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Vizsgalataink egyik iranyvonala a kronikus, ismételt restraint stressz és ezen beliil a
prolaktin releasing peptid (PrRP) szerepének tanulmanyozasa volt. Egy hét utdn a kronikus
stressz tipikus jelei, példaul teststlycsokkenés és kortikoszteron szint emelkedettség mindkét
nembeli allatokon megfigyelhetdek voltak, egyéb jellemzoi, amilyen a mellékvese illetve a
csecsemOmirigy relativ tomegének megnovekedése illetve csokkenése, csak a himekben volt
szamottevd. A szérum prolaktin szint egyik nembeli allatban sem valtozott. A kisérleti allatok
agyat kvantitativ in situ hibridizacidval (ISH) illetve immunoautoradiografiaval dolgoztuk fel.
A PrRP ISH céljara patkany genomialis DNS-b6l riboprobat allitottunk eld. PrRP az agyban
harom helyen termelddik; a hipotalamuszban a nucleus dorsomedialisban és a nyultvelében az
Al és A2 katekolaminerg sejtcsoportokban. Mivel a katekolaminerg sejtek markere a tirozin-
hidroxildz enzim (TH), ennek expresszid valtozasat is mértiik, és kettés (PrRP/TH) ISH
jelolést is készitettiink. A nucleus dorsomedialisban elhelyezkedé PrRP sejteket szdmos itt
termel0d6 neurotranszmitterrel probaltuk kolokalizalni (szomatosztatin, enkefalin, TRH,
szerotonin), sikerteleniil. Megallapitottuk, hogy az agytérzsben nemi kiilonbség van a PrRP
mRNS ¢és fehérje expresszioban, ez a TH expressziora nem jellemzd. A nemi kiilonbség
ovariektomiaval megsziintethetd. Kronikus, ismételt restraint stressz hatdsdra mindharom
PrRP - t termeld magban megemelkedett a PrRP mRNS és fehérje expresszio, az agytdrzsben
a ndstényekben kisebb mértékben, mint a himekben. Az agytorzsi PrRP - pozitiv sejtek
néstényekben 0Osztrogén alfa receptort tartalmaztak, bétat viszont nem. A PrRP szint
emelkedése az Al és A2 sejtcsoportban fokozottabb volt, mint a TH szint emelkedése, ezért
itt PrRP/TH ardny eltolodott. Bilateralis mediobasalis hipotalamusz 1¢zi6 kivédte az
akut/kronikus restraint stresszre adott hormonalis valaszokat valamint a pro-opiomelanokortin
(POMC) mRNS aktivaciot. Bilateralis hipotalamikus nucleus paraventricularis (PVN) 1€zi6 az
elso restraint utan felére csokkentette az ACTH és kortikoszteron valaszt, az utolsé restraint
utdn az ACTH és POMC szint pedig alapértéket mutatott. Ugyanakkor a bilateralis PVN
1€z16, bar az A2 sejtcsoportban jelentdsen csokkentette a PrRP és TH mRNS-ek mennyiségét
alapallapotban, nem sziintette az expresszio valtozdsban megnyilvanul6 stresszvalaszt.
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A PrRP akut stresszben betoltott szerepét vazopresszint (AVP) nem termeld
Brattleboro patkanyok felhasznalasaval vizsgaltuk. A CRF mellett a PVN kissejtes részében
termel6dd AVP szinergistaként hat az ACTH felszabaditasban.

Az akut stresszkisérletek soran a him homo- és heterozigota Brattleboro allatokat 1 és
4 Ora restraintnek vetettiik ala. Egy 6ra mualva magas plazma ACTH ¢és kortikoszteron szint
volt mérhetd genotipustol fliggetleniil. A homozigota Brattleboro patkanyok PrRP (A1, A2
sejtcsoport) és CRF (PVN ) mRNS termelése fokozottabb volt, mint a heterozigotaké. Az akut
stressz (4h) a kronikushoz hasonldéan genotipustol fliggetleniil megnovelte a TH mRNS
expressziot az Al, de nem az A2 sejtcsoportban. A PrRP mRNS expresszié a kronikustol
eltéréen akut restraint (4h) utan nem valtozott a heterozigota, de megemelkedett a homozigota
allatok A2 sejtcsoportjaban. Az eldagyi PrRP, CRF és vazopresszin expresszid kvantitativ
meghatarozasa még folyamatban van.

Megvizsgaltuk a homozigdta Brattleboro patkanyok kronikus stresszre (streptozotocin
indukalta diabetes mellitus) vald reakcidjat is, és nem talaltunk kiilonbséget a genotipusok
kozott. A tlinetek, a megnovekedett folyadék-fogyasztds és vércukor-szint, valamint a
kronikus stressz szomatikus jellemzdi, két héttel a drog beaddsa utdn egyértelmiien
kimutathatok voltak. Bilateralis PVN 1€zi6 utan a tiinetek egy része nem fejlodott ki, de a
kortikoszteron-szint genotipustol és 1€zi6tol fiiggetleniil megemelkedett.

A tovabbiakban a PrRP tejelvalasztasban betoltdtt szerepét tanulmanyoztuk, szoptato,
4 6rai elvalasztas utani, valamint 1 illetve 3 6rat Gjra szoptatd patkdnyokban. A PrRP, a TH és
a vezikularis monoamin transzporter (VMAT) mRNS expressziét a nyultveloben és a
hipothalamuszban kvantitativ ISH segitségével hataroztuk meg. A PrRP mRNS
expresszidjaban nem talaltunk valtozast. A TH mRNS expresszié a noradrenerg Al, A2, és a
prolaktin elvalasztds szabdlyozdsdban fontos hipotalamikus, dopaminerg Al2 és Al4
katekolaminerg sejtcsoportokban nem valtozott, viszont az All és az Al3 teriileteken
elvalasztas hatasara megemelkedett. A VMAT mRNS termelés az elvalasztas hatasara szintén
fokozodott az A12 sejtcsoport dorsomedialis szubdivizidjaban és az A13 sejtcsoportban. Az
A12 sejtcsoportban ez a fokozottsag az ujraszoptatds utan 1 6rdval még fennallt, de 3 oraval
mar nem. A TH foszforilalt, aktiv formaja a pTH eloszlasat immunhisztokémidval vizsgaltuk.
Az eredmények feldolgozasa folyamatban van. Kontroll anyakban, az Al2 sejtcsoport
terminalis, de ovariektomia hatdsara megjelenik a festddés. Aktivalt TH sejtek a himek A12
sejtcsoportjaban is megfigyelhetok. Elvalasztas hatasara (4h) eldszor az EM kiilsé rétegében
mutatkozik pTH pozitivitds, késdbb (24h) az A12 sejtcsoport dorsomedialis szubdivizidjaban
is.
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dorsomedialis szubdiviziojdban figyelheté meg, ahol a dopaminerg neuronokat jellemzd
Osszes f0 marker kimutathato és, ahol elvalasztds hatdsira a VMAT mRNS expresszio is
fokozédott. Ugy tiinik, hogy a prolaktin elvalasztas szabalyozasa rovid tivon TH
aktivacid/foszforilacid az A12 neuronok terminalisaiban (EM) és VMAT mRNS upregulacio
magukban az A12 neuronokban, ahol a TH foszforilaciéo hosszabb tavon torténik meg. A
PrRP ezekben a folyamatokban nem vesz részt.

Eredményeinkbdl két cikket késziiliink publikalni.
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Konfokalis mikroszkopiat haszndlva feltérképeztiik a PrRP rostok altal beidegzett
tertileteket. A legdusabb terminalis-halozatot a nucleus interstitialis striae terminalis (NIST)
terliletén, az amigdaldban, a dorsomedialis magban és a dorsolateralis hipotalamuszban
talaltuk. PrRP és TH kettds immunfestés alapjan a terminalisok konfokalis mikroszkopos
analizisével probaltuk eldonteni, hogy a beidegzés egy adott teriileten az agytorzsi eredetii
(TH tartalmu) vagy a hipotalamikus lokalizacioji (TH-et nem tartalmazd) PrRP termeld
sejtekbdl ered-e. Ugy talaltuk, hogy a végz6dések minden vizsgélt teriileten kiilonboz6
mértékben, de vegyes eredetiick. Nyomkovetd anyagokat is alkalmaztunk, de azok felvétele
utan a PrRP immunhisztokémiailag nem volt kimutathatdé a rostokban. Az NIST-ben CRF
immunpozitiv sejteken, a dorsolateralis hipotalamuszban melanin-koncentrald6 hormon
(MCH) és orexin A immunpozitiv neurondlis elemeken talaltunk PrRP- pozitiv végzddéseket,
mig az amigdaldban sem galanin sem CRF-pozitiv neuronalis elemek nem voltak
kapcsolatban PrRP tartalmu termindlisokkal. Elektronmikroszkdpos feldolgozast nem tudtunk
végezni, mivel a kereskedelemben kaphatd poliklonalis PrRP antitest csak erds tritonos
permeabilizalas és magas h6éfokon torténd antigén feltdras mellett miikodott hatékonyan, mely
eljarasok a szoveti struktarat roncsoljak. A szinaptikus kapcsolatok jelenlétét az MCH illetve
Orexin A tartalmu idegi elemeken egy a szinapszisokra jellemzd fehérje, a szinaptofizin
kimutatdsaval igazoltuk a PrRP pozitiv terminalisokban. Kimutattuk a PrRP receptordnak
jelenlétét is az MCH illetve Orexin A immunopozitiv sejtek jelentds részén. A sejtek
aktivalasara (Fos-pozitivitds) 72 ordas REM alvasmegvonast és azt kovetd 3 ords pihenést
alkalmaztunk patkanyokon. Az alvasmegvonds az orexin A-pozitiv neuronok 5-6%-at, az azt
kovetd pihenés az MCH-pozitiv neuronok mintegy 60%-at aktivalta, az aktivalt neuronok
koziil sok allt szoros kapcsolatban PrRP tartalmt végzddésekkel. Az orexin A tartalmu sejtek
nagy hanyada mutatott Fos-pozitivitist 12 oOras hideg (4-5°C, sotétben) utani 3 Orés
szobahdmérsékleten torténd regeneraciora. A hideghez vald adaptaciot a tizenharom savos
iirge (Spermophilus tridecemlineatus) hibernéacidja kapcsan is vizsgaltuk. Ehhez az tlirgéket 4-
5°C-on tartottuk sotétben. A hibernacio kiillonbozd fazisaiban kiilonb6z6 sejtcsoportok lettek
aktivak. A dorsolateralis hipotalamusz teriiletén a hibernalt allapotban nem, ébredés utan,
azonban a fiziologias allapot helyreallasaval megjelentek Fos immunpozitiv sejtek.

Az alvasmegvonds soran az allatok teststlyndvekedése elmaradt a kontrollokétol,
taplalékfelvételiik nem valtozott. Az Al sejtcsoportban dramatikusan megemelkedett, az A2
sejtcsoportban nem valtozott a PrRP immunpozitiv neuronok szdma. A 12h hideg hatasara az
allatok lehtltek, étel- és folyadékfogyasztasuk csokkent. A PrRP immunreaktivitas
kvantifikalasa folyamatban van.

A nucleus dorsomedialist ellatd PrRP rostok szerepét a taplalkozas szabalyozasban
vizsgaltuk. Jelentds neurondlis aktivaciot (Fos pozitivitds) tapasztaltunk a mag ventralis
szubdivizidjdban két napi €heztetést kovetd 2 oOras Ujraetetés utan. Féloldali, nyualtveld-hid
hataron torténd palyadtmeszés az azonos oldali PrRP- és glilkogén-szerli fehérje (GLP) -
pozitiv rosthaldézat dramai megritkulasat eredményezte a nucleus dorsomedialis teriiletén és
elmaradt az Ujraetetést kovetd neuronalis aktivacio is. Az atmetszéstdl caudalisan a PrRP és
GLP immunpozitivitas feldasult a felszallo rostokban.
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Az in vitro tervezett kisérletekhez heteronuklearis RNS probat terveztiink a PrRP - t
kodold génszakasz elsd két intronjara. A proba eldallitdsdhoz patkany genomialis DNS-bol
PCR-rel amplifikéltuk az adott DNS szekvencidkat, majd a termékeket BlueScript vektorba
klénoztuk. Az elsd intronra tervezett proba kontroll patkdny metszeteken az in situ
hibridizacidk soran hatteresnek és hasznalhatatlannak bizonyult, a masodik intronra tervezett
proba szép, de gyenge jelet adott. Az organotipikus szdvetszeletek vastagsdga miatti nagyobb
hattér mellett ezért ez a proba sem adott értékelhetd jelet, igy a kisérleteket a PrRP mRNS
elleni riboprobaval végeztiik. Az PrRP génszabéalyozas vizsgalatdhoz 6-8 napos u0jsziilott
patkanyok felhasznalasaval, a terveknek megfeleléen agytorzsi organotipikus tenyészetet
allitottunk be. A kisérleti munkat lassitotta a sajat szovettenyésztdé helység hidnya. A
szovetszeletek két hetes tenyésztés utan megorizték a nyultveldre jellemzo szoveti szerkezetet
¢s a neuronok tulélési aranya kivalld. A szeleteken TH és PrRP immunfestést és ISH-t
végeztiink, mely a pozitiv sejtek in vivo szerinti eloszlasat mutatta az A1 €s A2 sejtcsoportnak
megfeleld teriileten. Ezenkivill PrRP mRNS expresszald sejtek jelentek meg az area
postremaban. A PrRP neuronok reakcidképességét K" ion (50mM) okozta hyperpolarizacioval
és a neuronalis sejtaktivaciot jelz6 Fos immunpozitivitdas megjelenésével mutattuk ki,
tetrodotoxin tartalmi médiumban. Tetrodotoxin hatasdra a szeletekben a spontan aktivitas
megszlinik, és csak a kdzvetlen hatasok érvényesiilnek. A tetrodotoxin dnmagéban nem hatott
a PrRP mRNS expressziora. A szeleteken elséként a GABA-A receptor gatld bicuculline
hatasat vizsgaltuk, mivel szovetkultirdban gyakran tilstilyba keriil a GABAerg gatlohatas. A
bicuculline (10uM ) megnovelte a PrRP mRNS expressziot az Al €és az A2 sejtcsoportban 3
ora inkubdci6 utan. Mivel felnétt allatban Gsztrogén alfa receptort mutattunk ki az agytorzsi
PrRP sejtekben, vizsgaltuk az 0sztrogén agonista hatdsat is (10nM, 100nM, 1uM) a szeletek
PrRP mRNS expresszidjara, mely azonban 24 O6ra inkubacié utdn sem valtozott. A
hipotalamuszbol leszallo autondom szabalyozasban résztvevd palyak nagyrészt vazopresszint
tartalmaznak, ezért vazopresszin agonistat is alkalmaztunk (InM). Az A2 sejtcsoportban 6 6ra
inkubaci6 utdn lecsokkent, mig az Al sejtcsoportban nem valtozott a PrRP mRNS
expresszidja. Eredményeinket poszter formajaban késziiliink bemutatni a MIT legkozelebbi
kongresszusan.



Munkénk soran gyakran adddott metodikai problémank, mivel jol miikddd legtobbszor
poliklondlis antitestjeink azonos gazdaallatbol szarmaztak. Tébbes fluorescens jeldlésnél egy
elérhetd megoldas az F(ab) fragmensek hasznalata, &m sokszor gondos beallitds utan sem
megbizhatd az eredmény, amire maga a forgalmazd cég is felhivja a figyelmet. Gondot
jelentett az is, hogy egyes antitestek, példaul a PrRP is, csak erds antigén feltaras utan és az
immunreakcidé amplifikalasdval mutathatok ki. Az amplifikdlas peroxiddz enzim (HRP)
katalizalasaval megy végbe, amennyiben viszont egy kdvetkezd immunreakciot is erdsiteni
szeretnénk, egy el6zden bekotott, mitkodd HRP miatt hamis eredményt kapunk. Uj modszert
vezettiink be, mellyel a felvetett problémak egyszerre kiiszobolhetok ki. Az antigén
feltarashoz hasznalatos mikrohullamu kezelés meggatolja a gazdaallat azonossagabol eredd
keresztreakcid kialakulasat és a HRP enzimet is deaktivalja. Az eljarassal akar ugyanannak a
szekunder antitestnek a tobbszords felhasznalasaval a teljes fluorescens spekrumot feldleld
tobbes immunfestést tudunk végrehajtani. A mddszer jelentdségét bizonyitja, hogy meghivott
eldadasként szerepel 2008. novemberében a Society for Neuroscience kongresszushoz
kapcsolodo kurzuson (SFN Short Course #2: Seeing is Believing: Antibodies and how to use
them), melynek anyaga kiadvanyként is megjelenik.

Az amplifikalasi technika érzékenységét és jelentdségét bizonyitottuk a zold
fluorescens fehérje (GFP) kimutatdsdban is. Mivel a GFP-t specifikus szévetekben illetve
sejtekben expresszald transzgén egerek hasznalata nagyon terjed, ez a probléma sok
tudomanytertilet kutatojat érinti. NOstény egereket him transzgenikus egérbdl szarmazo, GFP-
t expresszald csontveldvel transzplantaltunk, majd féloldali agyi sztrokot idéztiink eld.
Kimutattuk, hogy a regeneraci®é soran a csontveldi Jssejtek bejutnak az agyba,
differencialodnak €s benniik a GFP expresszidja csokken. A sejtek 10% -a két honap mulva
GFP-t immunhisztokémiailag kimutathatd szinten mar nem is termel, csak az Y kromoszéma
detektalasa bizonyitja eredetiiket. Amplifikalassal a GFP-t expresszald sejtek, mintegy 90%
lathatova tehetd. A GFP sajat fluorescencidjat detektalva, illetve hagyomanyos fluorescens
immunfestési modszerrel a GFP termeld sejtek jelentés részét nem latjuk. A modszerrel
kimutattuk, hogy agyi sztrokot kdvetden szdmos csontveldi dssejt alakul 4t endotelidlis sejtté,
mely folyamatot megfeleld drogok alkalmazéasaval 6sztonozni lehet.
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