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Bevezetés

Major depresszios zavar (MDD)
A ,Mentalis betegségek kormeghatdrozo és statisztikai kézikonyve (DSM

5)” az MDD-t debilizalé betegségként definiadlja. A betegek életének
szamos teriiletét befolyasolja negativan, ami gyakran Ongyilkossaghoz
vezet. A pszichiatriai vetiilet mellett a depresszid ndveli bizonyos
szomatikus betegségek kialakulasanak kockazatat is. Az emberi populacié
jelent6s részének szenved MDD-ben. A ,,Global Burden of Disease Study”
szerint az MDD 2013-ban egyike volt azon harom korképnek, mely a
legtobb ,kdrosodott egészségi dallapotban leélt évért” volt felelés. A
depresszidnak sulyos hatésa van a gazdasagra is. Evente az eurdpai GDP
kb. 1%-4t koltik a betegség kezelésére. Vilagszerte 350 milli6 ember
szenved MDD-ben, mely egyarant érinti a magas, kozepes és alacsony
jovedelmili orszagokat, cafolva azt a nézetet, hogy a fejlett orszagok

betegsége lenne.

Jelentds korai és késoi életesemények az MDD hatterében
Az emberi test folyamatosan ki van téve olyan negativ befolyasold
tényezOknek, melyek veszélyeztetik annak egyensulyat. Selye Janos 1936-
ban ezen fenyegetésekre az emberi szervezet altal adott nem specifikus
valaszokat ,,stressz”-ként definialta. Emberek esetében a stresszes
életesemények és a depressziés epizddok kozti Osszefuggés jol
dokumentalt. Ilyen események lehetnek példaul a kornyezeti katasztrofak,
terrorizmus, erdszak, csaladon beliilli er6szak, szexualis visszaélések,
kronikus és életet veszélyeztetd betegségek, munkanélkiiliség, magany,
anyagi bizonytalansag, szeparacié és gyasz. A sziiletés korili és a
gyermekkori események szorosan dsszefliggnek a pszicholdgiai fejlédéssel.

Tetemes mennyiségii szakirodalomi adat utal arra, hogy a gyermekkori



bantalmazas potencialisan noveli a depresszid és mas mentalis betegségek
kialakulasanak valdsziniiségét.

A kozelmultban kifejlesztett ,harom talalat elmélet” szerint az 6roklott
genetikai faktorok (1. talalat), a jelentds (korai) életesemények altal okozott
epigenetikai valtozasok (2. talalat) és a kornyezeti stressz a késobbi
életszakaszban (3. talalat) egyiittesen teheték felel6ssé a depresszid

kialakulasaért.

A PACAP hatisa a stresszvalaszra és az idegrendszer korai fejlodésére
1989-ben Arimura és munkatarsai a vazoaktiv intesztinalis peptid
(VIP)/secretin/glucagon csalad egy 1j tagjat izolaltdk, melyet hipofizis
adenilat ciklaz-aktivalé polipeptidnek (PACAP) neveztek el. A PACAP 6
hatasa a cAMP termelés fokozdsa PAC1, VPACI1 és VPAC2 receptorokat
expresszald sejtekben. A PACAP-ot az elsé izolalasa Ota kimutattak a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA) tengely alkotoelemeiben is. A
PACAP tobb mas funkcidja mellett fontos szerepet tolt be szamos szdvet
embrionalis fejlodésében. Ezen feliill novekedési faktorként szolgal az
idegrendszer fejlédésében, valamint neuronalis sériilések esetében. Ezen
funkciok figyelembevételével nem meglepd a tény, hogy a PACAP
génkiliitott egerek szamos viselkedési zavar tiineteit mutatjak. Hashimoto és
munkatarsai bizonyitékot talaltak ezen allatok esetében a depresszidszeri

viselkedésre €s a fokozott szorongésra.

Célkitiizések

1. Maternalis deprivacids vizsgalatok
Ezen kisérlet célja a neurobehavioralis fejlédés, a korai motoros
koordinaci6 és a korai open-field (OF) aktivitas vizsgalata volt Wistar

patkany kolykokben két hetes maternalis deprivaciot kdveten. Mivel



ismert, hogy a maternalis deprivacié szamos hatasa fligg a vizsgalt utddok

nemét6l, a him és néstény allatokat kiilon-kiilon teszteltiik.

2. PACAP mutans egerek fejlodésének vizsgalata
A Kkisérletsorozat ezen részében a részben (heterozigota, HZ) és teljesen
(homozigota KO) PACAP génkilit6tt egerek posztnatalis fizikai fejlodését
vizsgaltuk. Megfigyeléseinket a posztnatalis periodus els6 harom hetében
végeztik komplex vizsgalati modszerekkel. A  neurobehavioralis

fejlodésiiket is figyelemmel kisértiik.

3. Depresszio modell
Az értekezés harmadik része a harom taldlat elmélet alapjan az emberi
depresszié egy olyan 0j egér modelljének felallitasat és validalasat célozta
meg. PACAP HZ egerek utodait (1. talalat) vetettik alda maternalis
deprivacionak (2. talalat). Késébb a feln6tt alanyokat kronikus variabilis
enyhe stressznek (CVMS, 3. taldlat) tettiik ki. A modell validitasat a stressz
hatasara bekovetkezett fizikai, endokrinoldgiai és funkcionalis morfologiai

vizsgalatok segitségével végeztik.

Anyagok és modszerek

1. Kisérleti allatok
A kisérleti allatokat hémérséklet és paratartalom kontrollalt koriilmények
kozott, 12 oras vilagos-sotét ciklus (vilagos reggel 6 oratol) mellett
szabvany ketrecekben (3-4 patkany, 4-6 egér ketrecenként) tartottuk a Pécsi
Tudomanyegyetem,  Altalinos  Orvostudomanyi  Kar,  Anatomiai
Intézetének allathazaban. Az allatoknak ad libitum allat rendelkezésre tap
és viz. (BA02/2000-25/2011, BA02000-39/2016)



CD1 tipustt PACAP génkiiitott egerek
PACAP WT, HZ és KO egereket hasznaltunk fel a depresszido modell

kisérlethez és a fejlodésvizsgalatokhoz.

Wistar patkanyok

6 alomnyi sajat tenyésztésii Wistar patkanyt hasznaltunk fel (n=10+1

kolyok almonként). A him és a ndstény allatokat egyarant vizsgaltuk.

2. Kisérleti elrendezés

Maternalis deprivacid vizsgalata

Az anya eltavolitisa a fészekb6l az 1-14. posztnatalis napokon
(PND) reggel 8 és 11 6ra kozott 180 percre.

Maternalisan deprivalt patkanyok (MD) n=16 him, n=19 ndstény
Kontroll allatok: rovid kezelés a neurobehavioralis tesztek

id6tartamara (n=12 him, n=13 néstény)

PACAP mutans egerek fejlodésének vizsgalata

Osszesen 46 db PACAP HZ sziiloktdl (6 alom) szdrmazo (11 db vad
tipust (WT), 22 db heterozigota (HZ) és 13 db génkititott (KO)
kolyok keriilt felhasznalasra

A kisérlet értékelése soran a levalasztasi kort elér6 him és ndstény

allatok adatai keriiltek felhasznalasra

Depressziéo modell kisérlet

37 PACAP HZ sziil6ktdl szarmazoé alom kertilt felhasznalasra
Harom f6 csoportot definidltunk: allathazi kiirdlmények kozott
tartott allatok (AFR) — 12 alom; 15 perces maternalis szeparacios
csoport (MS15) — 12 alom; 180 perces maternalis deprivacios
csoport (MD180) — 13 alom

Szeparacids és deprivacio a 1-14 PND kozott.

Kizarélag him allatokat vontunk be a kisérletbe (AFR: n=56, MS15:
n=58, MD180: n=44).



Minden fenti csoportot tovabbi két kisérleti alcsoportra bontottunk:
kontroll (CTRL) és CVMS-nek kitett csoport.

A genotipus, az anyai gondoskodas mindsége, és a stressz faktorok
alapjan végiil az allatok 18 csoportba kertiltek, csoportonként 4-19
egyeddel.

3. A neurobehavioralis fejlédés vizsgalata (PACAP mutians egerek

fejlodésének vizsgalata és maternalis szeparacios kisérlet)

Fizikai jelek: testtomeg, fizikai tulajdonsagok (szemnyitas,
metsz6fog elotorés, fiil fejlodés)

Neurologiai reflexek: hasra fordulasi reflex, negativ geotaxis,
keresztezett extenzor reflex, szenzoros reflexek, rahelyezési
reflexek, fogd reflexek, mozgési reflexek, megrettenési reflex,
levegében hasra fordulasi reflex

Motoros koordinacios tesztek: 1épés hiba teszt, mozgas inditasi
teszt, kotélen fliggeszkedési teszt, dontott pallod teszt, rotarod teszt

., Open field” aktivitas

4. Kronikus variabilis enyhe stressz (depresszié modell kisérlet)

Felnott allatokat vettettiink ala olyan kronikus variabilis enyhe stressznek,

melyet a habituacié elkeriilése érdekében, véletlenszerli nappali és

¢jszakai stresszhatasokbol allitottunk 6ssze. Napkozbeni stresszhatasok:

dontott ketrec, razé pad, sotét szoba. Ejszakai stresszhatasok: szocidlis

izolacid, nedves alom és csoportos tartas.

Viselkedési tesztek:

Uveggolyo-elrejtési teszt (Marble Burying Test - MBT)
Faroknal fogva torténd fellogatas (Tail Suspension Test - TST)
Sotét-vilagos doboz teszt (Light-dark Box Test - LD)

Kényszeritett Giszas teszt (Forced Swim Test - FST)
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TST, Forced Swim Test — FST, kronikus variabilis enyhe stressz — CVMS, cross

fostering - CF)



5. Funkcionalis morfologiai tesztek
Free floating kettds immunofluerszcens jelolés
A kisérlet soran célunk volt a bed nucleus of stria terminalis ovalis
magjaban (BSTov) a korticotropin-releasing factort (CRF) termel6 sejtek,
a centralis projekcioju Edinger Westphal (cpEW) magban az urocortin 1-
et (Uenl) termeld sejtek és a dorzalis raphe (DR) magban a szerotonint
(5-HT) termel6 sejtek aktivitdsanak meghatarozdsa. Ennek érdekében

CRF, Ucnl és 5-HT jelolést végeztiink FosB festéssel parhuzamosan.

Mikroszkopia, digitalis képfeldolgozas és morfometria

A digitalis mikrofotok elkészitéséhez Olympus FluoView 1000
konfokalis ~ mikroszképot  hasznaltunk. A fluoreszcens  jelek
szemikvantitativ detektalasat szekvencidlis szkenneléssel végeztiik
photon count modban az egyes fluoroforoknak megfeleléen. A
denzitometriat ImageJ szoftver segitségével végeztiik (1.42. Verzi6, NIH,

Bethesda, MD).

6. Kortikoszteron radioimmunoassay
A kortikoszteron (CORT) titert vérplazma mintdkbol hataroztuk meg
radioimmunoassay (RIA) segitségével. Az igy kapott értékekbél a HPA

tengely aktivitasara kovetkeztettiink.

7. Statisztikai analizis
Az adatokat minden esetben az atlag + strandard hiba (SEM) formatumban
adtuk meg. Az analizis soran két utas variancia analizits (ANOVA)
végeztiink, melyet Dunn féle post hoc teszt kdvetett a maternalis
deprivacios kisérletben és Fisher féle post hoc teszt a PACAP transzgenikus
egerek fejlédésének vizsgalata soran. A depresszidé modell kisérletben

multifaktoridlis variancia analizist (MANOVA) végeztiink melyet Fisher



féle post hoc teszt kovetett. Az adatok varianciajanak homogenitasat
(Barlett féle chi négyzet probaval) és normal eloszlasat (Shapiro-Wilk
teszttel) minden esetben ellendriztiik. Amennyiben az adatok nem mutattak
normal eloszlast négyzetgyokvonds matematikai transzformaciot
végeztiink. Az adatokat szignifikansnak tekintettiik amennyiben a p érték

nem haladta meg a 0.05-6t.

Eredmények

1. Maternalis deprivaciés kisérlet
A maternalis  deprivicionak alavetett him  allatok  gyorsabb
tomegnovekedést mutattak kontroll tarsaikhoz képest. Ez a kiilonbség
kezdetben csak tendencidzus volt, viszont a harmadik hét végére elérte a
statisztikailag szignifikans mértéket. Az MD him allatok a negyedik naptol
kezdve szignifikansan nehezebbek voltak MD ndstény tarsaiknal. A
neurologiai reflexek megjelenésének vizsgdlata soran nem talaltunk
jelents eltérést sem a kontroll és az MD csoportok sem pedig a nemek kozt.
Mindazonaltal a him allatok tendencidzusan gyorsabb fejlodést mutattak. A
motoros koordinacios tesztben csak a vétett hibak szdzalékos aranya volt
alacsonyabb az MD him allatok esetében a harmadik héten. Az open field
teszt eredményeiben nem fedeztiink fel statisztikailag szignifikans

eltéréseket.

2. PACAP mutans egerek fejlodése
A him és néstény PACAP KO egerek stlyfejlédése lassabb volt, mint a vad
tipusuaké. A leglassubb stlygyarapodas a PACAP HZ allatoknal volt
megfigyelhetd. Az eredmények tantisdga szerint az elsé héttd] eltekintve a

vad tipust allatok stlya novekedett a leggyorsabban. A homozigota KO



allatok esetében szabalytalanabb fejlédésmenetet tapasztaltunk. A
szomatikus fejlédés nem mutatott jelentds eltérést az egyes csoportokat
Osszehasonlitva. A ndstény HZ allatok reflexfejlédése szignifikans késést
mutatott a mellsé lab megragadasi reflexének megjelenése tekintetében. Az
levegében hasra fordulasi reflex (air righting) megjelenése is hasonld
mintdzatot mutatott. A mozgas inditasi (gait initiation) reflex megjelenése
is késett a néstény HZ éllatok esetében a vad tipusuakhoz képest. A himek
esetében hasonld, de csak tendencidzus kiilonbségek  voltak
megfigyelhetéek. A harmadik héten a Iépéshiba tesztben a HZ ndstény
allatok szignifikdnsan tobbet hibaztak, mint a WT és a KO egerek. A himek
ehhez hasonlo, de a szignifikancia szintet el nem ér6 eltéréseket mutattak.
A negyedik héten a him HZ és KO allatok jelentdsen tobbet hibaztak a vad
tipusuakndl. A ndstények esetében csak hasonld tendencia volt

megfigyelhetd.

3. Depresszié modell kisérlet
A paradigma hatékonysaganak vizsgalata

A kronikus variabilis enyhe stressz expoziciéo az AFR WT és HZ allatok
esetében statisztikailag szignifikdns tomegcsokkenést okozott az AFR
kontroll allatokhoz képest. Az MS15 csoportban a CVMS minden
genotipusban csokkentette a testtomeget. Az MD180 csoport HZ allatai
mind jelentdsen veszitettek tomegiikb6l a kronikus varidbilis enyhe
stressz hatasara. A mellékvestomeg-adatok a CVMS paradigma
hatékonysagat tamasztottdk ala. Annak ellenére, hogy a CVMS-hez
kothetd mellékvesetomeg-ndvekedés statisztikailag nem tekinthetd
szignifikansnak, az AFR CVMS HZ allatok esetében 28%-os gyarapodast
tapasztaltunk.

Az AFR csoportban a vad tipusu és a HZ allatok 78 és 76.7%-0s szérum
CORT névekedést mutattak CVMS expozicié hatasara, mig a KO egerek
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esetében elhanyagolhatd mértékii volt a valtozas. Az MSI15 allatok
esetében a CORT szint 99.13%-kal novekedett a stressz expozicid
hatasara, valamint az MD180 KO egerek esetében is jelent6s novekedés
volt megfigyelhetd.

Az FST esetében az immobilitas id6 szignifikansan hosszabb volt az
MD180 csoportban az AFR CTRL vad egereknél mért értékekhez képest.
Az AFR WT allatok a CVMS hatasara jelent6sen tobb id6t toltottek
mozdulatlanul. Az MD180 HZ egerek esetében hasonld koriilmények
kozott ez az érték jelentds, 130%-os ndvekedést mutatott.

Az MBT tesztben a kronikus variabilis enyhe stressz hatdsara az AFR
csoportban minden genotipus, az MS15 csoportban pedig a WT és HZ
egerek szignifikdnsan tobb itiveggolyot rejltettek el. Hasonld emelkedést

az MD180 csoportban csak a HZ egerek mutattak.

Morfolégiai megfigyelések

CRF-FosB a BSTov-ban
Az AFR csoportban a CVMS expozicio a WT és a HZ allatok esetében
statisztikailag  szignifikansan emelte a CRF-FosB egyiittes
kifejezddését. A CRF pozitiv sejtek szama az MD180 CTRL WT egerek
esetében jelentdsen magasabb volt, mint az AFR CTRL WT és az MS15
WT csoportban. Ehhez hasonloan az MD180 CTRL HZ és KO egerek
esetében tobb CRF-et expresszald sejt volt kimutathaté a BSTov-ban,
mint az AFR megfelel6 alcsoportjaiban. Az MD180 CTRL WT egerek
esetében a specifikus szignal denzitas szignifikdnsan magasabb értéket
mutatott, mint az AFR CTRL ¢és az MS15 CTRL csoport esetében.

Ucnl a cpEW-ben
A CTRL csoporttal dsszehasonlitva a CVMS hatasara az AFR WT és
HZ allatokban jelent6sen megnétt az Ucnl-et és FosB-t egyiittesen

expresszald sejtek szama. Ez az érték a KO éllatok esetében 48%-0s
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emelkedést mutatott, a Kkontroll csoporttal Gsszehasonlitva. Ez a
kiilonbség statisztikailag nem szignifikans. Az MD180 allatok esetében
a bazalis FosB expresszi6 is emelkedett. A CVMS exponalt, MD180
alanyok esetében a KO csoport 2.8, mig a HZ 2.1-szer tobb Ucnl-FosB
egyiittesen kifejez6 sejtet figyeltiink meg.
Szerotonin a DR-ben

Az AFR csoport egereiben a kronikus variabilis enyhe stressz expozicio
megemelte a 5-HT-t és FosB-t egylittesen expresszalo sejtek szamat. Ez
a ndvekedés csak a WT allatokban érte el a statisztikailag szignifikans
értéket. Az AFR csoporthoz képest az MD180 CTRL egerekben az 5-
HT-t és FosB-t egyiittesen kifejez6 sejtek szama a WT és HZ allatokban

szignifikdnsan megemelkedett.

Eredmények megbeszélése

1. Maternalis deprivacios kisérlet
Az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a napi 3 dras maternalis
deprivacié nem vezet a reflexek jelentésen korabbi megjelenéséhez vagy
késéséhez, illetve nem befolyasolja a motoros koordinacio fejlédését sem.
Mindazonaltal enyhe javulas volt tapasztalhaté a 1épéshiba tesztben a
maternalis deprivacion atesett him allatok esetében és a hats6 fogo reflex és
a mozgas iditas (gait) reflex valamivel elobb jelent meg. Ettdl eltéréen a
ndstény MD allatok késést mutattak a mellsé fogoreflex (fore limb grasp)
és a levegdben hasrafordulas (air righting) reflex megjelenésében valamint
a hasrafordulas (surface righting) megjelenésében. A maternalis szeparacio
semmilyen jelét nem tapasztaltuk ebben a fiatal korban az open-field teszt

eredményeiben.
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2. PACAP mutans egerek fejlodése
A Kkisérletsorozat ezen része fényt deritett szamos neurobehavioralis
fejlédési kiillonbségre PACAP HZ és vad tipusa egerek kozott az élet elsd
harom hetében. A megfigyelési periodusban a PACAP hianyos egerek
lassibb testtomeggyarapodast mutattak. A PACAP HZ egerek
szignifikansan kisebb tomegiiek voltak vad tipust tarsaikhoz képest. Az
els6 harom hétben nem tudtunk nemi kiilonbséget kimutatni. A PACAP HZ
egerek esetében korabbi metszéfog el6torés volt megfigyelhets. A
Iépéshiba tesztben a PACAP KO egerek szignifikansan tobb 1épést tettek,
viszont a vétett hibdk szdma is magasabb volt. Ez az eredmény
Osszefliggésben allhat a korabban leirt hypermotilitasal és az tigynevezett
explosive jumping” viselkedéssel. A megfigyelt jelenségek lehetséges
magyarazata, hogy a PACAP teljes hidnya mas jelatviteli utakon keresztiil
kompenzacidés mechanizmusokat aktivalt, mely részleges PACAP hiany

esetén nem kovetkezik be.

3. Depresszio modell kisérlet
A kisérletek ezen részének célja az volt, hogy validaljuk a harom talélat
elmélet allatmodelljét. Feltételezésiink szerint a harom paradigma
kombinalt alkalmazasa depresszid szer(i allapotot eredményez az
egerekben. A PACAP gén/gének mutacidja szolgalt genetikai
prediszpozicioként. A korai negativ életesemények, ebben a kisérletben a
maternalis deprivacio toltotte be ezt a szerepet, oly modon valtoztathatjak
meg az epigenomot, hogy az hosszu tavon befolyasolja az alanyok stressz
adaptaciés mechanizmusait. A harmadik talalat a CVMS volt, melyet a
genetikailag moddositott, maternalis deprivacion atesett egereken

alkalmaztunk.
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A CVMS paradigma hatékonysaganak bizonyitasa
A testtdmeg valtozasa egy széles korben elfogadott fizikai paraméter,
mely a stressz expoziciéo hatékonysagara utal. A CVMS-nek alévetett
csoportjainknal tapasztalt testtomeg csokkenés arra enged kovetkeztetni,
hogy a stressz expozicié hatékony volt. Ezen feliil kiemelendd, hogy az
MD180 CTRL csoportban a WT és KO allatoknal is tapasztalhato volt
stlyvesztés, viszont a HZ allatok tomege nem mutatott eltérést. A CVMS-
nek kitett MDI180 csoportban a HZ allatok tomegcsokkenése mar
figyelemre mélt6 volt, mig a WT és KO allatok tdmege nem valtozott. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy a halmozoddott negativ hatasok erdssége,
melyek a sulycsokkenést eredményezték a harom talalattal rendelkez6
egereknél, az MD180 CVMS HZ csoportban volt a legoptimalisabb. A
mellékvese tomege is egy indikator mely a stressz expozicid
hatékonysagara utal. Statisztikai szdmitasaink kimutattak a szignifikans
Osszefliggést a mellékvese tomege ¢és a stressz expozicid kozott,
alatamasztva a CVMS hatékonysagat kisérletiinkben. Az emelkedett
CORT értékek AFR WT és HZ allatokban, melyek a HPA tengely
aktivitasara utalnak, szintén a CVMS hatékonysagat igazoljak. Korabbi
vizsgélati eredményekkel egybevagoan az AFR KO egerek nem
reagaltak. A jelen tanulmany egy figyelemreméltd Gj eredménye az a
megfigyelés, hogy ha PACAP KO egereket rovid vagy hossza ideji
maternalis szeparacionak vetiink ald, akkor nomralis CORT vélasszal
reagalnak CVMS-re. A CVMS expozicido hatékonysagat az FST
eredményei is alatamasztottak, hiszen az AFR CVMS WT allatok
immobilitasi ideje megnyult. A 180 perces maternalis deprivacio
hatékonyan fokozta a depresszid szeri viselkedést a WT egereknél.
Frdekes modon a depresszionak megfelelé fenotipus kialakitisahoz
sziikséges volt a CVMS expozicié az MD180 HZ egereknél, ami arra utal,

hogy ez a csoport lehet a megfelel6 alany a modellhez. Az anyai
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gondoskodas mindségétdl fiiggetleniil a CVMS paradigma hatékonysagat
a szorongas kialakitasaban tovabb erdsitették az MBT teszt eredményei.
Mindkét PACAP allél mutacidja esetén a szorongas mértékét a CVMS
nem befolyasolta az AFR csoport kivételével. Az AFR KO egerek
esetében tapasztalt csokkent szorongas, valdszintisithetéen az alacsony
elemszam miatt, csak tendencidzus volt. Viszont ugyanezt az eltérést az
MS15 csoportban statisztikailag is sikerilt kimutatni. A tanulmany egyik
érdekes 1) eredménye, hogy bizonyitékot szolgaltat arra, hogy a 180
perces maternalis depressziéo az MBT eredményére hosszutavi hatassal
van. Mindazonaltal az MD180 csoport allatainal alkalmazott CVMS nem
tudta tovabb novelni a szorongas szintjét az MBT-ben. Erdekes médon az
MD180 PACAP HZ allatok esetében a CVMS-re is sziikség volt a
szorongasi szint fokozasahoz. Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy
ez az allatcsoport tlinik alkalmasnak a hangulatzavarok vizsgalatara. Ezt
a megallapitast az altalunk végzett négy viselkedési teszt koziil kettd

egyértelmiien alatamasztja (FST, MBT).

Morfologiai megfigyelések
CRF a BSTov-ban
A szOvettani vizsgalataink ijabb bizonyitékot szolgaltattak a BSTov
CRF termeld neuronjainak hangulatszabalyozasban bet6ltott szerepére.
Osszhangban  korabbi  vizsgalataink  eredményeivel elséként
megallapithatjuk, hogy a CVMS hatasara a CRF neuronok FosB
expresszidja megemelkedett a WT és a HZ allatokban, viszont a KO
allatokban nem volt tapasztalhat6 hasonlo reakcié. Ezen feliil a sejtszam
¢és a specifikus szignal denzitasi adatok alapjan kijelenthetd, hogy az
anyai tor6dés mindsége egyértelmiien befolyasolja a CRF peptid
kifejez6dését a BSTov-ban. Valamint, az eredmények tantsaga szerint

a maternalis deprivacio6 megemeli a CRF pozitiv neuronok FosB
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expresszidjat a kontroll allatokban, mely megvaltozott génexpresszidra
utal. Valdszinileg ez a jelenség megvaltozott stressz alkalmazkodasi
képességgel jar. Mivel a CVMS expozicié nem tudta tovabb névelni a
FosB expressziot a WT és HZ allatokban, feltételezziik, hogy a CVMS
és a 180 perces maternalis deprivacid egyiittes hatdsa megsziinteti a
BSTov CRF neuronjainak adaptacids képességét. A HZ egerekben
tapasztalt  erdteljes  szorongds  ndvekedés  alapjan  arra
kovetkeztethetiink, hogy a 70%-os PACAP szint csokkenés a 180
perces maternalis deprivacioval és a CVMS-sel egyiitt okozzak a
megfigyelt fenotipust. A reakcid viszonylagas hianya az MD180
PACAP HZ egerekben részben magyarazhato CVMS refraktiv
neuronalis aktivitassal a BSTov-ben.
Ucnl a cpEW-ben
Jelen tanulmanyunk az els6, mely megallapitja, hogy a 180 perces
maternalis deprivacio fokozza a FosB expressziot a cpEW
idegsejtjeiben. Ez a jelenség kiilondsen erdteljes a HZ és a KO
egerekben, ami megvaltozott gén expressziora utal, mely valdsziniileg
PACAP expresszio fiiggé modon befolyasolja a CVMS reaktivitast. A
legmagasabb Ucnl-FosB koexpresszald sejtszamot az MD180 KO
csoportban talaltuk.
Szerotonin a DR-ben

Korabbi tanulményok megallapitottdk, hogy a DR neuronok
megvaltozott 5-HT tartalma, metabolizmusa és/vagy aktivitasa legalabb
részben felelossé teheté a PACAP KO egerek megvaltozott stressz
pozitiv neuronaktivitassal reagalt a CVMS-re. A sulyos maternalis
deprivacio erbteljesen megemeli a bazalis FosB aktivitast az S5-HT

sejtekben a DR-ben. Ezzel parhuzamosan az 5-HT pozitiv sejtek szama
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lecsokkent a HZ és KO egerekben, mig a WT csoportban valtozatlan

maradt.

Konkluzio

A kutatads céljaul a korai életszakaszban elszenvedett negativ hatasok
neurobehavioralis fejlodésre kifejtett hatdsainak vizsgalatat tliztik ki.
Vizsgélataink eredményébdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy ezek a
hatasok nem befolyasoljak erételjesen a vizsgalt paramétereket az elsd
harom posztnatalis héten. A maternalis deprivacios modell nem teszi tonkre
az adaptacios képességet, valosziniileg kdszonhetden a magas neuronalis
plaszticitdsnak, mely erre az életszakaszra jellemzd. Ezek ismeretében
felmeriilhet az a lehet6ség, hogy tovabbi karos hatasok egyiittesen
depresszio-szerli allapotot eredményezhetnek.

Mivel a PACAP-nak hatdsa van a neurobehavioralis fejlédés szamos
aspektusara és a stressz valaszra, megvizsgaltuk annak lehetdségét, hogy a
két 6roklott mutans PACAP allélnak milyen hatasa van az egerek korai
fejlddésére. Vizsgalataink soran a PACAP KO egereknél lassult
testtomegnovekedést és megkésett neurobehavioralis fejlddést figyeltiink
meg. Ezek az egerek enyhe fenotipusos anomalidkat is mutatnak. Tovabba
ismert tény, hogy a kiilsd noxakhoz val6 adaptacios képességiik csokkent.
A fentiek figyelembevételével jelen PhD értekezés harmadik részében
olyan a human depresszionak megfelelé modellt allitottunk &ssze, melyben
a korai ¢életszakaszban elszenvedett negativ eseményt (maternalis
deprivacio), a genetikailag csokkent adaptacios képességet (PACAP gén
mutacio) és a negativ koérnyezeti hatdsokat utanzo kronikus variabilis enyhe
stresszt kombinaltuk a széles korben alkalmazott harom talalat elméletnek

megfelelGen egérben.
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Az 1) modelliinket a klasszikus Willneri kritériumok szerint értékeltiik.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a konstrukcios validitast
sikeresen elértilk a PACAP HZ egereknél. A fenomenoldgiai validitast a
teststily és viselkedési adatok tamasztottak ala: az MD180 PACAP HZ
egerek fokozott depresszids €s szorongasi szintet mutattak. A funkcionalis
és morfologiai vizsgalatok kimutattak, hogy a depresszid-szerii fenotipus az
MD180 PACAP HZ egereknél valosziniileg az emelkedett bazalis FosB
expresszidhoz kotheté a CRF-et és Ucnl-et termeld sejtekben, melyek a
CVMS hatasra nem reagaltak. Tovabba valdszinisithet6 az 5-HT neuronalis
aktivitas csokkenés szerepe is.

Ezen informéciok alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a 180 perces
materndlis deprivacion atesett PACAP HZ egerek megbizhatéan
hasznalhatéak a depresszid tanulméanyozasara. A modell prediktiv
validitasanak tesztelése jelenleg is folyik.

Jelen tanulmany f6 eredménye egy olyan egér modell 1étrehozasa, mely
olyan igéretes tulajdonsagokkal rendelkezik, amelyek lehetdvé teszik annak
vizsgalatat, hogy a riziké faktorok hogyan jarulnak hozza a betegség
kialakulasahoz illetve hogyan alakulnak ki a terapia rezisztens esetek.
Potencialisan 11j antidepresszans gydgyszerek modelliinkben valo tesztelése
segithet hatékonysaguk megitélésében. Modelliink segithet a monoamin
terapia rezisztens depresszid neurobiologidjanak megértésében, mely utat

nyithat 0], egyénre szabott terapias lehetéségek felderitésében.
Uj eredmények osszefoglalasa

1. A siilyos maternilis deprivacié nem okoz drasztikus valtozasokat
a korai posztnatalis fejlédésben a 21. posztnatalis napig. A Wistar
patkanyok fejlédésében a maternalis deprivacié altal okozott finom

valtozasok részben nemtdl fliggdek.
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A PACAP heterozigota egerek lassabb neurobehavioralis és
testtomegfejlédést mutattak, mint a PACAP génkiiitott és vad
tipusu egerek. Eredményeink fontos informdaciot szolgdltatnak az
endogén PACAP fejlddésben jatszott szerepének megértéséhez.

A 180 perces maternalis deprivacié hosszitava hatassal van az
MBT-re. Az MD180-as csoportnal alkalmazot CVMS nem tudta
tovabb ndvelni a szorongasi szintet az MBT tantsaga szerint.

Az endogén PACAP sziikséges a BSTov CRF-et expresszalo
neuronjainak stressz szenzitivitisahoz. A CVMS expozici6 fokozta
a BSTov CRF-et termel6 neuronjainak FosB aktivitasat a HZ és a WT
egerekben, de hatastalan volt a KO allatokban.

A sulyos maternalis deprivaci6 a BSTov CRF-et expresszalo
neuronjainak aktivitisait megemeli és érzéketlenné teszi Oket
tovabbi CVMS expoziciéra endogén PACAP fiiggvényében. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy a CVMS ¢és a 180 perces maternalis
deprivacié egyiittes alkalmazdsa megsziinteti a BSTov CRF
neuronjainak adaptacios képességét.

180 perces maternalis deprivaci6 megemeli a cpEW Ucnl-et
expresszalo sejtjeinek FosB termelését. Mivel ez a jelenség a HZ és
a KO allatokban volt a legkifejezettebb, megallapithatd, hogy a CVMS
reaktivitdas PACAP expresszé fiiggo.

A sulyos maternilis deprivacié erdteljesen fokozza a FosB
aktivitast az 5-HT expresszalo DR neuronokban. Tovabbi CVMS
expozici6 drasztikusan csokkenti az 5-HT-t termel6 neuronok
aktivitasat.

Fizikai, endokrinolégiai, viselkedési és morfologiai vizsgalatok
tamasztjak ala wj, harom talalat elméleten alapulé depresszio

modelliink fenomenolégiai validitisat. PACAP heterozygota
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allataink maternalis deprivaciés hattérrel és kronikus variabilis

stressznek aldavetve a depresszié allatmodelljeként szolgalhatnak.
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