Valaszok Dr. Alpar Alan biralataban megfogalmazott kérdésekre, felvetésekre

El8szor is nagy tisztelettel szeretném koszonetemet kifejezni Professzor Ur alapos munkajaért
¢s a részletes értékeld véleményéért!

Kérdéseit illetoen az alabbi valaszokat adom:

1. ,, Az ismertetett neurondlis és neurohumoralis stresszutak mellett a volume transmissioval
kozvetitett lehetoségek egyre nagyobb figyelmet kapnak. Jelolt eredményei osszefiiggésbe
hozhatok-e ilyen mechanizmusokkal?”

Vilasz:

A volume transmission alatt ma Gsszefoglaléan olyan mechanizmusok Osszességét értjiik,
amelyben a klasszikus szinaptikus jelatvitelnél joval kevésbé helyspecifikus modon torténik
kémiai hirvivék atjan kommunikacio pl. az extracellularis matrixon, a perivaszkularis terekben
vagy a liquor Gtjan. Neuropeptiderg rendszerekben gondolkodva, ez a célsejtek felszinén, de
nem a posztszinaptikus denzitasok teriiletén lokalizalt receptorok, elsésorban G protein
kapcsolt receptorok jelenlétét feltételezi, szemben a szinaptikus jelatvitelben nagyobb szereppel
bird ioncsatorna receptorokkal. Professzor ur felvetését olvasva eszembe jutott nemrégiben
megjelent kozleménye (Alpar és mtsai.  2018), ahol a paraventricularis mag (PVN)
corticotropin releasing hormon (CRH) tartalmu sejtjeinek a harmadik kamra ependyma
sejtjeibol induld ciliaris ndvekedési faktor felszabaditasan és a liquoron keresztiil zajloé volume
transzmisszion alapuld jelatvitelét irtak le a locus ceruleus teriiletén. Az ott leirt jelenség a mi
munkank soran alkalmazott akut stressz modellekben lejatszodhatott a PVN-CRH
rendszereiben. Mi a munkank soran azonban nem vizsgaltuk a volume transmission-t, igy ezt a
lehdséget sem.

A munka masik f6 teriileten, a Centralis projekcioju Edinger-Westphal mag (EWcp) vizsgalata
kapcsan e machanizmust kevésbé tartom valdszinlinek, mert nem lattunk UCNI tartalmu
rostokat, amelyek az emendymat megkozelitették volna az aqueductus cerebri mentén. Ezen
kiviil, sem az elérheté publikus adatbazisok, mint az Allen mouse brain atlas (Lein és mtsai.
2007) sem professzor Gr (Zahola és mtsai. 2019) kézleménye nem utal arra, hogy secretagogin
lenne jelen az EWcp idegsejtjeiben.

A kérdésre adott valaszom mégis az, hogy kozvetett adatok alapjan Osszefliggésbe hozhatok
lehetséges példat szeretnék erre felhozni, mely dnmagaban is egy meglehetésen komplex
szabalyozasi mechanizmust sejtet, melyben a receptorok hozzaférhetésége is szerepet jatszik.

A CRH rendszerek kapcsan Waselus és munkatarsai (2009) mutattak ki, hogy a CRH
receptorok eloszlasa a nucleus raphe dorsalis (DR) szerotonin neuronjaiban szabalyozott.
Kontroll koriilmények kézott a CRH1-es tipusu receptor van a sejtmembranban, tehat elérhetd
a ligandumok szamara. A CRH2-es tipust receptor ezzel ellentétben ekkor citoplazmatikus
elhelyezkedést mutat. Stresszexpozicidt kdvetden a receptorok eloszlasa ezzel ellentétes lesz,
vagyis a CRH2 receptor valik elérhetové a membranban. A szerzOk immun
elektronmikroszkopiaval is kimutattak a receptorok eloszlasat, és jol lathato, hogy a receptorok
eloszlasa nem korlatozodik a membranban a szinaptikus teriiletekre. Masok, ¢és sajat
megfigyeléseink is alatamasztjak, hogy CRH és UCNI tartalmi axon terminalisok is



megtalalhatok a DR mag teriiletén. Az UCNI tartalma axonok esetében sajat megfigyeléseink
is alatdmasztjak azt, hogy fénymikroszkopos szinten gyakran varikozus megjelenésiiek.
Elektronmikroszkdpos vizsgalatok lennének sziikségesek annak bizonyitasara, hogy vannak-e
olyan neuropeptid tartalmu vezikulumok ezekben varikozitasokban, amelyekbdl esetleg nem
szinaptikus release torténhet, és hogy vannak-e CRH receptort hordoz6 sejtmembran elemek a
kozelben. Mivel azonban ismert, hogy a DR teriiletébe injektalt UCNI1-nek az ide injektalt
CRH-val ellentétben van hatdsa (Turek és Ryabinin, 2005), azt feltételezziik, hogy az UCN1
hatasa legalabb részben a szinaptikus résen kiviil elhelyezked6 CRH2 receptorokon is végbe
mehet.
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2. Avizsgalatok csak him egyedeken torténtek. Van-e adat arra nézve, hogy néstények stressz
adaptdacios valaszai kifejezetten a vizsgalt rendszerben a himektol eltéréen alakulndanak?
A vizsgalt teriiletek receptor mintdzata eltér-e himekben és nostényekben?

Vilasz:

Professzor ur kérdésében nem utalt arra, hogy melyik stresszadaptacioval foglalkozo kisérleti
modelliink esetében, melyik agyteriilettel és melyik vizsgalt peptiderg rendszer receptoraival
kapcsolatban meriilt fel ez a kérdés. Az Osszes stresszmodellben minden vizsgalt agyteriiletre
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¢és tanulmanyozott peptiderg rendszerre valamint ezek receptorara illetve receptoraira
vonatkozoan erre a kérdésre részletes valaszt adni nagyon Osszetett és hosszadalmas lenne. A
valaszt ezért az EWcp-t illetéen adom meg, mert itt a kérdést munkacsoportunk is vizsgalta, és
van ra sajat adatunk. A legfébb CRH rendszereket illetéen néhany irodalmi adatot mutatok be
ezzel kapcsolatban.

Vizsgalataink sordn valdéban a him allatokkal dolgoztunk. Ennek oka elsésorban az a
megfigyelésiink volt, hogy Osztrogén béta receptorokat (ERb) talaltunk az Edinger-Westphal
mag peptiderg idegsejtjeiben (Derks és mtsai. 2007). Az Erb mRNS kifejez6dése jelentés nemi
kiilonbséget mutatott patkanyban (Derks és mtsai. 2010), masrészt, felmeriilt annak a
lehetOsége is, hogy az 6sztrogénszint ciklikus valtozasai néstény allatoknal befolyasolhatjak a
mag miikodését. A nemi kiilonbségeket illetden az EWcp-ban human szdvetmintik vizsgélata
is aldtdmasztja, mivel dngyilkos férfiak mintaiban 11-szer tobb UCN1 mRNS-t taldltunk, mind
szuicid nék mintaiban (Kozicz és mtsai. 2008). Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy him
patkdnyokban a diGsztrusz fazisban ledlt ndstényekénél Gtszor magasabb Ucnl mRNS
expresszio jellemzdé. Amikor a ndstényekben vizsgaltuk a mag miikodését a ciklus fazisaiban,
azt figyeltiik meg, hogy az Ucnl mRNS kifejez6dése csokken didsztruszban a prodsztruszhoz
képest (Derks és mtsai. 2010). Ezekben a tesztekben az allatok ciklusfazisat egyetlen
hiivelykenet mintavétel alapjan hataroztuk meg post mortem, hogy az allatokat ne tegyiik Ki
akut stressznek, melyre a mag kiilondsen érzékeny. Mivel a mag miikddése kontroll
koriilmények kozott is ilyen jelentds ciklusfiiggést mutatott, azt feltételeztiik, hogy a
stresszexpozicid soran is eltéré reakciokat varhatunk. Ennek vizsgalatara technikai
megfontolasok miatt végiil nem keriilt sor. E dontésiink egyik szempontja az volt, hogy ahhoz,
hogy egyenld elemszamu csoportokat alakitsunk ki a ciklusfazis szerint, igen sok allat
bevonasara és ciklusfazis monitorozasara lett volna sziikség hiivelykenet készités utjan, melyre
az allathazi kapacitas korlatai miatt nem voltunk felkésziilve. Masrészt, a kenetkészités az allat
szdmara legalabb egy alkalommal akut stresszt jelent, ami a mag miikodésében mélyrehatd
valtozast okoz, és nehéz lett volna az akut stressz hatasat, a ciklusfazis hatasat, esetleg a kettd
interakciojat megfelel kontrollok hidnyaban elkiiloniteni. Mivel patkanyok esetében 4 és 5
napos ciklust allatok is elé6fordulnak, a fazisok vizsgalatat tgy kell elvégezni, hogy az legalabb
két ciklust végig kovessen. Ez mar egy kronikus stresszhatast is jelent egyben, melyhez az
allatok egyénileg valtozd mértékben adaptalodhatnak. Felmeriilt a kérdés, hogy a nemi
kiilonbségeket vizsgaljuk a kronikus stresszmodellek kapcsan is, de végiil ezekben a
modellekben is lemondtunk a ndstény egyedek vizsgalatarol, mert a kronikus stresszexpozicio
gyakran az Osztruszciklus zavarat, vagy megsziinését okozza (Casillas és mtsai. 2021).

Egészen roviden emlitem meg, mivel mi ezt nem vizsgaltuk, de a CRH rendszerek kapcsan jol
ismert, hogy a nemi hormonok receptorai megtalalhatok a PVN teriiletén, melyek nemi
kiilonbségeket és életkorfiiggd valtozasokat mutatnak (Lagunas és mtsai. 2019, Contoreggi és
mtsai. 2021). Az androgén receptorok him allatokban a nucleus interstitialis striae terminalis
(BNST) és nucleus centralis amygdalae (CeA) teriiletén fejez6dik ki nagyobb mértékben CRH
neuronokban. Az 6sztrogén alfa receptorardl pedig tudjuk, hogy him allatok CRH neuronjaiban
mind a PVN, mind a BNST teriiletén nagyobb mennyiségben van jelen, mint ndstényekben
(Rybka et al 2023). A receptorok jelenléte alapjan tehat arra kdvetkeztethetlink, hogy a nemi
hormonok kozvetleniil befolyasolhatjak azokat az idegsejteket, amelyeknek szerepe van a
stresszadaptacioban. Mindazonaltal, a fenti néhany vizsgalatunk soran, ahol néstény allatokkal
dolgoztunk, azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt rendszerek nagyon érzékenyek a hormonalis



valtozasokra. Ez nagy szorast eredményez, ami tovabb emeli a vizsgalatokhoz sziikséges
elemszamot, ami a ciklusfazisokra tekintettel eleve legalabb négyszeres.
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3. ,Szokatlan megfogalmazds: ,,alpha-MSH és AgRP ir idegrostok kozelitik meg az
EWcp/UCNI sejtjeit (49.0)”

Vilasz:

Egyetértek Biralé Ur véleményével, és elismerem, hogy ,.alpha-MSH és AgRP ir idegrostok
kapcsolatba keriilnek EWcp/UCNI1 sejtjeivel” megfogalmazds a tudomanyos nyelv
szempontjait figyelembe véve, helyesebb lett volna. Mivel nem végeztiink
elektronmikroszkopos vizsgalatokat, igyekeztem itt kelld dvatossaggal fogalmazni.

4. ,,Miért az epididymalis zsirszovetbol végez retrograd viralis jelolést?”



Vilasz:

A fehér zsirszovet mikodését a hypothalamus a szimpatikus idegrendszeren keresztiil
befolyasolja, melyet az altalunk is alkalmazott transzneuralis virusjeldlési technika segitségével
irtak le, visceralis zsirdepok vizsgalata soran (Stanley ¢és mtsai. 2010). Mivel a visceralis
zsirszovetlerakddasnak nagyobb jelentdsége van az elhizassal kapcsolatos metabolikus és
egyéb korallapotokban, mint a szubkutan zsirszovetnek, gyakrabban vizsgaljak a visceralis
zsirszovetet. Ide tartozik az epididymalis zsirszovet is. Korabbi sajat vizsgalataink azt mar
Kimutattak, hogy az EWcp peptiderg sejtjei és a szimpatikus idegrendszer kdzott kapcsolat van,
mivel a mellékvesébdl sikeriilt retrograd virusjeloléssel elérni az EWcp peptiderg sejtjeit (Shah
és mtsai. 2013). Kézenfekvd volt ezért a visceralis zsirraktarak koziil az epididymalis zsirt
valasztani, és megvizsgalni, hogy egy onnan inditott retrograd transzneuralis virusjel6lés eléri-
e az EWcp peptiderg sejtjeit. Az epididymalis zsir virusjelolése melletti dontést az is segitette,
hogy ez a szovet mitéttechnikai szempontbol konnyebben hozzaférhets, eléemelhetd,
kezelhet6, igy a virusparticulumok hasiiri szorodasanak veszélye kisebb, mint a
retroperitonedlis zsirszovet esetében.
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5. 65.0.: ,SNpc dopaminerg neuronjait 6 darab egymdstol 180um-re elhelyezkedo
reprezentativ metszési sikban szamoltuk meg és a sejtszamok osszegét adtuk meg.” — Miért
nem teriiletegységre tortént a meghatdrozas? Az abszolut szamok félrevezetoek lehetnek,
vagy itt éppen ennek tulajdonitott fontossagot a szerz6?

Vilasz:

Az alkalmazott rotenon modellben sziikséges annak ellendrzése, hogy valoban megtortént-e a
dopaminerg sejtek pusztuldsa a substantia nigra teriiletén. Professzor Urnak teljes mértékben
igaza van abban, hogy az abszolit sejtszamok félrevezetdk lehetnek. A kozlemény eredeti
verzioban mi is teriiletegységre, metszetekre vonatkozatott atlagokat adtunk meg. A cikk
birdlati fazisdban azonban az egyik biralo felhivta a figyelmiinket egy lehetséges torzitd
faktorra, amit az atlagolas esetleg nem tud hatékonyan kisziirni. A rotenon modell esetében
ismert, hogy a sejtek pusztulasa lehet diffiiz kisebb mértékii, de esetenként lehet fokalis is, és
ilyenkor, jellemzden lokalisan nagyaranyu. (Ez egyben a striatum teriiletén fokalis dopaminrost
vesztést eredményez, ahogy azt be is mutattam az 5.70B abran.) Ilyen fokalis 1ézi6 esetén
eléfordul, hogy az egy stirlibb dopamin sejttarsulast érint, és ezzel egy viszonylag kis teriiletet
érint6, mégis nagyobb aranyt sejtvesztés 1ép fel. Egy ilyen metszet esetében ez a
teriiletegységre vonatkoztatott sejtszamot kisebb aranyban befolyasolja, mivel ilyenkor a



dopaminerg teriilet hataranak kijelolése a sejtek hianyaban nehéz, és a néhany megmaradt sejt
altal elfoglalt régio kisebb. Vagyis, a kelleténél kisebb teriiletegységet hatarolunk koriil, ahol a
szamlalas torténik, és itt sokszor alig marad 1-1 detektalhatd sejt. Mas allatok vagy sikok
esetében egy diffuz sejtvesztést latunk, fokalis 1éziok nélkiil, ahol jol 1atjuk a dopaminerg teriilet
méretét, azzal egylitt, hogy ritkava valik a sejtek eloszlasa. Ezért a cikk birdlojanak javaslatara
¢s annak érdekében, hogy a lehetd megbizhatobb legyen a sejtszamcsokkenés meghatarozasa,
amellett dontottiink, hogy a Sorozatokbdl 6 metszetet elemziink, ahol szigoruan a
legpontosabban anatoémiai sikokat meghatarozva szamoltuk meg sejteket. Azt lattuk, hogy
amennyiben az 0sszsejtszdmot €s nem a teriiletegységre vonatkoztatott sejtszamot vettiik
alapul, kisebb szoras mellett, és ezzel erésebb statisztikai szignifikancia mellett tudtuk a
sejtszamvesztést bemutatni.

6. 68. 0.: ,,A PACAP KO dllatok szignifikansan hosszabb immobilitdsi ideje (5.1.A dbra)
FST-ben depresszioszerii viselkedésre utalt, mely nagyobb OFT aktivitissal (5.1.B-C
dbra) jart.” Nem ellentétes értelmiiek ezek a kijelentések?

Vialasz:

A forced swim teszt immobilitasi ideje a legtobb szakérto altal elfogadottan az allat depressziod
szintjére enged kovetkeztetni. Az allat feladja a kilatastalannak tiind kiizdelmet, nem prébal
szabadulni, varja sorsa beteljesiilését. A munkdnk soran hasznalt CD1 alapon tenyésztett
PACAP KO allat esetében tobb modellben tobb laboratérium azt talalta, hogy az allatokra egy
depresszid-szerli viselkedésmintazat jellemz6. Az open field tesztben (OFT) az allatok
szorongasi szintjét hatdrozzuk meg a lokomotoros aktivitassal egylitt, mivel ezek értékelése
egyiitt kell, hogy torténjen. A rejt6zkodo életmodu ragesalok ugyanis a sarkokban, a fal mellett
exploralnak. Ha ezt nagyon aktivan teszik, hosszabb id6t toltenek a falak mellett. Ha az allat
lokomotoros aktivitasa kisebb és inaktiv, helyet foglalhat a fal mellett is, de letilhet attol
tavolabb, €s esetleg azért mériink rovidebb falnal toltott idot, mert nem exploral, kevesebb iddt
tolt a fal mellett. Mi azt talaltuk, hogy PACAP KO allatokra OFT-ben egy, a vad tipustakkal
Osszehasonlitva megnovekedett lokomotoros aktivitas mellett az allatok tobb id6t toltenek a fal
mellett. Utobbi fokozott szorongésra utalhat, de a fokozott lokomotoros aktivitas arnyalja ezt a
képet. Ez 1ényeges abban a tekintetben is, hogy a marble burying teszt és a light-dark boksz
teszt eredményei ezzel ellentétes, csokkent szorongéasi szintre utaltak. A megndvekedett
lokomotoros aktivitast mindhdrom teszt egybehangzdéan mutatta, a kompartmentek kozti
athaladasok szama, a megtett ut, és a mozgassal toltott idotartam alapjan. Az OFT-ben latott
fenotipus ezen kiviil esetleg azzal is magyarazhato, hogy Hashimoto és mtsai. (2001) az allatot
30 percig vizsgaltdk OFT-ben, ¢és az id6tartam masodik felében lattak a cs6kkent szorongast.
Sajat munkank sordn az OFT konvencionalis, 5 perces tesztelést végeztiik el.

Amennyiben Birdlo Ur kérdésében arra utal, hogy a depresszio és a csokkent szorongis
ellentétben allnak egymassal, ennek a felvetésnek igazat kell adnom. Teszem ezt azzal a
megjegyzéssel, hogy bar a depresszio és a szorongasos allapot gyakran komorbid allapotok, a
klinikai adatok azt mutatjak, hogy ez az esetek mintegy felében jellemzd ez (Hirschfeld és
mtsai. 2001 Mili¢ és mrsai 2024), tehat, messze nem minden esetben. Ezért, én ebben a két
megfigyelésben nem latok kibékithetetlen ellentétet.

Idézett irodalom:



Hirschfeld RM. The Comorbidity of Major Depression and Anxiety Disorders: Recognition and
Management in Primary Care. Prim Care Companion J Clin Psychiatry. 2001 Dec;3(6):244-
254. doi: 10.4088/pcc.v03n0609. PMID: 15014592; PMCID: PMC181193.

Mili¢ J, Skitareli¢ N, Majstorovié¢ D, Zoranié S, Civljak M, Ivanievié K, Marendié¢ M, Mesari¢
J, Puhari¢ Z, Neuberg M, Cukljek S, Racz A, Puljak L. Levels of depression, anxiety and
subjective happiness among health sciences students in Croatia: a multi-centric cross-sectional
study. BMC Psychiatry. 2024 Jan 13;24(1):50. doi: 10.1186/s12888-024-05498-5. PMID:
38218757; PMCID: PMC10787412.

7. wMi az oka, hogy a PACAP KO dllatok stresszmentes helyzetben a kiilonbozo
agyteriileteken nagyobb cFos aktivaciot mutatnak - mig ugyanakkor stresszben a
novekedés elmarad a vadtipusu egerekben talaltakhoz képest? Ugyanigy: magasabb
Ucnl RNS tartalmat figyelt meg TRPAI KO egerekben, melynek nivekedése CVMS-ben
— a vadtipusu dllatoktél eltéréen — elmarad”

Vilasz:

Erre a kérdésre nem tudok egészen pontos valaszt adni, de van néhany lehetséges magyarazat
a jelenségre. A FOS fehérje, mint aktivaciés marker esetében sok tanulmanyt végeztiink és a
kontrolljaink vizsgalata soran megallapitottuk, hogy szamos agyteriileten van jelen kiilonb6zo
mértékll bazalis aktivitas, mely életkorfiiggé modon valtozik. Ez a jelenség 1-3 hénapos, tehat
fiatal patkdnyok esetében egy-egy agyteriileten olyan mértékii volt, hogy az alkalmazott stressz
az eleve jelentds bazalis aktivitast mar nem emelt olyan mértékben, hogy az szignifikdns
mértékii legyen. Ebben az életszakaszban a stresszadaptacids rendszerek érése, és egy fokozott
plaszticitas jellemzd, €s ugy gondolom, hogy a sejtek fokozott bazalis aktivitasa ezzel fiigg
Ossze. Ehhez hasonloan, az az allaspontom, hogy a PACAP KO 4allatok esetében megfigyelt
magasabb bazalis FOS aktivitas a PVN-ben és a periaqueductalis sziirkeallomanyban (PAG)
egyfajta kompenzacids mechanizmust mutathat, mely olyan gének aktivacidjat is feltételezi,
amelyeket az AP1 transzkripcios faktor szabalyoz. Mivel a PACAP jelent6s hatassal bir a PVN
teriiletén (Agarwal és mtsai. 2005, Norrholm és mtsai. 2005), feltételezhetd, hogy hianya
kompenzaciés mechanizmisok beinduldsat okozza, ami a FOS fehérje megjelenéséhez vezet.
Jol ismert azonban, hogy a HPA tengely aktivacioja a PACAP KO éllatokban zavart szenved,
¢s a stresszre adott FOS valasz nagymértékben csokkent. A PAG a masik régio, a PACAP KO
allatok magasabb bazalis aktivitast mutattak. A dorzalis PAG esetében ez arra utal, hogy e
teriilet megndvekedett aktivitdsa magyarazhatja a szorongasi szint zavarat (Graeff és Zangrossi
2010) ebben a KO torzsben. A lateralis PAG a leszallo antinociceptiv rendszer kozpontja. Mivel
tudjuk, hogy a PACAP KO allatnak csokkent a fajdalomelharitdo magatartasa (Sandor és mtsai.
2010), feltételezheté a PAG eredetii leszalld antinociceptiv palya nagyobb aktivitaisa PACAP
KO allatokban (Gaszner és mtsai. 2012).

A kontroll TRPA1 KO allatok esetében latott magasabb Ucnl mRNS tartalom arra utalhat,
hogy az allatok csokkent szorongasi szintjét egy megnovekedett UCN1 aktivitds okozhatja a
CRH2 receptorok aktivalasa utjan (Vetter és mtsai. 2002).

Idézett irodalom:

Agarwal A, Halvorson LM, Legradi G. Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide
(PACAP) mimics neuroendocrine and behavioral manifestations of stress: Evidence for PKA-

7



mediated expression of the corticotropin-releasing hormone (CRH) gene. Brain Res Mol Brain
Res. 2005 Jul 29;138(1):45-57. doi: 10.1016/j.molbrainres.2005.03.016. PMID: 15882914,
PMCID: PMC1950324.

Gaszner B, Kormos V, Kozicz T, Hashimoto H, Reglodi D, Helyes Z. The behavioral phenotype
of pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide-deficient mice in anxiety and depression
tests is accompanied by blunted c-Fos expression in the bed nucleus of the stria terminalis,
central projecting Edinger-Westphal nucleus, ventral lateral septum, and dorsal raphe nucleus.
Neuroscience. 2012 Jan 27;202:283-99. doi: 10.1016/j.neuroscience.2011.11.046. Epub 2011
Dec 9. PMID: 22178610.

Graeff FG, Zangrossi H Jr. The dual role of serotonin in defense and the mode of action of
antidepressants on generalized anxiety and panic disorders. Cent Nerv Syst Agents Med Chem.
2010 Sep 1;10(3):207-17. doi: 10.2174/1871524911006030207. PMID: 20528764.

Norrholm SD, Das M, Légradi G. Behavioral effects of local microinfusion of pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) into the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN). Regul Pept. 2005 May 15;128(1):33-41. doi:
10.1016/j.regpep.2004.12.023. PMID: 15721485; PMCID: PMC1950325.

Sandor K, Kormos V, Botz B, Imreh A, Bolcskei K, Gaszner B, Markovics A, Szolcsanyi J,
Shintani N, Hashimoto H, Baba A, Reglodi D, Helyes Z. Impaired nocifensive behaviours and
mechanical hyperalgesia, but enhanced thermal allodynia in pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide deficient mice. Neuropeptides. 2010 Oct;44(5):363-71. doi:
10.1016/j.npep.2010.06.004. PMID: 20621353.

Vetter DE, Li C, Zhao L, Contarino A, Liberman MC, Smith GW, Marchuk Y, Koob GF,
Heinemann SF, Vale W, Lee KF. Urocortin-deficient mice show hearing impairment and
increased anxiety-like behavior. Nat Genet. 2002 Aug;31(4):363-9. doi: 10.1038/ng914. Epub
2002 Jul 1. PMID: 12091910.

8. ,,79.0.: A centralis amygdala teriiletén vadtipusu egerekben CVMS hatdsdara mintegy
kétszeresére nott a FOSB/AFOSB ir sejtek szama, mig a basolateralis amygdalaban ilyen
hatdast nem azonositottak. Mi az oka ennek?”

Vilasz:

A Dbasolateralis amygdala (BLA) teriiletén a kontroll csoportok esetében is jelentds
FOSB/AFOSB aktivitast lattunk, fiiggetleniil attol, hogy kaptak-e az éallatok injekcids kezelést
vagy sem. Mivel ezen a terlileten egy magas bazdlis aktivitds volt jellemz6, a CVMS
expozicidnak nem volt tere tovabb emelni az aktivitast. Az imipramin terdpia némileg tovabb
tudta emelni a FOSB/AFOSB sejtek szdmat, de ez a hatds sem bizonyult szignifikdnsnak.
Tortént ez annak ellenére, hogy az antidepresszéans terapia a plaszticitast befolyasolva FOSB
immunreaktivitas emelkedést szokott eldidézni. Ezt lattuk a kombinalt harom talalat elmélet
modelliinkben is, ahol a BLA-ban ecls6sorban maternalis deprivaciot kovetden lattunk
megnovekedett FOSB/AFOSB immunreaktivitast, és ebben a modellben nem imipramint,
hanem fluoxetint alkalmaztunk, mely e tekintetben hatékonyabbnak bizonyult az imipraminnal,
az irodalommal Gsszhangban (Vialou és mtsai. 2015). (Ez az eredmény nem keriilt be a
kozleményeinkbe, de tervezziik a tovabbi adatsorok publikalasat is.)



Idézett irodalom:

Vialou V, Thibault M, Kaska S, Cooper S, Gajewski P, Eagle A, Mazei-Robison M, Nestler EJ,
Robison AJ. Differential induction of FosB isoforms throughout the brain by fluoxetine and
chronic stress. Neuropharmacology. 2015 Dec;99:28-37. doi:
10.1016/j.neuropharm.2015.07.005. Epub 2015 Jul 9. PMID: 26164345, PMCID:
PMC4655122.

9. ,,90.0.: Milyen a TRPAI KO egerek fenotipusa?”

A TRPAI1 ioncsatornak széles korben kifejezOdnek a szervezetben, de elsdsorban a periférias
idegrendszer szenzoros teriiletein talalhato meg. A TRPA1 itt multimodalis szenzorként
szolgél, amely részt vesz a kémiai, hdmérsékleti €s mechanikai ingerek érzékelésében, valamint
kulcsszerepet jatszik a fajdalomérzetben, a gyulladdsban és az irritald6 anyagokra adott
valaszokban. Ennek megfeleléen, a TRPA1 KO egerek a vad tipust egerekhez képest csokkent
érzékenységet mutatnak a hidegexpoziciora és taktilis ingerekre. Az éllatok magasabb
nociceptiv hémérsékleti kiiszobbel rendelkeznek. (Kwan és mtsai. , 2006, Bautista és mtsai.
2006).

Idézett irodalom

Kwan KY, Allchorne AJ, Vollrath MA, et al. TRPAL contributes to cold, mechanical, and
chemical nociception but is not essential for hair-cell transduction. Neuron. 2006;50(2):277-
289. d0i:10.1016/j.neuron.2006.03.042

Bautista DM, Jordt SE, Nikai T, Tsuruda PR, Read AJ, Poblete J, Yamoah EN, Basbaum Al,
Julius D. TRPAL mediates the inflammatory actions of environmental irritants and proalgesic
agents. Cell. 2006 Mar 24;124(6):1269-82. doi: 10.1016/j.cell.2006.02.023. PMID: 16564016.

10.,,93.0.: A TRPAI KO egerek CVMS vizsgadlatakor thymus tomeget is mér. Miért? Ezt a
vizsgalatot miért nem végezte el a PACAP KO egereken? Volt kiilon indikdcidja ebben az
egeértorzshen?”

Vilasz:

A PACAP KO egerek esetében is elvégeztiik a thymus tomegének elemzését a HPA tengely
aktivacigjanak megitélése céljabol. A statisztikai kiértékelés soran azonban a stressz fohatasan,
valamint stressz X genotipus, tovabba stressz X genotipus X kezelés interakcioin tal, a post hoc
tesztek nem talaltak jelents szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott, ezért ugy
hataroztunk, hogy nem mutatjuk be ezeket az eredményeket kozleményiinkben, de ide alabb
beillesztem a grafikont:
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1. abra: Relativ thymus tomeg adatok a PACAP KO egereket (KO) kronikus stresszben (CVMS)

vizsgaldé modellben, ahol az allatok nem kaptak injekcios kezelést (control) vagy oldoszer injekciot
(vehicle) illetve imipramin kezelést is kaptak. MANOVA: a stressz féhatasa: F=3,15; p=0,032;
genotipus x kezelés interakcio: F=5,06; p=0,028, stressz x genotipus x kezelés interakcio: F=4,09;
p=0,022. N=4-6.

Mivel a thymustomeg eredmények statisztikai ereje nem volt meggy6z6, és mert a tobbi
endokrin, fizikai és viselkedési paraméter megbizhatobban mutatta a stressz hatékonysagat, gy
dontottiink, hogy ezeket az adatokat nem publikaljuk.

A TRPA1 KO egerek esetében a thymust részben ugyanezen célbol vizsgaltunk, de egytttal ezt
a paramétert azért is teszteltlink, mert ismert, hogy a lymphocytédk differencialédasaban a
TRPA1-nek szerepe van (Zhu és mtsai. 2020) és a Farmakologiai Intézettel kollaboracioban
tortént a kutatds, ahol egy kiilon projektet inditottak a Trpal vizsgalatara a nyirokszervek,
nyiroksejtek teriiletén (Szabd és mtsai. 2024).

Idézett irodalom:

ZhuT, Zhou D, Zhang Z, Long L, Liu Y, Fan Q, Chen F, Zhang X, Wu Y, Zeng H, Verkhratsky
A, Zhao J, Nie H. Analgesic and antipruritic effects of oxymatrine sustained-release microgel
cream in a mouse model of inflammatory itch and pain. Eur J Pharm Sci. 2020 Jan
1;141:105110. doi: 10.1016/j.ejps.2019.105110. Epub 2019 Oct 22. PMID: 31654757.

Szabo K, Makkai G, Konkoly J, Kormos V, Gaszner B, Berki T, Pintér E. TRPA1 Covalent
Ligand JT010 Modifies T Lymphocyte Activation. Biomolecules. 2024 May 28;14(6):632. doi:
10.3390/biom14060632. PMID: 38927036; PMCID: PMC11202300.

11. »94.0.: Mit jelent a szemikvantifikdcio? (,,szemikvantitacio kimutatta, hogy a CVMS
40%-kal csokkentette a Trpal transzkriptumok szamdt az UCNI neuronokban”) «

Vilasz:

A szemikvantifikécio esetében nem hatarozzuk meg az adott paraméter pontos mennyiségét
abszolut értékben, hanem az adott valtozé esetében bekovetkezd valtozas mértékét adjuk meg.
Biralé Ur kérdése itt abban a kontextusban meriilhetett fel, hogy miért szemikvantifikaciorol
beszéliink az adott abraban, amikor ott megadtuk a Trpal transzkriptumok szdmat abszolut

10



értékben. Ennek egyik oka, hogy az adott vizsgalt sik a sejteknek csak egy 3,5um vastag optikai
szeletének felel meg. Mivel az UCNI tartalmt neuronok ennél rétegvastagsagnal 1ényegesen
nagyobbak, (coronalis sikban metszve gyakran orsé alaku sejttestjiik rovidebb atmérdje
mintegy 20-25 um), a sejtekben ennél tobb transzkriptum lehetett. Mivel az adott értékelésnél
nem végeztiink z-stack leképezést z projekcioval, nem hataroztuk meg a sejtekben a
transzkriptumok teljes szamat. Ezért, elismerem, hogy helyesebb lett volna az dbraban nem a
sejtekben, hanem azok egy adott optikailag leképezett sikjaban talalhato transzkriptumszamra
hivatkozni, és ebben az esetben a kvantifikalas fogalmat hasznalni. A mésik ok, ami miatt ezt
a megfogalmazast hasznaltuk egyébként az volt, hogy a magasabb kopiaszamu mRNS-ek
detektalasa esetén, amikor a jel konfluens, denzitometridt végeztiink a transzkriptumok
szamlalasa helyett. Ez a modszer nem teszi lehetévé az mRNS molekuldk pontos szamlalasat,
mert bar az RNAscope technika egyetlen mRNS molekula detekcidjara is képes, ha azok a
leképezés soran Osszefolyd pontok képében jelennek meg, nem tudjuk megmondani azok
egészen pontos szamat. Az abra tovabbi részében az Ucnl mRNS jeldenzitds meghatarozésa
pedig ilyen megfontolasbol késziilt, ami egyértelmiien szemikvantitiv.

12.,,96.0.: Miért a POP4-t vdlasztotta referencia génnek a human mintak vizsgalatakor?”

Vialasz:

Korabban végeztiink vizsgalatokat azzal kapcsolatban, hogy a PCR tesztek soran
referenciagénként haszndlt transzkriptumok kifejezddése mennyire stabil kiilonféle
agyteriileteken kiilonféle stresszhatdsok utan. Azt taldltuk, hogy a gyakran hasznalt
housekeeping gének kifejezOdése stresszhatasra agyteriiletspecifikus modon valtozik meg
(Derks és mtsai. 2008). Ezért, amennyiben a vizsgalt gént egy olyan konstansnak gondolt
expresszidju génhez viszonyitunk, ami valdjaban valtozik, hibas kovetkeztetésre juthatunk. De
eléfordulhat ebbdl kifolyolag az is, hogy valos valtozasok a vizsgalni kivant gén esetében nem
kertilhetnek felismerésre, vagy éppen ellenkezdleg, alpozitiv eredményeket kaphatunk, ha a
referenciagén expresszioja valtozik, mig a célgéné valtozatlan marad.

A vizsgélatunkban az indokolta a POP4 mint belsé kontroll hasznalatat, hogy egyéb
kisérletekben €s az adott esetben is, kifejezddése allando volt. Ebben a kisérleti elrendezésben
az IPO8 ¢s a POP4 el6tesztelését végeztiik el, €s azt lattuk, hogy a POP4 mRNS mennyisége
stabilabb volt, és kisebb szorast mutattak az adatok a csoportokon beliil, mint az [PO8 gén
egyediil, illetve a POP4-gyel egyiitt torténd felhasznalas esetén. Ezért igy hataroztunk, hogy a
POP4 gént hasznaljuk.

Derks NM, Miiller M, Gaszner B, Tilburg-Ouwens DT, Roubos EW, Kozicz LT. Housekeeping
genes revisited: different expressions depending on gender, brain area and stressor.
Neuroscience. 2008 Oct 2;156(2):305-9. doi: 10.1016/j.neuroscience.2008.07.047. Epub 2008
Aug 3. PMID: 18722514,

13.  ,110.0.: A hdarom taldlat hipotézis vizsgdlatokban a prefrontalis kérget is vizsgdlja;
korabban ezt a teriiletet nem elemezte. Mi ennek az oka?”

Vilasz:

Munkank kezdetén elsdsorban a neuropeptiderg rendszerek stresszben betdltott szerepét
vizsgaljuk és elsésorban a CRH és UCNI rendszerrel foglalkoztunk. A harom talalat elmélet
alapjan felépitett komplex modellben olyan mas, nem peptiderg teriileteket is vizsgaltunk,
amelyeknek szerepe van a depresszio kialakitdsdban altaldnosan elfogadott. A prefrontalis
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kéreg és a hippocampus két olyan agyteriilet, amelyeket a hangulatzavarok szempontjabol
leggyakrabban vizsgaltak. Ugy gondoltuk, hogy amennyiben bizonytani tudjuk, hogy a
modellben ezeken a teriileteken olyan véltozasok allnak be, melyek aldtdmasztjak a Willneri
(1984) konstrukciods, prediktiv és fenomenologiai validitasi kritériumokat, akkor az ebben a
régioban gyljtott megfigyelések tovabbi adatot szolgaltat a modell megbizhatosagara.

Birald Ur kérdésében burkoltan azt fogalmazta meg, hogy a harom talalat elméletben a
prefrontdlis kéreg teriiletén tett megfigyeléseinket érdemes lenne Osszevetni azokkal
valtozasokkal, amelyek korabbi, kevésbé komplex kisérleti elrendezésekben megfigyelhettiink,
vagy megfigyelhettiink volna. Ezzel teljes mértékben egyet tudok érteni, de ezt a munkat csak
a kisérletek megismétlése esetén tudnank elvégezni, mert az eredeti kisérletekbdl szarmazo
szovetmintakbol a gyljtésiik ota eltelt 10 év miatt mar nehéz lenne megbizhatd
kovetkeztetéseket levonni.

Idézett irodalom:
Willner P. The validity of animal models of depression. Psychopharmacology (Berl).
1984;83(1):1-16. doi: 10.1007/BF00427414. PMID: 6429692

14.,,127.0.: A stresszadaptacio életkorfiiggd valtozdasainak vizsgdlataval kapcsolatban ,,nem
talaltunk szisztematikus vizsgalatokat, melyek a patkany teljes élettartamadit felolelték
volna”. Milyen adatok dlltak rendelkezésre kordabbi munkakbol?”

Vilasz:

Az ¢életkorfliggd valtozasok vizsgalata soran, ahol az idegsejtek aktivaciojanak FOS és FOSB
markerek segitségével mérhetd aktivitasat tesztelték, olyan kisérleti elrendezés kell, ahol a
kiilonbozo életkort allatok egyiddben allnak rendelkezésre. Ez két korcsoport, tobbnyire fiatal
(4 hetes kolyok) és fiatal feln6tt (7-9 hetes adolescens) valamint felnétt allatok (12 hét) esetén
még realis lehet egy allathazban, de 24 honapos patkanyok vizsgalata esetén szamolni kell a
hosszl tartas magas koltségeivel, és a természetes elhullasbol adodo, ebben a korcsoportban
jellemzd nagy veszteséggel is. Fontos egy ilyen kisérlet tervezésekor, hogy a tenyésztést tigy
kell végezni, hogy az éllatok ledlésekor egyiddben legyen elérhetd az Gsszes sziikséges
korcsoport. Vagyis, legalabb két évre elére kell gondolkodni. Eléfordulhat persze, hogy egy
allathazban rendelkezésre all néhany fel nem hasznalt tenyésztésbol kidregedett masfeél-kétéves
allat, de ezekhez minden korcsoportbdl kontrollt talalni eldre tervezett tenyésztés nélkiil mar
nem realis. Valosziniileg ez az oka annak, hogy nem volt az irodalomban olyan munka, ahol 1,
1,5, 2, 3, 6, 12, 18, és 24 honapos allatokat vizsgaltak volna ugyanabban a kisérletben. Mint
ahogy hivatkoztam is a dolgozatban rajuk, harom kézleményt emlitenék példaként, Kellogg és
mtsai. (1998), 28 és 60 napos allatokat vizsgaltak, Romeo és mtsai. (2006), 28 és 77 napos
patkanyokkal dolgoztak, Meyza és mtsai. (2007) pedig 3 és 21-23 honapos patkanyokat
hasonlitottak 6ssze. Az ilyen, két idopontban végzett mérések nem adnak lehetdséget arra, hogy
lassuk, mi torténik a teljes élettartam soran. A korcsoportok kivalasztasa pedig meglehetdsen
véletlenszeri, ezért az adatok nem 0sszehasonlithatok kozvetleniil.

Kellogg CK, Awatramani GB, Piekut DT. Adolescent development alters stressor-induced Fos
immunoreactivity in rat brain. Neuroscience. 1998 Apr;83(3):681-9. doi: 10.1016/s0306-
4522(97)00408-9. PMID: 9483552.

Meyza KZ, Boguszewski PM, Nikolaev E, Zagrodzka J. The effect of age on the dynamics and
the level of c-Fos activation in response to acute restraint in Lewis rats. Behav Brain Res. 2007
Jun 18;180(2):183-9. doi: 10.1016/j.bbr.2007.03.007. Epub 2007 Mar 14. PMID: 17452054.
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Romeo RD, Bellani R, Karatsoreos IN, Chhua N, Vernov M, Conrad CD, McEwen BS. Stress
history and pubertal development interact to shape hypothalamic-pituitary-adrenal axis
plasticity. Endocrinology. 2006 Apr;147(4):1664-74. doi: 10.1210/en.2005-1432. Epub 2006
Jan 12. PMID: 16410296.

15. ,156. o.: Az alpha-MSH-, és AgRP-immunoreaktivitis specifikus jeldenzitas
novekedését mihez hasonlitotta? A kontroll dllatéhoz? Ez bizonytalan, valamilyen belso
kontrollt kell ilyenkor alkalmazni (ugyanazon dllat egy olyan agyteriiletén, ahol
immunoreaktivitas novekedés nem vdarhato az adott kisérletben). Tilzonak érzem a
jeldenzitas novekedésének mérését ,,funkcionalis-morfologiai értékelésként” azonositani.”

Valasz:

Professzor Ur véleményét nagyon koszonom, megértettem, de allaspontjat, kelld tisztelettel,
jelen kisérleti kontextusban vitatnam az alabbi érvrendszer szerint:

Ebben a kisérletben azt szerettiik volna bemutatni, hogy koplaltatott allatban a melanocortin
rendszer peptidjei az éhezésben jol ismert funkcionalis valtozasokat mutatjak. Ez az anorexigén
peptidek (pl. az alphaMSH) csokkent mennyiségét, orexigén peptidek esetében (AgRP)
emelkedett mennyiséget jelent a 6 termelddési helyiik, a nucleus arcuatus teriiletén
(Biebermann és mitsai. 2012). Birdlo Ur altal kritizalt megallapitas, arra a mérésiinkre
vonatkozik, ahol azt vizsgaltuk, vajon ez a valtozas az EWcp sejtjeit elérd idegrostokban is
fennall-e az alphaMSH és az AgRP immunreaktivitdsban. Ami a ,,funkcionalis-morfologiai
értékelés” megfogalmazast illeti, a funkcionalis valtozas, vagyis a sejtek illetve idegrostok
megvaltozott neuropeptid termelése olyan morfologiai valtozasban nyilvdnul meg, ami a
rostokban a neuropeptidek megnovekedett mennyiségét, azaz erésebb immunfluoreszcenciajat,
mint morfologiai valtozas képezziik le. En a funkcionalis-morfologiai értékelést erre értettem.
A funkcionalitas szempontjabdl jo lett volna megmérni a felszabadul6 peptidek mennyiségét,
de sajnos, nincs a keziinkben olyan mddszer, amivel azt lokdlisan mérni tudnank.

Ami a megfelelé bels kontroll kérdését illeti, bar a Professzor Ur javaslata szerinti
megkdzelités altalaban célravezetd lehet, ebben a konkrét kérdésben nem latom ezt alkalmas
modszernek. A kozponti idegrendszerben csupan két teriileten fejezddik ki a Pomce gén ¢€s igy
két helyen taldlhatdo meg az alphaMSH az idegsejtek perikaryonjaban. Ezek a nucleus arcuatus
¢és a nucleus tractus solitarii. Mindkét teriilet esetében tudjuk, hogy az energiacgyenstly
megvaltozasa esetén megvaltozik az idegsejtek alphaMSH tartalma. Ehezés soran a nucleus
arcuatus teriiletén csokken a neuronok Pomc mRNS, és alphaMSH peptid tartalma. Ezzel
ellentétben, de egyidében, a nucleus tractus solitarii-ban a neuronok alphaMSH tartalma megnd
(Perello és mtsai. 2007). Vagyis, nincsen olyan referencia teriilet, amit megbizhatd, konstans
alphaMSH tartalmu belsé kontrollnak lehetne hasznalni. Az AgRP esetében a belsé kontroll
keresésére egyaltalan nincsen lehetdség, mivel az agrp gén egyetlen kozponti kifejezddési helye
a nucleus arcuatus, ahol az Agrp mRNS és AgRP peptid mennyisége is megnd éhezés soran.

Fenti érvek alapjan ugy itélem, meg, hogy megbizhato belsé referenciateriiletek hidnyaban a
normal taplaltsagi allapot és az ¢heztetett allatokbol szarmazd mintdk Gsszehasonlitasa volt a
legmegfelelébb modszer arra, hogy bemutassuk, miként valtozik e két peptid mennyisége az
EWocp-ba érkezd terminalisokban.
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Idézett irodalom:

Perello M, Stuart RC, Nillni EA. Differential effects of fasting and leptin on
proopiomelanocortin peptides in the arcuate nucleus and in the nucleus of the solitary tract. Am
J Physiol Endocrinol Metab. 2007 May;292(5):E1348-57. doi: 10.1152/ajpendo.00466.2006.
Epub 2007 Jan 16. PMID: 17227963.

Biebermann H, Kiihnen P, Kleinau G, Krude H. The neuroendocrine circuitry controlled by
POMC, MSH, and AGRP. Handb Exp Pharmacol. 2012;(209):47-75. doi: 10.1007/978-3-
642-24716-3 3. PMID: 22249810.

16.  ,,167. o.: Mit jelent a ,az EWcp/UCNI neuronok fehér zsirszoveti preszimpatikus
innervdcioja”? Nem talaltam kisérletet, mely bizonyitand, hogy a zsirszovet aktivdcidja a
sympathicus idegrendszeren keresztiil torténne.”

Vilasz:

Professzor Ur kérdése osszefiigg a kordbban megvalaszolt, 4. szamu felvetéssel. A fehér
zsirszovet miikodését a hypothalamus a szimpatikus idegrendszer atjan szabalyozza, mely a
visceralis zsirraktarak vizsgalata kapcsan keriilt feltérképezésre transzneuralis virusjeldlési
technika segitségével (Stanley és mtsai. 2010). Egy korabbi sajat kollaboracios munkankban,
mely nem képezte e disszertacid alapjat (Shah és mtsai. 2013), bizonyitottuk, hogy kapcsolat
van az EWc¢p és a szimpatikus idegrendszer kozott, ahol retrograd transzneurélis virusjeldléssel
a mellékverese velobdl sikeriilt az EWcp sejtjeit elérni. Az mellékhere mellett taldlhato
zsirszovet jelolése sordn, Stanley és mtsai. (2010) altal megfigyeltekhez hasonldan, azt lattuk,
hogy a kozponti idegrendszer szamos teriiletén jelolodtek az idegsejtek a retrograd tuton, igy a
gerincvelOben és a ventrolateralis medulla valamit a hypothalamus teriiletén. Mivel a korabbi
publikaciok fényében ezek nem jelentettek volna tudomanyos tijdonsagot, ezek az adatok nem
keriiltek be a kozleménybe, igy a disszertacidoba sem.

Idézett irodalom:

Stanley S, Pinto S, Segal J, Pérez CA, Viale A, DeFalco J, Cai X, Heisler LK, Friedman JM.
Identification of neuronal subpopulations that project from hypothalamus to both liver and
adipose tissue polysynaptically. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Apr 13;107(15):7024-9. doi:
10.1073/pnas.1002790107. Epub 2010 Mar 29. PMID: 20351287; PMCID: PMC28724609.

Shah NS, Pugh PC, Nam H, Rosenthal DT, van Wijk D, Gaszner B, Kozicz T, Kerman IA. A
subset of presympathetic-premotor neurons within the centrally projecting Edinger-Westphal
nucleus expresses urocortin-1. J Chem Neuroanat. 2013 Sep;52:25-35. doi:
10.1016/j.jchemneu.2013.04.004. Epub 2013 May 22. PMID: 23707488; PMCID:
PMC3775998.

17.  ,173. o.: Miért karositia a szisztémds rotenon kezelés a SNpc dopaminerg sejtjei
mellett az EWcp peptiderg neuronjait is? Az agy mas biogén aminerg magjaiban nem talalt
valtozast (VTA, raphe-magok).”

Vilasz:

A rotenonrol ismert, hogy elsdsorban a nagy energiaigényli szovetekben, sejtekben okoz
karosodast a komplex [ gatlds, szabadgyokképzodés, kovetkezményes mitochondium
karosodas és energiadeficit miatt. A kozponti idegrendszeren beliil, a substantia nigra
idegsejtjei kiilondsen érzékenyek erre a toxinra. A substantia nigra dopaminerg sejtei egy
jelentés pacemaker-szerli spontan elektromos aktivitast mutatnak, mely hozzajarul magas
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energiasziikségletiikhoz (Lee és Tepper 2009). Mivel mas laboratoriumok (Topilko as mtsai.
2021) és magunk is (Al-Omari és mtsai. 2023) azt lattuk, hogy az Edinger-Westphal mag
peptiderg sejtjeire is jellemz6é a magas spontan tiizelési frekvencia, Gigy gondoljuk, hasonld
okbol, mint a SNpc ezek a sejtek is érzékenyek. A két sejttipus érzékenységének hasonlosagat
korrelacidanalizissel is sikeriilt alatimasztanunk a rotenon modellben. Ezen tilmenden, az sem
mellékes koriilmény, hogy a SNpc dopaminerg neuronjai és az EWcp idegsejtjei kozott
fejléddéstani szempontbol kozeli rokonsag all fenn (Joksimovic és mtsai. 2009), mely szintén
magyarazhatja a hasonldsagot e két sejttipus érzékenységében.

A raphe magok szerotonerg sejtjeire nem jellemz6 a gyors spontan tiizelés. Ezek a sejtek jorészt
lassu regularis spontan tiizelést mutatnak (Mlinar és mtsai. 2016) feltételezhetéen alacsonyabb
energiaigény mellett. Hasonléan, a VTA dopaminerg neuronjaira egy a SNpc neuronjainal joval
alacsonyabb frekvenciaju spontan tiizelés jellemz6 (Ksarhia és mtsai. 2017).

Lee CR, Tepper JM. Basal ganglia control of substantia nigra dopaminergic neurons. J Neural
Transm Suppl. 2009;(73):71-90. doi: 10.1007/978-3-211-92660-4_6. PMID: 20411769.

Topilko T, Diaz SL, Pacheco CM, Verny F, Rousseau CV, Kirst C, Deleuze C, Gaspar P,
Renier N. Edinger-Westphal peptidergic neurons enable maternal preparatory nesting.
Neuron. 2022 Apr 20;110(8):1385-1399.e8. doi: 10.1016/j.neuron.2022.01.012. Epub 2022
Feb 4. PMID: 35123655; PMCID: PMC9090132.

Mlinar B, Montalbano A, Piszczek L, Gross C, Corradetti R. Firing Properties of Genetically
Identified Dorsal Raphe Serotonergic Neurons in Brain Slices. Front Cell Neurosci. 2016 Aug
3;10:195. doi: 10.3389/fncel.2016.00195. PMID: 27536220; PMCID: PMC4971071.

Krashia P, Martini A, Nobili A, Aversa D, D'Amelio M, Berretta N, Guatteo E, Mercuri NB.
On the properties of identified dopaminergic neurons in the mouse substantia nigra and
ventral tegmental area. Eur J Neurosci. 2017 Jan;45(1):92-105. doi: 10.1111/ejn.13364. Epub
2016 Sep 11. PMID: 27519559.

18. »188. 0.: A FST kivaltotta FOS aktivacio a PACAP KO egerekben 8 teriileten
(BNSTov, BNSTdI, BNSTv, VLS, EWcp, DR, dPAG, IPAG) elmaradt a vad csoportétol, de
négy esetében (CeA, MeA, BNSTdm, dLS) nem. Feltiino, hogy a BNST kiilonbozo részei
madashogyan reagaltak a stresszhelyzetre. Milyen kiilonbségeket ismer a BNST kiilonbozo
részeinek hodologidjaban, szerkezetében vagy mas tulajdonsdagaban, mely indokolja ezt a
kiilonbséget?”

Vilasz:

Biralé ur kérdését olvasva felmeriilt bennem, hogy taldn félreérthetéen fogalmaztam a
megallapitds leirdsakor. A kérdésben idézett megallapitds azt fejezi ki, hogy egyes
agyteriileteken az akut stressz expozicid hatdsara megjelend FOS reakci6 elmarad abban az
esetben, ha az allat nem rendelkezik funkcionalé PACAP gén alléllel. Ebben a kisérletben és
megallapitasban nem a magokat hasonlitottiik 6ssze egymassal, hogy azok milyen mértékben
reagalnak akut stresszre, hanem azt, hogy miként valtozik a stresszre adott FOS
immunreaktivitds novekedésének mértéke PACAP hianyaban az adott magvakban. A
kérdésben idézett csoportositds tehat arra vonatkozik, hogy melyik magokban kisebb a FOS
aktivaci6 PACAP hianyaban.

A kérdésre valaszolva, valoban, a BNST dorsomedialis divizidja a mag tobbi vizsgalt
diviziojaval ellentétben abba a csoportba kertilt, ahol nem jellemzd a FOS immunreaktivitas
csokkenése a KO allatokban. Ez arra utal, hogy a BNST dorsomedialis diviziojaban az
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idegsejtek FOS aktivaciojara PACAP hianyaban is lehetdség van, vagyis, ezen a teriileten e
neuromodulator szerepe ebben a tekintetben nem jelentés. Ez jol egybevag azzal, hogy a
dorsolateralis teriilettel ellentétben, ahol egy jelentds PACAP tartalmu rosthaldzat végzodik, a
dorsomedialis BNST nem kap jelentés PACAP tartalmu afferentaciot (Kozicz és mtsai. 1997),
és a PACAP mRNS kifejez6dése sem jellemzd itt (Lein és mtsai. 2007). A BNST tobbi vizsgalt
almagjaban a PACAP KO éllatokban elmaradt a FOS immunreaktivitas attol, mint amit vad
tipust allatoknal figyeltiik meg, ami arra utal, hogy ezekben az idegsejt csoportokban a PACAP
sziikséges az akut stresszexpozicid utan fellépd FOS valasz kialakulasahoz. Az, hogy e
teriileteken jelentés PAC1 receptor mRNS (Adcyaplrl) expresszio van (Lein et al 2007), arra
utal, hogy a PACAP modulalé hatdsanak Ilehetdsége fennall. Tovabbi adat ennek
alatdmasztasara az, hogy a BNST ovalis, dorsolateralis €s ventralis divizidjaban sok PACAP
tartalmu idegrost végzdodik (Hannibal et al 2002).

Idézett irodalom:

Lein ES, Hawrylycz MJ, Ao N, Ayres M, Bensinger A, Bernard A, Boe AF, Boguski MS,
Brockway KS, Byrnes EJ, Chen L, Chen L, Chen TM, Chin MC, Chong J, Crook BE,
Czaplinska A, et al. Genome-wide atlas of gene expression in the adult mouse brain. Nature.
2007 Jan 11;445(7124):168-76. doi: 10.1038/nature05453. Epub 2006 Dec 6. PMID:
17151600.

19.  ,189. o.: ,,Csak a BLA teriiletén volt a FOS jel kismértékben alacsonyabb KO
dllatokban. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a CeA és a MeA nem jatszhat dontd
szerepet a megfigyelt viselkedésbeli és funkcionalis-morfologiai viltozasokban a PACAP
mutdns egerekben.” A centralis amygdala bemenetét legnagyobbrészt a BLA jelenti; a
centromedialis amygdala pedig az amygdala komplex kimeneti teriilete. Mivel magyarazza,
hogy az afferens informdciot osszegzo teriilet aktivalodik, mig a ,,valaszado” efferens teriilet
nem?”

Vilasz:

Professzor ur altal a diszkussziobol idézett megallapitasom a disszertacid 72. oldalan talalhatéd
5.2. szaml komplex abrajan alapszik, ahol a szdvettani képeken lathato, hogy a basolateralis
amygdala aktivalodik stressz hatdsara, hasonloan a medialis és a centralis magokhoz. A
megallapitas itt arra vonatkozott, hogy az aktivacido mértéke némileg kisebb a basolateralis
amygdalaban endogén PACAP hidnyaban, ami azt mutatja, hogy a peptid befolyéssal bir a
rendszer kimeneti magjanak aktivacigjara. Mivel a medidlis és a centralis mag aktivitasa
megtartott, azt feltételezem, hogy a modulaci6 a BLA teriiletén 1éphet fel. Ezt tamasztja ala,
hogy e teriileten kifejezodik a PAC1 receptor mRNS (Lein és mtsai. 2007), és PACAP tartalmu
idegrostok jelenlétét is megfigyelték itt (Hannibal és mtsai. 2002).

Idézett irodalom:

Hannibal J. Pituitary adenylate cyclase-activating peptide in the rat central nervous system: an
immunohistochemical and in situ hybridization study. J Comp Neurol. 2002 Nov
25;453(4):389-417. doi: 10.1002/cne.10418. PMID: 12389210.

Lein ES Lein ES, Hawrylycz MJ, Ao N, Ayres M, Bensinger A, Bernard A, Boe AF, Boguski

MS, Brockway KS, Byrnes EJ, Chen L, Chen L, Chen TM, Chin MC, Chong J, Crook BE,
Czaplinska A, et al. Genome-wide atlas of gene expression in the adult mouse brain. Nature.
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2007 Jan 11;445(7124):168-76. doi: 10.1038/nature05453. Epub 2006 Dec 6. PMID:
17151600.

20.  ,,192. o.: Szerzo megallapitja, hogy a szerotoninerg rendszert a PACAP hidany
befolydasolja. Ismert, hogy a PACAP madas biogén aminerg kozpontok miikodését is
befolyasolja?”

Valasz:

Sajat eredményekrdl ebben a kérdésben nem tudok beszdmolni. Irodalmi adatok vannak arra,
hogy vad tipusu egerekkel dsszehasonlitva, PACAP KO egerekben kisebb az agy 5-hidroxi-
indolecetsav tartalma, ami a szerotonin metabolitja. Az agyban PACAP KO allatban normalis
a dopamin és metabolitjainak 3,4, dihidroxifenilecetsav (DOPAC) és a homovanillinsav
(VMA) mennyisége (Hashimoto 2001). Az agyi adrenalin illetve noradrenalin és
metabolitjainak lehetséges valtozasara PACAP hidnyaban nem talaltam irodalmi adatot, de
mivel az agyi noradrenerg rendszerben PACAP is talalhato, kézenfekvd, hogy a PACAP
modulalhatja e rendszer miikodését. Valdban, példaul PACAP tartalmu sejtek az anterior
cingularis kéregbdl PAC1 receptorok utjan befolyasoljak a noradrenerg locus coeruleus
miikodését, mely szorongast idéz elé (Nguyen és mtsai. 2024). Egy tovabbi példat emlitenék
arra, hogy a PACAP a periférian is befolyasolja a monoaminerg rendszerek mitkodését: a
mellékveseveloben a PACAP mint hatékony pozitiv modulator kézvetleniil hat a noradrenalin
és adrenalin felszabadulasara (Watanabe és mtsai. 1995).

Idézett irodalom:

Hashimoto H, Shintani N, Tanaka K, Mori W, Hirose M, Matsuda T, Sakaue M, Miyazaki J,
Niwa H, Tashiro F, Yamamoto K, Koga K, Tomimoto S, Kunugi A, Suetake S, Baba A.
Altered psychomotor behaviors in mice lacking pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide (PACAP). Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Nov 6;98(23):13355-60. doi:
10.1073/pnas.231094498. Epub 2001 Oct 30. PMID: 11687615; PMCID: PMC60875

Nguyen TT, Hashiguchi K, Waschek JA, Miyata A, Kambe Y. The pivotal role of
PACAP/PACIR signaling from the anterior insular cortex to the locus coeruleus on anxiety-
related behaviors of mice. Neurochem Int. 2024 Oct 11:105879. doi:
10.1016/j.neuint.2024.105879. Epub ahead of print. PMID: 39396708.

Watanabe T, Shimamoto N, Takahashi A, Fujino M. PACAP stimulates catecholamine
release from adrenal medulla: a novel noncholinergic secretagogue. Am J Physiol. 1995
Nov;269(5 Pt 1):E903-9. doi: 10.1152/ajpend0.1995.269.5.E903. PMID: 7491942.

21. »193. o0.: ,A megnovekedett Ucnl mRNS a vialtozatlan EWcp/UCNI
peptidtartalommal tarsulva fokozott UCNI felszabaduldsra utalhat” — ez egy spekulativ
kijelentés. Nem egyszeriien arrol van szo, hogy fehérjeszinten metodikai korlatok miatt nem
sikeriilt kimutatni valtozdst?”

Vilasz:

Elfogadom Professzor Ur 4llaspontjat, hogy nem tudjuk egyértelmiien bizonyitani azt, hogy
tobb, vagy kevesebb UCNI1 peptid iiriil ki a sejtekbdl. Ezért is fogalmaztam feltételes modban.
Valoban allhatnak metodikai korlatok a negativ adat hatterében, de az EWcp UCNL1
immunreaktivitas értékelése kapcsan modelljeinkben sokszor sikeriilt a peptidtartalom
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valtozasat kimutatni. Ezek koziil néhany példat hoznék, melyek lathatok a disszertacioban az
5.13D, 5.23A, E, G, 5.33 BE, 5.54., 5.55, 5.62, 5.72A, B 5.74F abrakon.

22.  ,,200. o.: ,,A hangulatszabdlyozdasban kiemelt jelentoségii PFC teriiletén latott
osszetett, a fluoxetin terdapia dltal modulalt funkciondlis-morfologiai valtozdasok bizonyitjak
a régio érintettséget és tamogatjak a modell megbizhatosdagat”. Emberben a prefrontalis
kéreg mely teriiletével vetné dssze eredményeit? Miért?”

Vilasz:

A ragcsalo és emberi agy Osszevetése a homloklebeny kapcsan nem konnyt, és az irodalomban
is sok ellentmondésos leirds talalhatdé ebben a kérdésben. A (dorso)laterdlis granularis
prefrontalis kéreg, mely féemldsben, emberben a bonyolult kognitiv funkcidkhoz k&tott, nem
talalhat6 meg ragcsalokban (Preuss, 1995), ezért az is felmertil, hogy egyaltalan nem is lehet az
emberi prefrontalis kérget az egerckével érdemben parhuzamba allitani. Ennek ellenére, a
prefrontalis kéreg medialis részét, amely magaban foglalja ragcsalokban a gyrus cingulinak
megfeleld 1-es (Cgl) és 2-es (Cg2) areakat, a prelimbikus (PrL) és infralimbikus (I1) teriileteket,
gyakran tekintik az emberi eliils6 cingularis kéregnek megfeleld régionak, mely a genu corporis
callosit veszi kortil félkorivben. Vizsgalataink soran, ahogy azt jeloltiik a disszertacid 5.26. és
5.27. abrajan is, a ragcsalokban gyakran prelimbikus és infralimbikus régioknak nevezett
tertiletén végeztikk el. Ezek a régiok, tekintettel a corpus callosum féemldsben erdsebb
gorbiiletére, megfeleltethetok az angol terminologiaban emberben pregenual anterior cingulate
cortex-nek illetve a subgenual anterior cingulate cortex-nek, melyek a 32-es illetve a 25-6s
szamu Brodmann areakkal is leirhatok (Laubach és mtsai. 2018).

Idézett irodalom:
Preuss T (1995) Do rats have prefrontal cortex? The Rose-Woolsey-Akert program
reconsidered. J Cogn Neurosci 7:1-24. 10.1162/jocn.1995.7.1.1

Laubach M, Amarante LM, Swanson K, White SR. What, If Anything, Is Rodent Prefrontal
Cortex? eNeuro. 2018 Oct 25;5(5):ENEURO.0315-18.2018. doi: 10.1523/ENEURO.0315-
18.2018. PMID: 30406193; PMCID: PMC6220587.

23. ,204. o.: ,,A modellben eddig nem vizsgalt régiok tanulmdnyozdsa tovabbi olyan
agyteriiletek vagy idegsejthdalozatok azonositisahoz vezethet, amelyek hozzdjarulnak a
hangulatzavarok osszetett neurobiologidajahoz.” Mire gondol itt a szerzo? Mely
idegsejthalozatban vdarna valtozdsokat, mit vizsgdalna eloszor?”

Vilasz:

A nucleus accumbens teriiletén végeztiink néhany sejtszamlast, de nem volt arra lehetdségiink,
hogy a cholinerg neuronok mitkodését alaposan megvizsgaljuk a modellben. A locus coeruleus
vizsgélata is érdekes lehet a noradrenerg rendszer miikodése szempontjabol. Habar a
szerotonerg rendszert vizsgaltuk, nem a DR az egyetlen, melynek szerepet tulajdonitanak a
hangulatszabalyozasban, mert érdekes lenne a nucleus raphe medianus vizsgalata is. A tdgabb
értelemben vett amygdala esetében a CRH rendszerekre koncentréaltunk, de ott az enkephalinerg
rendszer vizsgalata is érdekes lenne, mert sok irodalmi adat utal e sejtek szerepére a
hangulatzavarok kialakulasaban. Hasonléan, a BNST teriiletén is a CRH neuronokra
koncentraltunk. Ott is vannak egyéb peptideket tartalmazoé sejtcsoportok (enkephalin, CART),
amelyek miikodését érdemes lenne vizsgalni.

A modellben fluoxetin terapiat alkalmaztunk, de felmeriil az a kérdés is, hogyan miikodik a
modell ketamin kezelés mellett, melynek gyors antidepresszanshatast tulajdonitanak. A szer
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hatasanak vizsgalata segithetne meghatarozni, hogy mely funkcionalis rendszerek miikddése
valtozik meg ekkor, €s hogy melyek vesznek részt a gyors antidepresszans hatas kialakitasaban.
A Parkinson-kor modellben lattuk a neuroinflammacid jelentéségét. Erdemes lenne
feltérképezni a harom taldlat elmélet modellben az agyban a gliasejtaktivaciot, az M1 és M2
tipusti mikrogliak aranyat. Ez a megkdzelités olyan teriileteken bekdvetkezd valtozasokat is
felhivhatja a figyelmet, amelyre nem is gondolunk, hogy esetleg szerepet jatszik a
hangulatszabalyozasban, vagy az eddig alkalmazott mddszerekkel nem lathattuk meg, hogy
valtozasok 1épnek fel itt.

24.  ,,206. o.: ,Ez arra utal, hogy bar a FOS és a CORT énmagukban megbizhato
indikdtorai a stresszreakcionak, a FOS aktivitas onmagaban nem informativ a HPA tengely
aktivitasanak tekintetében.” E7 egy eros kijelentés. Szamos korabbi stresszel kapcsolatos
munka a paraventricularis magban tértént CRH/cFos sejtszdam emelkedést a tengely
aktiviloddsaként értelmezte. Arnyalja/megkérddjelezi szerz6 megfigyelése ezeket a kordbbi
eredményeket? Vagy arra gondol, hogy nem detektilhato cFos mellett is lehet
tengelyaktivacio? (ld. késobb: ” ... a hypophyseotrop CRH neuronok nem feltétleniil
tartalmaznak kimutathato mennyiségii FOS-t, annak ellenére, hogy emelik a HPA tengely
aktivitasat”)”

Vilasz:

Az a véleményem a FOS, mint aktivaciés marker megbizhatosagarol a PVN esetében, hogy ha
latjuk a sejtekben és az valoban a CRH neuronokban van, akkor az HPA tengely aktivaciot
jelenthet. Azt viszont fontos tekintetbe venni, hogy nem minden CRH neuron hypophyseotrop
a PVN-ben, tehat mas rendszerek aktivaciojat is lathatjuk, melyek a lateralis hypothalamus, a
BNST-be vagy a térzsdicokba vetiilnek (Rajamanickam és Justice 2022). Abban az esetben, ha
nem latjuk a PVN CRH neuronokban a FOS jelenlétét, az még nem feltétleniil jelenti azt, hogy
a sejtek nem szabaditanak fel tobb CRH-t az eminentia mediana-ban (Aguilera és Liu 2012), és
a HPA tengely inaktiv maradt.

Mivel mi nem talaltunk korrelaciot a kor elérehaladtaval csokkend akut stresszre adott PVN
FOS vaélasz és a 1ényegében konstans CORT valasz kozott, az a véleményem, hogy foleg
1d6sebb kisérleti allatok alkalmazasa esetén nem elég megbizhaté indikator a FOS. A FOSB-t
(akut modellben a full length varianst) megbizhatobb indikatornak gondolom, kiilondsen, ha
egy idésebb allatokat vizsgalo akut stresszkisérletet végziink.

Idézett irodalom:

Rajamanickam S, Justice JN Hypothalamic corticotropin-releasing factor neurons modulate
behavior, endocrine, and autonomic stress responses via direct synaptic projections Volume
26, October 2022, 100400 https://doi.org/10.1016/j.coemr.2022.100400

Aguilera G, Liu Y. The molecular physiology of CRH neurons. Front Neuroendocrinol. 2012
Jan;33(1):67-84. doi: 10.1016/j.yfrne.2011.08.002. Epub 2011 Aug 18. PMID: 21871477,
PMCID: PMC4341841.

25. ,,Ugyanitt: ,,Ezek koziil hArom magban (CeA, BNSTfu, és PVNp) a korrelaciéanalizis
is bizonyitotta a korfiiggo sejtszamcsokkenést, mely azt sugallja, hogy a PVNp korfiiggé
FOS immunreaktivitas valtozasat a CeA és BNSTfu FOS reaktivitasanak hanyatlasa is
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magyarazhatja.” Nem latom az ok-okozati 6sszefiiggést ebben a mondatban; mire gondol
itt a szerzo, mivel latja igazoltnak ezt a feltételezést?”

Vialasz:

A kritizalt mondat tartalmat illetéen nem latom az allaspontomat egyértelmiien kisérletesen
igazoltnak, ezért hasznaltam a ,sugallta” ¢és ,is magyarazhatja” megfogalmazast. A
gondolatmenetet alatamasztjak olyan adatok, amelyekre van bizonyiték, de az ok-okozati
Osszefliggést nem vizsgaltuk. Azt viszont tudjuk, hogy a CeA, BNSTfu fontos afferens
rendszerek a PVN fel¢é, és amennyiben miikodésiikben, aktivitasukban valtazas torténik, akkor
az a PVN aktivitas valtozasaban is megnyilvanulhat. Mivel a harom mag stresszre adott FOS
valasza életkorfiiggést mutat hasonld dinamikaval, Ggy tinik, hogy koztik ez valamiféle
funkcionalis kapcsolatot allhat fenn.

26. ,,Ugyanitt: ,Mindezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a MeA, BNSTov, BNSTdl,
BNSTdm, BNSTv kisebb mértékben jarulnak hozza a korral bekévetkezo valtozasokhoz, igy
szerepiik fontosabb lehet a HPA tengely vdlaszanak fenntartisaban, idésebb korban”.
Milyen valtozdashoz? Az ok-okozati dsszefiiggést, annak bizonyitottsagat itt sem latom.”

Vialasz:

Elismerem, hogy helyesebb lett volna ebbe a mondatba beleirni, hogy itt az életkor
elérehaladtaval csokkend PVN FOS valaszrol és annak a HPA tengely miikddésének
megtartottsagaval vald szembeallitasarol van sz6. Itt arra gondoltunk, hogy, mivel ezek a
magok befolyasoljak a PVN miikddését, végiil hozzajarulhatnak a HPA tengely mikodésének
megtartottsdgdhoz, mert még idds korban is aktivalodnak. Ismét teljes mértékben egyetértek
Biralo Urral, hogy nincs ok okozati dsszefiiggés, de tudatosan a feltételes modot alkalmazva
ezt nem is allitottam, hanem ennek lehet6ségét vetettem fel csupan.

Még egyszer nagyon koszonom Professzor Ur munkéjat!

Tisztelettel, Pécs, 2024. oktober 26.
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