Vialaszok Dr. Hrabovszky Erik biralatdban megfogalmazott kérdésekre, felvetésekre

Nagy tisztelettel koszonom azt az alapos munkat, amit Biraldo Ur végzett! Koszonom a
megfogalmazott észrevételeket, birdlati pontokat és felvetéseket, melyekre az alabbi valaszokat
adom:

1. A 42. oldalon a jelolt gorcsd ala veszi a hangulati zavarok vizsgdlatdara széles korben
hasznalt allatkisérletes modelleket, a Willner féle validitasi kritériumok fényében. Miképpen
arra ramutat, az emberi depresszio tiinettana nem egységes (A szomatikus tiinetek kozt pl.
egyarant elofordulhat hizas vagy fogyds, hipo- vagy hiperszomnia, a pszichomotoros tiinetek
kozt motoros nyugtalansag vagy épp meglassultsag. A depresszio koroktana sem egységes,
ahogy a jelolt tobb helyiitt is kifejti: ...”esetek hattérben eltéro idegrendszeri korfolyamatok
bujnak meg (Kormos és Gaszner, 2013)”. ,,...A major depressziot a poligénes betegségek kozé
sorolhatjuk (35. oldal)”. ,,...arra lenne sziikség, hogy definidljuk a korkép alcsoportjait, és
megértsiik ezek -minden bizonnyal- meglehetdsen kiilonbozdé neurobiologiai hdtterét...” . A
korkép heterogén eredetének és tiinettandnak fényében, milyen informdcio remélheté a
PACAP-KO (HZ) egér monogénes depresszio modelljétol, mik lehetnek a modell elonyei és
korlatai, milyen tipusu antidepresszansok tesztelésére tartja modelljét alkalmasnak?

Valasz:

A depresszid genetikai hétterének vizsgalata soran tobb mint szaz olyan génvarians, mutacio,
polimorfizmus valt ismertté, amelyek szerepet jatszhatnak a korkép kialakulasédban, ezért
poligénes genetikai hattérrel rendelkez6 betegségként ismerjiik (Norkeviciene és mtsai 2022).
E sokféle genetikai hattér kiilonféle génmiikodési és kovetkezményes funkcionalis valamint
fenotipus valtozasok révén vezet oda, vagy jarul ahhoz hozza, hogy végiil kialakul a betegség
(Kendall és mtsai. 2021). A legtobb polimorfizmus, amelyet 6sszefliggésbe hoznak a korképpel
valamilyen mértékli génmiikodés valtozast idéz eld, de nem okozza az adott géntermék teljes
miukodésképtelenségét vagy hidnyat.

Teljes mértékben egyetértek Biralo Urral, hogy egy poligénes betegség egyetlen génmutéacioval
valé modellezése nem tlinik konstrukcios szempontbdl megfelelonek. Mégis, az alabbi érvek
tamasztjak alé azt, hogy a PACAP heterozigodta allat alkalmas lehet modellnek.

A PACAP heterozigota allatok agyaban 30%-os PACAP tartalmat mértek a vad tipus képest
(Hashimoto és mtsai. 2001). Ez hasonlit olyan polimorfizmusok hatasahoz, ahol a promoter
vagy enhancer régiok muticidja vagy az adott gén miikodését szabalyozo egyéb fehérje
génjének mutacidja miatt egy géntermékbdl kevesebb termelddik. Ebben az adott géntermék
miikddése kevésbé lesz hatékony, annak ellenére, hogy az adott géntermék aminosav sorrendje
¢s ezzel annak szerkezete ¢és aktivitasa nem valtozik meg.

A PACAP és 16 receptora génjének vizsgalata soran is talaltak olyan polimorfizmust, ami noveli
a hangulatzavarok kialakulasanak kockazatat (Ressler és mtsdai 2011, Almli és mtsai 2013).
Ezt kombinalva epigenetikai és kornyezeti hatasokkal, erre a genetikai hattérre j6 eszkoz lehet
a modell.



A PACAP noveli az adenilat-ciklaz aktivitasat, de ezt szamos egyéb agens és hirvivé molekula
befolyasolhatja a PACAP-on kiviil. A csokkent PACAP mennyiség igy egyéb anyagok
szignaltranszdukcidjanak hatékonysagat befolyasolhatja, mert PACAP hidnyban kevesebb
aktiv cAMP termelddik. Vagyis, az olyan esetekben, ahol a genetikai vizsgalat olyan
génszerkezeti valtozast vagy valtozasokat mutat ki, amely(ek) kovetkeztében a cAMP 1t
aktivitasa csokken, modelliink jol alkalmazhato lehet, de meg kell emliteni azt is, hogy szamos
jelatviteli ut aktivalodik a PACAP receptorok utjan (Langer és mtsai 2022), tehat szamos
interakciod 1éphet fel a PACAP hianya kovetkeztében kialakulo jelatviteli valtozasokban.

Ami a Biralé Ur altal idézett tiinettani ellenparokat illeti, a PACAP KO allat fenotipusabol
kiindulva, az olyan testtomegvesztéssel jar6 esetekben, ahol pszichomotoros nyugtalansag
jellemz6é, a PACAP heterozigota allat jo modell lehet, mert mi is hasonlé anomaliakat
figyeltiink meg ezekben az allatokban, a modellben.

Ami a modszer korlatait illeti, ahogy Biralé Ur is emliti kérdésében, a pszichomotoros
meglassultsag, és az elhizas nem volt jellemz6 a modellallatainknal, ezért azt gondolom, hogy
az ilyen tiineteket mutato klinikai esetek modellezésére nem alkalmas a modell. Az olyan
esetekben, amikor tobb gén mutacidja 1€p fel, és ezért az adaptaciés zavar hatterében a
stresszadaptacios gépezet tobb résztvevdjének aktivitdsa vagy mennyisége komplex mddon
valtozik meg, akkor az Osszetett tiinettan minden elemét modelliink valdszintileg nem tudna
maradéktalanul leképezni.

A depresszi6é farmakoterapidja mind a mai napig a monoaminerg rendszerek mitkddésének
befolyasolasan alapszik. A peptiderg rendszerek, mint neuromoduldtorok hatdsanak
farmakologiai kiakndzasa még nem tortént meg. A CRH rendszer és a CRHI1 receptor
befolyasolasa Utjan probaltak terapias eldnyt elérni, de eddig nem sikeriilt attorést elérni a
génmodositott egértorzsiinkben a szerotonerg rendszer aktivitasa kisebb, azt feltételezem, hogy
azokban a korallapotokban, ahol a szerotonin szint csokken az agyban és ahol azt eredményesen
noveljik meg pl. szerotonin visszavételgatldo gyogyszerek segitségével, modelliink Uj
lehetséges hatoanyagok preklinikai tesztelésére alkalmas lehet.
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2. »Mig emberben a depresszio gyakran jar egyiitt szorongdssal, a jelolt modelljeiben a
depresszio mérésére és a szorongds mérésére alkalmazott viselkedési tesztek ellentétes iranyu
eltérést is mutathattak. Erre az ellentmonddsra a diszkusszio a 187. oldalon ki is tér. Mig az
MD180 HZ dllatok CVMS-t kdvetéen nem csupdn depresszios tiinetet, de fokozott szorongdst
IS mutattak MBT-ben, hogyan értelmezziik az akut stresszadaptdcio vizsgdalatabol sziiletett
megfigyeléseket, melyek szerint a PACAP-KO egereket FST-ben hosszabb immobilitds,
depresszio-szerii tiinet jellemzi, mikozben a szorongds mérésére hasznalt LDT és MBT tesztek
éppenséggel csokkent szorongdsi szintet jeleznek? Klinikumban jar-e hasonloan egyiitt
major depresszio csokkent szorongasi szinttel?”

Valasz:

A kisérleteinkben hasznalt CD1 alapon tenyésztett PACAP KO allatok esetében mi azt lattuk,
hogy elézetes stresszexpozicid nélkiil ezek az allatok egy depresszid-szerli fenotipust,
megndvekedett immobilitasi id6t mutatnak forced swim tesztben (5.1. A abra a dolgozatban),
megndvekedett lokomotoros aktivitas és csokkent szorongasi szintek mellett. Amennyiben ezek
az allatok a vizsgalat eldtt enyhe stresszhatdsnak voltak kitéve, akkor a bazélisan emelkedett
depresszio szintjiikk paradox modon csokkent, ami alacsonyabb forced swim tesztben mért
immobilitasi idék képében jelentkezett (5.8. G 4bra és 5.21 A dbra a dolgozatban). Ez a
fenotipus nehezen egyeztethetd Ossze az emberi kordllapottal, ahol a stresszexpozicid
koézismerten nem javitja, hanem rontja a beteg allapotat. Ezért fordult a figyelmiink a
heterozigodta allat felé, mert itt nem lattuk ezt a paradox viselkedést. A heterozigéta allatokban
azonban jelen van egy a stresszadaptacié zavarara hajlamositd géndefektus, egy hibas PACAP
gén allél. Ez csokkent PACAP szinttel, és minden bizonnyal kisebb allosztatikus kapacitassal
jar. Ezért gondoltuk alkalmasnak a harom talalat elmélet modelliink felépitésére. Ennek
megfeleldoen, a PACAP heterozigéta allatok, amennyiben korabban maternalis deprivacion
estek at, és kronikus stressznek is Kitetettiik 6ket, magasabb immobilitast mutattak a forced
swim tesztben (5.21 A é4bra dolgozatban) és magasabb szorongasi szintet mutattak marble
buring tesztben (5.21 D abra a dolgozatban).



Ami a modell és a klinikai megfigyelések kozotti parhozammal kapcsolatos kérdést illeti, jol
ismert, hogy a depresszioban szenvedé emberek jelentds része, kb. a fele szorong is (Hirschfeld,
2001, Milic és mtsai. 2024). A szorongasi szint mérésére gyakran alkalmazott klinikai teszt a
Ganeralized anxiety disorder 7 (GAD-7) kérd6iv (Plummer és mtsai. 2016). Itt a vizsgalt egyén
hét allitast vizsgal meg, sajat magara vonatkozoan, a teszt eldtti 2 hetet tekintetbe véve: 1.)
Idegesnek, szorongonak érzem magam. 2.) Nem tudom megallni, hogy aggodjak valamin. 3.)
Tul sokat aggodom bizonyos dolgokon. 4.) Nem tudok ellazulni. 5.) Annyira nyugtalan vagyok,
hogy nem tudok iilve maradni. 6.) Kdnnyen bosszus, vagy ingerlékeny leszek. 7.) Attol félek,
hogy valami szornytliség torténhet.

A vizsgalt személynek az alabbi lehet6ségek koziil kell valasztania az egyes allitasokkal
kapcsolatban. (nem jellemz6: 0 pont), (bizonyos napokon: 1 pont), (a napok tobb mint a felében:
2 pont) (majdnem minden nap: 3 pont). Ebbél adédik egy maximum 21-es pontérték. A teszt
értekelésekor, a 0-4 pont minimalis szorongdst, 5-9 pont enyhe szorongast, 10-14 pont
mérsékelt szorongast, 15-21 pont stlyos szorongast jelent (Plummer és mtsai. 2016).

Vagyis, emberben, ha csak néha eléfordult az elmult két hétben, hogy nem tud az adott egyén
ellazulni, a tobbi pedig egyaltalan nem jellemzd, akkor is minimalisan szorong. Az allapot, amit
mi egérben csokkent szorongési szintnek interpretalunk, abbol a gondolatbdl indul ki, hogy a
csokkent érték megfelel a normalis szorongasi szintli kontrollnal alacsonyabb értéknek.
Emberek esetében azonban ez igy nem értelmezhetd, mert a szorongasnak emberben nincsen
normalis szintje. A pontrendszerek alapértéke nulla, és nincsen negativ iranyu skala.

Véleményem szerint ezért, ha az emberi depresszio csokkent szorongéssal jard klinikai képét
probaljuk behatarolni, akkor azokra az esetekre kell gondolunk, amikor nem jellemzd szorongas
a depresszi6 mellett.
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3. A mdodszertan ugyan nem tartalmaz leirdast az acetil-lizin 9 H3 hiszton (H3K9ac)
immunfestést koveto elemzésérol, de az eredmények leirasakor kideriil, hogy a szerzok
immunpozitiv sejtmagok darabszamadt hatdroztik meg régionként a kiilonbozd kisérleti
modellekben, és nem denzitometriai mérés tortént. A jeloletlen sejtekben vajon detektdldsi
kiiszob alatti az immunjel, vagy lehetséges-e hogy ténylegesen nincs jelen? (A H3K9ac
megjelenése valosziniileg nem csupdn a stress valaszkészség, hanem szamos egyéb élettani
hatas fiiggvénye is). Van-e elképzelés a pozitiv sejtek fenotipusarol, serkentd vagy gadtlo
jellegérol?

Valasz:

Biral6 urral egyetértek abban, hogy az az acetil-lizin 9 H3 hiszton immunpozitivitast szamos
biologiai valtozo befolyasolhatja, hiszen a H3 hiszton aktivalo acetilacionak jelentdségét leirtak
autizmusban, a szinaptikus atrendezédésekben (Fard és mtsai 2024), alkohol expozicidban
(Chater-Diehl és mtsai 2017), drogfiiggéségekben (Gudino és mtsai 2015), és a kromatin
mikodésében fennalld napi ritmus szabalyozasaban is (Zhu és mtsai 2020). Azt nem tudjuk
kizarni, hogy amennyiben a H3 hiszton acetilacio kismértéki volt, az nem vezetett olyan
mértékli immunjelhez, hogy azt lathassuk. Mindazonaltal, mivel az immunjel6lés hivasanal a
koriilményeket (pl. oldatok Osszetétele, hivas idétartama, homérséklet) igyekeztiink allandova
tenni, Ugy itéljiikk meg, hogy amennyiben egy bizonyos fokl gyenge acetilaciot a hisztonban
nem tudtunk detektalni, akkor az ugyanolyan mértékii gyenge acetilacidé egy masik mintaban
szintén lathatatlan maradt szdmunkra. Ezért, a csoportok kozti Osszehasonlitds, ha nem is
kvantitativ, de legalabb is szemikvantitativ, és tiikr6zi az acetilacid valtozasanak irdnyat a
vizsgalt agyteriileteken.

Ami a modszertant illeti, az egyes régiokban egyszerii sejtszamlalast végeztiink, mivel lattuk a
dimamino-benzidin immunhisztokémia soran, hogy az immunpozitiv sejtmagok morfologiaja
meglehetdsen heterogén. Viszonylag nagymagv, euchromatikus, neuronalisnak tin6 sejtekben
volt jelen az immunjel, de lattunk aprobb, heterochromatikus magvu sejteket is, amelyek
immunpozitivak voltak. Mivel gy itéltiik meg, hogy a festddo sejtek heterogénebb populaciot
képeznek annal, hogy szisztematikusan meghatarozhassuk azok immunfenotipusukat, arra a
kérdésre, hogy vajon serkentd vagy gatld sejtekben van-e a jel, egészen pontos valaszt nem
tudok adni, mert nem végeztiink ebben a kérdésben minden teriileten Szisztematikus vizsgalatot.

Azt azonban a sejtek anatomiai eloszlasabodl tudjuk, hogy H3K9ac minden bizonnyal jelen van
serkentd és gatlo idegsejteken is. A kéreg piramissejt rétegeiben példaul erds pozitivitas
mutatkozott (Id. 5.27. abra a dolgozatban), és ott sok a glutamat tartalmi neuron. Ami a
tanulmanyozott peptiderg régiokat illeti, a CeA teriiletén sok GABA-erg neuron taldlhato,
melyek egy része CRH pozitiv (Dabrowska és mtsai 2013). Habar egérben kolhicin kezelés
nélkiil nehéz a sejtek CRH tartalmat kimutatni immunfluoreszcens jeldléssel, sikeriilt néhany
halvanyan CRH pozitiv sejtet talalni, melyekben megtalalhaté a H3K9ac. Hasonl6 eredményre
jutottunk a BNSTov teriiletén is, ahol a CRH szintén GABA-erg sejtekben van jelen
(Dabrowska ¢s mtsai 2013). A PVN teriiletén sok H3K9ac pozitiv sejtet lattunk. Habar nem
sikeriilt értékelheté CRH immunjelet mérni Kolhicin kezelés nélkiil, elhelyezkedésiik alapjan
minden bizonnyal a CRH sejtek is pozitivak H3K9ac-vel. Ahogy Birald ur korabbi
kozleményében azt bemutatta (Hrabovszky és mtsai 2005), ezek a sejtek Vigut2 pozitivak, tehat
serkentd, glutamat tartalma neuronok. Kimutattuk, hogy az UCN1 neuronok az EWcp magban



H3K9ac pozitivak. Mindazonaltal, a magban megtalalhaté nem UCNI1 tartalmu, valdszintileg
els6sorban glutamaterg (Vglut2) sejtek (Zuniga és mtsai 2021) is tartalmazhatnak H3K9ac
immunreaktivitast, mert az UCN1 neuronok koriil sok egyéb sejt is H3K9ac pozitiv.

Az a megfigyelésiink, hogy apré sejtmagok is mutatnak H3K9ac pozitivitast arra utalt, hogy
gliasejtekben is jelen lehet ez az acetilalt hisztonfehérje. Ezt sikeriilt is igazolnunk: a tagabb
értelemben vett amygdala teriiletén talalatunk mind mikro- mind astroglia sejteket, amelyeknek
magja H3K9ac immunpozitiv volt, ahogy az EWcp teriiletén is lattunk H3K9ac pozitiv mikro-
¢s astroglia sejteket. Ezeket a megallapitasokat a H3K9ac immunpozitiv sejtek neurokémiai
karakterisztikaval kapcsolatban az alabbi (nem publikalt) fotomontazs illusztralja.
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abra. Acetyl-lizin-H3 hiszton (H3K9ac) immunreaktivitds a nucleus intersitialis striae
terminalis ovalis (BNSTov) magjaban, a centralis amygdala (CeA) és a centalis projekcioji
Edinger-Westphal magban (EWcp) gliasejtekben ¢s CRH illetve UCN1 neuronokban. A bal
oldali oszlop esetében zdld Ibal (mikroglia marker, z61d), GFAP (astrocyta marker, fehér) és
H3K9ac (piros) jelolés lathato. A fehér négyszdgekben néhany sejt nagyobb nagyitassal lathato.
A jobb oldali oszlopban a zold szin a CRH jelet mutatja a BNSTov és CeA teriiletén, és az
UCN1-et az EWcp-ben. Lépték: 20um.
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4, A depresszio modell 3-taldlat elméletén alapulo HZ, MD180, CVMS dllatok a forced
swim tesztben megndovekedett immobilitast mutattak, mig a széles korben legjobbnak gondolt
tail suspension depresszio tesztben nem. Hogyan értelmezendd a depresszio fokdt méro két
teszt eltérd eredménye? Végeztek-e cukorpreferencia tesztet is ebben a modellben, és ha igen,
az milyen eredménnyel jart?

Vilasz:

A tail suspension tesztben a kontroll allatokat egy kb. 50%-is immobilitasi id6 arany jellemezte.
CVMS hataséara bekovetkezd 10-15%-0s immobilitasi id6 valtozasok a 10-15%-os szorasok
mellett az altalunk hasznalt elemszam mellett (4-19 éllat/csoport) nem érte el a post hoc tesztek
esetében a szignifikancia mértékét, habar erds genotipus fohatast, és stressz x genotipus
interakciot lattunk. Azt feltételezziik, hogy ha lett volna kapacitasunk minden csoport esetén 12
allattal dolgozni, ez a teszt is alatdmasztotta volna azt, amit a forced swim teszt mutatott. A KO
allatokra a FST esetében leirt paradox immobilitasi id6 csokkenés ebben a tesztben is, mint
tendencia megfigyelhetd volt, de mivel kevés KO allatunk maradt életben (4-5/csoport), ez a
kiilonbség az ebben a tesztben latott nagyobb szoras miatt nem volt szignifikans. Mivel ezek
az eredmények nem voltak egyértelmiien konkluzivak, nem publikaltuk ket (2. ébra).
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2. abra. Tail suspension teszt a harom talalat elmélet modellben (n=4-19). MANOVA:
fohatas: genotipus (F= 88.23; p < 0.001), interakciok: anyai gondoskodas x genotipus
(F=26.53; p < 0.05) valamint stressz x genotipus (F = 55.54; p < 0.01).

A harom talalat elmélet modellben a cukorpreferencia tesztet az allathazi kapacitis és
felszerelés limitalt volta miatt nem tudtuk volna elvégezni. A harom talalat elméletet vizsgald
kisérletiinkben ugyanis 18 csoportban 158 allatot teszteltiink. A cukorpreferencia tesztben az
egerek egyéni folyadékfogyasztasat kell mérni. Az allatokat viszonylag hosszan (16 ora)
izolalni kell, hogy mérhet6 legyen a folyadékfogyasztas. Az allathazunkban amikor ezek a
kisérletek zajlottak, nem volt hely 158 doboznak, de sem dobozbol, sem itatosiivegb6l nem allt
rendelkezésre 158 illetve 316db. Mivel az izolacid egy stresszfaktor, idoben eltolva sem
tesztelhettiik az egereket, mert az izolacidé hatasa igy eltéré mértéki lett volna a le6léskor
gylijtott mintakban mért paraméterekre, ami torzitotta volna az eredményeket. A forced swim
teszt és a tail suspension teszt gyorsan elvégezhetd, és nem eszkoz- és alapteriilet igényes, ezért
ezekre hagyatkoztunk. Mindazonaltal elismerem, hogy a cukorpreferencia teszt értékes
eredményekkel szolgaltathatott volna az allatok anhedonia szintjérdl.

Még egyszer nagyon koszonom Biralé Ur munkajat!

Tisztelettel, Pécs, 2024. oktober 26.
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