CRH neuronok szerepe a stresszvalasz szabalyzasaban
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Bevezetés

A homeosztazis — a belsé kornyezet dinamikus allandosaga — az €16 szervezet
stabilitdsdnak alapvetd elve. Barmely kiilsé vagy bels6 inger (stresszor), mely a
homeosztazis zavarahoz vezet, stresszvalaszt indukal. A stressz, a szervezet nem
specifikus valasza, mely lehetévé teszi az él6lények valtozd kornyezetiikhoz vald
alkalmazkodasat. A stresszreakcio kialakitasaban és szabalyozasaban az agy szamos
struktiraja részt vesz. Mivel a kiilonféle stresszorokra adott valasz megszervezésében
eltéré agyi régiok eltéré sejttipusai és neuronhaldzatai vesznek részt, az egyes
stresszorok altal kifejtett pontos hatasmechanizmus maig tisztdzatlan.

A hipotalamikus paraventricularis mag (PVH) corticotropin-releasing hormont
(CRH) termelé neuronjainak kiemelkedd szerepe van a stresszel kapcsolatos
informaciok (nociceptiv, vizualis, szomatoszenzoros, akusztikus, bels6 €s véreredetii
jelek) integralasaban, illetve a homeosztazis meg6érzése érdekében adaptiv
neuronedokrin, autoném, metabolikus és viselkedésbeli valaszok indukalasaban. A
neuronedokrin stresszreakcid a hipotalamo-hipofizis-mellékvese tengelyen keresztiil
érvényesiil. Stresszor hatdsara a PVH hipofizeotrop parvocellularis CRH neuronjai
CRH-t bocsatanak ki az adentohipofizis (a hipofizis eliils§ lebenyének) portalis
keringésébe. A felszabadult CRH indukalja a hipofizis kortikotrop sejtjeinek ACTH
szekréciojat, mely a szisztémas keringésen keresztil eljutvan a mellékvese
kéregallomanydba, gliikokortikoid felszabaduldst eredményez. Egerek esetén a
legjelentdsebb gliikokortikoid a kortikoszteron (CORT). A stresszvalasz altal kivaltott
szervezet szintli valtozasoknak elegend6 er6forrast és id6t kell biztositaniuk az éllény
szamara, hogy visszaallhasson az egyensulyi allapot. A neuroendokrin stresszreakcio
alkalmazkodoképességét egy tobblépcsds negativ visszacsatold rendszer biztositja,
melynek {6 elemei a gliikokortikoidok. Ha a szervezet valasza nem aranyos a stresszor
altal jelentett fenyegetés mértékével, patologias stresszreakcio alakulhat ki, mely akar
tartos karosodast is okozhat.

Bar a CRHPVM neuronok elsddleges szerepe ismert, a kozponti idegrendszerben
széles korben expresszalodik CRH a PVH hipofiziotrop sejtjein kiviil is. Ezen CRH
neuronok feltérképezése és stresszvalasz megszervezésében betdltott szerepének
feltarasa kiindulopontot adhat az agyi stresszrendszer szisztematikus funkcionalis
elemzéséhez, valamint a stressz altal kivaltott pszichopatologiai betegségek hatterében

huz6dé folyamatok megértéséhez.



Ceélkituzések

|. Elsédleges célom az volt, hogy feltérképezzem a hipotalamikus ¢és az
extrahipotalamikus CRH neuronokat, illetve meghatarozzam az egyes CRH neuron-
populéciok eltérd akut stresszreakciokban betdltott szerepét.

Fo kérdéseim:

> A Crh-IRES-Cre;Ai9 egér megfelelé modell a kutatdisomhoz?

> Hol talalhatok tdTomato pozitiv profilok az egér agyaban?

> Hol talalhatok kiilonb6z6 stresszorok altal aktivalt neuron-populaciok az egér

agyaban?
> Mely tdTomato pozitiv (feltételezett CRH) neuronok aktivalodnak kiilonbozd

akut kihivasokra az egér agyaban?

Il. A kovetkezd célom az volt, hogy meghatarozzam a kronikus stressz egerekre
gyakorolt hatasat és feltarjam azon viselkedésbeli-, és stresszel kapcsolatos molekularis
kiilonbségeket, melyek a  kronikus  stresszorok  valtozékonysagabol — és

kiszamithatatlansagabol erednek.

I11. Végiil, hogy megvizsgaljam a CRH"VH neuronok pontos szerepét a stresszreakciod
megszervezésében: dsszehasonlitottam a CRH"VH neuronok szelektiv kemogenetikai
aktivaciojanak hatasat az akut és ismételt restraint stressznek kitett egerek hormonalis,

viselkedési és molekularis valaszaira.



Modszerek

Kisérleti allatok
Kisérleteinkhez fiatal feln6tt him, C57BL/6J; Crh-IRES-Cre és Crh-IRES-Cre;Ai9

egereket hasznaltunk.

Akut stressz protokollok
Crh-IRES-Cre;Ai9 egereinket 5 kiilonbozo akut stressznek tettiik ki:
1. hipertdnias sooldat injekcio (HS)
2. lipopoliszacharid injekcio (LPS)
3. éter
4. restraint

5. ragadozoszag

Kronikus stressz protokollok

A kronikus stressz hatdsat C57BL/6J egereken vizsgaltuk. Egereink egy csoportjat
kronikus ismétlddo restraint stressznek (CRS) tettiik ki. A kronikus variabilis stressznek
kitett csoport (CVS) dllatait hdrom héten keresztiil kiilonb6z6 moddokon (szocialis
vereség, viz elkeriilés stressz, erdltetett Uszas, vizes alom, dolt ketrec, izolacid,

zsufoltsag, razatas, restraint, aramiitések, patkany iiriilék szag) stresszeltiik.

Intracerebralis virus injektalasok

CRH-IRES-Cre transzgenikus egerek PVH-jaba pAAV8/hSyn-DIO-hM3D(Gq)-
mCherry aktivator (act. DREADD csoport) vagy pAAV-hSyn-DIO-mCherry kontroll
(Restraint csoport) virus konstruktot injektaltunk. Az egereket a miitét utan, 3 hét
HPVH

felépiilést kovetéen vizsgaltuk tovabb. A CR sejtaktivacié kivaltasahoz

intraperitonealisan injektalt DREADD agonista Compound 21-et (C21) hasznaltunk.

> CRHPYH neuronok szerepe az akut stresszreakcié megszervezésében
A Restraint csoport egereit akut restraint stressznek tettik ki, mig az
act. DREADD csoport egereinek CRHPYH neuronjait egyszeri C21 injekcidval

aktivaltuk. Az aktivalt neuronokat c-Fos immunohisztokamiaval azonositottuk.

> CRHPYM neuronok szerepe a krénikus stresszreakcié megszervezésében

Allataink egy csoportjat (Restraint) 2 héten keresztiil napi egyszer restraint stressznek
tettiik ki. Az act. DREADD csoport egereinek CRHPVH neuronjait 2 héten keresztiil napi
egyszer C21 injekcioval aktivaltuk. Abszolut kontroll csoportunk (Kontroll) allatait 2
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héten keresztill fizioldgias sooldattal oltottuk. Megfigyeltiikk az allatok 2 hét alatti
testtomegének és épitett fészek mindségének valtozasat. A kezelési periddus végén nyilt
tér ¢és tail suspension tesztet végeztiink. A tovabbiakban meghataroztuk az egyes
csoportok 2 hetes kronikus kezelés utani heterotipikus akut stressz indukalta CORT-, és

az allatok 2 hetes kezelés utani alap CORT szintjét.

Viselkedés tesztek

A kronikus ismétlddé (CRS) és variabilis (CVS) stressznek Kitett allatok viselkedését
nyilt tér teszttel vizsgaltuk. A kronikus CRHPVM aktivacio vs. kronikus restraint
indukalta stresszreakciok Osszehasonlitd vizsgalata sordn megfigyeltik az egerek
fészeképitését, nyilt térben valé mozgasat és magatartaselemeit, illetve tail suspension
tesztet végeztiink. A viselkedéstesztek elemzése a Solomoncoder, illetve az EthoVision
XT szoftverekkel késziilt.

Perfuzio és szovet elokészités

Azon éllatokat, melyek agyszovetén immunohisztokémiat végeztiink, 90 perccel a
stresszexpozicié utan perfundaltuk. Az agyszovetekbdl 3 ora utofixalast és egy éjszakan
keresztiili krioprezervalast kovetden 25 um vastag metszeteket készitettiink.

Azon allatokat, melyek hipotalamuszan génexpresszids analizist végeztiink, 90
perccel (akut stressz esetén) vagy 24 6raval (CRS és CVS esetén) a stressz kezdete utan

dekapitaltuk. Az agyszovetet a vizsgalatig -90 °C-on taroltuk.

Immunohisztokémia
Az aktivalt neuronok detektalasara c-Fos immunohisztokdmiat végeztiink allataink

25 um vastag agymetszetein. A szoveteket DAPI Fluoromount-G-vel fedtiik le.

RNAscope In Situ Hibridizdcio
RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit v. 2 (Advanced Cell Diagnostics,
Newark, CA, USA) segitségével RNAscope-ot végeztiink Crh-IRES-Cre;Ai9 allataink

validaléasa céljabol.

Képalkotas és mikroszkopos elemzés

Immonohisztokémia esetén az agymetszetek digitalis képei 20x objektiv alatt 3D
HISTECH Pannoramic MIDI II. slide scanner segitségével késziiltek. Az agyrégiok és
a nevezéktan minden esetben az online Allan Brain Atlasz alapjan lettek meghatarozva.

Analiziseinket a NIS Elements Imaging Software 5.21.01. segitségével végeztiik.
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Megfigyeltiink az egyes agyrégiok DAPI, c-Fos és tdToamto pozitiv sejtjeit. Az egyes
teriiletekre jellemz6 normalizalt tdTomato pozitiv sejt%-ot a teriileten elhelyezkedd
tdTomato pozitiv sejtek szama / 6sszes sejtszam (DAPI pozitiv) X 100 képlettel kaptuk
meg. Az egyes teriiletekre jellemzd normalizalt c-Fos pozitiv sejt%-ot a teriileten
elhelyezkedd c-Fos pozitiv sejtek szdma / Osszes sejtszdm (DAPI pozitiv) x 100
képlettel kaptuk meg. Az egyes teriiletekre jellemzd normalizalt aktivalt tdTomato
pozitiv sejt%-ot a teriileten elhelyezkedé tdTomato és c-Fos pozitiv sejtek szama /
Osszes sejtszam (DAPI pozitiv) x 100 képlettel kaptuk meg.

Az RNAscope-os metszeteket Nikon Ni-E C2+ laser-scanning konfokalis
mikroszkoppal 1.4 NA Plan Apo VC DIC 60x objektiv alatt vizsgaltuk.

Génexpresszios analizis
A génexpresszios valtozasokat RT-PCR-rel detektaltuk. A szovetmintakbol RNS-t
izolaltunk, majd cDNS szintézis utan a target gének egyes szakaszaira tervezett primer

parokat hasznaltuk az RT-PCR reakcioban.

Kortikoszteron mérés
A szérum CORT szinteket direkt radioimmunoassay (RIA) segitségével hataroztuk

meg.

Statisztikai analizis
Statisztikai analizist GraphPad Prism software-el végeztiik. Elemzésekhez egyutas
ANOVA-t (a megfeleld post hoc teszttel), illetve parositatlan kétoldalt t-tesztet

végeztiink. Eredményeinket *p < 0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.



Eredmények

I. Az agyi CRH neuron-populaciok feltérképezése, illetve eltéré akut

stresszreakciokban betoltott szerepének meghatarozasa.

Modell validalasa

A Crh-IRES-Cre;Ai9 egerek PVH teriiletén végzett RNAscope segitségével
kimutattuk, hogy a CRH mRNS-t expresszalé neuronok valoban tdTomato pozitiv
sejtek is egyben. Azonositottunk azonban olyan tdTomato pozitiv sejteket is az anterior

talamikus paraventrikularis magban (PVTa), melyek nem tartalmaztak CRH mRNS-t.

A tdTomato pozitiv sejtek eloszlasa az egéragyban
A Crh-IRES-Cre;Ai9 egéragy szamos teriiletén detektaltunk tdTomato pozitiv

neuronokat, legnagyobb aranyban 95 agyteriileten.

A stresszreaktiv, és a tdTomato+ stresszreaktiv neuronok eloszldsa az egéragyban
Az 6t eltér6 akut stresszkihivas hatasara a 95 megvizsgalt teriilet neuronjai, illetve

tdTomato pozitiv sejtjei eltéré mértékben aktivalodtak a kontrollokéhoz képest.

I1. A kronikus stressz egerekre gyakorolt hatasa.

Viselkedésbeli- és stresszel kapcsolatos molekuldris kiilonbségek
A kronikus varidbilis  stresszexpozici6 (CVS) szorongds0S magatartast
eredményezett: nyilt tér tesztben lecsokkent az egerek centrum preferencidja, illetve a

sarokba valo belépésének latencidja a kontrollokéhoz képest.

RT-PCR-el kimutattuk, hogy a két kronikus stresszexpozicio (CVS és CRS) enyhébb
hipotalamikus c-Fos mRNS szint emelkedést indukalt az akut stresszhez képest. A Fosl2

¢s Fosb kronikus markerek eltéréen valtoztak az egyes csoportokban.



I11. A CRHPVH neuronok szerepe a stresszreakcio megszervezésében.

CRHPVYH neuronok szerepe az akut stresszreakcié megszervezésében
Az akut restraint-nek kitett egerek szamos agyteriiletén kiterjedtebb

neuronalis aktivacio volt megfigyelhet6 az act. DREADD-es csoport egereihez képest.

CRHPYH neuronok szerepe az kronikus stresszreakcio megszervezésében
hatasara a kéthetes kezelési periodus végére az allatok testtdmegének gyarapodasa,

illetve az épitett fészek mindsége elmaradt a kontrollokéhoz képest.

A kronikus restraint-nek kitett egerek szignifikansan tobbet és gyakrabban mosakodtak

a nyilt tér teszt soran a két masik csoport allataihoz képest.

A tail suspension teszt soran, az act. DREADD-es csoport egerei szignifikansan
gyakrabban tettek kisérletet a szabadulasra a restraint-elt allatokhoz képest, illetve a teszt
masodik felében mind a restraint-elt és kemogenetikailag CRH"VH neuron aktivalta egerek

szignifikdnsan tobb 1d6t toltottek mozdulatlanul a kontroll allatokhoz képest.

Az alap szérum CORT szint nem tért el szignifikdnsan a csoportok kozott a kéthetes
kezelési periodus végén. Azonban a heterotipikus akut stressz (tail suspension) indukalta
szérum CORT szint novekedés szignifikansan magasabbank bizonyult a restrain-elt

csoport egerei esetén a két masik csoporthoz viszonyitva.



Kovetkeztetések

1. A Crh-IRES-Cre;Ai9 megfelelé egérmodell a stressz altal indukalt CRH

neuronok agyi aktivaciojanak vizsgalatara.

2. A CRH neuronok széles korben elterjedtek az egér agyaban.

3. Eltéré neuronalis korok és CRH neuron-populaciok aktivalodnak kiilonbozo

akut stresszorok hatasara az egéragyban.

4. A neurogén stresszorok Kiterjedtebb neuronalis aktivaciot indukalnak a

szisztémas kihivasokhoz képest.

5. Az agy CRH neuronjainak aktivacidja kevésbé megfigyelhetd Szisztémas
kihivasok (LPS és HS) esetén, szemben az erds pszichologiai komponenssel

rendelkezd stresszorokkal.

6. Kronikusan stresszelt egerekben a neurondlis aktivitds markere: a c-Fos
expresszio deszenzitizalodik. A kronikus markerek mRNS szintje eltéré a
kronikusan ismétlodo stressznek (CRS) és kronikus variabilis stressznek (CVS)

Kitett egerekben.

7. A kronikus variabilis stressz (CVS) szorongasos/depressziv tiineteket valt ki,
ellentétben a kronikus ismétlodo restraint-tel (CRS).

8. A CRHPVM szelektiv kemogenetikai aktivacidja neuroendokrin stresszvalaszt
valt ki, ami alatdmasztia a CRHPYM kulcsszerepét a stresszkaszkad

kialakitasaban.

9. A szelektiven CRHPYM neuron aktivacid indukalta stresszvalasz szamos
aspektusban eltér a restraint indukalta valasztol, mely kiemeli a PVH-n kiviili

agyi régiok stresszreakcid megszervezésében betoltott szerepét.
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