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1. BEVEZETES

1.1. A depresszio neuroplaszticitas elmélete

A major depresszido (MD) egyike a leggyakoribb megbetegedéseknek. Egyes
epidemiologiai felmérések szerint, életkori prevalencidja 16%, mig a 12 hoénapos
eléfordulasi gyakorisaga 6.6% (Kessler et al., 2003). Bar a fent emlitett adatok az
Amerikai Egyesiilt Allamokbél szarmaznak, a depresszié az egész vilagon komoly
egészségligyl problémat jelent, és sulyos terheket r6 az egészségiigyi és szocidlis
szervezetekre. A WHO felmérése szerint a depresszid napjainkban a 4. helyen all abban
a sorban, amelyben a kiilonb6z6 megbetegedéseket a munkaképtelenséget okozo élet-
évek szempontjabol rangsoroltak. A WHO el6rejelzése szerint, 2020-ra, ugyanebben a
rangsorban a depresszi6 mar a masodik helyen fog szerepelni. Az MD egy
potencialisan életveszélyes megbetegedésnek tekintendd, mivel a depresszios betegek
egy része (10-15%-a) ongyilkossagba menekiil. Bizonyitott az is, hogy a befejezett
ongyilkossagok 50-70%-at kezeletlen vagy nem megfeleléen kezelt depresszios
allapotban kovetik el.

A depresszi6 koéroka mindmaig tisztdzatlan. A depresszios 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).
Ugyanakkor nem mindenki lesz ilyen koriilmények kozott depresszids. A depresszio
kialakulasaban az emlitett stressz hatasok gyakorisaga, idotartama, az egyén genetikai
hattere, az Ot kiiriilvevl szocialis halo, illetve a sajat kiizdoképessége egylittesen
hatarozzak meg azt, hogy valakiben a betegség kifejlédik-e vagy sem. Nyilvanvalo
tehat, hogy a betegség kialakulasaban ugy a biologiai mint a pszichologiai faktorok
fontos szerepet jatszanak. Mi a kdvetkezdkben a biologiai folyamatokra koncentralunk,
de leszdgezhetjiik, hogy az intenziv kutatdémunka ellenére a depresszidhoz vezetd
neurobioldgiai  folyamatok részletei ¢éppoly kevéssé ismeretesek, mint az
antidepresszansok terapids hatdsmechanizmusai.

srer

A kozelmult mintegy 40 éve sordn Schildkraut (1965) monoamin tedridja volt a
legéltalanosabban elfogadott. Ennek értelmében a szerotonin, az adrenalin /
noradrenalin és a dopamin rendszerek miikdodési zavarai, illetve e neurotranszmitterek
elégtelen mennyisége a szinaptikus jelatviteli folyamatokban felelés a depresszid
tiineteiért. Idokdzben kideriilt azonban, hogy ez az elképzelés finomitasra szorul, mert a
monoaminerg rendszerek neurotranszmitter funkcioi mellett egyéb sejtszintii és
intracellularis mechanizmusokkal is szamolni kell (Manji et al., 2000, 2001, 2003;
Nestler et al., 2002a; Fuchs et al., 2004b'; Castrén, 2005; Berton and Nestler, 2006;
Krishnan and Nestler, 2008, 2010). Tovabba a koézelmultban elvégzett szamos in vivo
képalkotd vizsgalat nyilvanvalova tette, hogy depresszos betegekben kiilonféle
limbikus ¢és egyéb agyi strukturdkat érintd szelekiv, morfologiai és funkcionalis
elvaltozasok észlelhetok. Példaul a prefrontalis és cingularis kéreg metabolizmusa és
térfogata csokken, valamint a betegség progresszidjaval parhuzamosan a hippokampusz
mérete is kisebb lesz (Manji et al., 2001; Manji and Duman, 2001; Price and Drevets,
2010). Poszt-mortem szovettani vizsgalatok e térfogatcsokkenések hatterében ugy az
agykéregben, mint a limbikus rendszer tobb strukturdjaban az ideg- és gliasejtszam

! Az értekezés alapjaul szolgalé sajat kozleményekre valé hivatkozasokat aldhuzassal jeloltem.
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csokkenését igazoltak (Manji and Duman, 2001; Rajkowska, 2002). Hangsulyozando
azonban, hogy e finom neuroanatomiai elvaltozasok ellenére az MD nem tekinthetd
neurodegenerativ megbetegedésnek. E leletek ugyanakkor nyilvanvalova tették, hogy a
depresszi6 patofiziologiajarol a korabban eléterjeszett monoamin hipotézis nem képes a
depresszio soran fellépd idegrendszeri elvaltozasok kielégité magyarazatara. Uj
teoridkra van sziikség, €s napjaink talan legtobb figyelmet kapott elképzelése szerint, a
MD hatterében a neuroplaszticitas zavara rejlik (Duman et al., 1999; Manji and Duman,
2001; Manji et al., 2001; Fuchs et al., 2004b; Castrén, 2005; Berton and Nestler, 2006;
Pittenger and Duman, 2008; Krishnan and Nestler, 2008, 2010).

1.2.1. Allatkisérletes modellek

Depresszios paciensek kisérleti vizsgalata etikai okokbdl nyilvanvaloan limitalt, ezért
olyan allatmodellekre van sziikség, melyeket a betegség egyik vagy masik
aspektusanak vizsgalatara célzottan fejlesztettek ki. Ennek megfeleléen a fobb
szempontok: 1) 1j antidepresszans gyogyszerek kifejlesztése, tesztelése, 2) olyan
modellek, melyek a mar [étez0 antidepressziv hatdsi  beavatkozasok
neurofarmakologiai mechanizmusainak feltarasara alkalmasak és 3) 10j modellek
2002; Nestler et al., 2002b; Fuchs et al., 2005; Nestler and Hyman, 2010). Felmeriil a
kérdés, vajon egyetlen modell elegendd lehet-e valamennyi részletkérdés vizsgalatara?
Mara a kutatok egyetértenek abban, hogy egyetlen olyan allatkisérleti modell
kifejlesztése, amely a fent felsorolt harom szempont mindegyikére egyforman
hasznalhato, valdszintileg lehetetlen vallalkozas. Ugyanis a mentalis betegségek, igy az
MD is, komplex, a human agyra specifikus miikodészavar, melyet egyszeriibb
organizmusokban modellezni rendkiviil nehéz, s6t esetenként lehetetlen feladat. igy
példaul az dngyilkossagi torekvések, vagy a sulyos bilintudat, 6nvad, melyek a betegség
jellemzo tiinetei kozé tartoznak, allatkisérletekben nyilvanvaléan nem utdnozhatok.
Kovetkezésképp feltétleniil szamolnunk kell az allatkisérleti modellek korlataival ugy a
betegség, mint a terapia szempontjabol (McKinney, 1984).

Klinikai vizsgélatok sora igazolja, hogy a depresszios epizodok kialakulasaban
a stressz az egyik legfontosabb kivalto tényezd (Kendler et al., 1999; Kessler, 1997;
Paykel, 2001, Pittenger and Duman, 2008). Egy friss meta-analizis vizsgalat, mely
14,250 személy korrajzanak elemzésén alapult, egyértelmiien bizonyitotta, hogy a
stresszel-teli életmod és az MD kialakuldsa kozott szoros 0sszefiiggés van (Risch et al.,
2009). E klinikai megfigyelések kovetkezményeként szamos olyan allatmodellt
fejlesztettek ki, melyek mindegyike az allatok stresszelésén alapul és igy probal
depresszio-szerii allapotot 1étrehozni (Willner, 1991; Yadid et al., 2000; Nestler et al.,
2002b; Fuchs and Flugge G, 2002; Fuchs et al., 2005; Rygula et al., 2008). Szamos
kiilonb6z6 modszer 1étezik a kisérleti allatok stresszelésére, ezek kozil kiilonésen azok
a kronikus stresszen alapuld paradigmak tiinnek hasznosnak, melyek egyszersmind
alkalmasak a kronikus stressz hatasara kialakulo kozponti idegrendszeri reakciok
feltarasara is (Willner, 1991; Nestler et al., 2002b; Fuchs and Flugge, 2002; Fuchs et
al., 2005; Rygula et al., 2008). Allatokban, csakiigy mint emberben, a depresszio-
betegséghez hasonlo allapot létrehozasara a tarskapcsolatok manipuldldsa a
legalkalmasabb modszer, mert ez a legerdsebb stressz faktor. Mara mar elfogadott tény,
hogy az ember ¢letében a szocidlis komyezet instabilitasa, tarskapcsolatainak

crcr

noveli az MD kialakuldsanak esélyeit (Brown, 1993). Ennek megfeleléen azok az
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allatmodellek, melyek a szocidlis statusz manipuldsaval, pl. mesterségesen létrehozott
szocidlis instabilitds illetve aldrendeltség létrehozasaval stresszelik az allatokat,
kiilonosen alkalmasak a pszichopatologiai elvaltozasok realisztikus “feltérképezésére”
(Mitchell and Redfern, 2005).

Munkacsoportunk, a Clinical Neurobiology Laboratory, German Primate Center
(Géttingen) az elmult évek soran szamos kisérletben kifejlesztett és validalt egy
kiilonleges depresszié allatmodellt, mely a féemlésokkel rokon Eszaki mékuscickany
kronikus pszichoszocialis stresszhelyzetben tartasdn alapul. E modell alkalmasnak
tlinik azon neurobioldgiai, neuro-endokrin és magatartasbeli elvaltozasok vizsgalatara,
melyek a stressz eredetii pszichés megbetegedések, mint pl. az MD gyakori velejaroi
(Fuchs and Flugge, 2002; Fuchs et al., 2004a, 2005).

1.2.2. Mékuscickanyok kronikus pszichoszocialis stresszelésének paradigmaja

A mokuscickdnyok a méhlepényes emldsok alosztalydnak Fuarchonta csoportjaba
tartoznak. A mokuscickanyok valgjaban nem cickanyok, de sokdig a rovarevok
rendjébe soroltdk Oket. Késébb, anatomiai okokbol a foemldsok rendjében kaptak
helyet, és egy igen primitiv félmajomnak tartottdk Oket (Le Gros Clark, 1924). A
késObbi genetikai vizsgalatok azonban ezt cafoltak és kideriilt, hogy 6nallé rendet
(Scandentia) érdemelnek (Martin, 1990). A mokuscickanyok fejlddése mintegy 70
millio éve valt kiilon a foemldsokétol és sajatos érdekességiik, hogy a testtdmeghez
viszonyitott agytomegiik nemcsak az allatok kozott a legnagyobb, de még az emberét
is meghaladja (Martin, 1990). Igen intelligens és érzékeny allatok.

A husz ma ¢él6 mokuscickany faj koziil mi a kisérleteinkben az Eszaki
mokuscickanyt (Tupaia belangeri) hasznaltuk, mely természetes koriilmények kozott
Dél-Kelet Azsia 8serdeiben él. Himnemii egyedeik maganyosan élnek és agressziven
veédik territoriumuk hatarait (Kawamichi and Kawamichi, 1979). E tulajdonsagaik
kiilondsen alkalmassa teszik 6ket kronikus szocidlis stressz helyzetben tartasra. A him
mokuscickanyok, laboratoriumi koriilmények kozott egymassal 6sszezarva, rovid id6
alatt kialakitanak egy domindns és alarendelt szocidlis szerepet (részletesen lasd a
Modszerek 3.2. fejezetét). Amennyiben az alarendelt helyzeti himeket tobb héten
keresztiil, jra és ujra, felvaltva kiilonb6z6 dominans himekkel eresztjiik 6ssze, akkor
ez az alarendelt himek szamara rendkiviil erés stressz helyzetet jelent, amely
kronikussa valva, szamos olyan fiziologiai, endokrinoldgiai, kozponti idegrendszeri €s
magatartas-fiziologiai reakciot valt ki, amely a depresszidos betegek sok tiinetét
utanozza (Fuchs and Flugge, 2002; Fuchs et al., 2004a, 2005). Ilyen tiinetek példaul a
HPA-tengely (hypothalamikus-agyalapi mirigy-mellékvese tengely), valamint a
szimpatikus  idegrendszer adaptacio nélkiili  hiperaktivitdsa, dexamethasone
rezisztencia, alvaszavarok és csokkent motorikus tevékenység (Fuchs and Flugge,
2002). Tovabba a kronikusan stresszelt mokuscickanyokban a monoaminerg receptorok
expressziojaban olyan dinamikus valtozasok észlelhetok, melyek a kronikus stressz
korai szakaszdban a monoaminerg rendszer erdteljes hiperaktivitasat tiikrézik, mig a
kés6bbi fazisban a noradrenerg és dopaminerg rendszerek deficitje, kimeriilése
jellemzo (Flugge et al., 2004). Ezenkiviil szamos olyan mikrostrukturalis elvaltozas is
kialakul, mely elsésorban a hippokampusz neuronjait érinti, és a jelen értekezés kés6bb
majd bdévebben is foglalkozik veliik. Ilyen példaul a piramis sejtek dendritfajanak
sorvadasa, vagy a felnéttkori neurogenezis csokkenése (Magarifios et al., 1996; Cz¢h et
al., 2001). E tiinetek egy része antidepresszans kezeléssel megeldzhetd illetve
kivédhetd — mig az anxiolitikus diazepam hatastalan (Fuchs et al., 1996; van Kampen et
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al., 2000; Czéh et al., 2001; Fuchs et al., 2004a, 2005). Ezek a megigyelések
bizonyitjak, hogy a mdkuscickany kronikus pszichoszocidlis stresszelése a depresszio
tanulmanyozasara alkalmas fiziologiai és farmakoldgiai allatmodell (Fuchs and Flugge,
2002; Fuchs et al., 2004a, 2005).

Kornetzky (1989) definicioja értelmében tehat a mokuscickany kronikus
pszichoszocialis sztressz paradigmaja a human depresszido “homolog modelljének”
tekinthetd, mert leképezi a human betegség fobb vonasait, a tiineteket azonos faktorok
valtjak ki mind emberben mind allatkisérletben, és hasonld a farmakologiai reakeio is.
A homolég modell elonye nemcsak az, hogy segitheti a depresszidval kapcsolatos
neurobioldgiai elvaltozasok jobb megértését, hanem az is, hogy segitséget nytjthat 1j
terapias modszerek kifejlesztéséhez.

1.3. Neurogenezis felnott allatokban

A neuron-tan egyik f6 sarokpontja volt (és sokak szdmara maradt is), amit még Ramon
y Cajal fektetett le, hogy az idegsejtek osztodassal szaporodasa a sziiletéskor végetér,
utana a differencidlodassal illetve a kapcsolatok kiépitésével jelzett érési folyamat
zajlik. Ekozben a neuronok szamszerti csokkenése is megkezdddik, mely az élet végéig
tart, vagyis agyunk az érlel6dés soran folyamatosan vesziti a neuronokat, de Gjak mar
nem képzddnek. E felfogast azonban megkérddjelezték azok a megfigyelések, melyek
neuron képzoédést irtak le a felndtt agy kiilonbozo régidiban, pl. hippokampusz,
neokortex (Kaplan and Hinds, 1977; Kaplan, 1981; Kaplan and Bell, 1984). Ezek a
“szorvanyos” leletek nem ingattdk meg a neuron-tan doktrinait. Az ellenérv az volt,
hogy alacsonyabb rendii emldsokben ilyen evolucidos maradvany még szérvanyosan
elofordulhat, de foemlosokben ez mar kizart (Rakic, 1985). Azonban a kilencvenes
é¢vek masodik felétdl e kérdéskorben jelentds szemléletbeli fordulat allt be, amely
elsdsorban az idékdzben kidolgozott 11 moddszereknek volt koszonhetdé (Miller and
Nowakowski, 1988; Gross, 2000). A kilencvenes évek végétdl kezdddden egyre tobb
olyan tanulmany latott napvilagot, melyek a funkcionalisan érett allatok, s6t foemldsok
agyaban, majd végiil az emberi agyban is idegsejt ujdonképzddést demonstralt (Gould
et al., 1998, 1999b, 1999c; Eriksson et al., 1998; Kornack and Rakic, 1999).

A felnéttkori neurogenezis (adult neurogenesis: AN? 1.3.1. Abra) a kifejlodott
agy plaszticitasanak egy sajatos tipusa. Fiatal, de mar ivarérett ragcsalok
hippokampuszaban szemcsesejtek ezrei sziiletnek Ujonnan naponta (Cameron and
McKay, 2001). Sajatos tény, hogy az AN iitemét szamos faktor befolyasolja, igy
példaul az életkor elérehaladtaval eléfordulasa jelentdsen csokken (Kuhn et al., 1996;
Heine et al., 2004a; Manganas et al., 2007). Jelenleg évente tobb szaz tudomanyos
kozlemény foglalkozik e témaval, igy az AN az idegtudomanyok egyik
legdinamikusabban fejlédo teriiletévé ndtte ki magat, amelyben azonban szamos kérdés
tovabbra is hevesen vitatott. Nincs egyetértés példaul abban, hogy vajon neuron
képzddés csak az agy Kkitiintetett, neurogén zonaiban zajlik-e, vagy szinte minden
“felfedezéseket” masok, kiilonbozé modszertani problémakra hivatkozva, tovabbra is
erds szkepszissel fogadjak (Rakic, 2002a,b). Két olyan teriilet van a kifejlett agyban,
ahol az AN egyértelmiien bizonyitott (emberben is), az egyik a hippokampusz gyrus
dentatus-a (Eriksson et al., 1998; Manganas et al., 2007; Boldrini et al., 2009), a masik

? A felnétt életkorban észlelt idegsejt képzédést a tovabbiakban annak angol nevébél (adult
neurogenesis) képzett “AN” roviditéssel emlitjiik.
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az agykamrak falat bélelé szubependimalis (vagy szubventrikuldris) zona (Curtis et al.,
2007; Sanai et al., 2007). Emlitésre mélté még, hogy 1jsziilott neuronokat irtak le
féemlosokben az amygdaldban, stridtumban és a neokortex szdvetében is, bar erre
nézve negativ kozlések is 1éteznek (Gould et al., 1999¢; Bernier et al., 2002; Kornack
and Rakic, 2001; Rakic, 2002b; Dayer et al., 2005; Spalding et al., 2005; Bhardwaj et
al., 2006; Marlatt et al., 2011). Lehetséges, hogy az ellentmond6 adatok magyarazata az
a tény, hogy pl. a neokortexben az AN kisméretii interneuronokra vonatkozik, melyek a
kortex nagy tomegében oszlanak el igy a denzitasuk nagyon alacsony (Cameron and
Dayer, 2008).

1.3.1. Abra

Retro-virussal jelolt ujsziilott szemcsesejtek felnott egér gyrus
dentatus-aban.

Két virus keverékét injektaltuk a gyrus dentatus-ba, az egyik zdld a masik
piros fluorescens proteint expresszal. Mivel a retro-virus csak az
osztédasban 1év6 sejteket fert6zi meg igy mindkét szinnel az Ujonnan
képz&dott neuronk jel6lédtek meg. Az itt lathatd 2 honapos neuronok
kifejlett dendritfaval rendelkeznek és ekkora mar feltehtéen integralodtak a
mar meglévé neuron halézatba.

Bar a felndtt hippokampuszban az uj neuronok képzodése sokkal ritkabb mint
az embrionalis élet soran, mégis ugyanaz a folyamat figyelheté meg: a progenitor sejtek
proliferalnak, amit azutdn rovid sejtvandorlas, illetve morfologiai és fiziologiai érés
kovet (1.3.2. Abra). Utobbit gyakran mint talélési (survival) periddust irjék le, melynek
eredménye az olyan funkciondlisan érett neuron, mely a meglévé neuronalis haldzatba
integralodik (Kempermann, 2006; Balu and Lucki, 2009). Mindmaig vitatott, hogy a
gyrus dentatus-ban léteznek e valdodi multipotens Os-sejtek. Az biztos, hogy a
szemcsesejt réteg és a hilus kozott meghtizodd vékony germinativ zonaban osztodasra
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képes prekurzor sejtek talalhatok, melyek morfologiailag nagyon hasonlitanak a
radiélis asztrocitikhoz (1.3.2. Abra) (Seri et al., 2001).

Mature newborn granule cells

Immature newborn

Radial glia-like granulecalia
stem cells Neural
progenitor
cells

Stages, time scale

Differentiation Synaptic

Proliferation Migration  integration

~25h ~ 4 days ~ 4-10 days ~ 2-4 weeks

Marker expression

GFAP, Nestin, Sox2 s[# ¢ PSA-NCAM, TuJ1 NeuN, Calbindin
Expansion phase Survival and elimination phase
Radial glia- Transiently Dendrite extension Maturation of
like amplifying Axon extension dendritic spines
stem cells progenitor cells
Increased synaptic plasticity Lowered treshold for LTP
Activity dependent recruitment Increased synaptic
Survival or apoptosis plasticity

1.3.2. Abra

A felnétt gyrus dentatus-ban képz6dé neuronok fejlédési
stadiumainak sematikus abrazolasa.

Roviditések: GFAP: glial fibrillary acidic protein; Sox2: sex determining
region Y (SRY)-box 2; DCX: doublecortin; PSA-NCAM: polysialylated form
of the neural cell adhesion molecule; Tud1: B-tubulin Ill; NeuN: neuronal
nuclear antigen. (Az abra Enikolopov and Overstreet-Wadiche, 2008,
eredeti abrajanak felhasznalasaval és kiegészitésével készllt.)

Az 1j, még nem teljesen érett szemcsesejtekre jellemzd, hogy benniik
alacsonyabb kiiszobii és robosztusabb LTP (long term potentiation) valthato ki
(Schmidt-Hieber et al., 2004), valamint az is, hogy talélésiikhoz bemenet-fiiggd
aktivitas sziikséges (Tashiro et al., 2006). Ismert ugyanis, hogy az Uj neuronok
tobbsége (50-60%-a) spontan elpusztul, mivel nem tud beépiilni a meglévd
neuronhalézatba (Biebl et al., 2000; Dayer et al., 2003; Kempermann et al., 2003).
Patkanyokban az AN jelentds mértéki (napi 9000 10j szemcsesejttel szamolnak,
Cameron and McKay, 2001), mig primatakban ez a folyamat nagysagrendekkel kisebb
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mértékit (Kornack and Rakic, 1999). El6forduldsardl az érett human agyszdvetben
nincsen megbizhatd kvantitativ adat, de feltehetéen igen ritka esemény (Eriksson et al.,
1998; Czéh and Lucassen, 2007).

Szamos tanulmany bizonyitja, hogy az ingergazdag kdrnyezet, a fizikai aktivitas
¢s a tanulasi folyamatok stimuldléoan hatnak az AN mértékére (Kempermann et al.,
1997; Gould et al., 1999a; van Praag et al., 1999; Balu and Lucki, 2009; Lucassen et
al., 2010). Mindmaig nem ismert, hogy a hippokampuszban folyamatosan képz6do
neuronoknak mi lehet a pontos funkcionalis szerepe. Mivel a hippokampusz kitiintetett
szerepet jatszik a tanulds mechanizmusaban, ezen beliil elsdsorban az epizodikus-
deklarativ  memoria konszolidaci6 folyamataban, igy nem meglepd, hogy sok
tanulmany igyekszik bizonyitani az AN szerepét e kognitiv funkcidkban (Bruel-
Jungerman et al., 2007; Imayoshi et al., 2008; Dupret et al., 2007, 2008; Balu and
Lucki, 2009; Garthe et al., 2009; Coras et al., 2010; Deng et al., 2010; Sahay et al.,
2011).

Az AN feltehetden nem csak fiziologias folyamatokban jatszik szerepet, hanem,
ahogy azt sokan feltételezik, kiilonb6z6 patofizioldgias mechanizmusokban is részt
vehet (Balu and Lucki, 2009). Az AN kulcsszerepét szdmos neuro-pszichiatriai
megbetegedésben felvetették és az elmult évek egyik legtobbet vitatott és kutatott
elmélete szerint az AN csokkenése szerepet jatszhat az MD kialakulasdban (Duman et
al., 1999, 2001; 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), tovabba felmeriilt az is, hogy az effektiv antidepresszans kezelés
talan az AN stimulalasan keresztiil hat (Malberg et al., 2000; Czéh et al., 2001;
Santarelli et al., 2003; Sahay and Hen, 2007; Perera et al., 2011). E feltevések
sarokpontjai a kovetkezOk: 1) Kornyezeti stressz hatasara kisérleti allatok
hippokampuszaban az AN csokken, és ugyanilyen stressz emberben a depresszio
legfobb rizikoé faktora; 2) Depresszios betegekben gyakori a kognitiv deficit mely
tobbnyire a hippokampusz térfogatanak csokkenésével jar egyiitt (és ez talan a redukalt
neuron képzodés 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
0jsziilott neuronoknak épp ennyi idére van sziikségiik a funkcionalis beéréshez; 5)
Allatkisérletes adatok bizonyitjak, hogy az AN blokkolasival az antidepresszans
kezelés magatartasfiziologiai hatasat is gatolni lehet.

Bar e tedria sokak szamara igen meggy6zden hangzik, mégis szamos ennek
ellentmondé adat 1étezik az irodalomban: 1) Kisérleti allatokban a progenitor sejtek
elpusztitasa példaul Rontgen besugarzassal, gatolja ugyan az AN-t, de mégsem okoz
depresszio-szerli magatartasi elvaltozasokat (Airan et al., 2007); 2) A hippokampusz
térfogatanak csokkenése nem specifikus a depresszidra, hanem szdmos mas
pszichiatriai korképben is gyakori, mint pl. a skizofrénia, demencia, addikcid és
szorongasos megbetegedések (Geuze et al.,, 2005); 3) Bizonyitott az is, hogy az
antidepresszans hatds az AN stimuladlasa nélkiil is lehetséges (Sahay and Hen, 2007;
David et al., 2009), mely esetekben novekedési faktorok és/vagy gyulladas mediatorok
jatszhatjak a kulcsszerepet (Greene et al., 2009; Koo and Duman, 2008). Mindmaig
nem megmagyarazott, sot erre vonatkozoéan még csak teoria sem létezik, hogy AN
pontosan miként regulalhatja az affektust vagy a hangulatot, illetve az MD egyéb
specifikus tiineteit. Lehetséges az is, hogy a csokkent AN csupan a kognitiv deficitért
felelés, mely a fent emlitett pszichatriai korképek mindegyikére jellemzo
(Kempermann et al., 2008).
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Technikai okok miatt emberben meglehetdsen nehéz igazolni az AN
depresszidban jatszott szerepét. E témaban csupan néhany tanulméany ismert.
Id6érendben az els6 Reif et al. (2006) depresszids betegek hippokampuszaban nem
talalta a csokkent AN jeleit — szemben a skizofrénids betegekbdl szarmazo
szovetmintakkal. Megjegyzendd, hogy e vizsgalat eredményei igen alacsony
esetszdmbol szarmaznak.

Egy 0jabb human tanulmany (Boldrini et al., 2009) is kicsi esetszammal
dolgozik: 5 depresszidos, de antidepresszanssal nem kezelt és 7 mentalis
megbetegedéstdl mentes kontroll paciens posztmortem adatait hasonlitja Ossze 7
depresszios, antidepresszasokkal kezelt beteg adataival. Utdbbiak koziil 4 SSRI
(selective serotonin reuptake inhibitor) a masik 3 pedig TCA (triciklikus
antidepresszans) kezelést kapott. Kideriilt, hogy az 5 kezeletlen depresszids betegben a
nestin’-pozitiv progenitor sejtek szama szignifikansan kisebb volt a kontroll csoporthoz
képest. Ugyancsak kisebb volt (50%-al) a Ki-67*-reaktiv 0sztodo sejtek szama, de ez
utébbi lelet statisztikailag nem volt szignifikans (a nagy individudlis szoras miatt).
Tovabba mind az SSRI mind a TCA kezelés novelte a nestin-pozitiv progenitorok
szamat, ezenkiviil a TCA kezelés kifejezetten stimulélta a Ki-67 reaktiv oszt6do sejtek
mennyiségét, mikozben SSRI kezelés ebben nem okozott valtozast.

A legfrissebb vizsgalat e témaban egy holland kutatocsoport munkéja, amely 10
idds kontroll és ugyanennyi depresszios beteg szovetmintajat vizsgalta (Lucassen et al.,
2010). Osszehasonlitasukban az MCM2-pozitiv’ progenitor sejtek és a PH3-pozitiv®
0sztodo sejtek szamat vetették Ossze, és vizsgaltdk a betegség illetve antidepresszans
kezelés esetleges hatasat. Kideriilt, hogy az id6s MD betegek hippokampuszaban az
MCM2-pozitiv progenitor sejtek szama szignifikdnsan csokkent, mig a PH3-pozitiv
0szt6do sejtek szama nem valtozott. Ugyanakkor semmilyen valtozast nem észleltek az
antidepresszans kezelés kovetkeztében. Hangsulyozand6, hogy az itt felsorolt poszt-
mortem vizsgalatok nagyon alacsony esetszdmai miatt tovabbi vizsgalatokra van
sziikség, lehetdség szerint mas modszerekkel is, példaul az AN in vivo képalkotd
eljarassal végzett vizsgalataval (Rueger et al., 2010; Couillard-Despres and Aigner,
2011), vagy mas, nem szovettani eljarassal torténd meghatarozassal (Spalding et al.,
2005; Manganas et al., 2007).

Nyilvanvalo, hogy a depresszods tiinetekért tobb agyi struktura egylittes
mikodési zavara felelds, igy a hippokampuszon kiviil egyéb agyteriiletek is szerepet
jatszanak az MD patogenezisében (pl. a prefrontalis kéreg, cingularis aredk, amygdala,
talamikus, hypotalamikus és egyéb agytorzsi magok) (Nestler et al., 2002a; Berton and
Nestler, 2006; Pittenger and Duman, 2008; Krishnan and Nestler, 2008, 2010; Price
and Drevets, 2010). Mivel az MD nem ko&thetd kizardlagosan a hippokampusz
elvaltozasaihoz, ezért — szamunkra legalabbis — nyilvanvald, hogy az AN hianya nem

? Nestin: VI-os tipust intermediate filament protein, mely a neuronok fejlédésének korai stadiuméaban
expresszalodik, lasd a 1.3.2. Abrat.

* Ki-67: proliferacios sejt marker. A tumor kutatasban gyakran hasznalt és MIB-1 néven is ismert.

5 MCM2: "mini-chromosome maintenance protein"-ek csaladjaba tartozd protein, amely a DNS
megkettézodésében jatszik kulcsszerepet (DNA replication licensing factor MCM2). A tumor
diagnosztikaban hasznalt marker, mely az osztddasban 1évé Os-sejtek in situ jelolésére alkalmas.
Ezenkivill az MCM2-pozitiv sejtek 96%-a doublecortin-t is expresszal, ezaltal az MCM2 egy a
neurogenezis detektalasara is alkalmas marker.

S PH3: “phosphorylated histone H3” az osztodasban 1évé sejtek egy masik gyakran hasznalt markere.
Histone H3 a histone octamer része és igy a nucleosome egyik alkotoeleme. A histone H3 foszforilalt
formaban a sejtosztodas késéi G2 fazisaban van jelen, ezaltal az ellene termelt antitest alkalmas a
mitozisban 1€vo sejtek jelolésére.
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lehet a depresszid Osszes szimptomajanak egyetlen kozos oka. Ugyanakkor a csokkent
AN szerepelhet egyes szimptomak okai kozott. Példaul a depresszids betegekre
jellemzd azon deficitekben, melyek hatterében a hippokampusz hidnyos informacio
feldolgozasa all. Egy masik deficit ama képesség elvesztése, mely a betegek szamara uj
¢s bonyolult helyzetek megfeleld kezeléséhez sziikséges (Kempermann, 2002).

crer

egyértelmiien meggy6z0 klinikai adat a csdkkent AN kritikus szerepérdl. Ugyanakkor
lehetséges, hogy bar a csokkent AN a klinikai depresszio kifejlédésében nem
esszencialis, de az AN stimulalasara mégis sziikség van a terapidsan hatékony
antidepresszans kezeléshez (Santarelli et al., 2003; Sahay and Hen, 2007; Surget et al.,
2008; Lucassen et al., 2010; Perera et al., 2011). Kovetkezésképpen az AN stimulalasa
igéretes stratégia lehet Uj tipust antidepresszans gyogyszerek kifejlesztésében. Mara
ismeretes, hogy csaknem valamennyi jelenleg hasznalt antidepresszans kezelés (SSRIs,
TCAs, elektrokonvulziv terapia, atipusos antipszichotikumok) az AN mértékét
hatékonyan serkenti (Sahay and Hen, 2007; Warner-Schmidt and Duman 2006). Egy¢b,
jelenleg még fejlesztési stadiumban 1évoé készitmények, mint példaul corticotropin-
releasing factor-1 (CRF1), vasopressin-1b (V1b), neurokinin-1 (NK1) vagy
glucocorticoid receptor antagonistak valamennyien bizonyitott mddon blokkolni
képesek a stressz AN-gatlo hatasat (Lucassen et al., 2010). Egyéb nem-farmakoldgiai
probalkozasok (példaul vagus ideg és mély agytorzsi ingerlés) is biztatd eredményeket
hoztak az AN stimulacio témakdrében (Revesz et al., 2008; Toda et al., 2008). Végiil
emlitésre méltd, hogy kisérletes adatok szerint a magatartas terapiak, melyek a “stress-
coping” mechanizmusokat erdsitik serkentik az AN-t (Pollak et al., 2008; Lyons et al.,
2010)

1.3.1. Stressz hatasa a felnéttkori neurogenezisre

A stressz egyike azon kornyezeti hatasoknak, melyek erdteljesen gatoljak az AN
mértékét. Ezt tobb spécieszben és kiilonféle stressz paradigmak alkalmazasaval szerzett
egyértelmii eredmények bizonyitjak (Mirescu and Gould, 2006; Balu and Lucki, 2009;
Lucassen et al., 2010; Schoenfeld and Gould, 2011). 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 Ggy
tlinik az AN minden lényeges fazisat, azaz mind a proliferaciot mind pedig a neuron
érést, illetve az ujonnan képzodott neuronok életben maradasat is gatolja (Gould et al.,
1997; Czéh et al., 2001, 2002; Mirescu and Gould, 2006; Balu and Lucki, 2009;
Lucassen et al., 2010).

A stressz-indukalta AN redukcié egyik tdmadaspontja az 0jsziilott neuronok
apoptozisa, masik az osztodasi ciklus lassitasa, leallitdsa. Akut stressz hatisara a
proliferacié csokkenésével parhuzamosan t6bb az apoptotikus sejt — de ezek kozott gy
éretlen jdonképzOdott mint érett sejtek is szerepelhetnek (Heine et al., 2004c).
Kroénikus stressz utdn mind a proliferaciéo mind pedig az apoptozis csokkent, mikozben
a p27Kipl — ismert sejt-ciklus gatlo — szintje novekedett (Heine et al., 2004b). Ez jelzi,
hogy a szemcsesejtek cserélédési ciklusa azért lassult, mert a ciklus sokukban elakadt
(Heine et al., 2004b).

A stressz AN-gatldo hatdsanak pontos cellularis mechanizmusa tisztazatlan. A
mellékvese glukokortikoid hormonjai kulcstényezonek tinnek (Wong and Herbert,
2004; 2005) és a progenitor sejteken mind a mineralokortikoid, mind a glukokortikoid
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receptorok bizonyitottan expresszalodnak (Mirescu and Gould, 2006; Balu and Lucki,
2009). Erdekes ugyanakkor, hogy az AN tartds gatlasa kifejlédhet akkor is, ha a kezdeti
stressz hatasara megnott glukokortikoid szint mar normalizalodott (Czéh et al., 2002;
Mirescu and Gould, 2006). Eszerint a glukokortikoid szint emelkedése kritikus az AN
gatlas elinditasaban — kiilondsen korai életkorban, amikor a neurogenezis még erdteljes
— de annak fennmaradasahoz mar nem latszik sziikségesnek. Erdekes modon idésebb
allatokban a stressz AN gatlo hatasa fokozottan érvényesiil (Simon et al., 2005). Egyéb
faktorok, példaul NMDA receptor aktivacié is fontosnak latszanak (Nacher and
McEwen, 2006; Gould et al., 1997).

A stressz tobbféle neurotranszmitter szintjét valtoztatja (Jo€ls and Baram,
2009), melyek az AN regulacioban szintén fontos szerepet jatszanak. Néhany példa:
glutamat (Nacher and McEwen, 2006; Gould et al., 1997), GABA (Ge et al., 2007),
szerotonin (Djavadian, 2004), noradrenalin (Joca et al., 2007), dopamine (Dominguez-
Escriba et al., 2006). Masok a cannabinoid illetve az opioid receptorok, az NO ¢és
kiilonféle neuropeptidek jelentdségére hivjak fel a figyelmet (Balu and Lucki, 2009).
Ismert tovabba, hogy stressz hatdsara szamos ndvekedési és neurotrofikus faktor szintje
csokken, igy példaul a brain-derived neurotrophic factor (BDNF), az insulin-like
growth factor-1 (IGF-1), a nerve growth factor (NGF), az epidermal growth factor
(EGF), és a vascular endothelial growth factor (VEGF) mennyisége redukalédik. E
faktorok mindegyike képes szabalyozni a neuronok képzddését valamint érését
(Schmidt and Duman, 2007). Ezenkiviil a nemi hormonok regulalé szerepe sem
elhanyagolando (Galea, 2008). Végiil az asztrocitak kozremitkddése is esszencialis
szerepet jatszik az jszilott neuronok genezisében és talélésében (Goldman, 2003;
Homer and Palmer, 2003; Nedergaard et al, 2003). Ismert, hogy az asztrocitak is
expresszaljak a glukokortikoid receptorokat, és érzékenyen reagalnak a stresszre (Czéh
et al., 2006; Banasr et al., 2010).

1.4. Kronikus stressz hatasa a limbikus rendszer strukturalis
plaszticitasara

A kronikus stressz szamos betegség kialakulasaban fontos szerepet jatszik €s ismert az
is, hogy bizonyos agyi struktirak — kiilonosen a limbikus rendszer — nemcsak iranyitjak
a szervezet stressz-reakcidjat, de hosszii tavon meg is szenvedik annak
kovetkezményeit (McEwen, 2000, 2006, 2007; Fuchs et al., 2006; Joéls et al., 2007;
Joé€ls 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). Azdta szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy a
stressz hatasara megemelkedett glukokortikoid szint befolydsolja a hippokampusz
miikddését és struktarajat (McEwen, 2000, 2006; Fuchs et al., 2004b, 2006; Joéls et al.,
2007; Lupien et al., 2009). Funkcionalisan a kronikus stressz hatdsara romlik a
hippokampusz ingerlékenysége, az LTP és a memoria is (Kim and Diamond, 2002;
Joéls et al., 2007). A kronikus stressz morfoldgiai hatasai koz¢ tartozik a hippokampusz
Ossztérfogatanak csokkenése, valamint olyan sejtszintli elvaltozasok, mint a dendritfa
atalakulasa vagy a redukalt AN (Sapolsky, 2000; McEwen, 2006; Fuchs et al., 2004b,
2006; Gianaros et al., 2007; Joéls et al., 2007).
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A hippokampusz térfogatanak csokkenése az egyik legmeggy6zOobben
dokumentalt klinikai megfigyelés azon betegség csoportokban, melyek hatterében
sulyos vagy kronikus stressz hatas all, vagy arteficidlisan magas a plazma
glukokortikoid szintje: igy depresszios betegekben, PTSD (post-traumatic stress
disorder) betegekben, Cushing szindromaban, szintetikus glukokortikoidokkal valo
kezelés kovetkezményeként (Starkman et al., 1992; Bremner et al., 1997; Sapolsky,
2000; Sheline, 2000; Campbell et al., 2004; Videbech and Ravnkilde, 2004; Bremner,
2007; Gianaros et al., 2007). De az mindmdig nem ismert, hogy pontosan milyen
sejtszintli  elvaltozas(ok) allhat(nak) e térfogat csokkenés hatterében (Czéh and
Lucassen, 2007). A '80-as években sziiletett nagyhatasu tanulméanyokat kovetden
altalanossa valt az az elképzelés, hogy a hippokampusz stressz okozta zsugorodasanak
hatterében a neuronok pusztulasa all, mely kiillonosen a CA3 és CA1 régidkat érinti
(Sapolsky et al., 1990). Ezt az elképzelést azonban késdbb, precizebb sejtszamolasi
eljarasokkal, nem sikeriilt igazolni. Bar tobb klinikai és allatkisérletes tanulmany
vizsgalta, mégsem sikeriilt massziv neuron pusztuldsra utald jeleket talalni sem
kronikus stressz, sem tartos (akar 1 évig tartd) szintetikus glukokortikoid kezelés utan,
sem pedig depresszios 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; Czéh and Lucassen, 2007). Azt, hogy a hippokampusz
volumen csokkenésének hatterében a neuronok pusztuldsa allhat, az a tény is
megkérddjelezi, hogy a hippokampusz térfogata spontan normalizalodik, amennyiben a
karositoé faktorok mar elmultak és alkalom nyilik a regeneralodasra (Starkman et al.,
1992). Kovetkezésképpen, még ha van is bizonyos mértéki neuron elhalas, a volumen
csokkenés akkor sem irhatd valamiféle irreverzibilis sejtpusztulds rovasara. Vagyis a
térfogatcsokkenésben egyéb cellularis tényezoknek kell szerepet jatszania, ilyenek
lehetnek példaul a dendritfa atrendezddése, a csokkent AN, a glia sejtek pusztulésa,
vagy példaul a hippokampusz folyadék haztartdsaban fellépd valtozasok (Czéh and
Lucassen, 2007).

A leggyakrabban dokumentalt stressz-keltette struktaralis elvaltozas a piramis
sejteket érintd apikalis dendritfa zsugorodas / reorganizacid, melyhez a dendritikus
tiiskék €s a szinapszisok szamdnak csokkenése, valamint a posztszinaptikus denzitas
modosulasa tarsul (Watanabe et al., 1992; McEwen, 2000, 2006). A stressz ezen hatasai
kisérleti koriilmények kozott mesterségesen magas glukokortikoid szinttel jol
reprodukalhatok (McEwen, 2006; Sousa et al., 2008). Tipusosan, a CA3 piramis sejtek
a legkifejezettebben érintettek, de a CAl piramis sejtek és a gyrus dentatus
szemcsesejtek dendritfajan is észlelhetd kisebb foku elvaltozas (Sousa et al., 2000;
McEwen, 2006; Fuchs et al., 2006). 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. E sejt-
morfologiai valtozasok feltehetéen kdzremitkddnek a kronikus stressz okozta kognitiv
zavarokban (Conrad, 2006; Sousa et al., 2008). A piramis sejtek dendritfajanak
morfologiai elvaltozasa egy masik funkcionalis kdvetkezményt is okozhat. Ez esetben a
hippokampusznak a HPA-tengely szabalyozasdban jatszott szerepe olyan zavart
szenved, mely azutan szintén koérosan és tartdosan magas glukokortikoid szintekhez
vezet (Conrad, 20006).
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1.5. A prenatalis stressz hosszu tava kovetkezményei

Mara mar altalanosan elfogadott az a nézet, hogy szdmos betegség voltaképp a magzati
¢letkoriilményekbdl ered, vagyis az elénytelen prenatalis feltételek kifejezetten
hajlamosithatnak bizonyos betegségek kialakulasara. Tobb retrospektiv tanulmany
megerdsitette, hogy az anya varandoés ideje soran elszenvedett kronikus stressz allapota
szignifikansan noveli a gyermek fizikai és/vagy pszicholdgiai fejlodés zavaranak
esélyeit (Jones and Tauscher, 1978; Meijer, 1985; Lou et al., 1994). Epidemiologiai
vizsgalatok eredményei szerint példaul a terhesség soran az anya altal elszenvedett
stressz hajlamositja az utddot szkizofrénia kialakuldsara (Huttunen and Niskanen,
1978; Myhrman et al., 1996; van Os and Selten, 1998). Hasonl6 0sszefiiggést irtak le a
magzati korban atélt anyai stressz és az utédban késébb kifejlodott MD tiinetcsoport
kozott (Watson et al., 1999; Brown et al., 2000).

A korai életkorban elszenvedett stressz a késobb kibontakozo MD legfontosabb
hajlamosito tényezdje (Heim and Nemeroff, 2001). Korai traumatikus élmények, akar
még a magzati ¢let alatt, akar a neonatalis korban, mind az HPA-tengely tartos
aktivaciojahoz vezetnek. Ez végsd soron a szervezet stressz reakcidjat szabalyozo
rendszerek patologias fejlédését okozza, ami azutan az MD illetve a szorongdsos
zavarok kialakuldsara hajlamosit (Heim et al., 2008).

Kisérletes koriilmények kozott, stressz inzultusnak kitett terhes allatokban, a
magzat agyanak fejlodése sajatosan megvaltozik. Kovetkezésképpen az utddokban
olyan agyi strukturalis elvaltozdsok keletkeznek, melyek a normalistol eltérd
emocionadlis és neuroendokrin reakciokban manifesztdlodnak. Az ilyen allatok felndtt
koraban szorongd magatartas, a HPA tengely fokozott reaktivitasa, és tanulds-memoria
deficit észlelheté (Welberg and Seckl, 2001; Kofman, 2002; Weinstock, 2008).
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2. CELKITUZESEK

Kisérleteinkben a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

2.1. Hogyan hat a kronikus stressz a hippokampusz gyrus dentatus-dban zajlo
felnottkori neurogenezisre?

2.2. Vajon az ¢let korai szakaszdban — példaul prenatdlisan — alkalmazott stressznek
vannak-¢ hosszl tava kovetkezményei a féemlésokben (rézusz majmokban) észlelt
felndttkori neurogenezisre illetve a hippokampusz térfogatara?

2.3. Képes-e az antidepresszans kezelés kivédeni a stressz feln6ttkori neurogenezist
gatld hatasat? Vajon a felndttkori neurogenezis kisérleti allatokban végzett vizsgalata
alkalmas modszer-e 1 tipust, potencialisan antidepressziv hatast terapias 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? Kimutathatd-e valtozas az interneuronok és az asztroglia sejtek szamaban
illetve a lokalis mikrokeringésben?

2.6. Melyek a kronikus pszichoszocialis stressz funkcionalis kovetkezményei 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 reagalnak a stressz hatasokra — elektrofiziologiai
tulajdonsagainak modosuldasa? Vajon a gatld interneuronok miikodését hogyan
befolyasolja a kronikus stressz?

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

Ebben a fejezetben csak a tobb kisérletben alkalmazott eljarasok rovid 6sszefoglalasai
szerepelnek. Az egy-egy vizsgalatban hasznalt modszereket az adott eredmények
leirasakor részletezziik.

3.1. A kisérletekben hasznalt allatok

Kisérleteinkhez felnétt, him patkanyokat (Wistar és SpragueDawley), Eszaki
mokuscickanyokat (Tupaia belangeri) ¢és rézusz majmokat (Macaca mulatta)
hasznaltunk (3.1. Abra). A mokuscickiany egy a primatakhoz filogenetikusan kozeli
allatfaj (lasd a 1.2.2. fejezetet). A kisérletek a nemzetkzi szabvanyok (National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) helyben
jovahagyott eljarasai szerint folytak.

3.1. Abra
A: Eszaki mokuscickany (Tupaia belangeri)  B: Rézusz majom (Macaca mulatta)

3.2. Felnott him mokuscickanyok kronikus pszichoszocialis
stresszelése és antidepresszans kezelése

Egy tipikus kisérlet vazlata a 3.2. abran lathat6. 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 gytjtottiik. A masodik 7 napos fazisban az allatok két csoportjat
(Stressz ¢és Stressz + Antidepresszans kezelés) naponta pszichoszocialis stressznek
tettiik ki. Az antidepresszans kezelés a kisérlet harmadik hetén kezd6dott.
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Experimental Design of the Study

A Pre-stress period Psychosocial stress

Dominant ' Subordinate

~ 1h/day Rest of the day

B BrdU¢
Control ‘ No stress ‘ No stress | No stress MRS‘

Control + Antidepressant ‘ No stress ‘ No stress | No stress + Antidepressant MRS‘
Stress ‘ No stress I Stress | Stress MRS‘

Stress + Antidepressant ‘ No stress ’ Stress Stress + Antidepressant MRS‘

( 7 days X 7 days X 28 days )

3.2, Abra

Feln6tt him modkuscickanyok kronikus pszichoszocialis stresszelése és
antidepresszans kezelése. Egy tipikus kisérlet vazlata. A: Az allatok stresszelése:
konfrontacié egy dominans himmel a hét minden napjan. B: A kisérleti allatcsoportok. A
kisérlet végén az allatok agyat in vivo NMR spektroszkopias mérésnek vetettik ala, és BrdU
injekciot kaptak az osztodasban Iév6 sejtek megjeldlése céljabal.

A stressz ebben az esetben azt jelentette, hogy a kisérleti allatoknak naponta el
kellett viselnie egy dominans fajtars agressziojat (social defeat) illetve annak
folyamatos jelenlétét. E pszichoszocialis stressz protokollt sajat laboratéoriumunk
dolgozta ki (Fuchs et al., 1996). Roviden: egy naiv him allat ketrecét Gsszenyitottuk
egy tapasztalt, agressziv, idOsebb him ketrecével. Ez a két allat kozott a
megnagyobbodott élettér feletti aktiv territorialis versengést okozott. A dominans -
alarendelt viszony kialakuldsa utan a két allatot a ketrecek kozotti drothalo-valaszfal
visszahelyezésével ismét elkiilonitettiik egymastol. A drotracsot ezutdn naponta
valtozd id6pontban, egy-egy Oras iddtartamra kivettiik, és ezzel a két him harci
kontaktusa ismét 1étrejohetett. Ez az elrendezés az alarendelt (szubordinans) egyed
szamara védelmet biztositott a nap tulnyomo részében az ismétlodd fizikai
tamadasokkal és sériilésekkel szemben, mikdzben azonban a dominans egyed ottlétét
jelzé szag, vizudlis és akusztikus ingereket folyamatosan észlelhette. Tovabba az
allatok nem tudtdk, mikor lesz a kovetkezo konfrontaco. Ez a bizonytalansag,
kiszamithatatlansag (unpredictability) egy tovabbi stressz faktor. Ebben a helyzetben a
szubordinans egyedekben az aldrendelt szerepre jellemzd vonasokat figyeltiik meg:
csokkent mozgasi aktivitas, visszahizodas (menekiilés) a ketrec egy, a dominanstol
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tavol esé részébe, behodold poziciok gyakori felvétele, és a vészhelyzetre jellemzo
hangadéasok. A kisérlet harmadik idészakaban 28 napon 4t az alarendelt (kisérleti)
allatok egy része, oralis antidepresszans kezelést kapott (Stressz + Antidepresszans
kezelés), mikdzben a naponta ismétlodod stressz (konfliktus) helyzetben tovabbra is
résztvett. A masik két csoport (Kontroll, ¢s Kontroll + Antidepresszans kezelés) allatai
ugyanezen iddszakra zavartalanul, egyedi ketrecekben maradtak, illetve a kisérlet
utolsod iddszakaban 28 napon at az allatok egy része, oralis antidepresszans kezelést
kapott (Kontroll + Antidepresszans kezelés).

3.3. Kronikus mozgas-gatlas (restraint) stessz patkanyokon

Him, felnétt (a kisérletek kezdetekor 170-200 g tomegli) patkanyokat (Sprague
Dawley, forras Harlan Winkelmann, Borchen, Németorszag) hasznaltunk, ¢és 3-4
egyedet tartottunk egy-egy ketrecben. Az allatokat forditott megvilagitasi ciklusokban
(vagyis reggel 7 és este 7 ora kozott sotétben) tartottuk. Ezt azért csinaltuk igy, hogy a
mozgas korlatozas (restraint) az éllatok aktiv napszakaban (sotét, nekik éjszaka)
torténjen. Minden tovabbi beavatkozas ebben a napszakban csupan tompitott voros
fényben tortént, azért, hogy a kisérletez6 személy is lasson. A Stressz csoport allatainak
mozgasat 21 napon keresztiil reggel 8 és délutan 2 o6ra kozott (tehat sotét idoszakban,
az allatok aktiv periodusaban) 6 oran keresztiil csaknem teljesen gatoltuk. Erre a célra
jol szell6z6 polypropylen csoveket hasznaltunk (McLaughlin et al., 2007). A mozgas-
gatlas (restraint) sordn a csovek megfeleld tagassdga miatt az allatok sem fizikalis
szoritast, sem fajdalmat nem éreztek. A kiilonb6zo fizioldgiai paraméterek
regisztralasaval mértiik fel, hogy az allatok milyen intenziven ¢élték at az adott stressz
helyzetet. Az allatok testsulyat (tdmegét) naponta megmeértiik, mivel a testsuly valtozas
az elszenvedett stressz egyik indikatora. A mellékvese sulyndvekedése is egy ilyen
indikator, ezért a kisérlet végén az allatokbol a mellékveséket kioperaltuk és sulyukat
(tomegiiket) szintén lemértiik.

3.4. Az allatok perfundalasa, az agyak metszése, immunohisztologia

A kisérlet utols6 napjan az allatokat mély altatdsban (xylazin: 50 mg/ml és ketamine:
10 mg/ml keverék) transzkardialisan perfundaltuk. El6szor hideg fiziologias NaCl
oldattal két percig, majd 15 percig 4%-os paraformaldehyde oldattal, amit 0.1 M foszfat
pufferbdl (PB) készitettiink és a pH-jat 7.2-re korrigaltuk.

A fixalt agyakat el6szor tobb napig krioprotektiv oldatban (30% szukr6z oldat, 0.1 M
foszfat pufferben) aztattuk, majd szaraz jégen lefagyasztottuk. A metszés kriosztattal 50
um vastagsaggal tortént és a teljes hippokampuszt, vagy maskor a teljes frontalis
lebenyt, feldolgoztuk. A metszetek teljes sorozatat késobbi hisztologiai feldolgozas
céljabol 0.1 M PBS oldatba gytjtottitk. A patkany és majom agyakat koronalisan
metszettiik, a mokuscickdnyok hippokampuszat viszont horizontalisan.

A sorozat metszetek egy részét (pl. minden 6tddiket) a kdvetkez6 immunohisztologiai
modszerrel festettiik meg. Itt csak egy altalanos leiras kovetkezik: Az tsztatott, 50 um
vastag metszeteket 0.1M PBS oldatban mostuk (3 x 10 percig), majd 1% H,O; oldatban
aztattuk 20 percig. Ujabb PBS mosds utdn a nem-specifikus antitest kotodést 1 oras
blokkold oldattal gatoltuk meg, mely egy 3 szazalékos normal szérum volt olyan
allatbol, amelyikben a masodik antitestet termelték (Vector Laboratories, Burlingame,
CA). A szérumot 0.1M PBS és 0.5% Triton X-100 keverékében oldottuk. Hasonlo
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torzsoldatot (1%-0s szérum) hasznaltunk késébb a mosasokhoz illetve ugyanebben
oldottuk fel a primér €s szekunder antitesteket is. A metszeteket ezutan 1-3 éjszakan at
valamilyen (tdbbnyire monoklonalis) primér antitesttel késziilt oldatban inkubaltuk 4
°C-on folyamatosan razva (lasd a 3.1. Tablazatot). A kovetkez0 napon tobbszords
mosas utan Ujabb inkubacié kovetkezett, ezuttal biotinylalt (vagy kozvetleniil
fluoreszcens) szekunder antitestben (1:200; Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) 1-2 éran at, majd oblités utan jabb inkubacid kovetkezett avidin—biotin—torma
peroxidaz (1:200; Vectastaine Elite ABC Kit, Vector) oldatban ketté 6ra hosszat. Ujabb
oblités utan kovetkezett az el6hivas: 5 perc diaminobenzidine (1:200; DAB Peroxidase
Substrate Kit, Vector) oldatban. Végiill egy utolsd6 alapos mosast kovetéen a
metszeteket 0,1 szazalékos zselatinozott targylemezre szaritottuk, dehidraltuk, xylen
oldattal deritettiik és Eukitt-feddlemez fedést alkalmaztunk.

3.1. Tablazat A kisérletekben hasznalt primér antitestek

Primér antitest Gyarté cég Higitas A fejezet, melyben
hasznaltuk

egér anti-BrdU DAKO 1:100 4.1,43.,4.4.,49.,4.10.
egér anti-BrdU Novocastra 1:250 4.2.
patkany anti-BrdU Accurate 1:200 42.,4.4.
patkany anti-BrdU Genetex 1:200, 4.10.
nyul anti-cholecystokinin-8 (CCK) AbCam 1:10000 4.8.
nyul anti-Glial Fibrillary Acidic Protein Chemicon 1:4000 vagy | 4.4.,4.6.
(GFAP) 1:10000
egér anti-Glial Fibrillary Acidic Protein Sigma 1:10000 4.10.
(GFAP)
egér Neuron-Specific Nuclear Protein Chemicon 1:200 vagy 42.,4.4.,4.10.
(NeuN) 1:1000
egér anti-NG2 (chondroitin sulphate Chemicon 1:200 4.10.
proteoglycan, NG2)
egér anti-Parvalbumin Chemicon 1:1000 vagy | 4.8.

1:2000;

1:3000
egér antitest patkany endothél sejt elleni Serotec 1:200 vagy 4.6.,4.10.
antigen-1 (RECA-1) 1:1000

3.5. Bromo-deoxiuridin injekcio és immunocytokémia

Az osztodasban 1évé neuronok megjelolésére az allatok 5-bromo-2’-deoxiuridine
(BrdU, 100-200 mg / teststly kg; Sigma) injekciot kaptak intraperitonealisan. A BrdU a
sejtosztodas S fazisa soran beépiil az ujonnan szintetizalodd DNS szalba, és ez a
beépiilt BrdU kés6bb, immunohisztokémiai eljarassal kimutathat6. A BrdU jelolés
elénye, hogy a jelolt sejtek szama konnyen meghatarozhatd, tovabba identitasuk
(idegsejt vagy glia) kettds jelolési modszerrel viszonylag konnyen ellendrizhetd (3.3 ¢és
3.4. Abra).

Masutt kozolt (Czéh et al., 2001, 2002) eljarasunkat kévetve a BrdU kimutatasa
roviden a kovetkezd 1épésekbdl all: DNA kicsapas (0.01 M citric acid, pH 6.0, 95 °C,
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20 min), membran permeabilizacio (0.1% trypsin, 10 min), €s savanyitas (2 M HCI, 30
min). A primér antitest tobbnyire (lasd 3.1 Tablazat) egér anti-BrdU (DAKO, 1:200)
volt. Az immunocytokémiai vizsgalat végso fazisaban a jelolt sejteket a szokasos
avidin—biotin/diaminobenzidine eljarassal vizualizaltuk.

A B
Dentate
gyrus
. gcl
hilus
1 gcl
mal.

vl M

hilus sSGZ GCL

3.3. Abra

Ujsziilétt neuronok felnétt patkany gyrusz dentatuszaban.

A: A gyrus dentatus azon rétegei, ahol az ujonnan képz8détt BrdU+ sejteket
szamoltuk: SGZ: szubgranularis zéna, GCL: szemcsesejt réteg (granule cell layer). B:
BrdU-jelolt (barna), ujonnan képz6dott sejtek felnétt him patkany gyrus dentatusaban.
Inzert: az ujszulétt neuronok identitasat neuronalis markerekkel igazoltok: BrdU+NeuN
— sarga, NeuN: piros.

3.5.1. A BrdU-jelolt sejtek szamolasa a gyrus dentatus-ban

Sajat, korabban kozolt (Czéh et al., 2001, 2002) eljarasunkat hasznaltuk. A teljes dorzo-
ventralis metszet sorozatbol minden 6todiket (mokuscickany esetében ez atlag 27 darab
metszet) vizsgaltuk. A szemcsesejt réteg €s a szubgranularis zéna BrdU jeldlt sejtjeit
szamoltuk (3.3. Abra), mely utobbi egy koriilbeliil két sejttest-széles virtualis zona a
szemcsesejt réteg és a hilus kozott. A teljes gyrus dentatus-t analizaltuk. A
sejtcsoportok feloldasdhoz x400 vagy x1000 nagyitast hasznaltunk. Az also és felsd
fokusz-sikokban eléforduld egyedeket nem vettiik figyelembe. A sejtszam Osszegét a
BrdU jelolt sejtek szamanak 6tszorose adja.

3.5.2. A BrdU-jelolt sejtek fenotipusanak tovabbi meghatarozasa

A BrdU-pozitiv sejtek identitdsat meghatdrozandé a kovetkezd primér antitesteket
hasznaltuk: Az idegsejteket egér anti-NeuN inkubalassal, a glia sejteket pedig egér anti-
GFAP vagy egér anti-NG2 oldattal azonositottuk (3.1. Tablazat, 3.4. Abra). A szintén
BrdU-pozitiv endothel sejtek felismerésére egér anti-RECA-1 reakciot hasznaltunk. A
primér antitesteket fluoreszcens masodlagos antitestekkel vizualizaltuk (Alexa Fluor
csaldd 1:200 Invitrogen, Molecular Probes). A metszetekben a kettds jelolodést
konfokalis mikroszkoppal igazoltuk (x63 immerzids objektivvel, LSM-5 Pascal, Zeiss,
Germany).
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3.4. Abra

Sejtproliferacié a hippokampuszban (a), és a prefrontalis kéregben (b).

c-f: Az ujszilott sejtek identitdsanak meghatarozasa. Azt, hogy az ujonnan képzddott
BrdU+ sejtekbdl neuronok vagy glia sejtek differencialédnak, kettds jeldléssel és
konfokalis mikroszképpal dontoéttik el. Neuronok identifikalasara NeuN markert, mig a glia
sejtek meghatarozasara GFAP-t vagy NG2-t hasznaltunk. A kapillarisok falat alkotd
endothel sejtek kimutatasara a RECA-1 antitestet haszndltuk. (Részleteket lasd a Czéh et
al., 2007).

sérlet vazlata. A: Az allatok stresszelése: konfrontacid egy dominans himmel a hét
minden napjan. B: A kisérleti allatcsoportok. A kisérlet végén az allatok agyat in vivo NMR
spektroszkopias mérésnek vetettik ala majd BrdU-t injektaltunk az allatokba, hogy az
osztodasban 1évé sejteket megjeldljik.

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

A kronikus stressz kisérletek utolsé napjan a mokuscickanyok a fontosabb agyi
képelemzéssel tarsult lokalizalt NMRS vizsgalaton estek at Michaelis et al., (2001)
eljarasa szerint. Az eljaras roviden a kovetkezd: MRI és NMRS méréshez 2.35 Tesla
erésségi. MRBR 4.7/400 mm magnest (Magnex Scientific, Abingdon, England)
hasznaltunk egy DBX MRI rendszerrel (Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) egyfitt.
Radiofrekvencias excitaciohoz egy 14 cm Helmholtz tekercset, jel-érzékelésre egy 2
centiméteres tekercset hasznaltunk.

Az allatokat halothan narkoézisban pronalt pozicidban rogzitettik. MRS méréskor a
VOI (volume-of-interest) mérete 7x5x7 milliméter volt. A VOI gondos kivalasztasa
szagittalis és koronalis sikokbdl vett T1-stlyozott gradiens-echo képekbdl tortént. Az
eléagybol kivalasztott mezd részei a paraszagittalis neo-kortex, a szomszédos fehér
allomany ¢és szubkortikalis struktirak (kaudatusz-putamen, hippokampusz, talamusz és
az agykamrak) voltak. NMR spektrumokat (STEAM, TR/TE/TM=6000/20/10 ms, 64
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atlag) rovid echo idokkel gyujtottink, annak a szignal csokkenésnek keriilése
érdekében, melyet a T2 relaxacido okoz, valamint hosszi ismétlési idokkel a TI
telitddés kivédése céljabol.

A metabolitok mennyiségi meghatarozasa automatikus spektrum értékeldvel

s

kalibraciot Michaelis et al. (1999) szerint végeztiik.

A Control NAA
ChoCr
Cr
Ins
NAA
Stress
Cho Y
Cr
Vy
C . .
Stress+Tianeptine

40 35 30 25 20 15 1.0

Chemical Shift / ppm

3.5. Abra

Egy tipusos NMR spektrum, kontroll, stresszelt, valamint
stresszelt és antidepresszans kezelt mokuscickanyok agyabol.
Részleteket lasd a Czéh et al., 2001.
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4. EREDMENYEK

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

BEVEZETES

Ahogy azt az 1.3. fejezetben mar kifejtettiik, a felnéttkori neurogenezist (AN) a
kornyezeti hatasok, az élettapasztalat (experience) befolyasolni képesek. Egy évtizeddel
ezeldtt, amikor mi az itt bemutatasra keriilo kisérleteket elkezdtiik, még csak néhany
adat létezett arra vonatkozoan, hogy a stressz is hat az AN-re.

Elsoként Elizabeth Gould mutatta ki, hogy akut pszichoszocialis stressz a felnott
mokuscickdnyok gyrus dentatus aredjaban dramai mértékben gatolja a szemcsesejtek
(Gould et al., 1998), mely bizonyitotta, hogy ugyanilyen folyamat jatszodik le féemlos
majmokban is, ami nagymértékben valdsziniisiti, hogy ez az emberi hippokampuszban
is megtorténik. A harmadik tanulmany, mely ekkor mar az irodalomban létezett, azt
bizonyitotta, hogy patkdnyokban a ragadozo (roka) szagéanak érzékelése mar egyetlen

crcr

Kozismert azonban, hogy az allatok tobbnyire jol alkalmazkodnak a koérnyezet
valtozasaihoz ¢és ezért szamos stressz kovetkeztében kialakuld fiziologiai elvaltozas
spontan visszarendezOdik. Emiatt fontos tisztazni, vajon a kronikus stressz
befolyasolja-e vagy sem az AN mértékét. Azért is fontos ez a kérdés, mert a kronikus
stressz emberben kiilonféle neuropszichiatriai megbetegedések kialakulasat idézheti
eld.

Ennek megfelelden, elsdként az irodalomban, egy kronikus (tobb hetes) stressz
paradigmat hasznaltunk, amely a szocidlis rangsorban elszenvedett veszteségen,
»alarendelédésen” (social defeat) alapszik, és azt vizsgaltuk, hogyan hat ez az AN
kiilonboz6é aspektusaira. A kisérletben értékeltiink tobb olyan fizioldgiai mutatot is,
melyek jelzik a stressz mértékét, hiszen a kronikus stresszt alkalmazé kisérletekben
bizonyitani kell, hogy az allatok valoban folyamatos fenyegetettségben éltek (Czéh et
al., 2001, 2002). Mint ahogy azt a Bevezetében (1.3. fejezet) kifejtettiik az AN-nek
tobb stadiuma van, mely a sejt-proliferacioval kezddédik, €s amelyet az jonnan
sziiletett sejtek érési és differencialodasi szakaszai kdvetnek. Célunk annak tisztdzasa
volt, hogy a kronikus stressz mennyiben valtoztatja meg a sejtproliferaciot majd pedig
az ujszilott sejtek tobb hetes tulélését. Az egyik kisérletiinkben a kronikus szocialis
stressz (social defeat) paradigmat felndtt him patkanyokban hasznaltuk, mivel gy
tlinik ez a paradigma patkanyoknal is bevalik mint a depresszio-allatmodellje (Rygula
et al., 2005, 2008; Becker et al., 2008).

EREDMENYEK

rrrrr

kdvetd napon, még a stresszelés megkezdése eldtt. Ezutan a patkanyoknak tobb héten
keresztiil minden nap at kellett éIniiik a szocialis konfrontaciot, majd végiil leoltiik ket
¢s az agyukbol késziilt metszeteket immunocitokémiai eljarassal feldolgoztuk. Ez az
eljaras alkalmas a stressz azon sejtekre gyakorolt hatasanak specifikus elemzésére,
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melyek éppen a stresszelés megkezdése eldtt képzodtek. Egy masik eljarassal a
progenitor sejtek proliferacio-ratajanak mértékét ellendriztik. Az ebbe a csoportba
tartoz6 allatok a stresszelési idoszak utolsd napjan, ledlésiik elétt 24 oraval kaptak
egyetlen BrdU injekciot, melynek segitségével a progenitor sejtek aktualisan meglévd
proliferacids aktivitasat értékeltiik. Ezzel a protokollal kontroll patkanyok gyrus
dentatus-aban 2500-2700 frissen képz6dott sejtet szamoltunk (proliferation rate), mig a
,.tulélési allatcsoportokban™ a BrdU-pozitiv sejtek szama 2800-3000 volt (survival rate)
(2. dbra, Czéh et al., 2002).

Hogy a tartds stressznek kitett allatok ezt valoban folyamatos fenyegetettségnek
¢ltek at azt az bizonyitja, hogy a kisérlet végén is megemelkedett kortikoszteron
(+94%) és ACTH (+97%) koncentracidét mértiink a vériikben, vagyis az allatokban a
HPA-tengely tartosan aktivalodott (1. abra, Czéh et al., 2002). A naponta ismételt
pszichoszocialis stressz mintegy 30 szazalékkal csokkentette a szemcsesejtek

crer

tulélésének rataja is (2. abra, Cz¢h et al., 2002). Az ujsziilott sejtek identitas vizsgalata
kimutatta, hogy a BrdU-pozitiv sejtek ~70 szazalékabdl 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 befolyasolta
(1. tdblazat és 3. abra Czéh et al., 2002).

Hasonl6 eredményeket kaptunk egy masik kisérletben is, ahol
mokuscickdnyokat stresszeltiink kronikusan, szintén a pszichoszocidlis stressz
paradigmaban (Czéh et al., 2001). Tovabba, érdekes mddon ugy tiinik, az életkor
elérehaladtaval az idésebb allatok érzékenyebben reagalnak a stressz hatasra, legalabbis
benniik stressz utan jobban csdkken a sejt proliferaciod (Simon et al., 2005).

MEGBESZELES

Ezekkel az adatokkal mi voltunk az els6k, akik a kronikus stressznek a
hippokampuszban zajlo felndttkori neurogenezisre gyakorolt hatasarol beszamoltunk.
Eredményeinket azdéta szdmos mas munkacsoport, kiilonbozé allatfajban, kiilonb6zo
kronikus stressz paradigmat alkalmazva sikeresen reprodukalta (néhany 6sszefoglalo
review kozlemény, mely ezeket az eredményeket diszkutdlja: Dranovsky and Hen,
2006; Mirescu and Gould, 2006; Lucassen et al., 2010)

Meglepd volt szadmunkra az a tény, hogy az akut stressz robosztusabb
szemcsesejt proliferacio gatlast okoz (Gould et al., 1997), mint a kronikus. Ennek egyik
lehetséges oka, hogy a proliferal6 sejtek valamiképpen “habitualéodnak™ a kronikusan
ismétlodo stressz hatasahoz és ennélfogva kevésbé reagalnak a stressz hormonok
rovasara irhatd AN-t gatld effektusokra. Stressz-indukalt proliferacido csokkenés a
progenitor sejtek apopt6zisabol és a sejt-érési ciklus elakadasabol szarmazhat. Amint a
bevezetd 1.3.1. fejezetében irtuk szdmos olyan neurotranszmitter és hormon van,
melyek szintje stressz hatasara emelkedik és amelyek az AN-t befolyasolni képesek.
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4.2. Prenatalis stressz hatasa a felnottkori neurogenezisre féemlésok
hippokampuszaban

BEVEZETES

Mai felfogasunk értelmében szamos betegség gyokerét, oki tényezdjét a magzati
¢letkorban kell keresniink, hiszen ma mar tudjuk, hogy a prenatalis események
»elmények” képesek fejlodésiinket és késobbi életiinket a betegség utjara terelni. A
legegyértelmiibb bizonyitéka ennek a felfogasnak az a tény, hogy milyen stlyos hatast
képesek gyakorolni a magzat fejlédésére a kiilonféle teratogen szerek, gyogyszerek, az
alkohol, vagy akar a stressz is (Lou et al., 1994; Wadhwa et al., 2001). Retrospektiv
tanulmanyok adatai szerint az anyat a terhesség alatt érd stressz kovetkezményeként
gyakoribbak a korasziilések, és a korukhoz képest kis testsullyal sziiletett ujsziilottek
(Hedegaard et al., 1993, 1996). Raadasul, az ilyen terhességbdl szarmazo6 utodok fizikai
¢és/vagy pszichikai fejlodése is zavart szenved (Clements, 1992; Jones and Tauscher,
1978; Meijer, 1985). Régota gyanitjak, hogy a sulyos stressznek kitett terhes anyak
utddai kozott gyakoribb a szkizofrénia és az affektiv zavarok is (Huttunen and
Niskanen, 1978; Myhrman et al., 1996; van Os and Selten, 1998; Brown et al., 2000).

Nagyszamu preklinikai tanulmany bizonyitja, hogy még a relative enyhe
prenatalis inzultusok is, melyek nem vezetnek korasziiléshez, vagyis sem a terhesség
idétartamat, sem a f6tusz fejlodését durvan nem befolyasoljak, képesek az utod
agyanak biokémidjat, neuro-endokrin funkcidit, emocionalis ¢életét és tanuldsi
képességeit negativ iranyban valtoztatni (lasd Weinstock, 2008 attekint0 munkajat).
Ezek a tanulmanyok arra utalnak, hogy a magzat szdmara, az anyaméh nem jelent
tokéletes védelmet, és nem marad érintetleniil a varandds anya stressznek kitett
¢letmodjanak kovetkezményeitdl. Ezért sziikséges tisztdzni azt, hogy mi az, amit a
magzat még toleralni képes, és mi az, ami egészségere mar artalmas.

Kivancsiak lettiink a fentiek miatt arra, hogy vajon a prenatalis stressznek
vannak-e hosszi tavi kovetkezményei az AN-re vonatkozdan. Kisérleti munkank
megkezdésekor még csak egyetlen tanulmany létezett az irodalomban, amely ezt a
problémat kutatta (Lemaire et al., 2000). Ez egy patkanyokon végzett kisérletes
tanulmany volt, melynek eredménye szerint az intenziv és tartds prenatalis stressz
kovetkezményeként az utdodok egész életkorara kiterjedéen csokkent a hippokampalis
neurogenezis, a gyrus dentatus érett szemcsesejtjeinek szama is kisebb maradt, és az
allatok a hippokampuszhoz kothetd téri tajékozodasi és tanuldsi zavarokat mutattak
(Lemaire et al., 2000).

Mi azt kivantuk tisztazni, vajon a prenatalis stressznek hasonlé kovetkezményei
vannak-e foemldsokben is, vagy sem. Ennek tisztazasa azért fontos, mert ha ilyen
hatast észleliink majmokban is, akkor nagyon valoszinii, hogy ezek a koros folyamatok
emberben is hasonloképp jatszodnak le. Kisérletiinkben terhes rézusz majmokat
stresszeltliink és vizsgaltuk az utédok pszicho-motoros fejlodését, a HPA-tengely
aktivitasat, valamint a hippokampusz térfogatat és az AN mértékét. Kisérletiinkben
harom allatcsoport volt: egy kontroll, amely =zavartalan terhességbdl szarmazo
utodokbol allt, és két prenatdlisan stresszelt majmokbol szervezett csoport, ahol az
anyakat vagy a terhességiik korai vagy pedig késdi iddszakaban, 6 héten at
stresszeltlink (lasd alabb a ,,Prenatalis manipulaciok™ leirasat). Az utdédokat 2-2.5 éves
korukban vizsgaltuk, ez rézusz majmok esetében a pubertas el6tti ¢letszakasznak felel
meg.
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EREDMENYEK

Magatartasi vizsgalataink eredményei szerint a stresszelt terhességbol szarmazo utodok
pszicho-motoros fejlédése zavart volt, mivel ezek az allatok ritkdbban végeztek
fokuszalt figyelmet koveteld tevékenységet és viselkedésiik gyakrabban volt céltalan,
mint a kontroll terhességb6l szarmazo utoédoké (Coe et al., 2003, 1. Abra).

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, 2.A Abra). 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 jaro6 manipulacié okozott fokozottabb stressz-reakciot
ezekben az utédokban. Vizsgaltuk azt is, hogy ezek az allatok hogyan reagalnak DEX
(dexamethasone) adéasara (DEX-szupresszios-teszt). Kozismert, hogy DEX adéasa,
normalis esetben negativ-feedback utjan gatolja a HPA-tengely aktivitasat. Tizenkét
oraval a DEX beadasa utdn mind a korai mind a késéi terhességi korban stresszelt
anyaktol szarmaz6 utédokban a kortizol szint szignifikansabb magasabb volt, mint a
kontroll majmokban (Coe et al., 2003, 2.B Abra). Masszoval ezekben az allatokban, a
DEX-indukalta negativ-feedback nem miikodott megfeleléen. Ezek az adatok tehat azt
jelzik, hogy a prenatalisan stresszelt allatokban az HPA-tengely miikddése koros volt.

A poszt-mortem szovettani analizis eredményei szerint a hippokampusz gyrus
dentatus-aban a BrdU-jelolt (Ojsziilott) sejtek szama ~30%-os csokkenést mutatott,
mind a korai, mind a kés6i magzati periodusban stresszelt allatokban (Coe et al., 2003,
3. abra). A korai és késoi terhességi iddszakban stresszelt majmok utddai kozott ebbol a
szempontbol nem volt szignifikans kiilonbség. A hilusban hasonld jelenség volt
megfigyelhetd: a magzati ¢élet soran mind a korai mind a késéi inzultusnak kitett utod
majmokban 23 illetve 21%-al csokkent a BrdU-pozitiv sejtek szama, bar ez nem volt
szignifikans. Ugyanakkor, szignifikans korrelaciot figyeltink meg a DEX utan mért
plazma kortizol szint €s a gyrus dentatus-ban talalt BrdU-pozitiv sejtek szama kozott.

A kettés immunofluoreszcens jeldlés adatai szerint, a kontroll majmokbdl
szarmaz6 mintakban a BrdU-jelolt sejtek 80% + 7%-a jel6lodott NeuN-nel is, vagyis
ennyibdl lett neuron. A prenatalisan stresszelt allatokban ez az ardny azonos volt a
kontroll értékekkel: korai stressz: 82% + 8%, késdi stressz: 87% = 7% (Coe et al.
2003, 4. abra). Vagyis a prenatalis stressz azon nem valtoztatott, hogy az ujonnan
képzodott sejtek hany szazalékabol lesz neuron.

A poszt-mortem szovettani analizis a hippokampusz térfogatanak
meghatarozasara is kiterjedt. A prenatalisan stresszelt allatokban a hippokampusz
térfogata is szignifikdnsan kisebb volt, és ez a csokkenés is fiiggetlen volt attol, hogy az
allatokat mikor stresszeltiik (Coe et al., 2003, 3. abra).

MEGBESZELES

Ezek az eredmények korabbi adatokat egészitenek ki, és meggydzden bizonyitjak, hogy
a prenatalis stressz foemldsokben is hosszantartd kdvetkezményekkel jar, kihat az
utdodok magatartasara, hormon funkcidira, €s neuroanatomiai kovetkezményei is
vannak (Takahashi, 1998; Weinstock, 2008).

Erdemes kiemelniink, hogy mi ebben a kisérletben egy relative enyhe stresszort
hasznéltunk. A terhes anyat érint0 manipulacid csak napi 10 percig tartott és a
terhesség idOtartamanak csak 25%-ban alkalmaztuk. Mégis ez a relative enyhe
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prenatalis stressz is jelentOs és hosszi tavu hatast gyakorolt az utédok pszicho-motoros
¢s neuro-endokrin fejlddésére, valamint a hippokampusz anatomidjara. Egy korabbi
kisérletben, hasonld koriilmények k6zott a corpus callosumot érintd fejlédési zavarok
voltak kimutathatdak (Coe et al 2002a).

Jelen munkdnkban a prenatdlis stressz eredményeként a hippokampusz
térfogatanak 10-12%-o0s csokkenését talaltuk. Igaz ugyan, hogy ez a térfogat csokkenés
aranylag kicsi, de megjegyzendd, hogy az in vivo MRI vizsgalatok hasonlé mértéki
hippokampusz zsugorodast mutatnak pszichiatriai betegekben (e.g., Bremner et al.,
1995, 1997, 2000; Gur et al., 2000). Tovabba, egyes adatok szerint a velesziiletetten
kisebb méretli hippokampusz mint vulnerabilitds faktor szerepel egyes pszichiatriai
megbetegedésekben (Gilbertson et al., 2002).

Meglepetésiinkre, a gesztacios peridus kiilonbozo (korai és késdi) idészakaiban
alkalmazott stressz a feln6ttkori neurogenezis szempontjaboél nem eredményezett
kiilonbséget. Ez azért is meglepd, mert az agy normal fejlédése szempontjabol e két
kivalasztott gesztacios periddus lényegesen kiilonbozik egymastol (Berger et al., 1993;
Bourgeois et al., 2000; Rakic and Nowakowski, 1981). Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a prenatalis stressz — fiiggetleniil annak pontos idOpontjatdl — inkabb egy hibas
fejlodési palyara tereli a hippokampuszt, mintsem hogy egy koriilirt, ,,pont-szerii”
defektust okozna.

A gyrus dentatus fejloddése rézusz majomban és emberben nagyjabol megegyezo
modon megy végbe (Berger et al.,, 1993; Seress et al., 2001), habar nehéz pontosan
egybevetni a fotalis fejlodés tlitemét €s a sziiletéskori pontos érési stadiumot. A gyrus
dentatus kialakuldsa rézusz majomban mar az E38. napon megkezdddik, de a
szemcsesejtek tobbsége az E60. és E120. kozti idészakban képzddik (Rakic and
Nowakowski, 1981). Emberben a szemcsesejt réteg legkorabban a gesztacio 13-14.
heteinek id6szakaban alakul ki (Humphrey, 1967) és, hasonléan a rézusz majomhoz, a
szemcsesejtek tobbsége a masodik trimeszterben keletkezik (Seress et al., 2001). A
sziiletés pillanataban rézusz majomban a gyrus dentatus szemcsesejtjeinek mintegy 50-
60%-a van jelen, (Keuker et al., 2003), mig emberben ez a szam 70-85% (Seress L.
személyes informacid, Februar 27, 2003). Mind emberben, mind a féemldsokben a
szemcsesejtek keletkezése €s érése jelentés mértékben folytatodik a korai posztnatalis
iddszakban (Seress, 1992; Seress et al., 2001). Azonban az emberi agy egy igen
kifejezett posztnatalis érési folyamaton megy keresztiil. Sziiletéskor a majom agy,
felnottkori méretének 60 szdzaléka, ezzel szemben az emberi agy sziiletéskor a
felnottkori tomegének csak 24%-a. Ebb6l fakadéan emberben a poszt partum
regeneracio (prenatalis stressz utan) talan sokkal jelentésebb, mint majmokban. Ennek
ellenére, mint az itt bemutatott kisérlet demonstralja, célszerti arra torekedni, hogy a
magzati ¢let lehetdség szerint stressz mentesen teljen, mivel ezzel részben megeldzhetd,
hogy késobb kognitiv vagy pszichologiai (netdn pszichiatriai) rendellenességek
alakuljanak ki.
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AZITT BEMUTATOTT KiSERLETBEN HASZNALT MODSZEREK

Az allatok tartasa

Ebben a kisérletben fiatal rézusz majmokat (Macaca mulatta) hasznaltunk. Harom kisérleti
csoport volt, egy kontroll, és két prenatalisan stresszelt. A prenatalis stresszelést a gesztacios
periodus két kiillonbozé szakaszaban végeztiik, az egyiket a terhesség korai, mig a masikat a
terhesség késéi stddiumaban (lasd alabb). Kezdetben 20 egészséges him és ndstény kolykot
valasztottunk hormon-meghatdrozasra és magatartasi tesztekre, mégpedig akkor, mikor az
egyedek elérték a 2-2.5 éves kort. Rézusz majmokban ez a pubertéas elbtti életkor. Késébb
ezekbdl 12 egyedet valasztottunk neuroanatomiai értékelésére, tekintettel arra, hogy ez a
vizsgalat értelemszeriien euthanazia utan torténik. A megolt allatok életkor, testtomeg (suly) és
szex (két-két him illetve ndstény) paraméterek szempontjabdl azonos volt a harom csoportban.
Sziiletés utan a kicsi kolykoket az anyjuk nevelte — csakigy mint normalis koriilmények kozott
— az elsé 7 posztnatalis honapban, majd pedig 4-8 tagu, a kétféle prenatalisan stresszelt
anyakbol szarmazo6 utédokbol kevert kisebb szocialis csoportokban nevelkedtek.

Prenatalis manipulaciok

A kontroll csoport egyedeit zavartalan terhességb6l szarmazo utédokbol valogattuk. Ezeket
hasonlitottuk olyan utdédokhoz, melyek anyjat a 24 hetes gesztacids periddus korai vagy késoi
szakaszaban 6 héten at stresszeltiink. A korai stressz peridodus a megtermékenyités utani 50.
napon kezd6dott és a 92. napig tartott. A késoi stressz periddus a 105-147. napok kozotti
idoszakra esett. Ez a két id6szak a majom-agykéreg sejtfejlodése és szinaptogenezise
szempontjabol egymastol jelentdsen eltér (Bourgeois et al., 2000). Kiilondsen fontos itt az a
tény, hogy majom magzatokban a hippokampusz cytoarchitekturaja és neurokémiaja a 90.
napra nagyrészt kifejlodik (Berger et al., 1993). Az emberi magzat fejlédése is hasonld
itemben zajlik és a gesztacidos id6 kozepén a sejt proliferacid jelentdsen lelassul a gyrus
dentatus-ban (Seress et al., 2001). A kisérleti csoportokba sorolt terhes ndstény majmokat
hetente 5 napon keresztiil stresszeltiik. Ez abbol allt, hogy hétf6tél péntekig naponta atvittiik
Oket egy sotét szobaba, délutan 14:30-16:00 ora kozott. Itt 10 percig maradtak a szallitd
ketreciikben, majd pedig egy varatlanul felcsattand erés hang (autokiirt) ijesztette meg Oket
haromszor. Egy standard protokol szerint harom, egyenként 1 masodpercig tarto 110 dB
er0sségll kiirthangot alkalmaztunk, melyek kozott random 1-4 perces idéintervallum telt el. A
kisérlet megkezdése eldtt mar tisztaztuk, hogy ez a paradigma szignifikansan ndveli a terhes
anyak vérében a kortizol szintet, és befolyasolja az utédok posztpartum magatartasi
valaszkészségét valamint immunoreakcioit (Clarke and Schneider, 1993; Coe et al., 1996,
2002b). A 6 hetes stresszelést megel6z0, és az azt kovetd idoszakokban a terhes majmok
zavartalanul éltek sajat ketreclikben, amig magzataikat természetes uton megsziilték majd
nevelték.
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4.3. Képes-e az antidepresszans kezelés normalizalni a kronikus
stressz a felndttkori neurogenezisre gyakorolt gatlo hatasat?

BEVEZETES

1999-ben egy olyan gottingeni laboratorium munkajaba volt alkalmam bekapcsolddni,
amely akkor az elsék kozott kezdte aktivan kutatni a felndttkori hippokampalis
szerepét. Akkoriban néhany amerikai kutatd mar felvetette ennek a lehetdségét (Duman
et al., 1999; Jacobs et al., 2000; Manji and Duman, 2001; Manji et al., 2000, 2001), de
még nagyon kevés kisérletes adat allt rendelkezésre ennek az elméletnek bizonyitasara
vagy cafolatara.

Akkor mar ismert volt, hogy akut stressz a gyrus dentatus-ban felnéttkorban is
hogy tobb kiilonboz6 tipust antidepresszans kezelés, mint példaul az antidepressziv
hatasu gyogyszerek, de az elektrokonvulziv terapia, és 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). Ugyanakkor fontos kiemelni azt is,
hogy ezekben a korai tanulményokban az antidepresszansok AN-re gyakorolt hatasat
csak egészséges (normal) allatokban vizsgaltak (Madsen et al., 2000; Malberg et al.,
2000; Scott et al., 2000), holott a klinikai gyakorlatban az antidepresszansokat aftektiv
zavarokban szenvedé pacienseknek adjak. A depresszid neurobiologidjanak
felderitéséhez tehat a valosagos (klinikai) helyzetet jobban megkdzelitd allatkisérletek
sziikségesek. Mi ezt az igényt ugy probaltuk kielégiteni, hogy olyan allatokat kezeltiink
antidepresszivumokkal, amelyek kozben egy kronikus pszichoszocialis stressz (social
defeat stress) paradigmaban is résztvesznek. Ugy véltiik, hogy a klinikai szituaciot
legjobban tgy kozelitjiik meg, hogy ha az antidepresszans kezelést csak a stressz-
indukalta valtozasok kialakuldsa utan kezdjiik. Nalunk az allatok stresszelése egy héttel
korabban kezd6édott, mint a gyodgyszeres terapia, (3.2. Abra). Els6 kisérletiinkben
antidepresszansként tianeptint hasznaltunk, mely ismeret moédon megel6zi, illetve
blokkolja a hippokampuszban leirt stressz-indukalta morfologiai elvaltozasokat
(McEwen et al., 2010). A tianeptin kezelést 4 héten at oralisan alkalmaztuk , mikdzben
az pszichoszocialis stresszt folyamatosan fenntartottuk. A kisérlet végén NMR-
Abra). Ezenkiviil poszt-mortem megmértiik a hippokampusz volumenét és a gyrus
dentatus-ban tapasztalt sejt-proliferacio mértékét (Czéh et al., 2001).

EREDMENYEK

Az itt bemutatasra keriild kisérletiinkben, nekiink sikeriilt a vilagon els6ként
bizonyitanunk azt, hogy a hippokampuszban a stressz hatdsara kialakul6 sejtosztodas
gatlasa az allatok antidepresszans kezelésével megakadalyozhato, (Czéh et al., 2001).
Az 5 héten keresztil tartd, kronikus pszichoszocialis stressz szignifikansan
csokkentette a BrdU-pozitiv sejtek szamat a gyrus dentatus-ban (2. Abra Czéh et al.
2001). Azokban az allatokban viszont, amelyek a stressz mellett négy hetes tianeptin
kezelésben is részesiiltek, a gyrus dentatus BrdU-pozitiv sejteinek szama a kontroll
értékkel azonos volt, szignifikdnsan tobb, mint a stresszelt allatokban. Eszerint az AN
kronikus stressz esetén jelentdsen csokken DG-ban, de ezt a csokkenést antidepresszans
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kezeléssel ki lehet védeni. Ugyanakkor a tianeptin kezelés kontroll (nem stresszelt)
allatokban lényegében hatistalan maradt (2. Abra Czéh et al., 2001). Korabbi
kisérletekb6l tudjuk, hogy szubordinans mokuscickanyok akut pszichoszocialis
stresszelése is drasztikusan csokkenti az AN-t (Gould et al.,, 1997). Mivel sajat
kisérleteinkben az allatokat a tianeptin kezelés megkezdése elott mar egy hétig naponta
stresszeltiik, ezért nagyon valdszinii, hogy a sejtproliferdco6 mértéke a stressz miatt
eleinte csokkent, majd a 28 napos antidepresszans kezelés eredményeként
visszarendezddott.

Ugyanebben a kisérletsorozatban igazoltuk azt is, hogy az agyi metabolitok
stressz-indukalta valtozasat tianeptin kezeléssel szintén normalizalni lehet. A kisérlet
utolsd napjaiban NMR-spektroszkopids méréssel tobb agyi metabolit értékét (3.5.
Abra) meghataroztuk. A mért metabolitok a kovetkezSk voltak: 1) a neuro-axonélis N-
acetyl-aszpartat (NAA) marker, amely csak az idegsejtekben talalhato, ennélfogva jol
jelzi a neuronok élet- és funkcidoképességét; 2) kreatin és foszfokreatin (Cr), melyek
fontos energia metabolitok markerei; 3) kolin-tartalmu (Cho) komponensek, melyek a
(glycero-)phosphocholine; 4) és egy glia sejt marker a myo-inositol (Ins). A kontrol
csoporthoz képest a kronikusan stresszelt allatokban szignifikansan csdkkent az NAA,
Cr, valamint a Cho-tartalmti komponensek szintjei (1. Abra és 1. Tablazat Czéh et al.
2001). Ugyanakkor a glia-marker Ins koncentracié valtozatlan maradt. A stresszelt
allatok tianeptin kezelése (stressz + tianeptin csoport) normalis agyi metabolit
koncentraciokat eredményezett. Antidepresszans kezelés Onmagaban (kontroll +
tianeptin) 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 visszafordithatd a
hippokampusz stressz-indukalta volumen-csokkenése. Az 5 hétig tartd stressz egy nem
szignifikans, 7%-os térfogat csokkenést eredményezett (3. Abra Czéh et al., 2001).
Ezzel szemben a tianeptin-kezelt stresszelt allatokban a hippokampusz volumene
szignifikansan nagyobb volt, mint a csak stresszelt egyedekben.

Végiil azt vizsgaltuk, hogy a stressz-indukalta sejtproliferacié 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 csdkkenésének kozvetlen oka.

MEGBESZELES

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy meggy6zé eredményeink szerint kronikus
pszichoszocialis stressz soran az agyi metabolitok in vivo mért koncentracidja a gyrus
stresszelt allatokban észlelt mindkét valtozas antidepresszans kezeléssel kivédhetd.
Ugyenez a kezelés megeldzi azt a kisfoku (nem szignifikans) zsugorodasi trendet,
melyet a hippokampusz volumenében kronikus stressz hatdsara észleltiink. Mindent
egybevetve ezek az eredmények megerdsitik és lényegesen bovitik azt az uj teoriat,
mely szerint a neuronalis hal6zatok sejtes s molekuldris szinten 1étezd plaszticitasanak
pozitiv eléjelit védelme antidepresszans hatasu lehet.

29



dc 209 11

4.4. Uj tipust antidepresszins kezelési stratégiak hatisa a feln6ttkori
neurogenezisre

Ez az alfejezet azt a kérdést vizsgalja, hogy azok a terdpias beavatkozasok, melyek
potencialisan 1) antidepresszans kezelést jelenthetnek, vajon hasonloképp stimulaljak-e
a feln6ttkori neurogenezist, mint a hagyomanyos antidepressziv hatasu gyogyszerek.
Tettiik ezt azért, mert a gyogyszerkutatdsban nagy reményekkel tekintenek a felnéttkori
neurogenezisre (DeCarolis and Eisch, 2010). Egyfeldl felvetddott az az elképzelés,
hogy az AN vizsgalata 0j, még fejlesztés alatt allo antidepresszivumok tesztelésére,
validalasara alkalmas moddszer lehet. Masfeldl elképzelhetd az is, hogy vegyiiletek,
melyeket célzottan arra fejlesztenek ki, hogy az AN-t stimulaljak, egy merdben Uj
tipustu gyogyszercsaladot képviselhetnének a neuropszichiatriaban. Szerencsés esetben
ezek a szerek antidepressziv, illetve kognitiv funkciokat javitd hatassal birndnak.

Mi két, 0 tipusu kezelési stratégiat teszteltiink. Egyik egy fizikai terapids
beavatkozés, a transzkranidlis magnetikus stimulacio (TMS), a masik pedig egy a
neurokinin-1 receptor antagonistak csaladjaba tartozo vegyiilet kiprobalasa volt. Fel
akartuk deriteni, hogy lehet-e vagy sem ezekkel a kisérleti fazisban 1évo terapias
eljarasokkal ellensulyozni a stressz AN-re gyakorolt gatlo hatdsat.

4.4.1. Transzkranialis magnetikus stimulacio (TMS)
BEVEZETES

A TMS egy fizikai eljaras, mely az elektrokonvulziv terdpia lehetséges non-invaziv
alternativaja. A baloldali prefrontalis kéregre iranyitott, naponta ismételt TMS kezelést
a depresszio lekiizdésére eldszor 1993-ban javasoltak (Hoflich et al., 1993). Azoéta
szamos allatkisérlet és klinikai vizsgalat tesztelte hatékonysagat és hatdsmechanizmusat
(George, 2010). Mi allatkisérleteket végeztiink, és e megkozelitésnek a f6 célja annak
felderitése volt, hogy vajon mi lehet a TMS pontos hatasmechanizmusa. Ez ugyanis
mindmaig tisztazattlan. Ennek az eljarasnak sok elénye van, mert a TMS biztonsagos,
non-invaziv, fokalis agyi ingerlésre alapozott beavatkozas, mely nem okoz epilepszias
gorcsoket (mint az elektrokunvulziv terapia), stimulalé elektrodak beiiltetésére nincsen
szikség (mint a deep brain stimulation esetében), és nincsenek kolcsonhatasi
problémak mas gyogyszerekkel, sem pedig szisztémas mellékhatasok (mint a legtobb
antidepressziv gyogyszer esetében).

Ismereteink azonban még mindig hidnyosak e kezelés azon cellularis €s / vagy
molekularis hatasairol, melyek a klinikai hatékonysag hatterében rejlenek. Ezek
felderitésére az allatkisérletek hasznos segitséget nyujthatnak. Korabbi pre-klinikai
kutatasok szerint bizonyos koriilmények kozott a bal frontalis agyi régio tartdos TMS
kezelése neuroprotektiv hatasunak bizonyult. Eszrevették, hogy hosszabb ideig ismételt
TMS a BDNF (brain-derived neurotrophic factor) és a cholecystokinin expresszalasat
megvaltoztatja. Ez a hatas hasonl6d azokhoz a korabban leirt effektusokhoz, melyeket
az antidepresszans gyogyszeres kezelés ¢€s / vagy elekrokonvulzids terdpia esetén
figyeltek meg (Post et al 1999; Miiller et al 2000).

Sajat munkdnkban (Czéh et al., 2002) a TMS hatésat vizsgaltuk a kronikus
pszichoszocialis stressz (social defeat) paradigmaban és elemeztiik a stressz hormonok,
illetve az AN valtozasat.
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EREDMENYEK

Feln6tt him patkanyok TMS kezelése 18 napig tartott, 20 Hz-es ingerléssel, dsszesen
5400 stimulust adtunk le. A DG-ban képz6dd 1j neuronok szamat a korabban
ismertetett 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 befolyasoltak a BrdU-pozitiv sejtek
tulélésének aranyat. A HPA-tengely aktivitasanak jellemzése céljabol az allatokban
megmértiik a plazma ACTH és kortikoszteron koncentracioit.

A kovetkezoket figyeltik meg: Varakozasunknak megfeleléen, a kronikus
stressz szignifikdnsan novelte a vér a stressz-hormon szintjéit és hatékonyan gatolta a
neuronok képzédését és tilélését a DG-ban (1. és 2. Abra, Czéh et al., 2002). TMS
kezelés hatdsara azonban a stressz hormonok koncentracidja a stresszelt allatokban
normalizalodott (1. Abra Czéh et al., 2002). Ezzel szemben a szemcsesejt proliferacio
redukcidjanak mértékét csak gyengén sikeriilt a TMS kezeléssel ellenstlyozni,
mikdzben az Ujsziilott neuronok talélési ardnya a TMS kezelés hatasara tovabb
csokkent (2. Abra Czéh et al., 2002).

MEGBESZELES

Ezekbdl az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a TMS kezelés
klinikailag is megfigyelt antidepresszans hatdsaban a HPA-tengely mikddésére kifejtett
effektus jatszhat szerepet. Ugyanakkor, varakozasainkkal ellentétben a TMS kezelés -
az altalunk alkalmazott kisérleti elrendezésben - nem volt képes normalizalni a stressz-
indukalta hippokampalis AN csokkenést. igy ez a mechanizmus valdsziniileg nem
jatszik szerepet a TMS antidepresszans hatasaban. Emlitésre méltod, hogy egy japan
kutatocsoport nemrég arrdl szamolt be, hogy TMS megiscsak képes az AN-t serkenteni.
Igaz, hogy 6k csak kontroll (nem stresszelt) allatokat kezeltek TMS-val, és a
paramétereik is egészen masok voltak, mert 6k nagyobb tekercset hasznaltak,
magasabb frekvenciaval ingereltek (25 Hz), és Osszességében majdnem haromszor
annyi (14 000) stimulust adtak le mint mi (Ueyama et al., 2011). Lehetséges tehat, hogy
a pozitiv hatas kivaltasa érdekében erds ingerlésre van sziikség.

Ahogy azt a Bevezetés 1.3.1. fejezetében részletesen bemutattuk, szdmos faktor
befolyasolja az AN aktualis mértékét. E faktorok koziil az egyik leger6sebb hatassal a
glukokortikoid hormonok rendelkeznek. Meglepd modon, e kisérletiinkben a naponta
alkalmazott TMS a stressz hormonok szintjét (igy a plazma kortikoszteron szintjét is)
normalizalta, ezzel szemben az AN elofordulasa nem koévette azt és nem rendezodott
vissza. Hasonlot figyeltiink meg a 4.3.-as fejezetben bemutatott kisérletben is. Ott a
tianeptin kezelés hatdsara az AN normalizalodott, mig a stressz hormonok szintje
valtozatlanul magas maradt (Czéh et al., 2001, 2. Tablazat). Erre a paradoxonra masok
is felfigyeltek (Schoenfeld and Gould, 2011). Nyilvanvaloan, egyrészt a tianeptin,
masrészt a TMS nyilvanvaléan mas regulalé pl. neurotrofikus faktorokra, vagy
neurotranszmitterekre (mint pl. a szerotonin vagy glutamat) is hatott és ezek kozos
effektusa e kisérletek eredményei szerint a mellékvese kéreg glukokortikoid gatld
hatasanal erésebbnek bizonyult (Schoenfeld and Gould, 2011).
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Az id0 tavlataban elgondolkodtatd, hogy bar a mi kisérletiinkben a TMS nem
volt képes pozitivan stimuldlni az AN-t, ugyanakkor antidepressziv hatdsa azota mar
bebizonyosodott, és 2008-ban az US FDA engedélyezte a klinikai gyakorlatban valo
alkalmazasat (George, 2010).

4.4.2. Neurokinin-1 (NK;) receptor antagonistak
BEVEZETES

A Substance P és az NK; receptor-neurotranszmitter rendszerrél tobben felvetették,
hogy fontos szerepet jatszhatnak az érzelmi reakciok szabdlyozasaban, illetve az
affektiv zavarok patofiziologiajaban (Mclean, 2005; Herpfer and Lieb, 2005; Czéh et
al., 2006). A human agyban is bdséges NK; receptor expresszid figyelheté meg (Rigby
et al., 2005), mégpedig éppen azokban a régiokban, melyeket fontosnak tartunk mind
az érzelmi, mind pedig a stressz reakciok szabalyozasaban. Sok, allatkisérletekbdl
szarmazo bizonyiték tdmasztja ald azt a feltevést, miszerint a szelektiv NK; receptor
antagonistak hatasos terapiat jelenthetnek a szorongasos megbetegedések bizonyos
formaira és a depresszios hangulatzavarok kezelésére (Mclean, 2005; Herpfer and Lieb,
2005; Czéh et al., 2006). Mivel az NK; receptor antagonistak a fajdalom kutatasban is,
mint lehetséges analgetikumok, igéretes vegylileteknek szamitottak, ezért sok NK;
receptor antagonistat szintetizaltak, melyek egy része klinikai kiprobalas fazisaban van,
s6t némelyik mar at is esett a klinikai tesztelés stddiuman és mint lehetséges
antidepresszivum szerepel (Kramer et al., 1998, 2004; Mclean, 2005; Herpfer and Lieb,
2005; Czéh et al., 2006).

Mi az L-760,735 kodjeli molekula (Merck) hatasat vizsgaltuk a
mokuscickdnyok  magatartasaira €s a hippokampusz plaszticitdsara a kronikus
pszichoszocialis stressz paradigmaban (van der Hart et al., 2002, 2005). Az L-760,735
a célzott preklinikai kutatas eszkoze és az ismertebb MK-869 molekula szerkezeti
analogja. Ez utobbi molekula igéretesen hatékonynak bizonyult egy randomizalt, kettds
vak, placebo-kontrollalt, klinikai vizsgdlatban (Kramer et al.,, 1998). Sajat
kisérletiinkben, az L-760,735 kozponti idegrendszeri hatdsat hasonlitottuk Ossze a
klinikai gyakorlatban jol bevalt triciklikus antidepresszans clomipramin (McTavish and
Benfield, 1990) hatasaval. Célunk az volt, hogy lehet6ség szerint minél jobban
utanozzuk a klinikai gyakorlatban alkalmazott antidepresszans kezelés gyakorlatat.
Ennek érdekében, a gyogyszerek adagolasat csak akkor kezdtiik el, amikor az allatok
mar egy teljes hete részt vettek a pszichoszocidlis stressz paradigmaban, és ezaltal
ekkorra benniik a stressz-indukalta elvaltozasok mar meggy6zden kialakultak. A
gyogyszereket, a klinikai gyakorlathoz hasonldan oralisan adagoltuk, naponta, és a
kezelések kovetkezményeit a klinikai gyakorlatban relevans 4 hetes iddszakban
kovettiik, mikdzben az allatok tovabbra is részt vettek a pszichoszocialis stressz
paradigméban. A kisérlet végén NMR spektroszkopia segitségével vizsgaltuk néhany

crcr

hippokampusz volumenét valamint a szemcsesejt-proliferaciét a DG-ban. E kisérlet
célja annak eldontése volt, hogy vajon az NK; receptorok szelektiv blokkolasa képes-e
ugyanolyan hatast kivaltani, mint amilyet a mar bevalt triciklikus antidepresszivummal
(clomipramin) el lehet émni.
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EREDMENYEK

Az Eredmények 4.3. fejezetében leirt kisérletéhez hasonléoan mind a stressz, mind az
antidepresszans kezelés szignifikans hatast gyakorolt az agyi metabolitok
koncentracidjara, mely adatokat tanulmanyunk (van der Hart et al., 2002) 1.sz
Tablazataban foglaltuk 6ssze. Az in vivo NMR spektroszkopids mérés igazolta, hogy
stresszelt allatokban az N-acetyl-aszpartat (NAA), kreatin és foszfokreatin (Cr),
valamint a kolin-tartalmi (Cho) komponensek koncentracioi szignifikdnsan
csokkentek, mikdzben a myo-inositol (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
csoportbol szarmazdé adatokhoz. A varakozasoknak megfelelden a stresszelt allatok
clomipramin kezelése hasonl6 hatast eredményezett, vagyis az NAA, Cr és Cho szintek
a normalis tartomanyban maradtak. Tovabbd szignifikansan emelkedett Ins
koncentraciot figyeltiink meg ugy L-760,735, mint clomipramin kezelés utan.

Az agyi metabolitok valtozdsahoz nagyon hasonld eredményeket hozott a
stressz ¢és antidepresszans kezelés a DG-ban zajlé sejtosztodasra és a hippokampusz
térfogatara gyakorolt hatasa is. Stressz hatasara a BrdU-pozitiv sejtek szama kifejezett
(—45%-0s) csokkenést mutatott. Ehhez képest a stresszelt allatok L-760,735 kezelése
szignifikansan magasabb BrdU-pozitiv sejtszamot eredményezett a gyrus dentatus
szemcsesejt rétegében. Hasonléan, magasabb BrdU jeldlt sejtszamokat kaptunk a
Stressz + Clomipramin csoport egyedeiben is a csak stresszelt allatokhoz képest (van
der Hart et al., 2002 4.Abra). Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy mindkét szer
képes a stressz AN-t gatld hatasat kivédeni. Ezenkiviil, a hippokampusz térfogata
szignifikansan (—14%-al) csokkent a Kontroll csoporthoz képest a stresszelt allatokban
(van_der Hart et al., 2002 masodik tablazat). Stresszelt allatokban a kétféle
antidepresszans kezelés egymashoz hasonléan részben megakadalyozta a térfogat
csOkkenést (Stressz + L[-760,735: +10%; illetve Stressz + Clomipramin: +7%
hippokampusz térfogat novekedés a nem kezelt, stresszelt allatokhoz képest) — ez a
trend a kontroll csoport adataihoz hasonld értékeket eredményezett. A hippokampusz
szemcsesejt réteg volumene nem kiilonbozott az 6t hétig stresszelt allatokban a
stressz+antidepresszansokkal kezelt allatok adatait6l (van der Hart et al., 2002 masodik
tablazat). Ez a megfigyelés arra utal, hogy a stresszelt allatcsoportokban a gyrus
dentatus-ban észlelt sejtosztédas csokkenése nem volt olyan kifejezett, hogy ez a
szemcsesejt réteg térfogatat megvaltoztatta volna.

Tovabbi fontos adat, hogy az ugyanebben a kisérletben végzett magatartasi
vizsgalatok szerint a kronikusan stresszelt allatok tobb paramétere szignifikdnsan
valtozott, igy pl. csokkent a lokomotoros aktivitasuk €s a territorialis szagjelolo (scent-
marking) magatartasuk is. Ezeket a stressz-indukalta magatartasi valtozasokat a L-
760,735 kezelés részben normalizalta (van der Hart et al., 2005).

Végiil emlitésre mélto, hogy egy tovabbi a fentihez nagyon hasonlo kisérletben,
egy masik NK; receptor antagonista (SLV-323, Solvay) tesztelésekor nagyon hasonld
eredményeket kaptunk (Cz¢éh et al., 2005a).
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MEGBESZELES

Osszefoglalva, a mi kisérletinkben az NK,; receptor antagonista kozponti
idegrendszerre kifejtett hatasprofilja nagyon hasonlitott a jol bevalt triciklikus
antidepresszans clomipramin hatasprofiljahoz.

A klinikai tesztekben a betegek az NK; receptor antagonistakat mindig nagyon
jol toleraltak, sajnos azonban a kezdeti biztatd elvarasokat késébb tobb kijozanitd, a
hatastalansagot bizonyité eredmény hiitotte le (Mclean, 2005; Czéh et al., 2006; Keller
et al., 2006). Ennek kovetkeztében a szkepszis feler6sodott, és tobb nagy
gyogyszergyar leéllitotta erételjes, mar a végstadiumban 1évo fejlesztési programjat. Az
NK; receptor antagonistak, éppugy mint a fijdalom kutatdsban, ugy tinik most is
kudarcot vallottak. A kutatas azonban napjainkban is folytatodik. Jelenleg a cél tijabb
rokon-molekuldk kifejlesztése, melyek jobb farmako-kinetikai és farmako-dinamikai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és ezen tulajdonsagaik remélhetéen valds terapids
sikert eredményeznek. Egy tovabbi esély, hogy az NK; receptor antagonistak, melyek a
depresszio (MD) kezelésére Onmagukban alkalmatlanok, még mindig hatasosak
lehetnek mint a mas antidepresszivummal egyiitt alkalmazott kiegészitd terapia
(Mclean, 2005; Cz¢h et al., 2006). Szoba johetnek mas pszichiatriai megbetegedések,
mint pl. szorongasos problémak kezelésében (Furmark et al., 2005) vagy esetleg a
PTSD-ben (post-traumatic stress disorder) szenvedo betegek esetében (Mathew et al.,
2011).
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4.5. A stressz-indukalta hippokampalis térfogat csokkenés sejtszintii
mechanizmusai: Okoz-e a stressz neuron pusztulast?

BEVEZETES

A klinikai, in vivo agyi képalkotd vizsgalatokban gyakorta megfigyelhetd a
hippokampusz térfogatanak szelektiv csokkenése azon betegség csoportokban, melyek
hatterében stilyos és / vagy kronikus stressz all. Kozismert tiinet az agysorvadas, mely
pl. az eldérehaladt életkor, koéros pl. hypoxias allapotok, vagy neurodegenerativ
korképek gyakori melléktiinete és az agy egészét érinti, de kiilondsen szembetlind a
neokortex kéregallomanyaban. Az alabbiakban természetesen nem ezt a generalizalt
agysorvadast elemezziik, hanem kizar6lag a limbikus strukturdkra, leginkabb a
hippokampuszra szoritkozo, szelektiv térfogat csokkenéssel foglalkozunk. Ez a
szelektiv hippokampusz zsugorodas 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, tartés szintetikus glukokortikoid kezelés (pl. imunszuppressziv terapia
kapcsan), vagy egyszerlien maga a kronikus stressz (Starkman et al., 1992; Bremner et
al., 1997; Sapolsky, 2000; Sheline, 2000; Campbell et al., 2004; Videbech and
Ravnkilde, 2004; Bremner, 2007; Gianaros et al., 2007).

Mindmadig nem ismert, hogy milyen sejtszintl elvaltozas(ok) all(nak) e térfogat
valtozas mogott (Czéh and Lucassen, 2007). A tradicionalis elképzelés szerint a fenti
betegségekben a hippokampusz térfogat csokkenésének oka a glukokortikoidok
neurotoxikus hatasa (Sapolsky, 2000; Conrad, 2008). Ez a teoria a nyolcvanas években
sziiletett, amikor ezt a kérdést eldszor kezdték behatobban vizsgalni. Akkor megjelent
tobb tanulmany, melyek stilyos stressznek kitett allatokban a hippokampusz CA1 és
CA3 szubrégidiban fellépd neuron pusztuldst dokumentaltak (Sapolsky, 1985, 2000;
Sapolsky et al., 1985, 1988, 1990; Conrad, 2008). Ezeket az eredményeket kés6bb, a
kilencvenes évek végén, ¢és az ezredfordulod tdjékan tobb tanulmany ijra megvizsgalta,
azonban a stressz-indukalta neuron pusztulast egyik sem tudta reprodukalni. A kritikai
utanvizsgalatot egyrészt az idokdzben kifejlesztett tjabb modszerek (pl. precizebb
sejtszamolasi eljarasok, illetve szenzitivebb szdvettani technikék) indokoljak, masrészt
az adatgylijtés megismétlése soran célszerlinek latszik a korabbiaknal szigorubban
kontrollalt kisérleti koriilményeket hasznalni. Mi is ezt tettikk és a két alabb
ismertetendd tanulmany egyikében azt vizsgaltuk, vajon emelkedik-e a sejtpusztulas,
vagyis az apoptotikus sejtek szama a tobb hetes szocidlis stressznek Kkitett
mokuscickanyok hippokampuszaban (Lucassen et al., 2001). Kés6bb ugyanezt a
problémat tovabb vizsgaltuk és ellendriztiik, hogy vajon antidepresszans kezelés
befolyasolni képes-e a stressz-indukalta apoptozist felndtt mokuscickanyok
hippokampuszaban és temporalis kérgében (Lucassen et al., 2004). Kérdésiink az volt,
vajon az apoptozis utjan pusztuld sejtek tOmege magyardzhatja-e vagy sem az észlelt
hippokampalis volumen redukciot.

EREDMENYEK

Kisérleteinkben az apoptozis kimutatasara az ugynevezett in situ end labelling (ISEL)
technikat alkalmaztuk. Az ISEL technika segitségével azonositani tudtuk a ritkan
eléfordulo, de egyértelmiien jel6l6dott sejteket az Osszes vizsgalt allat hippokampalis és
kortikalis régidiban (Lucassen et al., 2001, 2. Abra). Ez a technika ugyan megbizhatéan
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felismeri az agyszovetben az apoptotikus sejteket, de nem talal beldliik sokat. Ennek a
legfobb oka az, hogy a sejtek gyorsan keresztiil mennek az apoptdzis stadiumain,
emiatt meglehetdsen révid az az id6tartomany, amikor az apoptoézisban levé sejtek
kimutathatéak. Ebben a kisérletben négy héten keresztil naponta stresszelt
mokuscickanyok hippokampuszat és temporalis kérgét vizsgaltuk és hasonlitottunk
Ossze egészséges, nem stresszelt allatokéval. Meglepetésiinkre a hippokampusz egészét
tekintve az apoptdtikus sejtek szamanak szignifikans csokkenését talaltuk a stresszelt
csoportban, mikdzben az entorhindlis kéregben kronikus stressz ndvelte az apoptotikus
sejtszamot (Lucassen et al., 2001, 3. Abra). A hippokampusz CAl area, stratum
radiatum-aban (mely térfogatilag a legnagyobb régidé a hippokampuszon beliil) az
apoptotikus sejtek szama szignifikansan csokkent, mig a hilusban az ilyen sejtek szama
novekedett (Lucassen et al., 2001, 3. Abra). A sejtpusztulas a CA1 area stratum oriens
rétegében ¢és a CA3 area piramis sejt rétegében (stratum pyramidale) csupan gyenge
(nem is szignifikans) sejtszam csokkenést mutatott. A CA1 piramis sejtek rétegében
apoptozis nyomait ezzel a technikdaval nem is észleltiik és a CA3 piramis sejtek
rétegében — ahol a leginkdbb szamitottunk az apoptézis ndvekedésére —, szintén
csokkent az apoptotikus sejtek szama. Bar ez a csokkenés jelentés mértéki volt, a nagy
individualis szoras miatt nem érte el a statisztikai szignifikancia szintjét.

A masodik kisérletben ugyanezt a problémat tovabb vizsgaltuk és ellendriztiik,
vajon az antidepresszans kezelés képes-e a stressz-indukalta apoptdzist befolyasolni.
Szokas szerint négy kisérleti csoportot vizsgaltunk (3.2. Abra): Kontroll, Kontroll +
Antidepresszans (Tianeptine) kezelés, Stressz, Stressz + Antidepresszans (Tianeptine)
kezelés. Az apoptdzis kimutatasara ismét a megbizhatdo ISEL technikat hasznaltuk.
Ezzel a modszerrel nyert adatok szerint az apoptotikus sejtek szama igen alacsony,
metszetenként egy-egy régioban atlagosan 4-6 ISEL-pozitiv sejtet lattunk jelent6s
egyedi szorasokkal (Lucassen et al., 2004, 2. Abra). Egybehangzoan az el6z6 kisérlet
adataival, a temporalis és entorhindlis kéregben az apoptotikus sejtek gyakrabban
fordultak eld, mint a hippokampuszban. A temporalis kéregben a stressz ndvelte az
apoptotikus sejtek szamat (Lucassen et al., 2004, 5. Abra) mig a tianeptin kezelés
egyértelmli anti-apoptotikus hatast mutatott Gigy a stresszelt mint a nem stresszelt
allatokban (Lucassen et al., 2004, 5.A Abra). Az Ammon szarvi CAl és CA3 régioik
egyes rétegeinek (strata radiatum, pyramidale, oriens) célzott analizise nem tart fel
statisztikailag szignifikans eltéréseket. Ugyanakkor azonban az Ammon szarv
rétegeinek és régidinak Osszesitett adatai szerint stressz hatdsara az ISEL pozitiv sejtek
aranya szignifikansan csokkent, mig a tianeptin kezelés semmiféle szignifikans eltérést
nem okozott egyik csoportban sem (Lucassen et al., 2004, 5B Abra). A DG
szemcsesejt rétegében a stressz enyhén fokozta az apoptotikus sejtek szamat (+30%,
nem szignifikans), mikozben a tianeptin kezelés hatasara az apoptotikus sejtek szama
csokkent ugy a Kontroll + Tianeptin, mint a Stressz + Tianeptin csoportban (Lucassen
et al., 2004, 5.C Abra). A gyrus dentatus szub-granularis rétegében (ahol az uj
szemcsesejtek képzodnek) stressz hatasara nem valtozott az apoptotikus sejtek szdma,
mig a tianeptin kezelés hatisara az apoptotikus sejtek populacidja szignifikdnsan
csokkent ugy a Kontroll + Tianeptin, mint a Stressz + Tianeptin csoportban (Lucassen
et al., 2004, 5.D abra).

Mivel az ISEL technika semmilyen informacidt sem nyujt arra vonatkozdan,
hogy a pusztul6 sejtek neuronok avagy mas fenotipusu sejtek, ezért fontos legalabb
annak a felderitése, hogy az apoptotikus egyedek tobbsége eredetileg glia avagy
idegsejt volt vagy sem. Erre a célra az ISEL leletek mell¢ az ugynevezett Fluoro-Jade
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(FJ) sejt-degeneracioés markerrel probaltuk meghatarozni az apoptotikus sejtek eredeti
fenotipusat.

A sejtek identitasat eredetileg kettds (Neu-N, stb) immunofluoreszcens festéssel
probaltuk meghatarozni, de ez gyakorlatilag lehetetlennek bizonyult az alabbi okok
miatt: 1) A pusztulas stddiumaban 1évo sejtek bomlasuk soran fokozatosan elveszitik a
fenotipusukra jellemzOé fehérje markereiket, 2) szdmuk az Aaltalunk hasznalt
allatmodellben amugy is nagyon alacsony, 3) az ISEL protokollban hasznalatos
protenaz K kezelés feltehetden elemészti a szokasos glia és neuron fehérje markereket.
Ezért tértiink at a Fluoro-Jade B (FJ) festésre. A Fluoro-Jade B festési eljaras segitséget
nyujt az apotozis utjan elpusztult sejtek fenotipusdnak azonositasara, mert Schmued
and Hopkins (2000) szerint az FJ egy olyan anionos fluoreszcens szarmazék, mely
altalaban csakis a neuronok pusztulasa soran keletkezik és tobb allatfaj idegszovetének
vizsgalatdban egyarant jol bevalt marker. Pozitiv kontrollként adrenalektomizalt
patkanyokbol szarmazo hippokampusz metszeteket hasznaltunk, mivel ismert, hogy
adrenalektomia utdn a neuronok pusztulasa jelentésen ndvekszik (Lucassen et al., 2004,
3.A Abra). Ezt észleltiik is, de ezzel szemben a stresszelt mokuscickanyokban csak
kevés Fl-pozitiv profilt lattunk (Lucassen et al., 2004, 3.C Abra). A FJ-pozitiv sejtek
ritka eléfordulésa jol illeszkedik az ISEL technikaval kapott leletekhez. Alkalmanként
talaltunk jelolt sejteket a DG szemcsesejt rétegében vagy az agykéregben, de szinte
egyet sem a Cornu Ammonis-ban. A FJ pozitiv sejtek ritka elofordulasa miatt —
Osszesen 10 FJ-pozitiv sejt 36 metszetben — a négy allatcsoportbdl szarmazd mintak
barmiféle statisztikai 6sszehasonlitasa értelmetlen lett volna.

MEGBESZELES

E kisérletnek az eredményei nem tamogattak azt a koncepciot, miszerint a kronikus
stressz a hippokampuszban noveli a sejtpusztulas mértékét. Hangsulyoznunk kell, hogy
ebben a kisérletben csupan egyetlen idopontban (4-5 hetes stresszelés utan) vizsgaltuk
az apoptotikus sejtek szamat. Ezek az eredmények semmilyen informacidt nem adnak
arra vonatkozoan, hogy mi tortént a stresszelés elso heteiben. Elvileg nem kizart, hogy
egy korabbi idOpontban jelentds mértékii sejtpusztulas tortént, vagy az is lehetséges,
hogy ha tovabb folytatjuk az allatok stresszelését, akkor lattunk volna jelentdsebb
sejtpusztulasra utalo jeleket.

A masodik kisérlet legfobb eredménye az volt, hogy kideriilt, a tianeptin
kezelés anti-apoptotikus hatast, mind a stresszelt, mind pedig a csak gyogyszerrel
kezelt kontroll allatok temporalis agykérgében. Tovabba FJ analizis hasznalataval
megallapithattuk, hogy csak nagyon kevés pusztuld neuron akad a hippokampuszban 5
hetes stressz utan. Vagyis 5 hét stressz utan az apotdtikus sejthaldllal pusztuld sejtek
tobbsége gliasejt és nem neuron. Igy ezek az eredményeink nem tamogatjik azt a
tradicionalis felfogast, mely szerint kronikus stressz hatdsdra a neuronok nagy
szamban pusztulnak.
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AZITT BEMUTATOTT KiSERLETEKBEN HASZNALT MODSZEREK
In Situ End Labeling (ISEL)

Az ISEL festés elve hasonlit a terminalis transzferaz medialt nick end jeloléshez. Az ISEL
jelolést, korabban leirt modszeriink szerint végeztiik (Lucassen et al., 1995, 1997). A kiilonb6z6
kisérleti csoportbdl szarmazé mintakat mindig egyszerre, egymassal parhuzamosan
processzaltuk, hogy az esetleges festési miitermékeket kikiiszoboljiik. Paraffinba beagyazott
blokkokat metszettiink. A metszetek deparaffinalasara xylen szolgalt, majd 50%-os etanol és
desztillalt viz keverékkel hydrataltunk, ami utdn proteinaz K (PK)-pufferben (10 mmol/L
Tris/hydrochloride [HCI], 2.6 mmol/L kalcium klorid [CaCl,]; pH 7.5) 10 perces eloemésztés
kovetkezett. Ezutan tovabbi 15 percig, szobahén inkubaltunk PK (Sigma) 20 ug/mL
concentracids oldatdban. Haromszor 5-5 perces desztillalt vizes mosas utan Gjabb inkubaciot
alkalmaztunk a kdvetkezd oldatban: terminal deoxynucleotidyl transzferaz (TdT) puffer (0.2
mol/L natrium kakodilat, 0.025 mol/L Tris/HCI, és 0.25 mg/mL borji szérum albumin [BSA]J;
pH 6.6) 6sszesen 15 percre, szobah6n, majd 60 percre 37°C fokon. Ezutan a metszetek egy
ujabb reagens oldatba keriiltek: 0.1 pL TdT (Boehringer Mannheim) per 100 pL hatoéanyag,
1.0 pL biotin-16-dUTP (Boehringer Mannheim) per 100 pL hatéanyag és kobalt klorid (25
mmol/L; 5% a végso oldatmennyiségre szamolva).

A jelzett oligonukleotidok tovabbi beépiilését gyors Oblitéssel (desztillalt viz és PBS)
allitottuk le. Az endogen peroxidaz aktivitast 0.3 % hidrogén peroxid (H,O,) PBS oldataval
gatoltuk, aztdn pedig a metszeteket ijra mostuk és pre-inkubaltuk PBS+1%BSA oldattal. A
kovetkezo 1épés, egy tjabb inkubacio, peroxidaz konjugalt avidin oldatban (1:1000, ABC-Elite
Kit; Vector Laboratories) egy éjszakara 4°C fokon. Masnap ujabb PBS mosas utan a metszetek
0.5 mg/mL di-amino-benzidine (DAB, Sigma) 0.05 mol/L Tris/HCI (pH 7.5) 0.02% H,O,
keverékébe keriiltek 10 percre mieldtt a két végsod desztillalt vizes mosasra keriilt sor. Halvany
metil-zold kontraszt festés majd lefedés zarta a kezelést. Az ISEL reakci6 pozitiv kontrolljaként
minden egyes festéskor egyiitt futtattunk néhany olyan metszetet is, melyek patkany
prosztatabdl 3 nappal a kasztracio utan késziiltek, amikor jellemzéen igen magas az apoptotikus
sejtek szama.

Az ISEL médszerrel kapott adatok kiértékelése

Kizarélag olyan ISEL pozitiv profilokat vettiink figyelembe, melyekben az apoptdzis egyéb
jelei is meggy6zben felismerhet6k voltak. A kovetkezd kritériumokat hasznaltuk: Izolaltan
jelolt sejt, barna DAB precipitdtum, mint a jelentds DNA fragmentacio tiinete, erdés kromatin
reorganizacié, nyilvanvald sejt és sejtmag kondenzacio, piknozis vagy pedig apoptotikus
sejttest (Lucassen et al., 2004, 2. Abra). Kritériumainknak megfeleld ISEL pozitiv sejteket
talaltunk a hippokampusz kovetkezd részeiben: a gyrus dentatus szemcsesejt és molekularis
réteg, (GCL), szub-granularis zéna (SGZ), hilus, az Ammon szarv (hippocampus proper)
stratum radiatum, a piramis sejt réteg, a stratum oriens valamint a szomszédos entorhinalis
kortex illetve a temporalis kortex kozeli részei.

Kvantitativ kiértékelés: Az ISEL technikaval jelolt metszeteket el6szor koddal lattuk el, igy a
kiértékeléskor ismeretlen volt, hogy milyen kezelésen atesett allatbol szarmaznak. Az ISEL-
pozitiv sejtek szdmolasat a sztereologias sejtszamlalas kritériumainak megfeleléen végeztiik.
Minden egyes allatbdl, a teljes sorozat minden 25.-ik metszetét analizaltuk (ez atlagosan 8
metszet / allat), melyek egymast6l 250 mikron tavolsdgban voltak és a hippokampusz teljes
rosztro-kaudalis terjedelmét lefedték. Az apoptotikus sejteket modszeresen kerestikk minden
egyes metszetben 400x €s 1000x nagyitasban. A szamolt értékek huszondtszorosét vettiik és a
szubrégiok illetve az egyes éllatok szerint atlagoltuk.
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Fluoro-Jade (FJ) festés

A Fluoro-Jade B egy olyan marker, mely a degeneralddé neuronokat mutatja ki, viszont mas
sejttipust nem jeldl, igy segitséget nyujt a degeneralddo sejtek fenotipusanak meghatarozasaban
(Schmued and Hopkins, 2000). Affinitdsa a neuron minden egyes részletéhez magas, ezért a
sejttest €s a dendritek mellett az axont is megjeldli. Kordbban végzett vizsgalatunkban jo
atfedést talaltunk az FJ festett és az ISEL pozitiv sejtek megoszlasaban, egy olyan epilepszia
allatmodellben, melyben massziv hippokampalis degeneraciot idéztiink elé (Gorter et al.,
2003). A FJ B nem festi meg sem az egészséges neuronokat, sem a neuropil egészséges részeit,
sem a myelin hiivelyt, sOt a vaszkularis elemeket sem.

A modszer rovid leirasa: az irodalomban korabban kozolt eljarast alkalamaztuk (Schmued and
Hopkins, 2000; Gorter et al., 2003). Pozitiv kontrolként a teszt metszetekkel parhuzamosan
mindig festettiink olyan metszeteket is, melyekben biztosan nagyszami apoptotikus neuront
lehet taldlni. Ilyen szovet példaul az olyan gyrus dentatus metszet, melyet 3 nappal az
adrenalectomia utan ledlt allatokbol készitettiink. Ez a beavatkozas (adrenalectomia)
kozismerten erdteljes apoptdzist okoz (Sloviter et al 1993). A targylemezre teritett paraffinos
metszeteket xylen oldatban deparraffindltuk, majd 3 percre abszolut és Ujabb 1 percre 70
szazalékos alkoholban hydrataltuk. A metszetek ezutan kalium permanganat oldatba (0.06%)
keriiltek 15 percre, majd 1 perces desztillalt vizes mosas kovetkezett. Ezutan jott a festés f6
mozzanata 0.001 szdzalékos Fluoro-Jade (Histo-Chem Inc, Jefferson, Arkansas, USA)
oldatban, melyet 0.1 szazalékos ecetsavban készitettiink. A metszeteket vizes Oblités utan a
targylemezekre szaritottuk (37°C fokon), aztan xylen ¢és Vectashield fedés (Vector
Laboratories) kovetkezett. A hippokampalis régidk alapos atvizsgaldsa x40 illetve x100
objektivekkel tortént konvencionalis fluoreszcens mikroszkop segitségével, majd ezt kdvetden
a jelolt sejteket tartalmazd metszeteket egy Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Jena, Germany)
konfokalis laser-scanning mikroszkoppal is atvizsgaltuk (Plan-Neofluar 100x/1.3-olajos
objektiv lencse).
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4.6. Milyen egyéb sejtszintii mechanizmusok csokkentik a stressz
kapcsan a hippokampusz térfogatat? Szamolhatunk-e a glia sejtek
vagy a kapillarizacio redukcigjaval?

GLIA - BEVEZETES

Ahogy azt a 4.5. fejezetben bemutatott munkank is bizonyitja, a hippokampusz térfogat
csOkkenésének hatterében nem a neuronok pusztulasa all. Mivel ezt szamos egyéb
kisérleti eredmény is aldtdmasztja, ezért a tovabbi kisérleteinkben a tobbi sejttipusra
koncentraltunk. Az agy szdvetében a neuronokon kiviil gliasejtek fordulnak elé nagy
szamban, illetve a vaszkularizacié képvisel jelentds tomeget. Ezért azt vizsgaltuk, vajon
a kronikus stressz érinti-e az asztrocitakat, illetve a hippokampusz kapillarizaciojat.

Az elso kisérlet célja az volt, hogy ellendrizziik, vajon az asztrocitdk szama
valtozik-e (Czéh et al., 2006). Tankonyvi adatok szerint a gliasejtek szdma joval
meghaladja a neuronokét, pl. Kandel (2000) szerint 10-50x tobb a gliasejt, mint a
neuron. A frissebb (€s precizebb) sejtszamolasi adatok szerint ez az arany joval kisebb,
igy az emberi hippokampuszban a neuron : glia arany 1:1.3 — 1:1.5 (Pelvig et al., 2008).
Vagyis a gliasejtek az eredeti elképzelésekhez képest joval kevesebben vannak, de a
hippokampusz szévetében mégis jelentds térfogatot foglalnak el. Mi t6bb okbdl ugy
dontéttiink, hogy elséként az asztrocitakkal foglalkozunk: 1) mert ezek a legyakoribb
gliasejtek 2) konnyen és egyértelmiien azonosithatok a GFAP (glial fibrillary acidic
protein) antitesttel; 3) ma mar nyilvanvalé, hogy az altalanos gliasejt funkciok
(housekeeping) mellett az asztrocitak a szinaptogenezis, a szinaptikus hatasfok és a
felnottkori neurogenezis dinamikus regulatorai (Goldman, 2003; Horner and Palmer,
2003; Nedergaard et al., 2003; Newman, 2003; Slezak and Pfrieger, 2003). T6bb poszt-
mortem szovettani vizsgalat bizonyitja a gliasejtek szamdnak redukcigjat depresszios
betegekben (Ongiir et al., 1998; Rajkowska, 2000; Cotter et al, 2001a, 2002;
Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007). Ezekre az eredményekre alapozva sziiletett
meg egy hipotézis, mely szerint a gliasejtek funkciézavara fontos szerepet jatszik az
affektiv zavarok patogenezisében (Coyle and Schwarcz, 2000; Cotter et al., 2001b).

Akkor, amikor mi ezt a kisérletet elvégeztilkk, még nem létezett mas olyan
tanulmany, mely kronikusan stresszelt kisérleti allatokban elemezte volna a gliasejtek
szamszerl valtozasat. Ezért kezdtiik el vizsgalni, hogy vajon a tartoés pszichoszocialis
stressz megvaltoztatja vagy sem a gliasejtek szamat. A stressz hatdsan kiviil arra is
kivancsiak voltunk, vajon az antidepresszans kezelés hat-e az asztrocitdk szamara.
Ezért a mokuscickanyokat fluoxetinnel kezeltiik, mely egy a klinikumban jol ismert
szelektiv szerotonin reuptake gatlé (SSRI) szer (Stokes and Holtz, 1997). Ezenkiviil
bizonyitott az is, hogy a fluoxetin kozvetleniil hat az asztrocitakra (Schipke et al.,
2011). Munkankban a hippokampusz GFAP immunopozitiv sejtjeinek szdmat ¢és

crer

GLIA - EREDMENYEK

A mokuscickanyok hippokampuszanak anti-GFAP jelolése utan az immunjel6lodés
intenzitdsanak markans kiilonbségét figyeltilk meg, mégpedig a stresszelt allatokban
mutatkozott a jel616dés szemmel lathatoan gyengébbnek (Czéh et al., 2006, 3. Abra).
Ennek hatterében valdszintileg a GFAP protein expresszidjaban Iétrejott kiilonbségek
allhattak. Mi azonban a GFAP-pozitiv sejtek szamara voltunk kivancsiak és a
sztereologias sejtszamlalas utan azt talaltuk, hogy a kronikus stressz szignifikdnsan,
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25%-al csokkentette a GFAP-immunopozitiv sejtek szamat (Czéh et al., 2006, 1.
Tablazat és 4A Abra). 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 asztrocitdk szama
szignifikansan kiilonbozott a fluoxetin kezelés protektiv hatasanak kdszonhetden (Czéh
et _al., 2006, 1. Tablazat és 4A Abra). Ezzel szemben a kontroll és kontroll +
fluoxetinnel kezelt allatok kozott nem volt eltérés, vagyis a nem stresszelt allatokban a
fluoxetin kezelés nem valtoztatta meg a GFAP-pozitiv asztrocitak szamat (Cz¢h et al.
2006, 1. Téblazat és 4A Abra). Hogy tovabbi informaciét nyerjink a GFAP-pozitiv
sejtek morfoldgiajarol, médszeresen megmeértiik azok sejttestének nagysagat is. Ennek
eredményeként azt talaltuk, hogy mind a stressz mind a fluoxetin kezelés csokkentette a
GFAP-pozitiv sejtek szomajanak méretét, mi tobb e két kezelés hatasa Osszeadodott
(4B Abra és 1. Tablazat, Czéh et al., 2006). Tovabba, ezekben az allatokban is enyhe,
5%-o0s (nem szignifikdns) hippokampusz térfogat csokkenést észleltiink a kronikus
stressz eredményeként (SA Abra, Czéh et al., 2006). Ez az adat annyiban érdekes, hogy
a korrelacio analizis szignifikans 6sszefiiggést mutatott a hippokampusz térfogata és az
asztrocitdk szama kozott, éppugy mint a hippokampusz térfogata és az asztrocitak
sejttestének térfogatai kozott (5B and C Abrak, Czéh et al., 2006).

GLIA - MEGBESZELES

Az irodalomban els6ként kozoltiink adatokat a kronikus stressznek ¢és az
antidepresszans kezelésnek az asztrocitadk szdmbeli és morfologiai valtozasaira
gyakorolt hatasair6l. Bemutattuk, hogy tartés stressz utan szignifikdnsan kevesebb
asztrocitat latni, és hogy a stressznek ezt a hatasat fluoxetin kezelés blokkolni képes.
Tovabba mind a stressz, mind a fluoxetin kezelés csokkentette a GFAP-immunpozitiv
sejttestek térfogatat és e két kezelés hatasa dsszeadodott. Szintén megfigyeltiik, hogy a
hippokampusz térfogata egyenes aranyban korreldl az asztrocitdk szamaval és a
sejttestek méretével. Ezek az eredmények ugyan ,,csak” morfoldgiai adatok, melyeknek
azonban sziikségszerii funkcionalis kovetkezményei is vannak, hiszen ismert, hogy az
asztrocitdk a szinaptogenezis €s a szinaptikus hatasfok dinamikus regulatorai, ezért az
asztrocitak szambeli és morfologiai eltérései a glia—neuron, és ezen keresztiil végséd
soron a neuron—neuron kommunikaciora is minden bizonnyal kihatnak.

KAPILLARIZACIO - BEVEZETES

A masodik kisérletben azt vizsgaltuk, hogy vajon a kronikus stressz megvaltoztatja-e a
patkany hippokampusz kapillarizacidjat (Czéh et al., 2010). Az irodalombol jol ismert
az a tény, hogy a hippokampusz kifejezetten sériilékeny olyan inzultusokkal szemben,
mint az epileptiform aktivitas, hypoxia-ischemia illetve hypoglikémia, tovabba ismert
az is, hogy ha valamilyen stressz hatds megel6z egy ilyen inzultust vagy tarsul hozza,
akkor a karositd hatas még kifejezettebb (Lee et al., 2002; Conrad et al., 2004, 2007;
McDonald et al., 2008). Az azonban tisztazatlan, hogy a stressz pontosan milyen
mechanizmus utjan sulyosbitja ezeknek az inzultusoknak a neuronokra gyakorolt
hatasat. Egyik lehetséges magyarazat az, hogy a stressz a fokozottan felszabadulo
glukokortikoidok révén csokkenti a neuronok regeneracios kapacitasat (Sapolsky,
1996; Lee et al., 2002; Conrad et al., 2007). Egy masik, eddig nem vizsgalt lehetoség
az, hogy a stressz a hippokampusz vérellatasat gatolja, és ezaltal fokozza annak tovabbi
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inzultusokkal szembeni sériilékenységét. Ez utdbbi elképzelést tamogatja pl. az a
funkcionalis vizsgalat, mely szerint kisérleti patkdnyokban 12 héten at tarté kronikus
stressz csOkkentette az agyi vérataramlast (Endo et al., 1999). Mikor mi ezt a
vizsgalatot elvégeztiik, még nem létezett az irodalomban arra vonatkoz6 morfometrias
adat, hogy kronikus stressz hogyan hat a hippokampusz kapillarizaciojara.

Munkankban a kronikus szocialis stressz (social defeat) paradigmat hasznaltuk,
ezattal feln6étt him patkdnyokban, mivel ugy tiinik ez a paradigma patkdnyokban is
bevalik mint a depresszio-allatmodellje (Rygula et al., 2005, 2008; Becker et al., 2008).
A konkrét kérdésfelvetésiink az volt, hogy vajon a kronikus stressz és antidepresszans
kezelés képes-e a vaszkularizacid olyan elvaltozasat okozni, melyet poszt mortem
kvantitativ szovettani eljarassal detektalni lehet. Antidepresszans kezelésként ismétcsak
fluoxetint hasznaltunk. Azt az elképzelésiinket, hogy antidepresszans kezelés
valtoztathat a kapillarisok szaman, azok az irodalmi adatok tdmogattak, melyek szerint
az elektrokonvulziv kezelés patkanyokban stimuldlja az angiogenezist a
hippokampuszban (Hellsten et al., 2005; Newton et al., 2006).

Kitiintetett figyelemben részesitettiik a gyrus dentatus szubgranularis zonajanak
mikrovaszkularizaciojat. Ezt azért tettiik, mert ebben a zonaban torténik a felnéttkori
neurogenezis, €s a kapillarisoknak kiilonosen fontos szerepe van annak a
mikrokoémyezetnek a kialakitasaban, mely ezt a folyamatot szabalyozza (vascular
niche) (Palmer et al., 2000; Heine et al., 2005). Mint azt a korabbi fejezetekben mar
taglaltuk, a stressz gatolja a felndttkori neurogenezist, €s ismert az is, hogy a stressznek
ez a negativ hatasa kiilondsen feltind a kapillarisok kozvetlen szomszédsagaban zajlo
sejtproliferaciora (Heine et al., 2005). Tovabba ismert az is, hogy az antidepresszans
kezelés ugyanebben a zondban nem csak a felndttkori neurogenezist stimulalja, hanem
a VEGF (vascular endothelial growth factor) expresszidjat is (Dranovsky and Hen,
2006; Warner-Schmidt and Duman, 2007). Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy ebben
a zonaban mind a stressz, mind az antidepresszans kezelés hatdssal lesz a kapillarisok
szamara.

KAPILLARIZACIO - EREDMENYEK

A kronikus stressznek alavetett patkanyok a tipusos magatartas-fiziologiai tiineteket
produkaltak, vagyis csokkent a lokomotoros és explorativ aktivitdsuk, szukroz
preferencidjuk, testsuly novekedésiik lelassult, alacsonyabb lett a vériikk tesztoszteron
szintje, mikdzben a mellékvesekéreg sulya megnétt (Rygula et al, 2006).
Ugyanezekbdl az allatokbol szarmazd szovettani eredmények bizonyitottak egyrészt,
hogy a kronikus stressz szignifikansan csokkentette a felndttkori neurogenezis mértékét
a gyrus dentatus-ban (Czéh et al., 2007), masrészt azt is, hogy a fluoxetin kezelés
normalizalta a stressz-indukalt effektusok tobbségét (Rygula et al., 2006; Czéh et al.
2007).

crer

stirtin elagazodd RECA-1 (rat endothelial cell antigen-1) immunopozitiv kapillaris
halozatot lehet latni (2 Abra, Czéh et al., 2010). A szubgranularis zonaban is szamos
kapillaris latszik, melyek lefutasa nagyrészt koveti a szemcsesejt réteg ¢€s a
szubgranularis zona hatarvonalanak iranyat, de csak kevés ér hatol be a szemcsesejtek
kozé. A kvantitativ szovettani eredményeink igazoltak, hogy stressz hatisara a
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azonos mértékben csokkent, és ezt a fluoxetin kezelés nem befolyasolta (3. Abra, Czéh

42



dc 209 11

ct al., 2010). A stressz a szubgranularis zona mikrovaszkularizacidjara is hasonl6 hatast
gyakorolt (4. Abra, Czéh et al., 2010).

Analizisiink soran azt is 0sszehasonlitottuk, vajon a hippokampusz dorzalis €s
ventralis régidi kozott van-e kiilonbség. Ugyanis irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a
kronikus stressz és az antidepresszans kezelés a ventralis hippokampuszban
fokozottabb mértékben hat a felnéttkori neurogenezisre (Jayatissa et al., 2006, 2008).
Eredményeink szerint ugyan a dorzalis hippokampusz szubgranularis zoénajanak
¢rhalozata stirlibb, de a stressz, illetve az antidepresszans kezelés szempontjabol nem
talaltunk eltérést a dorzalis és ventralis hippokampusz szubgranularis zonai kézott (4.
Abra, Czéh et al., 2010).

Varakozasunkkal ellentétben a fluoxetin kezelés semmilyen hatassal sem volt a
hippokampusz kapillaris halézatara, pedig tobb irodalmi lelet sugall efféle indirect
effektust. Ugyanis ismert, hogy tdbb ndvekedési faktor szintje emelkedik
antidepresszans kezelést kdvetden, igy pl. a fibroblast growth factor-2 (FGF-2, Mallei
et al,, 2002), a vascular endothelial growth factor (VEGF, Warner-Schmidt and
Duman, 2007), és a brain-derived neurotrophic factor (BDNF, Duman and Monteggia,
2006). Ugyanakkor ezek a trofikus faktorok mind egyforman stimulaljak tgy az
angionegezist mint a feln6ttkori neurogenezist. Ismert tovabba az is, hogy lithium
kezelés utan helyreall a stressz-indukdlt VEGF expresszi6 csokkenés a
hippokampuszban (Silva et al., 2007). Az itt bemutatott eredményeink szerint a
fluoxetin nem hat a hippokampus kapillaris haldzatara és igy kizarhat6, hogy ezen
keresztiil stimuldlja a felnéttkori neurogenezist.

KAPILLARIZACIO - MEGBESZELES

Munkank demonstralja, hogy a kronikus pszichoszocialis stressz a kapillaris halozat
kvantitativ valtozasat okozza a hippokampuszban. E valtozas lényege a kapillaris agak
szamszeru csokkenése és ez egyforman érvényes minden régiora. Ezt a stressz-indukalt
morfologiai elvaltozast az antidepresszans fluoxetin kezelés nem befolyasolta. Hasonlo
stressz hatast figyeltilk meg a szubgranularis zonaban is. Ebben a zoénaban a
kapillarisok kulcsszerepet jatszanak a felnéttkori neurogenezis mikrokdrnyezetének
kialakitasaban (vascular niche). A stressz-indukalt kapillarizacié csokkenés egyforma
mértékii volt a dorzalis és a ventralis hippokampuszban és a fluoxetin kezelés egyikben
sem hatott. E munkdnk az irodalomban elsdként szamolt be a hippokampalis

s

Napjainkban mar kiterjedt irodalma van azoknak a megfigyeléseknek, melyek
mind azt bizonyitjak, hogy a kiilonféle tipusu erdteljes vagy épp kronikus stressz
szignifikansan megvaltoztatja a hippokampusz neuronjainak integritasat és funkcionalis
kapacitasat (McEwen, 2000, 2006, 2007). Mindezidaig azonban az ezt vizsgalo
tanulmanyok szinte mind a neuronokkal foglalkoztak, és céljuk azok morfologiai,
szambeli és funkcionalis valtozasainak leirasa volt (Czéh and Lucassen, 2007; Joéls et
al.,, 2007). A neuronok normalis miikodésének feltételeit megteremtd gliasejtek és
vaszkularizacid viszonyai e vizsgalatokbol teljesen kimaradtak. A kronikus stressz
soran tartosan megemelkedett glukokortikoid szint tobb szempontbdl is art a neuronok
mikodésének, foleg a hippokampuszban (Sapolsky, 1996; Lee et al., 2002; Conrad et
al., 2007; McEwen, 2006). Mindmaig tisztdzatlan azonban az, hogy pontosan milyen
mértékiiek ezek a sejt szintli elvaltozasok, és milyen mechanizmusok azok, amelyek

--------
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bemutatott eredményeink azt sugalljak, hogy a stressz talan az agyszovet kapillaris-
vérellatasan keresztiil is hat. Ez az elképzelésiink jol Osszecseng azzal a nemrég
publikalt, nagy populacion végzett prospektiv klinikai tanulmdnnyal, melynek
eredményei szerint a fokozott pszichologiai terhelés gyakoribb agyi torténésekkel
(stroke) jar egyiitt (Surtees et al., 2008).

Ebbol a kisérletb6l nem tudjuk megallapitani, hogy a stressz miképpen
valtoztatja meg a kapillarisok szamat. In vitro adatok szerint a kis erek morfogenezisét
a szteroid hormonok gatoljak (Wolff et al., 1992; Lansink et al., 1998), és mesterséges
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mind hippokampusz, mind neokortex ereiben (Ekstrand et al., 2008). Ezért a
kortikoszteroidokat az angiogenesis potens gatloanyagainak tekintik és ezt a hatasukat
fel is hasznaljak tumorok vérellatasanak csokkentésére (Auerbach and Auerbach, 1994;
Folkman, 1995).

Végiil le kell szogezniink, hogy ez a kisérlet nem ad semmiféle informaciot arra
vonatkozdan, hogy kronikus stresszt kdvetden valojaban milyen is a hippokampusz
szovetének valosagos vérellatasa. Ebben a tanulmanyunkban egy igen kifejezett ~30%-
os kapillaris halozat csokkenést / egyszeriisodést talaltunk. Nagyon valoszinii, hogy egy
ilyen mértékii csokkenést a szervezet valamiképpen kompenzal, példaul fokozott
vérataramlassal. Azonban, mégha meg is valosul egy ilyen fokozott kompenzatorikus
vérataramlas, a kapillarisoktol tavolabb esé sejtek még akkor is oxigén és tdpanyag
ellatasi zavart szenvednek. Mivel a stressz hatasara kevesebb kapillaris 1at el egy
ugyanakkora szovetdarabot, a hianyt szenvedo sejtek szdma no.

A kapillarisok szamolasa voltaképp a kapillaris-halozat elagazodasait
szamszerusiti. Ebbdol az adatbol kovetkeztettiink vissza kapillarisok szdmara
(részleteket lasd a Cz¢éh et al., 2010 modszertani leirasdban). Elvileg az is lehetséges,
hogy az érrendszer az anasztomoézisok szamanak csokkenését hosszabban kanyargo
kapillarisokkal kompenzalja (6. Abra, Czéh et al., 2010). Ezt a lehetdséget mi sem
tudjuk kizarni, de ennek a feltevésnek ellentmond az a megfigyelésiink, miszerint a
szubgranularis zonaban, ahol viszont azt mértiik, hogy egységnyi szovet teriilet hany
szazalékat alkotjak a kapillarisok, szintén a kapillarizacio csokkenését lattuk (6. Abra,
Czéh et al., 2010).

44



dc 209 11

4.7. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményei:
I. A CA3 piramis sejtek elektrofiziologiai tulajdonsagai

BEVEZETES

Amint azt korabban mar emlitettiik, a tartds stressz tobb, a limbikus rendszerhez tartozo
agyi struktira miikodését befolyasolja, és els6sorban a hippokampusz, a prefrontalis
kéreg és az amygdala neuroplaszticitasa érintett (McEwen, 2000, 2006, 2007; Fuchs et
al., 2004b, 2006; Joéls et al., 2007; Czéh et al., 2008; Pittenger and Duman, 2008).
Talan a legalaposabban vizsgalt stressz-indukalt anatémiai elvaltozas a hippokampusz
piramis sejtek apikalis dendritfajanak reorganizacidja, mely a dendritek geometriai
hosszanak regresszidjaval és a dendritfa komplexitasanak egyszeriisodésével jar
(Watanabe et al., 1992). Ezt a fajta elvaltozast el6szor a CA3 régidban irtak le, de azota
szamos utovizsgalat reprodukalta, illetve kiegészitette azzal, hogy e hatast a
glukokortikoid hormonok medidljak, és nem csak a CA3 régiora igaz, hanem a CAl
piramis sejtjeire is (Woolley et al., 1990; Magarifios et al., 1996; Sousa et al., 2000;
Conrad, 2006). S6t a gyrus dentatus szemcsesejtjei is, kisebb mértékben ugyan, de
hasonldan reagéalnak (Sousa et al., 2000). A dendritfa ilyen reorganizacidjat tobbnyire
ugy szoktak interpretalni, hogy ez voltaképp a neuronok ,,védekezd” reakcidja, mert az
egyszertisodott, megrovidiilt dendritfa az excitatorikus (excitotoxikus) szinaptikus
bemenetek szamara kisebb felszint nyujt (Conrad, 2006). Ezzel az elképzeléssel
Osszhangban, a kronikusan stresszelt, illetve kortikoszteron kezelt allatokban a CA3
piramis sejtek dendritfajan a szinapszisok szignifikdns csokkenését és az afferens
moharostok végzddéseinek morfologiai valtozasait is észleltek (Magarifios et al., 1997;
Sousa et al., 2000; Sandi et al., 2003).

Feltételezhetd, hogy efféle dendritfa reorganizaconak — sokan ezt kifejezetten
atrofianak tartjak — funkcionalis kovetkezményi is vannak. Elképzelhetd, hogy egy
ilyen fokt dendritikus atrendezddés (vagy sorvadas) funkcionalis valtozasokat okoz a
CA3 piramis sejtekben, és kozvetve szerepet jatszik azokban a kognitiv zavarokban,
melyeket tartds stressz utan oly gyakran megfigyeltek (Conrad, 2006). Egy ilyen
neuron sorvadas masik lehetséges kovetkezménye az, hogy a hippokampusz HPA-
tengelyt szabalyozo funkcidja szenved zavart (Conrad, 2006). Ennek a funkcionalis
deficitnek a hosszabb tava kdvetkezménye egy glukokortikoid hormon haztartéasi zavar
lehet — tartosan emelkedett glukokortikoid szintekkel — amit pl. depresszios betegekben
gyakran leirnak (Conrad, 2006).

Az is koztudott, hogy a dendrit-struktira aranylag kisebb mértéki moédosulédsa
mar befolyasolja a neuronok sejttestébdl elvezethetd tiizelési mintazatot. Erdekes példa,
hogy habar a hippokampalis piramis sejtek tiizelési gyakorisdga 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 akciods potencial és a burst tiizelés kiiszobe facilitalodik (Henze et al.,
1996; Golding et al., 2001; Vetter et al., 2001; Krichmar et al., 2002; McDonagh et al.,
2002). Esszeriinek tiinik feltételezni, hogy a tiizelési mintdzatnak a dendritfa
morfoldgiai valtozasaval egyiitt jard funkcionalis valtozas jelentdsen befolyasolhatja az
informacio feldolgozast a neuronhalozaton beliil. Ugyanis a CA3 piramis sejtek sajatos
(intrinsic) és a neuron haldzat altal szabalyozott burst tiizelésének paraméterei kritikus
jelentdséggel birnak mind a rekurrens kollateralisok kdzremitkddésével 1étrejovo tartos
(long term) potenciacidoban (LTP, Bains et al., 1999), mind pedig az tigynevezett éles
hullam (sharp-spike waves) keletkezésében (Buzsaki, 1986).
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A piramis sejtek stressz élményekhez tarsult fenti adaptacioja feltehetden a
kortikoszteroid szint emelkedésének kovetkezménye, mert ismert, hogy a
glukokortikoidok befolyasoljak ugy a fesziiltség-fiiggd vezetoképességet, mint a tiizelés
jellegét, mind a CA1 piramis sejtekben, mind pedig a szemcsesejtekben (Joéls, 2008).
A CA3 piramis sejtekbol végzett intracellularis elvezetések bizonyitjak, hogy 2 hetes
kortikoszteron kezelés utdn az intrinsic mdédon burst tiizeld sejtek relativ szama
csokken (Okuhara and Beck, 1998). A CA3 areabol szarmazo mez6 (field) potencial
elvezetések tanulsdga szerint ilyenkor a szoma-dendritikus tengely mentén szamolt
aram slriség (current source densities) megvaltozik, és alaposan csokken az az LTP
is, melyet a perforans palya illetve a commisszuralis-asszociacios (C/A) rostok fel6li
bemenet ingerlésével lehet kelteni (Pavlides et al., 2002).

Kisérletiinkben azt akartuk vizsgalni, hogy vajon az a kronikus stressz, mely
koztudottan megvaltoztatja a CA3 piramis sejtek dendritfajat, befolyasolja vagy sem
ezeknek a neuronoknak az input-output jellegét vagy az ingerlékenységét. Felndtt, him
mokuscickdnyok hippokampusz szelet preparatumaiban “whole-cell current-clamp”
modszerrel analizaltuk a CA3 piramis sejtek elektrofizioldgiai tulajdonsagait, majd az
elvezetéseket utdlagos biocytin jelolés €s részletes morfometriai feldolgozas kovette. A
vizsgalt sejtek egyrészt kontroll allatokbdl, masrészt olyanokbol szarmaztak, melyeket
elézoleg 28 napos pszichoszocidlis stressznek vetettiik ala.

EREDMENYEK

Varakozasunknak megfeleléen a kisérleti mokuscickanyok az egész stresszelési
periodus alatt a fokozott stressz-reakcid jeleit mutattak: tartosan aktivalt HPA-axis és
csokkent testsily, majd a kisérlet végén, az allatok ledlésekor mért emelkedett
mellékvese és a csokkent tesztisz suly jelezte (Kole et al., 2004, 1. Abra és 1. Tablazat).

A stresszelt allatok hippokampuszaban, a CA3 piramis sejtek apikalis
dendritfaja szignifikdnsan leegyszertisodétt és megrovidiilt (4.7.1. Abra). Ot kontroll és
hat stresszelt mokuscickany hippokampuszabdl gyijtottiink adatokat. A stresszelt
allatok hippokampuszabol szarmazé szeletekben 23, a kontrollokéban 16 CA3 piramis
sejt szomajabol nyertiink stabil patch-clamp adatokat, majd mindegyiket morfometriai
célokra digitalisan rekonstrualtuk (4.7.1. Abra). Elészor azt ellenériztiik, hogy vajon a
szelet készités onmagaban nem deformalja-e a neuronok dendritfajat. Ehhez 10
biocytin-jeldlt, lathatéan teljes egészében feltoltodott, jol festddott, és ezért jol
rekonstrudlhaté CA3 sejtet analizaltunk. Azt talaltuk, hogy a szelet készités 6nmagaban
nem eredményez valtozast a neuronok dendritfajanak hosszaban és komplexitasaban.
Ezt egy részletes morfometriai analizis kovette, amelynek eredményei szerint a bazalis
dendritek tulajdonsagai (hosszusag ¢és elagazodasi pontok) a stressz hatasara nem
valtoztak. Az apikalis dendritfa esetében is csak relative enyhe valtozast észleltiink. A
csucsdendritek teljes geometriai hossza és komplexitasa (elagazddasi pontok szdma)
nem valtozott Iényegesen. Ezutan a sejteket egy részletes Sholl analizisnek vetettiik ala,
amibdl kideriilt, hogy a stresszelt neuronokban dendritagak szdma és hossza mégiscsak
csokkent, de ez az elvaltozas csak a szomatol mért 280 - 340 mikron tavol es6 rovid
szakaszon volt észlelhetd (4.7.1. Abra).
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4.7.1. Abra

Feln6tt mékuscickanyok 4 hetes pszichoszocidlis stresszelése utan a CA3 piramis
sejtek apikalis dendritfaja atrendezédik. A: Az elektrofiziologia elvezetéseket biocytin
jelolés kovette, majd a dendritfakat digitalisan rekonstrualtuk. B: A Sholl analizisbdl
lathato, hogy a ,stresszelt” neuronokban az apikalis dendritfa csak egy meghatarozott
szakaszon rovidilt, mig a bazalis dendritfa nem valtozott.

A masik, funkcionalis mérésekbdl szdrmazod fontos leletiink, hogy ugyan a
stressz csokkenti a CA3 piramis sejtek kiiszob alatti ingerlékenységét, az aktiv
membrantulajdonsagok mégis épen maradnak. A whole-cell elvezetéseink tanusaga
szerint a stresszelt sejtek membranjanak idd-allanddja és bemend ellenallasa 20-25%-al
csokkent (Kole et al., 2004, 3. Abra). Ugyanezen sejtekben a hiperpolarizald
fesziiltséggel keltett “sag” komponens amplitiddja viszont megnétt (Kole et al., 2004,
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3. Abra). 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 (Kole et al., 2004, 4.6s 5. Abrék,
2. Tablazat). Habar a linedris asszocidcié korrelacido analizisének (két oldali
parametrikus Pearson teszt) eredménye megerdsitette azt, hogy az olyan enyhe
sejtgeometriai kiilonbségek, mint a dendritfa fentebb leirt, csak egy rovidebb szakaszra
érvényes atrofiaja, korrelal azzal a funkcionalis modosulassal, melyet az akcids dram és
annak fesziiltség kiiszoObe mutatott, e valtozasok mértéke tal kicsi volt és valoszintileg
ezért nem tiikrozott a kisérleti allatcsoportok kozotti eltérést.

MEGBESZELES

Az irodalomban el6szor vizsgaltuk a kronikusan stresszelt allatokbol szarmazd CA3
piramis sejtek elektrofizioldgiai tulajdonsagait. Patch-clamp elemzés segitségével
demonstraltuk, hogy a mi esetiinkben hasznalt 4 hetes stressz megvaltoztatta ugyan a
membran kiiszobalatti fesziiltség tartomanyaban mért mutatéit, de az aktiv membran
tulajdonsagok valtozatlanok maradtak. Ugy tiinik a CA3 sejtek apikalis dendritfajan
észlelt strukturalis redukcid csak enyhe valtozast okoz az akcids potencidlok
keletkezésében, ¢s tulajdonképp a kortizol szint az, amely meghatarozza a CA3 piramis
sejtek kiiszob alatti ingerlékenységét. Igy, habar adataink tamogatjak azt a széles
korben elfogadott feltevést, hogy a neuronok morfologiaja Osszefiigg azok tiizelési
kiiszobével, mégis a mi esetlinkben észlelt stressz-indukalta dendritfa mdodosulasok til
kicsik voltak a CA3 piramis sejtek tlizelési tulajdonsdgainak intracellularis elvezetéssel
mérhet megvaltoztatasahoz.

AZITT BEMUTATOTT KiSERLETEKBEN HASZNALT MODSZEREK
Szelet készités

Reggel 08:30 and 09:00 6ra kozott, vagyis az aktivitasi fazis kezdetén, a mokuscickanyokat
letalis adagban mért ketamine/xylazine/atropine keverékkel bealtattuk, majd transzkardialisan 2
percig perfundaltuk jéghideg, karbogénnel (95% O, / 5% CO,) telitett szukréz alapt arteficialis
cerebrospinalis oldattal (ACSF). Ennek 6sszetétele: (in mmol/L): 206 szukroz, 1 MgCl,, 2.5
KCl, 2 MgSQO,, 1.25 Na,H,PO,, 26 NaHCO;, 14 D-glukoz, 1 kynurenic sav, és 1.3 CaCl,. Ez az
eljaras a toxikus mértékii C1” és Na' sejtekbe dramlasat minimalizalja, hiiti az agyat és ndveli
az agyszelet tulélési mutatoit (Moyer and Brown, 1998). A jobboldali féltekébdl szarmazo
hippokampuszbdl gyorsan 400 mikronos transzverzalis metszeteket keszitettiink, amelyeket
azonnal hideg, karbogénnel telitett normal ACSF oldatba: (in mmol/L): 125 NaCl, 2.5 KCl,
1.25 Na,HPO,, 2 MgSQ,, 26 NaHCO;, 1.5 CaCl,, 1 L(+)-aszkorbin sav, és 14 D(+)-glukdz,
~300 mOsm és pH 7.4. tettiink at. Az oldatot ezutdn egy ora idétartamra 33°C fokra
melegitettiik, majd a szeleteket szobahon tartottuk maximum 12 6ra hosszat.

Patch clamp elvezetés

Az ugynevezett ,, submerged” (a karbogénnel telitett ACSF oldatban alameritett) szeleteket
hasznaltuk 1-2 ml/min ataramlasi sebesség mellett. A sejttesteket Axioskop 2 FS mikroszkop
segitségével kerestiik fel (infrared differential interference contrast - IR-DIC — optika, Zeiss,
Gottingen, Germany). Patch-pipettaink ellenallasa 3-5MQ, toltete (in mmol/L): 120 KMeSO,,
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2MgCl,, 20 KCl, 10 HEPES, 0.1 EGTA, 3 sodium-ATP, 10 foszfokreatin, és 0.3 sodium-GTP,
melynek ozmolaritdsat 290 mOsm-ra és pH 7.3-ra allitottuk be KOH-dal. Az adatgyiijtés
szobahén (23 + 2°C) tortént. Szomatikus whole-cell elvezetéseket (seal resistances > 1 GQ)
végeztiink current-clamp lizemmodban egy Axopatch 200B erdsitével (Axon Instruments,
Union City, CA). Filter: low-pass 5.0 KHz, digitalizacié ITC-16 interface (HEKA Elektronik,
Lambrecht, Germany). Az adatgytijtést PULSE software (HEKA) vezérelte. A soros ellenallast
20 MQ alatt tartottuk. A spontan aktivitas blokkolasdra 20 pM 6-cyano-7-nitroquinoxaline-
2,3(1H,4H)-dione (CNQX) és 10 umol/L bicuculline szolgalt. Az elvezetésre valasztott sejtek
mindig a CA3b aredban, szorosan a piramis sejtrétegben voltak.

Adatfeldolgozas

Sejtvalogatasunk kritériumai és a mérendd passziv tulajdonsagai a kdvetkezok voltak: legalabb
—55 mV membranpotencial, stabil soros ellenallas legalabb 30 percig. A membran bemend
ellenallas mérése a kiiszob alatti linearis tartomanyban 4-6 1épcsdvel, majd az I-V relacio
meghatarozasaval és abbol linedris regresszios fiiggvény illesztésével tortént (Spruston and
Johnston, 1992). A membran id6-alland6 (1) becslése a =50 to +50 pA aram-pulzus ingerekre
kapott fesziiltség valaszokbol els6foku exponencialis fiiggvény illesztéssel, kiilon a pozitiv és a
negativ fesziiltségekre, valamint kiilon az on és off fazisokra (t.,) és (7o) tortént.

Az akcios potencial (AP) tulajdonsagokat egyedi (nem burst) tiiskepotencidlokon
mértiik, kiilon a fast, medium, és delayed (fAHP, mAHP, and dAHP) szerint, melyek
nagysagat az AP kiiszobéhez viszonyitva hataroztuk meg. Az elséfoka exponencidlis
figgvények generalasara ¢€s illesztésére PULSEFIT v8.11 (HEKA) szolgalt.

Biocytin jelolés és morfometrias dendritfa rekonstrukeié

A patch pipettdban 3 mg/ml biocytin (w/v; Sigma-Aldrich) is volt (Horikawa and Armstrong,
1988). Az clvezetés végeztével a szeletet azonnal 0.1 M foszfat puffer (PB) 4%-os
paraformaldehid (pH 7.4) oldatdban 4-7 napig 4°C hoémérsékleten inkubaltuk. A sejtek
vizualizaladsa standard eljaras (Pyapali et al., 1998) szerint tortént. A kontroll és stresszelt
allatokbol szarmazé mintakat azonos oldatsorokon parhuzamosan futtattuk. Mivel patch-
elvezetésre leginkabb a szelet fels6 100 mikron vastag része alkalmas, ezért az emiatt
nyilvanvaldéan csonkolt neuronokat kihagytuk a feldolgozasbol. Kiilonben pedig a
legdisztalisabb dendritvégekig erdteljesen jelolodott sejtek koziil is csak azokat dolgoztuk fel,
melyek bazalis és csucsdendritje a szelet sikjaval nagyjabol parhuzamosan futott.

A neuronok digitalizalt rekonstrukcidja a Neurolucida (Microbrightfield, Colchester,
VT) szoftver segitségével tortént, egy Zeiss III RS mikroszkoppal, és 40/0.75 objektivvel,
amely a komputer monitoran végiilis 40.000x-es végso nagyitast eredményezett. A 3 dimenzids
digitalis neuron rajzok dendritfajat Sholl analizisnek vetettiik ala, amit Neuroexplorer szoftver
(3.2. verzi6, Microbrightfield) végzett el.

Az etanol dehidralas miatti zsugorodas mértéke minden esetben azonos (Pyapali et al.,
1998), ezért ez elhanyagolhatd mert nem befolyasolja a csoportokon beliili dsszehasonlitast.
Masok korabbi kozolt adataival egybevetéskor 1.6 sulyozott linearis korrekcids faktort
alkalmaztunk mind a harom tengely mentén.
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4.8. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményei:
II: A GABAerg interneuronok miikdodésére kifejtett hatas

BEVEZETES

Stressz hatasara emelkedik a vérben a kortikoszteroidok szintje, és ezek hatisat a
mineralokortikoid és glukokortikoid receptorok (MR és GR) kozvetitik. E receptorok
az agyszovetben is bdven eléfordulnak, és Ugy az emociondlis, mint a kognitiv
funkciokat szabalyozzak (de Kloet et al., 1975, 2005; McEwen et al., 1986; Joéls et al.,
2007). Mivel az MR ¢és GR elsdsorban a principalis neuronokban expresszalodnak, igy
érthetd, hogy a korabbi, a kortikoszteroidok hippokampuszban kifejtett neuronalis
hatésaival foglalkozé tanulmanyok is ezekre az idegsejtekre fokuszaltak (Karst et al.,
2005; Joéls et al, 2007; Jo€ls, 2008). Emiatt a GABAerg interneuronok
elhanyagolodtak, pedig ismert, hogy pszicholdgiai stresszorok hatdsara patkany
hippokampuszaban megné a GABA felszabadulds (de Groote and Linthorst, 2007).
Ugy a stressz, mint a mesteségesen megemelt glukokortikoid szintek, melyekré] tudjuk,
hogy a GAD’ expressziot is reguléljék (Bowers et al, 1998; Stone et al, 2001), ndvelik
a hippokampuszban az IPSC" nagysagat (Maggio and Segal, 2009). E leletekkel
parhuzamba allithatok azok a szaporodd klinikai megfigyelések, melyek depresszios
betegekben a GABAerg szabalyozas részleges szétesésérél szamolnak be (Sanacora et
al, 1999; Krystal et al, 2002; Brambilla et al, 2003; Hasler et al, 2007; Luscher et al.,
2011).

A GABAerg interneuronok kiilonféle fajtai olyan gatlo halozatokat alkotnak,
melyek a piramis sejtek tiizelési mintazatat formaljak és ezen keresztiil a hatarozottan
elkiiloniilt agyi allapotokra jellemz6 oszcillaciokat organizaljak (Buzsaki and Draguhn,
2004; Somogyi and Klausberger, 2005). Példaul, a GABAerg interneuronok egy
specifikus fajtdja a principalis neuronok periszomatikus régiojat innervalja és kritikus
szerepet jatszik a halozat oszcillacigjanak szinkronizalasaban (Somogyi and
Klausberger, 2005; Klausberger et al, 2005). Ezek az ugynevezett periszomatikus gatlo
gyakorolnak ritmikus gatlast, €s boséges axonelagazodasukon keresztiil a piramis sejtek
szazait, ezreit precizen idozitett tiizelésre szinkronizaljak (Somogyi and Klausberger,
2005; Klausberger et al, 2005; Sohal et al, 2009). Ezek a kiilonb6z6 frekvenciaji
osszcillaciok képezik az olyan komplikalt, magasabb rendi agymiikddések neuronalis
alapjat, mint példaul a percepcié vagy a tanulas €s memoria (Buzsaki and Draguhn,
2004; Somogyi and Klausberger, 2005).

Jelen tanulményunk a két legfontosabb periszomatikus régiora projiciald
interneuron csoportra koncentral, ezek a parvalbumin (PV) és cholecystokinin (CCK)
pozitiv gatlo idegsejtek. E két alcsoport miikodése funkcionalis dihotomiat alkot, mert
egymastol élesen kiillonbdzé membran tulajdonsagaik, expresszalt receptor-készletiik és
a preszinaptikus modulacioik ezt lehetéveé teszik (Klausberger et al., 2005; Freund and
Katona, 2003). A PV-pozitiv (PV+) neuronhalézatot az oszcillacidé preciz, de nem
plasztikus 6ramiivének tekintik, szemben a CCK-pozitiv (CCK+) neuronokkal, melyek
plasztikus, finoman hangolhaté eszkozt alkotnak, ez pedig a szinkron aktivitast a
szubkortikalis bemenetek fliggvényében modulalja (Freund and Katona, 2003). E
funkcionalis dihotomia alapjan feltételezik, hogy a CCK+ neuron halézat hibas

" GAD: glutamic acid decarboxylase, enzim, mely a glutamat dekarboxilalasat katalizalja GABA-vé
8 IPSC: inhibitory postsynaptic current
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mikodése szerepet jatszik az emociondlis zavarok, mint példaul a szorongas
mechanizmusaban (Freund and Katona, 2003). Tudomésunk szerint azonban ennek a
koncepcionak kisérletes tesztelése még nem tortént meg.

Mindezek ismeretében célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, hogyan valtozik a
hippokampuszban a GABAerg transzmisszié kronikus stressz utan. Annak
felderitésére, hogy a stressznek a GABAerg transzmissziora gyakorolt hatasat vajon a
gluokortikoidok medialjak-e, egy potens GR agonistat, (DEX’), hasznaltunk. A
GABAerg transzmissziot a CA1 area piramis sejtjeibdl torténd whole cell patch-clamp
elvezetéssel vizsgaltuk. Ezen tilmenden azt is elemeztiikk, hogy a PV+ és CCK+
neuronok funkciondlis dihotomiaja miként érvényesiil a kronikus stressz koriilményei
kozott. Pontositva, kerestiik a kronikus stressz eltér6 hatasait a PV és CCK
interneuronok IPSC képz6 hatasaiban.

EREDMENYEK

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

Mint emlitettiik, a stressz a glukokortikoidokon keresztiil befolyasolja az excitatoros
ingeriilet atvitelt. Munkahipotézisiink szerint GR aktivacio a gatldé neuronhal6zatok
miikddését is modositja. E feltevés helyességének kozvetlen ellenérzése céljabdl egy
potens ¢és szelektiv GR agonistaval (DEX) kezeltlink patkany hippokampusz szeleteket.
Huszondt nM DEX kezelés utan mind az sIPSC'? frekvencia (Huet al., 2010, 1A és C1
Abra) mind az sIPSC amplitudé (Hu et al., 2010, 1A és C2 Abra) gyors ndvekedését
figyeltiik meg. Meglep6 moédon a DEX facilitalé hatdsa minden esetben gyorsan, mar
Ot perc utan érvényesiilt. Ez a hatds a kovetkezO mintegy Ot perc sordn tovabb
erds0dott, majd ezutan fokozatosan elenyészett (Hu et al., 2010, 1B1 és B2 abra). Mi
tobb, a vizsgalt kilenc sejtbdl hatban DEX hatdsara burst-tiizelés fejlodott ki, melynek
nyomait a DEX kezelés elStt nem észleltiik (Hu et al., 2010, 1Aa Abra alsé nyomvonal,
nyil). Efféle gyors DEX hatasrol egy korabbi kozlés nem tesz emlitést (Maggio and
Segal, 2009). Az sIPSC facilitalasaval ellentétben DEX hatasara a miniature IPSC
(mIPSC) nem valtozott szignifikansan (Hu et al., 2010, 1D1 és D2 Abra). Ez a
megfigyelésiink arra utal, hogy a korabbi, lasst DEX hatasr6l beszamolo kozléssel
(Maggio and Segal, 2009) ellentétben, az altalunk megfigyelt gyors DEX hatas nem a
szinaptikus végzodéseken érvényesiil.

Szamunkra is varatlan volt a DEX-nak e meglepéen gyorsan'' kifejlédé hatasa,
amely a GABA ingeriilet atvitelt fokozta. Igaz, ismert az irodalombol, hogy a
glukokortikoidok képesek a hippokampusz piramis sejtjeinek aktivitasat fokozni
valésziniileg a ,,sejtmembranban 16v6 GR receptorok™'? stimulalasa utjan (Karst et al,
2005). A mi esetiinkben azonban ez a kdzvetett Giton - el0szor a piramis sejtek, majd
rajtuk keresztil a GABAerg neuronok - torténd aktivitds fokozodas azonban
valoszeriitlen, mert a GABAerg neuronokra iranyuld excitatoros hajtéerdt medialo

’ DEX: dexamethasone, szintetikus glukokortikoid, mely igen nagy affinitassal kotédik a GR-hoz, mig
affinitdsa a MR-hoz ~0

19 SIPSC: spontaneous inhibitory postsynaptic currents

" Ismert, hogy a glukokortikoidok tipusosan az intracellularisan elhelyezkedé GR-hoz kétédnek és a
génexpressziot illetve a protein szintézist befolyasoljak, ami egy iddigényesebb (>25 min) mechanizmus.
12 membrane-bound GR”
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glutamaterg ingeriilet atvitelt CNQX' és APV'* gatlas alatt tartottuk éppen az sIPSC
tiszta megfigyelése érdekében.

Ezért egy kiilon kisérletsorozatban probaltuk felderiteni, hogy itt a DEX
pontosan milyen fajta receptoron hat. Egyfeldl kideriilt, hogy a DEX fent leirt gyors
stimulalo effektusa megmaradt akkor is, ha az intracellularis MR antagonista
spirolactont (10mM) vagy a szintén intracellularis GR antagonista mifepristont (10mM)
mostuk ra a szeletre (Hu et al., 2010, 1E Abra.). Ezek az antagonistak énmagukban
nem valtoztattdk meg szignifikdnsan az sIPSC egyik vizsgalt paraméterét sem.
Masfeldl, a DEX-nak a GABA felszabadulast stimulalo hatasat reprodukalni tudtuk egy
membran impermeablils BSA-DEX konjugatum (250nM) tapoldatba keverésével is
(Hu et al., 2010, 1F Abra). Harmadszor, egy G-protein gatloszer (GDP-b-S, 0,5 mM) a
patch pipetta t61té folyadékaba keverésével intracellularisan blokkolni tudtuk a DEX-
indukélta sIPSC frekvencia novekedést (Hu et al., 2010, 1G. Abra). Mindezek egyiitt
hatarozottan alatamasztjak azt a feltevésiinket, miszerint a mi esetiinkben megfigyelt
gyors DEX hatést egy non-genomic, membranhoz kotott GR kozvetiti, mely azutan egy
G-protein dependens szignaltranszdukcios effektor rendszeren keresztiil hat. Ez a gyors
mechanizmus tehat Iényegesen eltér a tradiciondlis, 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 éppen elvezettiink, igy eredményeink arra utalnak, hogy a DEX
legalabbis részben a posztszinaptikus sejtekre hat és a GABA felszabadulast stimulalo
effektust egy retrograd messenger kozvetiti.

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

A kovetkez6 célunk annak tisztdzasa volt, vajon melyik retrograd messenger rendszer
kozvetiti a DEX GABA felszabadulast stimulalé hatisat. Ismert, hogy a
hippokampuszban az endocannabinoidok a GABA felszabadulds gatlasat CBI
receptorokon keresztiill kozvetitik, melyek kizarélag a CCK+ interneuronokon
expresszalodnak (Freund and Katona, 2003). Ezért nagyon valoszintitlen, hogy ugyanaz
az endocannabinoid-CB1 retrograd messenger rendszer lenne felelés mind a GABAerg
ingertilet atvitel facilitaciojaért, mind pedig annak gatlasaért. Tovabba, ismert az is,
hogy egy NO-szenzitiv guanylyl cycldz van mind a PV+, mind a CCK+ neuronok axon
terminalisaban (Szabadits et al, 2007). Ezért figyelmiink az NO (nitric oxide) retrograd
messenger rendszerre terelodott.

Létezik egy szelektiv NO-synthase gatld hatéanyag, a 7-nitroindazole (7-NI).
Ennek az intracellularis adagolasa (100mM) 6nmagaban nem hatott a hippokampalis
sIPSC jelekre, viszont teljes mértékben blokkolta a DEX-indukalta sIPSC frekvencia és
amplitudé novekedést (Hu et al., 2010, 2A Abra). Hasonléan, a szeletek 30 perces
inkubalasa egy szelektiv NO-szenzitiv guanylyl cyclase (NOsGC) gatloban (ODQ, 50
mM a tapoldatban), teljesen blokkolta a DEX hatasat a GABA felszabadulasra (Hu et
al., 2010, 2B Abra). Ezek az eredmények azt demonstraljak, hogy gy 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, AC 4abra). A SNAP (100

¥ CNQX: kompetitiv AMPA/kainate receptor antagonista
4 APV: szelektiv NMDA receptor antagonista
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mM) nemcsakhogy facilitalja az sSIPSC-k frekvencidjat és amplituddjat, de még a DEX
gyorsan kialakul6 hatasat is teljes mértékben utanozta (Hu et al., 2010, 2C2 ¢s C3 és az
1B1 és B2 Abrak). Mindezek az eredmények azt jelzik, hogy a DEX-indukalta rapid
GABAerg ingeriilet atvitel facilitaciot retrograd NO szignal kozvetiti.

A GABAerg ingeriilet atvitel DEX-keltette facilitaciojat, legalabbis részben, NO-
indukalt CCK felszabadulas kozvetiti

Az irodalombol jol ismert, hogy az agyban a CCK neuropeptid szerepet jatszik a stressz
valaszok szabalyozasaban (Hebb et al., 2005; Becker et al., 2008). Ebbdl kiindulva
ellendriztiik, hogy vajon a DEX-keltette gatlas faciliticiokor novekszik vagy sem a
CCK felszabadulas a CCK interneuronokbol, hiszen ismert, hogy egy ilyen effektus
tovabb modulalhatna a periszomatikus GABA felszabadulast (Foldy et al., 2007). Ezért
a hippokampusz szeleteket az elvezetések megkezdése elott 30 percig inkubaltuk egy
szelektiv CCK2 receptor antagonistaban (LY225910, 20 mM a tapoldatban). Ez az
antagonista énmagaban nem befolyasolta az sIPSC jeleket, de blokkolja a kiviilrél
bevitt CCK keltette reakciot. Az inkubalds utan 25 nM DEX adasakor a mar ismert
modon megnétt az sIPSC frekvencia és amplitudd (Hu et al., 2010, 3A és C1 Abra).
Fontos azonban, hogy az ezen inkubacio nélkiil észlelt adatokhoz képest az LY225910
inkubalt szeletekben a DEX hatasara észlelt sIPSC frekvencia ¢s amplitud6 facilitacio
mértéke feltiinden kisebb volt (Hu et al., 2010, 3C2 Abra). Erdemes megjegyezni azt is,
hogy az LY225910 jelenlétében a DEX hatasa 5 helyett 3 percre rovidiilt, de annak
kezdeti idépontja nem valtozott (Hu et al., 2010, 3B Abra). Ezenkiviil, LY225910
inkubalas utan, az NO donor SNAP a GABAerg ingeriilet atvitelt stimuldlo hatasa is
szignifikansan csokkent (Hu et al., 2010, 3D és E Abra). 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 felszabaduldst okoz, mely
viszont tovabb facilitdlja a GABAerg ingeriilet atvitelt.

AKkut stressz fokozza a GABAerg ingeriilet atvitelt a hippokampuszban
A fenti eredmények azt mutatjak, hogy DEX akut adagoldsa egy non-genomic GR

atvitel rapid facilitacigjat okozza. Mivel a glukokortikoidok nem csupan a stressz
reakciokban szerepelnek, fontos tisztdzni, hogy vajon a valos stressz helyzetek is
novelik-e a GABAerg gatlo ingeriilet atvitelét. Ezt a kérdést patkanyok akut stressz
reakcidjanak vizsgalataval kozelitettitk meg. Az akut stressz ez esetben egy 30 perces
mozgas korlatozas (restraint) volt, ami utdn az allatokat azonnal ledltik és a
hippokampuszukbol nyert szeleteket vizsgaltuk a fentiekkel azonos modon.

Akut stressz utan az sIPSC frekvencia megnétt a kontroll (nem stresszelt)
allatokhoz képest, ugyanakkor az sIPSC amplitid6 valtozatlan maradt (Hu et al., 2010,
4A B1 és B2 Abra). Tovabba a stresszelt allatokbol késziilt szeletekben vizsgalt 10 sejt
kozil hétben észleltiink burst aktivitast, mig ugyenez a jelenség a kontroll allatokbol
késziilt szeletekben sokkal ritkabb (7 sejt koziil 2) volt. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy habar akut stressz hatdsara novekszik ugyan a GABAerg ingeriilet atvitel a

crer

DEX-keltette effektussal (Hu et al., 2010, 1.Abra és Maggio and Segal, 2009).
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Kroénikus stressz a GABAerg ingeriilet atvitel Ca** dependens emelkedését okozza

A kovetkez6 kérdésiink az volt, hogy vajon az akut stressz utan észlelt sSIPSC facilitacio
fennmarad vagy sem tartos stressz kozben is, amikor az idegrendszer hossza idon 4t
kénytelen a stressz hormonok, koztiik a kortikoszteron hatasat elviselni. Erre a célra
olyan patkanyokat hasznaltunk, melyek 3 héten 4at, naponta, restraint stresszt
szenvedtek el. A stressz fizioldgiai hatasait naponkénti testsuly méréssel és a ledlés
napjan a mellékvese sulyanak meghatarozasaval kdvettiik nyomon. Mint varhato volt,
stressz hatasara redukalddott a testsily ndvekedés iiteme és megnott a mellékvesék
silya (Hu et al., 2010, 5A és 5B Abra). Ez utobbi egybevag azzal a korabbi
megfigyeléssel, hogy a mellékvesék tomege a tartés HPA-tengely hiperaktivitas
megbizhato indikatora (Magarifios and McEwen, 1995; McLaughlin et al., 2007).

A kovetkezO 1épésben azt vizsgaltuk, hogy hogyan valtozik a GABAerg
transzmisszio a tartds stressznek kitett allatok hippokampuszaban. Szignifikans sIPSC
frekvencia emelkedést, de csak gyenge (nem szignifikans) amplituddo novekedést
észleltiink (Hu et al., 2010, 6 A,B és C Abra). Burst tiizelést ebben a csoportban is
gyakran (16 sejt koziil 10 esetben) figyeltiink meg.

Tovabba kideriilt, hogy a stressz rovasara irhaté sIPSC frekvencia novekedés a
szabad Ca’’ szint fliggvénye, mert a frekvencia emelkedés elmaradt a membran
permeabilis Ca’" kelator EGTA-AM jelenlétében. Az EGTA-AM kelatort 100 mM
koncentracioban kevertiik a tapoldatba és habar ilyen koriilmények kozott a stresszelt
allatokbol késziilt szeletekben elmaradt a sIPSC frekvencia novekedés, ugyanez az
oldat a kontroll allatokbodl késziilt szeletekben az ott észlelt sIPSC jelekre nem hatott
(Hu et al, 2010, 6A,B,C Abra). Ez a lelet jelzi, hogy a hippokampalis
interneuronokban a kronikus stressz rovasara irhato GABAerg ingeriilet atvitel
facilitacié az intracellularis szabad Ca” koncentracio fliggvénye.

Fontos kiemelni, hogy a kronikusan stresszelt patkanyok hippokampusz
szeleteinek tapoldataba adagolt 25nM DEX a CAl piramis sejtekben észlelt sIPSC
paraméterek semmiféle szignifikins valtozasat nem okozta (Hu et al., 2010, 7. Abra).
Még tisztazatlan, hogy a DEX miért hatastalan a kronikusan stresszelt allatokban.

Kronikus stressz hatasara csokken a PV-immunoreaktiv neuronok szama,
mikozben a CCK-pozitiv sejteké valtozatlan marad

Két megfigyelést kell megfontolni. Egyik, a PV+ és CCK+ neuronok funkcionalis
dihotémiaja (Freud and Katona, 2003), a masik pedig, hogy a DEX facilitalja az
endogén CCK felszabadulast (Hu et al., 2010, 3. Abra). Ez utobbi viszont specifikusan
stimuldlja a PV+ sejteket. Ezek fényében meriil fel a kérdés, hogy vajon a kronikus
stressz egyforman hat-e erre a két periszomatikus gatlosejt csoportra. Eloszor azt
vizsgaltuk, hogyan hat a kronikus stressz a PV+ és CCK+ sejtek strukturalis
integritasara. Tettiik ezt azért is, mert egy korabbi tanulmanyunkban mar kidertilt, hogy
kronikus  stressz  utan  csokken a PV+  sejtek szama a mokuscickanyok
hippokampuszaban (Czéh et al., 2005b). Ezért a jelen kisérletben is kvantifikaltunk a
PV+ ¢és CCK+ sejtek szdmat a patkdnyok dorzélis hippokampuszdban. Ahogy azt
vartuk, a kronikus stressz szignifikansan csokkentette a PV+ sejtek szamat az Gsszes
hippokampalis szubrégioban: -31%-os csokkenés a gyrus dentatus-ban, -23%-os a
CA2-CA3 aredkban és végiil -36%-os redukcié a CA1 szubrégioban (Hu et al., 2010,
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8A1, A2 és C Abra). Ezzel szemben a CCK+ neuronok szama valtozatlan maradt (Hu
etal., 2010, 8B1, B2 és D Abra).

Kroénikus stressz hatisiara a PV+ interneuronok ritmikus aktivitist generalo
képessége karosodik

A kovetkezOkben arra kerestiik a valaszt, vajon a kronikus stressz fent észlelt eltérd
hatasa a PV+ és CCK+ sejtek strukturalis integritdsara, jar vagy sem valamilyen
funkciondlis kovetkezménnyel. Ismeretes, hogy egyfajta finoman regulalt Ca®’
szignalizacio sziikséges az interneuronok kimenetét jellemzd iddbeli precizitdshoz
(Hefft and Jonas, 2005). Mint eredményeinkbdl kideriilt, kronikus stressz az
interneuronokban f616s mennyiségben teremt intracellularis szabad kalcium iont. Ezért
elhataroztuk annak ellenérzését, hogy vajon a kronikus stressz befolydsolja-e a
periszomatikus interneuronok ritmikus tiizelést generald funkcidjat, mely a piramis
sejtekben ébredd akcios potencialok iddzitésének 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-tipusu kalcium 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, feltehetd, 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).

Jelen tanulméanyunkban el6szor a kontroll patkanyok hippokampuszabdl
metszett szeletek tapoldataba kevert 5 mM carbacholt hasznaltunk a ritmikus sIPSC
jelek keltésére (Hu et al., 2010, 9A1 és A2 Abra). Roviddel a ritmikus aktivitas
beinduldsa utdn valasztott tiz masodperces sIPSC aktivitasi szakaszokon végzett
autokorrelacios analizis eredménye szerint a 8 vizsgalt sejtbdl 8 esetében lattunk
szabalyosan ismétlodd fliggvény csticsokat. Ugyanezen carbachol adasa utani sIPSC
aktivitdsi szakaszokon végzett power spektrum analizis szerint minden sejtben
szignifikansan nétt a fotal power és ezen beliil egy éles power csucs fejlodott ki a 4-14
Hz-es téta frekvencia tartoméanyban (Hu et al., 2010, 9A2 és E Abra). Hasonloképpen, a
tapoldatba kevert 1 mM CCKS-S koédnevii CCK analdg is ritmikus sIPSC aktivitast
keltett, melyet szintén manifeszt, regularisan ismétléd6 autokorralacids cstcsok
kialakulasa és a power spektrum szignifikans novekedése jellemez, kiilondsen a téta
frekvencia tartomanyban, mind a 8 vizsgalt neuronban (Hu et al., 2010, 9C1, C2 és E
Abra). A publikalt megfigyelésekkel egybehangzéan a CCK analdggal keltett ritmus
kevésbé volt variabilis és az aktivitas tartésabb volt, mint a carbachollal keltett
aktivitas.

A kronikusan stresszelt allatokbol metszett szeletekben a carbachollal keltett
reakcid mindenben hasonlitott a kontroll allatokbdl szarmazé adatokhoz (Hu et al.
2010, 9B1, B2 ¢és E Abra). Ezzel szemben a CCKS8-S adédsakor megvizsgalt 10
stresszelt sejt koziil egyikben sem alakult ki ritmikus sIPSC tevékenység. A kontroll
allatokban észlelt leletektol eltéréen a stresszelt allatokban a CCK agonista csak
aritmias tevékenységet generalt, melyet a beldle szerkesztett lapos autokorrelacios

'3 Carbachol: egy muszkarin acetilkolin receptor agonista
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fiiggvény igazolt. Hasonloan, CCKS8-S hatasara a stresszelt allatokban a relativ theta
power sem valtozott (Hu et al., 2010, 9D1, D2 és E Abra), annak ellenére hogy a fotal
power erdteljesen megnétt. Ez azt mutatja, hogy a GABAerg ingeriiletatvitel
facilitacioja mellett a tiizelés idobeli precizitdsa a kronikusan stresszelt allatok CCK
szenzitiv PV+ sejtjeiben stlyosan zavart, mikdzben ugyanezek a paraméterek a
carbachol érzékeny CCK+ sejtekben nem valtoznak.

MEGBESZELES
Tanulmanyunkbol négy teljesen 1j megfigyelés kdrvonalazhato:

1) akut GR agonista adagolds a hippokampusz szeletben rapid sIPSC aktivitas
novekedést okoz, melyet membranhoz kotott GR-ok és 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, legalabbis
az sIPSC jelek tovabb mar nem facilitalédnak

4) a kronikus stressz specifikusan a PV+ sejtekbdl szarmaz6 ritmikus sIPSC aktivitast
zavarja.

Eredményeink osszefoglalasat és az ezekre alapozott tedriankat a 4.8.1. Abra mutatja.
Adatainkbol kideriil, hogy rovid ideig tart6 DEX kezelés a hippokampalis
interneuronok aktivitasat retrograd NO és CCK szignalok utjan noveli, éspedig a
piramis sejtek membranjahoz kotott GR molekulak kozremiikddésével. Feltételezziik,
hogy ezeknek a membranhoz kotott glukokortikoid receptoroknak folyamatos

aktivacioja részt vesz a GABAerg ingeriilet atvitel kronikus stressz-indukalt, Ca®’
dependens novekedésének kifejlodésében. Tovabba, mivel a hippokampélis PV+
interneuronokat mind az NO mind a CCK befolyasolja, e sejtek intenziv ingerlésének
eredménye el6bb utdobb valamiféle cellularis és funkcionalis deficit kialakulasa.
Tekintettel a PV+ sejteknek a haldzati oszcillacidban jatszott vitalis szerepére
(Somogyi and Klausberger, 2005; Sohal et al., 2009), e secjtekben a stressz
kovetkeztében 1étrejott deficit rejtézhet azoknak a megvaltozott oszcillacios
mintazatoknak a hatterében, melyeket gyakran latni paciensek stresszel kapcsolatos
pszichiatriai betegségeiben. Ehhez hasonld mechanizmust irtak le skizofrénids
betegekben, akiknél feltételezik, hogy a PV+ interneuronok miikodésében észlelt
funkcionalis deficithez megvaltozott gamma-oszcillaciok tarsulnak és ez képezné a
betegségre oly jellemzé working-memoria-deficit sejtszintii mechanizmusat (Lewis et
al., 2005; Lodge et al., 2009).
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A Normal state

4.8.1. Abra

Az eredmények 6sszefoglalasa és a teoretikus kovetkeztetések.

A: Normalis koérilmények kozott, a PV+ és CCK+ sejtek két parallel, funkcionalisan
eltér6, a piramis (pyr) sejtekre vetluld periszomatikusan gatlé sejthalézatot
képeznek.

B: Akut stressz esetén, a glukokortikoid felszabaduldas (CORT), egy a
sejtmembranban lévd glukokortikoid receptort (GR) aktival, és ez nitrogén monoxid
(NO) felszabadulashoz vezet. Az NO, refrograd messenger-ként hatva, a GABAerg
axon-terminalisokbol GABA felszabadulast indit. Tovabba, az NO cholecystokinin
(CCK) felszabadulast is indukal, mely azutan a PV+ sejteket tovabb stimulalja
(mivel a CCK+ sejtek a PV+ sejtekre is vetllnek).

C: Kronikus stressz soran a fent vazolt mechanizmusok folyamatosan aktivak, ami
folyamatos GABA felszabadulashoz és tartos Ca®* bearamlashoz vezet. Ebben az
esetben a PV+ neuronok sérulékenyebb poziciéban vannak, mert ket az NO és a
CCK is stimuldlja. A tartésan emelkedett intracellularis Ca®* a PV+ neuronokat
sérulékennyé teszi és talan el is pusztitja 6ket, mindenesetre a PV+ sejtek ritmikus
aktivitdst generald képessége sulyos zavart szenved. Osszefoglalva, a PV+ és
CCK+ sejtek koézil a PV+ sejtek azok, melyek strukturdlis és funkcionalis
karosodast szenvednek a kronikus stressz hatasara.
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AZITT BEMUTATOTT KiSERLETEKBEN HASZNALT MODSZEREK

Erre a célra akut, koronalisan metszett hippokampusz szeletekben (350 pm vastagsag), a
dorzalis hippokampuszban felkeresett CA1 piramis sejteket hasznaltunk. A fiirdé Osszetétele
(milliM): 125 NaCl, 2.5 KCl, 1.25 Na,HPO,, 2 MgSO,, 26 NaHCO;, 1.5 CaCl,, 1
aszkorbinsav, 14 glukéz. A pH 7.4, a gaz 95% O, - 5% CO,, a hémérséklet 30°C volt. A pipetta
oldat (milliM):140 KCI, 1 CaCl,, 10 EGTA, 2 MgCl,, 0.5 Na,-GTP, 4 Na,-ATP, 10 HEPES,
pH 7.2 értékre allitva KOH segitségével. Spontan GABAerg gatld posztszinaptikus dramokat
(sIPSCs) vezettink el —70mV tartofesziiltségen 10uM AMPA antagonista 6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2, 3-dione (CNQX), 40uM NMDA antagonista 2-amino-5-phosphonovaleric
acid (APV) és 1uM glycine receptor antagonista strychnine jelenlétében. Miniatir IPSC
(mIPSCs) regisztralaskor 0.5uM tetrodotoxin (TTX) is volt a tapoldatban. Csak a hattérzaj
kétszeresét meghalado jeleket értékeltiik. Kontroll és stressz allatokban a zajszint nem
kiilonbozott szignifikansan. Adatértéklésre nem hasznaltuk azokat a sejteket, melyekben a
soros ellenallas >20 MQ, a membran ellenallas <0.8 GQ, illetve a szivargd aram >150 pA
értékeket mutatott. A membran aramokat négypolusu Bessel filterrel (2 kHz corner frekvency)
sziirtiik és 5 kHz mintavételi gyakorisaggal digitalizaltuk (DigiData 1322A interface, Axon
Instruments/Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Adatgytjtésre a széles korben hasznalt
pClamp 10.1 (Axon Instruments/Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) programot
hasznaltuk. A sIPSC és mIPSC adatok amplitudo és frekvencia analizise MiniAnalysis 6.0.9
(Synaptosoft Inc., Decatur, GA, USA) segitségével tortént.

Mivel az intracellularis [Ca*"] befolyasolhatja a kronikus stressz hatasat, a szeleteket sejt-
permeabilis Ca®* kelatorral (EGTA-AM, 100uM a tapoldatban) inkubaltuk, szobahén 30
percig. Az EGTA-AM kimosasa az elvezetés megkezdése elott tortént.

A téta hullamok analizisére (power spectrum és autokorrelacio) a Clampfit 10.1 szolgalt, ez a
pClamp rendszer része. Kiszamoltuk a ,,relative theta power” értékét éspedig minden egyes
sejtben a 4 és 14 Hz értékekre meghatarozott power spektrumot elosztva a totalis 1-50 Hz
power spektrummal, 10-10 masodperces sIPSC mintakban (Karson et al., 2008).
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4.9. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményei:
III: A kognitiv funkciokra kifejtett hatas

BEVEZETES

A kronikus stressznek a kognitiv funkcidkra gyakorolt hatdsa €lénken vitatott téma és
egymassal ellentétes allaspontokat taldlunk az irodalomban. A leginkabb elfogadott
nézet szerint a kognitiv funkciok egyik fontos dsszetevdje, a memdria, stressz hatasara
romlik (Lupien and McEwen, 1997; Lupien et al., 1998, 2007, 2009; Ohl and Fuchs,
1999), 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
epizodikus-deklarativ memoria beird és konszolidalé mozzanataiban (Squire, 1992;
Eichenbaum, 1999, 2000). Ebben az alfejezetben azt vizsgaltuk, hogy az a kronikus
stressz paradigma, amely a mar kordbban bemutatott kisérletekben egyértelmi
morfologiai elvaltozasokat okoz a felnétt mokuscickanyok hippokampuszaban (4.1.,
4.3.-4.7.), vajon karositja-e a kognitiv funkciokat is. Az allatoknak kiilonbdz6 tanulési
teszteket kellett megoldaniuk, majd a kisérlet végén ellendriztiik a sejt proliferacio
mértékét a hippokampusz gyrus dentatusaban.

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 vetettiik ala. A kognitiv teljesitményt a 0, 1, 2, és
negyedik héten ellendriztiik (Bartolomucci et al., 2002, 1.A. Abra) egy olyan teszttel,
amelyben az allatoknak egy lefedett iiregekkel rendelkezé tablan (holeboard)
kiilonb6zo térbeli rendszerben elrejtett ételdarabokat kellett megtalalniuk (Ohl et al.,
1998).

EREDMENYEK

A stresszelt csoport allatai a hetek elérehaladtaval a hippokampusz-fiiggd feladatban
egyre kevesebb hibat ejtettek (azaz teljesitményiik az id0 fiiggvényében javult) a
kontroll csoport allatainak teljesitményéhez képest (Bartolomucci et al 2002, 1.B.
Abra). Ugyanebben a feladatban a stressz nem okozott valtozast az ismételt
probalkozasok (az el6zdleg mar kiiiritett, jutalmazott iireg Gjra felnyitasa) szamaban
(Bartolomucci et al 2002, 1.B. Abra). A hippokampusz-fiiggetlen tanulasi tesztben
semmilyen valtozast nem észleltiink sem a stressz eredményeként, sem pedig az id6
fliggvényében (Bartolomucci et al 2002, 1.C. Abra). A kisérlet végén elvégzett BrdU-
jelolés tanusaga szerint a stresszelt csoport allatainak gyrus dentatusdban az ujonnan
képz6dott sejtek szama szignifikansan csokkent (Bartolomucci et al 2002, 2.B. Abra).

MEGBESZELES

Az itt bemutatott eredményeink, némiképp meglepd modon egy nagyon specifikus
memoria funkcid markdns javuldsat demonstrdljak olyan mokuscickdnyokban,
melyeket 5 héten at naponta stresszeltiink. Kiemelendd, hogy ez a tanulasi teljesitmény
javulas csak a hippokampusz-fiiggé feladatban és csak a referencia-memoriaban
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mutatkozott. Ezzel szemben, az Gigynevezett munka-memoria (working memory), azaz
az ismételt probalkozasok szama nem valtozott egyik csoportban illetve egyik
feladatban sem.

Ezek az eredmények ellentmondanak azoknak a megfigyeléseknek, melyek a
stressz okozta memoria zavarokrél szamolnak be (Lupien and McEwen, 1997; Lupien
et al., 2007, 2009). Egy lehetséges magyarazat erre az ellentmondasra a kiilonbozo
kisérletekben hasznalt lényegesen eltér6 metodikai megkozelitésekbol szarmazhat.
Idealis esetben a kognitiv teljesitmény mérésére olyan tesztet kellene hasznalni, ahol a
feladat nem jelent ujabb akut stresszt a mar kronikusan stresszelt allatoknak, hiszen
ezek masként reagalnak, mint a naiv egyedek. Sajnos ez a kdvetelmény a legtobb
korabbi kisérletben nem teljesiilt (Holscher, 1999; Metz et al., 2001). Példaul a
leggyakrabban hasznalt kognitiv tesztben (a Morris féle water-maze) az allatok hirtelen
egy szamukra ¢életveszélyes helyzetbe keriilnek, és azt varjak el tolik, hogy
megjegyezzék azt az egy bizonyos pontot a térben, ahol a viz alatti sziget van
(Holscher, 1999). Mi a kisérletiinkben olyan tesztelési mddszereket alkalmaztunk,
melyek segitségével az allatokat sajat ketreciikben lehetett vizsgalni, elkeriilve a nem
kivanatos Ujabb stressz faktorokat, és taplalék megvonast sem kellett alkalmazni (ami
szintén gyakori eljaras az allatok tesztelésénél). A holeboard teszt apparatus nem
igényli az allatok kézbevételét, sem idegen kornyezetbe helyezését, tovabba fontos az
is, hogy kisérletiinkben az allatok mar a stresszelés megkezdése elott talalkoztak a
feladattal. Ezzel szemben a legtobb korabbi kisérlet tobb hetes stressz utan kezdte el
tanitani az allatokat egy szamukra teljesen idegen, 0j feladatra (Holscher, 1999; Metz et
al., 2001).

Ebben a kisérletben a stresszelt allatok hippokampuszanak gyrus dentatusaban
csokkent a neuronok proliferacioja, ennek ellenére ugyanezek az allatok a
hippokampusz fliggd tesztben jol teljesitettek, sot jobban, mint a kontroll allatok.
Mindmadig nem ismert a felndtt hippokampuszban folyamatosan képz6dd neuronok
pontos funkcionalis szerepe. Nagyon sok tanulmany igyekszik bizonyitani az jsziilott
szemcsesejtek szerepét a hippokampuszra jellemzo tanulasi és memoria funkcidkban
(Bruel-Jungerman et al., 2007; Imayoshi et al., 2008; Dupret et al., 2007, 2008; Balu
and Lucki, 2009; Garthe et al., 2009; Coras et al., 2010; Deng et al., 2010; Sahay et al.,
2011). A mi itt bemutatott eredményeink kozvetleniil nem tamogatjak ezt a hipotézist.
Ennek az ellentmondasnak a feloldasara tobb lehetséges magyarazat 1étezik. A szamos
korabbi kisérletben a felndttkori neurogenezis aktiv szerepe nem mindenfajta tanulasi
tesztben mutathat6 ki, hanem ugy tiinik, hogy ez az 0sszefiiggés bizonyos mértékig
teszt-fliggd. Tovabba, a felndttkori neurogenezis feltehetden a tanulasi folyamatok csak
bizonyos specifikus fazisaban jatszik szerepet, illetve csak specifikus informaciok
tarolasaban kritikus (Aimone et al., 2006, 2010; Balu and Lucki, 2009; Deng et al.,
2010).
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AZITT BEMUTATOTT KiSERLETEKBEN HASZNALT MODSZEREK

A kognitiv készséget egy olyan teszttel vizsgaltuk, amelynek 1ényege, hogy az allatoknak egy
fedett iiregekkel rendelkezd tablan (holeboard) kiillonbdzd térbeli rendszerben elrejtett
ételdarabokat kellett megtalalniuk (Ohl et al., 1998). A teszt eszkozt specifikusan a
mokuscickanyok sajat ketrecére méreteztilk és minden egyednek sajat tablaja volt (a szag
ingerek miatt).

A tesztelésre szolgald eszkdz matt PVC tablabol késziilt (mérete: 65 x 20 x 1 cm).
Rajta, illetve benne harom parhuzamos sorban elrendezett 23, egyenként 2 x 0.7 cm méretd,
koénnyen mozdithaté fedével ellatott kis korkords lyuk (godor / lireg) volt. Ezekbe a gddrokbe
helyeztiikk azokat a mandula darabokat, amelyeket az allatoknak meg kellett talalniuk. Az
eszk6z a mokuscickanyok természetes taplalékkeresé magatartasahoz igazodott azzal, hogy az
allatokat 6t, fedett, de nyithatd, taplalékot tartalmazoé iireg felkeresésére késztette, melyeket a
tobbi, jutalmat nem tartalmazé tireg k6zott véletlenszerfi (random) modon helyeztiink el.

Kétféle tesztet alkalmaztunk. Egyikben, melyet hippokampusz-dependensnek (Ohl et
al., 1998), tartunk, minden egyes napon 1j, random térbeli elrendezésii, 6t, mandulaval t6ltott
iregben kellett az allatoknak a mandula darabokat megtalalni. Egymas utan két probat
futtattunk. Az els6 probaban (cue-directed) a mandulat tartalmazo lyukakat szinezett feddovel
jeloltiik, mig a masodikban (non cue-directed) a szines jelolést elhagytuk. Ezzel szemben a
hippokampusz fiiggetlen teszt esetén a két probaban a jutalmazott lyukak mindig egy sorban, az
egész kisérletsorozat sordn konstans elrendezésben helyezkedtek el. Tovabba ebben a
feladatban a jutalmazott lyukakat mindig szines fed6lappal jeloltiik.

A Kkisérlet el6tt négy felkészitd napot tartottunk, melynek soran a jutalmazott iiregek
helyét és szamat random modon varialtuk. Ennek célja az allatoknak a teszt feladathoz
szoktatasa és betanitasa volt anélkiil, hogy szamukra kideriilt volna a rakovetkezd valos
tesztben hasznaland6é informécid. A teszteld eszkdzoket (tablakat) csak a teszt idejére tettiik a
ketrecbe, mindig a szélességiik és hosszusaguk szerint azonos helyzetben, az tiregekbe elore
berakott szaritott mandula darabkakkal. Az egyes probak iddtartamat 15 percre korlatoztuk és a
két feladat kozott konstans, 30 perces sziinetet tartottunk. A tesztek napi idGpontjat, végig a
kisérlet soran, random modon varialtuk.

A feladat kdzben sikeresen megtalalt és kitiritett (jutalmazott) liregeket a probak kozti
idében nem toltottiik fel ujra. Minden feladat soran szamoltuk a rossz valasztasokat (nem
jutalmazott liregek felnyitasa) és az ismételt probalkozasokat (elézdleg mar kiiritett,
jutalmazott ireg Ujra felnyitasa). Ezeket az adatokat az ugynevezett referencia és munka
(working) memoridk specifikus mérészamainak tekintettiik. Ez a kétféle memoria tipus
kiilonb6z6 agyi kdzpontok aktiv kozremiikodését igényli (van der Staay, 1999).

61



dc 209 11

4.10. Kronikus stressz indukalta sejtszintii reakciok a prefrontalis
kortexben

BEVEZETES

Korabbi alfejezetek foglalkoztak azzal, hogy az atélt stressz epizodok jelentsen és
hatranyosan befolyésoljak a hippokampusz neuronjainak plaszticitdsat. Habar ebbdl a
szempontbol a hippokampusz a legintenzivebben vizsgalt struktura, ismeretes, hogy a
kronikus stressz befolydsolja a limbikus rendszer egyéb részeinek (pl. prefrontalis
kortex, amygdala) plaszticitasat is (Vyas et al., 2002; Fuchs et al., 2004b; Radley and
Morrison, 2005; Czéh et al., 2008; Holmes and Wellman, 2009). Ebben az utols6
alfejezetben foglaljuk Gssze azokat a kisérleteinket, melyekben az allatok prefrontalis
kortexét vizsgaltuk.

A prefrontalis kortex (PFC) szamos magasabbrendii kognitiv funkcid
szabalyozasaért felelds. Ilyenek példdul a tanulas, memoria, esemény-tarsitds, a
feladatok idobeliségének rendezése, bizonyos lokomotoros aktivitasok regulalasa,
térbeli tajékozodas, dontéshozd képesség és célorientalt magatartds (Thierry et al.,
1994; Vertes, 2006). A PFC kozismerten kulcsszerepet jatszik az olyan magatartasok
koordinalasban, melyekhez a munka-memoria (working memory) funkcioi sziikségesek.
Ilyenkor az aktualis magatartasi mintazatok megtervezéséhez a hosszil tavra tarolt
emléknyomok visszahivasa, és a rovidtava emléknyomok egyiittes hasznositasa
torténik, mikdzben az irrelevans informéaciokat és a felesleges reakciokat a PFC kisziiri
¢s legatolja (Robbins et al., 1996; Ramos et al., 2007). A PFC fontos szerepet jatszik a
stressz-keltette autonom €s endokrin reakciok szabalyozasaban is. A hippokampuszhoz
hasonléan, a PFC szintén negativ visszacsatolassal befolyasolja a HPA-tengelyt
(Herman, et al., 2003), valamint mas agyi strukturdk stressz-reakcioit is (Amat et al.,
2005; Pascucci et al., 2007). Ismert, hogy a PFC areakban a glukokortikoid receptorok
nagy szamban vannak jelen, mind féemlésokben, mind pedig kisérleti patkanyokban
(Meaney and Aitken, 1985; McEwen et al., 1986; Diorio et al., 1993; Sanchez et al.,

crer

s

Diorio et al., 1993). Végiil emlitésre méltod, hogy emberben a PFC emocidkban jatszott
szerepe lateralizalt vagyis féltekére specifikus (Davidson, 1998). Kevésbé koztudott,
hogy alacsonyabbrendli emldsokben is észlelhetd a PFC funkcidinak lateralizacioja
(Carlson et al., 1991, 1993; Sullivan and Gratton, 1999; Gratton and Sullivan, 2005).

Kisérletiinkben elsésorban arra voltunk kivancsiak, vajon a kronikus stressz
illetve az antidepresszans kezelés, hogyan hat a sejtek — esetleg neuronok —
képzddésére a PFC-ben. Mint azt korabban emlitettiik, ujsziilott neuronokat irtak le
léteznek (Gould et al., 1999¢; Bermier et al., 2002; Kornack and Rakic, 2001; Rakic,
2002b; Cameron and Dayer, 2008). Tovabba korabbi tanulmanyok szerint az
antidepresszans kezelések (fluoxetin, elektrokonvulziv shock) nemcsak a gyrus
(mPFC) strukturdjaban is hasonl6 valtozas jelenik meg (Kodama et al., 2004; Madsen
et al., 2005). Az antidepresszansoknak a PFC strukturajara kifejtett hatasat az idézett
szerzOk csak egészséges (kontroll) allatokban vizsgaltak (Kodama et al., 2004; Madsen
et al., 2005). Ez a megkdzelités ellentmond a klinikai gyakorlatnak, ahol az
antidepresszans kezelés €s az elektrokonvulziv terapia a depresszioban nem szenvedo a
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paciensekben majdnem bizosan nem kelti azokat az idegrendszeri valtozasokat,
melyeket ugyanezen kezelések kapcsan depresszios betegekben lehet megfigyelni.

Az itt targyaland6 munkankban a patkdnyokban kidolgozott kronikus
pszichoszocialis alarendel6dés stressz (social defeat stress) paradigmat hasznaltuk,
mint a depresszio egyik lehetséges allatmodelljét (Rygula et al., 2005, 2006, 2008).
Allatainkat 5 héten at stresszeltiik, de egy résziik a kisérlet masodik hetétél kezdédéen
4 héten at naponta, oralisan, 10 mg/kg fluoxetin kezelést kapott. Mint korabban is, az
tulélését kvantitativ  sztereologiai modszerekkel hataroztuk meg. Kisérletiink
fokuszaban az mPFC volt, de analizaltuk a hippokampuszt mint pozitiv kontroll
struktarat és két nem limbikus agyrészt, azaz a primer motoros kérget és a
szubventrikularis zonat is, melyek mint negativ kontroll regiok szerepeltek. E kisérlet
tervének pontos részleteit a Czéh et al., 2007 els6 abraja mutatja.

EREDMENYEK

Stressz és antidepresszans kezelés a hippokampuszban ellentétesen hat a sejt
proliferaciora

Kisérletiinkben az idegsejtek proliferacios aktivitasat gy hataroztuk meg, hogy az
allatokba a kisérlet utols6 napjan BrdU-t injektaltunk, majd 24 oraval kés6bb az
allatokat megoltiik és megszamoltuk a BrdU pozitiv (BrdU+) sejteket a DG-ban (Czéh
et al., 2007, la Abra). A szdvettani elemzés azt mutatta, hogy krénikus pszichoszocialis
stressz utan a BrdU+ sejtek szdma mintegy 25%-al csokkent a kontroll allatok
adataihoz képest (Czéh et al., 2007, 3a. Abra). A stresszelt allatok fluoxetin kezelése
kivédte a stressz hatasat. Az ilyen kezelésen atesett allatokban a BrdU-immunoreaktiv
sejtek szama a normal értékkel volt azonos, viszont a csak stresszelt csoporthoz képest
szignifikans kiilonbség mutatkozott (Cz¢h et al., 2007, 3a Abra). Csak fluoxetin kezelés
(stressz nélkiil) a kontroll 4llatokban nem okozott szignifikans proliferacio novekedést
(Czéh et al., 2007, 3a Abra).

Stressz és antidepresszans kezelés a hippokampuszban ellentétesen hat az
ujsziilott sejtek tulélésére is

A stressz illetve a fluoxetin kezelések az 1jsziilott sejtek azon csoportjanak tulélésére
gyakorolt hatasait ellendriztiik, melyek a beavatkozdsok korai idészakaban
generalodtak ¢és igy a fluoxetin kezelés els6 hetének végén beadott BrdU injekcidval
jelolheték (Czéh et al., 2007, 1a Abra). A vizsgalt csoportokban a DG szdvetében taléls
BrdU+ sejtek szama a Czéh et al. (2007) 3b Abrajan lathato. Stressz hatisra a BrdU
jelolt sejtek szama 55 szazalékkal szignifikansan csokkent. Stresszelt allatok fluoxetin
kezelése a BrdU+ sejtek szdmanak szignifikans ndvekedését eredményezte (a csak
stresszelt allatokéhoz képest), mikozben a kontroll allatokban alkalmazott fluoxetin
kezelés nem hatott az jsziildtt sejtek tulélésére (Czéh et al., 2007, 3b Abra).
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Stressz és antidepresszans kezelés ellentétesen regulalja a sejtproliferaciot az
mPFC szovetében is

A hippokampuszhoz hasonldan, kronikus stressz gatolta a sejtproliferaciot az mPFC-
ben is. A bal féltekében —55%-0s, a jobboldaliban —32%-0s csokkenést észleltiink
(Czéh et al., 2007, 4A és B Abra). A stresszelt allatok fluoxetin kezelése mindkét
féltekében novelte a proliferacios aktivitast, melynek eredményeként szignifikans
kiilonbség volt a stressz és stressz + fluoxetin csoportok kozott (Czéh et al., 2007, 4A
és B Abra). Kontroll allatokban a fluoxetin kezelés csupan gyenge (+16%-o0s)
novekedést okozott, mely nem volt szignifikans.

Stressz és antidepresszans kezelés ellentétesen hat az mPFC ujsziilott sejtjeinek
tulélésére

A stressz csokkentette mind a bal (—49%), mind a jobb (—29%) féltekében az jonnan
sziiletett sejtek tuléld hanyadat (Czéh et al., 2007, 4C és D Abra). A stresszelt allatok

fluoxetin kezelése kivédte a stressz hatasat, mig kontroll allatok fluoxetin kezelése nem
okozott szignifikans valtozast (Czéh et al., 2007, 4D Abra).

Az agyféltekék aszimmetridja a prefrontélis kéregben

Jo oka van annak, hogy a kétoldali mPFC areat egymastol megkiilonboztetve
tanulmanyoztuk, hiszen e részek funkcionalis aszimmetridjat még patkanyban is fel
lehet ismerni (Sullivan and Gratton, 1999, 2002). Amint az kdzleményiink (Czéh et al.
2007) 5. abrajan latszik, a féltekék eltérései mar a kezeletlen (kontroll) allatok kétoldali
mPFC agyrészeiben észlelt cytogenezis Osszehasonlitasakor észlelhetok. Az ilyen
allatokban ugy a proliferativ aktivitas, mint az Gjonnan sziiletett sejtek talélése a bal
féltekében magasabbnak mutatkozott, mint a jobboldaliban. Kronikus pszichoszocialis
stressz e két jelenséget (proliferativ aktivitas és az tijonnan sziiletett sejtek talélése) a
baloldali féltekében fokozottabb mértékben csokkentette. Ennek eredményeként az
aszimmetria megfordult, mert most a jobboldali mPFC agyrészben észleltiik a
(megmaradt) cytogenetikus jelek magasabb értékeit. A kezeletlen kontroll allatokban
észlelt adatokkal ellentétben, fluoxetin kezelés csokkenti illetve eltiinteti a féltekék
kégti aszimmetridt ugy a kontroll, mint a stresszelt allatokban (Czéh et al., 2007,
5.Abra).

Erdekes modon ez a velesziiletettnek vélt féltekei aszimmetria nemcsak a
cytogenezis szempontjabol jelentkezett, hanem egy masik morfologiai vizsgalatban,
mégpedig az mPFC piramis sejteinek dendritelagazédasanak elemzésekor is feltiint
(Czéh et al., 2008:; Perez-Cruz et al., 2009). Elemzésiink nemcsak az mPFC szubareai
kozott, hanem a hemiszfériumok 6sszehasonlitasakor is szignifikans kiilonbségeket tart
fel. Amint azt munkank (Czéh et al., 2008) 2. abrajan bemutatjuk, a kontroll allatokban
az fels6-eliils6 (dorsalis anterior) cingularis kéregrészben 1évo II1. rétegi piramis sejtek
dendritelagazddasi mintazata nem kiillonbozott a két félteke kozott. Ezzel szemben, ha a
pre-limbikus areat elemeztiik, akkor a jobboldali kéregben az apikalis dendritek
ko6zépso és disztalis része hosszabbnak mutatkozott, mint a baloldaliaké. Hasonldan, a
jobboldali infralimbikus kéregben is a piramis sejtek apikalis dendritjei voltak
hosszabbak, de eziittal a szomahoz kozeli régioban (Czéh et al., 2008, 2. Abra).
Huszenegy napig tartd immobilizacios (restraint) stressz elsGsorban a jobboldali
féltekében okozott elvaltozast és ennek folytan redukalodott a sajatos féltekei
aszimmetria (Czéh et al., 2008, 2. Abra). Féltekei kiilonbséget a prelimbikus kéreg

64



dc 209 11

piramis sejtjeinek a bazalis dendritfajaban, valamint annak tiiske szamaban is ki
tudtunk mutatni (Perez-Cruz et al., 2009).

Az ujonnan képz6dott sejtek fenotipusanak elemzése

Amint kézleményiink (Czéh et al., 2007) hatodik abrajan latni lehet, a DG-ban BrdU+
sejtek tobbsége (70-77%) egy neuron specifikus markerrel (NeuN) is jelolodott, mig
egy kisebb résziik (5-13%) az asztroglia specifikus markerrel (GFAP) mutatott kettds
jelolodést. Ezek az aranyok nem kiilonboztek a kiilonb6z6 kezeléseken atesett
allatcsoportokban. Mas glia markereket is kiprobaltunk, de a dentatuszban a GFAP
jelolte meg a BrdU+ glia sejtek tobbségét, €s ez az eredmény megegyezik a korabbi
megfigyelésekkel (pl. Malberg et al., 2000; Czéh et al., 2002).

Szemben a DG-ban megfigyeltekkel, a prefrontalis kéregben egyaltalan nem
talaltunk olyan ujsziilott sejteket, melyek neuronalis markert expresszaltak volna.
Ebben az aredban a BrdU+ sejtek tobbsége (63-80%-a) NG2-pozitivnak mutatkozott,
mely 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 jelolt sejtcsoportok aranya a kiilonbozo kezeléseknek alavetett allatok kézott
nem volt szignifikansan eltér6. Probaltunk még egyéb markereket is, de ezek nem
jelolték a BrdU+ sejteket. A sok negativ lelet illusztralasat feleslegesnek véljiik.

A nem limbikus agyrészekben észlelt cytogenezist alig befolyasolja a stressz illetve
a fluoxetin kezelés

Me¢ég két tovabbi agyrészben is ellendriztiik a sejtosztodas litemét. A primer motoros
kéregbdl és a szubventrikularis zéna / rosztralis migracios vonal mentén 1évo szovetbol
szarmazo6 mintakban vizsgaltuk, hogy vajon valtozik-e benniik a cytogenezis mértéke a
stressz 1lletve fluoxetin kezelés hatasara. Amint azt munkank (Czéh et al., 2007)
hetedik abraja mutatja, sem a stressz sem a fluoxetin kezelés utan, sem a proliferacios
aktivitdsban sem pedig a talélési aranyban nem alakult ki statisztikailag szignifikans
effektus.

MEGBESZELES

Munkank harom 1j eredményt hozott felszinre. Eldszor is demonstraltuk, hogy a
kronikus stressz nemcsak a hippokampuszban gatolja a cytogenezist, hanem az mPFC
aredban is. Masodszor demonstraltuk, hogy a stressz fenti gatld hatdsat mindkét
strukturaban (gyrus dentatus és mPFC) antidepresszans kezeléssel blokkolni lehet.
Tovabba. mind a stressz, mind az antidepresszans kezelés hatdsa specifikus volt a
limbikus struktirakra, mivel sem a primer motoros kéregben, sem a szubventrikularis
zonaban ezek a kezelések nem okoztak lényeges valtozast. Harmadszor, ugy véljiik,
hogy jelen vizsgalatunk hozta felszinre a felndtt patkany mPFC arediban az elsd
adatokat arrol, hogy a cytogenezis mértéke az agyféltekék kozt sajatos aszimmetriat
mutat. Egészséges kontroll allatokban ugy a proliferacios aktivitds, mint az jjonnan
sziiletett sejtek tulélésének aranya a baloldali mPFC aredban mindig kifejezettebb, mint
a jobboldaliban. Kronikus stressz a baloldali mPFC aredban okozott hatdsosabb gatlast,
és ennek eredményeként a féltekei aszimmetria megfordult. Erdekes megfigyelésiink,
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hogy a fluoxetin kezelés megsziintetni latszik ezt a fajta féltekei aszimmetriat Ggy a
kontroll, mint a stresszelt allatokban.

Napjaink stressz kutatasaiban a PFC jelentds figyelmet kapott, elsdsorban ennek
az agyteriiletnek az affektusok szabdlyozasaban, illetve a hangulatzavarokban jatszott
szerepe miatt (Drevets, 2000). Az allatkisérletek tantisaga szerint kronikus stressz
kapcsan az mPFC aredban megvaltozik a piramis sejtek dendritfajanak morfologiaja,
csokken az apikalis dendritfan a tiiskék siirlisége, hasonlokan, mint ahogy azt a
al., 2004, 2006). Eppugy mint a hippokampusz esetében, szintetikus glukokortikoid
kezelés az mPFC atr6fidjat és benne a neuronok szamanak csokkenését okozza
(Cerqueire et al., 2005). Eredményeink ezeket az ismereteket azzal egészitik ki, hogy a
kronikus pszichés stressz kapcsan az mPFC aredban észlelt cytogenezis nagymértékben
csokken. Mivel a stressz a depresszio kifejlodésének fontos rizikod faktora (Kessler,
1997; Kendler et al., 1999), a stresszelt allatok agyaban detektalhatdo sejtszintii
morfologiai elvaltozasok feltehetéen azonosak azzal, amit depresszidos paciensek
agyaban is észlelhetnénk, ha azok vizsgalata nem lenne olyan problematikus. Igaz, a
kozelmultban jelentek meg adatok arra vonatkozdan, hogy azok a piramis sejt
dendritfajat érinté elvaltozasok, amelyeket kronikusan stresszelt allatokban leirtak,
depresszios betegekben is kimutathatok (Hercher et al., 2010; Soetanto et al., 2010).
Jol ismert az is, hogy az ilyen betegekben a PFC area térfogata is szelektiven csdkken
(lasd az in vivo képalkoto eljarasok adatait pl. Drevets, 2000). Ezenkiviil e paciensek
frontalis agykérgének specifikus régioibol nyert poszt-mortem szovettani leletek a
neuronok méretének és a gliasejtek szdméanak redukcijat mutatjak (Ongiir et al., 1998;
Rajkowska et al., 1999; Cotter et al., 2001a, 2002; Uranova et al., 2004). Nem kizart,
hogy a mi sajat, a kronikus stressz utan észlelt hatarozott gliagenezis csdkkenésre
vonatkozd leleteink esetleg kapcsolatba hozhatok azokkal a glia sejtszdm
abnormalitasokkal, melyeket depresszios paciensek agyanak fronto-limbikus részeiben
figyeltek meg (Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007).

Mint ahogy azt a Bevezetében (1.3.) taglaltuk maig sincs egyetértés abban,
hogy vajon a kifejlett neokortexben képzddnek-e 1j neuronok (Gould et al., 1999c;
Bernier et al., 2002; Kornack and Rakic, 2001; Rakic, 2002b; Dayer et al., 2005;
Cameron and Dayer, 2008). Jelen munkank egyik fontos célja volt az mPFC areaban
képz6d6 sejtek fenotipusanak meghatarozasa. Leleteink szerint ebben a kortikalis
régidoban az 1jsziilott sejtek tobbségébdl a differencidlodas utan NG2+ glia, mig egy
kisebb hanyadabol endothel sejt lett. Hasonlo leletekrdl szamoltak be korabban masok
is igy Kodama et al. (2004) és Madsen et al. (2005). Habar t6bb neuron specifikusnak
ismert sejtmarkert is kiprobaltunk, nem talaltunk arra utalé jeleket, hogy a
neokortexben 1jsziilott neuronok lennének. Negativ leletiink talan annak rovasara
irhato, hogy masok, igy Dayer et al. (2005) sokkal tébb BrdU jel6l6 anyagot injektaltak
az allatokba és joval hosszabb tulésési idékkel dolgoztak. Ismert, hogy kiillonb6zo
BrdU adagolasi protokollok, szignifikansan eltéré eredményeket hozhatnak.

Az emberi agy féltekei specializacidja jol ismert, és szadmos tanulmany igazolja,
hogy mas emldsokben, koztiikk ragesalokban is létezik bizonyos foku lateralizacio
(Sullivan and Gratton, 2002; Sullivan, 2004). Az emberi agy frontalis lebenyének
funkcionalis aszimmetridja nemcsak normalis koriilmények kozott észlelhetd, hanem
kiilonféle pszichopatoldgiai allapotokban is megfigyeltek a féltekei lateralizacio
modosulasat (Bench et al.,, 1992; Davidson, 1992). Az emocionalis folyamatokra
vonatkozd ujabbkori agymodellek feltételezései szerint, a pozitiv (megkozelitéssel
kapcsolatos) emociok elsdsorban a bal féltekei aktivitdshoz kdthetdk, mig a negativ
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(visszahtizodassal, inger keriiléssel kapcsolatos) emodciok “képviselete” inkabb a
jobboldali féltekében van (Rotenberg, 2004). Ez az elképzelés — mely ugyan sokak
szerint tilsagosan is leegyszerlsitett — azokon a klinikai megfigyeléseken alapszik,
melyek a bal félteke sériilése utan depresszios tiineteket, mig a jobb félteke sériiléseit
kovetden euforias allapotot irnak le (pl. Starkstein and Robinson, 1988; Rotenberg,
2004; Shenal et al., 2003). Még nem tudjuk, hogy a mi leletiinknek, mely szerint a
mPFC aredban zajlo cytonezis sajatos lateralizdciot mutat, van-e funkcionalis
jelentdsége, de vonzd az a gondolat, hogy e jelenségnek valami koze lehet az
emocionalis folyamatok klinikumban leirt lateralizaciojahoz. Elképzelhetd, hogy a
mialtalunk feltart sejtszintli anatomiai kiilonbségek a kétoldali mPFC-ben a féltekék
funkcionalis aszimmetridjanak tiikr6z6dései. Eredményink szerint kontroll patkanyok
baloldali mPFC areajaban magasabb a sejtképzddési aktivitas, és ez talan annak a
tiinete, hogy normalis koriilmények kozott a baloldali a “dominans” félteke. Mivel
kronikus stressz kapcesan a bal mPFC aredban erdsebb a cytogenezis gatlasa, emiatt az
aszimmetria végiill megfordul. A stresszelt allatokban a jobboldalon magasabb a
cytogenezis, amely ennek az agyrésznek a tartds stressz kozben érvényesiild
hiperaktivalodasat tiikrozheti. Ez az elképzelés azon alapszik, hogy emberben az
elektroencefalografiass (EEG) vizsgalatok depresszios allapotokban a bal félteke
csokkent aktivitasat dokumentaljak (Sullivan and Gratton, 2002; Shenal et al., 2003).
Ezzel parhuzamosan, szorongasos korképekben jobb féltekei hiperfunkcidt irnak le
(Sullivan and Gratton, 2002; Shenal et al., 2003). Hipometabolizmus és a baloldali PFC
area térfogatanak csokkenése is tarsul a depresszios hangulatzavarokhoz (Drevets et al.,
1997; Drevets, 2000). E human leletekkel kapcsolatba hozhatoéak azok az allatkisérletes
adatok, melyek az PFC area funkcionalis lateralizacidjardl szolnak ugy stressz kapcsan
mint erdteljesen emociondlis helyzetekben (Sullivan and Gratton, 2002). Példaul,
majmokban végzett EEG vizsgalatok bizonyitjak, hogy a jobb oldali frontalis kéreg
fokozott aktivitisdhoz magasabb szérum kortizol szint tarsul, és az ilyen allatok
kiilonosen félénk magatartast mutatnak (Kalin et al., 1998). Mindez arra utal, hogy a
jobb frontalis lebeny fokozott aktivitasa a stresszként megélt, szorongéasos allapotokban
fordul eld. Kisérleti patkanyokbdl szarmazé adatok bizonyitjak azt is, hogy a jobboldali
mPFC kozvetlen anatomiai kapcsolatban all mas, a stressz-reakciot regulald agyi
kozpontokkal (Sullivan and Gratton, 1999, 2002; Sullivan, 2004). Osszegezve, azt
gondoljuk, hogy a fent ismertetett sejtszintli elvaltozasok szerepet jatszhatnak a
depresszios paciensek frontalis kérgében leirt strukturalis és funkciondlis
abnormalitasok kialakulasaban.
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5. OSSZEFOGLALAS ES AZ EREDMENYEK

JELENTOSEGE

Igaz ugyan, hogy kisérleteink tobbségét egy olyan egzotikus allatfajban végeztiik,
mellyel tobbségilink talan soha életében nem talalkozik, kutatdsi témavalasztasunk
mégis egy nagyon is valosagos problémat érint, hiszen a mai felgyorsult vilagban a
kronikus stressztdl mentes életet csak nagyon kevesen engedhetik meg maguknak.

Hangsulyozni szeretnénk, hogy kisérleti eredményeink tobbsége a maga idejében az
irodalomban elsé kozlés volt. Munkank értékét alahuzza, hogy megfigyeléseinket tobb
laboratoriumban utanvizsgaltak és sikeresen reprodukaltak.

A kovetkezo fobb eredményeket tartuk fel:

5.1. Kimutattuk, hogy a kronikus stressz a feln6tt hippokampuszban zajlo
neurogenezist gatolja. Ez a gatldo hatas mind a sejtek proliferacios aktivitdsara, mind
pedig az 0jsziilott neuronok talélési esélyeire egyforman érvényesiil.

5.2. Meghataroztuk az életkor egészen korai szakaszdban, akar prenatdlisan is,
elszenvedett stressznek a felndttkori neurogenezisre illetve a hippokampusz térfogatara
gyakorolt hosszu tavi 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 felndttkori
neurogenezis eldfordulésa is szignifikansan ritkul. Mivel ezek az adatok féemlésokbol
szarmaznak, ezért ezek a folyamatok emberben is nagy valdszinliséggel hasonloképpen
jatszodnak le.

5.3. Kimutattuk, hogy antidepresszans kezelés ellenstilyozni képes a stressz
hippokampalis  felndttkori  neurogenezisre  gyakorolt  gatldé  hatasat. Az
antidepresszansok eme hatdsat azdota szamos kutatocsoport 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 idokdzben hivatalosan, az US FDA altal is elfogadott és
engedélyezett antidepresszans kezelés lett. Ugyanakkor, habar mi az NK;-receptor
antagonistak AN-t stimulaldé hatdsa 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, példdul depresszios betegekben, vagy egyéb stressz
¢lményekkel kapcsolatos pszichidtriai megbetegedésekben, kisérleti allatokban tartos
stressz kovetkezményeként is jelen van. Eredményeink szerint azonban e térfogat
csokkenés hatterében nem a hippokampusz neuronjainak tomeges pusztulasa all.
Erdekes médon 1igy tiinik, hogy az antidepresszans kezelésnek mind a hippokampusz
térfogatara, mind az apoptotikus sejtek eldforduldsi valosziniiségére gyakorolt effektusa
a stressz hatéasat ellensulyozhatja.
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5.5. Eredményeink szerint, a hippokampusz stressz-indukalta zsugorodasa hatterében
tobbek kozott a gliasejtek (asztrocitdk) pusztulasa, illetve a hippokampusz
kapillarizaciojanak csokkenése is szerepelhet.

5.6. A kronikus stressz funkcionalis kovetkezményeit vizsgalva meglepd eredményeket
kaptunk. Példaul a hippokampusz CA3 piramis sejtjeinek aktiv elektrofizioldgiai
tulajdonsagai csak kismértékben valtoznak, pedig ezek a neuronok kronikus stressz
hatdsara szignifikdns dendritfa atrendezddéssel reagalnak. Varakozasunkkal
ellentétben, kronikusan stresszelt mokuscickanyok hippokampusz-dependens memoria
feladatokban valo tesztelésekor nem lattunk kognitiv deficitre utal6 jeleket. Végiil, a
kronikus stressz GABAerg neuronok halozatara gyakorolt hatasanak vizsgalata kdzben,
meglepetésiinkre, azt talaltuk, hogy a stressz elsdsorban a csak kevéssé plasztikusnak
tartott parvalbumin-pozitiv sejtek miikodését befolyasolja. Erdekes modon ez utobbi
kisérletink mintegy ,mellékleleteként” a ,membrane-bound”  glukokortikoid
receptorok 1étezésének tovabbi bizonyitékait talaltuk.

5.7. Kimutattuk, hogy a prefrontalis kortexben tartds stressz, illetve antidepresszans
kezelés hatasara a hippokampuszhoz nagyon hasonld sejtszintii elvaltozasok
keletkeznek. Ugyanakkor, eredményeink szerint a kifejlett prefrontalis kortexben
képz6do sejtek tobbsége glia, vagyis ebben a régioban a stressz és az antidepresszans
kezelés elsOsorban a gliogenezist regulalja. Ezenkiviil tovabbi bizonyitékokat talaltunk
a prefrontalis kéreg féltekei lateralizacidjara nézve, mely a neuronok dendritfajanak

crer

Két megjegyzés munkassagunk jelentdségének kiemelésére:

A kilencvenes évek végén mi voltunk az egyetlen kutatocsoport, mely kronikus
pszichoszocialis (social defeat) stresszel probalta modellezni a major depresszids
megbetegedést. Paradigmankat eredetileg mokuscickanyokra dolgoztuk ki és
alkalmassagat kisérletek sordban bizonyitottuk. Eljarasunkat kés6bb tobb kutatdocsoport
atvette. Mokuscickanyok hianyaban, kell¢ koriiltekintéssel, paradigmank patkanyokban
¢s egerekben is jol hasznalhatonak bizonyult, mely tény ma, a transzgenikus egerek
korszakaban, kiilonosen fontos.

crer

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

cres
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