk a prefrontalis kéreg

crer

kortexben zajlo gliogenezis mértékében jelenik meg.

Néhany megjegyzés munkassagunk jelentéségének kiemelésére:

Hangsulyozzuk, hogy kisérleti eredményeink tobbsége a maga idejében az irodalomban
els6 kozlés volt. Megfigyeléseinket késobb tobb laboratériumban utanvizsgaltak és
sikeresen reprodukaltak. A kilencvenes évek végén mi voltunk az egyetlen kutatécsoport,
mely kronikus pszichoszocialis stresszel probalta modellezni a major depresszios
megbetegedést. Paradigmankat eredetileg mokuscickanyokra dolgoztuk ki és
alkalmassagat kisérletek soraban bizonyitottuk. Eljarasunkat késobb tobb kutatdcsoport
atvette. Mokuscickanyok hianyaban, kell¢ koriiltekintéssel, paradigmank patkanyokban és
egerekben is jol hasznalhatonak bizonyult, mely tény ma, a transzgenikus egerek
korszakaban, kiilonésen fontos.

sres

kidolgozasa érdekében tett erdfeszitésiink sikeres volt. Munkank soran abban biztunk,
hogy azok a sejtszintli elvaltozasok, melyeket mi és masok a kronikusan stresszelt és
antidepresszanssal kezelt allatok hippokampuszaban illetve prefrontalis kérgében latunk, a
depresszios betegek agyaban lejatszodo elvaltozasokhoz hasonldak. A kozelmultban
napvilagot latott klinikai vizsgalatok szerint igazunk volt, mert ezek a kozlések az emberi
agyban is hasonlo sejtszintli elvaltozasokra utald bizonyitékokrol szamoltak be, igy
példaul Boldrini et al. (2009), MacQueen and Frodl (2010), Hercher et al. (2010), Soetanto

srer

képezik (Pittenger and Duman, 2008).
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