Valaszok Dr. Dobolyi Arpad Professzor Ur biralataban megfogalmazott kérdésekre

Nagyon koszonom Biraldo Ur munkéjat és a véleményt, amit megfogalmazott! A kritikai
¢szrevételekre illetve a kérdésekre az alabbi valaszokat adom:

1. ,,A bevezetésben keveset tudtunk meg a PACAP és receptora, valamint a Trpal agyi
eloszlasardl, pedig ez fontos lenne, hogy kozvetlen vs. kiozvetett hatisokat megitéljiik.
Milyen mértékben fejezodnek ki ezen gének a vizsgdlt, szorongdsban és depresszioban
érintett agyteriileteken mas agyteriiletekkel osszehasonlitva?”

Valasz:

Elismerem, hogy a dolgozat megirasdnal szentelhettem volna tobb teret a PACAP és {6
receptora, PACI1 kozponti idegrendszeri eloszlasanak. Ebbe a kérdésbe azért nem mentem bele
mélyebben, mert mint arra utaltam is, nagyon sok régioban kifejezédik mind a PACAP, mind
a receptora.

Immunhisztokémiai vizsgalatok soran PACAP tartalmu idegsejteket nagy szamban talaltak az
agykéregben, hippocampusban, amygdalaban, habenula magvakban és a hypothalamus
teriiletén is. Az agytdrzsben a periaqueductalis sziirkeallomany, az Edinger-Westphal mag, a
parabrachialis mag, a cochlearis, vestibularis magvak, a motoros agyidegmagvak emelenddk
ki. (Hannibal 2002). Az mRNS szintli vizsgalatok ezzel jo atfedést mutatnak (Hannibal 2002),
melyet Gjabb adatbazisok (Allen Mouse Brain Atlas) is alatimasztanak. A {6 receptor, a PAC1
receptor lényegében megtalalhatd minden olyan teriileten, ahol a PACAP is, de mRNS-ének
(Lein et al 2007) és a PAC1 fehérje termék eloszlasa, ha lehet, még diffuzabb a kozponti
idegrendszerben (Joo és mtsai 2004).

Amia TRPATI kozponti eloszlasat illeti, egy nagyon ellentmondasos adatokkal terhelt irodalom
all rendelkezésre. Tekintettel arra, hogy ez a kérdés szorosan Osszefiigg Professzor Ur 9.
kérdésével, arra kérem, hogy legyen szives az arra adott valaszt megtekinteni, mert ott a Trpal
eloszlasardl részletebben irok.
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2. , A jelolt mutatja a harom talalat elmélet modelljében tulélt egerek szamat, mely szerint a
PACAP KO egerek aranya (14.7%) alacsonyabb volt, mint azt a mendeli torvények (25%)
alapjan varhato volna. Kérdésem, hogy a genotipizadlaskori fiatal korban, vagy a kisérlet
végén van mutatva a tulélt dllatok szama? Jelentos volt a két idopont kozotti (vagyis a
stresszkezelés hatdsara) az elhaldlozas? Ha igen, talan érdemes lenne mindkettot mutatni.
Irodalmi adatok mekkora a PACAP KO dllatok sziiletési aranya? Ahhoz képest is kevés a
14,7%2?”

Valasz:

A szovetmintavételt a mar felnétt, 70 napos allatok farkabol tortént. Az allatok elhullasa kivétel
nélkiil a maternalis deprivacio idészakara esett. Azutan, hogy az allatokat levalasztottuk, és
késbbb, a kronikus stresszexpozicio alatt sem tapasztaltunk elhullast. Kivétel volt ez alol az a
kisérlet, ahol az allatokat fluoxetinnel kezeltiik. Itt eléfordult, hogy az allat hasfaldban az
injekcio beadasa helyén gennyes gyulladas alakult ki, és ezért allatetikai megfontolasbol az
allatot tal kellett altatnunk, de ezek az allatok nem a stresszadaptacid elégtelensége miatt
hullottak el.

Irodalmi adatok szerint (Hashimoto és mtsai 2001) PACAP heterozigota sziilok almainal 23.9%
a KO, 49.6% a heterozigota és 26.5% a vad tipust egerek aranya, ami gyakorlatilag a mendeli
aranyokat mutatja. Ez, 6sszehasonlitva az altalunk latott 14.7%-kal, arra enged kovetkeztetni,
hogy a PACAP KO egereknek majdnem a felét vesztettiik el posztnatalisan.
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3. ,, A leirasuk szerint a peroxidazos immunhisztokémidt nikkel-szulfat nélkiil alkalmaztdk.
Kérdésem, hogy ennek mi volt az oka, hiszen dltalaban intenzifikalni szoktik a DAB
jelet?”

Valasz:

Nikkel-ammonium-szulfat intenzifikalast akkor szoktunk alkalmazni, amikor a DAB jel nem
elég erds, és feltétleniil sziikség van ra a jel hattér arany javitasa érdekében. Az a gyakorlati
tapasztalatunk, hogy ha sok mintaval dolgozunk egyidében, és az immunfestés eléhivasakor
varatlan esemény 1ép fel, és nem tudjuk egészen pontosan a megfelelé id6ben leallitani az
Osszes mintan a hivast, a hirtelen gyorsuld Ni-DAB reakcio jelentés hatteret okozhat. Azt is
megfigyeltiik, hogy Ni-DAB festésnél az aspecifikus jel eldszor a sejtmagokban szokott
megjelenni. Ez kiilondsan zavar6 akkor, amikor nuklearis jelet varunk pl. az altalunk hasznalt
FOS, FOSB, vagy H3 hiszton festések kapcsan. Mivel ezek a festések megbizhatoan mikodtek
nikkel ionok jelenléte nélkiil is, eltekintettiink a nikkel intenzifikalastol.

4. ,, Az astrocyta és microglia aktivitast a gliasejtek morfologiajanak értékelésére alkalmazott
pontrendszer szerint értékelték. Mikrogliak aktivdciora visszahuzzdk a nyulvanyaikat,
megnd a sejttest mérete. Astrocytikndl hogyan kovetkeztettek a morfologiabol az
aktivaciora?”



Valasz:

A mikroglia és astrocyta aktivitds vizsgalatdra a Harrison és mtsai. altal alkalmazott
pontrendszert vettiik igénybe. Professzor Ur éltal leirt mikroglia morfolégiai véltozas a reaktiv
mikrogliaknal 1ép fel, ami a Harrison-féle pontrendszer szerint a legmagasabb, 5-6s pontértéket
kapja. Kisebb mértékii gliaaktivacié a nytlvanyok megvastagodasaban és az agrendszer masod
¢s harmadrendii 4gainak megritkulasaban nyilvanul meg, melyet Ibal festéssel jol lathatova
lehet tenni. Az astrocytak esetén is megfigyelheté hasonld valtozas a sejtek nyulvanyainak
ellentétben az astroglia esetében nem torténik meg az améboid makrofagga alakulas. Hosszabb

szoveges magyarazat helyett alljon itt egy abra illusztracioként Harrison és mtsai. (2019)
cikkébol:

Activation Score
Iba1 GFAP

Weak intensity, clear cell body, smooth border, few
simple processes

: Weak intensity, few and slender processes

Weak-moderate intensity, clear cell body, more
complex process structure

: Moderate intensity, few but thicker main processes

Moderate intensity, cell body less defined edges,
complex process pattern, slightly thicker processes

: Moderate intensity, several thicker main processes

Moderate-high intensity, cell body has less clear
edges, complex process pattern, thicker processes

: Moderate to high intensity, multiple thicker processes
with a complex pattern

Very high intensity, thick processes / or very
complex process pattern

GFAP: Very high intensity, thick and long processes

1. abra. Gliaaktivacio értékelésére alkalmazott pontrendszer. (Harrison és mtsai, 2019).
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5. Vad tipusu kontroll dllatok esetén 2 kiilonbozo kisérletben (PACAP-5.1 dbra, és 3 hot
modell, 5.16 abra) nagymértékben kiilonbozott az elasott iiveggolyok szama (kb. 20 vs. 3
kb. 2). A két kisérletben az alap cortikoszteron szintekben is jelentos kiilonbséget mértek.
Mi lehet a kontroll csoportok kozotti jelentds kiilonbségek oka?

Vilasz:

Elnézést kell kérnem Biralo Urtl, mert igy adtam meg az abrdkon a genotipust, hogy az
abszcisszan nem tlntettem fel, melyik génre nézve KO az allat. Ez sajnos csak az
abramagyardzatba keriilt be, és ez valoban félrevezetd lehet az olvasonak. Ez a lehetséges



probléma a dolgozat szerkesztésénél sajnos nem meriilt fel bennem, és az eredeti kdzlemények
abrait vettem at és forditottam le. Azért fordulhatott ez el6, mert az egyes eredeti
kozleményekben csak 1-1 génmodositott torzset hasznaltunk, és ezért ott nem volt sziikséges
minden abran kiilon jelezni, hogy milyen génre nézve KO az adott csoport.

Professzor Ur éltal idézett 5.16. dbra a TRPA1 KO torzs eredményeit mutatja, és nem a harom
talalat elméletben alkalmazott PACAP KO torzset, amit az 5.1. abra mutat. Mivel a PACAP
KO térzs CD1 alapt, a TRPA1 pedig C57/BIl6 torzsti, a kontroll szorongési szint értékek, azaz
az elasott tiveggolyok szama, és a kortikoszteron szint kiilonbségek adodhatnak az egértorzsek
kozti kiilonbségbdl is. Azt is fontos szempont, hogy a két kisérlet kozott 10 év telt, el és
1dokozben az allathazak is tobbszor koltoztek, ezért az eredmények nem hasonlithatok 0ssze
direkt modon. Ezeket a viselkedési teszteket mindig a sajat, egyiddben mért kontrolljaikhoz
kell viszonyitani.

6. ,Ha a PACAP dadllatokban csokkent szorongdst és depressziot mériink, akkor miért
feltételezhetd, hogy a heterozigotik prediszpondljak a depresszio-szerii viselkedést?”

Valasz:

Hashimoto és munkatarsai, amikor 2001-ben 1étrehoztak azt a PACAP KO egértorzset amivel
mi is dolgoztunk. Cikkiikben a vad és heterozigdta genotipusok Osszehasonlitasara
Osszpontositottak és els6sorban az allatok lokomotoros aktivitdsat és szorongési szintjét
elemzik. Nem forditottak sok figyelmet a heterozigéta allatok karakterizalasra. Ennek ellenére,
cikkilkben néhany viselkedési teszt adatsorat kozolték, €s esetenként az adatsorok a
heterozigota allatok eredményeit is tartalmazzak. Ebben az adatsorban az latszik, hogy a
heterozigota allatok eredményei a mérdszanok tekintetében sok esetben a vad tipus és a KO
koze esik olyan modon, hogy a vad vs. heterozigota dsszehasonlitdsban a kiilonbség nem éri el
a szignifikancia szintjét, de megkozeliti azt. Ezek a mérések 7-8 dllatot tartalmaztak
csoportonként, ami emelt keresztpalld teszt és open field teszt esetén nagy kiilonbségek
kimutataséra elégséges lehet, de a heterozigota allatoknal lathaté moderalt mértékii viselkedési
anomalia statisztikai alatdmasztdsdra nem volt elegendé az ezekben a tesztekben jellemzd
jelentékeny szoéras miatt. Hashimoto és mtsai ugyanebben a cikkiikben (2001) meghataroztak a
heterozigota allatokban a PACAP mRNS-ének és PACAP 38 peptid mennyiségét is. Az situ
hibridizacié azt mutatta, hogy a PACAP mRNS mennyisége heterozigota allatokban
nagymértékben csokkent, de nem tlint el. A PACAP 38 immunreaktivitast a heterozigota
allatokban a vad tipusban megfigyeltnél 70%-kal kisebbnek talaltdk. Hashimoto és mtsai azutan
2009-ben kozolték azt, hogy ezek az egerek depresszio-szerl fenotipussal is rendelkeznek, de
ebben a kozleményiikben egyaltalan nem vizsgaltak a heterozigota allatokat, de legalabbis nem
kozoltek eredményeket. Innen jott a gondolat, hogy a heterozigota allatok a kisebb PACAP
expresszid miatt genetikai hajlamot mutathatnak depresszid-szerti allapotra.

Amikor azutdn a PACAP KO allatokat stressznek tettiik ki, azt lattuk, hogy a depresszio-szeri
fenotipus (5.1. A abra a dolgozatban) stresszexpozicio hatasara paradox moédon megfordul, és
egy egészen alacsony immobilitasi értékeket lattunk a forced swim tesztben (5.8. G abra és 5.21
A abra a dolgozatban). Mivel ez nem egyeztetheté 0ssze azzal, amit az emberi betegségrol
tudunk, hogy a stresszexpozici6 ront, és nem javit a beteg allapotan, arra jutottunk, hogy a
heterozigoéta allat lehet alkalmas a modellben, mert ez egy olyan genetikai eltérést hordoz, ami
hajlamositja a depresszio-szerl allapot kialakulésara.



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.

7. wA hdarom taldlat modellben mennyit szamitott a PACAP heterozigota egerek
hasznadlata? Eredményei szerint a chronic variable mild stressz anyai deprivdcioval
kombindlva a vad tipusu dllatban is hasonlo depresszio-szerii viselkedést okoz. Milyen
esetben és miért ajanlja, pl. egy gyogyszergydarnak, a PACAP het dllatok hasznalatat?”

A tudoményos projekt célja az volt, hogy a harom taldlat elméletet teszteljiik egy
allatmodellben. A kronikus variabilis enyhe stressz modellt 6Gnmagaban is nagyon elterjedten
alkalmazzak ragcsalomodellekben a depresszidszeri allapot eléidézésére, melynek az az alapja,
hogy a kronikus stresszexpozicié emberben is depressziot okozhat. Ebben a modellben a
ragesalok jo része (de nem minden egyed) mutat anhedoniat és szorong (Czéh és mtsai 2016,
Willner 2016). Mi is ezt lattuk akkor, ha a vad tipusu allatainkat stressznek tettiik Kki.
Csoportszinten megfigyelhetd volt egy depresszid-szerli allapot, amelyben egyes allatok
kisebb, masok nagyobb mértékben mutattak a tiineteket, vagy egyesek esetleg teljesen
ellenallonak bizonyultak. Ezzel 6sszhangban, jol tudjuk, hogy nem minden ember szenved
depresszioban, aki stresszben éli életét, pl. munkahelyi és/vagy csaladi okokbol. Az, hogy ez
miért van igy, genetikai vagy epigenetikai okokkal magyaradzhat6. Nagyon sok génmodositott
egér és szamos patkanytorzset hoztak létre, melyek a génmuticido miatt depresszidszerii
tiineteket mutatnak, kiilonosebb stresszexpozicid nélkiil is. Ilyen a PACAP KO torzs is
(Hashimoto és mtsai 2009). Mivel azonban a depresszié nem monogénes betegség, az egyetlen
gén mindkét alléljat érintdé mutacidval eldidézett allapot konstrukcids szempontbol nem
illeszthetd az emberi korallapot hatterével. Az emberi depresszid hatterét vizsgald genetikali
kutatasok gyakran azt talaltak, hogy polimorfizmus(ok) all(nak) a hattérben. Ezek tobbnyire
nem okoznak funkcidvesztést a géntermék teljes hianya miatt, hanem a géntermék miikodése
valamilyen mértékben megvaltozik, ami az allosztatikus kapacitast a stresszadapticio
szempontjabol limitalja. A géntermék megvaltozott mennyisége, jelen esetben a PACAP 70%-
kal kisebb mennyiségli kifejezOdése a heterozigota allatban ezért egy olyan allapot, ami
konstrukcidsan jobban megfelel az emberi betegség hatterében allé polimorfizmusok okozta
hatasnak. Vagyis azért, hogy a willneri konsStrukcios validitasi kritériumnak megfeleljiink
(Willner, 1984) a heterozigota allatokat is bevontuk a vizsgalatba.

A harom taldlat elmélet harmadik pillére az epigenetikai hatds, mely gyakran az élet korai
szakaszaban elszenvedett averziv szignifikans életesemény hatdséara I1ép fel, és onmagaban is
képes depressziodszeri allapotot eldidézni, melyet szintén gyakran hasznalnak depresszio
modellként allatkisérletekben (Czéh és mtsai 2016). De, ha a hadrom talalat elméletbdl indulunk
ki, és azt az emberi hangulatzavarra vonatkoztatjuk, ismét azt kell, hogy lassuk, hogy az, hogy
egy adott gyermek ¢életkoriilményei rosszak voltak (pl. bantalmazé vagy elhanyagolo sziilok
nevelték vagy szexudlis abuzusnak volt kitéve) Oonmagaban nem minden esetben okoz
szorongast és/vagy depressziot. Vagyis, hogy a konsStrukcios validitdsnak teljes mértékben
megfeleljiink, a stresszhatast, a genetikai prediszpoziciot és az epigenetikai hatast
kombindlnunk volt sziikséges.



Egyetértek Biralo Urral abban, hogy egy-egy paraméter esetében nem latszik az, hogy a
heterozigdta allat ,,depresszidsabb” lenne mint a vad tipusu allat, ha meternalis deprivacion
esett at és késobb kronikus stressznek volt kitéve, de a vad tipusu allat csak két talalatot
szenvedett el a harombol, vagyis ez az allat konstrukciosan nem felel meg a harom talalat
elmélet validitasi kritériumnak.

Arra a kérdésre, hogy milyen esetben ajanlandm a modellt tesztelésre, bar ismertek olyan
PACAP és PACI receptor polimorfizmusok, amelyek hangulatzavarral asszocialtak (Ressler és
mtsai, 2011, Almli és mtsai 2013), azt tudom mondani, hogy mivel a depresszidban szenvedd
betegek esetében nem torténik genetikai vizsgalat annak meghatarozasara, hogy milyen
genetikai ok lehet a hattérben, egyel6re nem tudunk az adott betegségben személyre szabott
terapiat adni. Ahogyan azt sem tudjuk, hogy milyen epigenetikai eltérések 1épnek fel az adott
beteg esetében. Mégis, azt gondolom, hogy a modelliink olyan betegségcsoportot reprezental
legjobban, ahol pozitiv csaladi anamnézis (genetikai faktor) all fenn, és esetleg az illet6t
gyermekként érte valamilyen csaladi trauma, majd felnétt kordbban egy kronikus stresszhatés
(bantalmazo kapcsolat, munkahelyi konfliktus, anyagi nehézségek, gyasz stb.) eldidézi a
depressziods epizodot. En azt gondolom, hogy megkozelitésiink arra is alkalmas lehet, hogy egy
adott Uj hatdanyagjelolt molekula hatékonysagat Osszevessiilk a modellben a standardnak
szamito antidepresszansokkal. Mivel a PACAP KO allatrol tudjuk, hogy agyukban a szerotonin
metabolitja csokkent mennyiségben van jelen, €és a mi eredményeink is arra utalnak, hogy a
nucleus raphe dorsalis szerotoninerg sejtjeinek miikodésében valtozasok lathatok, ugy itélem,
meg, hogy a szerotoninerg rendszert befolyasold gyogyszerhatoanyag-jeldlt vegyiiletek
tesztelésére alkalmas lehet modelliink.
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8. Miért mads agyteriiletekre fokuszal a stressz-indukalt c-Fos aktivdcio esetén (amygdala,
BNST, septum, PVN), és a FOSB/AFOSB esetén (mPFC, hippokampusz)? A kiilonbozo
immediate early gének mas teriileteken aktivalodnak?

Valasz:

A prefrontalis kéreg vizsgalatat csak a harom talalat elmélet modellben, a hippocampus
vizsgalatat pedig a harom talalat elmélet modellben és a kronikus varidbilis enyhe stressz
modellben végeztiik el, mivel valdsziniileg ezt a két agyteriiletek vizsgaltak és vizsgaljak
leggyakrabban a depresszioval kapcsolatos kutatasok soran. A kronikus modellben a
FOSB/AFOSB, mint kronikus idegsejtaktivacié marker kifejez6dését vizsgaltuk meg. A FOS
fehérjét (vagy masnéven c-Fos) csak akut modellben vizsgaltuk, mivel kb. 24 oraval a
stresszexpozicid utan ez az aktivitasi marker eltiinik a sejtmagbol, és ismétlodo stresszek esetén
kifejez6dése gyakran csokken, az agyteriiletek adaptacidja kovetkeztében (Kovacs, 1998,
2008). Tehat, a gének kifejezédésének idébeli dinamikaja és a modellezni kivant allapot (akut
stressz illetve kronikus stressz okozta depresszioszerti allapot) eltérd jellege miatt vizsgaltunk
eltérd markereket ezeken a teriileteken, illetve ezért vizsgaltunk kronikus markereket a
prefrontalis kéreg és hippocampus teriiletén.

Idézett irodalom:

Kovacs KJ. c-Fos as a transcription factor: a stressful (re)view from a functional map.
Neurochem Int. 1998 Oct;33(4):287-97. doi: 10.1016/s0197-0186(98)00023-0. PMID:
9840219.

Kovacs KJ. Measurement of immediate-early gene activation- c-fos and beyond. J
Neuroendocrinol. 2008 Jun;20(6):665-72. doi: 10.1111/j.1365-2826.2008.01734.x. PMID:
18601687.

9. Annak tesztelésére, hogy a chronic variable mild stress globalis hatdssal van-e a Trpal
expressziojara, ganglion trigeminale mintakon RT-qPCR mérést végzett. Talan jobb lett
volna azonos modszerrel, masik agyteriileten (és nem a periférian) végezni el ezt a
validalast. PCR-el kimutathato a Trpal expresszio valtozdasa az EW mag teriiletén?

Valasz:

Professzor Ur felvetésével teljes mértékben egyetértek. Ami a TRPAL kdzponti kifejez8dését
illeti, az irodalomban azt lehet taldlni, hogy a legtobb agyteriileten kifejezédik, mind
neuronokban, mind gliasejteken. Ezek a kozlemények immunszdvettani modszerrel végzett
festéseken alapulnak. Sajnos azt kell, hogy mondjuk, hogy ezek az adatok finoman szélva is
megkérdojelezhetok. Az antitestek specificitdsanak ellendrzésével ugyanis kevés szerzo
torodott, amikor ezeket a cikkeket megirtak. Sajat tapasztalatunk szerint a kereskedelemben
elérhetd TRPAT antitestek nem megbizhatdak, ahogy ezt a keserti valésagot nemrégiben kiilon
kozlemény is taglalta (Virks és munkatarsai, 2019). Sajat magunk, a Farmakoldgiai Intézettel
¢és a Biotechnoldgiai Intézettel kdzosen is végeztiink kisérleteket, hogy megbizhatd antitestet
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allitsunk eld egérben, de tobbszori probalkozas ellenére sem sikeriilt olyan B sejt klont
azonositani, ami specifikus monoklonalis antitestet termelt volna. Mivel tehat nem tudtunk
megoldast taldlni az antitest problémara, és az immunfestésen alapuld leirasok nem
megbizhatdéak, RNAscope in situ hibridizacidét végeztiink, hogy meghatidrozzuk, milyen
mértékben fejezddik ki a Trpal a kdzponti idegrendszerben. Azt talaltuk, hogy ellentétben az
immunfestéseken alapuld leirasokkal fokalis, elszortan, 1-1 sejtre lokalizalt igen alacsony
mértéki, kizarolag neurondlis expresszid jellemzd (sejtenként 1-1 transzkriptum) a kdzponti
idegrendszer tobb teriiletén, mint pl. a hypothalamus (Olah és mtsai. 2021) és a bulbus
olfactorius (Konkoly és mtsai. 2021). Sejtenként tobb (néhany) transzkriptum a piriform kéreg
teriiletén figyelhetd meg elszortan, glutamat tartalma neuronokban (Konkoly és mtsai 2021).
Erés Trpal expressziot azonban eddig csak az Edinger-Westphal magban talaltunk. Hasonl6an
erds expressziot a kornyéki idegrendszerben, a ggl. trigeminalé-ban figyeltiink meg, ezért esett
a valasztasunk erre a teriiletre, mint kontroll. Amennyiben lenne a kdzponti idegrendszer
teriiletén egy olyan jol kortilhatarolhat6 idegsejt csoport ahol kifejezddik a Trpal mRNS, és
amelyet (talan) nem befolydsol a kronikus stressz hatdsa, azt valasztottuk volna belsd
kontrollnak, de mi ilyet mi nem talaltunk.

PCR vizsgalattal meg tudjuk mérni a Trpal mRNS valtozasat. Mivel a Trpal jelentOs
mértékben kifejezodik a fehérvérsejtekben (Zhu és mtsai. 2019, Szabd és mtsai. 2024), az
agyszovet ereiben talalhatd vérsejtekben jelen levo Trpal befolyasolhatta volna a méréséket.
Ezért, amikor volt rd lehetéség, RNAscope in situ hibridizaciot végeztiink perfundalt szovetbol.
fgy a vérsejtek zavard hatdsa nem érvényesiil, mert azokat a perfuziokor eltavolitjuk, illetve
rezidudlis vérsejtek esetén is pontosan lathatjuk, milyen sejtbdl jon a fluoreszcens jel. Human
agyszovet mintaink Palkovits Professzor Ur fagyasztott szovetblokkjaibol szarmaztak. Ezekb6l
egyrészt a fagyasztas okozta strukturalis karosodas, masrészt a fixalas hianya miatt nem tudtunk
megbizhatoan RNAscope-ot végezni, ezért PCR vizsgélattal mutattuk be azt, hogy a receptor
MRNS-ének mennyisége kisebb depresszidos egyének mintaiban (Kormos és mtsai., 2022).
Azobta, hogy ez a kdzlemény megjelent, sikeriilt perfundalt humén szévetmintan is bemutatni a
TRPAL mRNS jelenlétét UCNI tartalmu neuronokban az EWcp-ben RNAscope segitségével.
Bar ezt egyelore nem publikaltuk, az alabbi 2. abra demonstralja az mRNS jelenlétét egy emberi
EWcp UCNI tartalma neuronban.



2. abra. Emberi centralis projekcioju Edinger-Westphal mag UCN1 (z6ld) tartalmu idegsejtjeiben
kifejezodik a TRPA1 mRNS (piros). RNAscope in situ hibiridizacié és immunfluoreszcens
jelolés kombinacidja. A sejtmagokat 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) festéssel tettiik
lathatova.

Idézett irodalom

Konkoly J, Kormos V, Gaszner B, Sandor Z, Kecskés A, Alomari A, Szilagyi A, Szilagyi B,
Zelena D, Pintér E. The Role of TRPA1 Channels in the Central Processing of Odours
Contributing to the Behavioural Responses of Mice. Pharmaceuticals (Basel). 2021 Dec
20;14(12):1336. doi: 10.3390/ph14121336. PMID: 34959735; PMCID: PMC8703823.

Olah E, Rumbus Z, Kormos V, Tekus V, Pakai E, Wilson HV, Fekete K, Solymar M, Kelava
L, Keringer P, Gaszner B, Whiteman M, Keeble J, Pinter E, Garami A. The Hypothermic Effect
of Hydrogen Sulfide Is Mediated by the Transient Receptor Potential Ankyrin-1 Channel in
Mice. Pharmaceuticals (Basel). 2021 Sep 29;14(10):992. doi: 10.3390/ph14100992. PMID:
34681216; PMCID: PMC8538668.

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.
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Virk HS, Rekas MZ, Biddle MS, Wright AKA, Sousa J, Weston CA, Chachi L, Roach KM,
Bradding P. Validation of antibodies for the specific detection of human TRPAL. Sci Rep. 2019
Dec 6;9(1):18500. doi: 10.1038/s41598-019-55133-7. PMID: 31811235; PMCID:
PMC6898672.

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.

10. Bar az erdltetett uszds tesztet nem tartja teljesen megbizhatonak, a cukorpreferencia
tesztet sok kisérletében nem végezte el. Mi ennek az oka?
Vilasz:
A cukorpreferencia teszt az anheddnia mérésére egy hatékony teszt és a kronikus stressz
hatasara bekovetkezO depresszids-szeri allapot kimutatdsara a hasznalhatjuk. Az egerek
esetében, amennyiben az allatok egyéni folyadékfogyasztisat akarjuk mérni, egyéni tartds
mellett viszonylag hosszan (16 6ra) kell mérni, ahhoz, hogy jol detektalhato folyadékfogyasztas
torténjen. Mivel a harom taldlat elméletben 158 egérrel dolgoztunk, az allathdzi kapacitas és
felszerelés limitalt volta nem tette lehetové, hogy ennyi allatot egyszerre teszteljiink. Arra is
gondoltunk, hogy idében eltolva teszteljiik az allatokat, de mivel a teszt idejére az éllatokat
izolalni kell alomtestvéreiktdl, tulajdonképpen egy szocialis izolacios stresszt okozunk, ami
része a kronikus variablis stressz paradigmanak. Ez a stresszhatds, mivel a tesztet nem tudtuk
volna az Osszes allaton egyidoben elvégezni a kapacitas korlatozottsaga miatt, kiilonb6zo
mértékben befolyasolta volna azokat a stresszparamétereket, amelyekhez a mintékat a ledlés
idejében gyljtottiik. Ezért, a cukorpreferencia mérést csak olyan modellekben végeztiik el,
amelyek esetében rendelkezésre allt az allatszamhoz mért elegendd allattartd helyiség, ketrec
¢s itatds iiveg ahhoz, hogy minden allatot egyiddben teszteljiink. Ellenkezd esetben az izolacio
akut stresszhatdsa a kontolljainkat zavarta volna, a krénikus stresszcsoportban pedig eltérést
koriilmények kozotti cukorpreferencia tesztelésre a Trpal KO egértorzs esetében a
Farmakologiai Intézet allathazaban volt lehetdségiink. A rotenon modellben az Anatomiai
Intézet allathazanak patkanyok szamara fenntartott helyiségeiben is el tudtuk végezni a tesztet,
mivel itt a rekonstrukcid utan volt megfelelé alapteriileti kapacitas és elegendd felszerelés
ehhez.

11. Az epididymalis zsirba 2ul Ba-DupGreen virust injektdaltak, ami zold fluoreszcensfehérjét
fejezett ki a fertozott idegsejtekben. A perfunddldsig eltelt 5 nap elég sok ido.
Specifikusnak tekintheto még a jel? Hany szinapszison ment dt a virus? Mennyire volt
tele az agy fertozott sejtekkel?

Vilasz:

Az alkalmazott pseudorabies virus retrograd transzneuralis jelolést tesz lehetévé patkanyban.

Hasonl6 kisérleti elrendezésben, patkdnyban tobb vizsgdlatban sikeriilt kimutatni az EWcp

fertdzodését, mely a szimpatikus idegrendszer utjan torténhetett. Korabbi kollaboracios

munkankban a mellékvesébe adott virusinjekcid utjan, sikeriilt retrograd jeloléssel elérni az

EWcp sejteket. Itt szintén hasonlo talélési idoket teszteltiink tobb csoportban (96-144 o6ra), és

a hypothalamus teriiletén is talaltunk preszimpatikus premotor neuronokat. Ebben a kisérletben

a ventrolateralis nyultveld sejtjei jelolodtek, és a mesencephalon teriiletén a Darkschewitsch

mag, valamint a periaqueductalis sziirkeallomany (Shah et al 2013). A visceralis zsirdepok -ide

tartozik a mellékherét koriilvevéd zsirszovet is-, vizsgalata azt mutatta, hogy a zsirszovet
szimpatikus idegrendszer altal torténd beidegzése a gerincveld oldalsd szarvan keresztiil
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torténik, ahova a hypothalamus magjaibol, és ventrolateralis medullabol indulnak rostok
(Stanley és mtsai 2010). Ezek alapjan Gigy gondoljuk, hogy a virus 2, esetleg 3 szinapszison
juthatott at, melyek a sympathicus ganglionok, a nucleus intermediolateralis és esetleg a
ventrolateralis medulla teriiletén vannak. Nem tudjuk ugyanis kizarni azt, hogy az EWcp-bdl a
gerincveldbe leszallo kdzvetlen Gsszekottetést ado rostokon is atjuthatott a virus, mint ahogy az
is lehetséges, hogy a ventrolateralis medullaban tortént egy tovabbi atkapcsolas.

Idézett irodalom:

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.

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.

12. Mennyire specifikus az EWcp/UCNI neuronok érintettsége a rotenon modellben? Mds
sejtek nem pusztulnak, és nem mutatnak funkciondlis karosodast ezen kezelés hatdasdara?

Vilasz:

Biralo6 Ur felvetésével a rotenon szelektivitasat illetden munkank soran behatobban
foglalkoztunk. Ami a rotenon hatdsat illeti, ez a toxin els6sorban a nagy energiaigényii
szOveteket tamadja és a mitochondrialis komplex I gatlasa révén okoz szabadgyokképzodést,
mitochondrium karosodast, energiadeficitet és sejtpusztulast. Ez a periférian azt eredményezi,
hogy szamos ¢€lénk metabolizmust folytatd szervrendszer karosodhat (sziv, csontveld, vese,
maj). A projekt kezdetekor elvégeztiink egy elokisérletet, amelyben probaltuk meghatarozni azt
a legkisebb rotenon dozist, ami elégséges a Parkinson-kor-szerli korallapot kialakitdsara, és
minimalis elhullds mellett tudjuk az allatok viselkedését tanulmanyozni, még olyan éaron is,
hogy hosszabb ideig, 6 hétig kezeltiik az allatokat, a megszokott 4-5 hét helyett. Tettiik ezt
azért, mivel a nagyon sulyos allapott allatokon a viselkedési tesztek kivitelezhetetlenek lettek
volna, hiszen, legyen az barmilyen viselkedési teszt, voltaképpen az allat mozgasa az, amit
vizsgalunk. Az 1,5mg/kg/nap volt az a dozis, amit végiil alkalmaztunk, nagyon tigyelve arra,
hogy amennyiben az allat 4ltalanos allapota romlott, €s ezért testtomegebdl veszitett, akkor az
aktualis testtomeghez igazitottuk és csokkentettik a dozist. Igy sikeriilt azt elérni, hogy
viszonylag kevés allatot kellett az altalanos allapotuk romlésa miatt kizarni a kisérletbdl.
Azokat az éllatokat, amelyeket az in vivo tesztek végén feldolgoztunk, alapos szdvettani
vizsgalatnak vetettiik ald, és nem csak a substantia nigra pars compactat, valamit az Edinger-
Westphal magot tanulmanyoztuk. Ebben a két magban az alaphipotézisiinknek megfeleléen
neurodegeneracid 1épett fel. Kiemelném, hogy a két magban bekdvetkezd idegsejt karosodas
mértéke  korrelalt egymassal statisztikailag is. Ezzel szemben, azokban a
hangulatszabalyozasban kiemelt jelentdségli kdzpontokban, amelyekben bar leirtak
neurodegeneraciot Parkinson-korban emberben (Borgonovo és mtsai. 2017, Goedert és mtsai.
2001), mi nem talaltunk idegsejt pusztulast és gliasejt aktivaciot. Ez igaz volt a ventralis
tegmentalis area és a nucleus raphe dorsalis dopaminerg sejtjeire, a nucleus raphe dorsalis és

11



medianus serotoninerg neuronjaira, valamint a noradrenerg kézpontok koziil a locus coeruleus
¢és a ventrolateralis medulla A5 sejtcsoportjara is (Ujvari és mtsai. 2022).

A kozleményiink megjelenése 6ta megvizsgaltunk egyéb peptiderg rendszereket is. Ezek az
adatok egyeldre publikalas el6tt allnak, de elmondhatom, hogy a CRH rendszert illetéen nem
talaltunk neurodegeneracidt sem a nucleus paraventricularis, sem a centralis amygdala, sem
pedig a nucleus intersitialis striae terminalis teriiletén, bar a CRH rendszer mRNS ¢és peptid
tartalma némi kompenzaciot végez, feltételezhetéen az UCNI tartalmu sejtek karosodasa miatt
(Pytel és mtsai. kozlés el6tt allo adatok). Az egyéb urocortinokat is megvizsgaltuk, és azt lattuk,
hogy sem az Ucn2 mRNS (nucleus paraventricularis hypothalami) sem az Ucn3 mRNS
(lateralis hypothalamus és nucleus medialis amygdalae) kifejez6dése nem valtozik a modellben
(Pytel és mtsai. nem kozolt adatok). Arra is gondoltunk, hogy esetleg a fobb orexigén és
anorexigén peptidrendszerek karosodhatnak. Egyelore ezeket az adatokat sem publikaltuk, de
valtozatlan a nucleus arcuatusban a Npy neuronok szama és valtozatlan a Cart/Pomc tartalma
neuronok szama is. A sejtek mitkddésében viszont valtozasok 1épnek fel, mert rotenon hatdséara
csOkken a Cart és az Npy mRNS expresszioja, valtozatlan Pomc mRNS és alphaMSH tartalom
mennyiség mellett, mig minimalisan emelkedik az NPY peptid tartalom. Az orexin neuronok
szama szintén valtozatlan, de benniik csdkken az hypocretinl mRNS ¢és az Orexinl peptid
mennyisége is. Azt feltételezziik, hogy e sejtek miikodésének valtozasa hozzajarulhat a
modellben fellépd negativ energiaegyensulyhoz, mely hasonlit a Parkinson-korban eléforduléd
teststilyvesztéshez (Marton és mtsai, kozlés eldtt allo megfigyelések).

Idézett irodalom:

Borgonovo J, Allende-Castro C, Laliena A, Guerrero N, Silva H, Concha ML. Changes in
neural circuitry associated with depression at pre-clinical, pre-motor and early motor phases of
Parkinson's  disease.  Parkinsonism  Relat Disord. 2017 Feb;35:17-24. doi:
10.1016/j.parkreldis.2016.11.009. Epub 2016 Nov 21. PMID: 27889469,

Goedert M, Jakes R, Anthony Crowther R, Grazia Spillantini M. Parkinson's Disease, Dementia
with Lewy Bodies, and Multiple System Atrophy as a-Synucleinopathies. Methods Mol Med.
2001;62:33-59. doi: 10.1385/1-59259-142-6:33. PMID: 21318766.

Ujvari B, Pytel B, Marton Z, Bognar M, Kovacs LA, Farkas J, Gaszner T, Berta G, Kecskés A,
Kormos V, Farkas B, Fiiredi N, Gaszner B. Neurodegeneration in the centrally-projecting
Edinger-Westphal nucleus contributes to the non-motor symptoms of Parkinson's disease in the
rat. J Neuroinflammation. 2022 Feb 2;19(1):31. doi: 10.1186/s12974-022-02399-w. PMID:
35109869; PMCID: PMC8809039.

13. ,,A  szelektivn EWcp/UCN1 neuron ablaci6 eredményeib6l mennyire
kovetkeztethetiink arra, hogy ezek a sejtek csak a Parkinson kor tiineteként
bekovetkez6 hangulatvaltozasokban érintettek?”

Vilasz:

Véleményem szerint nem kovetkeztethetiink arra, hogy csak a Parkinson-kor tiinettanaban van
szerepe a magnak, hanem inkabb azt a vonhatjuk le ebbdl, hogy a Parkinson-kor nem motoros
tiineteihez a mag hozzajarul, de a motoros tiinetekben nincs jelentds szerepe. A véleményem
az, hogy ez a teriilet nagyon Osszetett funkciokkal bir, ezért karositasanak szertedgazo hatasa
van. Mi a stresszvalasz és hangulatzavarok vizsgalataval foglalkoztunk elGsorban, de az
energiaegyensuly szabalyozasban vitt szerep vizsgalatakor is végeztiink viselkedési teszteket.
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Ezek végiil nem keriiltek be abba a kozleménybe (Xu és mtsai. 2022), de azt lattuk, hogy az
EWcp irtott allatok a forced swim tesztben is passzivabbak voltak, ami magasabb immobilitasi
iddtartamban nyilvanult meg. Amikor a stressz hatdsat vizsgaltuk, a legtobb modellben azt
lattuk, hogy a mag muikodése megvaltozik, amit az aktivacidos markerek és az Ucnl mRNS
¢s/vagy peptid mennyiségi valtozasa is mutatott (Gaszner €s mtsai. 2004, 2009). Korabban is
(Kozicz és mtsai. 2001, Rouwette és mtsai. 2011), de nemrégiben is kozoltiink adatokat arra
vonatkozoan, hogy fajdalom modellekben illetve migrénben (Al-Omari és mtsai. 2024) milyen
szerepe lehet a magnak. Nagy irodalma van annak is, hogy miként jarulhat hozza az EWcp az
alkohol ¢és egyéb tudatmodosité szerek (Zuniga és Ryabinin 2020), s6t sebészi narkotikumok
(Yi és mtsai 2023) hatasdhoz is. Nemrégiben kozlemények jelentek meg arrol is, hogy a mag
jelentds szereppel bir a laktacios idOszak eldkészitésében akkor, amikor az anyaallat fészket
¢épit (Tobliko és mtsai 2022). De van adat arra is, hogy a figyelem ¢és kognitiv funkciokban is
lehet szerepe (Li és mtsai 2018).

Idézett irodalom:

Gaszner B, Csernus V, Kozicz T. Urocortinergic neurons respond in a differentiated manner to
various acute stressors in the Edinger-Westphal nucleus in the rat. J Comp Neurol. 2004 Dec
6;480(2):170-9. doi: 10.1002/cne.20343. PMID: 15514930.

Gaszner B, Jensen KO, Farkas J, Reglodi D, Csernus V, Roubos EW, Kozicz T. Effects of
maternal separation on dynamics of urocortin 1 and brain-derived neurotrophic factor in the rat
non-preganglionic Edinger-Westphal nucleus. Int J Dev Neurosci. 2009b Aug;27(5):439-51.
doi: 10.1016/j.ijdevneu.2009.05.006. Epub 2009 May 19. PMID: 19460425.

Kozicz T, Li M, Arimura A. The activation of urocortin immunoreactive neurons in the Einger-
Westphal nucleus following stress in rats. Stress. 2001 Jun;4(2):85-90. doi:
10.3109/10253890109115724. PMID: 22432129.

Li X, Chen W, Pan K, Li H, Pang P, Guo Y, Shu S, Cai Y, Pei L, Liu D, Afewerky HK, Tian
Q, Zhu LQ, Lu Y. Serotonin receptor 2c-expressing cells in the ventral CA1 control attention
via innervation of the Edinger-Westphal nucleus. Nat Neurosci. 2018 Sep;21(9):1239-1250.
doi: 10.1038/s41593-018-0207-0. Epub 2018 Aug 13. PMID: 30104733.

Rouwette TP, Kozicz T, Olde Loohuis NF, Gaszner B, Vreugdenhil E, Scheffer GJ, Roubos
EW, Vissers KC, Scheenen WJ. Acute pain increases phosphorylation of DCLK-long in the
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