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1 Bevezetés

A skizofrénia (SCZ) egy kronikus mentalis betegség, amely nemcsak a beteg életét,
hanem az egész csaladjat is negativan befolyasolja. Raadasul a SCZ-nak komoly
gazdasagi hatranyai is vannak. Figyelembe véve a SCZ vilagszerte fennalld magas
prevalenciajat (0,4-0,87%) és a kezelés kudarcait, tovabbi vizsgalatokra van sziikség a

tertileten.

A SCZ tiinetek harom f6 kategéridba sorolhatok: pozitiv (egészséges embereknél nem
tapasztalhatd viselkedés: hallucinaciok, téveszmék, rendezetlen beszéd és viselkedés),
negativ (példaul csokkent érzelmi kifejezés) és kognitiv tiinetek (memoriazavarok)
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders: DSM-V). A DSM-V szerint az
ot o tiinet kozil legalabb kettének (téveszmék, hallucinacidk, beszédzavar, stlyosan
szervezetlen, vagy kataton viselkedés, vagy negativ tiinetek) egy honapnal tovabb kell
fennallnia a SCZ diagnosztizalasahoz, és ezek koziil az egyiknek téveszméknek,

hallucinacioknak, vagy rendezetlen beszédnek kell lennie.

A SCZ kialakulasanak okai maig tisztazatlanok, és a rendelkezésre allo terapiak nem
javitjak a kognitiv deficitet, tovabba csekély mértékben befolydsoljdk a SCZ negativ
tiineteit, ezért ) gyodgyszereket kell kifejleszteni. A tudomany mai allasa szerint az
allatmodellek elengedhetetlenek egy i gydgyszer preklinikai vizsgalatahoz, a mogottes

mechanizmusok feltarasahoz, valamint 0j kezelési lehetdségek kidolgozasahoz.

A SCZ igéretes genetikai modellje lehet a vazopresszin (AVP) hianyos Brattleboro
patkany (di/di, diabetes insipidusra homozigéta). Valéban, az AVP szamos ponton
Osszefliggésbe hozhaté a SCZ-val. Ezenkiviil a Brattleboro patkany a SCZ alapvet6
viselkedési tiineteit mutatja (példaul szenzomotoros kapuzasi és kommunikacios deficit,
memoriazavar), molekularis valtozasokat mutat (a striatalis dopamin-2 receptorok

upregulaciodja), és a humanhoz hasonldan reagal az antipszichotikus kezelésre.

Tehat ez a modell lehet a legalkalmasabb az AVP SCZ-szerii zavarokban betoltott
szerepének feltarasara, ezért f6 célunk volt ennek az AVP-hianyos patkdnymodellnek a

teljes jellemzése.



2 Célkitiizés
F§ célunk az volt, hogy megerdsitsiik a centralisan felszabaduldo AVP szerepét a SCZ-
szerl viselkedés kialakulasaban AVP-hianyos (di/di) Brattleboro patkanyban.

Elészor (1. kisérlet) a modell prediktiv validitasanak bizonyitasa érdekében azt
vizsgaltuk, hogy az antipszichotikus kezelés (akut, szubakut vagy kronikus) normalizélja-
e a SCZ-szerii viselkedési valtozasokat (memoriakdrosodas; szocialis elkeriilés;

eldimpulzus-gatlas, prepulse inhibition, azaz PP| zavara) feln6tt allatokban.

A patkanykolykok atjarhatobb vér-agy gatjuk (BBB) és alacsony testtomegiik miatt jo
modellnek tiinnek az 1j antipszichotikus vizsgalatokhoz. A SCZ-val kapcsolatban az
anyai elvalasztas-indukalta ultrahang vokalizacio6 (MS-USV) a kommunikacio
csoOkkenésének tlineteként értelmezhetd. Ezért megvizsgaltuk, hogy a di/di kolykdk
csokkent MS-USV-je javithato-e antipszichotikus kezeléssel (2. Kisérlet). A szedaciot
(“righting” reflex és negativ geotaxis) és a stresszhormon-emeld (ACTH, kortikoszteron)
mellékhatasokat kizartuk. Ezt kovetden (3. Kisérlet) azt vizsgaltuk, hogy mely AVP

receptor altipus jatszhat szerepet az MS-USV szabalyozéasaban.

A lehetséges agyi mechanizmusok tanulmanyozaséara (4. kisérlet) megvizsgaltuk a
magnocellularisan felszabaduld AVP hozzajarulasat a szocialis viselkedéshez: adeno-
asszocialt virusvektor segitségével AVP expressziot indukaltunk a SON-ban. Egy masik
lehetséges mechanizmusként (5. Kisérlet) epigenetikai valtozasokat (3-as hiszton 9-es
lizinjének acetilacioja: ACH3K9) vizsgaltunk a Brattleboro patkany prefrontalis kérgében

(PFC), nucleus accumbensében, lateralis septumaban (LS) és hippocampusaban (HC).

3  Médszerek
3.1 Allatmodell

A Brattleboro patkanyokat a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetben tartottuk
fenn egy olyan kolonidban, amelyet Harlan (Indianapolis, IN, USA) tenyészpatkdnyaibol
inditottunk.

Az 1., 4. és 5. kisérletben 56-70 napos him AVP-hidnyos di/di-t hasonlitottunk ssze
homozigéta (+/+) kontroll patkanyokkal. Ketrecenként 2 allatot tartottunk standard

laboratoriumi koriilmények kozott (hdmérséklet: 23+1°C; relativ paratartalom: 50-70%),



patkanyeledel és csapviz ad libitum elérhetd volt szamukra. A 4. kisérletben az allatokat
izolalva tartottuk a miitéti sebek biztonsagosabb gydgyulasa érdekében.

A 2. és 3. kisérletben azonos alombol, homozigbéta AVP-hianyos (di/di) apatdl és
heterozigota (di/+) anyatol szdrmazd 7-8 napos Brattleboro kolykoket hasonlitottuk
0ssze; ily modon di/+ €s di/di patkadnyok sziilettek. Az alom méretét nem kontrollaltuk,
tovabba nemek szerint nem csoportositottunk. A kisérletet kovetden a kolykok
genotipusat az agyalapi mirigy AVP tartalmabdol radioimmunoassay segitségével
hataroztuk meg. A 3. kisérletben Wistar patkanyt is hasznaltunk, amelyeket a Charles
River-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiink be, és a helyi allathazban paroztattunk. A
kolykok az anyadllattal a sajat ketreciikben, standard laboratoriumi koriilmények kozott
keriiltek elhelyezésre (homérséklet: 23+1°C; relativ paratartalom: 50-70%). A
nappali/éjszakai ciklus 12/12 o6ra volt, a lampak 07:00-kor kapcsolodtak fel.

Minden kisérletet 10:00 és 14:00 kozott végeztink az Eurdpai Kozosségek
Tanacsanak 1986. november 24-i irdnyelvének (86/609/EGK) megfelelden, a Kisérleti

Orvostudomanyi Kutatéintézet Allatjoléti Bizottsaga altal feliilvizsgalva és jovahagyva.

3.2 1. Kkisérlet: Javithatjak-e az antipszichotikumok a Brattleboro patkany
viselkedési zavarait?

3.2.1 Manipulaciok

A patkanyokat 15 napon keresztil minden nap szubkutdn injekcioztuk
antipszichotikus gyogyszerrel, vagy hordozoanyaggal. Az 1. (D1, akut), a 8. (DS,
szubakut) és a 15. (D15, kronikus) kisérleti napon, 30 perccel a viselkedési tesztek el6tt
kaptak injekciot. Kiilonboz6 dozisokat hasznaltunk az aripiprazol (5 mg/kg; Richter
Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarorszag), a klozapin (1 mg/kg; Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), a haloperidol (0,1 mg/kg; Sigma Chemical. Co., St. Louis, MO), az
olanzapin (0,3 mg/kg; Richter Gedeon Plc., Budapest, Magyarorszag), és riszperidon
(0,25 mg/kg; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) esetében (n~6 -8 minden csoportban).
Az aripiprazolt 5%-o0s ecetsav-sooldatban, mig a tobbi gyogyszert 50 ul 1 N HCl/ml
sooldatban oldottuk fel, és 3 N NaOH-val titraltuk 6-7 pH-értékre. A kontroll allatok
vivéanyagot (HCI vagy ecetsav oldat) kaptak.



3.2.2 Kisérletek

A szocialis diszkriminaciét a kontroll, haloperidol, klozapin, olanzapin €s riszperidon
kezelt allatok 6sszehasonlitasaval teszteltiik, mig az aripiprazol-kezelést kiilon, megfeleld
kontrollok segitségével végeztiik. Az 6t kiilonbozé kezelést o6t ,.eltolt” sorozat
tesztelésével végeztiik, kb. 20 allat/nap, amely minden kezelési csoportbol tartalmazott
patkédnyokat. Mivel nem volt szignifikans kiilonbség a kontrollok (HCl vagy ecetsav
tartalmu sooldat) kozott, a késobbi vizsgalatok soran csak HCI tartalmi vivéanyagot
hasznaltunk. Ezt kovetden — a tobbi antipszichotikus kezeléssel 6sszhangban — a klozapin
helyett az aripiprazol hatasat vizsgaltuk, mivel a klozapin az olanzapinhoz hasonld
receptorkotési profillal rendelkezik, és a korabbi preklinikai vizsgalatok soran alaposan
tesztelték.

Az aripiprazollal, haloperidollal, olanzapinnal és riszperidonnal kezelt allatokon a
szocidlis elkeriilés és a PPI teszteket ugyanazon a napon, egymas utdn végeztiik. Annak
elkeriilése érdekében, hogy az egyik teszt befolydsolja a masikat, az allatok felénél
elészor a szocialis elkeriilést, majd a PPI-t, mig a masik felénél el6szor a PPI-t hajtottuk
végre.
3.2.2.1 Szocialis diszkrimindcio teszt
A szocialis diszkriminacio tesztet a kisérleti allatok szamara j kornyezetben végeztiik
(plexi ketrec alommal, 41,3 x 26 x 29,8 cm, GeoMaxi, Ferplast, Olaszorszag). A
patkanyokat 1 oran at a kisérleti ketrechez szoktattuk. 25-30 napos him Wistar
patkanyokat hasznaltunk stimulus allatokként. A teszt egy 4 perces mintavételi fazissal
kezd6dott, amikor egy fiatal patkany (Stim1) kertilt a kisérleti allathoz a tesztketrecbe. 4
perc elteltével a Stiml-et kivettilk. Harminc perccel késébb - a 4 perces valasztasi
szakaszban - a kisérleti allatokhoz a mar ismerés Wistar kolykot, azaz Stiml-et és egy
ismeretlen, hasonlé fiatal patkanyt (Stim2) helyeztiink. A teszteket videora vettiik, az
exploracios viselkedést eseményelemzd szoftverrel (H77) elemezte egy, a kezelési
koriilményeket nem ismer6 munkatars. Annak érdekében, hogy a megfigyeld
megkiilonboztethesse a két fiatal patkanyt, az egyiket zold csikokkal jeloltiik (Edding 30
marker, szagtalan, zold, Edding AG, Németorszag) legalabb 30 perccel a tesztelés elott.
A megjelolt allatokkal szembeni preferencia vagy idegenkedés kizarasa érdekében a
jelolést a Stiml és Stim2 kozott randomizaltuk. Az exploracids magatartds a fiatal

patkanyokkal szembeni kozvetlen cselekvésként definidlhato, beleértve az anogenitalis



szaglaszast, a nyalogatast, és a szoros iildozést. A Stim2 szignifikansan hosszabb
vizsgalati idOtartama a Stim1-hez képest a valasztasi fazisban az ép felismerési memoria
megnyilvanulasaként értelmezhetd. A diszkriminacios indexet (DI) a kdvetkezoképpen
szadmitottuk ki:

DI = (id6% Stim2 — id6% Stim1)/(id6% Stim 1 + id6% Stim 2).

Az index eredménye -1 és 1 kozott valtozhat, ahol 0 = nincs megkiilonbdztetés. Normalis
esetben az allatok tobb 1ddt toltenek az Uj ingerrel (jdonsaghatas), igy a <0 index a

memoriazavar jele.

3.2.2.2 Szocialis elkeriilés teszt

A szocialis elkeriilés tesztet csoportunk fejlesztette ki a szocialis szorongas mérésére.
A tesztketrec két alrekeszt tartalmaz, amelyeket egy toloajto valaszt el. A ketrecek a felsd
részen nyitottak; falaik 40 cm magasak. A kisérleti allatot a kisebb alrekeszbe (feliilet: 15
cm x 50 cm) helyeztiik 3 perces szoktatasra. A nagyobb alrekesz (feliilete: 40 cm x 40
cm) atlatszo, perforalt miianyag fallal volt két egyenld részre osztva. A kisérleti allattol
tavolabbi rekeszben egy ismeretlen, felndtt +/+ him patkany volt. A szoktatasi idészak
utdn a toldajtot eltavolitottuk, és a kisérleti allatot 5 percig hagytuk vizsgalni a kis €s nagy
rekeszeket. A mianyag ketreceket minden teszt utin vizzel megtisztitottuk. A
tesztberendezés nem tette lehetdvé a fizikai érintkezést a kisérleti €s a stimulus allatok
kozott. Az alanyok tisztan lattak a stimulus patkanyt a toloajtd eltavolitasakor, de
kordbban nem. A viselkedést feliilrdl rogzitettiik videora, és egy, a kezeléseket nem
ismerd elemezte. Harom véaltozo6t definidltunk: az stimulus allatot tartalmazé rekeszben

toltott iddt, a szocidlis interakcidval eltoltott idot és a szocidlis interakcid latencidjat.

3.2.2.3 Prepulse inhibition (PPI) teszt

A PPI teszt a szenzorimotoros gatlas mérésére alkalmas. Stlykalibralds utan a kisérleti
allatokat egy sziik tesztketrecbe helyeztiik egy hangtompitott szekrénybe (Acoustic
Startle setup, Coulbourn Instruments, LLC). 5 perces szoktatast kovetden az alanyoknak
40 ms hosszu, 120 dB-es akusztikus ingert (,,zaj”, impulzus) adott le a berendezés 20
masodpercenként 6tszor, hogy standardizalja a startle valaszt (6sszerezzenés). A teszt
soran oOtféle protokoll valtakozott: dnmagaban impulzus (120 dB), 80 ms-0s impulzus
elott egy 20 ms-os, valtozé intenzitast eléimpulzus (73, 77 vagy 81 dB ,,hang”™), vagy 0

dB impulzus. Mindegyik protokoll O6tszor fordult el a teszt soran, randomizalt



sorrendben. A program automatikusan rogzitette a startle valaszokat. A 0 dB-es
impulzusra adott valasz a patkany tomege volt, ami levonasra keriilt a késobbi startle
valasz értékekbdl. A 120 dB-es impulzusra adott startle valasz atlagat elézetes impulzus
nélkiil minden allatra kiszamitottuk, és akusztikus startle valaszként szolgaltak. Ezt a
valaszt 100%-osnak tekintettiik, amelybdl a PPI-t a kovetkezd képlettel szamitottuk ki:
PPl = 100 — (startle el6impulzus utan / startle eldimpulzus nélkil * 100). Jelen
vizsgalatunkban az eltérd eldimpulzus intenzitdsnak nem volt szignifikans hatasa, és nem
modositotta a genotipus vagy a kezelés hatasat sem, ezért a harom eléimpulzus intenzitas

atlagat hasznaltuk minden napra és kezelésre.

3.3 2. Kkisérlet: Brattleboro patkanykolykok ultrahang vokalizaciojanak mérése

antipszichotikus kezelés soran

3.3.1 Manipulacidk

A kolykok 1 pl/g szubkutédn antipszichotikus gyogyszer, vagy vivOanyag injekciot
kaptak 30 perccel az MS-USV teszt el6tt. A haloperidol (0,1 mg/kg, 1 mg/kg; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), klozapin (1 mg/kg, 10 mg/kg; Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), olanzapin (0,3 mg/kg, 3 mg/kg; Richter Gedeon Nyrt., Budapest,
Magyarorszag), riszperidon (0,25 mg/kg, 1 mg/kg, 0,05 mg/kg, 0,1 mgkg; Sigma
Chemical Co. , St. Louis, MO) és aripiprazol (0,5 mg/kg, 5 mg/kg, 50 mg/kg; Richter
Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarorszag) esetében is kiilonboz6 dozisokat alkalmaztunk.
A haloperidolt, a klozapint, az olanzapint és a riszperidont 50 ul 1 N HCl/ml s6oldatban,
mig az aripiprazolt 5%-0s ecetsav-sooldatban oldottuk fel, és 3 N NaOH-val titraltuk pH
6-7 értékre. A kontroll allatok vivéanyagot (HCI vagy ecetsav oldat) kaptak.

3.3.2 Kisérletek

3.3.2.1 Anyai elvalasztas-indukalta ultrahang vokalizacio

A vizsgéalat napjan a 7-8 napos patkdnykolykoket €s anyadllataikat az allattartd
helyiségbdl egy masik szobédba helyeztiik at, és legaldbb 1 6ran keresztiil zavartalanul
hagytuk Oket a viselkedési teszt megkezdése eldtt. Az anyai hatdasok minimalizalasa
érdekében az azonos alombol szarmazo kolykoket véletlenszertien soroltuk az egyes
kezelési csoportokba. Minden kisérlethez legalabb harom kiilonb6z6 anyatol szarmazéd
kolykoket hasznaltunk. A kolykok egymads utan, 12 percenként kaptak gyogyszer- vagy
vivéanyag-injekciot (1ul/g), megjeldlve visszakeriiltek az anyadllathoz ¢és az

alomtarsakhoz. Harminc perccel a beadas utan az egyik kolykot egy hangszigetelt



helyiségbe vittiik, €s egy 2 literes liveg f6zOpoharba helyeztiik alom és flités nélkiil. Az
USV-t 10 percig mértiik egy USV detektorral (CDB205, CIEL Electronique, Nizza,
Franciaorszag), amelyet egy szamitogéphez csatlakoztattunk. Az USV-detektor és a
féz6pohar kozotti tavolsag 10 cm volt. A hangokat az Audacity 2.0.5 szoftver
segitségével rogzitettiik. A korabbi vizsgalatok soran azt taldltdk, hogy a 8 napos
patkanyok altal kibocsatott ultrahangok nagy része 30 kHz és 50 kHz kozotti. A rogzitett
jeleket eszerint sziirtiilk. Az adatok automatikus szamlalasa egy Rat Call Counter nevi
szoftverrel tortént (Zsebdk S. fejlesztése). A kiiszobértéket 0,4 V jelamplitidora allitottuk

be a hattérzaj kizarasa érdekében. A kibocsatott USV-k szamat és idotartamat definialtuk.

3.3.2.2 Righting reflex

Kozvetleniil az MS-USV utan righting (hasrafordulasi) reflex latencia (RRL) tesztet
alkalmaztunk a gydgyszerek szedativ hatdsanak vizsgalatara. Az utddok hanyatt fektetett
testhelyzetbe kertiltek egy sima feliileten, majd manualisan mértiik a normal helyzetbe
vald visszatérés latencidjat (hasrafordulasi reflex). Minden éallatnak legfeljebb 30

masodperce Volt a hasrafordulasra.

3.3.2.3 Negativ geotaxis

A negativ geotaxis teszt a mozgaskoordinacio allapotat vizsgalta. Az RRL mérés utan
az utddokat orrukkal lefelé egy 45°-0s ferde tablara helyeztiik, és a 180°-os fliggdleges
helyzetbe fordulas latencigjat mértiikk. Minden allat legfeljebb 60 masodpercet kapott a
feladat végrehajtasara. Ha a patkany legurult a tdblan, nem teljesitette a feladatot, és a

maximalis 1d6t, azaz 60 masodpercet rogzitettiink a teljesitménye értékelésére.

Mindkét tesztet haromszor ismételtiik meg az USV mérések végén, €s a harom mérés

atlagat vettiik jellemz6 paraméternek.

3.3.3 Hormon mérések

Az allatokat felaldoztuk, és a vérszérummintakbél ACTH és kortikoszteron
koncentraciokat mértiink specifikus radioimmunoassay (RIA) segitségével. Mindkét
antitestet intézetlinkben fejlesztettiik ki. Az intra-assay variacios egyiitthato 4,7% és 7,5%

volt a két hormon esetében.

A kolykdk hipofizisét is 0sszegytijtottiik, hogy meghatarozzuk az AVP-tartalmat és

ezaltal a genotipust. A mintak elokészitése a kovetkezOképpen tortént: 5 percre forrasban



1év6 vizfiirddbe helyeztiik, majd ultrahanggal homogenizaltuk, centrifugéltuk, és a 100-
szorosra higitott feliiluszobol AVP-tartalmat mértiink specifikus RIA-val a korabban
leirtak szerint. A nyul antitesteket Dr. Vecsernyés M. (Szent-Gyorgyi Orvostudomanyi
Egyetem, Szeged, Magyarorszag) adomanyozta. A kimutatasi hatar 1 pg AVP/assay cso

volt. A vizsgélaton beliili variacids egyiitthato 10,7% volt.

Egy adott kisérletbdl szarmaz6 0sszes mintat ugyanabban a RIA-ban vizsgaltuk, hogy

elkeriiljiik a vizsgalatok kozotti kiilonbségeket.

3.4 3. kisérlet: Vazopresszin receptor-antagonistak hatasa az anyai elvalasztas-
indukalta ultrahang vokalizaciéra
3.4.1 Manipulaciok
A heterozigéta (di/+) anyatdl és diabetes insipidusra homozigdta (di/di) apatol
szarmaz6 Brattleboro patkanykolykok ip. injekciot kaptak fiziologias sooldattal 30
perccel az MS-USV elétt.

A Wistar patkanykolykok ip. V1aR antagonistat (SSR49059), V1bR antagonistat
(SSR149415), vagy V2R antagonistat (SSR121463B) kaptak (a Sanofi-Synthélabo cég
nagylelkli ajandéka), amelyeket 0,4%-0s Tween 80-ban oldottunk. 30 perccel az USV
el6tt mindegyiket harom kiilonb6z6 koncentracioban alkalmaztuk: 3, 10 vagy 30 mg/kg.
Egy tovabbi kisérletsorozatban 10 mg/kg V1aR antagonistat kevertiink 6ssze 10 mg/kg
V1bR antagonistaval. A kontroll kezelés a vivéanyag volt 1 ul/g térfogatban. Minden
beadast 15 pl fiziologias séoldat kovetett, hogy maximalizaljuk a fecskendébdl a

hatéanyag bejutdsat a szervezetbe.

3.4.2 Kisérleti elrendezés

3.4.2.1 Anyai elvalasztas-indukdlta ultrahang vokalizacio

Lasd 3.3.2.1.

3.4.2.2 Righting reflex
Lasd 3.3.2.2.

3.4.2.3 Negativ geotaxis
Lasd 3.3.2.3.



3.4.3 Hormon mérések
Lasd 3.3.3. Azonban csak a Brattleboro kolykok hipofizisét gyijtottikk a genotipus
meghatarozasahoz (di/+ vagy di/di diszpozicié az AVP-tartalom alapjan), a Wistar

patkanyokét nem.

3.5 4. Kkisérlet: Magnocellularis AVP szerepe a szocialis viselkedésben

A magnocellularis AVP szintézis visszaallitasara AVP-t tartalmaz6 adeno-asszocialt
virus (AVP-AAV) vektort injektaltunk AVP-hianyos Brattleboro patkanyok supraopticus
nucleusaba (SON) (di/di). Vad tipusa, azaz +/+, di/di és AVP-AAV kezelt di/di him

patkanyokat hasonlitottunk ossze.

3.5.1 Manipulaciok

Az altatas ketamin (50 mg/kg, SelBruHa Allatgyogyaszati Kft., Budapest,
Magyarorszag), xilazin (20 mg/kg, Spofa, Praga, Csehorszag) és promethazinium
chloratum (0,2 ml/kg, EGIS, Budapest, Magyarorszag) keverékének intraperitonealis
(ip.) injekcidjaval tortént fiziologias s6oldatban oldva.

Az altatott patkanyokat sztereotaxias miiszerben rogzitettiik (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA, USA). A lokalis AVP szintézis visszapotlasara Brattleboro patkanyban az
AVP-AAV-t (2-es tipusu, CMV-GH-SP-AVP-NP-GP-SVPA, 7x109 genommasolat/ul,
100 nl/injekciés hely) mindkét oldali SON-ba injektaltuk di/di patkanyokba
(sztereotaxias koordinatak a Bregmatol: AP: -0,4 mm, ML: +/-1,8 mm, DV: +9,7 mm) (a
késobbiekben di/di-AVP). A kontrollok SON-jaba (mind a +/+, mind a di/di allatoknak)
ugyanazon a napon ¢s ugyanazzal a volumennel sooldatot injektaltunk, mivel nem allt
rendelkezésre megfeleld kontrollvirus.

Csak azokat a di/di-AVP allatokat vontuk be a kisérletekbe, amelyek jelentOs
vizfogyasztas-csokkenést mutattak (10-bdl 7), mivel ebben a torzsben a vizfogyasztas
egyértelmilen meghatdrozza a sikeres virusbeaddsokat. A vizfogyasztds csokkenését a
SON-ban az AVP szintézis sikeres funkciondlis visszapotlasanak bizonyitékaként
tekintettiik, ezért két héttel a kezelés utan kezdtik meg az allatok tesztelését. Az
immunhisztokémiai adatok megerdsitették a sikeres virusbeadast: +/+ patkanyok SON-

jaban a sejtek 23%-a, mig a di/di-AVP éllatokban 17,5%-a mutatott AVP pozitivitast.



3.5.2 Kisérleti elrendezés

3.5.2.1 Szocidlis viselkedéstesztek

Korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy a MeA, egy mag, amely tobbek kozott a
ragesalok tarsas viselkedésének szabalyozasaban jatszott szerepérdl ismert, reagalt a
SON-ban az AVP-szintézis visszapotlasara. Ezért az AVP-AAV SON kezelés hatasat
vizsgaltuk a szocialis viselkedésben. Tizennyolc nappal az AVP-AAYV injektalas utan az
allatok szocialis érdeklédését, majd harom nappal kés6bb agressziv viselkedését
vizsgaltuk.

3.5.2.1.1 Szocialis érdeklodeés

Tobb mint két héttel az AVP-AAYV injektalast kovetden a patkanyokat egy 0j ketrecbe
helyeztiik at friss alommal 1 6réval a teszt megkezdése el6tt. A teszt soran 4 percen
keresztiil vizsgalhatott a kisérleti allat egy még altala nem ismert fiatal fajtarsat (Wistar
patkéany, kb. 25 napos). A szocidlis viselkedés id6tartamat egy, az allatcsoportokat nem
ismerd munkatars mérte egy eseményrogzitd szoftver segitségével (EVENTLOG 1.0, irta
Robert Hendersen 1986). A szocialis viselkedést a kovetkezOképpen hataroztuk meg: a
kisérleti allatnak a fiatal stimulus patkannyal szembeni kozvetlen fellépését vettiik
figyelembe, beleértve az anogenitalis szagolgatast, nyalogatast, és kozeli tildozést.

3.5.2.1.2 Rezidens-intruder teszt (RI)

A kisérleti allatokat harom napig GeoMaxi ketrecekben tartottuk. Ezutan a kisérleti
patkanyokhoz 20 percre kisebb testii, ismeretlen Wistar-intrudert tettiink. Az expozicid
alatti viselkedésiiket videora vettiik, és késdbb, a kezelési kortiilményekre vak kisérletezd
elemezte azt. A viselkedéselemzés az agressziv viselkedés befejezd szakaszara, azaz a
harapéasos tdmadasokra 0sszpontositott. A mennyiségi mérdszamok (azaz a tdmadasok
szama ¢és latencidja) eredményeit mutatom be, mivel a mindségi mérédszamokban (azaz a

tdmadas tipusaban és kontextusdban) nem sikeriilt kiilonbséget kimutatnunk.

3.5.3 AVP immunhisztokémia

A patkanyokat mélyaltatasban transzkardidlisan perfundaltuk. Egy éjszakan at tartd
posztfixalds utdn az agyakat 2 ¢&jszakdara 4 °C-on fagyallé hatasu, 30%-0s
szacharozoldatba tettiik at PBS-ben, majd —20 °C-on taroltuk a metszésig. A
hipotalamusz SON-t és PVN-t tartalmaz6 30 um vastag koronalis metszeteit csuszo

mikrotommal vagtuk, és 6 parhuzamos szeletsorozatra osztottuk.
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A SON-t és a PVN-t tartalmaz6 agyszeleteket kivalasztottuk és megfestettiik AVP-re.
Az AVP antitestet Gorcs Tamas allitotta el6. A masodlagos antitesteket a Jackson
ImmunoResearch cégtdl szereztiik be. A szeletekben 1év0 sejtmagokat Hoechst 33258
(1:20 000; Sigma-Aldrich) segitségével tettiik lathatova. A targylemezeket Mowiollal
(Sigma-Aldrich) fedtiik le.

A felvételek Nikon C2 konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkdppal késziiltek a budapesti
Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet Nikon Kozpontjaban.

3.6 5. Kkisérlet: Epigenetikai valtozasok a Brattleboro patkany agyban
3.6.1 Immunhisztokémia

Az agyszovet kezelését lasd a 3.5.3. fejezetben. A specifikus epigenetikai valtozasnak
a jelolésére anti-hiszton H3 (Acetyl-Lys9) antitestet (gazda: nyul, 1:5000; SAB4500347,
Sigma—Aldrich, Inc., Magyarorszag) hasznaltunk. Az ACH3K9 immunpozitiv sejteket
nikkel- 3,3'-diaminobenzidinnel (DAB) tettiik lathatova.

A mikroszképos képeket OLYMPUS CCD kameraval digitalizaltuk, a megfestett

AcH3KD9 pozitiv sejtmagokat a Scionlmage szoftver segitségével szamoltuk meg.

3.7 Statisztikai médszerek

Az adatokat kétutas ANOVA-val elemeztiik a genotipus €s a kezelés tekintetében a
StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA Statistica 12.0 programjaval. A kiilonbozd kisérleti
csoportok adatainak post hoc Osszehasonlitasat Newman—Keuls teszttel, vagy Fisher
Least Significant Difference modszerrel végeztiik. Az eredményeket abrakon mutattuk
be. A DI (diszkriminacios index) esetében egymintas t-tesztet végeztiink 0-val szemben
(nincs diszkriminéacio) minden egyes kezelési csoportban kiilon-kiilon. A korrelacidkat
Pearson modszerrel szamitottuk ki. TObbszords regresszios analizist végeztink a
viselkedési €és hormondlis valtozdsok MS-USV-hez val6 hozzéjarulasanak
meghatarozasara. Az adatokat atlag = S.E.M abrazoltuk. A statisztikai szignifikancia

szintjét minden statisztikai elemzésben p < 0,05-nek vettiik.
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4  Eredmények
4.1 1. Kkisérlet: Javithatjak-e az antipszichotikumok a Brattleboro patkany

viselkedési zavarait?
4.1.1 Szocidlis diszkriminacid teszt

Szocidlis érdeklodesre gyakorolt hatas: A 4 perces mintavételi periddus alatt a di/di
patkanyok ugyanannyit, vagy még tobb idot toltottek a fiatal patkany (Stiml)
vizsgalataval a +/+ patkanyokhoz képest (genotipus hatas). igy minden patkanynak volt
esélye emlékezni a Stim1-re a kisérlet kovetkez6 fazisaban.

El kell ismerniink azonban, hogy az antipszichotikus kezelés csokkentette a Stim1
vizsgalatara forditott 1d6t (kezelési hatis). Ez minden (akut, szubakut és kronikus)
aripiprazol- és haloperidol-kezelésnél szignifikans volt, de ismételt klozapin, olanzapin
¢s riszperidon kezelés utan is. Mindazonaltal ez a — feltehetden szedativ — hatés egyarant
érintette a +/+ és a di/di allatokat (nincs genotipus x kezelés interakcid). Ezért a
genotipusok kozotti memoriakiilonbség nem tulajdonithatd ennek a jelenségnek.
Réadasul még a legalacsonyabb mintavételi id6 is 20% felett volt (nagyjabdl 1 perc), ami
elegendd 1d6t biztosit a mintavételre.

SCZ-szerii viselkedés kimutatasa: A teljes megfigyelési idOszak alatt (azaz akut,
szubakut és kronikus kezelést kdvetden is) a vivoanyaggal kezelt di/di patkanyok rovid
tavi memoridja gyenge volt, mivel a DI értéke nem tért el szignifikansan a nullatol. Ezzel
szemben a +/+ kontrollcsoportnak mindvégig mérhetd volt szocidlis memoridja. Az
aripiprazol és az olanzapin képesek voltak normalizalni a di/di patkanyok szocialis
hatas fliggetlen volt a kezelés id6tartamatdl. A haloperidol kezelés egyaltalan nem volt
hatékony, mig a klozapin és riszperidon kezelés hatasa ellentmondasos Volt,
szignifikdnsan novelte a DI-t di/di-ben, de a legtobb esetben csokkentette +/+
patkanyokban.

4.1.2 Szocialis elkeriilés teszt

Rekeszpreferencia: Egyik allat sem részesitette eldnyben az ismeretlen, nagy rekeszt,
amelyben egy ivarérett, him stimulus allat talalhato (kevesebb, mint 50% itt t61tott id6).
Az ismételt tesztelés soran (1 hét kiilonbséggel) megnétt az érdeklédés (id6hatéas). A

kezelés (az aripiprazol kivételével) jelentdsen csokkentette a ,,szocidlis” részlegben toltott
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iddt, ami karos mellékhatasra utal. Ennek ellenére nem volt kiilonbség a genotipusok
kozott, és a genotipus sem a kezelés hatasat, sem az idot nem befolyasolta.

SCZ-szerii tiinetek kimutatasa: Az 1. napon szignifikans kiilonbség volt a
vivOanyaggal kezelt di/di és a kontrollcsoport kozott a stimulus allattal valo kozvetlen
interakcié iddtartaméaban. Ez a kiilonbség a kovetkezd vizsgalatok soran eltiint. A 8.
vivOanyag injekciot kovetden a di/di patkdnyok szignifikansan késobb kezdték meg a
tarsas interakciot, mint a megfeleld kontrollok. Hasonlo kiilonbség nem volt lathaté az 1.,
vagy 15. injekcid utan.

Minden kezelés csokkentette a stimulus allatokkal t61tott id6t. Logikus modon ez a
kolesonhatas késobb kezd6dott, kivéve az aripiprazollal kezelt csoportokat, amelyek e
tekintetben hasonloak voltak a kontrollhoz. A genotipusnak nem volt hatdsa, és a

kezelések hatasait sem modositotta.

4.1.3 Prepulse inhibition teszt

SCZ-szerii tiinetek kimutatdsa: az AVP-hidnyos, vivoanyaggal kezelt patkanyok
minden vizsgalati napon csokkent PPI-t mutattak a +/+ C csoporthoz képest.

Az antipszichotikumok hatdsai: A 15. aripiprazol kivételével minden kezelésnél eltlint
a genotipusok kozotti kiilonbség minden vizsgalt idOpontban. A kezelt di/di patkdnyok
azonban szignifikansan kiilonboztek a vivoanyaggal kezeltektdl, de csak ismételt kezelés

utan (kivéve az olanzapint, ahol az egyszeri kezelés is hatasos volt).

4.2 2. Kkisérlet: Brattleboro patkanykolykok ultrahang vokalizaciojanak mérése
antipszichotikus kezelés soran

A genotipus minden esetben szignifikdnsan befolyésolta a kibocsatott USV szdmat és
idotartamat, a di/di kolykoknél alacsonyabb szinten. Az ACTH szintek mindig
szignifikansan alacsonyabbak voltak a di/di patkanyokban, mint a di/+ 4llatokban, mig a
kortikoszteron szint mindig magasabb volt.
4.2.1 Els6 generacids antipszichotikus hatas az MS-USV-re

A haloperidol kezelés nem befolyasolta az MS-USV-t, tovabba dézisfiiggben novelte
az ACTH ¢és a kortikoszteron szintjét anélkiil, hogy koélcsonhatasba 1épne a genotipus

hatéssal.

4.2.2 Masodik generacids antipszichotikus hatas az MS-USV-re
A klozapin, olanzapin, riszperidon és aripiprazol alacsonyabb ddzisai normalizaltak a

kibocsatott MS-USV-t a di/di kdlykokben a di/+-hoz képest. Ezzel szemben a nagyobb
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dozisok a di/+ kolykok vokalizaciojat di/di szintre csokkentették. A magasabb doézisok
szedativ hatdsuak voltak a viselkedési tesztek soran, és szignifikdnsan ndvelték az ACTH
¢s a kortikoszteron szintet. A di/di allatokban nem volt ACTH emelkedés.
4.3 3. kisérlet: VVazopresszin receptor-antagonistak hatasa az anyai elvalasztas-
indukalta ultrahang vokalizaciora

4.3.1 Genetikai AVP-hiany

Az AVP-hidnyos Brattleboro patkanyok (di/di) kevésbé szorongtak a kibocsatott USV
szdma ¢€s idOtartama alapjan, mint heterozigota alomtarsaik. Ezzel 0sszefiiggésben az
ACTH szintjiik szignifikdnsan alacsonyabb volt, a kortikoszteronszint jelentds valtozasa
nélkil. A righting reflex és a negativ geotaxis értékek hasonloak voltak a két

genotipusban.

4.3.2 Farmakologiai AVP-hiany

4.3.2.1 V1aR antagonista

A Vl1aR antagonista kezelés csak 30 mg/kg koncentracioban csokkentette az MS-
USV-t, mig a kortikoszteron szint szignifikdnsan magasabb volt a 30 mg/kg
antagonistaval kezelt csoportban. Nem volt kiilonbség a csoportok kozott a hasrafordulasi

reflex latenciajaban, valamint a negativ geotaxisban.

4.3.2.2 V1bR antagonista
A VI1DbR antagonista kezelés csokkentette a kibocsatott USV szdmat az ACTH szint
csokkenésével, a kortikoszteron valtozasa nélkiil. Nem volt kiilonbség a csoportok kozott

a hasrafordulasi reflex és a negativ geotaxis latencidjaban.

4.3.2.3 V2R antagonista

A 3 mg/kg V2R antagonista kezelés fokozta az MS-USV-t, mig a magasabb dozisok
nem voltak hatdssal az MS-USV-re. Mindkét stresszhormon szint magasabb volt 45
perccel egyszeri 30 mg/kg V2R antagonista kezelés utan, mint a kontroll csoportban. Nem
volt kiilonbség a csoportok kozott a righting reflex latenciajaban, valamint a negativ

geotaxisban.

4.3.2.4 V1aR+V1bR antagonistdk
A Vla és VIDbR antagonistadk kombinaci6ja hatékonyan csokkentette az MS-USV-t,

anélkiil, hogy barmilyen hatassal lett volna a stresszhormonokra. Ugyanekkora dozist
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V1aR antagonista 34,3%-o0s, illetve 26,8%-0s nem szignifikans csékkenést indukalt az
MS-USV hivasok szamaban ¢s id6tartamaban, mig a V1b esetében 51,5%-0s és 54,3%-
os szignifikans csokkenés volt lathatd. A kombinaci6é 57,1%-kal csokkentette az MS-
USYV hivasok szamat, és 68,53%-kal csokkentette az idétartamot. Nem volt kiilonbség a

csoportok kozott a hasrafordulasi reflex latencidjaban, valamint a negativ geotaxisban.

4.3.3 Korrelaciok

Ahogy az varhato6 is volt, az anyai elvalasztas-indukalta kibocsatott USV szama és
id6tartama minden kisérleti sorozatban pozitivan korrelalt egymassal. Erdekes médon
ugyanez igaz volt az ACTH és a kortikoszteron korrelaciora is, kivéve a Brattleboro
patkényok esetében, ahol egyaltalan nem volt §sszefliggés. Brattleboro patkdnyokban a
hipofizis AVP tartalma szignifikdns pozitiv korrelaciét mutatott az MS-USV hivasok
szdmaval és id6tartamaval. Sot, esetiikben a szérum ACTH szint is pozitiv korrelaciot
mutatott az MS-USV hivasok szamaval. Erdekes modon hasonlé ACTH és MS-USV

hivasszam-korrelaciot detektaltunk V1bR antagonista kezelés utan.

4.4 4. Kkisérlet: Magnocellularis AVP szerepe a szocialis viselkedésben

A korabbi eredményeknek megfeleloen az AVP-AAV injekcio a SON-ba
fiziologiailag és funkcionalisan is helyreallitotta a lokalis AVP szintézist.

A szocialis érdeklddés teszt soran a di/di-A VP patkanyok tobb 1d6t toltottek a juvenilis
vizsgalataval, mint a +/+ és a di/di allatok.

Az RI tesztben az agresszio kvantitativ mértéke (harapasok szama) csokkent a di/di-
AVP patkanyokban a +/+-hoz képest, ami szintén alacsonyabb tendenciat mutat a di/di

csoporthoz képest.

4.5 5. Kkisérlet: A Brattleboro patkiny agy epigenetikai valtozasainak vizsgalata
immunhisztokémiaval
A kovetkezd agyi régiokat vizsgaltuk: a nucleus accumbens core (AcbC) és shell
(AcbS) régioit, a prefrontalis kéreg (PFC) prelimbicus (PrL), infralimbicus (IL) és
dorsalis peduncularis (DP) alrégioit; a dorsalis (LSD), “intermediate” (LSI) és ventralis
(LSV) részeit a lateralis septumnak (LS), valamint a dorsalis HC CA1, CA2 és CA3

alrégioit.

Di/di allatokban az AcH3K9 immunfestés szignifikdnsan kevesebb jelolt sejtet
mutatott a PFC DP-ben, mint a +/+ patkanyokban. A tobbi vizsgalt PFC teriileten (PrL és
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IL) nem volt kimutathatd kiilonbség a genotipusok kozott. Az AcH3K9
immunhisztokémidja nem mutatott szignifikans kiilonbséget a di/di és +/+ allatok kozott
sem a teljes Acb-ben, sem a kiilon vizsgalt magban (AcbC) és héjban (AcbS). Az LS-ben
csak az LSV kompartmentben volt szignifikansan kevesebb AcH3K9 immunpozitiv sejt
di/di-ben, a +/+ patkanyokhoz képest. A CAl-ben szignifikansan tobb AcH3K9 jelolt sejt
volt di/di patkanyokban, mint +/+-ban, mig CA2-ben és CA3-ban nem volt genotipus-

hatas.

A vizsgalt agyteriiletek értékeit korrelaltattuk egymassal. Szignifikdns pozitiv
korrelacio volt a DP és az AcbC, LSI és LSV kozott. Az AcbC régid szignifikansan
korrelalt a CA3-mal, mig az AcbS régio pozitivan korrelalt az LSD-vel, LSI-vel és LSV-

vel.

5 Kovetkeztetések
Vizsgalataink széleskoriien tanulmanyoztdk az AVP-hidnyos Brattleboro patkanyt,
mint a SCZ lehetséges modelljét, tobb szempontbol is, hogy megerdsitsiik a preklinikai

kutatasra val6 alkalmassagat.

Megerositettiik, hogy a klinikailag hatékony antipszichotikumok enyhitették a SCZ-
szerli tiineteket felnétt, him AVP-hianyos Brattleboro patkanyokban. fgy a torzs terapias
valasza a gyogyszeres kezelésre hasonld a human SCZ-betegekéhez. Ezért prediktiv
validitasa alapjan ez az allat a SCZ jo preklinikai modellje lehet. A PPI-rol feltételezték,
hogy a kognitiv deficitet modellezi, am pozitiv és negativ tiinetként is értelmezhetd.
Ezenkiviil a szocialis diszkriminacio teszt (SD) a kognitiv tiineteket modellezi. Mivel az
uj gyogyszereknek a jelenleg alacsony hatékonysaggal kezelhetd negativ és kognitiv
tiineteket kellene megcélozniuk, ez lehet ennek a modellnek a kiilonleges erdssége, mivel

a di/di Brattleboro patkdnyok negativ és kognitiv SCZ-szer( tiineteket mutatnak.

Emellett a 7-8 napos di/di Brattleboro patkanykolyok jo modell lehet a SCZ
kommunikécios deficitjére. Ez az 4allatmodell kivalo lehetdség lehet az ujonnan
kifejlesztett gyogyszerek tesztelésére: a kisérletiinkben hasznalt 6sszes antipszichotikum
alacsonyabb do6zisban “normalizalta” az MS-USV-t AVP-hianyos allatokban. Tovabba a
farmakoldgiailag eldallitott AVP-hatas hiany kovetkeztében a Wistar patkanykolykok
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MS-USV-je szintén csokkent a kontrollokhoz képest, és pozitiv korrelaciot mutatott az
agyalapi mirigy AVP-szintjével, megerdsitve ennek a neuropeptidnek a szeparacio altal

kivaltott vokalizacidoban betoltott szerepét.

Emellett kimutattuk, hogy a SON-bdl szarmazdé AVP hozzajarulhat a ragesalok
szocidlis viselkedésének finomhangoldsdhoz, esetleg a MeA-t is magédban foglald

utvonalon keresztil.

A di/di Brattleboro patkanyoknal tapasztalt viselkedési hianyossagok lehetséges, hogy
epigenetikai valtozasok kovetkeztében jelennek meg, ami szintén megerdsitheti a di/di
patkany, mint SCZ modell validitasat, ugyanis korabbi human és allatmodell vizsgalatok
is kimutattak az altalunk vizsgalt specifikus epigenetikai valtozast a SCZ-val
Osszefliggésben. Ennek a lehetséges kapcsolatnak a feltardsahoz azonban tovabbi

vizsgélatokra van sziikség.
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