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1. Bevezetés

A sejtek miikddéséhez és homeosztazisanak fenntartasahoz elengedhetetlen
a kalciumszint intracellularis szabalyozasa, melyben a kalcium-kot6
fehérjék fontos szereppel birnak. A kalcium-kot6 fehérjék tobbsége az egész
kozponti idegrendszer teriiletén kimutathatd, 4m mennyiségiik nem
egyenletes eloszlasu, igy a kiilonboz6 agyi régiokban jellegzetes mintazatot
mutatnak. A kalcium-kot6 fehérjék csaladjanak legtobb tagot szamlalo
csoportja-, az ,,EF-hand” doménnel rendelkez6 fehérjék alcsaladja. Az ,,EF-
hand” motivum két alfa-hélixb6l, illetve a koztiik 1évé hurok régiobol
felépiild domén, mely nagy affinitassal képes a kalcium megkotésére. Az
,EF-hand” szerkezete a torzsfejlodésben konzervalt, mar prokaridta
szervezetekben is kimutathat6. Az EF-hand motivummal rendelkezd
kalcium-kot6 fehérjék két nagy csoportot alkotnak: a kalcium puffer és a
kalcium szenzor fehérjék csoportjat. Az utdbbi csoporthoz tartozd fehérjék
kalcium-kotés hatasara konformaciovaltozason mennek keresztill, igy
képessé valnak kiilonbozd jelatviteli utak beinditasara. Jelentds szereppel
birnak alapvetd sejtélettani mechanizmusokban, mint példaul a sejtosztddas,
az exocitozis, vagy az axonndvekedés.

A kalcium szenzor fehérjék csaladjanak egyik Gjabban felfedezett tagja a
secretagogin, melyet hasnyalmirigy béta sejtjeib6l Ludwig Wagner izolalt
elséként 2000-ben. Ezekben a sejtekben a secretagogin a klatrinburkos
inzulin vezikulak turitésében jatszik szerepet. A secretagogin hat EF-hand
motivumot tartalmaz, &m ebbdl csak 6t képes a kalcium tényleges
megkotésére. Gerinces élolények kozott szerkezetében és funkcidjaban is
konzervalt. A secretagogin gén szekvencidja egy 276 aminosavbol allo,

32kDa molekulatdmegii fehérjét kodol. Frakcionalasi és



elektronmikroszképos vizsgalatok kimutattdk, hogy a secretagogin
legnagyobb mennyiségben a citoszolban talalhaté meg, de a sejtmag
teriiletén, illetve membrankompartmentekben is megfigyelhets. A
secretagogin expresszidjat szamos fajban (madarakban, ragcsalokban,
féemlosokben, emberben) vizsgaltak: legnagyobb mennyiségben a
hasnyalmirigyben fordul el6, de a majban, pajzsmirigyben, a
gasztrointesztinalis szervekben, ¢és a kozponti idegrendszerben is
kimutathat6. A kozponti idegrendszeren belill a fajok k6zott a secretagogin

fehérje expresszios mintazataban jelentds kiilonbségeket tapasztalhatunk.

Az amygdala a temporalis lebenyben taldlhatdé agyi régid, melyet egy
kiilonallé magcsoportok Osszességébdl felépiild komplexnek tekinthetiink.
Harom nagy magcsoportot kiilonboztetink meg: a bazolateralis, a
centromedialis-, és a kortikalis magcsoportot. Ezekhez 6sszesen t6bb, mint
10 mag tartozik, melyek tovabbi divizidkra oszthatéak. Az amygdala
valtozatos, alegységenként nagy diverzitast mutatd kapcsolatrendszerét
mara részletesen feltérképezték. A bazolaterdlis magcsoporthoz tartozo
lateralis mag az amygdala komplex ,.érz6 hatarére”, igy az elsddleges
befogaddja a talamuszbol és a szenzoros kéregb6l bearamlé érzo
informacioknak. A centralis mag ezzel szemben a legfébb kimeneti teriilet,
ahonnan f6leg az agytorzs, a hipotalamusz és a kéreg felé indulnak
projekciok. A centromedialis részbdl az agytorzsbe érkezé informaciok
hatasara kovetkeznek be az élettani, hormonalis és viselkedésbeli
valtozasok, mint példaul a predator jelenléte altal kivaltott megdermedés, a
Hfreezing” reakcio.

Az amygdala komplexum diverzitisa a magcsoport-eloszlasan kiviil

neurontipusainak  sajatossagaiban is megnyilvanul. Az amygdala



bazolateralis részében taldlhato idegsejtek koriilbeliil 80%-a glutamaterg
projekciés neuron, mig a centrdlis amygdala meghatdrozo sejttipusa a
GABAerg neuron. Az amygdalaban komplex, és precizen Osszehangolt
gatld halézat miikddik, mely normadlis esetben a cellularis aktivitast
alacsony szinten tartja. A halézatot alkotd gatldé interneuronok
szinapszisokat képeznek a glutamaterg serkentd projekcios idegsejtekkel,
mely kapcsolaton keresztiil azok mikodését szabalyozni képesek. A
centrolateralis divizio két nagy, gatlé neuroncsoportjat a szomatosztatinnal
azonosithat6 ,,CeL-on-, illetve a PKCd-t kifejezo ,,CeL-off” sejtek jelentik.
A szomatosztatinerg neuronok a lateralis amygdalabol kozvetleniil kapnak
bemenetet, igy egy veszélyhelyzetet jelz6 ingerre (példaul félelem
kondicionalas soran a kondicionalt hangjelzésre) gyors aktivaciét mutatnak.
A PKCb-t kifejezd neuronok a valaszreakciok kivaltasaért felelds effektor
régiokkal Osszekottetésben allo centromedialis divizidba projicidlnak. A
Cel-on sejtek gatoljak a CeL-off sejteket, igy a valaszreakcio diszinhibicio
utjan valosulhat meg.

Az amygdala a limbikus rendszer részeként kiemelked6 szerepet jatszik az
érzelmi folyamatok szabalyozasadban, és egyarant fontos szintere a
tanulasnak és a memoria kialakulasanak. Ezek a folyamatok bonyolult
jelatviteli utvonalakon keresztiil kovetkeznek be, melyek beinditasahoz
elengedhetetlen az intracellularis kalcium-szint megemelkedése, mely
tobbek kozott az NMDA receptor aktivalodasanak hatasara torténik.
Szamos neurodegenerativ betegségben, és kognitiv diszfunkcidban jellemz6
ezeknek a sejtélettani folyamatoknak a zavara, illetve az amygdala koros

elvaltozasa.



2. Célkitiizések

. A secretagogin  fehérje  eloszlasanak  immunhisztokémiai
modszerekkel  torténd  vizsgalata patkdny amygdalabol  késziilt
sorozatmetszeteken.

. A secretagogin-tartalmi  idegsejtek  morfologiai  leirasa,
interneuron-, illetve projekcids neuron jellegének meghatirozasa szovettani
modszerek, és palyakovetési eljarasok felhasznalasaval.

. A secretagogin fehérje sejten beliili el6fordulasanak vizsgalata
elektronmikroszkdpos analizis, és sejtfrakcionalasi eljarasok segitségével.

. A secretagogin fehérje interaktiv partnereinek feltérképezése-, és
ismert neuralis markerekkel valo egylittes el6fordulasanak vizsgalata.

. Ragcsalokon végzett viselkedésbiologiai modszerek
felhasznalasaval a secretagogin fehérje szerepének meghatarozasa az
amygdala miikodésében.

. A secretagogin fehérje funkcidjanak vizsgalata azokban a
sejtélettani folyamatokban, melyek szerepet jatszanak az altalunk elézbleg
vizsgalt viselkedési mintdzatok kialakitdsaban. Ezen vizsgalatokhoz in
vitro technolégidk, ¢és élosejtes (,live imaging”) mikroszkopia
felhasznalasa.

. Emberi amygdala mintak felhasznalasaval a secretagogin fehérje
el6fordulasi mintazatinak meghatarozasa, a secretagogin-tartalmu
idegsejtek morfologiai leirasa, illetve mennyiségiik meghatarozasa az

amygdala komplex koros elvaltozasaihoz kothetd betegségekben.



3. Médszerek

Kisérleti allatok
Munkamhoz 8-12 hetes, Wistar tipust albind patkanyokat, és 6-18 hetes

egereket hasznaltam fel. A kisérletek soran kétféle, C57BL/6 genetikai
hattérrel rendelkez6, transzgenikus egértérzzsel dolgoztam: secretagogin-

hianyos ,.knock-out”, illetve secretagogin-Cre egerekkel.

Miitétek

Az elvégzett mitétek alatt az allatok mélyaltatasban voltak, melyet
intramuszkularis ketamin-xylazin injekcioval, mas esetekben izoflurannal
biztositottam.

A retrograd palyakovetés soran biotinilalt dextran-amint (BDA) jutattam
patkanyok agyvelejébe. A virusinjektalasi kisérleteket secretagogin-Cre
egereken, bilateralisan végeztem. A BDA-t Hamilton pipettaval, a virusokat
pedig iiveg kapillarissal  injektaltam. A  koordinatdk  pontos
meghatarozasahoz Paxinos és Watson atlaszat vettem alapul. A retrograd
palyakovetés soran az egy hetes tulélési id6 kivarasa utan a transzkardialis
perfiziot immunhisztokémiai analizis kovette. A virusinjektalt egereken a
miitét utan 3 hét elteltével félelem kondicionalas kisérletet végeztem.

A transzkardialis perfazio soran fiziologids sooldattal atmostam az ereket az
aortaiven keresztiil, ezt kovetéen pedig 4% paraformaldehidet és 0.1%

glutaraldehidet tartalmazo6 foszfat pufferrel fixaltam az agyvel6t.

Immunhisztokémia
A kivélasztott metszeteket a foszfat-pufferrel torténd tobbszori mosast
kovetéen 5% szamarszérumot, és 0,3% tritont tartalmazo elegyben

blokkoltam, majd 2-3 éjszakan at inkubaltam az elsédleges ellenanyagot
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tartalmazo oldattal 4°C-on. Ezt kovetéen tobbszor mostam 0,1M PB-vel a
metszeteket, majd szamarban termeltetett karbocianinnal konjugalt
mésodlagos ellenanyaggal konjugaltam. Ujabb, 4°C-on torténé inkubalast
kovetden rovid mosasi 1épések kovetkeztek. Az elkésziilt metszeteket
zselatinnal bevont {iveg targylemezre hiztam fel majd Xxilol-alapt
fedéoldattal fedtem le.

A fixalt sejttenyészeten végzett immuncitokémiai jelolések soran a sejteket
0,1M PB-vel mostam, majd a 4°C-on, 4%-os paraformaldehiddel t6rténd
fixalas kovetkezett. Ezutan egy oran at inkubaltam a sejteket a blokkolo
folyadékban mely 10% szamarszérumot, és 5% marha szérum albumint
tartalmazott. Az elsédleges ellenanyaggal egy ¢éjszakan at, 4°C-on
reagaltattam a sejteket. A kovetkezé napon a révid mosasi 1épéseket egy
masfél oras masodlagos ellenanyaggal torténd inkubalas kovette. A
fed6lemezen 1év6 sejteket 56 °C-0s zselatin-glicerol segitségével
rogzitettem a targylemezhez.

Az elektronmikroszkopos el6késziiletek soran a fixalt agyvelébdl izolalt
etil-alkohol sorral viztelenitettem. Intermedier anyagnak propilén-oxidot, a
beagyazashoz pedig epoxi-tipusti miigyantat hasznaltam. A beagyazas utan
kovetkezé immunjeldlés soran ellenanyaggal €s kolloidalis aranyszemcsével

konjugaltattam a grideken 1évé mintakat. A kontrasztositds soran uranil-

acetatot és 6lom-nitratot alkalmaztam.

Western blot analizis
Western blot analizishez sejtvonalakat, illetve patkdnybdl és egérbdl
szarmazé mintdkat is felhasznaltam. Minden esetében protedz inhibitort

tartalmazo lizis pufferrel sejtlizdtumot készitettem. A centrifugalasi 1épés
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soran keletkezett feliilluszot normalizaltam 2pg/ul-re. Végiil egynegyed rész
Otszoros toménységli Laemmli oldattal 95°C-on forraltam a mintakat.

Az analizis els6 1épése a fehérjék méret szerinti szétvalasztasa poliakrilamid
gélelektroforézissel (150V, 50 perc). Ezutan a gélben molekulatomeg
szerint szétvalt fehérjéket metanollal aktivalt polivinil-difluorid membranra
transzferaltam egy o6ran at 100V-on. A blokkolast 3% BSA-t tartalmazé
mosé pufferben végeztem. A primer antitestet egy é&jszakan at 4°C-on,
razogépen reagaltattam a membrannal. A kovetkezd napon hosszii mosasi
lépések utan a membrant egy o6ran at inkubaltam a szekunder ellenanyaggal.
Tobbszori mosas utan kovetkezett az elohivas. A normalizalashoz B-actin

fehérjét hasznaltam.

Sejtfrakcionalas

A sejtfrakcionalasi eljaras sordn az egyes sejtalkotokat kiilonb6zo
toménységli cukoroldatok segitségével, centrifugalassal kiilonitettem el
egymastol. Ehhez a patkanyokat narkdzisban hideg fiziologids sooldattal
perfundaltam, majd az izolalt célteriiletet protedz inhibitort tartalmazé
szachar6z-HEPES oldatban homogenizaltam. Az elsé6 rovid, kis
fordulatszamon torténd centrifugalassal a sejtmagi frakciot jelentd pelletet
eltavolitottam, majd a feliiluszot tovabbi centrifugalasi 1épéseknek vetettem
ala a pre-, illetve a posztszinaptikus frakciok kinyeréséhez. A mintakat

Western blot analizisre hasznaltam fel.

Immunprecipitacio
A vizsgalni kivant sejtlizatum fehérje-fehérje kapcsolatainak felderitésére
alkalmas modszer az immunprecipitacio. Az eljaras soran egy specifikus

antitesthez kapcsoltuk a vizsgalni kivant fehérjét, majd antitesthez



kapcsolédni képes ,magnest” adunk a rendszerhez, melyet egy erre
specifikus eszkozzel ki tudunk nyerni a mintabol. Az ellenanyagon
keresztiil a magneshez rogzitett fehérjénkkel egyiitt az interakcids partnerek
is belekeriilnek az izoldtumunkba, melyeket Western blot analizissel
azonosithatunk.

A Kkisérlethez frissen izolalt agyi struktirat hasznaltam fel, melyet proteaz
gatlot tartalmazo HEPES pufferben homogenizaltam. Egy centrifugalasi

1épés utan a feliiluszot normalizaltam 1ug/pl-re.

Félelem kondicionalas

Az elsO kisérleti napon minden 4allat 10 percet toltott a kondicionald
dobozban annak érdekében, hogy megszokjak a kornyezetet. A masodik
napon egy 10 perces program soran 5 feltételes-feltétlen inger parositast
kaptak. Feltételes ingerként egy 80 decibel erdsségli sip hangot
alkalmaztam. A feltétlen, averziv inger 0,8 milliamper erGsségli aram volt.
A siphang 20 masodpercig tartott, ennek végén érte az allatot aramiités a
padloracson keresztiil. A harmadik napon aramiités nélkiil, csak siphangot
kaptak a patkanyok. A kisérlet végén az allatokat dekapitaltam,
eltavolitottam az agyvel6ket, majd izolaltam bel6lik az amygdalat. A
mintakat Western blot analizissel, és immunprecipitacioval vizsgaltam.

A secretagogin-Cre egerek félelem kondicionalasa soran a beadott virusnak
megfelelden 3 kezelési csoport volt: aktivald, gatld, és kontroll. Ebben a
kisérletben minden allat megkapta a hanginger-sokk parositasokat, igy csak
stresszelt egerekkel dolgoztam. Az egerek a masodik kisérleti napon, a
kondicionalas el6tt 30 perccel intraperitonealis CNO injekciot kaptak. A
kisérlet végeztével az allatokat perfundaltam, a fixalt agyvelokbol készitett

metszeteken immunfestéseket alkalmaztam.



In vitro modszerek

Kisérleteim soran insulinoma-eredetd INS-1E-, és neuroblasztoma-eredetii
SHSY-5Y sejtvonalat, illetve primer sejttenyészetet hasznaltam. A primer
sejttenyészetet 6-8 darab, 20 napos patkiany embrié amygdalajabol
készitettem. A sejteket a megfeleld tapoldatot tartalmazé milanyag
tenyészté flaskaban, fiziologias koriilményeket biztositd termosztatban
tartottam.

A géncsendesitési eljaras soran rovid interferald ribonukleinsavval, mas

kisérletekben pedig plazmiddal transzfektaltam a sejteket.

FRAP (florescence recovery after photobleaching)

FRAP analizis soran SHSY-5Y sejteket egy specialis, pH-érzékeny
plazmiddal (pCI-SEP_NR2B), illetve a kezelési csoportnak megfelelden
secretagogin-, vagy kontroll kis interferaldo RNS-sel transzfektaltam.
Yokogawa CSU-X spinning disk-kel ellatott Zeiss Cell Observer
rendszerrel végeztikk a kisérleteket. A kijelolt teriileteken a fluoreszcencia
kioltasa 473nm-es Rapp lézerrel tortént. Minden esetben PlanApochromat
40x/1,4 objektivvel vizsgalodtunk. A kisérlet soran 10 kontroll, és 9

secretagogin géncsendesitett sejt keriilt elemzésre.

Képalkotas, kvantitativ analizis

A képfeldolgozas soran konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkopot (Zeiss
LSM780) ¢és JEOL tipust elektronmikroszkopot hasznaltam. Az
adatelemzésekhez ZEN szoftver, ImagelLab program, EthoVision-, és
Solomon Coder allt rendelkezésemre. A statisztikai analiziseket Statistica
szoftverrel végeztem. A vizsgalatok kiértékelésekor Student-féle t probat,

ANOVA varianciaanalizist, vagy Mann-Whitney tesztet alkalmaztam.



4. Eredmények

A secretagogin-tartalmu idegsejtek az emlés amygdaliban az
interneuronok egy csoportjat jelolik

Munkdm sordn els6ként patkdny-, és emberi amygdala mintak
feldolgozasaval készitettem el a secretagogin-immunopozitivitast mutatd
neuronok altaldnos jellemzését. Az expresszids térképek alapjan a
secretagogin-tartalmi  sejtek mindkét fajban az amygdala minden
divizidjaban egyarant jelen vannak. A sejtdenzitas kimagaslo az amygdala
centrolateralis részében. Mindkét fajban a kortikalis magcsoportok
secretagogin-tartalma bizonyult a legkevesebbnek. A legszembet(in6bb
kiilonbség, hogy emberben a centromedialis divizidban, illetve a
bazolateralis alegységeben is nagyszamu secretagogin-tartalmil idegsejt
talalhato.

A secretagogin-tartalmu idegsejtek patkany, és ember amygdalaban
egyarant az interneuronokra jellemzd morfologiai tulajdonsagokkal birnak:
tobbségiik valtozatos dendritfaval rendelkez6, multipolaris sejt. Féként a
bazolateralis alegység teriiletén talalhatunk kozottiik bipolaris neuronokat,
¢s piramissejt-szeri idegsejteket is, am ezek ritkan fordulnak eld.

A sejtalaktani vizsgalatoknal tapasztalt interneuronalis jelleget erdsiti a
virusinjektalt secretagogin-Cre egerek centrolateralis amygdaldjaban
megfigyelt lokalis axonhalézat.

A secretagogin fehérjét tartalmazo sejtek donté tobbségében olyan kalcium-
kotd fehérjék (parvalbumin, calretinin, calbindin) jelenléte is kimutathato,
melyeket a szakirodalomban az interneuronokban el6fordulé neuronalis
markerekként tartanak szamon.

Az in vivo retrograd palyakovetési vizsgalat soran BDA-t jutattam be harom

ismert amygdalaris projektiv teriiletre, majd BDA+/scgn+ sejteket kerestem
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az amygdala teriiletén. A kiértékelés soran kettdsjeldlt sejtet nem talaltam,
ami az eddigi eredményekkel Osszhangban arra utal, hogy az amygdala

secretagogin-tartalmu neuronjai nem projekcios neuronok.

A secretagogin intracellularis lokalizaciéjanak vizsgalata

Az ultrastrukturalis vizsgalataink soran kimutattuk patkany amygdalaban a
secretagogint szimmetrikus szinapszisok preterminalis kompartmentjeiben,
azonban leggyakrabban posztszinaptikusan figyeltik meg a fehérje
jelenlétét. A tovabbiakban patkany agyvel6b6l izolalt mintakbol
sejtfrakcionalasi eljarasokkal eldbb szinaptoszoma-, majd pre-, ¢és
posztszinaptikus denzitas frakciot készitettem. A kisérlet soran azt
tapasztaltam, hogy a secretagogin a preszinaptikus frakcidban is
kimutathatd, &m ez a mennyiség a posztszinaptikus frakcioban detektalhatd
mennyiséghez képest elhanyagolhatd. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
secretagogin funkcioja valamely posztszinaptikus kompartmentre jellemzd
jelatviteli mechanizmusban keresendo. igy, egy korabbi
tomegspektrometriai adatsort Ujraclemezve, posztszinaptikusan lokalizalédo
lehetséges interaktiv partnereket kerestem. Valasztasom az NMDA receptor
2B alegységére (NR2B) esett. Az ezt kovetd immunprecipitacios vizsgalat
kimutatta, hogy az NR2B megtalalhat6 a secretagogin interaktdmajaban
patkany amygdaldban. A tovabbiakban in vitro primer sejttenyészeten
végzett immuncitokémiai eljarassal mutattam meg, hogy a két fehérje
ugyanabban a membran régioban koncentralodik, szuperrezolicids

mikroszkoppal elemezve is kdzvetlen kdzelségben.
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A secretagogin fehérje NMDA receptorra kifejtett hatasa

Az NMDA receptor aktivaciojahoz sziikséges az alegységeinek
Osszeszerel6dése, és a receptor rogziilése a sejtmembranban. Utdbbi
horgonyzofehérjék segitségével valosulhat meg, melyekhez a receptor 2B
alegysége képes kotédni a 1472-s tirozinjan torténd foszforilacidjanak
kovetkeztében. In vitro a secretagogin géncsendesitését kovetGen
kimutattuk, hogy a kevesebb secretagogint tartalmazé sejtekben a
foszforilalt NR2B mennyisége is kevesebb a kontroll sejtekhez képest, mig
az 0ssz- NR2B mennyisége valtozatlan. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a secretagogin az NMDA receptor 2B alegységének a 1472-s tirozin helyén
torténé foszforilaciojat segiti eld, ezaltal befolyassal birhat a receptor
sejtfelszini mennyiségének a szabalyozasara.

Az NR2B és a secretagogin kapcsolatanak tovabbi vizsgalatdhoz SEP-
NR2B konstrukciét tartalmazé plazmidot hasznaltam, melynek el6nye,
hogy a jelolt molekula csak az extracellularis, magasabb pH-n detektalhato.
Ezzel az NR2B plazmiddal és secretagogin siRNS-kel neuroblasztoma
sejteket kotranszfektalva megfigyeltem, hogy a géncsendesitett, kevesebb
secretagogint tartalmaz6 neuronok periférias teriiletein - ahol az NMDA
receptorok Osszeszerelodése és aktivacidja zajlik - az NR2B-GFP
jelintenzitas is kisebb.

Az eddigi eredményekbdl kiindulva a kovetkezd kisérletem egy
transzportfolyamatok vizsgalatra alkalmas, élosejtes FRAP analizis volt.
Ugyanazt a sejtvonalat, plazmidot és transzfektalasi technikat alkalmazva a
sejten beliili receptor-mozgast vizsgaltam. A sejtekben mérheté alapszintii
NR2B jelintenzitas is mar eltéré volt a géncsendesitett és a kontroll
sejtekben: a kevesebb secretagogin-tartalmii neuronokban kevesebb

sejtfelszini NR2B alegységet jelold6 GFP volt detektalhato. Ennek
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megfelelden a kontroll sejtekhez képest a géncsendesitett neuronokban a
fakitast kovetden a fluoreszcens jel késébb, és kisebb amplitadoval tért
vissza. A FRAP kisérletben a riporter fehérje jelintenzitdsabol
kovetkeztethetiink a jelolt molekula, esetiinkben az NR2B alegység
mennyiségére. A secretagogin géncsendesitésének kovetkeztében kevesebb
NR2B horgonyzodik a plazmamembranban. Ez a jelenség a secretagogin-
receptor interakcié kovetkezménye, és nem a géncsendesitett neuronok
NMDA receptorainak Osszmennyisége miatt tapasztalhaté. Utobbi
lehetdségét egy kontroll kisérlettel kizartuk. A secretagogin tehat kdzvetlen
hatassal van az NR2B sejtfelszini lokalizaciojara, ezaltal pedig az NMDA

receptor miikddésére, és az altala katalizalt sejtaktivacios folyamatokra.

A secretagogin viselkedésbiolégiai szerepének vizsgalata

A Kklasszikus félelem-kondicionalds Iehet6séget ad arra, hogy az
amygdaldhoz kothet6, tanulas révén kialakuld viselkedésbiologiai
folyamatokat tanulmanyozzuk. Az eddigi eredményeimet (a secretagogin
expresszids mintazata és interneuron-jellege) figyelembe véve figyelmem
az amygdala centrolateralis interneuronjaira iranyult. A secretagogin
szerepét a  centrolateralis amygdala interneurdlis  hal6zataban
kemogenetikdval kombinalt félelem kondicionalassal vizsgaltam. A
kondicionalt stresszre a kiilonb6z6 virussal (aktivalo, gatld, kontroll)
injektalt secretagogin-Cre egerek eltérd valaszreakciot mutattak. A
centrolateralis amygdala secretagogin-tartalmi idegsejtjeinek gatlasa
erdteljes hatassal van az egerek védekezési magatartasara, mely leginkabb a
mozdulatlan ledermedés iddtartamaban, illetve a kisérleti id6 alatt megtett
tavolsagban mutatkozik meg. A secretagogint gatld virussal injektalt egerek

sokkal tobb ideig maradtak mozdulatlanok (,.freezing”), illetve kisebb
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teriiletet jartak be a kondiciondlé dobozban a kontroll, és az aktivalt
csoporthoz képest. Haubensak ¢és munkatarsai kordbban ugyanilyen
eredménnyel elvégeztek egy hasonld kisérletet, amelyben PKC3-Cre
egereket hasznaltak. Megallapitottak, hogy a centrolaterdlis amygdala
PKCé-pozitiv sejtjei azonosak az irodalomban korabban leirt ,,CeL-off”
sejtekkel, melyek alapallapotban gatoljak a centralis amygdala medialis
divizidjanak projekcids neuronjait, ezaltal megakadalyozzak a PAG-altal
kivaltott védekezési viselkedés kialakulasat. Ezen sejtcsoport amygdalaris
gatlasakor az egerek sokkal erdteljesebb ,freezing” reakciét mutattak,
akarcsak a secretagogin-tartalmi neuronok esetében. A hasonldsagok
tilkrében 0j hipotézist allitottunk fel, mely szerint a secretagogin-pozitiv
sejtek a CeL-off neuronok csoportjaba tartoznak. A scgn-Cre virusinjektalt
egerekbdl szarmazo mintakon végzett PKCS immunfestés alatimasztotta,
hogy a centralis amygdala teriiletén talalhatd secretagogin-tartalmu
neuronok azonosak a PKCd-pozitiv CeL-off sejtcsoporttal. A centrolateralis
amygdalaban a secretagogin-tartalmu sejtek donté tobbsége, 92%-a PKCS-
immunoreaktiv neuron.

A centralis amygdala a kondicionalt félelemhez kapcsolodo
stresszfolyamatokon kiviil, az akut stresszben, és a stresszorral kivalthato
viselkedési reakciokban is fontos. A klasszikus stresszvalasz soran
megvalosuld hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese utvonalban a CRH
kulcsfontossagl szerepet tolt be. A szakirodalombdl mar ismert, hogy a
centralis amygdala teriiletén CRH-t kifejez0 neuronok taldlhatéak nagy
mennyiségben. CRH-GFP transzgenikus egereken végzett secretagogin
immunfestés kimutatta, hogy az amygdala komplexben a secretagogin-,
illetve a CRH fehérjét kifejez6 idegsejtek kiilon sejtcsoportot alkotnak. Ez a

megallapitas alatamasztja, hogy a secretagogin-pozitiv sejtek PKCo-
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tartalmt ,,CeL-off” sejtek, melyekrdl tudni lehet, hogy nem fejeznek ki
CRH-t. Formalin injekcioval kivaltott akut fajdalom okozta stresszt
patkanyokon vizsgalva megmutattam, hogy a stresszor altal kivaltott c-fos
expresszidja az amygdalaris secretagogin-tartalmi neuronokban nem
jellemzd. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az amygdaldban a
secretagogin-tartalma neuronok akut fajdalom hatasara nem aktivalodnak,
illetve nem vesznek részt a klasszikus stresszvalasz kivaltasaban. A
centrolateralis amygdalaban talalhatd secretagogin-pozitiv sejtpopulacid
szerepe foként a kondicionalt stressz okozta viselkedési valasz

kialakitasaban van.

A secretagogin fehérje funkciéja az ember amygdalajaban

Szamos neuropszichiatriai-, és neurodegenerativ betegség kotheté az
amygdala komplex koros elvaltozasahoz, rendellenes miikodéséhez. Az
eddigi munkam alapjan arra voltam kivancsi, hogy az NMDA receptorral és
az amygdalaval egyarant Osszefiiggésbe hozhatdo betegségekben a
secretagogin szintje miként valtozik. Ehhez szuicid-, illetve kontroll
amygdala mintdk secretagogin tartalmat hasonlitottam 6ssze Western blot
analizis segitségével. A kiértékelés soran azt tapasztaltam, hogy az
ongyilkossagban elhunytak mintdibol kimutathatd secretagogin szint
lényegesen kevesebb a kontroll mintdkhoz képest.

A secretagoginnak a mennyiségi csokkenése, illetve az Ongyilkossagot
elkdvetdkre jellemzO mentalis betegségek kozott a rendelkezésiinkre allo
adatokbol nem vonhatunk le egyértelmii kovetkeztetéseket, azonban a
viselkedésbiologiai eredményekkel Osszevetve a jovoben akar igéretes

diagnosztikus markernek bizonyulhat.
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5. Kovetkeztetések

Az emberi, patkany és egér amygdalaban a legtobb secretagogin-
tartalmtl neuron a centralis alegységben talalhato.

A secretagogin-tartalmt  sejtek  interneuronokra-jellemz6
morfoldgiat mutatnak, axonjaik a kozelben végzddnek. A
secretagogin kolokalizal t6bb, interneuronokra jellemzé kalcium-
kotd fehérjével.

Az elektronmikroszkopos-, ¢és molekularis vizsgalatok a
secretagogin fehérje posztszinaptikus eléfordulasat igazoljak az
amygdala neuronjaiban.

Az NMDA-tipusu glutamat receptor 2B alegysége a secretagogin
fehérje interaktiv partnere.

A secretagogin-tartalmii neuronok, a centrolateralis amygdala
,,CeL-off” sejtcsoportjaként leirt, protein kinaz C deltat kifejez6
neuronok kozé tartoznak. Gatlasukkal a centromedialis régio
diszinhibicio  altal aktivalodik, mely igy célteriileteinek
aktivalasaval viselkedésbeli valtozasokat eredményez.

Az amygdaldban talalhato secretagogin-tartalmii neuronok a
kondicionalt stresszfolyamatokban vesznek részt.

A secretagogin mennyisége szuicid egyedek amygdalajaban
csokken, ami a secretagogin fehérje szerepét feltételezi a félelmi
diszfunkcioval dsszefliggésbe hozhatdo human betegségekben.
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