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1. Bevezetés, elméleti hattér

A secretagogin egy rovid, de izgalmas multra visszatekint6 kalcium szenzor
fehérje. 2000-ben klonoztdk pancreas béta sejtekbdl, majd hamarosan az
inzulin felszabaditasaban, a vezikuldk dokkolasaban, fuzi6jaban jatszott
szerepét irtak le. Az elsd eloszlasi térképek alapjan vilagossa valt, hogy a
secretagogint endokrin sejtek, valamint kdzponti idegrendszeri neuronok
expresszaljak. 2015 6ta az is ismeretes, hogy a hipotalamikus nucleus
paraventricularis kissejtes részének eminentia medianara vetiil6 idegsejtjei a
secretagogin  kozremiikodésével valasztanak ki CRH-t a kozponti
idegrendszeri stresszvalasz részeként. Annak ellenére, hogy az elmult két
évtized egyre boviilo tudasanyaggal szolgalt az eldagyi el6fordulassal és

funkciokkal kapcsolatban, az agytorzs vizsgalata elmaradt.

Az agytorzs felépitése bonyolult. A tegmentum nagy részét a formatio
reticularis tolti ki, mely szirke- és fehéralloméany szovevényes halézata.
Tobbféleképp rendszerezhetdk az itt helyet foglald sejtcsoportok, példaul
lehetnek a medidn-paramedian zénaban, a medialis zonaban, ahol jellemz6en
nagy sejtes magok vannak vagy a laterdlis zonaban, ahol pedig kissejtes
magok talalhatdk. A Klasszifikacid egy tovabbi alapja lehet a sejtek altal
hasznalt neurotranszmitterek sokfélesége. A formatio reticularisban szdmos
kdzponti idegrendszeri neurotranszmitter jelen van, munkam szempontjabdl
a monoamin transzmitterek fontosak, kozilik is a noradrenalinnal,
pontosabban a noradrenalint expresszal6 neuronokkal foglalkoztam. A
noradrenerg sejtek az Ugynevezett ,,A” mezOkben foglalnak helyet az
agytorzs mindhérom szintjében, melyek kozil a locus coeruleus az A6-0s

magnak felel meg. Munkém sorén erre a teriiletre koncentraltam.



A locus coeruleus a rosztralis hidi tegmentum dorzolateralis részén,
kozvetlenil a 1V. kamra szomszédsagaban taldlhatd. Kiterjedt
rostrendszerével behaldzza az egész neuraxist, a neocortex, a hippocampus,
a kisagy, valamint egyes talamikus magok egyedli noradrenalinforrasaként
szolgal. Kiiléndsen figyelemre mélto, és munkam szempontjabol kiemelend6
a stresszvalasz részeként megjelend kiizdési-menekiilési viselkedések
szervezOkozpontjaba, a medialis prefrontalis kéregbe futdé igen gazdag

rostallomany.

A noradrenerg neuronok egyik legmegbizhatébb markere a tirozin-
hidroxilaz, mely a katekolamin bioszintézis sebesség-meghatarozd lépését
katalizal6 enzim. Mennyiségének és aktivitdsanak finom szabalyozasa
lehet6vé teszi a reakcidut végtermékeinek fokozott vagy csokkent képzéseét,
kdzvetve tobb vagy kevesebb noradrenalin felszabaditasat, igy végul
nagyobb vagy kisebb mértékii posztszinaptikus valasz kialakitasat. A
szabalyozasnak klasszikusan transzkripcids és poszttranszlacids, ezen belil
foszforilacids, illetve ubiquitindcids szintjeit szokas elkuloniteni. Munkam
szempontjdbdl a 3l-es szerin reziduumon végbemend, aktivitast és
enzimstabilitast fokozo foszforilacid bir kiemelt jelentéséggel, mely a
kdzponti idegrendszeri akut stresszvalasz egy locus coeruleusban jol

megfigyelhetd részjelensége.

A stressz pontos definiciojat elészor Selye Janos hatarozta meg 1950-ben. O
ekkor gy fogalmazott, a stressz a szervezet nem specifikus reakciéja minden
olyan ingerre, amely kibillenti eredeti egyensulyi Aallapotébol, és
alkalmazkodésra kényszeriti. Ma mér tudjuk, hogy a szervezet némiképp
kiilonboz6 reakciokkal valaszol az egyes noxakra, stresszorokra, azonban az

alapvet6en helytallo, hogy a homeosztazis veszélyeztetésére adapticios



vélasszal reagal. Miutén a stressz soran a befutd szignalokat a kiilénb6z6
integrativ kézpontok feldolgoztdk, a két hagyoményosan targyalt kimenet a
sympathoadrenalis rendszer, mely neuralis dsszekottetéseinek koszonheten
millisecundumok alatt aktivalédik, illetve a HPA tengely, mely a gyors
hormonalis jelatvitel révén masodperces idotavlatban kozvetiti a kozpont
izgalmat a perifériara. Emellé a két Gtvonal mellé egy percek-orak alatt
érvényesiild hatast harmadikat, tulajdonképp egy visszacsatold kort irtunk le

munkank soran.

Az idegsejtek kozti kommunikaciénak egyéb valfajai is léteznek a
szinaptikus jelatvitelen kivil. A volumen transzmisszié egy ezek koziil. Ez
gyakorlatilag a molekularis szignalok agyi extracellularis tér minden
iranyaba torténd diffazidjaként is elképzelhets, viszont gyakran annyiban
tobb egy tényleges egyszerli diffizional, hogy a szekretalt molekulak
preformalt terekben, mint perivaszkularis vagy periaxonalis rések aramlanak,
vagy akar a meghatarozott keringési irannyal biré liquorba valasztédnak ki.
Ezutobbi esetben kiiléndsen nagy tavolsadgokra tud eljutni az informéci6 a
felszabadulasanak helyétdl, igy nyilvanvaldan magas affinitasu receptorokra
van sziikség, és maga a jelatvitel igencsak lassi lesz. Ezt kompenzélja
valamelyest, hogy egy szinapszis létrehozasahoz és fenntartasdhoz képest itt

jéval kisebb a rendszer energiaigénye.



2. Célkitiizések

e A secretagogin fehérje agytorzsi el6fordulasanak vizsgalata
ragesalokbol, majd  emberbél szarmazod  sorozatmetszeteken
immunohisztokémiai maddszerek segitségével. Az eloszlasi mintazat
egyéb kalciumkotd fehérjékkel, ismert funkcionalis rendszerekkel valo
atfedésének megallapitasa.

e A secretagogin tirozin-hidroxildzzal val6 nagyfokd kolokalizacidja
lehetséges okainak — f6ként az enzim génjének expresszidjara, illetve
szerin reziduumainak aktivitast befolyasol6 foszforilaciojara gyakorolt
hatisainak vizsgalata. A secretagogin interaktiv partnereinek
feltérképezése, jelatviteli kaszkadba torténd beillesztése.

e A CNTF szerepének tisztazdsa: felszabaduldsi  helyének,
transzmisszidjanak, tirozin-hidroxilazra gyakorolt hatsanak, a kozponti
idegrendszeri stresszvalaszban betoltott funkcidjanak felderitése.

e A secretagogin jelenlétének és a tirozin-hidroxilaz foszforilaciéjanak
vizsgélata a locus coeruleus eredetii noradrenerg rostok nagyagykérgi
célteruleteiben, kilonds tekintettel az akut stresszben kulcsfontossagu

medidlis prefrontalis kéregre.



3. Anyag és modszer

Allatok

Allatkisérleteim soran Wistar patkanyokkal, valamint C57BL/6 egerekkel
dolgoztam, mely utébbiak vad genotipusiak vagy secretagogin-, illetve
CNTF génkiitétt (KO) allatok voltak. Az allatokat a miitétekhez és a
perfizidhoz ketamin és xilazin elegyével altattam. Az agyaikat perflzids
formalin fixalast kovetbéen vagy fixalds nélkill, azonnal szarazjégen
fagyasztva tavolitottam el. Mintavételezéshez tdbb esetben a Palkovits-féle
punch technikat alkalmaztam.

Human mintak
A human agytérzsmetszeteken immunochisztokémiai vizsgalatokat, locus

coeruleus punch mintakon Western blot fehérje analizist végeztem.

Locus coeruleus szeletkultura

300 um vastag, locus coeruleus szintjében késziilt koronalis agyszeleteket
rekombinans CNTF-fel (Sigma) kezeltem, a begyijt6tt mintakat Western blot
analizissel vizsgaltam.

In vivo géncsendesités
In vivo géncsendesitéseim soran sztereotaxisban végeztem secretagogin,
illetve CNTF siRNS beadasat patkanyok agykamrarendszerének megfelel

részeire.



Formalin stressz
Stressz kisérleteim soran patkanyok vagy egerek jobb oldali hatsé

végtagjanak izomzataba 50 pl 4%-os formalint adagoltam.

Palyakdvetés
A LC és a mPFC kdzotti kapcsolat vizsgalata érdekében anterograd, valamint
retrograd palyakovetést végeztem 10, illetve 3 kDa molekulasulyd BDA

sztereotaxisban rogzitett allat agyaba torténé befecskendezésével.

CNTF beadas intracerebroventrikularis kaniilén keresztiil

Génkiutott, illetve vad tipust egereknek és patkanyoknak mély altatasos
miitét soran tartos kaniilt helyeztem az oldalkamrajaba. A beépités utan 7
nappal aCSF-ben feloldott rekombindns CNTF-et fecskendeztem be,
melynek hatdsait open field teszttel, valamint Western blot mddszerrel

vizsgaltam.

Liquor mintavételezés
ELISA kisérletemhez 8 mély altatott patkany IV. agykamrajabol vettem 15-
15 pl liqguormintat a tarkérégid kipreparalasat, és a cisterna magna feltarasat

kovetden az apertura mediana ventriculi quartin keresztiil.

Metszés
A metszésre keriil¢ agymintakbol 50 vagy 300 pm vastagsagi metszeteket
készitettem, el6bbieket immunohisztokémiai kisérleteimhez, utobbiakat

fehérje, valamint RNS analizis céljabol.



Immunohisztokémia, képalkotés

A fénymikroszképos vizsgllatra szant metszeteimet foszfat-pufferrel
t6bbszor mostam, a célstruktirakat standard immunohisztokémiai eljarassal
jelenitettem meg. A blokkolast 5%-0s szamarszérum-oldattal végeztem,
biotin-konjugalt masodlagos antitestekkel dolgoztam. A csapadékot avidin-
biotin komplex képzésével tettem teljessé, amit végil diaminobenzidin-
reagenssel, nikkel-intenzifikalassal és hidrogén-peroxiddal tettem lathatova.

Egyes fehérjék kolokalizacidjanak vizsgalatahoz kettds jeloléses
immunohisztokémiai eljarast alkalmaztam. A blokkolast ugyanlgy
végeztem, mint az egyszeres jel6lés esetében. A primer antitesteket koktélban
alkalmaztam. Szekunder antitestekként Cy2-, Cy3- és Cy5-konjugalt
immunoglobulinokat hasznaltam, a palyakdvetés utan készilt metszeteken a
BDA-t Cy2-vel vagy Cy3-mal jel6lt streptavidinnel tettem lathatéva. A
festett metszeteket felhuzast és fedést kovetéen konfokalis lézer szkenning

mikroszkdppal vizsgaltam.

Immunoprecipitacié
A secretagogin  molekulajdhoz  kapcsol6dd interaktiv  partnerek
azonositasahoz immunoprecipitaciét végeztem magnes-konjugalt 1gG

segitségével.

Szinaptoszéma preparalas
Egyes fehérjék szinapszisbeli jelenlétének igazoldsa érdekében
szinaptoszémat preparaltam 0,32 M, majd 1,3 M koncentrécioji HEPES

segitségével.



Primer agytorzsi neuronkultira és géncsendesités

Az in vitro géncsendesités hatdsait primer agytorzsi neuronkultdran, és
inzulinéma sejteken vizsgaltam. ElSbbit 18 napos patkany embriok
agytorzsébdl készitettem. A sejtek tulélésének 4. napjan végeztem a
géncsendesitést. A kisérlethez secretagogin siRNS-t a kontrollhoz scramble

SiRNS-t hasznaltam.

Western blot

A fehérjék mennyiségi analiziséhez f6ként standard Western blot technikat
alkalmaztam. A 2 pg/pl-es protein koncentraciora korrigalt, Laemmli-
pufferrel denaturalt mintakbdél 12-12 pl-t pipettaztam a 8 vagy 10%-0s
poliakrilamid gélek egyes zsebeibe. A fehérjék elvalasztasat 10 percig 40
voltos, majd tovabbi 50 percig 180 voltos fesziiltségen végeztem. Ezt
kovetden a proteinsavokat a gélekbdl 60 perc alatt, 100 voltos fesziiltség
segitségével  polivinil-difluorid  membranokba  transzferaltam. A
celfenérjéket immunohisztokémiai eljarassal tettem lathatovd. A
membranokat 3%-0s marha szérum albuminnal blokkoltam, majd a keresett
fehérjék ellen termelt antitestek oldataival inkubaltam. Masodlagos
antitestekként tormaperoxidaz-konjugalt 1gG-t alkalmaztam. Az el6hivast

kemolumineszcens reagenssel végeztem.

ELISA

A CNTF liquorbeli koncentracidjanak meghatarozasdhoz standard
»szendvics” ELISA kisérletet végeztem. A mikrotiter lemez egyes
mikrozsebeibe 100-100 pl mintat pipettaztam. Biotinilalt szekunder antitest,
streptavidin-tormaperoxidaz reagens, majd a szinreakcio kifejlédéséhez
TMB szubsztrat hozzéadasa utan, végiil a szinreakcid leallitasat kovetGen

abszorbanciat mértem.



PCR

Az RNS analiziseimhez mintdimbdl RNS-t izolaltam, majd az izolalt RNS
mennyiségét Nanodrop technikdval hataroztam meg. Ezt kovetden reverz
transzkripciot végeztem, majd a cDNS-hez a megfeleld primer péarok
valamelyikét, illetve iTaq polimerazt, valamint valos ideji, kvantitativ
vizsgalataim sordn SYBR Green nukleinsavfestéket is tartalmazd reagenst
adtam, végil elvégeztem a polimeraz lancreakcio6t. A kvalitativ analizis soran

az amplifikaciot kovetden mintdimat 1,5%-0s agaréz gélen futtattam.

Nyilt aréna (open field) teszt

Viselkedéshiologiai kisérleteimben a patkanyokat 90 x 90 cm-es arénaba
helyeztiik, ahol a mozgasukat egy aréna folé erdsitett kamera rogzitette 10
percen keresztiil. Az elkésziilt videofelvételeket offline, egy 1.51w verzi6ju
ImageJ szoftverre fejlesztett Animal Tracker plug-in segitségével elemeztik
ki.

Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analizisét a Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Inc.) szoftvercsomag 17.0-4s verzidjanak segitségével
végeztem.  Statisztikai  prébaként  Student-féle  t-probat  vagy

varianciaanalizist alkalmaztam.



4. Eredmények

A secretagogin eloszlasa patkany agytorzsében

Kisérleteimben kiemelked6é immunoreaktivitastinak bizonyult tobbek kozott
a colliculus superior felliletes rétege és a periaqueductalis szirkeallomany
dorzolateralis része a kdzépagyban, a nucleus parabrachialis, illetve a locus
coeruleus a hidban, valamint a nucleus dorsalis nervi vagi a nyultvel6ben.
Ezeken talmenden tovabbi kisebb secretagogin tartalmu sejtcsoportok
rajzolodtak ki, melyek a C1/A1, A5 és A7 sejtcsoportoknak megfeleld
tertleteken helyezkedtek el.

A secretagogin eloszlasa egér agytdrzsében

Patkannyal valé szoros evollcids kapcsolata miatt kézel azonos expresszios
mintézatra szamitottam egérben is, mely nagyreszt igazolddott is.
Secretagogin  immunoreaktiv. neuronokat azonositottam a nucleus
tegmentalis microcellularisban, a nucleus tractus solitariiben, a nucleus
dorsalis nervi vagiban, a noradrenerg sejtcsoportoknak megfeleld teriileteken

— kiil6nos tekintettel a locus coeruleusra — tovabba a colliculus superiorban.

A secretagogin jelen van noradrenerg tirozin-hidroxilaz tartalma locus
coeruleus sejtekben

Secretagogin/TH kettés immunfestés segitségével megéllapitottam, hogy
patkany locus coeruleusdban a jel6lodott sejtek  dontd  tobbsége
koexpresszalja e két fehérjét. A kett6sen jelolédott sejtek nytlvanyai, melyek
dendriteknek imponéalnak, gyakran a kamrai felszin kozvetlen kdzelében
végzédnek. Egereken végzett immunfestéseim hasonléan magas

koexpresszios ardnyt igazoltak e faj locus coeruleuséban is.



A secretagogin interaktiv partnere az Erk1/2

Immunoprecipitacit végeztem egész agytdrzsi homogenizatumokon, a
secretagogin interaktiv partnereit Western blot segitségével elemeztem. A
kemolumineszcens jeldetektalas sordn igazolddott a secretagogin Erk1/2-vel
val6 kozvetlen kapcsolata, a PKA és a CaMPKII fehérjéket ugyanakkor nem

tudtam detektalni az immunoprecipitatumban.

A secretagogin tirozin-hidroxilaz expressziora gyakorolt hatasa

In vivo és in vitro kezeltem a secretagogin tartalmu sejteket rovid interferalo
RNS-sel (siRNS), majd valés ideji PCR, Western blot, illetve
immunohisztokémiai- és immunocitokémiai eljarasokkal elemeztem a
génexpresszios szintil valtozasokat.

Primer agytorzsi neuronkultdrdban a transzfektalt neuronokban a
secretagogin immunofluoreszcencia gyengébb volt, mint a nem transzfektalt
neuronokban, ami egyutt jart a TH immunoreaktivitas lathatd csokkenésével.
Parhuzamosan tenyésztett agytorzsi sejtkultdrabdl szarmazé mintakon
vizsgéaltam az RNS-szintii, inzulindma eredetii sejtkultiran pedig a fehérje
szintli valtozasokat. Mindkét esetben az immunocitokémiai vizsgalatokkal
Osszecsengd eredményre jutottam: a secretagogin siRNS-sel transzfektalt
kulturdkban nemcsak a secretagogin fehérje és a mRNS szintje, hanem ezzel
parhuzamosan a TH fehérje és a mMRNS mennyisége is cstkkenést mutatott.
Az in vivo végzett géncsendesitéssel szintén hasonl6 eredményeket értem el.
A 1V. agykamraba juttatott siRNS hatasara a harmadik napra csokkent a locus

coeruleusbeli TH-t expresszal6 sejtek denzitasa.



A tirozin-hidroxilaz foszforilacioja secretagogin-fiiggé folyamat a locus
coeruleushan

Fizikai stresszorok képesek aktivalni a LC-t, mely a noradrenerg sejteken
belili TH enzimek szintjén fokozott 31-es szerin helyen térténd
foszforilacion keresztiil valdsul meg, a folyamatot az Erk1/2 katalizalja.
Patkanyok hatso végtagjaba injektalt formalinnal valdoban nagyobb mértékii
31-es szerin-foszforilacitt figyeltem meg a formalin beadasat kovetd 20.
percben eltavolitott agymintak feldolgozasa soran magam is.

Vad tipusu és secretagogin génkiiitott egereket formalinstressznek vetettem
ala, hogy megvizsgaljam, a KO allat LC-aban is jelentkezik-e a 31-es szerin
foszforilacio, és azt talaltam, hogy a secretagogin gén hianya a vad tipusu
allat stressze kapcsan megfigyelhet6 fehérjeszint emelkedést csokkenti.
Ezen eredményeket alatamasztandé egy in vitro neurofarmakolégiai
kisérletet is végeztem, mely géncsendesitésbdl és CNTF adminisztraciojabol
allt. A kisérletet inzulindoma eredeti sejtkultiramon végeztem. A CNTF
kezelés 6nmagaban nem valtoztatta meg a secretagogin fehérje mennyiségét,
de a TH 31l-es szerinjén torténd foszforilaciot fokozta. A secretagogin
génjének csendesitése megakadalyozta ezt a hatast, nagymértékii 31-es
szerinen foszforilalt TH-szintbeli csdkkenést okozva. A kisérlet sorén
mértem az Erk1/2 foszforilalatlan és foszforilalt formainak sejteken belili
mennyiségét is. Az Erk1/2 foszforilacidjara nem volt hatassal a secretagogin
génjének csendesitése CNTF-kezelés nélkiil, azonban CNTF hozzaadasat

kovetden a géncsendesités kovetkeztében a foszforilacio csokkent.

CNTF hatasa agytorzsi szeletkultiran Erk1/2 és TH foszforilaciora
300 um vastag, LC-t tartalmazd agytorzsi szeleteket kezeltem rekombinans
CNTF-fel, majd a mintak begyiijtése utan Western blot analizist végeztem.

Ebben az ex vivo kisérletben az in vitro Kisérlet sordn megfigyelt



véltozésokhoz hasonld eredményt kaptam. CNTF hatésara emelkedett az
agyszbvetben a TH és az Erkl/2 enzimek foszforilalt izoformainak

mennyisége.

A CNTF receptora elsésorban a mPFC-re vetiilé LC neuronokon van
jelen

Kettds jelolést alkalmazo immunohisztokémiai kisérlet segitségével siker(ilt
igazolnom, hogy a CNTF receptorat elsésorban TH tartalmu neuronok
expresszaljak a LC-ban, kamrai felszinig kinydlé dendritjeik koexpresszaljak
a két fehérjét.

BDA befecskendezésével megvizsgaltam, hogy a medialis prefrontalis kéreg
feldl retrogradan jel6l6dé LC neuronok és a CNTF receptorral rendelkezé
noradrenerg sejtek halmazai mennyiben fednek at egymassal. A kisérlet soran
azt talaltam, hogy a BDA-val jel6lt sejtek kozel haromszor akkora stirliségben
hordozzék felszinikén a CNTF receptorat, mint a BDA altal jeldletlenek.

A CNTF fehérje és mRNS megtalalhat6 a 111. kamramenti ependimalis
rétegben

Egyszeres immunfestéssel és kvalitativ PCR technikaval azonositottam a
CNTF-et, illetve mRNS-ét a I1l. agykamrat hatéarol6 felliletes sejtrétegben.
Egy tovabbi, CNTF/GFAP kettés immunofestés alapjan a széban forgé Il1.
kamramenti sejtréteg a fellletes ependimalis sejtrétegnek bizonyult.

Akut stressz soran a liquor CNTF szintje emelkedik
Bal héatso végtagjaikba 4%-os formalinos injekci6t kapott patkdnyok és
kezeletlen tarsaik 1V. agykamrajabol kinyert liquormintaiban ELISA-val

hatdroztam meg a CNTF koncentrécidjat. A fajdalomstressznek kitett allatok



mintaiban a kontrollokban levd CNTF-szinthez képest megkozelitSleg

haromszoros értéket mértem.

-z

Intraventrikularis kanulon aCSF-ben feloldott rekombinans CNTF-et
infundaltam 10 egér agykamrarendszerébe, majd 60 perc elteltével open field
teszttel vizsgaltuk a mozgasukat. A kontroll csoport 10 egyedének agyaba
csak az oldoszert juttattuk be. A teszt soran a kontroll allatok mozgasa
atlagosnak volt tekinthet6, mig a CNTF-fel kezeltek mozgasszegényebbek
lettek, valamint els@sorban a mezd perifériasabb részein tartézkodtak.

A viselkedéstesztet kdvetéen az allatok agyat eltavolitottam, és tovabbi 20
hasonld intracerebroventrikuldris infuzids kezelésen atesett egér (10 CNTF
KO - 10 secretagogin KO) agyaval egyitt Western blot fehérje analizisre
bocsatottam, hogy megmérjem a locus coeruleusbeli TH enzimek
mennyiségét. A CNTF-et kapott vad tipusu allatok agytdrzsi mintéi az akut
stresszre jellemzd, szignifikans mértékii 31-es szerinen foszforilalt TH-szint
emelkedést mutattak. Mig a CNTF génkiutott allatok TH-szintjeir6l ugyanez

mondhato el, a secretagogin génkittétt allatokban ez a hatas elmaradt.

In vivo CNTF géncsendesités hatasa a locus coerulesbeli tirozin-
hidroxilaz foszforilacidjara akut stresszben

8-8 patkany oldalkamrajaba injektaltam CNTF vagy scramble siRNS-t, majd
96 dra elteltével az allatok kozll csoportonként 4-et formalin stressznek
tettem ki. A 60 perc utan begyiijtott agymintak locus coeruleust tartalmazo
részein Western blot analizist végeztem. Mig a scramble siRNS-t kapott
allatokban a formalin stressz hatasa az igazolt mddon érvényesilt, a CNTF

siRNS beadasa megakadalyozta a TH 31-es szerinjének foszforilaciojat.



A prefrontdlis kérgi secretagogint és tirozin-hidroxilazt koexpresszalo
rostok locus coeruleus eredetiiek

3 feln6tt him patkany agyat fehérje analizis segitségével vizsgalva
kimutattam a secretagogin és a 31-es szerinen foszforilalt TH jelenlétét
tobbek kozott az entorhinalis kéregben, a primer szomatoszenzoros kéregben,
a gyrus cinguliban, a hippokampuszban, a kisagyban, tovabba a medialis
prefrontalis kéregben. A medidlis prefrontalis kéregben a secretagogin
expresszio kiiléndsen magas volt.

Ugyanezen Allatokbdl nyert mintdk szinaptoszoma preparalasaval
bizonyitottam, hogy a secretagogin fehérje foként a szinapszisokban dusul a
mPFC allomanyan belil.

Tovabbi 3 feln6tt him patkanyon végzett immunohisztokémiai modszerrel,
kettds jeloléssel jelenitettem meg a mPFC-n belll TH-t és 31-es szerinen
foszforilalt TH-t tartalmaz6 rostokat és boutonokat. Szamos helyen
bukkantam a két fehérje egyiittes el6fordulasara.

A locus coeruleusnak megfelel agyteriiletre BDA-t injektélva, anterograd
palyakdvetés segitségével, majd lektinhisztokémiai eljardssal tettem
lathatova a felszallo koéteg axonjait, annak végzédéseit. A palyakovetéssel
kombinalt immunochisztokémiai festés eredményei igazoltak, hogy a mPFC-

ben az anterogréd jelolt rostok 31-es szerinen foszforilalt TH-t tartalmaznak.

A secretagogin fehérje eloszlasa human agytoérzsben

A formalin fixalt agytorzsi metszeteken immunohisztokémiai eljarassal
tettem lathatova a secretagogin tartalmu sejteket. A patkanyban és egérben
megfigyelthez hasonléan emberben is secretagogin pozitivnak bizonyultak a
noradrenerg agytorzsi sejtcsoportoknak imponalo teriiletek, igy az Al, az A6,
azaz a locus coeruleus, illetve az A7. Mindezek mellett a humén agytorzs

tovabbi régidiban is tomoriltek secretagogin tartalmd neuronok, ragcsalok



agytorzsében talaltakkal hasonlé eloszlasban, példaul a nucleus dorsalis nervi
vagiban.

Ember locus coeruleusaban secretagogin expressziot TH-immunoreaktiv
sejtekben talaltam. A secretagogin jelenlétére utaldo immunjelet jellemzden a

sejttestek periférias részein, valamint a nydlvanyokban azonositottam.

Mennyiség és foszforilacid vizsgalata akut stresszben, human mintakon
Kisérleteim egy részéhez akut szivelégtelenségben elhunyt személyek locus
coeruleus punch mintait hasznaltam, mivel e korkép a halal beallta el6tt erds
fajdalommal, egyuttal akut stresszallapottal jar. A vizsgalati anyagban a
secretagogin mennyisége kétszeresére nétt a TH és a 31-es szerinen
foszforilalt TH szintjeinek emelkedése mellett. Enhez hasonld eredményeket
kaptam kisérleteim masik részében, ahol Ongyilkossagot elkovetett
személyek agytorzseibdl szarmazo locus coeruleus punch mintakat
dolgoztam fel. Megemelkedett secretagogin-, TH- és 31-es szerinen
foszforilalt TH-szinteket mértem, amely val6sziniileg annak tudhato be, hogy
az ongyilkos cselekedet elkovetése eldtt a személy erds stresszhelyzetben

volt.



5. Kovetkeztetések

A secretagogin egy jol hasznalhaté neurokémiai markere agytorzsi
relémagoknak, vegetativ és stressz kdzpontoknak.

A secretagogin agytorzsi eloszldsa nagyfoki hasonlésadgot mutat
egérben, patkanyban és emberben.

A secretagogin az Erk1/2 enzimen keresztiil idézi elé a TH 31-es szerin
reziduumanak foszforilaciojat akut stresszben.

A CNTF liquorban mérheté szintje szignifikans emelkedést mutat akut
stressz soran.

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

A CNTF akut stressz soran liquor medialta volumen transzmissziéval éri
el a LC-beli TH tartalmu neuronokon talalhatd receptorait.

A CNTF receptora megtalalhaté a mPFC-be projicialé TH tartalma LC
neuronokon.

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

A mPFC-be projiciald LC eredetti rostokon belll megtalalhat6 a 31-es

szerin reziduumon foszforilalt TH.
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