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ABSZTRAKT:

A depresszio és a szorongas modern korunk leggyakoribb mentalis betegségeihez tartoznak,
komoly tarsadalmi és gazdasagi terhet rova az emberi kozosségre. A dimetil-triszulfid (DMTS)
egy kedvezo6 farmakokinetikai tulajdonsagokkal biro, a vér-agy gaton is athatolni képes, szerves
poliszulfid, amely elézetes kutatasaink alapjan részt vehet a stresszhez kapcsolodd agyi
mechanizmuskokban. E dolgozat célja a DMTS antidepresszans-szerii és anxiolitikus hatdsanak
vizsgalata volt, kiilonds tekintettel az endokannabinoid rendszer szerepére, valamint az
endokannabinoid rendszer kozremiikodésének igazoladsa a kronikus megjosolhatatlan enyhe
stressz okozta depresszid-szerii viselkedés egérmodelljében. C57Bl/6 torzsbe tartozo egerek
csoportjait DMTS kezelésnek, illetve az endokannabinoid rendszerre val6 hatast igazolando, a
CBI1 receptor antagonista AM251 kezelésnek vetettiink ald, az egerek egy csoportja mindkettén
atesett. A 4 nappali és 3 éjszakai stresszorbol 4ll9, 21 napos stresszparadigma soran az allatokat
a depresszid-szerii viselkedés (farokfelfiiggesztési tesz -TST; erdltetett tiszas teszt -FST) és
szorongasszint meghatarozasara szolgalod teszteken (nyilt terep teszt -OFT; iiveggolyo
eltemetési teszt -MBT) vezettiik at, a modell validitasat szukrozpreferencia teszt segitségével
igazolva (SPT). Az egerek testtomegének valtozdsa is dokumentalasra keriilt. A krénikus
stressznek kitett allatok testsulycsokkenést és megemelkedett szorongasi szintet, valamint
depresszio-szerli viselkedést mutattak, amely az alkalmazott tesztekben megnyilvanult. A
DMTS kezelés mind a depresszid-szerli viselkedést, mind a szorongési szintet, valamint a
testtomeg novekedését is csokkentette, antidepresszans hatdsdban az endokannabinoid rendszer
szerepe beigazolodott, szorongasoldd hatasaban ugyanakkor nem bizonyult szignifikans
tényezének. A DMTS potencialis jelolt lehet a depresszid €s szorongas kiegészitd kezelésében

mint gyogyszer, vagy mint taplalékkiegészito.

Személyesen a stresszorok alkalmazasa soran; a szorongésra €s depressziora utald vizsgalatok
kivitelezésében ¢és videds, szoftveres kiértékelésében; az allatok kémiai anyagokkal valo
kezelésében; terminalasdban ¢s a jelenleg zajld vizsgélatokhoz felhasznalt szovetmintaik

begytijtésében; illetve a kapott adatok bevitelében és kiértékelésében is kozremiikodtem.



l. ELMELETI HATTER

l.1. Bevezetés

A szorongés €s a depresszio korunk leggyakrabban el6fordulod pszichiatriai betegségei kozé
sorolhatdk, a felndtt populacio tobb, mint 16%-a szenved depresszids, szorongédsos zavarral
¢lete egy adott szakaszan (Chen és mitsai., 2013). A WHO allaspontja szerint a depresszid
vilagszerte az Ot vezetd betegség kozé tartozik, amelyek sulyos tarsadalmi teherrel jarnak,

mintegy 350 milli6 embert érintve (Antoniuk és mtsai., 2019).

I.2. Krénikus stressz
1.2.1. Stresszelméleti alapfogalmak

A stressz Selye Janos klasszikus és legszélesebb korben elfogadott definicidja szerint a
szervezet adott kényszerre nyujtott nem specifikus valaszreakcidja. Az ezen reakciot kivaltd
tényezOt stresszornak nevezziik. Megkiilonboztethetiink a szervezet szamara kedvezo hatésu,
az alkalmazkodoképességet noveld Un. eustresszt és a szervezet szdmara kéros distresszt
(Mindazonaltal mindig adott egyedre vonatkoztatott, hogy egy bizonyos stresszt a kettd koziil
melyik kategoriaba sorolunk.) (Selye, 1956).

1.2.2. A stressz agyi szabalyozdsa

Az agy harom régioja: a prefrontdlis kéreg, az amigdala illetve a hippokampusz jatszanak
meghataroz6 szerepet a viselkedésben, a kognitiv funkcioban, valamint az autoném
stresszvalasz illetve a hipotalamo-hipofizealis (Hypotalamic-pituitary-adrenal — HPA) tengely
stresszvalaszdnak szabalyozasdban (McEwen ¢és mtsai., 2015). A gliikokortikoid és
¢és mtsai., 1968), ezzel bizonyitva, hogy a mellékvese szteroidhormonjai tobb itvonalon hatnak
az agyra, mint csupan a hipotalamuszon keresztiil, melyrdl mar az is ismeretes, hogy a tér és
1débeli memoridra és a hangulati szabdlyozasra is hatast gyakorol. A hippokampuszon beliil
mutattak ki el6szor, hogy a gliikkokortikoidok jelenléte a dendritek zsugorodasahoz illetve az
elagazasok (spines) mennyiségének csokkenéséhez vezet, valamint itt ismerték fel elészor a
serkentd aminosavak szerepét is (McEwen, 1999). Az akut és kronikus stressz amigdalara
gyakorolt hatasai eltérnek a hippokampusznal latottaktol. Az akutt, traumatikus stresszorok
hatasara a dendritikus eldgazdsok szama ndvekszik az amigdala bazolateralis neuronjain, a

kronikus stressz pedig dendritjeik expanzidjahoz vezet (McEwen & Morrison, 2013).



Mindazonaltal a medialis amigdala kronikus stressz esetén eldgazasvesztést mutat (Rao ¢€s
mtsai., 2012) és ezek a valtozasok érvényesek nagyobb szorongésszint és poszttraumas stressz
szindroma-szerii (PTSD-szert) viselkedés fennaltakor is (Bennur és mtsai., 2007; McEwen &
Morrison, 2013). A prefrontalis kortexen (PFC) beliil a kronikus stressz a medialis PFC
neuronok dendritikus zsugorodasat és elagazasainak szamanak csokkenését indukalja, amely a
kognitiv rigiditassal all kapcsolatban, mig az orbitofrontalis kortikalis neuronok megnovekedett
¢berséggel asszocialt neuronjai novekedést mutatnak (Du és mtsai., 2009; Radley és mtsai.,
2004). A stressz alatt allo prefrontalis kortex neuronok jelentés informacioval szolgaltak a
korral jard reziliencia-csokkenés és memoriavesztés kapcsan, valamint a cirkadian ritmus

zavarat ¢s a félelem-memoria elvesztését illetéen (Armanini és mtsai., 1990).

1.2.3. A kronikus stresszhez kapcsolodo betegségek

A mindennapi élet (pl. munkahely) stresszorai altal indukalt kronikus stressz szdmos betegség
kialakulasahoz vezethet. Ennek f6 oka elsdsorban a homeosztazis megzavarasa, melynek révén
mind humoralis, mind cellularis utvonalakon keresztil az immunrendszer altalanos
gyulladésos, illetve autoimmun betegségeket (Warren és mtsai., 2014). Ennek fényében nem
meglepd, hogy a kronikus stressz az 6regedési folyamatok akcelerdlasdban is fontos tényezo,
hatasara a szervezet minden sejtjének kromoszomain telomerrdvidiilés tapasztalhato, e két
tényezd szinergikus hatasat ,,infalmmageingnek™ is nevezik (Yegorov ¢és mtsai., 2020).
Ezenfeliil a kronikus stressz irodalmi adatok alapjan hozzajarul metabolikus szindréma
(Chandola és mtsai., 2006), valamint (gyakran el6bbivel kéz a kézben) a 2-es tipust diabétesz
kialakuldsahoz is, tovabba egyre nagyobb epidemiologia bizonyiték all rendelkezésre, miszerint
a pszichoszocidlis stressz fontos szerepet jatszhat a kardiovaszkularis rendszer betegségeinek
1étrejottében (Brydon és mtsai., 2006; Holmes és mtsai., 2006; Rozanski és mtsai., 2005; Strike
& Steptoe, 2004) és idésebb férfiakban a stroke megjelenésében is (Ohlin, 2004). Erdemes
megemliteni a test Osszetételének és a kronikus stressznek a kapcsolatat, mely olyan
rendellenességek tarhazara van hatassal, mint a szarkopénia, mioszteatdzis, koros elhizas, nem-
alkohol indukalta majelzsirosodds, oszteopénia, csontritkulas valamint ezek kiilonféle

kombindcioi (Stefanaki és mtsai., 2018)

Jelen tanulmany szempontjabol legfontosabb hatdsa mégis a pszichiatriai rendellenességekhez
valo kapcsolata: A kronikus stressznek valo kitettség altalanossagban noveli az affektiv zavarok

megjelenésének kokazatat, erre a bizonyiték a HPA-tengely funkciovaltozasaban (Holsboer,



2000; Ising és mtsai., 2007), valamint a deppresszios paciensek kortikotropinfelszabadito-
hormon (corticotropin releasing hormone — CRH) szintjének megnovekedésében keresendd
(Nemeroff és mtsai.,, 1984). Egyes tanuldnyok szerint az erds pszichoszocidlis stressz
kétszeresére noveli az Alzheimer-kor fellépésének valoszinliségét (Wilson és mtsai., 2003), a
munkahelyi stressz pedig kulcsszerepet jatszik a klinikai depresszid (Major Deppressive
Disorder — MDD) kialakulasaban (Wang, 2005), valamint ismételten, a betegségek
folyamatainak felgyorsitdsaban és a neuronalis degeneracidoban (Schmidt és mtsai., 2008; Tafet

& Bernardini, 2003).

I.3. Szorongas és depresszio
1.3.1. Okai, tipusai

Szamos alapkutatas és klinikai vizsgalat zajlik jelenleg is a betegség hattérmechanizmusanak
felderitése érdekében, azonban a betegség kialakuldsanak részletes patomechanizmusa
mindmaig ismeretlen, ugyanis az alapkutatasban nem all rendelkezésre altalanosan elfogadott
allatmodell. A stressz és a depresszio preklinikai és klinikai vizsgalatai szamos olyan
neurokémiai €s morfoldgiai valtozast mutattak ki, amelyek hozzdjarulhatnak a hangulatzavarok
egyetlen mogottes rendellenesség azonositasat, és arra utal, hogy a jelenségnek tobb oka van

(Duman, 2014).

A szorongas kényelmetlenség, diszkomfort, fesziiltség, aggodalom vagy félelem szubjektiv
érzése, melynek szamos autondm idegrendszeri és szomatikus megjelenése van. Alapvetden a
szorongas normalis, ésszeril, érzelemteljes ¢€s elvart valaszreakcio valds vagy potencialis
vesz€ly fenndltakor, amennyiben azonban a tiinetek elnyulnak vagy aranytalan, irracionalis,
esetleg stlyos mértéket oltenek, valddi stresszor hidnyaban lépnek fel, vagy a mindennapi

tevékenységeket hatraltatjak, szorongasos zavarokrol beszéliink. (DSM 1V-TR, 2000).

A szorongasi zavarok prevalencidja a leggyakoribb mentélis rendellenességek kozé emeli dket
(Melton & Kirkwood, 2017). Egyeséges etiologiaval nem rendelkeznek, a csoport
meglehetésen heterogén. Szamottevd, pszichodinamikai, pszichoanalitikai, viselkedébeli,
(Cates et al., 1996). Ily mdédon ugynevezett ,,biopszichoszocialis” (bioldgiai, pszichologiai és
szocialis) tényezokrdl beszélhetiink, amik hozzajarulnak a szorongdsos zavarok létrejottéhez

(Pies, 1994, White, 2005 Wong, 2006).)



Bioldgiai tényez6 az orokletesség, a neurotranszmitter-egyensuly zavara, a betegségek, a

gyogyszeres kezelések és a tapanyagok hianya (Shri, 2010).

A genetikai tényezok révén egyes emberek hajlamosak bizonyos szorongasos zavarokra.
Magasabb es€ly van szorongasos betegségek megjelenésére az érintettek csalddjaiban és
rokonsagi korében, mint a hasonld korral nem kiizdok esetén (Torgersen, 1983; Weissman,
1993). Agyi képalkotasos ¢és funkcionalis tanulmanyok bizonyitottak, hogy szamos
noradrenalin vs gamma-amino-vajsav, szerotonin) és serkentd és gatld neurotranszmittereink
egyensulyanak zavara hozzajarulhat esetleges rendellenességek kialakulasahoz (Cates et al.,

1996; Millan, 2003; Sandford és mtsai., 2000; Augustin, 2005).

Amennyiben a kiilsé és bels6 streszzorok feliilmtljak a megbirkozasi képességeket, vagy ezek
a képességek valamilyen okndl fogva elgyengiilnek, az szintén szorongasi zavarokhoz vezethet.
Ez els6sorban pszichologiai tényezdknek tudhatdo be, melyeket a pszichodinamikai, a

viselkedésbeli, valamint a spirituélis faktorok harom f6 csoportjaba sorolhatunk.

Pszichodinamikus faktorokrol akkor beszélhetiink, ha belsé mentalis folyamatok, 6sztondok és
impulzusok konfliktusba kertilnek, ezzel distresszt okozva. A viselkevésbeli faktorok esetén a
szorongas oka bizonyos multbeli élményekre adott maladaptiv, tanult valasz, ami a jovobeli
hasonl6 szitudciokban altalanositasra kertil. Spiritualis faktorokrol pedig akkor van sz6, amikor
az egyén mély, elfojthatatlan {irességet €és hasztalansdgot ¢l meg az életében, ami gyakran
aggodalomhoz vezet sajat halandosagat és végsésoron bekdvetkezd halalat illetéen. (Sarason

& Sarason, 2002; Brannon & Feist, 2004).

Kiilonb6z6 szocidlis tényezdk, igy olyan negativ élettapasztalatok, mint egy csalddtag halala,
valas, pénziigyl veszteség, baleset vagy komoly betegség is befolyassal vannak egy ember
¢lethelyzetekhez valé hozzéddlldsara, a hosszantartdé bantalmazds, erdszak, terrorizmus és
szegénység is hozzajarulhat az egyén szorongdsos zavaroknak vald kitettségéhez. (Eysenck,

2004).
A szorongasos rendellenességeket tobb kategoriaba sorolhatjuk,

o Igy beszélhetiink generalizalt szorongasos zavarrol (GAD), ami tilzasbavitt, életszeriitlen,
nehezen kontrollalhat6 aggodalmat jelent tobbféle €lethelyzetet illetden legaldbb 6 honapon

keresztiil;



e Panikbetegségrol (agarofobiaval vagy anélkiil), ami adott szomatikus tiinetekkel (izzadas,
tachykardia, mellkasi fajdalom, remegés, fulladas) rendelkez6, visszatérd, varatlan félelmi
rohamok megjelenését jelenti.

e Agarofobiarol panikbetegség elézménye nélkiil, ahol az egyén irracionalis félelmet tapasztal
publikus, vagy nyilt helyeken.

e Egyéb fobids betegségekrdl, ami félelmet jelent példaul szocialis interakcioktol (szocidlis
fobia), vagy bizonyos dolgoktol, szituacioktdl (specifikus fobidk)

e Poszttraumas stressz zavarrdl (PTSD), ami szorongés aktivalta folytonos felidézddése
megélt traumatikus eseményeknek.

e Szeparacids szorongasi zavarrdl, ami az egyén szamara kedves személyek elhagyasatél valo
félelem.

e Obszessziv-kompulziv zavarrdl, amikor az egyén csapdaba esik olyan ismétl6dé gondolatok
¢s viselkedések (obszessziok €s kompulziok) halojaban, amik jelentds distresszt okoznak,
hosszll id6t emésztenek fel, vagy lényegesen beleavatkoznak a normadlis elfoglaltsagaiba,
szocialis tevékenységeibe és kapcsolataiba.

e Akut stressz zavarrdl, ami egy traumatikus eseményt kovetd lehetséges szorongési reakcio.

o [Egészségiigyi allapottal kapcsolatos szorongédsos zavarrdl, melynek fellépése annak a
tudatnak rohatd fel, hogy az egyén kronikus, vagy taldn megnnyomoritdé betegséggel
rendelkezik.

e Szerhasznalat idnukalta szorongasos zavarrol

e ¢saz elobbi kategoriakba nem esd, egyéb szorongasos zavarokrol (Shri, 2010; World Health
Organization, 1992; Cates et al., 1996; DSM-V-TR, 2013; Augustin, 2005; Rang et al.,
2007).

e Sgzelektiv mutizmusrél, amikor az érintett elvart helyzetben képtelen nyilvanosan

megszolalni.

A depresszio okai a szorongasnal latottakhoz hasonld tényezokhoz kothetok: Egy a teljes
genomra kiterjedd tanulmany 178, a klinikai depressziohoz kotédd génvarianst azonositott,
ezzel bizonyitva a rendellenesség genetikai hatterének Osszetettségét (Levey és mtsai., 2021).
Kutatasok alatdmasztottak, hogy a depressziot az agyban talalhaté vegyliletek egyensulyanak
felborulasa, hormonalis valtozdsok, valamint bizonyos gyogyszerek 1is nagyban
befolyasolhatjadk (Remes ¢és mtsai., 2021). Egy a kapcsoldodd tanulméanyok eredményeit
Osszegz® metaanalizis ugy talalta, hogy a diszfunkcionalis hozzaallas és a negativ érzelmiség

kapcsolatban allhatnak a MDD kialakulasaval (Fu és mtsai., 2021). Bemutatasra kertilt, hogy a
9



gyermekkori trauma, a tarsadalmi-pénziigyi hattér és a csaladok nem megfelel6 miikodése

jelentdsen novelheti a depresszid kockazatat (C. Yang és mtsai., 2021). Valamint igazolt az is,

hogy az egészségtelen étkezés, a testmozgas hianya €és a szerhasznélat osszefiiggésben all a

depresszio magas kockazataval (Sarris és mtsai., 2020).

A Klinikai depresszi6 (MDD), melynek jellemzéje a legalabb 2 hétig elhuzodo tartds
szomorusdg, az ¢érdeklodés hidnya barmilyen tevékenység irdnt (anhedonia), illetve
valtozatos fizikai és érzelmi problémak (American Psychiatric Association, 2013).

A tartds depresszios zavar (Persistent Deppressive Disorder — PDD), azaz a disztimia, a
depresszio kronikus formaja, ami hosszatava (legalabb 2 év), mégis a MDD-vel ellentétben
kevésbé sulyos tiinetekkel jar (Kessler & Bromet, 2013).

A bipolaris zavar, amely depresszids és manias vagy hipomanias epizodokat foglal magaba,
a paciens pedig vagy kiilonosen felhétleniil, vagy borzalmasan ingerlékenynek érzi magat
(Grande és mtsai., 2016).

A szezonalis affektiv zavar (Seasonal Affective Disorder -SAD), ami az év bizonyos
idészakaiban kovetkezhet be, jellemzden a téli honapokban, amikor kevesebb a napsiités,
igy hatraltatott példaul a D-vitamin szintézise is (Rosenthal és mtsai., 1985).

A sziilés utani depresszio (posztpartum depresszio), amely egyes ndket érint sziilés utan és
extrém szomorlsag, szorongas és kimeriiltség érzését valtja ki, ami gondot okozhat az
ujdonsiilt anya azon képességével, hogy megfeleléen tér6djén magaval és/vagy a
gyermekével (O’Hara & McCabe, 2013)

A pszichotikus depresszio, mely soran a depresszié a pszichozis tiineteivel (halucinaciok,
tévkeépzetek) tarsul (Gaudiano és mtsai., 2007).

A premenstruacios diszforias zavar (Premenstrual Dysphoric Disorder (PMDD)): A
premenstruacios szindroma (PMS) sulyos formaja, olyan tiinetekkel, mint az erételjes
ingerlékenység, depresszio és szorongas a menstruacio hetén vagy 2 héttel elétte (Halbreich
¢és mtsai., 2003).

A diszruptiv hangulati diszregulacios zavar (Disruptive Mood Dysregulation Disorder —
DMDD), ami gyermek- illetve kamaszkorban keriil diagnosztizalasra ¢és sulyos
ingerlékenységet, haragot és gyakori intenziv dithkitoréseket von magaval (Axelson &

Birmaher, 2001).

Mindezen feliil, a Stanfordi egyetem kutatoi egy ujabb tanulméanyban a depresszi6 6 elkiiloniild

biologiai altipusat, azaz ,,biotipusat™ azonositottak agyi képalkotas €s gépi tanulas segitségével.
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Ezek a biotipusok segithetnek a kezelésre vald reakciok eldvetitésében €s utat nyithatnak

személyreszabottabb kezelési megkozelitések szamara (Williams, 2017).

1.3.2. 4 depresszio patomechanizmusa

A depresszio patomechanizmusa, mint az mar emlitésre keriilt egy 0sszetett, mindmaig nem
teljesen megfejtett etiologiaval bird folyamategylittes. A hatterében allo legelterjettebb
magyardzat a monoaminerg hipotézis, mely abbol a feltevésbdl indul ki, hogy a példaul a
motivacio, hangulat, éberség, étvagy, koncentacid (...) szabalyozasaért felelds f6 monoamin
neurotranszmitterek, a szerotonin (SHT), a dopamin (DA) és a noradrenalin (NA) elérhetd
mennyiségének csokkenése visszaesd neurotranszmisszid ¢és nem megfeleld kognitiv
teljesitmény révén depresszidhoz vezet (Barchas & Altemus, 1999; Coppen, 1967). A
monoaminok funkcionalis csédje ugyanakkor csokkent fehérjetranszporter funkciok és

abnormalis receptormitkodések eredményeképp is felléphet (Brigitta, 2002).

Ez az elmélet dnmagaban nem fedi le az 6sszképet, egyes tanulmanyok példaul ndvekedett
noradrenalin szintekrél szamoltak be depsresszid esetén mind a vérplazméaban, mind a
cerebrospinalis folyadékban (Wong & Licinio, 2001). Jelenlegi allas szerint a depresszio
patogenezisében olyan tényezdk is kozrejatszanak, mint a mar emlitett genetikai, kornyezeti és
endokrin faktorok, a neurogenezis, vagy éppen az immunologiai tényezdk s erre egyre novekvo
bizonyiték all rendelkezésre. Ezek és a depresszid kialakuldsa kdzott valoszintisithetéen a HPA
tengely jatsza az Osszekotodi szerepet, igy okozva strukturdlis és funkcipnalis valtozasokat
szamos agyteriileten, ami végsOsoron a neurogenezis ¢€s neurotranszmisszid hibas

crer

kulminalédik (Jesulola és mtsai., 2018).

1.3.3. Kezelési lehetoségek, farmakologiai aspektusok

A depresszio €s szorongas kezelésére egyre tobb gydgyszer all rendelkezésre, mégis a betegek
nagy része nem reagal egyes gyogyszerekre, a kezelés hatasa késleltetett, illetve kellemetlen
vagy veszélyes mellékhatasokkal (szexualis zavarok, agresszio, ongyilkos késztetés) jar (Wong
& Licinio, 2001). Ezen okoknal fogva a depresszio és a szorongas kezelésére 1j terapias

célpontok azonositasara van szilikség.

Jelenleg a depresszid ellen legszélesebb korben alkalmazott gydgyszeres kezelések egy része
szolgalt a monoaminerg elmélet alapjaul, céljuk a monoaminok mennyiségének szintentartasa

a kozponti idegrendszer szinaptikus réseiben. A leggyakoribbak az elmélet alapjan mar Gjonnan
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kifejlesztett szelektiv szerotonin visszavétel gatlok (selective serotonine reuptake inhibitors -
SSRI) valamint szerotonin €s noradrenalin visszavétel gatlok (SNRI), amelyek neviikbdl is
adoddan a monoaminok intercellularis térbol valo visszavételét gatoljak, utanuk kovetkeznek a
hasonléan mukodd, de Iényegesen tobb mellékhatassal bird triciklikus gyogyszerek ¢és a
monoamin oxiddz (MAO) gatlok, melyek a monoaminok szinaptikus résbeli elbomléasat

akadalyozzak (Wong & Licinio, 2001; Rang és mtsai.).

Szamos tanulmany torekszik ugyanakkor ujabb és tUjabb célpontok felderitésére: tobb
elkeriilésére; de a depresszido folyaman megvaltozd szerotonin ¢és adreanlin receptorok
specifikus megcélzasa, a depresszioval kapcesolatos géneket érintd génterapia (GNB3, SCL6A3,
SLC6A4); vagy épp a trijod-thyronin (T3) is igéretes irdnynak bizonyulnak (Jesulola és mtsai.,
2018).

|.3.4. Egyéb kezelési lehetoségek

Egyes kutatasok ugy tartjak, hogy stlyos depresszio esetén akkor a legsikeresebb a kezelés, ha
az antidepresszans terapiat egyuttal pszichoterapia is koveti (Castrén, 2002), egyéb
tanulmanyok pedig a depresszid cirkadian ritmusban valé zavarokozdsaval Gsszefonodod
szezondlis affektiv zavar alvdsmegvondssal és fehér fény terapia segitségével vald
orvosolhatdsagat bizonyitjak (Gerner és mtsai., 1979). Mai modern vilagunkban ugyanakkor a
komplementer orvoslas (Complementary and alternative medicine — CAM) is egyre nagyobb
teret hodit, 1990 ¢és 1997 kozott az efféle terapidk haszndloinak szdma 33,8%-rol 42,1%-ra
ugrott, jelentds ujitdsokat hozva olyan nehezen kezelhetd betegségek esetén, mint amilyen
maga a depresszio is (Ernst, 2000). Ide tartoznak a kognitiv visszajelzés terapiak (relaxacio,
hypnoterépia...), alternativ oralis gydégymodok (gyogynovények, megavitaminok, cink,
likopin, omega3...), fizikai terapidk (joga, akkupunktura, fizioterapia, csontkovécsolas...),
alternativ gydgyaszati d4gazatok (aromaterapia, homeopatia, hagyomanyos kinai orvoslas...) és

szamos egy¢éb terapiai lehet6ség (Shri, 2010).

I.4. Dimetil-triszulfid

Irodalmi adatok alapjan a szulfid mérsékli a kronikus megjosolhatatlan enyhe stressz (CUMS)
okozta depresszioszerli magatartast (Liu €s mtsai., 2017; Wei és mtsai., 2018). A hidrogén-
szulfidot (H2S), mint endogén gaztranszmittert széles korben kutatjak, egyes vélemények

szerint a szulfid hatasat poliszulfidok kozvetitik, melyek a szulfid oxidalt formai. A
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poliszulfidokat ragcsalok kozponti idegrendszerében detektaltak (Cortese-Krott és mtsai., 2015,
2016; Greiner és mtsai., 2013). A szulfid kdzponti idegrendszeri szerepének aktiv kutatasa
ellenére mégsem tudunk sokat a szorongasban, depresszioban kifejtett hatasairol (Yang & Wu,
2017). Kémiailag az alkil-triszulfidok, mint példaul a dimetil-triszulfid (DMTS), tri- és
diszulfid metabolitokat képeznek a cisztein-aminosavak tiolcsoportjaival, mig a szervetlen
biologiai hatassal rendelkezhet. A szerves poliszulfidok tovabba megfelelobb farmakokinetikai

tulajdonsagokkal rendelkeznek (Batai €s mtsai., 2018).

A DMTS konnyen elérhetd nagy tisztasagban, a természetben megtalalhato, stabil vegytilet,
illetve elfogadhaté aron hozzaférhetd. Maés tanulmanyokbdl foként a cianmérgezés
ellenszereként ismeretes (DeLeon és mtsai., 2018). A diallil-vegyiiletek nem stabilak, nagyon
dragak, és legtobbszor szamos kémiai vegyiilet keverékeként érhetéek csak el. A DMTS
eliminacios féléletideje 36 perc €s leginkabb a vorosvértestekben akkumulalodik (De Silva és
mtsai., 2016). Konnyen atjut a vér-agy gaton, és detektalhato az agy szovetében (Kiss és mtsai.,

2017; Warnakula és mtsai., 2020).

Korabbi kisérleteink soran a DMTS gatolta a spontan motoros aktivitast és 1égzést egérben
(Pozsgai és mtsai., 2017), kozponti idegrendszer deprimalo hatast, tovabba nemrégiben végzett
kisérleteink soran a DMTS csokkentette a depresszio-szerli magatartast és szorongast akut
stressz, valamint kronikus megjosolhatatlan enyhe stressz modelljeiben. Ezen kisérleteink
folyaman a TRPA1 ioncsatornat vettilk goércsd ald, mint a DMTS hatasanak lehetséges
kozvetitdjét. Eredményeink alapjan a TRPA1 ioncsatorna részt vesz a DMTS hatasanak

kozvetitésében, mindazonaltal mas Gtvonalak is szerepet kell, hogy jatszanak a folyamatban.

1.5. Endokannabinoid rendszer
1.5.1. Alapfogalmak

Az eml6sok agyaban nemrégiben 1j specifikus kotOhelyeket sikertilt azonositani, amiknek az
endogén ligandumait izolalas és jellemzés utan endokannabinoidoknak neveztek el. Az
endokannabinoid rendszer magaban foglalja a receptorokat, az endogén agonistakat és az
ezekhez kapcsolodo biokémiai gépezetet, amely szintézisiikért és hatasuk kifejezéséért felelds.
A receptorokat a Nemzetkozi Klinikai Farmakologiai Tarsasag (IUPHAR) a felfedezésiik
sorrendje szerint CB1 és CB2 receptoroknak nevezte el (Howlett, 2002). Mindkét esetben G-

fehérjéhez kapcsolt receptorrdl van sz6. A kozponti idegrendszerben a CB1 elsdsorban a
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preszinaptikus idegvégzddéseken lokalizalodik, és a kannabinoidok neuronalis hatdsainak
tobbségéért felelés. A CB2 ezzel szemben az immunrendszer f6 kannabinoid-receptora,
ugyanakkor a neuronokban is kifejezddhet. A CB1 és CB2 f& endogén agonistdi az
arachidonsav-szarmazékok. Az arachidonoil-etanolamin volt az els6ként felfedezett
endokannabinoid, melyet a "boldogsag" utan anandamidnak neveztek el. Késébb

azonositottasra kertilt a 2-arachidonoil-glicerin (2-AG) is (Saito és mtsai., 2010).

Az endokannabinoidok atipikus hirvivok, tekintve, hogy nem felelnek meg a klasszikus
neurotranszmitterek kritériumainak. A jelatvitelt retrograd modon kozvetitik a posztszinaptikus
terminalokbol a preszinaptikus terminalokba, igény szerint szintetizalédnak és nem is
tarolodnak vezikuldkban, szintézisiik posztszinaptikusan torténik €s a preszinaptikusan
lokalizalodé CB receptorokhoz kotddnek. Az anandamid és a 2-AG hidroliziséért felelds
elsddleges enzimek a zsirsavamid-hidrolaz (FAAH) és a monoacilglicerid-lipdz (MGL). Mind
a FAAH, mind az MGL fontos farmakologiai terapids célpont lehet. Napjainkra szdmos
modszert fejlesztettek ki, amelyen keresztiil beleavatkozhatunk az endokannabinoid rendszer
miikodésébe, amik koziil a legelterjedtebb két modszer a CB receptorok miikodésére hatd
agonistak vagy antagonistdk alkalmazésa, valamint az endokannabinoidokat lebont6é enzimek

gatlasa (Egertova és mtsai., 1998).

1.5.2. Az endokannabinoid rendszer zavarai, kapcsolodo betegségek

Az endokannabinoid rendszer a kozponti idegrendszerben diffiizan eloszlo, szdmos agyteriiletre
kiterjed6 modulacios rendszer, amely tobb szempontbol egyfajta kiegyenstulyoz6 védvonalként
miikddik, ami megvédi az agyat a talzott serkentd vagy gatlod hatasoktdl. Nem nehéz ily modon
belatni, hogy amennyiben ez a rendszer nem funkciondl megfelelden, az extrém agykérgi
serkentés esetén manias, vagy ,.tulizgatott”, a spektrum masik felén, extrém gatlo hatas esetén
pedig anhedonikus, apatikus, deppresszios hangulathoz vezethet. Az endokannabinoid rendszer
aktivitdsanak mértéke tovabba hozzdjarulhat normadlis egyének személyiségjegyeinek

milyenségéhez és a hangulatzavaroknak valo kitettségiikhoz (Ashton & Moore, 2011).

A csokkent endokannabinoid aktivitas (példaul a deppresszidohoz is kapcsoloddan) a
szerotoninerg aktivitds visszaesésével és csokkend fajdalomtoleranciaval jar (Moreira &
Crippa, 2009), egy megfeleléen mitkddé endokannabionoid rendszer ugyanis az idegrendszer
minden szintjén moduléalja a perifériarol az agyba érkezd fajdalomimpulzusokat (Pertwee,
2001). A rendszer a kannabinoid receptorok révén interakcioba 1ép a monoaminerg és opioid

neurotranszmitterek altal medialt opioid rendszerekkel ¢és leszallo fajdalomszupresszans
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utvonalakkal, ezekkel ellentétben viszont nem csupan intenziv, vagy elnyujtott fajdalomérzet
hatasara aktivalodik, hanem alapvetden egyfajta tonicitdst mutat. Mindazonaltal a fajdalom

intenzitas novekedésével mindkét rendszer aktivitasa megnovekszik (Walker és mtsai., 1999).

Az endokannabinoid rendszer szorongasban betoltott szerepét elsdsorban klinikai adatok
igazoljak, megnovekedett aktivitasa feltételezhetden segit az agykeérgi stimulacio tullovéseinek
stresszhelyzetbeli mérséklésében (Ashton & Moore, 2011). Az endokannabinoidok emellett
egyfajta amnesztikus hatassal is rendelkeznek (Garcia-Gutiérrez & Manzanares, 2010;
Marsicano és mtsai., 2002), melynek szerepe a stresszszituaciok utohatasanak mérséklésében,
példaul a poszttraumas stressz zavar (PTSD) esetén és averziv emlékek elfelejtésében
manifesztalodhat (Ashton & Moore, 2011). A CB1 receptor blokkolodasa ily médon hibakhoz
vezet a felejtésben és hiperérzékenységhet okoz a stressz tekintetében (Hill & Gorzalka, 2005).

A CBI receptort kodolo6 CNRI1 génhez tovabba szamos allél kothetd, beleértve egy darab
nukleotidot érint6 polimorfizmusokat és triplet-ismétlédéséket (Tzavara & Witkin, 2008). Ezen
allélok némelyike olyan fenotipusokhoz vezet, melyek a skizofrénia, elhizas, bulémiés anorexia
nervosa, szerhasznalat, depresszi6 és/vagy ergyéb mentalis betegségek kockazatat hordozzak

magukkal (Tzavara & Witkin, 2008; Vinod & Hungund, 2006).

Egyes tanulmanyok olyan neurodegenerativ betegségekkel kialakuldsaval is kapcsolatba
hozzak az endokannabinoid rendszert, mint a Parkinson-, Alzheimer- és Huntington-kor

(Basavarajappa ¢s mtsai., 2017).

1.5.3. Az endokannabinoid rendszer és a depresszio kapcsolata

Allatkisérletek kozvetlenebb bizonyitékot szolgaltattak az endokannabinoid-raendszer
szorongasban és depresszioban vald részvételére. Kimutattdk, hogy az endokannabinoid
rendszer szamos olyan agyi régioban, példaul a prefrontalis kéregben, a hippokampuszban, az
amygdalaban és a kozépagyi periaqueductalis sziirkeallomanyban muikodik, amelyek
kiilonboz6 pszichiatriai zavarokban érintettek. Eddig kevés vizsgdlat mérte az
endokannabinoidok szintjét pszichiatriai rendellenességekben. Az AEA és a 2-AG bazalis
szérumkoncentracidja jelentdsen csokken depresszio esetén, ami e rendszer szerepére utal a

rendellenességben (Herkenham és mtsai., 1990; Hill és mtsai., 2009).

A zsirsav-amid-hidrolaz (FAAH) az emlés kozponti idegrendszerben megjelené enzim. A

FAAH az N-arachidonoil-etanolamin endokannabinoid f6 lebontd enzime, ezaltal az
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endokannabinoid rendszer fontos szabalyozoja. Az enzim genetikai hidnya vagy krdonikus
gatlasa szorongasoldd ¢és antidepresszans hatasu (Tejeda-Martinez és mtsai., 2021).
Poliszulfidok FAAH-ra kifejtett hatasat még nem tanulmanyoztak, viszont az valdszinisithetd,

ugyanis az enzim aktivitasa cisztein modositas altal gatolhat6 (Shin és mtsai., 2019).

Mint mar emlitettilk, a monoacil-glicerin-lipAz (MGLL) is megtalalhato a kozponti
idegrendszerben €s az endokannabinoid rendszer fontos eleme. Gatlasa mérsékli az akut stressz
hatasat és a depressziot (Gomes-de-Souza és mtsai., 2016), mivel az enzim aktivitasat egy
diszulfid kotés 1étrejotte gatolja, ami itt is valosziniisiti a poliszulfidokkal vald kolcsonhatast

(Kapanda ¢és mtsai., 2009).

16



Il. CELKITUZES

Kutatasunk o céljai ismét 6sszefoglalva felderiteni a DMTS hatasanak kozvetitésében szerepet
jatszo hattérmechanizmusokat, kiilonds tekintettel az endokannabinoid rendszer szerepére.
Tovabbd szeretnénk igazolni az endokannabinoid rendszer szerepét a kronikus,
megjosolhatatlan  enyhe stressz okozta depresszio-szeri magatartds ¢és  szorongas
kialakulasaban, a rendszert alkot6 endokannabinoidok ¢s gatldé enzimek jelenlétét a

stresszfolyamatokban relevans agyteriileteken (Kormos és mtsai., 2022).
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1.  ANYAG ES MODSZER

I11.1. Az alkalmazott modszertan indokoltsaga €s tudoméanyos megalapozottsaga

Kisérleteink sordn egy szerves poliszulfid vegyiilet, a dimetil-triszulfid (DMTS) hatasat és
endokannabinoid rendszerrel vald6 kolcsonhatasat szeretnénk  vizsgalni  kronikus
megjosolhatatlan enyhe stressz (CUMS) esetén. A hatdsmechanizmus feltarasanak érdekében a
folyamatban valoszintileg szerepet jatszo endokannabinoid rendszert gatlo CBl ¢és CB2

antagonistat (AM251), alkalmazunk.

A DMTS megfelel6 intraperitonealis dozisat korabbi kisérleteink sordn mar megallapitottuk,
Open Field Test segitségével. A C57Bl/6 torzsii egereket kronikus megjosolhatatlan enyhe
stressz (CUMS) vizsgalatnak vetiink alad. Az allatokat 60 percig korlatozzuk mozgéasukban, 3
ordra megdontjiik a dobozukat, 3 6rdig sotétben tartjuk dket vagy 3 6rdn 4t percenként 50-szer
razatjuk a dobozukat a nappal folyaman. Ejszaka 250 mL vizet adunk az almukhoz, szocialis
elszigetelést vagy normal csoportos tartdst alkalmazunk. A stresszorokat 3 hét folyaméan
naponta kétszer — nappal és éjszaka — véletlenszeriien alkalmazzuk. Minden allatcsoport
ugyanabban a sorrendben részesiil a stresszorokban. A kontrollcsoportokat nem tessziik ki
stressznek. A vizsgalat végén OFT-t, liveggolyo eltemetés tesztet (MBT), szukroz preferencia
tesztet (SPT), tail suspension testet (TST) és forced swim testet (FST) végziink. Az utols6 24
oraban nem alkalmazunk stresszort. Az MBT sorén az élltok egyesével keriilnek olyan atlatszo
milanyag dobozba, ami 24 egyenletesen elhelyezett iveggolyot tartalmaz fiirészpor felszinén.
Miutan az egér 30 percet toltott a dobozban, megszamoljuk hany golyot temetett el legalabb
kétharmad magassagig. Az allatokat az SPT soran alkalmazott, csapvizet, illetve 1%-0s szukréz
oldatot tartalmazoé itatopalackhoz 4 egymast kdvetd napon szoktatjuk hozzd. A szukrozt
tartalmaz6 palackot véletlenszerlien helyezziik el. A végsd kisérlet soran az allatokat egyesével
helyezziik a dobozba egy éjszakara. A csapviz és szukrdz oldat fogyasat a palackok tomegének

kisérlet eldtti és utani megmérésével detektaljuk.

Kisérleteink elsd részében az endokannabinoid szerepét szeretnénk igazolni a folyamatban, igy
CBI1 antagonista AM251 (3 mg/kg i.p.) és megfeleld vivéanyag, valamint DMTS (30 mg/kg
1.p.) és megfeleld vivoanyag kezelésben részesitjlik az allatokat. Az allatok egy csoportja a két
anyag kombinacidjat kapja. A DMTS-t a mar kordbban tesztelt kezelése modszerrel
megegyezden, egy nap 7x, oranként 1x adjuk 8 és 14 ora kozott. Az AM251 vegyiiletet 7 napon

keresztiil, napi 1x adjuk.
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Mas kisérletekben az endokannabinoidokat lebontd enzimek gatloit alkalmazzuk az allatokon.

Ennek soran a stressznek kitett allatokat 4 csoportba osztjuk.

A fent leirtaknak megfelelden az allatokat a viselkedési kisérletek utan 24 o6raval

pentobarbitallal elaltatjuk.

I11.2. A projektben alkalmazott 6sszes kisérlet

[11.2.1. Open field test (OFT):

Az allatokat egy 60x60 cm es 60 cm magas fallal kortilvett doboz kdzepére helyezziik, amiben
szabadon mozoghatnak. Az éallatok viselkedését 10 percen keresztiil digitalis kameraval
rogzitjik. Az egerek altal megtett tavolsdgot és a mozgassal t6ltott 1d6t EthoVision XT
alkalmazassal (Noldus) értékeljiik. Az OF tesztet a megfelel6 DMTS doézis €és adagolasi rend
meghatarozasara alkalmazzuk (Bahi, 2016).

111.2.1. Kronikus megjosolhatatlan enyhe stressz (CUMS) modell

Ennek soran him C57Bl/6 torzsii egereket véletlenszerlien kiilonb6zd stresszoroknak tessziik
ki. Az éllatokat 60 percig korlatozzuk mozgéasukban (restraint stress), 3 orara megdontjik a
dobozukat, 3 oraig sotétben tartjuk dket vagy 3 oran at percenként 50-szer razatjuk a dobozukat
a nappal folyaman. Ejszaka 250 mL vizet adunk az almukhoz, szocialis elszigetelést vagy
csoportos tartast alkalmazunk. A stresszorokat 3 hét folyaman véletlenszerlien alkalmazzuk
naponta kétszer, nappal és €¢jszaka. Minden allatcsoport ugyanabban a sorrendben részesiil a
stresszorokban. Szocidlis izolacid soran az egy ketrecben 1€vé allatokat kiilon ketrecbe
helyezziik egy éjszakara, ahol a normal ketrechez teljesen megegyezé koriilményeket
biztositunk. Nedves alom alkalmazasa soran a ketrecek allatai egyiitt maradnak az éjszaka
folyaman, am az almot este benedvesitjiik tiszta csapvizzel. A nedves alom lecserélésre reggel
keriil sor. Megvilagitasi viszonyok megvaltoztatdsa soran az allatokat nappal (tehat normal
megyvilagitasi viszonyok idején) sotét helyiségbe helyezziik 3 orara. Az allatokat ez id6 alatt is
a sajat ketreciikben tartjuk a taplalék és a viz biztositasaval (Gontér és mtsai., 2024; Kormos és

mtsai., 2022).

111.2.2. Dimetil-triszulfid (DMTS) kezelés
Dimetil-triszulfid (DMTYS), illetve vivOanyagai intraperitonealis beadasa. A kezelést éber

allaton végezziik 30 G injekcios ti segitségével lateralis alhasi teriileten (Gontér és mtsai.,
2024).
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111.2.3. AM251és vivoanyag szubkutan beaddsa

A kezelést éber allaton végezziik 30 G injekcids ti segitségével. Az alkalmazott vegyiilet
dozisat irodalmi adatok alapjan allapitjuk meg, ez 3 mg/kg (Hildebrandt és mtsai., 2003; Long
¢s mtsai., 2009; Fegley és mtsai., 2005).

111.2.4. Viselkedés tesztek

Az éllatok depresszio-, anheddnia €s szorongasi szintjének vizsgalatara viselkedési teszteket
végziink. Ennek soran OFT-t, iiveggoly6 eltemetés tesztet (MBT), szukroz preferencia tesztet
(SPT), tail suspension testet (TST) és forced swim testet (FST) végziink. Az utolsé 24 éraban

nem alkalmazunk stresszort.

1. kor

Krdonikus stresszhatdsok

A
( |

TST, OFT, Terminalas,

FST, MBT SPT mintagy(jtés

1 || || || || || 1
0. 14, 16. 17, 20. 21. 23. napok

| DMITS kezelés | | DMITS kezelés |

\ )
I

AM251 kezelés

1. abra: a kisérlet menete. A kronikus stresszparadigma 3 hétig tartott, melynek 16. és 20. napjan
megtortént a DMTS adminisztrcidja; 14. és 21. napja kdzott az AM-251 kezelés; 17. és 21. napjan a
viselkedéstesztek végrehajtasa, 48 oraval az utolsd tesztet kovetéen pedig a terminacio és a

mintagyjtés.
111.2.4.1. A modell validitasat igazolo viselkedésteszt

Szukroz preferencia teszt (SPT): Az allatokat 4 ¢&jjelen keresztiil szoktatjuk 2 véletlenszertien
egy idoben felkinalt itatos liveghez (ezek soran az dllatokat nem vonjuk el egymastol). Az egyik
edény 1% szukroz oldatot tartalmaz, mig a masik vizet. A hozzaszoktatast kovetd 2. napon az
allatokat 12 6ran keresztiil szomjaztatjuk a cirkadian ritmus sotét fazisanak kezdete elétt. A
sotét fazis kezdetét kovetden tiszta alommal bélelt ketrecbe helyezziik Oket egyesével. Az

allatoknak véletlenszertien elhelyezve 2 itatosiiveget kindlunk fel, melyek egyikébe csapvizet,
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a masikba 1% -os szachardz oldatot toltiink. 20 ora elteltével az allatokat visszahelyezziik
eredeti ketreceikbe tarsaikkal egylitt és a folyadékfogyasztast regisztraljuk. A csapviz és
szukroz oldat fogyasat a palackok tomegének kisérlet el6tti €s utdni megmérésével detektaljuk.
A depresszid egyik fontos jele az anhedonia, mely abban nyilvanul meg, hogy az allat nem

preferalja az édes folyadékot (Liu és mtsai., 2017).

111.2.4.2. A szorongdast kimutato viselkedéstesztek

OFT: A teszt az allatok lokomotoros aktivitdsanak és szorongdsi szintjének vizsgalatira
szolgal. Az egereket egy meghatarozott paraméterekkel rendelkezé doboz (60x60x60 cm)
kozepére helyezziik, melyben az allatok szabadon mozoghatnak. Viselkedésiiket 10 percen
keresztiil figyeljiik és kameraval rogzitjiikk. A felvételek kiértékelése sordn a lokomotoros
aktivitast (megtett iit, mozgassal toltott id6), és a szorongasi szintet (a fal mellett, illetve a nyilt
terlileten toltott id6, fej emelgetések, agaskodasok, ugrasok és tisztalkodasok szama) vizsgaljuk

Noldues EthoVision XT alkalmazéssal (Chen és mtsai., 2013).

Uveggolyé elrejtési teszt (MBT): A teszt sordn az allatokat egyesével egy kiilon ketrecbe
helyezziik, ahova elézdleg 24 db kb. 1 cm atmérdjii szines tiveggolyot (idegen targy) helyeziink.
Harminc perc elteltével regisztraljuk az allatok altal az alomba elrejtett iveggolyok szamat,
pontosabban megszamoljuk, hadny golyot temetett el legalabb kétharmad magassagig. A tobb
golyo eltemetése fokozott depresszidszerli viselkedésre, szorongésra utal (Njung’e & Handley,

1991).

111.2.4.3. A depresszio-szerti viselkedést kimutato tesztek

FST: Az allatokat 6 perc idOtartamra egy tiszta, 23 °C hémérsékletli vizzel félig telt atlatszo
milanyag edénybe helyezziik ugy, hogy az allatok nincsenek életveszélyben, de az edénybdl
onerdbdl szabadulni nem képesek. Az allatok viselkedését videokameraval rogzitjiik. A kisérlet
végeztével az allatok bundajardl a vizet leitatjuk, majd megszaradt allapotban sajat ketreciikbe
helyezziik vissza. EthoVision XT alkalmazassal (Noldus) értekeljiik, hogy az allatok mennyi
1ddt toltottek mozgassal, illetve mozdulatlanul, valamint hanyszor mutattak nagy aktivitast

(D’Souza & Sadananda, 2017).

TST: Ateszt 1ényege, hogy az allatokat a farkuknal fogva fajdalmat nem okozva ragasztdszalag
segitségével — a biztonsag érdekében nem tul magas feliiletre (50 cm magassagban) — rogzitjiik
6 percre, fiiggd helyzetben. A forced swim teszthez hasonléan az allatok viselkedését

videokameraval rogzitjiik. Gondosan jarunk el, hogy az allat farka ne sériiljon a rogzités és
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fliggeszkedés soran. EthoVision XT alkalmazéssal (Noldus) értékeljiik, hogy az allatok mennyi
id6t toltottek mozgéssal, illetve mozdulatlanul, valamint hanyszor mutattak nagy aktivitast

(Kudryavtseva és mtsai., 1991).

111.3. Mintavétel/terminacio

A viselkedési kisérletek utan allataink felét intraperitonealisan alkalmazott pentobarbital (100
mg/ttkg) segitségével l1étrehozott mély anesztézia soran transzkardialisan perfundaljuk: a bal
kamraba kaniilt vezetiink, melyen keresztiil elébb foszfat-pufferrel atmossuk az érpalyat, majd
4%-os paraformaldehid oldattal fixaljuk az éallatokat. Ezek utan a thymust, a mellékveséket,

illetve az agyat tovabbi vizsgalat céljabol eltavolitjuk.

I11.4. Ertékelési modszerek

[11.4.1 Noldus EthoVision XT 15

A Noldus EthoVision XT rendszert az allatok mozgasanak laboratoriumi koriilmények kozotti
megfigyelésére tervezték. Egy feliilnézeti kamerat hasznal, és fekete-fehér kontraszt alapjan
koveti az allatokat, ami a szubjektiv technikdkkal Gsszehasonlitva megbizhato értékelési
modszert biztosit. A rendszer széles korti adatokat general, és kiilonbdzo laboratoriumokban

kovetkezetesen alkalmazhato.

Az OFT esetében az értékelés 30 masodperccel azutan kezdddik, hogy az allat megjelenik az
arénaban, €s 5 percig tart. A mozgassal toltott idOt és az ez 1d6 alatt megtett tavolsagot értékelik.
Az FST esetében a 6 perces felvétel utolso 4 percét értékeltiik. Az egér kdrvonalanak valtozasa
alapjan meértiik, hogy az allat mennyi ideig volt inaktiv, és milyen gyakran Iépett magasabb
aktivitasi allapotba. Hasonloképpen, a TST esetében a program a mozdulatlanul t6lt6tt id6t és

az aktiv idOszakok szamat értékelte.

I11.5. Statisztikak

Az adatokat az atlag és az atlag standard hibaja formajdban mutatjuk be. Az immunhisztokémiai
adatok értékelésére haromutas varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztunk. Az adatok
eloszlasanak normalitasat a Shapiro-Wilk-teszttel, a variancia homogenitasat pedig a Bartlett-
féele Chi-négyzet teszttel ellendriztiik. A viselkedési adatokat egy- (OFT a doézis
meghatarozasdhoz) ¢és haromutas ANOVA-val értékeltiik. Minden post hoc elemzést az
ANOVA els6- vagy masodrendii hatdsai alapjan végzett Tukey-teszt segitségével végeztiink. A

statisztikai kiértékelést a GraphPad Prism 8 alkalmazas segitségével végeztiik.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. A modell validalasa

IV.1.1. Testtomeg-valtozas

A CUMS hatasat az allatok testtomeg valtozdsanak mérésével vizsgaltuk (2 dabra).
Eredményeink alapjan a nem stresszelt, kezeletlen allatok a harom hét alatt hajlamosak voltak
a sulynovekedésre, mig a kronikus stressznek kitett allatok a sulycsokkenésre (p < 0,0001).
Figyelemre mélto, hogy a stresszben nem részesiilt, azonban DMTS-kezelt, valamint DMTS-
VEH-kezelt éallatok szintén kisebb mértékii sulyndovekedést mutattak a hdrom hét alatt (p <
0,001), az AM251 kezelést is kapott allatok pedig minimalis sulycsdokkenést mutattak a DMTS
¢s DMTS-VEH-kezelt csoportokhoz képest is (p = 0,0166). A stressznek kitett allatok kezelési

csoportjaiban nem lathato szignifikans kiilonbség.

Testtomeg-valtozas (g)

87 % sk % %k
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2. Abra: Az allatok testtomeg-véltozasa a harom hét alatt. Kronikus stressz hatésara az allatok
hajlamosak voltak a stlycsokkenésre a sulygyarapodas helyett, mely megfigyelhet6 DMTS, DMTS-
VEH és DMTS-AM251 kezelést kovetden is a nem-stresszelt csoportokban. Két-utas ANOVA, Tukey
post hoc teszt (*p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001), n=6/csoport). Az egyértelmiiség érdekében

csak a vonatkozo szignifikanciaszinteket tiintettiik fel.
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IV.2. Szorongast-kimutat6 viselkedéstesztek

IV.2.1. Uveggolyo-eltemetési teszt

Az eltemetett tiveggolyok szama korreldl a ragcsalok szorongasszintjével (3. abra). Harom
hetes kronikus stressznek valo Kkitettség eredményeként az allatok szignifikansan tobb
iiveggolyot temettek el (p < 0,0001). Ami a kiilonb6z6 kezelési csoportokat illeti, azt
tapasztaltuk, hogy a stresszben nem részesiilt, kezeletlen allatokkal 6sszehasonlitva a DMTS-
AM251 kombindcidjat tartalmazo kezelésben részesitett allatok atlagosan szignifikansan tobb
iiveggolyok temettek el (p = 0,0005). A stresszelt csoporton beliil pedig egyértelmiien lathato,
hogy a DMTS kezelés csokkentette az eltemetett liveggolyok szamat (p = 0,0199). Ez az
eredmény a DMTS-VEH kombinalt kezelés esetén (p = 0,0049) és DMTS-AM251 kombinalt
kezelés esetén is tapasztalhatd ( p= 0,0049), azonban DMTS-AM251 kezelés esetén a naiv,
kezeletlen cosportokhoz viszonyitva bar lathaté egy tendencia a csokkenésre, statisztikailag

nem bizonyult szignifikdnsnak (p = 0,0783).

Uveggolyd eltemetési teszt (eltemetett iiveggolyok szama)
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3. abra: A iiveggolyo-elteemtési teszt soran elasott iiveggolyok szama. Stressznek kitett allatok, valamint
nem-stresszelt, DMTS-AM251 kezelésben részesiilt allatok szignifikansan tobb iiveggolyot temettek el.
DMTS és DMTS-VEH kezelés hatasara csokkent az eltemetett liveggolyok szama stresszelt allatok
esetén. Két-utas ANOVA, Tukey post hoc teszt (**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001),

n=6/csoport). Az egyértelmiiség érdekében csak a vonatkozo szignifikanciaszinteket tiintettiik fel.
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IV.2.2. Nyilt terep teszt

A nyilt terep tesztben a periférfian eltoltott id6 korrelalt az allatok szorongasszintjével (4. dbra).
Statisztikailag szignifikans kiilonbség lathatdé a kronikus stressznek kitett allatok esetén a
stresszben nem részesiilt csoportokhoz képest (p = 0,0035). A nem stresszelt csoporton beliil a
kezelési csoportok kdzott nem lathatd kiillonbség, azonban a stressznek kitett csoporton beliil a
DMTS (p =0,0131) és DMTS-VEH (p = 0,0171) kezelésben részesiilt allatok szignifikansan
kevesebb id6t toltdttek a periférian. Ez azonban nem tapasztalhaté az DMTS-AM251
konbinaciojat tartalmazo kezelésben részesiilt, stresszelt allatok esetén (p = 0,9207). Erdekes
azonban, hogy csak a kezelési csoportokat 6sszehasonlitva, bar a stresszelt, naiv csoporttal és a
stresszelt, DMTS és DMTS-VEH csoport kozott 1athatd minimalis, de szignifikans kiilonbség,
a DMTS-, valamint DMTS-VEH-kezelt csoportok és a DMTS-AM251-kezelt csoport kozott
ezt nem tapaszta¢hato (p = 0,1160; p = 0,1476).

Nyilt terep teszt, periférian eltdltott id6 (s)
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4. dbra: A periférifan eltoltott id6 nyilt terep tesztben. A kronikus stressznek kitett allatok szignifikdnsan
tobb 1d6t toltottek a periférian, ami DMTS és DMTS-VEH kezelés esetén csokkent. Két-utas ANOVA,
Tukey post hoc teszt (*p < 0,05; **p < 0,01), n=6/csoport). Az egyértelmiiség érdekében csak a

vonatkozo szignifikanciaszinteket tiintettiik fel.
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IV.3. Depresszid-szerti videlkedést kimutatd tesztek

IV.3.1. Szukroz preferencia teszt

A depresszio egyik karakterisztikus tlinete az anheddnia (5. abra). A szukréz perefencia
megmutatja az anhedonia szintet, ami a depresszid-szerii magatartas egyik mutatdja. A kronikus
stressznek kittet allatok szignifikansan kisebb esetben (4tlagosan kb. 60%-ban) preferaltdk a
cukortartalmu vizet a csapvizzel szemben a nem-stresszelt (atlagosan 80%) allatokhoz képest
(p = 0,0340). Ezek alapjan a kronikus stressz novelte az allatok anhedonia szintjét. A nem
stresszelt csoportban nem volt hatdsa a kiilonb6z6 kezeléseknek, azonban a stresszelt
csoportban elmondhatd, hogy a DMTS, valamint DMTS-VEH kombinacidjaban részesiilt
allatoknak szignifikansan magasabb volt a szukroz preferencidja (p = 0,0014). Erdekes, hogy
az DMTS-AM251 kezelésben részesiilt allatok esetén nem tapasztalhatdo novekedés, sot, a
szukréz preferencia nagyobb mértékii csokkenését tapasztaltuk, mint a kezeletlen, stresszelt
allatok esetén (p < 0,01). Ezek alapjan az AM251 kezelés semlegesiti a DMTS kezelés hatasat

¢s sulyosbitja a kronikus stressz hatéasat.

Szukroz preferencia teszt (%)
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5. dbra: Szukroz preferencia teszt. A kronikus stressz csokkentette a szukroz preferenciat, azaz novelte
az anhedonia szintet. DMTS és DMTS-VEH kezelés visszaforditotta a folyamatot. DMTS-AM251
kezelés esetén nem volt tapasztalhato a DMTS szukroz-preferenciat noveld hatasa. Két-utas ANOVA,
Tukey post hoc teszt (*p < 0,05; **p < 0,01), n=6/csoport). Az egyértelmiiség érdekében csak a

vonatkozo6 szignifikanciaszinteket tiintettiik fel.
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IV.3.2. Eroltetett uszas teszt

Az erdltetett uszas teszt az allatok aktivitasat méri stresszes szituacioban (6 abra). Az inaktiv
id6tartam korrelal a depresszidszerli magatartassal. Eredményeink alapjan a krénikus stressz
kitettség szignifikansan noveli az inaktiv id6tartamot (p < 0,001). A stresszelt, DMTS vagy
DMTS-VEH kezelt allatok esetén azonban csak kisebb mértékii novekedést latunk az
inaktivitasban, a kezeletlen, stresszelt csoporthoz viszonyitva statisztikailag szignifikdns a
kiilonbség (p = 0,0006). DMTS-AM251-kezelt, stresszelt allatok inaktivitidsa azonban
emelkedett maradt, a kezeletlen csoporthoz képest nincs szignifikdns kiilonbség. A DMTS (p =
0,0010, valamint a DMTS-VEH (p = 0,0217) kezelés hatasat 6sszehasonlitva a DMTS-AM251

kezelés hatasaval szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk.

Eréltetett uszas teszt (inaktiv idétartam, s)
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6. abra: Eréltetet tiszas teszt. A kronikus stressznek kitett allatok szignifikansan inaktivabbak voltak a
nem stresszelt csoportokhoz képest. DMTS és DMTS-VEH kezelés hatasara csokkent az inaktivitas.
DMTS-AM251 kezelésben részesiilt allatok esetén nem csokkent az inaktiv idétartam. Két-utas
ANOVA, Tukey post hoc teszt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001), n=6/csoport). Az egyértelmiiség

érdekében csak a vonatkozo szignifikanciaszinteket tlintettiik fel.

IV.3.3. Farokfelfiiggesztési teszt

A farokfelfiiggesztési teszt szintén az allatok aktivitasat elemzi stresszelt kornyezetben. Az
inaktiv idOtartam hossza korreldl az dallatok demotivaltsagaval, azaz a depresszio-szerii
magatartassal. Erdekes modon a nem-stresszelt, DMTS-AM250 kezelésben részeiislt allatok
inaktivitasa szignifikdnsan nagyobb volt a kezeletlen csoporthoz képest (p = 0,0461). A

kronikus stressznek kitett, kezeletlen allatok szignifikdnsan inaktivabbnak bizonyultak a nem
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stresszelt, kezeletlen allatokhoz képest (p < 0,001). A DMTS (p = 0,0150) és DMTS-VEH-
kezelt (p = 0,0021), stresszelt csoport szignifkansan aktivabbnak bizonyult a kezeletlen
csoporthoz képest. Ehhez a kezelési csoportokhoz viszonyitva a DMTS-AM251 kezelésben
részesiilt allatok inaktivitasa szignifikansan nagyobb volt ( p = 0,0249).

Farokfelfliggesztési teszt (inaktiv id6tartam, s)
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xy. abra: Farokfelfiiggesztési teszt. A kronikus stressznek kitett allatok szignifikansan
inaktivabbak voltak a nem stresszelt csoportokhoz képest. DMTS és DMTS-VEH kezelés
hatasara csokkent az inaktivitds. DMTS-AM251 kezelésben részesiilt allatok esetén nem
csokkent az inaktiv id6tartam. Két-utas ANOVA, Tukey post hoc teszt (*p < 0,05; **p < 0,01;
¥kxp < 0,001), n=6/csoport). Az egyértelmiiség ¢érdekében csak a vonatkozo

szignifikanciaszinteket tiintettiik fel.
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V. KONKLUZIO

A kronikus, megjosolhatatlan enyhe stressz egérmodell alkalmazasaval igazoltuk az
endokannabinoid rendszer szerepét a stresszhez vald alkalmazkodasi folyamatokban.
Azonositottuk a természetben el6forduld szerves poliszulfid, DMTS lehetséges szorongas- és
depresszioellenes, valamint anorexigén hatasait és az endokannabinoid rendszer részleges
szerepét ¢ hatasok kozvetitésében. A DMTS szorongasoldd hatdsaban eredményeink szerint
nincs szerepe az endokannabinoid rendszernek, igy tovabbi kutatasok sziikségesek a teljes

hatasmechanizmus feltarasahoz.

Eredményeink Uj megvilagitdsba helyezik a DMTS szorongas- és depresszidellenes
hatasmechanizmusat, és arra utalnak, hogy az endokannabinoid rendszer igéretes terdpids
célpont lehet a hangulatzavarok kezelésében. Ez az 0j megkozelités uj lehetéségeket nyithat a

depresszio megeldzésében és kezelésében kronikus stressz esetén.

Mindezek alapjan a DMTS alkalmas jel6lt lehet tovabbi kutatasokra, mint étrend-kiegészité

vagy kiegészitd terapids szer a szorongas €s depresszio kezelésében.
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