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1. Roviditések jegyzéke

ACTH - adrenokortikotrop hormon

aCSF - arteficialis cerebrospinalis folyadék

AP-1 - aktivator protein-1

A.sze. - akut szivelégtelenség

BDA - biotinilalt dextranamin

BH4 - tetrahidrobiopterin

BNST - nucleus interstitialis striae terminalis

bp - bazispar

Ca?* - kalcium-ion

CaMPKI|I - kalcium-kalmodulin-dependens protein kinaz |1
CaRE - kalcium-reszponziv elem

CAMP - ciklikus adenozin-monofoszfat

CB - calbindin D28k

cDNS - komplementer dezoxiribonukleinsav

cGMP - ciklikus guanozin-monofoszfat

CNTF - ciliaris neurotrofikus faktor

CNTFR - ciliaris neurotrofikus faktor receptor

CNTEFRa - ciliaris neurotrofikus faktor receptor alfa alegyseg
CR - calretinin

CRE1/2 - ciklikus adenozin-monofoszfat-reszponziv elem 1/2
CRH - kortikotropinfelszabadit6 hormon

DMEM/F12 - Dulbecco’s Modified Eagle Medium és Ham’s F12 Medium
DNS - dezoxiribonukleinsav

Egrl/Spl - korai novekedési valasz fehérje-1/szteroidogenikus faktor-1
ELISA - enzimkapcsolt immunoszorbens vizsgalat

ENK - enkefalin

ERE - 6sztrogén-reszponziv elem

Erk1/2 - extracellularis szignal-regulalt kindz 1/2

GABA - gamma-amino-vajsav

GAPDH - glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz



GFAP - glialis fibrillaris savas protein

GFP - z6ld fluoreszcens protein

HEPES - 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav
HPLC - nagy teljesitményti folyadékkromatografia
HRE - hipoxia-reszponziv elem

IgG - immunoglobulin G

IH - immunohisztokémia

KO - génkititétt (knock out)

ktrl - kontroll

LC - locus coeruleus

L-DOPA - L-3,4-dihidroxifenilalanin

m - kdzepvonal

M - mol/liter

MAPK - mitogén aktivalta protein kinaz
MAPKAPK1/2/5 - mitogén aktivalta protein kinaz aktivalo protein kinaz 1/2/5
mk - monoklonalis

mPFC - medialis prefrontalis kéreg

MRNS - hirvivé ribonukleinsav

MSK1 - mitogén és stressz-aktivalta kinaz 1

NPY - neuropeptid Y

NT - non-target

NTS - nucleus tractus solitarii

ongy. - 6ngyilkos

PB - foszfat-puffer

PCR - polimeraz lancreakcio

pErk1/2 - foszforilalt extracellularis szignal-regulalt kindz 1/2
PFA - formalin

pk - poliklonalis

PKA - protein kindz A

PKC - protein kinaz C

PKG - protein kindz G

PLC - foszfolipaz C



PMK - posztmortem késedelmi id6

PP2A - foszfoprotein foszfataz 2A

PP2C - foszfoprotein foszfataz 2C

pSer®! - 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz
pSer®? - 40-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz
PV - parvalbumin

RNS - ribonukleinsav

RPMI-1640 - Roswell Park Memorial Institute Medium
RT - reverz transzkriptaz

scgn - secretagogin

SIRNS - rovid interferalo ribonukleinsav

SNAP - szolubilis N-etilmaleimid szenzitiv faktor-asszocialt protein
syn. fr. - szinaptoszéma-frakcio

syn.phys. - szinaptofizin

sz.g. - szaglogumo

TBE - Tris-borat-EDTA

TH - tirozin-hidroxilaz

TMB - tetrametilbenzidin

vt - vad tipus

WB - Western blot

Az eloszlasi térképeknél hasznalt anatomiai elnevezések a Paxinos agyatlaszok [1, 2]

nomenklatdrajanak felelnek meg, réviditéseik a képalairasokban kertltek feloldasra.



2. Bevezetés, elméleti hattér

2.1. A secretagogin kalciumkoté fehérje

2.1.1. A kalciumion

A kalciumion (Ca?") az é16 szervezetek egyik legfontosabb kationja. Nélkiilozhetetlen
szerepet tolt be tobbek kozott a véralvadasban [3], a normal csontszerkezet fenntartasaban
[4], az izmok &sszehlzodasaban [5], az axonalis transzportban [6, 7], az idegsejtek

ingerelhetéségében [8, 9], a neurotranszmisszidban [10, 11].

Az alapéllapotban levé (azaz nem aktivalt) sejtekben a sejtplazma szabad Ca?'-
koncentracioja 108-107 M kozétt valtozik. A sejten beliili Ca2*-tartalom nagyobb része
Ca?*-puffer fehérjékhez kotott (szekvesztralt) formaban, valamint intracellularis
organellumokban, példaul az endoplazmatikus retikulumban talalhatd. A sejten belili
Ca?*-szint emelkedése kiillonbozo ingerekre kovetkezhet be, hatasa is szerteagazo [12].
Jelatviteli folyamatokban a megemelkedett sejten beliili Ca?*-koncentraciot tigynevezett
Ca?*-szenzor fehérjék érzékelik. Ezek a fentebb emlitett Ca?*-pufferekkel egyiitt a
kalciumkotd fehérjék csaladjat képezik [13].

2.1.2. A kalciumkoté fehérjék

A Kkalciumkoté fehérjék néhanyszor tizezer Dalton molekulatomegli intracellularis
fehérjék. A Ca?" kotéséért felelés doménjeik alapjan harom osztalyba sorolhatok, gy
mint EF-hand fehérjék, annexinek és C2-domain fehérjék [14]. Az EF hand fehérjék
térszerkezetében jellegzetes a tobbszor ismétlédé hélix-hurok-hélix motivum, amely a
Ca?* megkotésére alkalmas harom dimenzids struktira. Affinitasuk alapjan a
kalciumkotd fehérjék két f& csoportja a Ca?*-pufferek és a Ca?*-szenzorok. Elébbiekre
jellemzd, hogy sok Ca®*-t képesek felvenni, a Ca?*-t alacsony asszociacios allandéval
jellemezhetd reakcioban kotik meg, tehdt alacsony Ca®*-szintek mellett mar kialakul a
Ca2*-fehérje komplex, igy a sejten bellili Ca?*-koncentraciot sziik intervallumban képesek
tartani. Konformaciojukat Ca?*-kétés sordn nem valtoztatjak. A Ca®*-pufferek
csoportjanak jellegzetes kozponti idegrendszeri képviseléje a parvalbumin. A masik

tipust kalciumkotd fehérjék, a Ca®*-szenzorok, magasabb Ca?*-szint mellett kétnek meg



néhany iont, és ennek hatasara megvaltoztatjdk konformécidjukat. A térszerkezet-
valtozés lehetové teszi, hogy interakcioba 1épjenek specifikus célfehérjékkel, ekképp
illeszkedve a jelatviteli kaszkadokba. Klasszikusan kozponti idegrendszeri Ca?*-szenzor
fehérjék példaul a szinaptotagmin [15] és a kalmodulin [16], illetve a secretagogin is e
csoportba sorolhato [13].

A koOzponti idegrendszeri neuronok jellemzden egyféle kalciumkotd fehérjét
expresszalnak. Természetesen vannak kivételek, de a kolokalizaciok ellenére sok
idegsejt-populacié azonosithat6 a ra jellemzé fehérjetipus expressziés mintazata alapjan
[17-19]. Egy adott kalciumko6to fehérje jelolhet akar egész palyakat, teljes funkcionalis
rendszereket is, mint ahogy az a parvalbumin és az epikritikus szenzibilitasért felel6s agyi

régiok, vagy a calbindin és az izérz6 rendszer esetén igaz patkanyban [20].

2.1.3. A secretagogin

2.1.3.1. Szerkezet és lokalizacio

A secretagogin fehérjét elészor 2000-ben klonoztak, hasnyalmirigy B-sejtekbol. Génje, a
human secretagogin egy 276 aminosavboél allo, 32 kilodalton (kDa) molekulatomegii,
Ca?*-szenzorokra jellemzé tulajdonsagokkal bir6 kalciumkotd fehérje [21]. A sejten beliil
dont6 tobbsége a sejtplazmaban lokalizalodik, am kis mennyiségben a magban is jelen
van [22]. Hat EF-hand motivummal rendelkezik, melyb6l ketté funkcidjat vesztette a
torzsfejlédés soran, a maradékbol pedig egy magas, mig a tobbi harom alacsonyabb
affinitasti Ca®*-kotdhely. Rendszertanilag az embertdl tavol 4116 fajokban is nagymértékii
homologia fedezhetd fel szekvenciajaban és szOveti eloszldsdban. A secretagogin
expressziojat a felfedezését kovetd néhany évben szinte az 6sszes szervrendszerben
igazoltak ragcsalokban és foemldsokben egyardnt, beleértve az embert is. A vizsgalatok
soran kezdetben az endokrin rendszert térképezték fel. Kimutattak a fehérje jelenlétét
hasnyalmirigyben, mellékvesevelében, valamint -kéregben, pajzsmirigyben, agyalapi
mirigyben, illetve a gyomor-bélrendszer lumenes szerveinek falaban. Kettds jelolést
alkalmaz6 immunoreakciokban minden vizsgalt szervben nagymértékii kolokalizacios

arany volt megfigyelhetd a secretagogin és kiilonbozé neuroendokrin markerek kozott.

10



Tovébbi kutatomunka eredményeként késziilt el az elsé agyveldbeli eloszlasi mintazatot
demonstralo térkép, mely erésen immunoreaktiv struktirdkat azonositott tobbek kozott a
szaglégumaoban, a retinaban, a hipotalamuszban, a temporalis kéregben, a térzsddcokban,
az amigdalaban, a hippokampuszban, a locus coeruleusban (LC) és a kisagyban. A
secretagogin tartalmd sejtek neuronoknak bizonyultak. Az indusium griseum
secretagogin tartalmu sejtjei axonjaikkal egészen az agykamrai felszinig elértek.
Mindezek mellett a vizsgélatok egy kisebb, agyvizben (liquor cerebrospinalis) keringd
frakciot is leirtak, amely szarmazhatott az imént emlitett sejtnydlvanyokbdl aktiv
szekrécio eredményeként, de akar a normal koértlmények kozott elpusztuld kamrakozeli
neuronokbdl is [22-24].

2.1.3.2. Funkcionalis ismeretek

A secretagogin szerepét elsoként endokrin sejtek és neuronok transzportvezikuldinak
dokkolasaban, fuzidjaban igazoltak. Az interakcios partnerek kozott igynevezett SNAP
fehérjéket (szolubilis N-etilmaleimid szenzitiv faktor-asszocialt protein), kinezineket,
tubulineket azonositottak. A feltételezések szerint a secretagogin az exocitotikus effektor

komplexek Ca?*-fiiggé finomhangolasaért felelés, ezaltal nélkiilozhetetlen a vizsgalt

“z ez

Fejlodéstani vizsgalatok kimutattdk, hogy a secretagogin fehérje az egér embrid
fejlodésének 11. napjan detektalhatd eldszor az eldagyban, azon beliil is az agyholyag
eliilsé falan, a leend6 szaglogumoénak megfeleld teriileten. A széban forgd sejtek a
kovetkez6 napokban atvandorolnak a differencialodasi zonan, osztodnak, és végul
eljutnak a szaglogumaoba vagy a szubpalliumon at a tagabb értelemben vett amigdalaba,
ahol elnyerik a kolinerg vagy GABAerg neuronokra jellemz6 neurokémiai vonasokat.
Mindekozben secretagogin expressziojukat mindvégig megtartjadk. Ezen adatok azt
sugalljak, hogy a secretagogin szerepet jatszhat az ijonnan képzddott vandorld neuronok
Ca?*-fliggé citoszkeletalis atrendezddéseiben, sejtszinti motilitdsaban, morfologiai

differencialédasukban [22, 23].

Részletesen vizsgaltak ragcsalok és nydl retinajat, ahol csap bipolaris sejt altipusok

bizonyultak secretagogin tartalminak [26]. Ezzel szemben human retinaban a palcika
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fotoreceptorok kultagjai, illetve amakrin sejtek tartalmazzak nagyobb mennyiségben a
fehérjét [27]. A 4-6 napos Ujszulott egerekben megfigyelt gyors secretagogin expresszid
emelkedés, amely megeldzi az allat szemnyitdsat, és a kérgi plaszticitas szempontjabol
kritikus idészakot, melynek soran a szenzoros neuronkdrok nagymértékii aktivitasfiggd
valtozésai jonnek létre, arra utal, hogy a secretagogin hozzajarulhat egyes sejt kozotti

kapcsolatok, szinapszisok képz6déséhez, azok funkcionalis éréséhez [26, 28].

Az utdhbi évek egyik talan legfigyelemreméltobb felfedezése volt a secretagogin stressz
soran megfigyelhet6 kortikotropinfelszabadité hormon (CRH) felszabadulasban betoltott
szerepének bizonyitdsa. A kalciumkotd  fehérjét a  hipotalamikus  nucleus
paraventricularis, azon beliil is egy dorzolateralisan tomoriild, vazopresszint, illetve
oxytocint termeld sejtek kozott talalhatd kissejtes neuroszekretoros sejtpopulécio
expresszalja [29, 30]. A szoman Kivil a secretagogin ezen sejtek axonterminalisaiban is
jelen van, a plazmamembran és a CRH-tartalmi dense core vezikuldk kiilsé
membranjahoz asszocialtan. Ezen megfigyelések a géncsendesitéses Kisérletek soran
tapasztalt szomalis CRH-retencidval, valamint szignifikans plazma kortikoszteronszint-
csokkenéssel kiegészitve egyértelmiisitik a secretagogin CRH-felszabadulasban és en

bloc a stresszvalaszban jatszott kulcsfontossagu szerepet [30].

A secretagogin eloszlasi mintazatanak valtozasait Alzheimer-koros mintakon vizsgalo
kisérletekben bizonyitast nyert, hogy az ammon-szarv valamennyi terlletén csokkent a
secretagogin expresszio az egészséges idésekbdl nyert mintakhoz képest [31], illetve,
hogy a secretagogin tartalmd neuronokban hiperfoszforilalt tau fehérjét csak kivételes
esetekben lehet azonositani [32]. Lehetséges, hogy a hiperfoszforilalt tau felhalmozo6dasa
a sejten belul oly mértékben rontja a neuron integritasat, hogy az képtelenné valik
bizonyos fehérjéi, koztiik a secretagogin expresszidjara. Valdszinlibb ugyanakkor, hogy
a secretagogin neuroprotektiv tényezd lehet Alzheimer-korban, és aktivan géatolja a
mikrotubulusokat stabilizalé tau fehérjék hiperfoszforilaciéjat - mely nézetet
alatdmasztjak patologiads tau proteint expresszald transzgenikus egerekbdl szarmazo
adatok, valamint az a tedria is, mely szerint a secretagoginnak szerepe lehet a
mikrotubularis komplexek szabalyozasaban [33, 34]. Mindezen tul nem lenne

egyediilalld, hogy egy kalciumkoté fehérje véddé faktor legyen az Alzheimer-korral
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szemben, hisz a parvalbuminrdl és a calretininrdl is hasonld adatok lattak napvilagot,

annak ellenére, hogy pontos hatdsmechanizmusuk mindmaig nem ismert [35, 36].

A secretagogin szerepét tobb tudomanyteriileten kezdték feltérképezni, a hatralevo
elvégzendé munka mindazonaltal hatalmas. Annak ellenére, hogy igéretes eredmények
sziiletnek eldfordulasaval kapcsolatban, és kiillondsen a funkcionalis ismeretek terén, a
mechanizmusban betdltétt szerepe ismeretlen. Amennyiben valdban a ,,neuronalis
kalciumkot fehérjék negyedik muskétasardl” (Marco R. Celio [37]) van sz6, gy
valdszinlileg hatalmas mennyiségli €s kiemelt jelentdségli tudasanyag var még

felfedezésre vele kapcsolatban.
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2.2. Agytorzsi funkciondlis rendszerek

2.2.1. Az agytorzs szerkezete

Az agytdrzs harom részre oszthatd, melyek kaudokranialis irdnyban haladva a
kovetkezOk: nyultvel6 (medulla oblongata), hid (pons) és kdzépagy (mesencephalon). A
nyultvelé kaudalis részében még a gerincveldre emlékeztetd felépitést lathatunk, azonban
kranial felé haladva egyre inkébb atalakul a szerkezet. Az agytorzs palyarendszerei (az itt
athalado fel- és leszallé palyak, valamint az innen kiinduld fel-, le- és a kisagyba sugarzd
palyak) a gerincvel6ben és a nyultvel6 kaudalis részében még egységes kozponti
szilirkeallomanyt feldaraboljak, magokra, magoszlopokra tagoljak. Ezen magoszlopokba
rendezetten foglal helyet a 12 par agyideg valamennyi szomatomotoros, viszceromotoros,
szomatoszenzoros, illetve viszceroszenzoros magja. A gerincveld szintjében még csupan
a canalis centralis kdzvetlen kornyékére korlatozodo szirkeallomany az agytorzs
magassagaban Kiterebelyesedik, és kialakit egy, az agytorzs szinte teljes egészét atszovo
halézatos allomanyt [38, 39].

2.2.2. A halozatos allomany

A halézatos allomanyt, vagy mas néven a formatio reticularist régebben egyszeriien
interneuronok szdvevényes halozatanak tekintették, azonban jelen tudasunk szerint
rendkivil dsszetett, magasan szervezett rendszer. Az idegsejtek korantsem diffuzan
helyezkednek el, hanem pontosan meghatarozott lokalizaci6ja ¢és felépitési

sejtfeszkekben, sejtcsoportokban [40, 41].

A formatio reticularis sejtcsoportjait elhelyezkedésiik és miikodési sajatossagaik alapjan
harom hosszanti zonara oszthatjuk fel. A kdzépvonalban és annak kodzvetlen
szomszédsagaban levé magok a median-paramedian zonéat alkotjak. Raphemagokként is
szokas hivatkozni rajuk. TOlUK lateralisan talalhato a medidlis zdna, melynek
sejtcsoportjai  gyakran nagyméretii sejteket tartalmaznak. Innen a masik nevik:
gigantocellularis magok. A lateralis zéna az el6bbi zona kiils6 oldalan van, és vele
ellentétben szinte kizardlag kisméretii idegsejtek fordulnak elé benne. A lateralis zona
sejtcsoportjait  parvocellularis magoknak is szokds nevezni. Az egyes zOnak

magcsoportjai, magjai leszallé, felszallé palyakon és lokalis agytdrzsi axonrendszereken
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keresztiil megannyi gerincveldi és agyi teriilettel alakitanak ki kapcsolatot. A formatio
reticularis magjai afferens és efferens kapcsolataikon keresztiil szamos életfunkcio (pl.
szenzoros ingerlletek feldolgozdsa, mozgaskoordinacid, alvas-ébrenlét, kozponti
idegrendszeri stresszvalasz kialakitasa, 1égzés, keringés) szabalyozdsdban alapvetd
jelentdséggel birnak. Nem véletlen, hogy az agytorzs e részét ért karositd folyamatok az
élettel Osszeegyeztethetetlen vagy hosszas, esetleg végleges ontudatlan allapotok
kialakulasahoz vezethetnek [38, 42].

2.2.3. Monoaminerg rendszerek

A formatio reticularis kiilonb6z6 magjaiban levé neuronok rendkiviil valtozatosak mind
morfologiai, mind élettani tulajdonsagaik tekintetében. Tobbek kozott eltérd
neurotranszmittereket is hasznalnak. Egyes neurotranszmitterek azonban a tobbinél
nagyobb gyakorisaggal fordulnak eld, méghozza jol definidlt 16kuszokban. Ilyenek

példaul a biogén aminok csaladjaba tartoz6 monoaminok [38, 43].

A monoamin természetli neurotranszmittereket harom kategoridba sorolhatjuk a
molekuldk  kémiai jellege alapjan: katekolaminok, indolaminok, valamint
imidazolaminok [38, 43].

A katekolaminok a tirozinbol szarmaztathatok - a dopamin, a noradrenalin és az adrenalin
tartoznak csoportjukba. A katekolaminokkal bdvebben a kovetkezd fejezetben
foglalkozom. Az indolaminok csoportjanak egyetlen képviseldje a triptofanbdl szarmazo
szerotonin, mig az imidazolaminok kodzé a hisztidin egyik metabolikus termékét, a
hisztamint sorolhatjuk [38, 43]. Az clobbivel kapcsolatos relevans adatokat alabb
ismertetem, mig az utobbi a koztiagyhoz tartoz6 nucleus tuberomamillaris egész
agykérget behal6zo projekcios rendszerének jellemz6é neurotranszmittere, és nem
kapcsolodik szervesen disszertacibmhoz, ezért a tovabbiakban részletes targyalasatol
eltekintek [44].

2.2.3.1. Szerotonin tartalmd neuronok rendszere

Szerotoninerg neuronok az agytorzs szinte teljes rosztrokaudalis Kiterjedésében

megtalalhatok. A hid egy vékony szeletét leszdmitva az agytdrzs mindharom szintjének
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median-paramedian zonajaban, az Ugynevezett raphemagokba tomorilve helyezkednek
el [45]. E magok nem kizardlag szerotoninerg neuronok csoportosulasai, st idegsejtjeik
z6me mas transzmitterekkel dolgozik [46], de szerotoninerg neuronokat szinte kizarélag
itt, a raphemagokban taldlhatunk a kdzponti idegrendszeren beltl [47]. Kilenc ilyen mag
kiilonboztethetdé meg, ezek B1-B9 jelzéssel azonosithaték. A hidbeli szerotoninerg
sejtektdl mentes savtol rosztralisan levé csoport elemei a szerotoninerg sejtek mintegy
85%-at tartalmazzak, a nucleus raphe dorsalis, illetve a nucleus raphe medianus tartozik
ide. A kaudalisan levé magok, melyekben a maradék 15%-nyi szerotoninerg neuront
talaljuk: a nucleus centralis inferior, a nucleus raphe pontis, a nucleus pallidus, a nucleus

raphe magnus és a nucleus raphe obscurus [38, 43, 45].

A raphemagok szerotoninerg efferensei harom kiilonb6zé iranyba haladnak. A leszallo
rostok a gerincvel6hoz tartanak, annak oldalso kétegében haladnak, és a substantia grisea
hatso, eliils6, oldalsé szarvaban, valamint az intermedier szirkeallomanyban
végzddnek. A rostok, melyek a kisagyhoz haladnak elsésorban a hid szerotonin tartalmut
magvaibdl erednek - a pedunculus cerebellaris mediuson keresztil 1épnek be a kisagyba,
¢és meglehetdsen diffuz modon végzddnek a kisagykéregben. A felszalld rostok a kdztiagy
és a nagyagy felé iranyulnak, és féként a nucleus raphe dorsalisbol erednek. A medialis
cléagyi koteghez csatlakozva futnak rosztralis iranyba, és diffuzan végzédnek a
nagyagykéregben, a torzsdicokban, illetve a limbikus rendszer és a koztiagy kiilonb6z6
tertiletein [38, 43].

2.2.3.2. Noradrenalin és adrenalin tartalmu neuronok rendszere
Neurotranszmitterként noradrenalint vagy adrenalint hasznald neuronok az agytorzs
kaudalis szintjeiben, a nyultveld és a hid formatio reticularisanak lateralis zonajaban
talalhatok, magokba, vagy lazabb sejtcsoportokba tomorilnek. A noradrenalin esetében
A1-A7, az adrenalin esetében C1-C3 betiivel szokas jelolni 6ket. Az A1-A3, illetve a
C1-C3 a nyultveloben, az A4—AT7 a hidban talalhatok. Az Al és A2 rosztrélis teriletén
keverednek a noradrenerg és az adrenerg idegsejtek, tuladjonképp ezen sejtcsoportok
rosztrélis részeit tekintjik C1-nek, valamint C2-nek. Az A6 jelii mag nem mas, mint a
LC. [38, 43].
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Ragcsalokban és foemlésokben a LC egy kompakt sejtallomany, mely rosztrokaudalisan
elnydlva helyezkedik el a rosztrélis hid tegmentumanak dorzalis felszinén. Kaudal felé a
nervus facialis belsé térdéig, rosztral felé a periaqueductalis sziirkallomanyig ér [48].
Legszélesebb kiterjedése magassagaban medialisan a hidi centrélis sziirkeallomany és a
IV. kamra, lateralisan ventraltol dorzal felé a nucleus vestibularis medialis, a nucleus
mesencephalicus nervi trigemini, illetve a pedunculus cerebellaris superior hataroljék.
Két 16 részre oszthato fel: egy dorzalis, tobb kisebb, orsé alakl idegsejtet és egy ventralis,
kevesebb nagy multipolaris neuront tartalmazo részre [49]. A morfoldgiai killonbségek
ellenére szinte az 6sszes neuron tartalmaz noradrenalint [50]. A sejtek hosszu, egyszer
vagy kétszer elagazd dendritjeikkel rendszerint elhagyjdk a mag teriletét, és annak
kozvetlen kozelében végzddnek [51]. A kaudalis LC legink&bb dorzolaterlis részében
egyes szubependimalis neuronok dendritjei benyomulnak az ependima sejtek koze, és
kozvetlen kapcsolatba keriilnek a kamrai liquorterrel [52].

A noradrenalin és adrenalin tartalmu neuronok axonjai, a szerotoninerg rendszer kapcsan
leirtakhoz hasonldan, a magokat elhagyva harom projekcios koteget alkotva idegzik be a
gerincveld és az agy jelentOs részét. A leszallo koteg rostjai a szerotoninerg rendszerhez
hasonloan ez esetben is a gerincveléhéz tartanak, szintén a funiculus lateralisban
haladnak, a lumbalis szegmentumokig jutnak le, és a hatso, eliilso, illetve oldalsé szarvak
mellett az intermedier sziirkeallomanyban végzédnek [53]. A kisagyhoz mené axonok
legtdbbje a LC dorzalis részébdl ered, a kozépsé kisagykarban halad, és foként a
kisagykeéreg stratum granulosum és stratum moleculare rétegeinek sejtjeivel szinaptizalva
ér veget [54]. A felszallé rostok a LC magassagaban egyesulnek egy kotegge, mely a
kozepagyi centrélis szirkeallomanytdl ventrolateralisan hizodik felfelé a kdztiagyi zona
incertan at. A kodzépagyban tobbek kozott a nucleus raphe dorsalis vagy a tectum
mesencephali szamara [55], a kdztiagyban a lateralis és ventralis talamuszmagok [56],
tovabba a corpora geniculata [55], illetve a hipotalamuszon beliil legfoképp a nucleus
periventricularis és nucleus paraventricularis szamara [55, 57, 58] a koteg ventralis
részébol levald rostok biztositanak noradrenerg afferentaciot. A koteg dorzalis része a
septumon keresztll tovabb halad a frontalis kéreg beidegzésére, majd hatrahajolva a
parietélis, az occipitalis és a temporalis lebenyeket is eléri. Atfutva a retroszpleniélis

kérgen, a rostok belépnek a szubikulumba, és ellatjak a hippokampuszt, gyrus dentatust
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is. lgaz, az agytorzsi noradrenerg rostok valamennyi kéregrészt elérik, az afferentacio
koréntsem homogeén: a limbikus teriiletek messzemendkig a legtobb rostot kapjak [59,
60]. A neokortikalis végz6dések legnagyobb hanyada a stratum molecularéban van, bar
a rostok kétségkivil behaldzzak az agykereg dsszes rétegét [58, 61], els6sorban piramis-
, csillag- és szemcsesejtekkel szinaptizalnak [62, 63]. Erdekes modon ezek a terminalisok
sokkal inkabb emlékeztetnek a periférids szimpatikus végzddésekre, mint a klasszikus
centralis szinapszisokra, melyet jol tukroz, hogy a noradrenalin tartalmd boutonok
nagyjabol 95%-a nem rendelkezik a hagyomanyos szinapszisokra jellemz6
membrénspecializaciokkal [64], helyette varikozus axonjaikbol a tér minden iranyaba
szabaditjak fel transzmittereiket, Ugynevezett en passant szinapszisokat képezve [43].
Szintén ebbdl a jellegbdl fakad, hogy az agykérgi noradrenerg rostok esetében az atlagos

forras-célsejt arany a tobbezres nagysagrendben keresend6 [61].

2.2.3.3. Dopamin tartalmd neuronok rendszere

Dopaminerg idegsejtek az agytorzs harom szintje koziil csupan egyben fordulnak eld, a
mesencephalonban. Ezen sejtek alkotta idegmagok a formatio reticularis lateralis
zbnajaban talalhatok. Mivel a dopamin is a katekolaminok csaladjaba tartozik, a dopamin
tartalmi magokat is, hasonléan a noradrenalin tartalmi magokhoz, A betiivel jelolik, és
az egyes sejtcsoportokat A8—A16 jeldlessel lattak el. Ezek kdzul csupan az A8-A10 jeliiek
helyezkednek el a mesencephalonban, a tobbi az agytorzstdl rosztralisan talalhato [38,
43].

Az agytorzsi dopaminerg projekcios neuronok axonjai két kdtegbe tomorilve, rosztralis
irdnyban futva hagyjak el a kdzépagyat. A nigrostriatalis rostok a substantia nigrabdl
indulnak, és a striatumban, a nucleus caudatusban és a nucleus lentiformisban végzdnek.
A mezolimbikus-mezokortikélis rostkteg az A8-Al0 mindegyikébdl tartalmaz
axonokat, melyek a medialis eldagyi koteghez csatlakozva érik el a limbikus rendszer és

a nagyagykéreg kiilonbozo részeit [38, 43].
2.2.3.4. A monoaminerg rendszerek gyakorlati jelentdsége

A szerotoninerg, noradrenerg, dopaminerg rendszerek axonjai behal6zzak szinte az egész

kozponti  idegrendszert, ¢és a legkiilonbozOobb teriileteken szabaditjak  fel
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neurotranszmittereiket. EImondhat6 tehat, hogy a monoaminrendszerek hatassal vannak
a legtobb kozponti idegrendszeri miikodésre. Szerepet jatszanak a szenzoros
folyamatokban,  tobbek  koz6tt a  nocicepcidban, illetve az  endogén
fajdalomcsillapodasban [65, 66], a motoros palyarendszerek és kérok szabalyozéasaban
[67-70], a gerincvel6i, agytorzsi reflexaktivitds kialakitdsdban [71, 72]. A
hipotalamuszon Keresztiil a szervezet hormonhéaztartasat és a zsigeri mikodéseket
befolyésoljék [73-76]. A limbikus rendszer aktivitasanak modulacidja révén erételjesen
hatnak az érzelmekre, a szexualis magatartasra [77-81]. Az agykéreg altalanos ingertileti
allapotanak befolyasolasa révén szabalyozzak az alvast és az ébrenlétet, tovabba a
figyelemmel 6sszefliggd folyamatokat [82]. Szamos pszichiatriai entitas, pl. depresszio,
panikbetegseg, skizofrénia hatterében a monoaminrendszer miikodési zavarai allnak, igy
a monoaminok anyagcseréjébe torténd célzott beavatkozas a pszichofarmakologia és az

elmegydgyaszat egyik leghatékonyabb terapias eszkdze [38, 83-90].
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2.3. A tirozin-hidroxilaz

2.3.1. A katekolaminok élettani jelentésége és bioszintézise

Katekolaminoknak nevezziik azokat a fenil-alkilamin-szarmazékokat, amelyekben a
benzolgylirh 3. és 4. helyén hidroxilcsoport van. Ide sorolhat6 biogén vegyiiletek a
dopamin, a noradrenalin és az adrenalin, melyek neurotranszmitterként, illetve
hormonként is funkcionalnak. Testszerte szamos helyen — a kdzponti, a periférias és az
autondm idegrendszerben egyarant — megtalalhatok mind az eldallitasukra és
szekrécidjukra képes, mind a megkotésiikre alkalmas receptorokkal rendelkezd és adott
biokémiai valaszreakcidt kialakitdo sejtek. Ennek megfeleléen szerepkoreik is
meglehetdsen szertedgazok. Szamos vegetativ reflexet modulalnak, részt vesznek
somatomotoros, vasomotoros es kardialis folyamatok szabalyozasaban, befolyésoljak a
magatartast, a tudatos észlelést, a fajdalomérzékelést, kiilonb6zé stresszorokra adott
valaszok kialakitasat, az éberséget, az alvast és az ébrenlétet, illetve endokrin funkciokkal
is rendelkeznek [91].

A katekolaminok bioszintézise az erre képes neuronokban, illetve a mellékvese
vel6allomanyanak chromaffin sejtjeiben a kovetkezOképp zajlik (1. abra). A tirozin-
hidroxilaz (TH) nevii enzim katalizalja az els6 és egyben sebesség-meghatarozo lépést,
melynek soran tirozin, tetrahidrobiopterin (BH4) és molekularis oxigén reakcidjaban
keletkezik L-3,4-dihidroxifenilalanin (L-DOPA) és pterin-4a-karbinolamin. A masodik
Iépésben az aromas aminosav-dekarboxilaz enzim kézremitkodésével L-DOPA-bOI szén-
dioxid kilépésével dopamin keletkezik. A dopaminerg idegsejtekben a tovabbi reakciokat
katalizalo enzimek nincsenek jelen, bennik a katekolamin szintézis folyamata ezen a
ponton megall. Noradrenerg és adrenerg sejtekben, a sejtplazméan beluli vezikulakban,
egy dopamin-B-hidroxilaz nevii enzim teszi lehetévé noradrenalin és viz képz6dését
dopaminbol, molekularis oxigén felhasznalasaval, redukalt aszkorbinsav jelenlétében.
Adrenerg sejtekben még egy tovabbi enzim is jelen van, melyet feniletanolamin-N-
metiltranszferaznak hivnak, és a végso 1épés Kkatalizilasaért felelés. Ennek soran S-
adenozilmetionin metildonor S-adenozilhomociszteinné alakuldsa mellett metilalodik a

noradrenalin molekukajanak nitrogénje, ezzel adrenalint képezve [92, 93].
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1. &bra. A katekolaminok bioszintézise (forras: [94])

2.3.2. A TH szerepe

Ahogy arra fentebb kitértem, a TH a katekolamin-bioszintézis sebesseég-meghatarozé
lépését katalizald enzim. Magatdl értetédo tehat, hogy e molekula kiemelt fontossaggal
rendelkezik, hiszen mennyiségének és aktivitdsanak finom szabalyozasa lehetvé teszi a
reakciout végtermékeinek fokozott vagy csdkkent képzését, kozvetve tobb vagy kevesebb
katekolamin felszabaditasat, és végiil nagyobb vagy kisebb mértékii posztszinaptikus,

pontosabban posztreceptoridlis valasz kialakitasat. Nem véletlen, hogy az ¢l6
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szervezetben oly sok alabb reszletezett mechanizmus alakult ki épp ennek az enzimnek —

és nem a katekolamin-bioszintézis egyéb enzimjeinek — a regulaléséra.

A TH kulcsfontossagu szerepét az is alatdmasztja, hogy a diszfunkcionalis TH-génnel
rendelkez6 transzgenikus egerek tobbsége még az anyaméhen belll elpusztul, azon
kisebbség pedig, amely vilagra jon, szintén nem él tovabb 5 hétnél [95, 96]. Kiemelendd
tovabba az is, hogy a minddssze 53 ismert egypontos nukleotid-polimorfizmus kozul,
melyeket a human TH génjének exonjaiban irtak le, sok igen szoros kapcsolatban all
kilonféle sulyos rendellenességekkel, példaul mozgaszavarokkal, pszichiatriai
korképekkel [97-99].

2.3.3. A TH aktivitasanak és mennyisegének szabalyozasa noradrenerg-adrenerg
sejtekben

2.3.3.1. A TH aktivitasanak szabalyozasa

A TH enzim aktivitasanak fokozodasat vagy csokkenesét a molekula szerkezetének
modosulasai  teszik lehet6vé. Az aldbbiakban a foszforilacio-defoszforilacio
mechanizmusai kerllnek bemutatasra, melyek jellemzéen révid tava, gyors valtozasok

gyorsabban érvényesiilé hatassal.

A protein kinazok altal végzett foszforilacio, és a protein foszfatazok katalizalta
defoszforilacio IehetOséget teremt arra, hogy szamos kiilonboz6 sejtélettani valtozast
el6idézo faktor a maga igényeinek megfelelden gyorsan finomhangolja a TH tartalmu sejt
katekolamin szintézisét. Ezt akar ugy is megfogalmazhatjuk, hogy a katekolamin
szintézis a TH szabalyozdsdnak e forméja altal képes rovid idon beliil alkalmazkodni
szamos sejtszinti vagy szubcelluldris mikro-, ¢és akar egész szervezet szintii
makroallapothoz, megteremtve ezzel a lehetéségét annak, hogy sajat hatasfokat mindig a

maximumhoz kozel tartsa.
Az enzimaktivitas foszforilacio-defoszforilacio altali szabalyozasa, mind a TH esetében,

mind altalanossagban véve, kétségkivil az egyik legmélyrehatébban tanulmanyozott

terlilete a sejtfolyamatok metabolikus kontrolljanak [100-103]. A rendelkezésre allo
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irodalom ennek megfeleléen igencsak bdéséges. A TH enzim négy foszforilacios
valtozasok kapcsan kitiintetett szerin aminosavval bir [104], melyeket a kovetkezOkben
kivanok bemutatni a szabalyozasukat végz6 kinazokkal és foszfatazokkal, illetve a rajtuk

bekovetkezo foszforilacid enzimaktivitasra gyakorolt hatasanak ismertetésével egyiitt (2.

abra).
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2. abra. A TH foszforilacioja (forras: [94])

In vitro nyolc protein kindzrol bizonyitottak, hogy a 40-es helyen levé szerint képesek
foszforilalni. Protein kindz A (PKA) ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) hatasara
[104], protein kinaz G (PKG) a ciklikus guanozin-monofoszfat (cGMP)-nitrogén-oxid-
atvonal aktivaldédasa kovetkeztében [105], protein kindz C (PKC) foszfolipdz C-t (PLC)
aktivalo agensek miikkodésének, illetve forbol-észterek jelenlétének eredményeként [106],
mitogén aktivalta protein kindz aktivalo protein kindz 1/2/5 (MAPKAPKZ1/2/5) valamint
mitogén és stressz-aktivalta kinaz 1 (MSKI1) pedig a sejtszintli stresszvalasz
kialakitasanak keretein belul kapcsolnak foszfocsoportot a szoban forgd aminosav
oldallancéhoz [107, 108]. A defoszforilaciot az esetek dontd tobbségében a foszfoprotein
foszfataz 2A (PP2A), ritkabban a foszfoprotein foszfataz 2C (PP2C) végzi [102, 109]. A

40-es szerin foszforilalasa a katalitikus domén konforméaciévaltozasan at fokozza a BH4
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kotéséért felelds lokusz affinitdsat szubsztratjahoz, és a maximalis enzimsebesseget is

noveli, tehat egyértelmiien és nagymértékben fokozza az enzim aktivitasat [107, 108,

110].

A kalcium-kalmodulin-dependens protein kindz 1l (CaMPKII) az az enzim, amely
legnagyobb valosziniiséggel felelés a depolarizacio, és az ezt kdvetd intracelluldris Ca?*-
foszforilacidért [102, 111, 112]. A defoszforilaciért itt is a PP2A és a PP2C enzimek
felelosek [102]. A vad tipusu TH 19-es szerinjének foszforilalasa 6nmagéaban semmilyen
korilmények kdzott nem eredményez aktivitasbeli valtozast, am sok esetben megel6zi és
eldsegiti a 40-es szerinen keresztiili szabalyozast, ami viszont egyértelmiien fokozza az
enzim aktivitasat [110, 113]. Ezen kivil, ha a 19-es helyen foszforilalt enzimhez egy 14-
3-3 protein nevili dajkafehérje is kapcsolodik, az aktivitas szintén fokozodik [114-116].
Ennek jelentdsége nem teljesen tisztazott, de az, hogy az agyban szamos helyen boséggel
expresszaljak a TH tartalmu sejtek az emlitett chaperont, arra utal, hogy a 19-es szerin
foszforilalodasanak mégis sok esetben fontos szerepe lehet az aktivitds modulalasaban
[116, 117].

Egy mitogén aktivalta protein kinaz (MAPK), név szerint az extracellularis szignal-
regulalt kindz 1/2 (Erk1/2) a TH 31. helyén levé szerint foszforilalja, mégpedig sokféle,
szerteagaz0, egymastdl gyakran fuggetlen stimulus inditotta jelatviteli (foszforilacios —
hiszen az enzim maga is foszforildlva aktiv) kaszkad és reakciout egyik kozos
végpontjaként. Kimutattak PKC-fiiggé és PKC-fliggetlen folyamatokban egyarant,
melyek koziil utdbbira egy példa a ciliaris neurotrofikus faktor (CNTF) nevil citokin
szimpatikus neuronkultiraban megfigyelt enzimstimulalé hatasa [118]. A 31-es szerin
foszforilalodasa sokkal lassabban kdvetkezik be, mint a fentebb részletezett két szerin
helyen torténd szabalyozas. A defoszforilaciot végzd foszfataz jelenleg nem ismert. A
foszforilacid hatasara, idében ugyan sokkal jobban eltolva, de fokozodik az enzim
aktivitasa, a 40-es szerinnel kapcsolatban targyalt valtozasokhoz hasonléan, az enzim

BH4-hez val6 affinitasanak modosulasa kovetkeztében [119-123].
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A 8-as pozicioju szerin foszforilacidjanak kérdéskore tobb szempontbdl is sziirke zéna.
Elészor is a TH human izoforméaiban, egyéb alacsonyabb rendii allatfajokéitol eltéréen, a
8. helyen szerin helyett treonin talalhatd, &m ez énmagaban még nem zarna ki, hogy
szerepe legyen az aktivitas szabalyozasaban, mivel a legtdbb szerinen foszforilal6 enzim
val6jdban szerin/treonin-kinaz [124]. Ezen kivil magam sem zarom ki a bemutatand6
szerin helyek listajardl, mivel jelen disszertaciom megirasat lehet6vé tevo
kutatomunkamban zommel én sem emberbdl szarmazo mintdkkal dolgoztam.
Masodsorban, a két in vitro koriilmények kozott e helyen foszforilaciot eldidézni képes
enzimrol, egy sajat névvel el nem latott szerin/treonin kindzrol és az Erk1/2-r61, ami ezen
a lokuszon 9-szer kisebb mértékii foszforilaciot okozott, mint a 31-es szerinen [125], in
situ nem sikerllt ugyanezen képességlket bizonyitani [126, 127]. Végiil a dont6 érv,
amiért az enzimaktivitds szabalyozasanak szempontjabdl sziirke zdnaba tartozonak
tartjak a 8-as szerint, nem mas, mint az, hogy a tudomany jelen allasa szerint nincs
bizonyossag arra vonatkozdan, hogy barminemi jelentds regulatorikus funkcidhoz
kothetd lenne az itt bekdvetkezo foszforilacio. Valdszinii, hogy a 8. helyen levé aminosav
foszforilacios allapota az enzim stabilitdsanak szinte elhanyagolhatéan kismértékii
novelésén kivul semmiféle szereppel nem bir a TH aktivitasa, és a katekolaminok
szintezise tekintetében [127, 128].

2.3.3.2. A TH sejten beltli mennyiségének szabalyozasa

A hirvivé ribonukleinsav (MRNS) és a fehérje sejten beluli mennyiségének
szabalyozasarol altaldnossagban elmondhato, hogy hosszabb id6 alatt kifejlodd és
tartosabb hatdsu valtozasok, mint a mar jelen levé enzimmolekula aktivitdsanak
modulalasa. Harom mechanizmus sorolhat6 ide. A génrdl folyo atirodas transzkripcios

kontrollja (3. abra), amRNS életidejéet befolyasold folyamatok, illetve az enzimmolekulat

crer
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Szamos enzimaktivitast ndveld tényezordl, allapotrol elmondhato, hogy tartos jelenlétiik,
valamint fennallasuk esetén sejtmagbeli valtozasokat is indukalnak. Ilyen példaul a sejten
beliili Ca?*-szint emelkedés kozvetitette CaMPKII altali, vagy a cAMP-szint novekedés
medialta PKA altali promoter-szabalyozas. Elébbi a kalcium-reszponziv elem/ ciklikus
adenozin-monofoszfat-reszponziv elem 1 (CaRE/CRE1), utobbi pedig a ciklikus
adenozin-monofoszfat-reszponziv elem 1/2 (CRE1/2) I6kuszokon foszforilalva indit be
transzkripciot fokozo valtozasokat [122, 129]. Az aktivator protein-1-kotéhellyel (AP-1)
egylitt e promoterszakaszok jatszak egyébként a fo szerepet a bazalis mRNS-atirodas
biztositdsaban, mig az indukalt expresszio foként a CRE, kisebb mértékben az AP-1-
kotéhely és a hipoxia-reszponziv elem (HRE) kozremiikodésével torténik [130]. A
hipoxia hatasara bekovetkez6 valtozasokrol kimutattak, hogy a c-Fos nevii protoonkogén
expressziojahoz kotottek [131], hasonloképpen, mint az immobilizacios stresszben
emelked6é szintii forbol-észterek indukalta korai novekedési valasz feheérje-
1/szteroidogenikus faktor-1 (Egrl/Spl) promoter-szakasz aktivacioja [132, 133]. A
felsoroltakon kivil rendkivil sok tovabbi faktorrol bizonyitottdk mar, hogy a TH

promoteréhez kotédve eldsegitik a génrdl torténd atirast. Nikotinos kezelés CRE-hez
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kapcsoltan, a biologiai nem 6sztrogén hormonokon keresztiil 6sztogén reszponziv elemen
(ERE) szabalyoz [94]. A gén intronjai koziil az elsével kapcsolatban irt le Romano és
tarsai szabalyoz6 funkcidkat egérben, ahol megfigyeléseik alapjan cisz-regulatorikus
elemként mikodik a génszakasz. Szintén Ok vetették fel az epigenetikus szabalyozas
lehetéségét, mely a H3-as és a H4-es hisztonok acetilacidéjahoz kapcsoldédd folyamat
[134-140].

A promoter aktivitasat fokozd folyamatok egy része a mRNS életidejét is noveli. Ezt a
molekula 3° végén el6idézett valtozasokkal érik el [141, 142]. A 27 bazisparbdl allé nem
transzlalédé régidhoz hipoxia hatasara hipoxia-indukalta fehérje kotédik, ami meggatolja
az atirat lebomlasat [142, 143]. Nikotin-kezelés hatésara név szerint azonositatlan, de a
stresszben megfigyelhetd cAMP-szint emelkedés kdvetkeztében aktivalodo, szintén a 3’
véghez kotddni képes €s ott hato poli(C)-kotd fehérjétdl kiilonbozo faktorok stabilizaljak
a mMRNS-t [144, 145].

Az enzimaktivitas rovidtava fokozasaban fontos szerepet jatszO négy szerin reziduum
kozil a 8. és a 19. helyen levOk foszforilalodasa magasabb, mig a 31-es és a 40-es
mint amit a foszforilalatlan, vad tipusu izoforma esetén megfigyeltek. Ez 6sszhangban all
azzal a kisérletes tapasztalattal, mely szerint a proteaszomalis lebomlas felé vezetd uton
az elsé allomas, még az ubiquitinaciot megelézendo, az enzim destabilizdlodasa, amit a

31-es, vagy a 40-es szerinen bekovetkez6 foszforilacio eléz meg [146-148].

Ahogy valamennyi mechanizmus esetén, Ugy az ubiquitinacio és a lebomlas kapcsan is a
jelatviteli kaszkdd komponensei és a reakcios partnerek kozul nagyon soknak a
felfedezése és szerepének pontos leirdsa meg varat magara. Néhany részlet azonban
jelenleg is ismert. Shi és Habecker példaul kimutatta, hogy a TH ubiquitinacidja 31-es
szerinen foszforilalo Erk1/2-t61 fiiggé modon fokozodik egyes glikoprotein 130
receptorhoz koté gyulladasos citokinek — pl. a CNTF és a leukémia inhibitor faktor —
hatasara. Ez alapjan feltételezhet6, hogy az Erk1/2-nek fontos szerepe lehet a TH

ubiquitinacidjaban is [149].
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2.4. A kdzponti idegrendszeri stresszvalasz

2.4.1. A stresszrol altalanossagban

Az élettani, korélettani szakkifejezések kozul talan a stressz fogalma honosodott meg
leginkdbb a koznyelvben. E szohasznélatban jelentése idegesség, feszilltség. Az
élettudomanyokban azonban a fogalomnak sokkal szélesebb értelmezése van. A stressz
pontos definiciojat elészor Selye Janos adta meg 1950-ben [150]. O ekkor ugy
fogalmazott, a stressz a szervezet nem specifikus reakcidja minden olyan ingerre, amely
Kibillenti eredeti egyensulyi allapotabol, és alkalmazkodasra kényszeriti. Ezeket az
ingereket Selye stresszoroknak nevezte. Bar koncepcidjanak eredetisége épp abban allt,
hogy ramutatott a teljesen eltéré természetli artalmakra bekovetkezd valaszok kozos
vondsaira, ma mar tudjuk, hogy a szervezet némiképp kiilonb6zd stresszreakciokat
produkal szinte minden egyes noxara, stresszorra. Ezt a jelenséget a reakciok

stresszorfliggésének nevezzik [151-156].

2.4.2. A stresszorok

A stressz kivalto ingerei tobbféleképp klasszifikalhatok. A legalapvetdbb felosztas fizikali
és pszicheés stresszorokat kilonit el. Mig el6bbiekre példa barmilyen metabolikus,
kardiovaszkularis eltérés, traumatikus behatas, extrém hoterhelés, sugarzas, illetve
valamennyi fajdalmas inger, utdbbiak csoportjdba a hétkoznapi értelemben vett
stresszforrasokon kivil, mint pl. munkahelyi elvarasok, Iétbizonytalansag, szeparéacio,
gyasz, a kisérletes bioldgiaban is ismeretes fogalmak sorolhatok, csakdgy, mint a nagy
nyitott tereket jelentd ,,open field”, vagy a mozgaskorlatozasnak megfeleltethetd

,restraint” [155-158].

Maés szempontok alapjan is kategorizalhatok a stresszorok. Beszélhetlink igy, részben
atfedve az eldbbi felosztassal, belsd és kiilsd artalmakrol, vagy szétbonthatjuk Oket akar
befolyasolhatd és befolyasolhatatlan tényezdkre. Onkényesen megvont hatarvonal folé
esd stresszorokat nevezhetiink intenziveknek, mig az az alattiak lehetnek mérsékeltek.
Fontos a behatasok iddbelisége is, e logika mentén akut, (intermedier és) kronikus
dimenziokat emlithetlink [155, 157]. Amint az érzékelhet6, mar a stresszorok

csoportositasakor is sok esetben megmutatkozik, hogy a stresszelt egyed coping
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mechanizmusainak, megklzdési stratégidinak hatékonysaga fliggvényében egy-egy

noxativ tényezd besorolasa valtozhat [159].

2.4.3. A stresszvélasz

Mivel a stressz nem mas, mint egy stresszorra adott reakcid, a stresszvalasz kifejezés
redundans, azonban elterjedtsége és érzékletessége miatt alkalmazhatd. Mint azt a
bevezetoben emlitettem, a szervezet valaszreakciodi szinte minden kiilonb6z6 stresszorra
némiképp eltéréek lehetnek. Bar az alap séma, a Selye &ltal leirt klasszikus harmas, a
mellékvesék megnagyobbodasa, a csecsemOmirigy sorvadasa, valamint a
gyomornyalkahartya sériilése ugyan tovabbra is helytalld6 megfigyelésnek bizonyul,
legalabbis hosszabb tavon [160], ma mar tisztaban vagyunk vele, hogy a szervezet
reakcioi ennel sokkal komplexebbek, illetve, hogy mas-mas jellegi behatasokra adott
stresszvalaszok  k0zott  szignifikans  eltérések  mutatkozhatnak  hormon-  és
transzmitterszintekben [151], aktivalodo agyi regiokban [154], az egyed viselkedésében,
a reakciok idobeliségében [161]. Az is nyilvanvald tovabba, hogy a stressz egyedi
eltéréseket is mutat, hiszen nemhogy fligg a vizsgalt fajtol, nemt6l és életkortol, de az
ugynevezett ¢lettani edzettségtol, valamint a stresszhelyzet értékelésétol, egyéni

megitélésétol is [162-164].

2.4.3.1. A stressz fazisai, idobelisége

Selye eredeti modellje szerint a stressz, vagy mas néven az altalanos adaptacios
szindroma harom fazissal rendelkezik. Az inicialo esemény a stresszor jelentkezése,
melynek hatasa a homeosztatikus egyensaly révid ideig tarto kibillenése. Az ezt kovetd
masodik szakaszban, az aktiv ellendllas fazisdban kiilonb6zé kompenzatorikus
mechanizmusok dolgoznak a kezdeti allapot visszaallitasa érdekében. Végul, ha a
kompenzacio elégtelen, vagy a stresszort nem sikerll eliminalni, és a stressz tartosan
fennall, a kapacitasok kimertlnek, és a homeosztazis menthetetlendl felborul [160]. Mas
modon is megkdzelitheté azonban az idébeliség kérdése. A modern stresszkutatasban
leggyakrabban akut vagy kronikus stresszrél beszéliink, az alapjan, hogy a stresszor
egyszer, rovid ideig, esetleg tobbszor, de egymastol idében kelléen szeparaltan vagy

tartdsan, folyamatosan, hosszt idon at hatott-e a vizsgalt egyedre.
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2.4.3.2. A stressz soran aktivalodé legfontosabb idegrendszeri elemek
A stressz sorén bizonyos bioldgiai mitkodések azonnali megvaltoztatasara, és jovébeli
mintazatok mddositasara van szlikség, mely a kbzponti idegrendszer szdmos, szerteagazo,

példaul hormonalis vagy autondm szabalyozési, dontéshozatali, tanulasi és meméria-,

crer

A stresszvalasz kialakuldsanak elemi feltétele a stresszor detektalasa. Ez a megfeleld
inger érzékelését, a jel ingerlletté alakitasat, és szenzoros palyarendszerek révén torténd
tovabbitasat jelenti. Az informaci6 feldolgozésa, kiértékelése mar mindenkepp a kdzponti
idegrendszeren belil torténik. Amennyiben egy szituacio fenyegetésként interpretalodik,
szamos agyi régio bevonodasaval szamolhatunk [165].

Fizikai stressz soran a centralis jelfeldolgozast foként az agytorzs és a hipotalamusz végzi
[153, 154, 165-167]. Jol ismert tény, hogy a nucleus tractus solitarii (NTS) egy igen
fontos szerepléje a vegetativ reflexeknek (baroreflex, kemoreceptor regulacio) [168,
169], nem meglep6 tehat, hogy a fizikai stresszorjelek feldolgozasaban, a valaszreakciok
kidolgozasaban is kiemelt szereppel bir. Ha stresszrél van sz6, hasonloképp
megkerilhetetlen a LC. Noradrenerg rostjaival behal6zza az egész neuraxist, az eléagy
egyeduli noradrenalinforrasakeént szolgal, ezéltal befolyasolva olyan agyi funckidkat es
viselkedéseket, mint az alvas-ebrenlét, vigilitas, figyelem, révid- és hosszitavi memoria,
stresszvalasz [170, 171]. Stressz soran sejtjei jo1 megfigyelheté modon valtanak fazikus
tizelési mintazatrol ténikusra, mely a nyugalmi allapotra optimalizalt, koncentralt
figyelmet lehet6vé tevé mitkodés helyett egy kdrnyezetet monitorozd, éberséget, arousalt
fokoz6 munkamdd [82]. Efferens rostjaival kozvetlentl vetul a thoracolumbalis
gerincveld intermediolaterdlis magoszlopara is [172], csakugy, mint a rosztralis
ventrolateralis medulla neuronjai [173]. Ez az el6bbi target mar egyértelmiien a kimenetet
reprezentéalja, annak legalabbis egy részét, a vegetativ idegrendszer szimpatikus tagozatat.
Az emellett, ezzel Osszhangban miikodd paraszimpatikus idegrendszer egy masik
kimenete lehet bizonyos stresszvalaszoknak, legfontosabb agytOrzsbeli kozpontja a

nucleus dorsalis nervi vagi [174].
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A hipotalamuszon beliil a nucleus paraventricularis érdemel mindenképp kulon emlitést,
tekintve, hogy ez a mag a stresszvalasz perifériara torténd Kivitelében nelkilozhetetlen
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely szabalyozoi kozil a stressz szigndlok
legfobb integratora. Szamos szomatikus €s viszceralis, neurdlis és humoralis afferens
mellett limbikus és jutalmazasi kozpontok fel6l kap informaciot, melynek fliggvényében
kortikotropinfelszabadité hormon (CRH) és vazopresszin hipofizeélis portalis keringésbe
torténd kivalasztasan keresztiil a hipofizis eliilsé lebenyében termelt adrenokortikotrop
hormon (ACTH) rapid felszabadulasat idézi elo, mely végul a mellékvesekéreg
glikokortikoid szekrécidjat fokozza [175]. Emellett a nucleus paraventricularis egyéb,
CRH-t neurotranszmitterként hasznalé amigdala, nucleus interstitialis striae terminalis
(BNST), nucleus paragigantocellularis, nucleus prepositus hypoglossi eredetii rostokkal
egyutt noradrenerg LC idegsejtekkel szinaptizalva aktivalja e magot, mely a fentebb
emlitett fazikus-tonikus valtast, és a Kkiterjedt noradrenerg rosthalozat révén a
szimpatoadrenomedullaris rendszer aktivacidjatol kezdve végsé soron a kérgi adaptacios

valasz eléfeltételeinek megteremtését is jelenti [171, 176].

Pszichés, emocionalis, kognitiv stressz esetén magasabb rendi, jellemzden eléagyi régiok
aktivalodasa is megfigyelhetd. Bar mitkodése igen komplex, kiilonbozo részeinek akar
merében eltéré szerepei lehetnek a stresszvalasz bizonyos részfolyamatainak
koordinalasaban [177, 178], mas kulcsfontossagu stresszkdzpontokkal olykor nincs
direkt dsszekottetése [179, 180], mégis a prefrontalis kéreg messzemendkig az egyik
legjelentdsebb ilyen tertlet. A ventralis tegmentalis area fel6l érkezé gazdag dopaminerg
afferentacioja egyedilalldo a neocortexen belll. Egyes averziv stimulusok e rostozatot
gyors tiizelésre késztetve érik el a kérgi neuroadaptacios valaszt, mely a késdbbiekben
hasonlo stresszorokra mar intenzivebb reakciot tud eredményezni [181]. A LC feldl
érkez6 noradrenerg rostok szerepe a stressz kapcsan a figyelmi folyamatok
atkalibralasdban, a fokuszalt figyelem Kiterjesztésében, valamint az Uj emléknyomok

konszolidaci6jaban, a tanulasban rejlik [176].
A negativ tapasztalatok kapcsan szerzett emléknyomok konszolidaciéjaban, és igy a

tanuldsi folyamatban, valamint a késébbickre vonatkozoan az adekvat elkeriilé

magatartas vagy megkuzdési stratégia kialakitasaban két prefrontalis kéreggel szorosan
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egylttmiikodé kozpontrol tennék meg emlitést: az amigdaléardl, illetve a
hippokampuszrél. El6bbi mag bazolateralis része érzelmileg megterhelé eseményeket
kovetden fokozott spontan tiizelési hajlamot mutat, mely arra enged kovetkeztetni, hogy
az ilyen helyzetekben akvirdlt tapasztalatok hossz( tavi memaridban torténd rogzitését
facilitalja [182, 183]. A bazolateralis amigdala egyik f6 kimenete a centralis és a medialis
amigdala, melyek ugyan kdzvetve maguk is vetiilnek a nucleus paraventricularisra [179,
184], &m Gjabb, optogenetikus vizsgalatok alapjan sokkal fontosabbnak tiinik az ezzel
ellentétes iranyu direkt projekcid, mely a hosszu tavu, félelmi emlékek el6hivasaban visz
fontos szerepet [185]. A centréalis és a medialis magok periaqueductalis sziirkeallomanyba
futd rostjai szintén meghatarozénak bizonyultak egyes félelem kondicionalasos
kisérletekben [186].

A hippokampusz CA1 mezdbeli, illetve az ezzel hataros subiculum piramissejtjeibdl
érkez6 rostok excitatorikus szinapszisokkal végzOédnek a prefrontalis kéregben és az
amigdalaban. Ezutobbi egyébként bidirekcionalis kapcsolatot tart fenn a
hippokampusszal, mely egytittmiikodésbe a prefrontalis kéreg is beleszdl [187-189]. Ezen
Osszekotteteseknek meghatarozé szerepe lehet a rovidtavii memoriaban, sét en bloc a
kognicioban, valamint az emocionalis regulaciéban [190]. A hippokampusz a
stresszvalasz kialakitasaba egyéb mddokon is beleszol, kdzvetlen befolyassal van példaul
a legfobb jutalmazasi kézpontra, a nucleus accumbensre, a BNST-re és hipotalamikus
magokra [191-193]. Erdekes modon a nucleus paraventricularist, melyre gatld hatast fejt
ki, a hiptoalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelynek mintegy negativ feedback

szabalyozasat megvaldsitva, multiszinaptikus Uton éri el [194-196].

2.4.3.3. A stressz mediatorai

A stresszor tipusa, kontextusa, idOtartama, az alanytol fliggd tényezdk, mint példaul
genetikai hattere, kora, neme, élettani edzettsége, illetve pusztan az a tény, hogy a
stresszvalasz a szervezeten belll rengeteg, egymassal szoros kapcsolatot fenntarto
kdzpont egylittmiikodése révén jon létre egy meglehetésen komplex, tobb valtozos
fuggvényrendszerként teszi leirhatova a stresszfolyamatokat [156, 157, 197, 198].
Erzékletes metaforaval élve ez a stresszmatrix egy nagyon sok serpenydjii piaci

mérlegként képzelhetd el, melynek kozépallasbol kibillend nyelve a homeosztatikus
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egyensuly megbomlésat, a kompenzaciok hatdsara a nyelv kdzépallasba valo visszatérese
pedig az allosztazist szimbolizélja. E rendszerben minden egyedi stressz szituaciora
hatékony valasz kell, hogy sziilessen, igy szinte magatol értet6dd, hogy a gépezet
finomhangolasahoz hirvivé molekulak egész repertoarjara van sziikség. Az aldbbiakban
e molekuldk, méas néven a stressz mediatorok harom legfontosabb csoportjanak,
monoamin neurotranszmitterek, peptidek és szteroid hormonok csoportjainak

képvisel6irdl, stresszben jatszott szerepérdl irok bévebben.

A monoaminok stressz indukélta felszabadulasa rendkivil gyors, altalaban mar
masodpercekkel a stresszor detektalasat kovetben megtorténik. Hatasukat G protein
kapcsolt receptoraikon hasonléan gyorsan fejtik ki, természetesen csak azon sejtekben,
amelyek felsziniikon kifejezik a megfelel receptorokat. Stresszt kovetden rengeteg agyi
régioban mérhetdk emelkedett monoaminszintek, mint példaul a hippokampuszban, az
amigdalaban, a prefrontalis kéregben és a nucleus accumbensben [153]. Egy-egy
transzmitter hatasdnak erdssége €s pontos jellege azonban a felszabadulas helyén kiviil
mas tényezOktol is fligg, ahogy az imént is utaltam ra, posztszinaptikus szinten is kodolt:
a receptorok jelenléte, eloszlasa és affinitasa is mérvado. Megfigyelhetd, hogy az egyes
monoaminok rajuk jellemzo viselkedési mintazatokat, miikodéseket kdlcsondznek a korai
stresszvalasz soran az egyednek. Mig a noradrenerg tonus emelkedése a fokuszalt
figyelem egész kornyezetre vald Kiterjesztésével jar [82], a dopamin a
kockéazatbecslésben, valamint a dontési stratégiak hatékonyabb kidolgozasaban segit
[199], a szerotonin pedig a dontéshelyzettel jardé szorongas oldasaban bir meghatarozé

szereppel [200].

A Klasszikus stressz neuropeptidek a hipotalamusz nucleus paraventricularisdnak
kissejtes részén termel6dé6 CRH, valamint a nucleus paraventricularis nagysejtes részén
és a nucleus supraopticusban termel6d6 vazopresszin. E16bbi amellett, hogy hormonként
a hipofizis mellékvesekéregre hato ACTH termeld sejtjeit szabalyozza,
neurotranszmitterként is jelen van olyan agyi stresszkézpontokban, mint a centralis
amigdala vagy a LC [171, 201, 202]. Helyi neuromodulacids hatasa masodpercek, percek
alatt jelentkezik, koszonhetden a G protein kapcsolt receptorainak és a posztreceptorialis

jelatvitelnek. Mas CRH receptorokon hatni képes neuropeptidek is ismeretesek, példaul
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az urokortinok, melyek az agytorzsi Edinger-Westphal magbdl felszabadulva az akut
stresszvalasz soran CRH-hoz hasonlé funkciokkal birnak [203]. A vazopresszin
legismertebb, antidiuretikus hatasat a vese gylijtdcsatornaiban fejti ki V2 receptorokon,
azonban stresszhormonként sem elhanyagolhatd szerepe, ugyanis a hipotalamo-
hipofizelis rendszeren beltl VV1b receptorokon hatva a CRH szinergistajaként dolgozik
az ACTH felszabaditasaban [204].

Az agyi stressz szempontjabdl relevans szteroidok a mellékvesekéregben pulzatilis
maddon szintetizalt, nyugalomban cirkadian ingadozast, stressz sordn meredeken
emelked6 plazmakoncentraciét mutatd kortikoszteroidok [205]. Ragcsalokban
legpotensebb képviseldjiik a kortikoszteron, emberben a kortizol. Atjutasukat a vér-agy
gaton tobbek kozott bizonyos p-glikoproteinek szabalyozzak [206]. Bar a kiterjedt agyi
kapillarishalozat azt sugallja, hogy e vegylletek az 6sszes idegsejtet és gliaelemet elérik,
val6jaban az ¢ esetiikben is receptoraik eloszlasa a dontd. A klasszikus kortikoszteroid
receptorok intracellularis molekuldak, melyek ligandkotés hatasara a sejtmagba
transzlokalodnak, ¢és kiilonbdzé gének transzkipcidjara fejtik ki lassabb, de tartdsabb,
orak, napok alatt érvényesiild hatasaikat. Ugyan léteznek sejtfelszini membran receptorok
is, am roluk még keveset tudunk, igy targyalasuktol jelen disszertacioban eltekintek. A
hagyomanyos intracellularis receptorok két fo tipusa a mineralokortikoid receptorok,
melyek ligand iranti affinitasa magas, igy még alacsony kortikoszteroidszintek mellett is
tobbé-kevesbé telitettek, illetve a glikokortikoid receptorok, melyek affinitasa kdzel egy
nagysagrenddel alacsonyabb, mint az el6bbické, igy alaphelyzetben csak részben
telitettek, ezért a stressz kapcsan a megemelked6 szteroidszintekre 6k azok, akik tovabbi

hormonkdtéssel reagalni tudnak [166].
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2.5. A liquor mediélta volumen transzmisszio

2.5.1. Aliquorkeringés

Az agykamrikat és a subarachnoidealis teret kitoltd liquor cerebrospinalis foként az
oldalkamrak plexus choroideusai révén képzddik. A foramina interventricularén keresztiil
bejut a harmadik, majd onnan az aqueductus cerebrin 4t a IV. agykamraba. Innen a
Magendi-, illetve a Luschka-féle nyilasokon a kiilsé liquorterekbe kertil, szétteriil az agy
kiilsé felszinein, korbeveszi a gerincvel6t. Legnagyobb mennyiségben a dura mater
sinusaiba szivadik vissza a granulationes arachnoidealesen keresztiil, egy részét azonban
az agyi parenchyman bellli glimfatikus keringés veszi fel, a Virchow-Robin-rések
mentén. Legkisebb hanyada az agyidegeket és a gerincvel6i idegeket koriilvevd

perineuralis agyhartyahlivelyek segitségevel a nyirokerekbe keril [207].

Emberben 24 6ra alatt atlagosan 600 ml liquor képzédik, amely 150 ml-es 6sszliquorterrel
szamolva napi 4-szeri kicser¢lodést feltételez [207]. Ragcsalokban ezek a térfogatok joval
kisebbek, egy feln6tt patkanyban példaul mindossze 275 ul, egérben pedig még ennél is
kevesebb, 40 pl cerebrospinalis folyadékkal szamolhatunk [208, 209].

2.5.2. Volumen transzmisszié a kozponti idegrendszerben

A szinaptikus transzmisszio a leggyakrabban és legrészletesebben targyalt intercellularis
jelatvitel a kozponti idegrendszerben. Jelentdsége nem is vitathatd, mivel a magasabb
rendli allatokban, igy az emberben is a legaltalanosabb interneuronalis kapcsolatnak
mondhatd, mely egy pontos, gyors, megbizhatd sejtkdzti kommunikaciot kepes
biztositani a bonyolult halézatok elemei kodzo6tt. Fontos azonban latni, hogy az
interneuronalis kapcsolatoknak léteznek egyéb fajtai is, melyeket szemiigyre véve az is
kittinik, hogy bar a szinaptikus transzmisszio a legnépszeriibb megoldas, Kialakitasa és
fenntartasa rendkivil energiaigényes folyamat a tobbi, jellemzéen Osibb jelatviteli
tipushoz képest [210, 211]. Az alabbiakban ez utébbiakrdl kivanok egy rdvid attekintést

nyujtani.

A volumen transzmisszié a molekularis szignaloknak, ionoknak az agyi extracellularis

tér minden iranyaba torténé diffundalasaként foglalhaté Gssze. Ez nagyon gyakran
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tényleges egyszert diffuziot jelent, melynek soran persze figyelembe kell venni, hogy a
celluléris komponensek milyen alaku teret hagynak szabadon maguk kdzétt, olykor
viszont a neuronok transzmittereiket célzottan idegrostkotegek vagy erek kdzelébe uritik,
hogy kommunikacids csatornakként hasznaljak az ezek mentén jelen levo preformalt
réseket a target sejtek eléréséhez [212]. Egy harmadik leleményes megoldas, ami még
mindig extracellularis tér medialta transzportnak szamit, a liquorba torténd transzmitter-
felszabadités. A cerebrospinalis folyadek rendelkezik egy fix aramlasi irdnnyal, igy ezt a
kdzeget, mint vektort, bizonyos kamrafalhoz kozeli sejtek, példaul ependima sejtek, fel
tudjak hasznélni, és Kkis energiaraforditassal tavolabbi helyekre el tudjék juttatni
iizeneteiket. Ezt a jelenséget, amikor a transzmittert felszabadito sejt és a célsejten levo
receptor kozott ilyen nagy, milliméterekben vagy akér centiméterekben mérheté a
tavolsdg, transzmitter-receptor mismatch néven tartja szamon az irodalom.
Karakterisztikus elemei a volumen transzmisszionak tébbek kdzott a lipidoldékony vagy
gaznemi hirvivé molekulak, a szinaptikus specializacidkat nélkiil6z6 axonvarikozitasok,
illetve a vezikularis fGzi6 helyett a kevéssé szabalyozott reuptake transzportereken
keresztiili, forditott iranyba torténd transzmitterleadas [213]. A fentiek alapjan maris
korvonalazodik, hogy a volumen transzmisszid egy meglehetésen esetleges és a
szinaptikusnal sokkal lassabb jelatvitel, melyet alacsony célsejt-aktivacios valosziniiség
is jellemez. Térben ugyan kiterjedtebb, globalisabb az informacidaramlas, a forras-célsejt
arany joval magasabb, mint 1:1, azonban mindez pontatlansaggal, bizonytalansaggal jar.
Ezt igyekszik kompenzalni az, hogy a tavoli, elszort receptorok magas affinitassal birnak,
illetve az, hogy mivel nincs egy gondosan felépitett kapcsolostruktura, a jelatvitel nagyon

alacsony energiaraforditassal végezhet6 [210, 211, 214-216].
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3. Célkitiizések

1. A secretagogin fehérje agytorzsi el6fordulasanak vizsgalata ragcsalokbdl, majd
emberb6l szarmazO sorozatmetszeteken immunohisztokémiai modszerek
segitségével. Az eloszlasi mintdzat egyéb kalciumkotd fehérjékkel, ismert

funkciondlis rendszerekkel val6 atfedésének megéallapitasa.

2. A secretagogin és a TH nagyfoku kolokalizacidja lehetséges okainak — foként az
enzim génjének expresszidjara, illetve szerin reziduumainak aktivitast
befolyasol6 foszforilacidjara gyakorolt hatdsainak vizsgalata. A secretagogin

interaktiv partnereinek feltérképezése, jelatviteli kaszkadba torténd beillesztése.

3. A CNTF szerepének tisztazésa: felszabadulési helyének, transzmisszidjanak,
tirozin-hidroxildzra  gyakorolt  hatdsanak, a  koOzponti idegrendszeri

stresszvalaszban betoltott funkciojanak felderitése.

4. A secretagogin jelenlétének és a TH foszforilacidjanak vizsgalata a LC eredetti
noradrenerg rostok nagyagykergi céltertileteiben, kulonos tekintettel az akut

stresszben kulcsfontossagu medialis prefrontalis kéregre (mPFC).
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4. Anyag és modszer

4.1. Allatok

A Kisérleteim soran 6sszesen Otvenkét 12 hetes, tizenegy 6 hetes, hat 5 napos him
patkanyt (Wistar), négy 12 hetes néstény patkany (Wistar) 18 napos embrioit, valamint
hatvanot 12 hetes egeret (C57BL/6) hasznaltam fel. Standard allathazi kortilményekkel
dolgoztunk, 12 6ra megvilagitast minden nap 12 6ra sotétség kovetett, taplalékot és vizet
ad libitum biztositottunk az allatok szdmara. A Kisérleteket a kisérleti és egyéb
tudomanyos célokra felhasznalt gerinces allatok védelmérdl sz616 Europai Egyezménnyel
(Protocols: ETS No. 170, ETS No0.123) @sszhangban, a XIV-1-001/2269-4/2012
ugyiratszamu allatkisérleti engedély birtokaban végeztem. Az allatokat a miitétekhez és
a perfuziohoz testtémeg kg-onként 50 mg ketamin, és testtomeg kg-onként 4 mg xilazin
elegyével altattam. Az anesztetikumokat intramuszkularisan vagy intraperitonealisan
juttattam be. Az allatok agyait perfazids formalin fixalast kovetéen vagy fixalas nélkiil,
azonnal szarazjegen fagyasztva tavolitottam el. Egyes kisérleteimhez Palkovits-fele
punch technikat [217] alkalmazva izolaltam 300 um vastag agyszeletekbdl a vizsgalando

részeket.

4.2. Human mintéak

A human mintadkon végzett immunohisztokémiai vizsgalataimat két olyan agyvel6bol
szarmazd metszeten végeztem, melyek perfizidja a két arteria vertebralis és a két arteria
carotis interna kanulalasaval, 4%-os formalinnal tortént (TUKEB 84/2014). Fehérje
analiziseimhez LC punch mintakat hasznaltam, melyeket Palkovits Mikléds professzor ar

Huméan Agybankja nyujtott laborunk rendelkezésére (1. tablazat).

4.3. LC szeletkultara

Az ex vivo kisérletemhez hat 5 napos patkany agyabol készitettem 300 pm vastag
koronalis metszeteket 4 °C-os, 100 egység/ml penicillint (Invitrogen) és 100 pg/mi
streptomycint (Invitrogen) tartalmazd Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
tapfolyadékban. A LC szintjében késziilt agyszeleteket 6 lyuku tapfolyadéktartokba, 0,4
Hm poérusméretli, CM filterrel ellatott metszettartora (Millipore) helyeztem. Az elsé 2

Ordban 2 mM L-glutaminnal, valamint 10%-0s magzati borjuszérummal dusitott
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Neurobasal Mediummal, tovabbi 24 6ran at pedig 2 mM L-glutaminnal és 2% B27-tel
Kiegészitett Neurobasal Mediummal biztositottam az explantok tulélését. Egy nap utan
2,5 pl utdbbival azonos médiumban feloldott 100 nanogramm rekombinans CNTF-et
(Sigma) fecskendeztem kozvetlenll az agyszeletekre. 20 perc elteltével a szoveteket
begytjtottem, mostam, TNE lizis pufferben homogenizaltam, és Western blotra

tovabbitottam.

4.4. In vivo géncsendesités

Az in vivo végzett secretagogin géncsendesités hatdsainak vizsgalatdhoz 6 patkanyon
végeztem beavatkozast. A mély altatadsba helyezett allatokat sztereotaktikus késziilékbe
fogtam, a fejbOrt és a bor alatti lagy szoveteket egy metszéssel megnyitottam. A
Bregmatol 9,6 mm-rel kaudalisan, 1 mm-rel laterdlisan 1 mm atmér6ji lyukat fartam,
majd a nyilason at az agyfelszint6l szamitott 5 mm-es mélysegben a V. agykamraba egy
Hamilton fecskend6b6l 10 percig tarto folyamatos injektalassal 4 pl térfogatban 6sszesen
1 nmol secretagogin vagy random szekvenciaju (scramble) révid interferalo RNS-t (GE
Dharmacon) juttattam be. 72 oras tulélést kovetden az allatokat ismét altattam, majd

transzkardidlisan perfundaltam dket, €s agyaikat feldolgoztam.

Az in vivo CNTF géncsendesitéshez tovabbi 16 patkanyt hasznaltam fel. A mély altatott
allatokat sztereotaktikus késziilékbe fogtam, a fejbort és a bor alatti lagy szoveteket egy
metszéssel megnyitottam. A Bregmatol 0,84 mm-rel kaudalisan, 1,2 mm-rel lateralisan 1
mm atméréji lyukat furtam, majd a nyildson at az agyfelszint6l szamitott 4,5 mm-es
mélységben a foramen interventriculare terlletére egy Hamilton fecskendébdl 10 percig
tartd folyamatos injektalassal 4 pl térfogatban 6sszesen 1 nmol CNTF vagy random
szekvencidju (scramble) rovid interferalo RNS (GE Dharmacon) oldatat juttattam be. 96
oréas talélest kovetden a kontroll és a kezelt csoportok felének 4%-os formalint adagoltam
hatsd végtagjaba, majd 60 perc elteltével az allatokat ismét altattam, transzkardialisan

perfundaltam dket, és agyaikat feldolgoztam.
4.5. Kolhicin kezelés

Bizonyos kettds jelolést alkalmazd immunohisztokémiai kisérleteim el6tt 3 patkanyon

intraventrikularis kolhicin kezelést végeztem. A mély altatasba helyezett allat fejének
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rogzitését, fejborének és lagy szoveteinek megnyitasat kdvetden 1 mm atmérdja lyukat
furtam a koponya megfelelé pontjan, a Bregmatol 0,5 mm-rel kaudalisan, 1,6 mm-rel
lateralisan. A nyilason at az agyfelszintél szamitott 3,5 mm-es mélységben, az
oldalkamraba 10 percig tarté folyamatos injektalassal, egy Hamilton fecskend6bol 100
pg kolhicint juttattam be, 6 pl fiziologids sooldatban feloldva. 48 6rés talélés utan az
allatokat ismét altattam, majd transzkardialisan perfundaltam Oket, és agyaikat

feldolgoztam.

4.6. Formalin stressz

Stressz Kisérleteim soran patkanyok vagy egerek jobb oldali hatsé végtagjanak
izomzatdba 50 pl 4%-os formalint adagoltam. Az injekciot kovetden az allatokat
visszahelyeztem ketreceikbe, majd a patkanyokat 20 vagy 120 perc elteltével, az egereket
20 perc elteltével dekapitaltam, hogy agyaikat eltavolitsam, majd -70 fokon fagyasszam.
A kontrollcsoportként szolgdlé allatok egeszen a dekapitacioig ketreceikben
tartdzkodtak.

4.7. Anterograd palyakovetés

A LC-Dbol kiindulé idegpalyak mPFC-beli és limbikus kérgi végzédéseinek vizsgalatahoz
4 patkanyon anterograd jelolést alkalmaztam. A mély altatdsba juttatott allat fejét
rogzitettem, a fejbOoron és a lagy szoveteken metszést ejtettem, végiil a koponya megfeleld
pontjan, a Bregmatol 9,7 mm-rel kaudalisan, 1,3 mme-rel lateralisan 1 mm atméréji lyukat
fartam. A nyilason at az agyfelszint6l szamitott 5,5 mm-es mélységben, a LC teriletére
Hamilton fecskend6bél 10 percig tartd folyamatos injektalassal 0,2 pl biotinilalt dextran
amint (BDA, 10%, 10 kDa, Molecular Probes) juttattam be. 7 nap talélést kdveten az
allatokat ismét altattam, majd transzkardialisan perfunddltam Oket, és agyaikat

feldolgoztam.

4.8. Retrograd palyakdvetés

A mMPFC-re vetiild, valamint a felszinikon CNTF receptorral rendelkezé LC-beli
neuronhalmazok atfedéseének vizsgalatahoz 4 patkanyon retrograd palyajeldlést
végeztem. A mély altatasba juttatott allat fejét rogzitettem, a fejboron és a lagy szoveteken

metszést ejtettem, végil a koponya megfeleld pontjan, a Bregmatél 3,5 mm-rel
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rosztralisan, 0,6 mme-rel laterdlisan 1 mm atméréjii lyukat fartam. A nyilason at az
agyfelszintél szamitott 3,5 mm-es mélységben, a mPFC teriiletére Hamilton fecskend6b61
10 percig tartdé folyamatos injektalassal 0,2 ul biotinilalt dextran amint (BDA, 10%, 3
kDa, Molecular Probes) juttattam be. 7 nap talélést kdvetden az allatokat ismét altattam,

majd transzkardidlisan perfundaltam 6ket, és agyaikat feldolgoztam.

4.9. CNTF beadas intracerebroventrikularis kanllén keresztul

Tizennégy 12 hetes him patkanynak, valamint negyven 12 hetes, CNTF, illetve
secretagogin génkiiitdtt vagy vad tipust egérnek helyeztem mély altatdsos miitét soran
tartds kanilt (PlasticsOne) az oldalkamrajaba, melyet cink-foszfat alap fogaszati cement
(PD C&B) és pillanatragasztd (Loctite) elegyével fixaltam a koponyatetohoz. A furasi
koordinatak a koponyateton a kovetkezdk voltak: patkanyok esetében Bregma +0,9 mm
rosztralisan, kozépvonal +1,4 mm lateradlisan, egerek esetében Bregma +0,2 mm
rosztrélisan, kozépvonal +1 mm lateralisan. A kemény agyhartyat egy 18G-s tii hegyével
nyitottam meg. A tartos kaniil egy kamra folyadékterébe érd, kiilsé végén milanyag
menettel ellatott fémhiivelybdl és egy ebbe pontosan illeszkedd, a menetre kiilsé miianyag
kupakjaval racsavarva rogzithetd fém csapbol allt. A fémhiively kiils6 és belsé atméroi,
tovabba a fémhively és a csap hossza patkanyok esetében 0,71 mm, 0,39 mm és 4 mm,
mig egerek esetében 0,71 mm, 0,39 mm és 3 mm voltak. A kanil beépitése utan 7 napos
tulélést kovetden az allatok egy fél perces dietil-éteres (Merck Millipore) bdditasban
részesiiltek, mely lehetové tette a kupakkal ellatott csapelem eltavolitasat, és egy
fémhiivelybe pontosan illeszkedd, annal f¢1 mm-rel hosszabban a kamra folyadékterébe
nyuldo, Hamilton fecskendd végére erdsitett milanyag mikrodializiscsé toldalékaul
szolgalo belsd kaniil bevezetését. Ezen a belsd kaniilon keresztiil keriilt beadasra az
allatok felének altalam készitett arteficialis cerebrospinalis folyadékbol (aCSF), a masik
feliknek aCSF-ben feloldott rekombinans CNTF-b6l1 (Sigma) patkanyok esetében 4-4,
egerek esetében 3-3 pl. 60 perccel a beadas utan az allatokon nyilt aréna (open field)
tesztet végeztlink, melyet dekapitacio kovetett. A frissen Kioperalt agyakat
rosztrokaudalisan feleztem, -70 fokon fagyasztottam, majd a kaudalis agyrészek
megfeleld régidin Western blot fehérje analizist végeztem, a rosztralis agyrészeket pedig
katekolamin analizis céljabol gyijtottem Ossze (utdobbiakban nagy teljesitményti

folyadékkromatografias (HPLC) méréseket kollaboracids partneriink végzett).
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4.10. Liquor mintavételezés

Enzimkapcsolt immunoszorbens vizsgalataimhoz (ELISA) négy 12 hetes formalin
stresszelt him patkéany és négy kontroll tarsuk 1V. agykamrajabdl vettem liquormintat. A
mély altatott allatok fejét sztereotaxids allvanyban rdgzitettem, a nyak maximalis
anteflexidja mellett, mely az allat orranak harapérad ald buktatasa révén volt precizen
kivitelezhetd. A bdérmetszést, illetve a tarkorégid izmainak szeparaldsat kovetden a
membrana atlantooccipitalison és vele egyiitt a kiilsé6 agyburkokon egy hajlitott hegyl
26G-s tii segitségével bemetszést ejtettem. A kisagy kaudalis felszine alatt egy 20 ul-es
pipettahegyet vezettem a IV. kamréaba és 2 perc alatt folyamatos lassu szivas mellett 15
pl liquort nyertem Ki.

4.11. Perfuzio, fixalas

Az allatokat haton fekvd pozicioban rogzitettem, a test kdzépvonaldban hosszanti
bormetszést ejtettem, majd a hasfal atvagasaval megnyitottam a haslireget. A
szegycsontot kardnyulvanyanal fogva felemeltem, ezutan kranidl felé divergald
vonalakban atvagtam a rekeszizmot illetve a bordakat. A mellkas mells6 falan ablakot
nyitottam, a szivburkot a szivrdl levalasztottam, s a bal kamra csticsan olloval nyilast
készitettem, melyen keresztil a felszallo aortaig vezettem be a perfuzids szerelék végét.
A transzkardialis perfuziét 50 ml fiziologias sooldattal, majd patkanyonkent 300,
egerenként 150 ml 4%-os formalinnal végeztem, melyet a miitGasztal szintje feletti 1 m-
es magassaghbol bocsatottam a véredényrendszerbe. A vér és a formalin szabad tavozasat

a jobb pitvar flilcséjének megnyitasaval biztositottam.

4.12. Metszés

A metszésre keriilé agymintakbol 50 vagy 300 um vastagsagu metszeteket készitettem,
elobbieket immunohisztokemiai kiserleteimhez, utObbiakat fehérje, valamint RNS
analizis céljabol. Az immunohisztokémiai kisérletekre szant metszeteket 1 éjszakan at, az
agyveld lemeriiléséig 30%-os cukoroldatba téve, hiitdszekrényben tartottam
krioprotekcid végett. A protedazok és ribonukledzok hatasat gatolandd, a fehérje és

nukleinsav analizisre eltavolitott agyveloket a feldolgozasig, majd a metszés utan a
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targylemezeket szérazjégen tartottam, munkdmat RN&z mentesitett kornyezetben

végeztem.,

4.13. Immunohisztokémia, képalkotas

A fénymikroszkopiara szant metszeteimen, beleértve a primer kultdrabdl szarmazé
fedélemezen fixalt sejteket, immunjeldlést alkalmazé festést végeztem. A szabadon Uszd
célstruktdrakat standard immunohisztokémiai eljarassal jelenitettem meg. A blokkolast
5%-0s szamarszérum-oldattal végeztem, ahol az oldészer 0,3% Triton-X100-at
tartalmazo6 0,1 M PB volt. A 2. tdblazatban listazott elsddleges antitestekkel, valamint az
ezek ellen szamarban termelt biotin-konjugalt masodlagos antitestekkel dolgoztam. A
csapadékot avidin-biotin  komplex képzésével tettem teljessé, amit veégul
diaminobenzidin-reagenssel, nikkel-intenzifikalassal és 0,001%-os hidrogén-peroxiddal
tettem lathatova. A metszeteket Olympus BX51-TF tipusu fénymikroszkoppal

vizsgaltam, a fotokat Olympus DP50-CU tipusu kameraval készitettem.

Egyes fehérjék kolokalizaciojanak vizsgalatahoz kettds jeloléses immunohisztokémiai
eljarast alkalmaztam. A blokkolast, ugyanigy, mint az egyszeres jeldlés esetében, ezuttal
is 5%-0s szamarszérum-oldattal vegeztem, ahol az oldoszer 0,3% Triton-X100-at
tartalmazé 0,1 M PB volt. A 2. tablazatban listazott primer antitesteket koktélban
alkalmaztam 0,1% szamarszérum 0,3% Triton-X100 0,1 M PB oldataban 2 éjszakéan at 4
Celsius-fokon (°C), razdgepen. Szekunder antitestekként Cy2, Cy3 és Cy5 cianin
fluorokromokkal konjugalt immunoglobulinokat (Jackson Immunochemicals, USA)
hasznaltam, a palyakovetés utan készilt metszeteken a BDA-t Cy2-vel vagy Cy3-mal
jelolt streptavidinnel tettem lathatova. A metszeteket tobbszor 0,1 M PB-vel, majd
kozvetleniil felhuzas elétt egyszer desztillalt vizbe martva mostam, a felhdzott
metszeteket szabad levegén, szobahémérsékleten megszaritottam (dehidraltam), a
targylemezt xilolba (Molar Chemicals) martottam, lecsepegtettem, majd DEPEX-szel
(ACM, Fluka) lefedtem. A festett metszeteket Zeiss 780 tipust konfokalis lézer

szkenning mikroszkdppal vizsgaltam és fotdztam.
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Az immunofluoreszcencia erdsségének meghatarozasdhoz a ZEN szoftver 2012-es
1.1.2.0 verzidjat hasznaltam. A .czi kiterjesztési fajlokon manualisan végeztem
sejtszamoldst, az osszes jelolodott sejtet megszamoltam a vizsgalt mag vagy agyi régio
hatarain belll, és az 0sszes vizsgalt magot vagy agyi régiét tartalmazd metszeten
elvégeztem ugyanezt. Az intenzitdsokat egy Onkényesen megvont értékhatar alatt
hattérnek vettem.

4.14. Immunoprecipitacio

A secretagogin molekuldjdhoz kapcsol6dd interaktiv partnerek azonositdsahoz
immunoprecipitaciot, és ezt kovetéen Western blot fehérje analizist végeztem. A mintaul
szolgald szdvet lizisét, a centrifugalast, és a feliiluszo eltavolitasat kovetéen 1 pg/ul-es
értéekre korrigaltam az oldatok feherjetartalmat. A felilisz6t kecskében termelt anti-
secretagogin ellenanyaggal inkubaltam 12 oran at 4°C-on, majd magnes-konjugalt
immunoglobulin G-t (IgG) adtam az elegyhez. A magnes-antitest-secretagogin-interaktiv
fehérjéek komplexumot egy méagnesallvanyon az Eppendorf-csé oldlafalara kihtiztam,
melyet 40 pl 2x-es toménységi Laemmli-pufferrel elualtam. Az elegyet 5 percig 95°C-

on forraltam, végll a magnest eltavolitottam.

4.15. Szinaptoszoma preparalas

Egyes fehérjék szinapszisbeli jelenlétének igazolasa érdekében szinaptoszoOmat
preparaltam harom 12 hetes him patkany vizsgalandé agyi célteriileteinek anyagabol. A
lemért mintakhoz eldszor tizszeres mennyiségli szachardzzal dusitott 0,32 M
koncentracioju  4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsavat ~ (HEPES)  adtam.
Mechanikai homogenizalast (boroszilikat Uveg homogenizator — Thermal Scientific)
kovetéen a mintakat centrifugaltam (15000 RPM, 4°C), majd a feltiliszéval dolgoztam
tovabb, mivel a nuklearis frakcidt tartalmazé pelletre nem volt szilkségem. 1:1 ardnyban
allo mintakhoz, ezutan pedig Ujabb centrifugalast iktattam be. A kapott pellet ezuttal mar
a szinaptoszémakat tartalmazta, ezért a fellluszokat leszivtam, a csapadékra
radioimmunoprecipitaciés assay puffert pipettdztam, mely protedz inhibitort is

tartalmazott. A mintak fehérjekoncentracidjat 2 pg/ul-re korrigaltam, végul Laemmli-

44



puffert adtam hozzajuk. A fehérjek azonositasat lentebb részletezett Western blot

technikéaval végeztem.

4.16. Primer agytorzsi neuronkultdra és géncsendesités

Az in vitro géncsendesités hatdsait primer agytOrzsi neuronkultiran, és inzulindma
sejteken vizsgaltam. Elébbihez 4 vemhes patkany 18 napos embri6ibol izoldltam
agytorzseket, melyeket mechanikusan és 0,1%-0s tripszin segitségével enzimatikusan is
disszocidltam, majd a sejteket lyukanként 50000-es, valamint 500000-es szamban
iiltettem ki 24, illetve 6 lyuku tapfolyadéktartokba, melyek fedélemezeit el6zéleg poli-D-
lizinnel vontam be. A sejtkulturat Dulbecco’s Modified Eagle Medium ¢s Ham’s F12
Medium (DMEM/F12) 1:1 aranyd elegyevel tartottam életben, s ezt a tapfolyadékot
kiilonboz6 komponensekkel egészitettem ki, igy végiil 2% B27-et, 2 mM L-glutamint,
100 egyseg/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint tartalmazott. (A médium és

valamennyi komponense az Invitrogen cég termékei.)

A primer agytorzsi neuronkultiran a sejtek tulélesének 4. napjan végeztem
géncsendesitést. A kisérlethez penicillin- és streptomycinmentes médiumban készitettem
el6 a neuronokat membranjaik atjarhatosagdnak biztositasara, melyet 2%-0S
lipofektamint  (Invitrogen) alkalmaz6 standard eljarassal  végeztem. Az
immunocitokémiai vizsgalatokra szant tenyészetekben zold fluoreszcens protein (GFP)
plazmiddal kotranszfektaltam, hogy a transzfektalt sejteket megjelolhessem. (A
secretagogin SiIRNS-t a SantaCruz cég allitotta eld, a kontroll kisérlethez random
szekvencidju (scramble) siRNS-t hasznaltam megegyez6 mennyiségben.) 3 nap utan a 24
Iyuka tapfolyadéktartokban tenyésztett sejtjeken 4%-os formalinnal immerzios fixalast
végeztem. Ezen neuronok morfoldgiajat, illetve secretagogin- és TH-tartalmuk
valtozasait immunocitokémia segitségével vizsgaltam. A 6 lyukd tapfolyadéktartok

sejtjeit nukleinsav analizisre hasznaltam fel, a benniik bekdvetkez6 RNS-szintii

valtozasokat valos ideji, kvantitativ polimeraz lancreakcioval (PCR) mutattam Ki.
4.17. INS1-E inzulinébma sejtvonal

Az inzulindma sejteket, melyek Pierre Maechler jovoltabol alltak rendelkezésemre, egy

bikarbonat-puffer alapti, Roswell Park Memorial Institute nevii médiumban (RPMI-1640)

45



tenyésztettem. A tapfolyadék 10 mM HEPES-t, 5% magzati borjuszérumot, 1 mM
natrium-piruvatot, 2 mM L-glutamint, 50 uM B-merkaptoetanolt, 100 egység/ml
penicillint, valamint 100 pg/ml streptomycint tartalmazott. (A médium és valamennyi
komponense az Invitrogen cég termékei.) A sejteket enzimatikusan disszocialtam, majd
lyukanként 500000-es szamban Ultettem ki 6 Iyuka tapfolyadéktartokba, melyek
fed6lemezeit el6z6leg poli-D-lizinnel vontam be. Az inzulindma sejtek secretagogin-
géncsendesitését a primer agytorzsi neuronkultura kapcsan leirtakkal megegyezé modon
végeztem. A 31-es szerin helyeken végbemend foszforilacio indukalasara CNTF-et adtam
a médiumhoz 100 ng/ml koncentracidban [149]. A sejteken fehérje és nukleinsav analizist

végeztem.

4.18. Western blot

Feherjék analiziséhez foként standard Western blot technikat alkalmaztam. A lizalt,
centrifugalt, 2 pg/pl-es protein koncentraciora korrigalt, Laemmli-pufferrel denaturalt
mintakbol 12-12 pl-t pipettaztam a 8 vagy 10%-os natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid
gélek egyes zsebeibe. A fehérjék elvalasztasat 10 percig 40 voltos, majd tovabbi 50 percig
180 voltos fesziiltségen végeztem. Ezt kdvetden a proteinsavokat a gélekbdl 60 perc alatt,
100 voltos fesziltség segitsegével Immobilon-FI polivinilidén-difluorid membranokba
(Millipore) transzferaltam. A célfehérjéket immunohisztokémiai eljarassal tettem
lathatéva. A membranokat 3%-0s marha szérum albuminnal blokkoltam, majd a keresett
fehérjék ellen termelt antitestek (2. tablazat) megfeleld higitasu oldataival inkubaltam.
Maésodlagos antitestekként tormaperoxidaz-konjugalt 1gG-t (Jackson Immunochemicals,
USA) alkalmaztam 1:10000-es higitasban. A kemolumineszcens reagenssel (Bio-Rad)
torténd eléhivas utan ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) képfeldolgozo platform segitségével
szkenneltem a membranokat. A jelsavok intenzitasait az Image Lab szoftver 3.01
verzigjaval (Bio-Rad) kvantifikaltam, a protein koncentraciok kapott értékeit a [B-aktin

szintjeire nézve normalizaltam.

4.19. ELISA

crer

kisérletet végeztem Rat CNTF ELISA Kit (Thermo Scientific) segitségével. A gyarilag

anti-patkany CNTF antitestekkel boritott cellakat tartalmaz6 96 lyukd mikrotiter lemez
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egyes mikrozsebeibe 100-100 pl liofilizlt, rekombinans patkdny CNTF alapu standard
sor megfelelé elemét, vagy mintaim kétszeres higitasu oldatat pipettaztam.
Duplikatumokkal dolgoztam. Biotinilalt szekunder antitest, streptavidin-tormaperoxidaz
reagens, majd a szinreakcio kifejlddéséhez tetrametilbenzidin (TMB) szubsztrat, és végiil
a 0,2 M kénsav tartalmu Stop Solution hozzaadéasa utan iMark Microplate Absorbance

Reader (Bio Rad) késziilék segitségével abszorbanciat mértem.

4.20. PCR

Az RNS analiziseimhez mintdimbol lizist kdvetden izolaltam a ribonukleinsavat RNeasy
mini kit (Qiagen) segitségével. Az eljaras folyaméan a protokollt kdvetve sejt- vagy
szovetmintaimat lizispufferrel (Qiagen) homogenizaltam, a genomialis DNS-t
elemésztettem, izolaciés oszlopon tobb lépésben mosopufferrel tisztitottam, majd az
RNS-t izolaltam. A RNS mennyiségét Nanodrop technikaval hataroztam meg, majd ezt
kovetéen iScript RT kit (Bio-Rad) reagenseivel reverz transzkripciot végeztem az 1000
nanogramm RNS-tartalomra normalizalt 20 pl térfogat mintakban. 5 percig 25°C-on, 30
percig 42°C-on, végul ujabb 5 percig 85°C-on folytattam inkubéaciot. 100 nanogramm
komplementer DNS-t (cDNS) tartalmazo 20 ul térfogatd oldathoz a 3. tablazatban
felsorolt primer parok valamelyikét, illetve iTaq polimerazt, valamint valds ideji,
kvantitativ vizsgalataim soran SYBR Green nukleinsavfestéket is tartalmaz6 reagens
(Bio-Rad) hozzaadasa utan 39 ciklusban amplifikalo protokollt alkalmazva végeztem el
a polimeraz lancreakciot. Egy ciklus 63 masodpercig tartott, az elsé 3 masodpercben
95°C-ra, a tovabbi 1 percben 60°C-ra allitottam be a gép munkaterének hdmérsékletét. A
mintékat triplikdtumként futtattam. Az RNS amplifikacié és a valos idejti, kvantitativ
PCR esetén a detektaléds is Bio-Rad CFX 96 késziilék segitsegével tortént. A detektalt
értékeket a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) szintjeire nézve
normalizéaltam. A kvalitativ analizis soran az amplifikaciot kovetéen mintaimbol 15-15
pl-t 1,5%-0s agardéz gélen Tris-borat-EDTA (TBE) pufferben konstans 150 V
fesziltségen futtattam, végul a gélt ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) képfeldolgozé platform

segitségével szkenneltem.
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4.21. Nyilt aréna (open field) teszt

Az intraventrikularis CNTF infGzi6 viselkedésre gyakorolt hatasanak megitélése
érdekében a patkanyokat 60 perccel a beadast kovetéen 90 x 90 cm-es arénaba helyeztlk,
ahol a mozgasukat egy aréna fol¢ erdsitett kamera rogzitette 10 percen keresztiil. Az
elkészilt videdfelvételeket offline, egy 1.51w verziéju Imagel szoftverre fejlesztett
Animal Tracker plug-in [218] segitségevel elemeztik ki. A boxon belil a centrum-
periféria hatart a falakt6l 18 cm-es tavolsagra hataroztuk meg. A falak kdzelében, illetve
a centralisan toltott idtartamot, valamint az 6sszességében bejart utvonal hosszat mértiik.
Az objektivitas érdekében a kisérletet végzd személy szdmara nem volt ismeretes az, hogy

az allatok kezelt vagy kontroll csoportb6l szarmaztak-e.

4.22. Statisztikai analizis

Az eredmeények statisztikai analizisét a Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
Inc.) szoftvercsomag 17.0-as verzidjanak segitsegével végeztem. Statisztikai probaként
Student-féle t-probat vagy varianciaanalizist alkalmaztam. Az adatokat atlag + standard
hiba formatumban jelenitettem meg, 0,05-nél kisebb p értéket tekintettem statisztikailag

szignifikansnak.
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1. tdblazat — Felhasznalt human mintak

Esetazonositd Tipus Kor (év) Nem PMK® (6ra) | Analizis
#125 Kontroll 80 férfi 4 WB?
#170 Kontroll 37 férfi 8 WB?
#220 Kontroll 63 férfi 3,5 WB?
#228 Kontroll 27 férfi 8 WB?
#236 Kontroll 21 ferfi 11 WB?
#241 Kontroll 81 nd 5 WB?
#281 Kontroll 74 férfi 2,5 WB?

#1 A.sze.’ 63 ferfi 2 WB?
#10 A.sze’ 42 no 2 WB?
#11 A.sze’ 47 férfi 2 WB?
#69 A.sze® 55 ferfi 2 WB?
#85 A.sze® 68 ferfi 2,5 WB?

#233 A.sze® 54 férfi 2 WB?
#245 A.sze® 55 férfi 2 WB?
#192 A.sze® 81 férfi 5 WB?
#211 A.sze® 56 nd 6 WB?
#215 A.sze® 44 nd 5 WB?
#226 A.sze® 51 ferfi 10 WB?
#227 A.sze® 55 férfi 6 WB?
#66 Ongyilkos 58 férfi 4 WB?
#134 Ongyilkos 31 férfi 6 WB?
#138 Ongyilkos 52 férfi 3 WB?
#143 Ongyilkos 43 férfi 3 WB?
#210 Ongyilkos 39 né 12 WB?
#235 Ongyilkos 41 férfi 10 WB?

1Posztmortem késedelmi idé (PMK)

2\Western blot

3Akut szivelégtelenség
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2. tablazat — Felhasznalt primer antitestek

_ IH! WB?2
Marker Forras Faj o o
higitas higitas
B-aktin Sigma egér, mk® - 1:10000
CB Synaptic Systems | tengerimalac, pk* 1:1000 -
CR Synaptic Systems | tengerimalac, pk* 1:1000 -
kecske,
CNTF R&D Systems 4 1:400 1:20000
Y
kecske,
CNTFR R&D Systems 4 1:100 1:5000
Y
CRH Santa Cruz nyul, pk* 1:1000 -
ENK Immunostar nyal, pk* 1:6000 -
Erk1/2 Cell signaling egér, mk® 1:250 1:1000
GFAP Synaptic Systems | tengerimalac, pk* 1:500 -
NPY Immunostar nyal, pk* 1:5000 -
PV Millipore egér, mk® 1:1000 -
pErk1/2 Cell signaling nyal, pk* 1:250 1:1000
scgn L. Wagner nyal, pk* 1:12000 | 1:12000
scgn Cell signaling nyal, pk* 1:1000 -
scgn R&D Systems kecske, pk* 1:100 1:1000




syn.phys. Synaptic Systems nyal, pk* - 1:5000
MERCK/

TH - nyal, pk® 1:1000 1:1000
Millipore

pSer3l Sigma nyal, pk® 1:1000 1:1000

pSer40 Sigma nyul, pk* 1:1000 1:1000

' mmunohisztokémia
2\Western blot

3monoklonalis antitest

“poliklonalis antitest

3. téblazat — Felhasznalt patkany RNS-re tervezett primerek és szekvenciaik

Gén Primer Szekvencia

CNTF antisense: 5°—ATG GCT TTC GCA GAG CAAAC -3’
Sense. 5~ CAACGATCAGTGCTT GCCAC-3’

antisense: 5’ - CCC AGA AGT GGATGGATTTG -3’

oo sense: 5 -~ GTT GGG GAT CAG GGG TTT AT -3’
antisense: 5 -TCAGTTCTGTGC GTC GGG TGT -3’

TH sense: 5~ CCAGGT CCAGGT CAGGGTCA-3
antisense: 5’-AACTTT GGC ATT GTG GAAGG -3

GAPDH sense: 5~ ACA CAT TGG GGG TAG GAACA -3

51




5. Eredmények

5.1. A secretagogin eloszlasa patkany agytorzsében

Korébbi tanulmanyok mar leirtdk a secretagogin eloszlasi mintazatat a ragcsalok
eléagyaban [219, 220], azonban kutatasaimat megel6zbleg az agytorzsbeli secretagogin
tartalmu sejtek identitdsa nagyrészt ismeretlen volt. Immunohisztokémiai modszerrel
kisérleteimben szamos nyultvel6i, hid- és kozépagybeli régibban mutattam ki nagy
strliségben  secretagogin  pozitiv  neuronokat  (4-5.  &brdk). Kiemelked6
immunoreaktivitdsinak bizonyult ezen l6kuszok kozul tdbbek kdzétt a colliculus superior
fellilletes rétege és a periaqueductalis szlrkedllomany dorzolateralis része (DLPAG) a
kdzépagyban, a nucleus parabrachialis, illetve a LC a hidban, valamint a nucleus dorsalis
nervi vagi a nyultveldben. Ezeken tGlmenden tovabbi kisebb secretagogin tartalmu

sejtcsoportok rajzolédtak ki, melyek a C1/A1, A5 és A7 sejtcsoportoknak megfeleld

terlileteken helyezkedtek el.

4. abra. A secretagogin fehérje eloszlasa patkany agytoérzsében. Immunohisztokémia
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A kozepagy magassagaban készilt metszeten (A, Al) lathato, hogy a colliculus superior
nagy denzitisban tartalmaz secretagogin pozitiv sejteket (A1°), immunoreaktiv sejtek
lathatok még a periaqueductalis sziirkeallomany dorzolateralis részében (A17). A hidban
(B, Bl) erdteljesen festodott a LC (BI’), illetve a nucleus parabrachialis sejtjei is
tartalmazzak a fehérjét (C). A nyultveld szintjében (D, D1) a nucleus dorsalis nervi vagi
(D1°), valamint a C1/A1 (E) &brazolddnak. Roviditések: v aqueductus cerebri. Lépték: 1
milliméter (mm) (A1, Bl, D1), 100 um (A1), 40 um (B1’), 30 um (C, DI’, E), 10 um
(A1)

/& o4 oo e® | 7 ° | (X7
Ilu .MG B / ! ":. ’ / 0'.. | H o,
e [[*:® \ < ' | o '
\\\. \ “ . X \ ] | © ‘
\ "c\\ L '\\\ m R t \‘:..' S B ‘//,
\ ; ! \ - [
N A \ les
Bregma - f ._,Fftg e :
564mm T— N ) \X A~ N L8
N \ W\
7 Te 'S .‘o.. A . & .
S X Bregma \_ Sy A N
s -6.72 mm i Bregma\ 0
/; -7.08 mm S~ Bregma \.
= 8.16mm
/ ‘ *s
i /"\\
7 — ==\
S e = A MY
‘ X J‘ Q '....'. Lg.‘: ) N B '.\», \;: 2 /,/—1«\'\7 o
L Vb N | e NTSe
Ia A7¢o / ( / & 4 ‘//. & .....‘3.‘
\ \ ‘ \ {"Sp5 nXx
£ ARw? B2
\ ( »\\ \\ :o ". ¢
\\ / '\\ AQ‘ \\ y \3\. !
N\ ‘ & NHeC1/A
Bregma "t Bregma o Bregma . T~ Bregma___ ..
-8.88 mm T -9.84 mm T~ A -10.8 mm RS -13.56 mm

5. abra. A secretagogin fehérje eloszlasa patkany agytorzsében. Osszefoglald grafika

Valamennyi  immunoreaktiv — agytorzsbeli  sejtcsoportosulast — Osszegzé — 8bra,
rosztrokaudalis sorrendbe rendezve, két sorban megjelenitve a metszetek rajzait [1]. A
piros pontok a secretagogin pozitiv sejtek eloszlasat jelolik. Roviditések: Al, A5, A7
noradrenerg sejtcsoportok, C1 adrenerg sejtcsoport, DLPAG dorzolateralis
periaqueductalis szirkealloméany, IC colliculus inferior, IP nucleus interpeduncularis,
iRT nucleus reticularis intermedius, LC locus coeruleus, LL lemniscus lateralis, MG
corpus geniculatum mediale, mm milliméter, mRT kozépagyi halozatos allomany, MV

nucleus vestibularis medialis, NTS nucleus tractus solitarii, nX nucleus dorsalis nervi
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vagi, PB nucleus parabrachialis, Ptg nucleus tegmentalis pedunculopontinus, sB nucleus

subbrachialis, SC colliculus superior, sp5 nucleus tractus spinalis nervi trigemini.

5.2. A secretagogin eloszlasa egér agytorzsében

A secretagogin agytorzsi eloszlasat egereken is vizsgéaltam. Patkannyal val szoros
evolicios kapcsolata miatt kozel azonos expresszids mintazatra szamitottam, mely
nagyrészt igazolodott is. Secretagogin pozitiv neuronokat azonositottam a nucleus
tegmentalis microcellularisban, a nucleus tractus solitariiben, a nucleus dorsalis nervi
vagiban, a noradrenerg sejtcsoportoknak megfeleld teriileteken — kilonds tekintettel a
LC-ra — tovabba a colliculus superiorban (6. &bra).

54



B

6. abra. A secretagogin fehérje eloszlasa egér agytorzsében. Immunohisztokémia

Secretagogin pozitiv neuronok a colliculus superiorban (A, A°), a LC-ban (B), a nucleus
tegmentalis microcellularisban (C, C’), a nucleus tractus solitariiben (D, D’) illetve a
nucleus dorsalis nervi vagiban (E, E’). Roviditések: LC locus coeruleus. Lépték: 1 mm

(A-E), 100 um (A°, C’) 70 um (D’), 40 um (E’).
5.3. Secretagogin expresszidbeli kulonbségek patkany és egér agytorzsében

A patkanyban megfigyelthez legtobb szempontbdl hasonlé disztribcio ellenére néhany,

helyenként markans eltérést azonositottam egérben. A periaqueductalis szlrkeallomany
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dorzolaterélis részében példaul csak idegrostok és axon termindlisok tartalmaznak
secretagogint, a neuronok szdmai nem. Mig patkdnyban a nucleus interpeduncularis
dorzalis része secretagogin pozitiv sejttesteket, ventrolateralis része secretagogin pozitiv
sejteket és rostokat halmoz, egérben nincs jele e régiokban hasonld
immunoreaktivitdsnak. Hasonl6képp sem a colliculus inferior, sem a nucleus vestibularis
medialis nem jel616dott egér agytorzsi szeleteken végzett kisérleteim soran (4. tablazat,
7. abra).

4. tablazat — Secretagogin expressziobeli killonbségek patkany és egér agytdrzsében

(szemikvantitativ dsszefoglalo)

agyterilet, mag, sejtcsoport patkany egeér
colliculus superior +++ +++
dorzolat. periag. sziirkeadllomany + ++ (@ szoma)
kdzépagy nucleus interpeduncularis ++ -
nucleus tegmentalis microcellularis - +++
colliculus inferior + -
nucleus parabrachialis ++ -
A7 + +
hid LC +++ ++
A5 + +
nucleus vestibularis medialis + -
nucleus dorsalis nervi vagi ++ ++
nyultveld nucleus tractus solitarii ++ ++
Cl/Al + +
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7. &bra. Secretagogin expressziobeli kiulonbségek patkany és egér agytorzsében.
Immunohisztokémia

A dorsolateralis periaqueductalis sziirkedllomanyban patkanyban sejttestek (A), egérben
rostok és axon termindlisok (4°) abrazolodtak. Patkdny nucleus interpeduncularisaban
dorzalisan szomékat, ventrolateralisan szomakat és rostokat azonositottam (B), egérben
hasonlo immunoreaktivitasnak nincs jele (B’). Patkany colliculus inferiorjaban
szOrvanyosan secretagogin pozitiv sejtek lathatok (C), egérben ugyanez a régio
immunonegativ (C’). Patkany nucleus vestibularis medialisaval (D) szemben szintén nem
tartalmaz secretagogin pozitiv sejteket egér azonos agytorzsi magja (D’). A nyilhegyek
az adott magra, sejtcsoportra, teriiletre jellemzé secretagogin pozitiv sejtekre, rostokra

mutatnak. Lépték: 300 um (A-D’).
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5.4. A secretagogin viszonya mas kalciumkoto fehérjékhez

A kozponti idegrendszeri neuronok jellemzdéen egyféle kalciumkotd fehérjét
expresszalnak. Természetesen vannak kivételek, de a kolokalizaciok ellenére sok
idegsejt-populacio azonosithat6 a ra jellemz6 fehérjetipus eloszlasi mintazata alapjan [13,
17-19]. E megéllapitassal 6sszhangban, az agytdrzsben a secretagogin pozitiv neuronok
néhany jol definidlhatd Kkivétellel az altalam vizsgalt egyéb, klasszikus kalciumko6td
fehérjék kozul egyet sem tartalmaztak. A nucleus dorsalis nervi vagiban és a nucleus
tractus solitarii commissuralis részében a calretinin és a secretagogin komplementer
eloszlast mutatott, szamos kettdsen jelolt sejt fordult el6 azonban a nucleus tractus
solitarii ~ dorzolateralis  részében.  Secretagogin/calretinin/parvalbumin  harmas
immunfestéssel a secretagogin pozitiv sejtek 68,5 + 5,4%-a bizonyult calretinin
pozitivnak is, mig secretagogin/parvalbumin kettds jelet egy neuron kivételével sehol
nem talaltam. Valtozatos koexpresszios mintazat jellemz6 a nucleus tractus spinalis nervi
trigeminire, miként secretagogin/calbindin D28k/parvalbumin vagy
secretagogin/calretinin/parvalbumin harmas immunohisztokémiak soran az lathatova
valt. Calbindin D28k itt a secretagogin pozitiv sejtek jelentds részében, 40,3 + 15,9%-
aban, calretinin elenyész6 résziikben, 2,8 + 3,2%-ukban van jelen, secretagogint és
parvalbumint egyltt tartalmazdé sejt pedig nem azonosithaté. Hasonloképp
immunonegativak a secretagogin pozitiv neuronok parvalbuminra a ventrolateralis
medullaban, tovabba a nucleus parabrachialisban. Ez utdébbi magban a secretagogin

pozitiv neuronok egyébként sem calretinint, sem calbindint nem tartalmaznak (8. abra).
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8. dbra. Secretagogin és klasszikus kalciumkito fehérjék koexpresszidja egyes patkdny
agytorzsi magokban. Immunohisztokémia

Az A-A1” paneleken a calretinin és a secretagogin komplementer eloszlasa lathato a
nucleus dorsalis nervi vagi tertiletén és a nucleus tractus solitarii commissuralis részében
(a fehér nyilhegyek secretagogin pozitiv/calretinin negativ sejtekre, a fekete nyilhegy
secretagogin pozitiv/calretinin pozitiv sejtre mutat). A B-B1’ dbrarészek a nucleus tractus
spinalis nervi trigeminit mutatjak be, ahol a secretagogin tartalmd neuronok (fehér
nyilhegyek) ismét immunonegativnak bizonyultak calretininre, egy kivételtol eltekintve
(fekete nyilhegy). A B2 diagram a nucleus tractus spinalis nervi trigemini festédott

EE2]

sejtjeinek egyszeres, valamint kettos jelolodését reprezentalja. A C-CI1’°” paneleken
lathat6, hogy a nucleus tractus solitarii dorzolateralis részében a calretinin pozitiv
neuronok durvan azonos mennyiségben expresszalnak (fekete nyilhegyek) vagy nem
expresszalnak (fehér nyilhegyek) secretagogint. A sziirke nyilhegy egy parvalbuminra
pozitiv, de calretininre és secretagoginra egyarant negativ sejtet jelél. Ugyanezen régi6
sejtieinek festédésérdl ad informdciot grafikus megjelenitésben a C2 diagram. A D

abrarészen lathatd, hogy a ventrolateralis medulla neuronjai nem koexpresszaljak a
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secretagogint (fehér nyilhegyek) és a parvalbumint (fekete nyilhegyek). Secretagogin,
calbindin D28k és parvalbumin nucleus tractus spinalis nervi trigeminibeli eloszlasat
mutatjak be az E-E1” panelek. A fehér nyilhegyek calbindin D28k pozitiv/secretagogin
negativ sejtekre mutatnak, a sziirke nyilhegy pedig egy secretagogin pozitiv, de calbindin
D28k-ra immunonegativ sejtet jelél. Oszlopdiagram formaban e mag sejtfestédéseirdl az
E2 panel ny(jt tajékoztatast. A nucleus parabrachialis lateralis részében a secretagogin
és a calretinin komplementer eloszlast mutat (F-F1” panelek). A fehér nyilhegyek
secretagogin pozitiv/calretinin negativ sejtekre, a fekete nyilhegyek secretagogin
negativ/calretinin pozitiv sejtekre mutatnak. A G &brareszen lathato, hogy ugyanezen
magban a secretagogint tartalmazé sejtek immunonegativak calbindin D28k-ra is.
Roviditések: CB calbindin D28k, CR calretinin, PV parvalbumin, scgn secretagogin.
Lépték: 150 um (4, B, C, E) 70 um (G), 40 um (D, F) 10 um (A1”, B1’, C1, E1”, F1”).

5.5. A secretagogin jelen van noradrenerg TH tartalmu LC sejtekben

Secretagogin/TH kettOs festés segitségével megallapitottam, hogy patkany LC magjaban
a jelolédott sejtek 75,5 £ 6,9%-a koexpresszalja e két markert, mig a maradék 23,3 +
2,2% és 1,1 + 0,9% csak TH-ra vagy csak secretagoginra pozitiv. A kettdsen jelo16dott
sejtek nyalvanyai, melyek dendriteknek imponalnak, gyakran a kamrai felszin kézvetlen

kozelében végzddnek (9. abra).

rald PAll e s

9. dbra. Secretagogin és TH expresszié patkany LC-ban. Immunohisztokémia

Secretagogin jellemzéen a LC TH pozitiv neuronjaiban fordul elo. Az A, B és C paneleken
a fehér nyilhegyek a kettosen jelolt sejtekre, a fekete nyilhegyek a TH pozitiv/secretagogin
negativ sejtekre mutatnak. Az A’ panelen ldathaté, hogy a secretagogin tartalmu
sejtnyulvanyok a kamrafelszin felé huzodnak (fehér nyilhegyek). Roviditések: scgn

secretagogin, TH tirozin-hidroxilaz, v agykamra. Lépték: 30 um (4, B, C), 3 um (4’).
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Egereken végzett immunfestéseim hasonléan magas koexpresszios aranyt igazoltak e faj
LC-&ban is. A secretagogin és a TH tartalmu sejtek itt is nagy tobbségiikben atfednek

egymassal (10. abra).

TH/secretagogin

10. &bra. Secretagogin és TH expresszié egér LC-ban. Immunohisztokémia
Secretagogin jellemzoen a LC TH pozitiv neuronjaiban fordul eld. Az A, B-B” paneleken
a fehér nyilhegyek a kettosen jelolt sejtekre, a fekete nyilhegyek a TH
negativ/secretagogin pozitiv sejtekre mutatnak. Roviditések: scgn secretagogin, TH
tirozin-hidroxilaz. Lépték: 200 pm (A), 10 um (B-B”).

Neurokémiai jellegiik alapjan a LC-beli noradrenerg neuronok tobb alcsoportra oszthatok
[50]. Kettés immunjeldléseket alkalmazé immunhisztokémiai kisérleteimben ugy
talaltam, hogy az enkefalin, valamint a neuropeptid Y tartalmu sejtek, melyek a LC-beli
TH pozitiv sejtek két nagy csoportjat képezik, egymastdl fliggetlentl, hasonléan magas
aranyban expresszalnak secretagogint is (11. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
secretagogin jelenléte nem korlatozodik bizonyos neuromodulatorikus peptideket
expresszalo sejtekre, hanem a LC-beli TH-tartalmd noradrenerg neuronokban altalaban

jelen van.
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11. abra. Secretagogin és neuropeptidek egylttes expresszidja patkany LC-aban.
Immunohisztokémia

Enkefalint (A-4”) vagy neuropeptid Y-t (B-B”) expresszilo neuronokban gyakran
secretagogin is jelen van. A fehér nyilhegyek ilyen sejtekre, mig a feketék secretagogin
pozitiv, de enkefalinra vagy neuropeptid Y-ra nézve negativ sejtekre mutatnak.
Roviditések: ENK enkefalin, NPY neuropeptid Y, scgn secretagogin. Lépték: 3 um (A-4”,
B-B”).

Immunohisztokémiai vizsgalatokon kivil Western blot fehérje analizis segitségevel is
igazoltam a secretagogin jelenlétét mind egész agytdrzsi homogenizatumokbol, mind LC

micropunch-okbdl nyert mintakban (12. abra).

E.at. LC
scgn lij 32 kDa
TH . 56 (D2
B-aktin [; _46 kDa

12. abra. Egész patkany agytorzs és LC micropunch-mintéak fehérje analizise. Western
blot
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LC szintjeben levo agytorzsi metszet micropunch technika alkalmazasat kévetden
fénymikroszképos felvételen (A), illetve rajzon (Al) [1]. A mintavételezés helyét
szOvethiany (A) vagy piros gytirii (A1) jelzi. Western blot protein analizis eredményén (B)
lathatdk az egész agytorzsi homogenizatum és a micropunch eljarassal kinyert LC mintak
secretagogin és TH fehérjéinek megfelelé immunoreaktiv savok. Roviditések: E.at. egész
agytorzs, kDa kilodalton, LC locus coeruleus, mm milliméter, scgn secretagogin, TH

tirozin-hidroxilaz. Lépték: 1 mm (A).

5.6. A secretagogin nincs jelen az agytérzs dopaminerg és szerotoninerg sejtjeiben

A kozépagyi ventralis tegmentum (A10) TH pozitiv, feltehetéleg dopaminerg sejtjei,
valamint a raphe magok szerotoninerg neuronjai a noradrenerg kdzpontok sejtjeivel
ellentétben egyaltalan nem festédtek patkanybol szarmazd agytorzsi szeleteken végzett
secretagogin immunohisztokémidim soran. Még a periaqueductalis szurkeallomany

ventralis részében, ahol szerotonin és secretagogin tartalmd neuronok egyarant jelen

szerotonin [szerotonin

szerotonimn @ [szeretonin
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13. abra. Secretagogin és TH, illetve secretagogin és szerotonin expresszio a kozépagy
ventralis tegmentumdéban, illetve a nucleus raphe medianusban patkanyban.
Immunohisztokémia

A kozépagy ventralis tegmentumanak TH-immunoreaktiv neuronjai secretagogin-
immunonegativak (A-47). Szerotonin-immunoreaktiv neuronok a nucleus raphe
medianusban nem expresszalnak secretagogint (B-B”). A secretagogin és a szerotonin
tartalmd neuronok komplementer sejtcsoportokat alkotnak a periaqueductalis
sziirkeallomany ventralis részében (a fehér nyilhegyek a secretagogin
immunreaktiv/szerotonin immunonegativ sejtekre, a fekete nyilhegyek a secretagogin
immunonegativ/szerotonin immunoreaktiv sejtekre mutatnak) (C-C”). Roviditések: m
kozépvonal, scgn secretagogin, TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 150 um (A", B”), 40 um
(c”).

5.7. A secretagogin interaktiv partnere az Erk1/2

A TH transzkripciojat, foszforilacidjat és ubiquitinacidjat kiilonb6zo protein kindzok
szabalyozzak (pl. Erk1/2, PKA, CaMPKII) [94]. Feltételeztem, hogy a secretagogin
szerepet jatszhat a TH szabalyozasaban ezen enzimekre gyakorolt hatasa révén.
Immunoprecipitaciot végeztem egész agytdrzsi homogenizatumokon, a secretagogin
interaktiv  partnereit Western blot segitségével elemeztem (14. abra). A
kemolumineszcens jeldetektalds soran igazolodott a secretagogin Erk1/2-vel vald
kozvetlen kapcsolata, a PKA és a CaMPKI|I fehérjéket ugyanakkor nem tudtam detektalni
az immunoprecipitatumban.

scgn NT
[e]€ IgG

cocv [ - -

14. abra. A secretagogin interaktiv partnereinek vizsgalata. Immunoprecipitacio

Egész agytorzsi homogenizdatumon végzett immunoprecipitdciot kéveto Western blot
fehérje analizis eredménye; az Erk1/2 megtalalhaté a secretagogin interaktiv partnerei
kozott. A kontrollként alkalmazott nem specifikus antitesthez nem kétodott sem a

secretagogin, sem az Erk1/2. Roviditések: Erk1/2 extracellularis szignal-regulalt kinaz
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1/2, 1gG immunoglobulin G, kDa kilodalton, NT nem specifikus (non-target), scgn

secretagogin.

5.8. A secretagogin TH expressziora gyakorolt hatasa

A TH gén promoterének szabalyozasa részben Ca?*-fiiggd mechanizmus [129].
Hipotézisem ellendrzése céljabol, mely szerint a Ca?'-szenzor secretagogin
befolyasolhatja a TH expresszidjat, géncsendesitéses kisérleteket végeztem. In vivo és in
vitro kezeltem a secretagogin tartalmu sejteket rovid interferald6 RNS-sel (SiRNS), majd
valos idejii PCR, Western blot, illetve immunohiszto- és immunocitokémiai eljarasokkal

elemeztem a génexpresszios szintll valtozasokat.

Primer agytorzsi neuronkultirdban kotranszfekciot végeztem: az alkalmazott
secretagogin SIRNS mellett GFP-t kodold plazmidot is juttattam a médiumba. A
kotranszfektalt sejtek ezaltal GFP-t termeltek, igy azokat zold fluoreszcenciajuk alapjan
azonositottam. Szamos ilyen neuronban a secretagogin immunofluoreszcencia gyengébb
volt, mint a nem transzfektalt neuronokban, ami egyutt jart a TH immunoreaktivitas

lathatd csokkenesevel is (15. abra).

/ /GFPJAL'

15. abra. Secretagogin géncsendesités primer agytdrzsi neuronkultdran.
Immunocitokémia

A 18 napos patkany embriok agytorzseibol készitett primer neuronkultura sejtjeinek
kezelése secretagogin siRNS-sel a TH immunoreaktivitds csokkenéséhez vezet. A
kontrollként alkalmazott nem specifikus SIRNS nem idéz elé hasonlo valtozast (A), ezen
agenssel transzfektalt sejtek erds TH-jelet adnak nydlvanyaikban (fehér nyilhegyek az

Al-A1"" abrdkon). HasonlOképp, secretagogin-immunoreaktiv nem transzfektalt
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sejtekben (B7) erds secretagogin- és TH-immunoreaktivitas lathatd (fehér nyilhegyek a
B1’-B1”’ abrdkon). A GFP-t és ezzel egyltt secretagogin siRNS-z is felvevd sejtek (B2,
B3) dendritjeiben &brazol6dd secretagogin- és TH-jel viszont gyenge (szaggatott
korvonal a B2’-B2”’, illetve fehér nyilhegyek a B3’-B3”’ abrakon). Roviditések: GFP
zold fluoreszcens protein, scgn secretagogin, TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 100 um (A,
B), 30 um (A1-A1"", B1-B3"").

Parhuzamosan tenyésztett agytorzsi sejtkultirabol szarmazé mintakon vizsgéltam az
RNS-szintli, inzulindma eredetii sejtkultiran pedig a fehérje szintii valtozasokat. Mindkét
esetben az immunocitokémiai vizsgalatokkal Osszecsengd eredményre jutottam: a
secretagogin siRNS-sel transzfektalt kultirakban nemcsak a secretagogin fehérje és a
MRNS szintje, hanem ezzel parhuzamosan a TH fehérje és a mRNS mennyisége is
csokkenést mutatott (16-17. abrak).

Normalizalt
MRNS-szint

*
*

1.5

11

scgn siRNS
scgn siRNS

0.5

ktrl siRNS
ktrl siRNS

%]

cgn TH

16. &bra. Secretagogin géncsendesités primer agytirzsi neuronkulturdn. Valos idejii,
kvantitativ PCR

Secretagogin géncsendesités hatdsdara a kontrollhoz képest jelentésen csékkent a TH
mRNS-szintje. p<0,05, a Student-féle t-proba soran. Roviditések: ktrl kontroll, mRNS

hirvivé ribonukleinsav, scgn secretagogin, siRNS rovid interferalo ribonukleinsav, TH

tirozin-hidroxilaz.
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17. &bra. Secretagogin géncsendesités inzulindma sejtvonalon. Western blot
Inzulinébma sejtvonalon végzett secretagogin géncsendesités csdkkent TH expressziét
eredményez. Western blottal kimutatva. p<0,05, a Student-féle t-proba soran.

Roviditések: kDa kilodalton, ktrl kontroll, scgn secretagogin, siRNS roévid interferald
ribonukleinsav, TH tirozin-hidroxilaz.

Az in vivo végzett géncsendesitéssel szintén hasonlé eredményeket értem el. A 1V.
agykamraba juttatott siRNS hatasara a harmadik napra csokkent a LC-beli TH-t
expresszalo sejtek denzitasa (18. abra).
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18. abra. In vivo secretagogin géncsendesités, fehérje szintii vdltozdsok.
Immunohisztokémia

In vivo secretagogin géncsendesités (A). A kontroll kisérlet soran beadott nem specifikus
SiRNS hataséhoz (B1-B1”) képest a scgn siRNS beadas (B2-B2 ") kévetkeztében csokkent
a LC-beli secretagogin immunoreaktiv sejtek aranya (C) és denzitasa (D), amely valtozas
parhuzamba allithat6 a TH tartalmu neuronok alacsonyabb szamaval. p<0,05, a Student-
féle t-proba. Roviditések: ktrl kontroll, mm milliméter, um? négyzetmikrométer, scgn
secretagogin, siRNS rovid interferal6 ribonukleinsav, TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 100
um (B1-B1”, B2-B2").
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5.9. A LC-beli TH foszforilacioja akut stresszben

Fizikai stresszorok képesek aktivalni a LC-t, mely a noradrenerg sejteken beldli TH
enzimek szintjén fokozott 31-es szerin helyen torténd foszforilacion keresztil valosul
meg [221], a folyamatot az Erk1/2 katalizlja [119]. Ezt a kisérletes szituaciot kivantam
reprezentalni a patkanyok hatsd végtagjaba injektéalt formalinnal, eredményul pedig
valoban nagyobb mértékii 31-es szerin-foszforilaciét figyeltem meg a formalin beadasat
kovetd 20. percben eltavolitott agymintak feldolgozasa soran. A TH-aktivitas rovid tavi
szabalyozasaban kiemelked6 fontossagi szerepet jatszo6 40-es szerin  hely
foszforilaltsdgaban nem tapasztaltam szignifikans valtozast. A formalin kivaltotta stressz
tovabba nem befolyasolta a LC-beli secretagogin-szinteket sem, 20 és 120 perccel a

beadast kovetd idopontokban sem talaltam eltérest a kontrollhoz képest (19. abra).
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19. abra. Formalin stressz TH foszforilaciora gyakorolt hatasa patkany LC-aban.
Western blot

Felnott patkanyok hatso végtagjaba injektalt formalin hatasara a beadast koveto 20.
percben a 31-es szerinen foszforilalt TH szintje megemelkedik a LC-t tartalmazo
micropunch technikaval kinyert mintakban. Nincs szignifikans valtozas a TH fehérje, a
40-es szerinreziduumon foszforilalt TH, tovabbé a secretagogin mennyiségeiben sem 20,
sem 120 perccel a formalin beadasa utan. p<0,05, Student-féle t-préba. Roviditések: kDa
kilodalton, PFA formalin, pSer3! 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, pSer*° 40-

es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, scgn secretagogin, TH tirozin-hidroxilaz.

5.10. A TH foszforilacioja secretagogin-fiiggo folyamat a LC-ban
Ahhoz, hogy bizonyitsam, a TH foszforilacioja a secretagogin jelenlététdl fiiggd folyamat
a LC-ban, egy in vivo és egy in vitro kisérletet végeztem. El6bbi soran vad tipusu és

secretagogin génkiutott egerek hatsd végtagjaba fecskendeztem 4%-os formalint, és azt

69



vizsgaltam, hogy a KO &llat LC-&ban jelentkezik-e a vad tipusnal megfigyelhet6
kilonbség a 31-es szerinen foszforilalt TH mennyiségében 20 perccel a formalin beadéasat
kovetden. Vizsgaltam tovabba azt is, hogy a foszforilalatlan TH mennyisége miként
valtozik. Mig a foszforilalt enzim izoforma esetében azt taladltam, hogy a secretagogin
gén hianya a vad tipusa allat stressze kapcsan megfigyelhet6 fehérjeszint emelkedést
megakadalyozza, addig a nem foszforilalt TH esetében sem a vad tipusu, sem a génkilitott
allatokban, sem e két csoport egyedei k6zott nem mutatkozott szignifikans kiilénbség a
fehérjeszintekben (20. &bra).
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20. abra. Formalin stressz TH foszforilaciora gyakorolt hatdsa vad tipust és
secretagogin génkittott egerek LC-aban. Western blot

Vad tipusu és secretagogin génkititott felnott egerek hatso végtagjaba injektalt formalin
hatasara a beaddst koveto 20. percben a vad tipusu allat agytorzsébol kinyert LC
mintakban emelkedett a 31-es szerin helyen foszforilalt TH szintje kontrollhoz képest, mig
KO egerekben nincs szignifikans valtozas a kezelt és a kontroll csoport kozott. Ugyancsak
szignifikans kiilonbség mérheto a stresszelt allatcsoportok foszforilalt enzimszintjei kozott
is. A foszforilalatlan TH-szintek nem mutatnak valtozast. p<0,05, Student-féle t-proba.
Roviditések: kDa kilodalton, KO (knock-out) génkiutott, PFA formalin, pSer! 31-es
szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, scgn secretagogin, TH tirozin-hidroxilaz, vt vad

tipusu allat.

Ezen eredményeket alatamasztandé egy in vitro neurofarmakologiai kisérletet is
végeztem, mely géncsendesitésb6l és CNTF adminisztriciojabol allt. A kisérletet
inzulindma eredetii sejtkultiramon végeztem, mivel — miként azt Western blottal magam
is igazoltam — a sejtjei expresszaljak mind a CNTF receptorat, mind a secretagogint, az
Erk1/2-t, tovabba a foszforilalatlan és a 31-es szerinen foszforilalt TH-t egyarant (21.

abra).
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21. abra. Specifikus fehérjék kimutatdsa INS-1E inzulinébma sejtvonal sejtjeiben.
Western blot

A begyijtott és feldolgozott inzulinoma sejtek fehérje analizise igazolta a kévetkezo
fehérjek  sejtvonalbeli  expressziojat  (balrol jobbra az dabran a megfelelo,
molekulatémegre skalazott nitrocelluléz membran savjaikkal): CNTF receptor alfa
alegyseg, tirozin hidroxilaz, 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, secretagogin,
extrecellularis szignal-reguldlt kindz 1/2. A piros nyilak az adott fehérjének megfeleld
cstkra mutatnak, az Evkl/2 két csikot adott. Roviditések: CNTFRa ciliaris neurotrofikus
faktor receptor alfa alegység, Erkl1/2 extracellularis szignél-regulalt kinaz 1/2, kDa
kilodalton, pSer®! 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, scgn secretagogin, TH

tirozin-hidroxilaz.

A CNTF kezelés 6nmagaban nem eredményezett secretagogin mennyiségbeli valtozast,
de a TH 31-es szerinjén torténd foszforilaciot fokozta. A secretagogin génjének
csendesitése megakadalyozta ezt a hatast, nagymértékii 31-es szerinen foszforilalt TH-
szintbeli cs6kkenést okozva, mely még a kontrollhoz képest is jelentds volt. A kisérlet
soran mértem az Erkl1/2 foszforilalatlan és foszforilalt formainak sejteken belili
mennyiségét is, tekintve, hogy a TH enzim 31-es szerin reziduumanak foszforilacioja
Erk1/2-fiiggé folyamat [119]. Az Erkl1l/2 foszforilaciojara nem volt hatéssal a
secretagogin génjének csendesitése CNTF-kezelés nélkil, azonban CNTF hozzaadasat

kovetden a géncsendesités kovetkeztében a foszforilacio csokkent (22. &bra).
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22. &bra. In vitro neurofarmakoldgia — géncsendesités és CNTF kezelés INS-1E
inzulinébma sejtvonalon. Western blot

CNTF kezelés hatasara a 31-es szerin helyen végbemend foszforilacio lép fel, melyet a
foszforilalodva aktivalodott Evkl/2 enzim idéz elo. Ezen hatas gatolhato secretagogin-
géncsendesitessel. p<0,05, Student-féle t-proba. Roviditések: CNTF ciliaris
neurotrofikus faktor, kDa kilodalton, ktrl kontroll, pErk1/2 foszforilalt (aktivalt)
extracellularis szignal-regulalt kinaz 1/2, pSer® 31-es szerinen foszforilalt tirozin-

hidroxilaz, scgn secretagogin, siRNS rovid interferalo ribonukleinsav.

5.11. CNTF hatasa agytorzsi szeletkulturan Erk1/2 es TH foszforilaciora

Az eddigi kisérletek alapjan kérvonalazddni latszott egy jelatviteli kaszkad, melyben a
secretagogin az Erk1/2 kdzremiikodésével kozvetve vagy kozvetleniil képes eldidézni a
TH 31-es szerinjének foszforilaciojat akut stressz soran. Mivel az in vitro
neurofarmakoldgiai kisérletben a CNTF hatékonyan emelte a foszforilalt TH- és Erk1/2-
szinteket, rdadasul secretagogintol fliggd modon, felmertilt a kérdés, hogy elképzelhetd-
e, hogy ugyanez a faktor a kozponti idegrendszeren belul is szerepet jatszik a LC-beli

noradrenerg neuronok akut stressz soran megfigyelheté TH-foszforilacidjaban.

Ot napos patkdnyok agytdrzseibol készitett 300 pm vastag, LC-t tartalmazo szeletek
tapfolyadékdhoz rekombindns CNTF-et adtam, 20 perccel ezt kovetéen a mintakat
homogenizaltam, majd megmértem a fehérjéek mennyiségét. Ebben az ex vivo kisérletben
az in vitro Kisérlet soran megfigyelt valtozasokhoz hasonlé eredményt kaptam. CNTF
hatasara emelkedett az agyszdvetben a TH és az Erk1/2 enzimek foszforilalt izoformainak

mennyisége a kontrollhoz képest (23. abra).
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23. dbra. Rekombinans CNTF hatésa ex vivo agytorzsi szeletkultiran. Western blot

CNTF kezelés hatasara a 31-es szerin helyen foszforilalt TH és a foszforilalt Erk enzimek
szintje 20 perc elteltével megemelkedik. p<0,05, Student-féle t-proba. Roviditések: CNTF
ciliaris neurotrofikus faktor, Erk1/2 extracellularis szignal regulalta kindz 1/2, kDa
kilodalton, pErkl1/2 foszforilalt (aktivalt) extracellularis szignal regulalta kinaz 1/2,

pSer®!-TH 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, TH tirozin-hidroxilaz.

5.12. A CNTF receptora megtalalhato a LC-beli noradrenerg neuronokon
Rovid irodalomkutatast kovetden vilagossa valt, hogy az ex vivo kisérletben a CNTF
pontosan mely sejtekre fejthette ki hatasat. A nyilt forraskdédd Allen Brain Atlas

egyértelmit CNTF receptor mRNS jeldtisulast abrazol egér LC-aban (24. abra).

CNTFR mRNS

24. abra. CNTF receptor mRNS expresszid egér LC-ban. In situ hibridizacio (forras:
[222])

A CNTF receptor mRNS expresszio szinskalaval kodoltan lathato a LC-ban és a kornyezd
terlileteken. Minél magasabb egy sejt mRNS tartalma, annal inkdbb a spektrum voros

végéhez kozeli arnyalattal abrazolt, minél alacsonyabb, annal kékebb szinnel jeldlt. A
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fehér nyilak a LC hatdraira mutatnak, az ependiméval boritott kamrai felszin kék
vonallal, a LC egyes sejtjei es az ependima kozotti lehetséges kontaktpontok pedig kék
nyilakkal vannak jelolve. Roviditések: CNTFR ciliaris neurotrofikus faktor receptor,

mRNS hirvivo ribonukleinsav. Lépték: 100 um.

Ezt az irodalmi adatot egy kettés jelolést alkalmazd immunohisztokémiai kisérlet
segitségével még annyiban sikeriilt kiegészitenem, hogy a CNTF receptorat elsésorban
TH tartalmd neuronok expresszéljak e magban, kamrai felszinig kinyalé dendritjeik
koexpresszaljak a két fehérjét (25. abra).

25. abra. TH és CNTF receptor fehéerjek kolokalizacioja egy kamrakdzeli LC sejt
nyalvanyaban. Immunohisztokémia

Az abran a TH és a CNTFR atfedd, sejtnyulvanyon beliili eloszlasa lathatd. A fehér nyil
az agykamrai felszinre mutat. Roviditések: CNTFR ciliaris neurotrofikus faktor receptor,

TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 10 um.

5.13. A CNTF receptora elsésorban a mPFC-re vetiilo LC neuronokon van jelen

A LC-beli neuronok felelések a nagyagykéreg diffGz noradrenerg beidegzéséért, ezen
belll a prefrontalis kéregre kifejezetten gazdag rostozattal vetiilnek [50]. Biotinilalt
dextranamin (BDA) palyajelold anyag befecskendezésével megvizsgéltam, hogy a mPFC
feldl retrogradan jelol6dé LC neuronok és a CNTF receptorral rendelkezd noradrenerg
sejtek halmazai mennyiben fednek &t egymassal. A Kisérlet soran azt talaltam, hogy a
BDA-val jelolt sejtek kdzel haromszor akkora stirtiségben hordozzak felsziniikon a CNTF

receptorat, mint a BDA altal jeldletlenek (26. abra).
A
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26. abra. mPFC-be vetiilé LC neuronok TH és CNTFR expresszioja patkdnyban.
Héarmas jeldlés, immunohisztokémia

Az A éabrarészen konfokalis lézer szkenning mikroszképos felvételen lathatd, hogy egy
medialis prefrontalis kéregbol BDA-val retrogradan jelolt LC-beli TH pozitiv sejt tébb
CNTFR-immunoreaktiv jelet hordoz testének felszinén, mint a palyakoveté anyagot nem
tartalmaz6 TH immunoreaktiv neuronok. A fehér nyilhegyek periszomatikus CNTF
receptorokra, az Ures nyilhegyek BDA akkumul&cids helyekre mutatnak, a csillagok pedig
BDA negativ/TH pozitiv sejteket jelolnek. A B &brarész egy kvantitativ analizis nyoméan
készilt oszlopdiagram, mely a BDA-val jelolédott és a BDA-val nem jelolodott
noradrenerg neuronok sejtfelszini CNTFR siirtiségét mutatja be. p<0,05, Student-féle t-
proba. Roviditések: BDA biotinilalt dextranamin, CNTFR ciliaris neurotrofikus faktor
receptor, TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 7 um.

5.14. A CNTF fehérje és mRNS megtalalhaté a Ill. kamramenti ependimalis
rétegben

A kovetkezokben a LC-neuronokon taldlhatd receptorokhoz kotdédni képes CNTF
forrasaul szolgal6 agyteriileteket kivantam felderiteni. Egyszeres immunfestéssel magat
a fehérjét (27. abra), kvalitativ PCR technikaval pedig a CNTF mRNS-ét azonositottam
a Ill. agykamrat hatarold felliletes sejtrétegben (28. abra).

vad tipus CNTF KO

CNTF

27. dbra. CNTF fehérje a 111. kamramenti fellletes sejtrétegben. Immunohisztokémia
Az &brén egy vad tipusu és egy CNTF genkittott egér I11. agykamraja mentén két oldalt

elhelyezkeds  koztiagyi  terulet  lathatd  egyszeres  immunohisztokémiaval,
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fénymikroszképos felvételen. A vad tipust allatban a kamra Uregét hatarold feluletes
sejtreteg immunopozitiv, a CNTF-et a fekete nyilhegyekkel jelolt sejtek tartalmazzak.
Kontrollként CNTF génkiutott transzgenikus egéren is elvégeztem a festést, amelyben
ugyanezen sejtek immunonegativnak bizonyultak (lires nyilhegyek). Roviditések: CNTF
ciliaris neurotrofikus faktor, KO (knock-out) génkiltott. Lépték: 120 um.
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28. abra. A 111. kamramenti fellletes sejtréteg CNTF mRNS tartalmanak kimutatasa
kvalitativ PCR segitségevel.

Az abran balrdl jobbra a reverz transzkripcion at nem esett, majd a reverz transzkripcion
dtesett minta savja, végiil pedig egy hozzavetoleges molekulaméret (bazispar)
meghatarozasra alkalmas cDNS standard savja lathatd. Roviditések: bp bazispar, CNTF

cilidris neurotrofikus faktor, mRNS hirvivé ribonukleinsav, RT reverz transzkriptaz.

Egy tovabbi, Hoechst-magfestéssel kiegészitett CNTF/GFAP kettds
immunohisztokémiai reakcid alapjan a széban forgo I11. kamramenti sejtréteg a feluletes

ependimalis sejtrétegnek bizonyult (29. abra).

29. dbra. CNTF és GFAP fehérjék kolokalizacidja egy Ill. kamramenti sejtben.

Magfestéssel kiegészitett kettos immunohisztokémia
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Az abran a CNTF és a GFAP nagyban atfedo sejten beliili eloszldsa figyelheté meg.
Hoechst 33342 magfestéssel a sejtmagok lathatok. Roviditések: CNTF ciliaris
neurotrofikus faktor, GFAP glialis fibrillaris acidikus protein. Lépték: 5 pm.

Mivel a I1l. kamramenti agymintakkal parhuzamosan V. kamramenti, LC-t egészében
tartalmazd szovetblokkbdl készitett neuron- és gliakultirdk CNTF mRNS-tartalmat is
vizsgaltam, és ezekben nem volt jelen a keresett ribonukleinsav (30. &bra), ez alapjan
kiz&rhatova valt, hogy a CNTF lokélisan felszabadulva hatna a receptorral bir6 LC

sejtekre.
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30. abra. CNTF mRNS-tartalom a I11. kamramenti felliletes sejtrétegben, valamint a
IV. kamramenti, LC-t tartalmazd mintabol tenyésztett neuron-, illetve gliakultGraban.
Valos idejii, kvantitativ PCR

A diagramon a Ill. kamrat hatarold fellletes sejtréteg, egy agytorzsi neuron- és egy
gliakultara sejtjeinek relativ mRNS-tartalmat reprezentalé oszlopok lathatok. Mig a 111.
kamramenti sejtekben eldfordul a szoban forgo ribonukleinsav, a sejtkulturdak nem
tartalmazzak azt. p<0,05, Student-féle t-proba. Roviditések: CNTF ciliaris neurotrofikus

faktor, mRNS hirvivo ribonukleinsav.
5.15. Akut stressz soran a liquor CNTF-szintje emelkedik

A 1ll. kamra magassagaban az ependimalis réteg sejtjeib6l felszabaduld CNTF az

agyvizen keresztiil képes eljutni a IV. kamraig, ahol kotédhet a LC-beli neuronokon levé
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receptoraihoz. Munkam sordn arra kivantam fényt deriteni, vajon a kozponti
idegrendszeri akut stresszvalasz részeként megvaltozik-e a CNTF fehérje mennyisége az

agyvizben, mely szignal értékkel birhat a rendszer elemei kdzo6tti kommunikéciéban.

Bal hatso végtagjaikba 4%-os formalinos injekciot kapott patkanyok és kezeletlen tarsaik
IV. agykamrajabol kinyert liquormintadiban ELISA-val hatdroztam meg a CNTF
koncentracidjat. A fajdalomstressznek kitett allatok mintdiban a kontrollokban levd

CNTF-szinthez képest megkozelitéleg haromszoros értéket mértem (31. abra).
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31. abra. CNTF koncentracio meghatarozasa 1V. kamrabdl kinyert liguormintakban.
ELISA

Az A &brarészen egy intraoperativ felvétel lathato, melyen a membrana atlantooccipitalis
hardantmetszésével feltart cisterna magna (lires nyilhegy), illetve mélyebben a nyultvelé
és a kisagy abrazolodik. A B dbrarészen az ELISA fehérje analizis eredményét bemutatd
oszlopdiagram lathatd, melyen szignifikans, kdzel haromszoros CNTF koncentraciobeli
kiilonbség figyelheté meg a kontroll és a kezelt csoport értékei kozott. p<0,05, Student-
féle t-préba. Roviditések: CNTF ciliaris neurotrofikus faktor, ktrl kontroll, ml milliliter,

pg pikogramm. Lépték: 2 mm.

5.16. CNTF intracerebroventrikularis adminisztracidjanak hatasai
Tovabbi kisérletekkel bizonyitottam, hogy a CNTF akut stresszben torténd
megemelkedése az agyvizben élettanilag jelentds folyamat. Viselkedésbiologiai kisérletet

terveztem, melyben egy tartds kanulén aCSF-ben feloldott rekombindns CNTF-et
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infundéltam 10 egér agykamrarendszerébe, majd 60 perc elteltével nyilt aréna (open field)
teszttel vizsgéltuk a mozgasukat. A kontroll csoport 10 egyedének agyaba csak az
oldoszert juttattuk be. A teszt soran a kontroll allatok mozgasa atlagosnak volt tekintheto,
mig a CNTF-fel kezeltek mozgasszegényebbek lettek, valamint elsésorban a mez6
periféridsabb részein, a doboz falaihoz kozel tartozkodtak, mely megfelel egy akut
stressznek Kkitett &llat viselkedésének (32. abra).
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32. abra. CNTF intracerebroventrikularis adminisztracidéjanak hatasa. Nyilt aréna
teszt

Az A dbrarészen harom kisérleti allat altal bejart Gtvonalat rajzoltunk le vékony vonallal.
A szaggatott vonalas kontard négyzetek a dobozon belil kijelélt centrum-periféria hatart
jelolik. A kontroll csoportot képviseld dllat joval nagyobb tdavolsdgot tett meg a vizsgalati
idotartam alatt, és a mezo centrumaban is tobbszor megfordult. Ezzel szemben a CNTF-
fel kezelt allatok révidebb tavot tettek meg, jellemzéen szorosan a falhoz tapadva
kozlekedtek. A B abrarész az allatok altal atlagosan megtett tavolsagok méterben
kifejezett értékeit mutatja be, jelentos kiilonbséget mértiink a ket kisérleti csoport kozott.
p<0,05, Student-féle t-préba. Roviditések: aCSF arteficialis cerebrospinalis folyadék,

CNTF ciliaris neurotrofikus faktor, m méter.

A viselkedéstesztet kdvetéen az allatok agyveldit eltavolitottam, és tovabbi 20 hasonld
intracerebroventrikularis inflzids kezelésen atesett egér agyaval egyutt Western blot
fehérje analizisre bocsatottam, hogy megmérjem a LC-beli TH enzimek mennyiségét. A
tovabbi 20 allat 10 secretagogin génkiutott és 10 CNTF génkiutott egyed volt, melyek
fele ismét csak aCSF-et, masik fele aCSF-ben feloldott CNTF-et kapott tartds kanuljén
keresztul. Mivel a viselkedésteszten atesett vad tipusu allatok szintén két csoportra voltak
oszthatok az alapjan, hogy a secretagogin vagy a CNTF génkiltott allatokkal kdzos

torzsbol szarmaztak-e, a mintak futtatatasat és a kapott értékek grafikus megjelenitéset
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ennek megfeleléen végeztem el (33. abra). A CNTF-et kapott vad tipust allatok agytorzsi
mintai, fliggetleniil att6l, hogy melyik torzsbol szarmaztak, az akut stresszre jellemzd,
szignifikans mértékii 31-es szerinen foszforilalt TH-szint emelkedést mutattak. Mig a
CNTF geénkilitott allatok TH-szintjeir61 ugyanez mondhaté el, a secretagogin génkititott
allatokban ez a hatés elmaradt, mely utébbi 6sszhangban all az inzulinbma sejtvonalon

végzett in vitro neurofarmakoldgiai kisérletemnél tapasztaltakkal.
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33. abra. CNTF intracerebroventrikularis adminisztraciojanak hatasa. Western blot

CNTF agykamraba torténd beadasa 70 perc elteltével szignifikans mértékben emeli a 31-
es szerinen foszforilalt TH-szintjét vad tipusu, valamint CNTF génkilitott egerek LC-aban.
Secretagogin génkiltott allatokban ez a hatas elmarad. p<0,05, Student-féle t-préba.
Roviditések: aCSF arteficialis cerebrospindlis folyadék, CNTF ciliaris neurotrofikus
faktor, kDa kilodalton, KO (knock-out) génkiiittt, pSer3t-TH 31-es szerinen foszforilalt

tirozin-hidroxilaz, scgn secretagogin, TH tirozin-hidroxiléaz, vt vad tipus.

5.17. In vivo CNTF géncsendesités hatasa a TH foszforilaciojara akut stresszben

A CNTF jelatvitel szerepét akut stresszben még egy tovabbi kisérlettel igazoltam. Ennek
soran 8-8 patkany oldalkamrajaba injektaltam CNTF vagy kontrollként randomizalt
szekvenciaju (scramble) siRNS-t, majd 96 6ra elteltével az allatok kozll csoportonként
4-et formalin stressznek tettem ki. A 60 perc utan begyiijtott agymintak LC-t tartalmazo
részein Western blot fehérje analizist végeztem, melynek eredményét a 34. abra mutatja.
Mig a nem interferal6 RNS-t kapott allatokban a formalin stressz hatasa az igazolt médon
érvényesult, a CNTF siRNS beadasa megakadalyozta a TH 31-es szerinjének

foszforilaciojat.
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34. abra. Intracerebroventrikularis CNTF siRNS hatésa akut stresszben. Western blot
CNTF siRNS agykamraba torténé beaddasat kovetéen formalin injekcio hatdisara nem
kovetkezik be a tirozin-hidroxilaz 31-es szerinjének foszforilacidja. p<0,05, Student-féle
t-proba. Roviditések: CNTF ciliaris neurotrofikus faktor, kDa kilodalton, pSer3!-TH 31-
es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, siRNS rovid interferdlé ribonukleinsav, TH
tirozin-hidroxilaz.

5.18. A prefrontalis kérgi secretagogint és TH-t koexpresszal6 rostok LC eredetiiek
A LC-bdl kiindulo felszalld rostok a medialis eldagyi koteghez csatlakozva érik el a
segitségével vizsgalva kimutattam a secretagogin és a 31-es szerinen foszforilalt TH
jelenlétét tobbek kdzott az entorhinalis kéregben, a primer szomatoszenzoros kéregben, a
gyrus cinguliban, a hippokampuszban, a kisagyban, tovabba a mPFC-ben (35. abra). A
mPFC-ben a secretagogin expresszio kilondsen magas volt.
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35. abra. Nagyagykérgi tertiletek fehérje analizise

A Western blot eredményén lathato, hogy a vizsgalt kéregrészekben mind jelen van a
secretagogin és a 31-es szerinen foszforilalt TH fehérje, a medidlis prefrontélis kéregben

kiemelkedoen nagy mennyiségben. Roviditések: cbll cerebellum, cing gyrus cinguli, ent
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entorhinalis cortex, hp hippocampus, kDa kilodalton, mPFC medidlis prefrontalis kéreg,
pSer®! 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, S1 primer szomatoszenzoros kéreg,

scgn secretagogin.

Ugyanezen allatokbol nyert mintak szinaptoszoma preparalasaval bizonyitottam, hogy a

secretagogin fehérje foként a szinapszisokban disul a mPFC &llomanyan belul (36. abra).

syn. fr. E.a.
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36. abra. Szinaptoszoma-frakcio fehérje analizise. Western blot

A medialis prefrontalis kéreg allomanyabol homogenizalt mintan végzett Western blot
vizsgalat segitségével sikeriilt kimutatnom, hogy a vizsgalt kéregrészben jelen levo
secretagogin szinapszisokban talalhatd. Az intenziv szinaptofizin-jel a szinaptoszoma
preparalés sikerességét igazolja, a szaglogumot a secretagogin fehérje expresszio pozitiv
kontrolljakent alkalmaztam. Roviditések: E.a. egész agykéregrész homogenizatum, scgn

secretagogin, syn. fr. szinaptoszoma-frakcio, syn.phys. szinaptofizin, sz.g. szaglogumo.

Tovabbi 3 feln6tt him patkdnyon végzett immunohisztokémiai mddszerrel, kettds
jeloléssel jelenitettem meg a mPFC-n belul TH-t és 31-es szerinen foszforilalt TH-t
tartalmazd rostokat és boutonokat. Szamos helyen bukkantam a két fehérje egyuttes

eléfordulasara (37. abra).
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37. &bra. TH és 31-es szerinen foszforilalt TH expresszidja axonokon beltl a mPFC-
ben. Immunohisztokémia

A ket fehérje legtobbszor egyiitt fordul elo a rostokon beliil, illetve a szinapszisok
kozelében. Roviditések: mPFC medidlis prefrontalis kéreg, pSer3! 31-es szerinen
foszforilalt tirozin-hidroxildz, TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 20 um (A), 2 um (4°-A"").

A LC-nak megfeleld agyteriiletre BDA-t injektalva, anterogrdd palyakdvetés
segitségével, majd lektinhisztokémiai eljarassal tettem lathatova a felszallo6 koteg

axonjait, annak végzddéseit. A palyakovetéssel kombindlt immunohisztokémiai festés

eredményei igazoltdk, hogy a mPFC-ben az anterograd jelolt rostok 31-es szerinen
foszforilalt TH-t tartalmaznak (38. abra).

38. abra. A mPFC-ben végzddi LC eredetii rostok 31-es szerinen foszforilalt TH-t

tartalmaznak. Immunohisztokémia
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A BDA injekci0 és az anterograd palyakovetés elve vazlatos rajzon (A). A LC terlletére
bejuttatott palyakoveto anyag a konfokadlis lézer szkemning mikroszkoppal készitett
képeken a beadds helyének megfelelé lokalizdacioban (B, B’), illetve a medidlis
prefrontélis kérgi rostokban (C-C”). Roviditések: BDA biotinilalt dextranamin, LC locus
coeruleus, mm milliméter, mPFC medialis prefrontalis kéreg, pSer3! 31-es szerinen
foszforilalt tirozin-hidroxildaz, scgn secretagogin. Lépték: 200 um (B), 40 um (B’, B”), 5
um (C, C°, C”).

5.19. A secretagogin fehérje eloszlasa human agytérzsben

Vizsgélataim egy részét human mintakra is Kiterjesztettem. A perfazioval fixalt
mintakbol készitett metszeteken immunohisztokémiai eljarassal tettem lathatova a
secretagogin tartalmi sejteket. A patkanyban és egérben megfigyelthez hasonloan
emberben is secretagogin pozitivnak bizonyultak a noradrenerg agytorzsi
sejtcsoportoknak imponaléd teriletek, igy az Al, az A6, azaz a LC, illetve az A7.
Mindezek mellett a human agytorzs tovabbi régidiban is tomorultek secretagogin tartalmd
neuronok, ragcsalok agytorzseében taldltakkal hasonld eloszlasban, példaul a nucleus

dorsalis nervi vagiban (39. abra).
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39. abra. Secretagogin expresszié az ember agytérzseben. Immunohisztokémia
Secretagogin-immunoreaktiv neuronok a nyultvelében (A), a nyultveldbeli nucleus
dorsalis nervi vagi-ban (4°), illetve az Al-nek megfeleld teriileten (A”). A hidbeli
secretagogin tartalmu sejtek a LC teriiletén csoportosulnak (B, B’). Secretagogin-
immunoreaktiv neuronok az A7 terlletén(B’’). Roviditések: Al, A7 noradrenerg
sejtcsoportok, LC locus coeruleus, nX nucleus dorsalis nervi vagi. Lépték: 500 um (A, B),
60um (A, B, B”’), 25 um (4”).
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Ember LC-&ban secretagogin expressziot TH-immunoreaktiv sejtekben talaltam. A

secretagogin jelenlétére utald immunjelet jellemzden a sejttestek periférias részein,

valamint a nyulvanyokban azonositottam (40. abra).

/
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40. abra. Secretagogin és TH expresszio human LC-ban. Immunohisztokémia

A LC TH tartalmi neuronjai secretagogint expresszalnak. A secretagogin-jel a
sejtmembran mentén és a nyulvanyok kilépési pontjainal intenzivebb (nyilhegyek az A -
A’ abrdkon). Roviditések: scgn secretagogin, TH tirozin-hidroxilaz. Lépték: 25 um (A),
I um (4-A").

5.20. Mennyiseg es foszforilacié vizsgalata akut stresszben, human mintakon

Emberi mintdkon az agytdrzsi secretagogin tartalmd idegsejtek hasonlo eloszlast
mutattak, mint patkanyban és egérben, ezért feltételeztem, hogy akut stresszhatas
emberben is valtozasokat indithat el a LC-beli noradrenerg neuronokban. Kiserleteim egy
részéhez akut szivelégtelenségben elhunyt személyek LC punch mintéit hasznaltam,
mivel e korkép a haldl bedllta el6tt erds fajdalommal, egyuttal akut stresszallapottal jar.
A vizsgélati anyagban a secretagogin mennyisége kétszeresére ndtt a TH és a 31-es
szerinen foszforilalt TH szintjeinek emelkedése mellett (41. abra A része). Ehhez hasonlo
eredményeket kaptam kisérleteim masik részében, ahol 6ngyilkossagot elkovetett
személyek agytorzseib6l szarmazd LC punch mintakat dolgoztam fel (41. &bra B része).
Megemelkedett secretagogin-, TH- és 31-es szerinen foszforilalt TH-szinteket mértem,
amely valosziniileg annak tudhatd be, hogy az dngyilkos cselekedet elkdvetése eldtt a

személy er6s stresszhelyzetben van.
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41. &bra. Secretagogin és TH expresszio, valamint utébbi foszforilacidjanak vizsgalata
akut stresszhelyzetekben huméan mintakon. Western blot

A LC-beli secretagogin- es TH-szintek megemelkedtek akut szivelégtelenségben
elhunytakbdl szarmaz6 micropunch technikaval kinyert mintdkban (A, Al). A LC-beli
secretagogin- és TH-szintek megemelkedtek dngyilkossdagot elkovetett egyedekbdl
szarmazd mintakban (B, B1). Roviditések: A.sze. akut szivelégtelenség, ktrl kontroll, kDa
kilodalton, 6ngy. dngyilkos, pSer®! 31-es szerinen foszforilalt tirozin-hidroxilaz, scgn

secretagogin, TH tirozin, hidroxilaz.
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6. Megbeszélés

6.1. A secretagogin az emlds agytorzsében relémagokban, vegetativ és stressz
kozpontokban fordul elo

Az agytorzson beliil kiilonboz6 funkcidju magokban talaltam secretagogin tartalmu
sejteket, csakigy mint autondm regulatorikus kérok szabalyozokdzpontjaiban (nucleus
parabrachialis, nucleus tractus solitarii, nucleus dorsalis nervi vagi), érzékszervi
érzOpalyak kapcsoloallomésaiban (vesztibularis €s vizudlis rendszerek egyes elemei),
illetve a noradrenerg mezOk magjaiban. A kiilonb6zd fajokbdl szarmazo metszeteket
vizsgalva az is egyértelmiivé valt, hogy a secretagogin eloszlasi mintazata a torzsfejlédés
soran —igy hazicsirkében (kutatdcsoportunk egy masik tagjanak sajat eredmeényei [223]),
ragcsalokban és az emberben is igen nagymértékben konzervalodott.

Mindezek fényében megallapithatjuk, hogy a secretagogin, mas kalciumkot6 fehérjékhez
hasonloan [17, 224, 225], egy jol hasznalhatd neurokémiai markere lehet a jovében az 6t
expresszalo agytorzsi sejtcsoportoknak.

Az agytorzsi monoaminerg rendszerek szerotoninerg, valamint dopaminerg magjaiban
nem azonositottam secretagogin jelet, melyek kozul az utdbbi kuléndsen figyelemre
méltd, ugyanis csakigy egy katekolaminerg sejtpopulacié, mint a noradrenerg
sejtcsoportok egyuttese, melynek viszont szinte valamennyi eleme tartalmazta a fehérjet,
mi tébb a noradrenalin bioszintézis sebesség-meghatarozo lépését katalizalo TH-t
tartalmazé neuronjaikban. A két fehérje kolokalizacidja oly nagyfokinak és a TH
tartalmG noradrenerg sejtek minden alcsoportjara vonatkozéan olyannyira altalanos
érvénylinek bizonyult, hogy a figyelmiinket erételjesen magara vonta, és a tovabbi
Kisérleteinkben a secretagogin egy esetleges TH-ra gyakorolt szabalyozd szerepének

felderitését thztik ki célul.

6.2. A secretagogin befolyasolja a TH expressziojat es foszforilaciojat noradrenerg
LC sejtekben

Egy reakciosor sebesség-meghatarozd lépése mindig a leglassabb részfolyamatot jelenti,
hiszen az azt megel6z6 1épések termékei hiaba allnak rendelkezésre, ha nem tudnak
tovabbalakulni, az egyensulyi reakciok szabalyai értelmében egyszertien visszaalakulnak

prekurzoraikka [226]. A sebesség-meghatarozd lépés tehat a legkritikusabb pontja, a
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legsziikebb keresztmetszete egy bioszintetikus folyamatnak, értelemszerti tehat, hogy az
ezt katalizalo enzim mennyiségén és aktivitasan keresztil lehet a leghatékonyabban
befolyasolni a végtermék keletkezésének litemét.

A TH, mint arra a bevezet6ben is utaltam, a katekolamin szintézis sebesség-meghatarozé
enzimjeként igen sokrétiien szabalyozott, mind gén, mind atirat, mind fehérje szinten. E
feladatokat gyakran kiilonb6z6 kalcium szenzor fehérjék koordinaljak [94].

A secretagogin és a TH kapcsolatat elészor tigynevezett ,,loss of function” kisérletekben
vizsgaltam, melyek soran a secretagogin mRNS-éhez képest komplementer
bazissorrendii oligonukleotidokat juttattam TH tartalmu neuronokba. Ezzel a SCGN gén
csendesitését értem el, melynek réven sikeresen mutattam meg, hogy csokkent
secretagogin mennyiség mellett, 72 ora elteltével a TH mennyisége is csokkenést mutat.
A secretagogin tehat egyike azoknak az intracellularis szabalyozo fehérjéknek, melyek a
nyugalmi TH expresszio biztositasaért felelosek. Mi torténik azonban, ha kibillentjik a
rendszert az egyensulyi helyzetbd1?

Az agytOrzsi noradrenerg rendszer egyik legf6bb funkcidja az akut stresszvalasz soran a
gyors adaptéacio feltételeinek megteremtése. Az ehhez sziikséges enzimaktivitast noveld
valtozasoknak a fehérje szinten rendelkezésre allo TH molekuladkon kell végbemennitk.
A kiilonboz6 szerin reziduumok — foként a 40-es és a 31l-es pozicidban levok —
foszforilacioi protein kindzok altal épp ilyen modosulasai a TH enzimnek [94, 104],
melyek kozil fajdalomstresszel a 31-es szerin foszforilaciojat magam is kimutattam LC
mintakon, ezzel igazolva a korabbi szakirodalmi adatokat. Hasonloképp ismert volt mar
munkamat megel6zben az is, hogy ezt a foszforilaciot az Erk1/2 enzim végzi [119, 127],
mely egy korabbi tdmegspektrometriai adatsorban mar szerepelt, mint a secretagogin
lehetséges interaktiv partnere, sajat eredményem viszont, hogy ezt az enzimet a
secretagogin interaktomajaban is sikertlt azonositanom.

Ebben a témaban azonban a legfontosabb eredményeket akkor értem el, amikor 6tvoztem
a két fent vazolt kisérletes szituaciot: in vivo és in vitro korilmények kdzott egyarant
vizsgaltam, mi torténik, ha a TH aktivitasanak fokozodasara van sziikség, a secretagogin
fehérje azonban nem, vagy csak korlatozott mértékben all rendelkezésre. In vivo
secretagogin génkiutott allatokat kezeltem intramuszkularis formalin injekcidval, in vitro
pedig inzulinoma sejteket kezeltem eloszor secretagogin siRNS-sel, majd CNTF-fel,

mely utobbirdl a szakirodalomban fellelheté informaciokra tdmaszkodva tudtam, hogy
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képes specifikusan a TH 31-es szerinjének foszforilaciojat el6idézni [118, 149].
Eredményeim mindkét esetben egyértelmiien ramutattak a secretagogin nelkilozhetetlen
szerepére. Korvonalazddni latszodott tehat egy akut stressz soran aktivalodo jelatviteli
kaszkéad, melynek in vitro, inzulindma sejtekben négy, in vivo harom elemére deritettem
fényt.

6.3. Akut stressz soran a III. kamramenti ependimalis réteg sejtjeibél felszabadulo
CNTF liguor mediélta volumen transzmisszidval jut el a LC-beli TH tartalma
neuronokon talalhat6 receptoraihoz

A kutatomunkanak egy irodalmi adat adott 0 iranyt, ugyanis a nyilt forraskédd Allen
Brain Atlas hasznos informacioval szolgalt arrol, hogy a LC az agytorzson belul
kiemelked6en magas CNTF receptor expresszidval bir [222]. A receptort kamrakozeli
TH tartalmd neuronokon, azon beliil is fOként az akut stresszvalaszban fontos
projekcioval rendelkezd, prefrontalis kéregbe vetiild idegsejteken talaltam meg, a CNTF
TH-ra és Erk1/2-re gyakorolt hatdsat pedig ex vivo szeletkultdran az inzulindma
sejtvonalon megfigyeltekkel azonosnak talaltam. Feltételeztem ezek alapjan, hogy a
CNTF beilleszthetd az in vivo stressz jelatviteli kaszkadba, mint valamiféle hirvivé
molekula. A kérdés csupan az volt, hogy mely sejtek szabaditjak fel, és hogyan jut el a
IV. kamra magassdgaban helyet foglalé celsejtjeihez. Fehérje és RNS analizis
segitségével egyarant sikerult bizonyitanom, hogy a CNTF a koztiagy szintjében, a I11.
kamrat béleld ependimalis réteg sejtjeiben termelddik. Az ependima a glia egy tipusa,
axon és dendrit nélkiili sejtjei fedbhamhoz hasonlé médon boritjak a belsé liquorterek
felszineit, gyakran rendelkeznek szekretoros funkcidval, termékeiket altalaban
kozvetlenil az agykamrarendszerbe Uritik [227]. A CNTF jelenléte a liquorban, illetve
koncentracidjanak valtozasai kiilonb6z6 koriilmények kozott irodalmi adatokként mar
rendelkezésre alltak munkamat megelézéen is [228, 229], igy én elsGsorban azt
vizsgaltam, akut formalin stressznek kitett allatok liquormintaiban van-e arra utalé jel,
hogy a CNTF tényleg a stressz jelatvitel egy eleme lehet. Az ELISA Kisérlet eredményei
meggy6zben igazoltak hipotézisem helyessegeét, igy Ujabb kisérletekkel mas irdnyokbdl
megkdzelitve tovabb végezhettem a folyamatok feltérképezéseét.
Intracerebroventrikularis infuziéban adott CNTF a formalin stresszhez hasonlo

viselkedést valt ki a kisérleti allatokban, agytorzsi szovetmintdikban a TH 31-es
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szerinjének foszforilacidja szintén a stressz hatdsara jelentkezd valtozasokkal analog. A
secretagogin szerepe ebben a modellben is minden kétséget kizardan esszencialis, ahogy
a génkilitott egerek vizsgélata ezt igazolja. A CNTF agyvizen keresztiil terjedé, LC
neuronok altal medialt stresszvalasz mechanizmusat ersiti tovabba, hogy CNTF siRNS
intracerebroventrikularis beadasa esetén a stressz hatasara egyébként jelentkezd TH 31-

es szerin foszforilacié a LC-ban elmarad.

6.4. A secretagogin befolyésolja a noradrenalin indukalta neurondlis excitabilitast a
prefrontalis kéregben

Az ébrenlét és a vigilitas szabalyozasaért felel6s agytdrzsi noradrenerg neuronok nagy
szamban projicialnak a mPFC-be, mely tobbek kozott a stresszvalasz részeként
megjelené kizdési-menekiilési viselkedések szervezokdzpontja [230, 231]. Mindezek,
illetve sajat eredményeim alapjan feltételeztem, hogy ez a neokortikalis terilet lehet az
utolsé eleme egy hipotalamusz-LC-mPFC stresszkdrnek.

Anterograd palyakovetéssel bizonyitottam, hogy a 31-es szerinen foszforilalt TH jelen
van a prefrontalis kérgi TH tartalmu rostokban, kimutattam tovabba, hogy ugyanitt a
secretagogin is megtalalhatd, méghozza els6sorban a szinapszisok teriiletén. A két fehérje
egylttmiikodéséhez tehat minden adott ezen az agyteriileten is.

Munkacsoportunk egyéb tagjai secretagogin genkittott, kontroll és stresszelt allatokon
vegzett Kisérletek segitségével — a kérgi noradrenalin mennyiségének mérésén keresztul,
optogenetikai modszerekkel, valamint piramissejtek elektrofizioldgiai vizsgalataval —
idegélettani bizonyitéekokkal szolgaltak a rendszer miikodését, €s a secretagogin
nélkilozhetetlen szerepét illetéen [232].

Osszességében adataink alapjan elmondhatd, hogy a secretagogin noradrenerg rostok en
passant  szinapszisokat képzé  varikozitdsaiban hatékonyan szabdlyozza a
neurotranszmitter-felszabadulast, modulalva ezaltal a piramissejtek tuzelési frekvenciajat

és a prefrontalis kéreg egészének mitkodését akut stressz soran.
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7. Kovetkeztetések

e Asecretagogin egy jol hasznalhat6 neurokémiai markere agytorzsi relémagoknak,
vegetativ és stressz kdzpontoknak.

e A secretagogin agytorzsi eloszlasa nagyfok( hasonlésagot mutat egerekben,
patkanyokban és emberben.

e A secretagogin az Erkl/2 enzimen keresztiil idézi el6 a TH 31-es szerin
reziduumanak foszforilaciojat akut stresszben.

e A CNTF liquorban mérhetd szintje szignifikins emelkedést mutat akut stressz
sorén.

e A CNTF akut stressz sorén a Ill. agykamramenti ependimalis réteg sejtjeibdl
szabadul fel.

e A CNTF akut stressz soran liquor mediélta volumen transzmissziéval éri el a LC-
beli TH tartalmd neuronokon talalhaté receptorait.

e A CNTF receptora megtalalhato a mPFC-be projicialé TH tartalmd LC
neuronokon.

e A secretagogin jelen van a mPFC-ben, foként szinapszisokban.

e A mPFC-be projicialé LC eredetii rostokon beliil megtalalhaté a 31-es szerin

reziduumon foszforilalt TH.
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8. Osszefoglalas

Szamos kdzponti idegrendszeri sejttipus azonosithatd az altala expresszalt kalciumkoto
fehérjék alapjan. Munkénk sorédn a secretagogin kalcium szenzor fehérjét noradrenerg
neuronokban, szenzoros relémagokban, valamint vegetativ kdzpontokban azonositottuk.
Genetikai modszerekkel kiegészitett in vitro és in vivo neurofarmakoldgiéval igazoltuk a
LC neuronok nélkildzhetetlen szerepét a kozponti idegrendszeri stresszvalaszban.
Kimutattuk, hogy a harmadik kamramenti ependimalis réteg sejtjeibél felszabadulo
CNTF liquor mediélta volumen transzmisszioval jut el a LC neuronokon levé
receptorahoz, majd egy secretagogin-fiiggé intracellularis jelatviteli utvonalat aktivalva
az Erk1/2 enzim kozremiikodésével eléidézi a TH foszforilaciojat. Mind a CNTF, mind
a secretagogin mennyisegének csokkentése megakadalyozza a stressz indukalta kérgi
noradrenalin felszabadulast, a fokozott neuronalis excitabilitast, és a stresszre jellemz6
viselkedésformak megjelenését. Osszefoglalasképp elmondhatd, hogy az altalunk
ajonnan leirt stresszmechanizmus a hipotalamikus aktivaciot késodi, elnyujtott kérgi

excitaciova, valamint jellegzetes viselkedesi valassza konvertélja.
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9. Summary

Calcium-binding proteins are typically used to characterize neuronal subtypes in the
central nervous system. We identify secretagogin as a calcium-sensor which typically
labels norepinephrinergic neurons but also outlines distinct sensory relay and vegetative
centres in the vertebrate brainstem. Using in vitro and vivo neuropharmacology combined
with genetical tools we show that LC neurons are critical network players of a stress
signaling route which acts via volume transmission through the cerebrospinal fluid. Thus,
ependymal cell layer in the wall of the third ventricle release CNTF which binds to its
cognate receptors of LC neurons. This initiates sequential phosphorylation of Erk1/2 and
TH, which is critically reliant on secretagogin. Both CNTF and secretagogin ablation
occlude stress-induced cortical noradrenaline synthesis, ensuing neuronal excitation and
behavioural stereotypes. This newly described stress pathway converts hypothalamic
activation into a postponed and long-lasting cortical excitability and behavioural response

following acute stress.
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