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Roviditések jegyzéke
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11-B-hidoxiszteroid-dehidrogenaz

14 napon keresztiil napi 1 6ra mozgaskorlatozas, restraint
adrenokortikotropin, andrenocorticotropin hormone
mellékveseirtas, adrenalectomia

hipofizis elsd lebenye, anterior lobe

gorbe alatti teriilet, area under the curve

vazopresszin, arginine vasopressin

bed nucleus of stria terminalis

transzkortin, corticosterone binding globulin

kortikotropin  elvalasztast serkenté hormon, corticotropin-releasing
hormone

CRH 1-es receptora

kronikus valtakozd, enyhe stressz, chronic mild stress
dezmopresszin, V2 receptor agonista

heterozigota vazopresszin hianyos Brattleboro patkany, kontroll
homozigota diabetes insipidus-os, vazopresszin hidnyos Brattleboro
patkany

dehidroepiandroszteron

cukorbetegség, diabetes mellitus

Dulbecco’s minimal essential medium

emelt keresztpall9d, elevated plus maze

kényszeritett Uszas teszt, forced swim test
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz, ,,house keeping gene”
gliikokortikoid

gliikkokortikoid receptor

high anxiety behavior, fokozott szorongasi magatartast mutato allat az
EPM alapjan
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EPM alapjan
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mineralokortikoid

melanokortin receptor 2, az ACTH elsddleges receptora
hipofizisnyél, median eminence
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mineralokortikoid receptor

anyai elvalasztas, maternal separation

hipofizis hats6 lebenye, neuronal lobe

normal nyul szérum
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oT
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POMC
PTSD
PVN

RAS
RI
RIA
SAS
SC
SCN
SHRP
SON
SSC
STZ
VS
ZE

oxitocin

fosztat puffer, phosphat buffer saline

prohormon konvertalo enzim, prohormone convertase enzyme
proopiomelanokortin

poszttraumas stressz szindroma

hipotalamusz  paraventrikuldris magja, nucleus paraventricularis
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mozgaskorlatozas stressz, restraint

renin angiotenzin rendszer, renin-angiotensin-system

rezidens-intruder teszt, agresszio tesztelése

radioimmunoassay

szimpato-adrenomedullaris rendszer, sympatho-adrenomedullary system
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csOkkent stressz reaktivitast iddszak, stress hyporesponsive period
hipotalamusz szupraoptikus magja, nucleus supraopticus hypothalami
natrium-klorid trinatrium-citrat puffer, saline-sodium citrate buffer
streptozotocin, cukorbetegséget eldidézo toxikus anyag

versus, valamelyik csoporthoz viszonyitva

az eminentia mediana kiils6 része, zona externa
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1. Bevezetés
A stressz-fogalom eredeti megalkotoja, Selye Janos a stresszt a szervezet bonyolult és

Osszetett valaszanak tekintette minden, a szervezetet érintd kihivasra, melynek célja az
alkalmazkodas eldsegitése [1]. Kisérletei soran egymastol eltéré ingerek hatasara hasonld
elvaltozasokat figyelt meg (mellékvesék megnagyobbodasa, csecsemdmirigy visszafejlodése,
fekélyek kialakulasa a tapcsatorna egyes szakaszain stb.) [2]. A megfigyelt tiinet egyiittest
., Stressz-szindromanak”, a kivaltd ingereket stresszoroknak nevezte. Elmélete, az ,,altalanos
adaptacios szindroma elmélet” szerint az €16 szervezet a kiils6-bels6 kornyezetbdl érkezo
kiilonb6z6 ingerekre azonos modon képes reagalni [1]. Az altalanositas mellett fontosnak tartotta
elkiiloniteni az eustressz (pozitiv stressz: erdsitd hatast, megoldhato, lekiizdhetd) €s a distressz
(negativ stressz: belsd egyensuly elvesztésével jar, megjosolhatatlan, befolydsolhatatlan)
fogalmat is. Ha az egyén képes megbirkozni a kihivéssal, akkor ez megerdsiti, ha viszont a
stresszor tul erds, vagy hosszantartd, a szervezet kimeriilhet, ami a fent emlitett betegségek
kialakulasahoz vezethet. Orvosi jelentdsége miatt a stressz fogalma alatt altalaban a distresszt
értjiik, ami megvalosulhat a szervezet, de a sejtek szintjén is (1asd oxidativ stressz, bar azt inkabb
szovetkarosodasnak kellene hivnunk [3]). Selye Janos felismerte a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvese tengely (HHM) jelentdségét a stressz-folyamatok szabalyozdsdban, és a stressz-
szindroma tiineteiért a tengely véghormonjait, a gliikokortikoidokat (GC) tette feleléssé. Ma a
tengely hipotalamikus szabalyozdsaban a kortikotropin elvalasztast serkentd hormont
(corticotropin-releasing hormone, CRH) tekintjiik az elsédlegesnek, de torténetileg az els6
felfedezett hasonlo szerepli molekula a vazopresszin (arginine vasopressin, AVP) volt.
Kutatomunkam célja az AVP szerepének vizsgalata volt a stressz-tengely mikodésében
az akut és kronikus stresszorok Osszehasonlitasa révén, valamint a kor és nem fiiggé kiilonbségek
feltérképezése. A stresszhez kapcsolodo korképek koziil a gyomorfekély, valamint pszichiatriai

eltérések (szorongas, depresszid, patologias agresszid) tanulmanyozasara kerdiilt sor.
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2. Irodalmi hattér

2.1. Stresszorok

Meglehetésen nehéz dolgunk van, ha arra késziiliink, hogy a kiilonb6z6 stresszorokat
csoportositsuk, hiszen rengeteg szempont szerint tehetjilk ezt. Csoportosithatjuk Oket
intenzitasuk (erdés vagy gyenge) alapjan. Beszélhetiink pszichologiai (pl. ujdonsag stressz,
szocialis elkeriilés), fizikai (pl. elektromos aramiités - labsokk (footshock), fert6zés, vérzés [4]),
metabolikus (pl. hipoglikémia, hipertonias s6 injekcid, éhezés [5]) stresszr6l. Lehet a stressz
kognitiv (pl. mozgaskorlatozas (restraint)), vagy mem kognitiv (pl. fertézés) [6]); illetve
szisztémas (pl. ozmotikus stressz stimulus vagy kardiovaszkularis veszélyhelyzet) vagy
neurogén (fizikai, pl. immobilizacio) [7].

A stresszkutatds mai nézetei szerint alapvetden két {6 iranyvonalat vazolhatunk fel. A
csoportositas alapja lehet, hogy vajon a stressz feldolgozasaban magasabb eldagyi struktarak (pl.
limbikus teriiletek) részt vesznek-e vagy sem. A fizikai stresszorok valamely homeosztatikus
paraméter viszonylagos allandosagat veszélyeztetik. Jellemz6, hogy az agykérgi aktivacio
minimalis, a stresszorok kozvetleniil aktivaljak az agytorzsi viszceroszenzoros kozpontokat.
Innen az ingeriilet egyszerii, néhany neuronos palydkon keresztiil jut el a HHM tengelyhez. A
neuronalis bemenetek tobbfélék lehetnek és az aktivalt teriiletek is a stresszor termeészetétol
figgnek. A baroreceptorok, a tdpcsatorna, a sziv, a maj, a légzérendszer kemoreceptorai a
nucleus tractus solitarii-n keresztiil érik el a hipotalamuszt [8, 9]. A plazma ozmolalitas valtozasai
a cirkumventrikularis szervekre vannak hatassal [10], mig a testhOmérséklet valtozasai a
hipotalamusz termoreceptiv teriileteit aktivaljak [11].

Pszichogén stresszorok példaul a megszokottdl eltérd kornyezet, a bezartsag,
immobilizacid. Ebben az esetben sokkal Osszetettebb szomatoszenzoros (esetenként fajdalmas)
ingerek azok, melyek a HHM tengely fokozott miikodését valtjak ki. Palyakdvetéses €s 1€zios
vizsgalatok arra engednek koévetkeztetni, hogy a prefrontalis kéreg, a hippokampusz és az
amigdala jut elsédleges szerephez ezen stresszorokra adott endokrin valaszok kialakitasaban [12-
15].

Noha az el6bb emlitett két f6 csoportba besorolhatjuk valamennyi stresszort, valdjaban minden
stimulus fizikai €s pszichogén elemeket egyarant magaba foglal, bar az arany eltérd lehet. A

HHM tengely aktivalodasa mintegy végsd kozos ttként szerepel minden esetben.



dc_1097_15

Tovabbi szempont lehet a stressz idobeni fennallasanak megitélése, amivel kapcsolatban

az irodalom sem egységes. A szakirodalom nagy része az akut stresszfolyamatok
tanulmanyozasarol szol, hiszen ez kivanja a legkevesebb munkat és ez okozza a legkevesebb
szenvedést az allatoknak. Nehézséget jelenthet azonban az akut stressz megfogalmazasa: az
allatok 0j kornyezetbe helyezése torténhet 5-10, de akar 30-60 perces idOtartamra is, és egy
immunvalaszt kivaltdo egyszeri lipopoliszacharid injekcido (LPS, bakterialis infekcid modellje)
aktivald hatdsa percek alatt kezdédik, de még napok mulva is kimutathato. Altalanos
kovetkeztetések levonasahoz célszeri tobbféle stresszor Osszehasonlitasa akkor is, ha
mindegyiket akut hatdsunak tekintjiik. Az akut stimulusokra adott lehetséges vélasz Cannon
szerint ,, Fight or Flight”, harcolas vagy menekiilés. Bar 6 a folyamat f6 szabalyozodjanak a
szimpatikus idegrendszert tekintette, de kétségteleniil mas faktorok, mint példaul a Selye altal
alaposabban tanulmanyozott HHM tengely szerepe is elengedhetetlen. Napjainkban a harcolast ¢és
menekiilést szokas kiegésziteni egy harmadik lehetséges valasszal, a dermedéssel is (fight, flight
and freeze [16, 17]), ami mar egy 1979-es cikk szerint is kifejezetten elony0s stratégia (elésegiti a
szorongas-mentes Oregkort [18]). Egyes szerz6k az emberre jellemzé még komplexebb akut
stresszvalaszrol szamolnak be (freeze, flight, fight, fright, faint; azaz dermedést, menekiilés, harc,
félelem, gyengeség [17]). A nemek kozti kiilonbségek a stratégiakban is megnyilvanulnak, hiszen
egy 2000-es tanulmany szerint a ndk inkabb a tend-and-befriend (védjik az utddot és
baratkozzunk) stratégiaval probalkoznak fenyegetd helyzetekben [19].

A human patofizioldgids vonatkozasok szempontjabol nagyobb a jelentdsége a kronikus
stressznek. Az allatkisérletekben alkalmazott iddskala itt is elég széles. Az 5 naptol
(streptozotocinnal (STZ) kialakitott cukorbetegség [20]) az 5-9 hétig (a depresszid6 modellnek
szamitd kronikus enyhe stressz (chronic mild stress, CMS) [21]) sokféle id6étartammal
taldlkozhatunk az irodalomban. A kronikus stresszéallapotban a szervezet valaszkészsége ijabb
kihivasokra haromféle médon valtozhat: (1) az ismétlédd stresszorra hozzaszokds, mig egy 1j
stimulusra fokozott érzékenység johet 1étre; (2) az ismétlddd ingerre ugyan nincs adaptacio, de az
uj ingerre hiperaktivitds figyelhetd meg, mely foként ismételt fajdalmas ingerekre, €s inzulin
hipoglikémia esetén alakul ki; (3) csokkent, elnyujtott stresszhormon valasz Uj ingerre [22].
Mivel a HHM tengely milkddése mindhdrom esetben valamilyen szinten megtartott, ezért
feltételezték, hogy a szabalyozas oly modon valtozik, hogy a megemelkedett GC szintek negativ

visszacsatolasa (feedback hatds) kevésbé érvényesiil. Kimutattdk, hogy a hipotalamuszban a
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neuropeptidek osszetétele eltolodik. A GC-k negativ visszacsatolasara kevésbé érzékeny AVP
mennyisége megné [23]. Ezekbol az adatokbdol Mary Dallman [24] és Greti Aguilera [22] arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az AVP lenne a HHM tengely f6 hipotalamikus szabalyozoja
kronikus stressz soran. Sajat vizsgalataink megkezdése eldtt ez az elmélet kezdett szélesebb
korben elfogadottd valni, bar bizonyitd erejinek szamitdé vizsgalatok hidnyoztak (pl. AVP

hianyos allatokon kialakul-e a kronikus stressz, 1asd 2. tablazat).

2.2. A hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HHM)

A stresszvalaszok kialakitdsaban szamos agyi teriilet vesz részt, STRESSZOR

melyek a vegetativ, az endokrin, és a magatartasi valaszkomponensek

finom Osszehangolasaval teszik lehetové az egyed szdmara a talélést.

Ugyan a kiilonboz stresszorok eltéré agyi teriileteket mozgositanak a =

kozponti idegrendszerben (KPI), az ingerek minden esetben a végsé —— \C‘/
feldolgozas helyére, a hipotalamusz paraventrikularis magjanak (PVN) CRH »/ AP
hipofizeotrop kissejtes (parvocellularis) neuronjaiba futnak be. A W'h( § e
feldolgozandé ingerek hatasara ezek a sejtek CRH-t és AVP-t juttatnak ACTH
az agyalapi mirigy portalis keringésébe. A portalis vérbe jutott CRH és mzu
AVP fokozza a hipofizis eliilsé lebeny (adenohipofizis, anterior lobe, Glu;Pko:::(oidok
AL) adrenokortikotrop hormonjanak (adrenocorticotropin, ACTH) ’

HATAS

termelddését, mely végsd soron a mellékvesék kéregallomanyaban
1. abra A hipotalamusz-
hipofizis-mellékvese
tengely  szabalyozasanak
klasszikus sémaja (Zelena
és Makara, 2011, 1. abraja
alapjan).

talalhato sejtek GC szekréciojat fokozza (1. dbra).

2.2.1. A hipotalamusz

2.2.1.1. A hipotalamusz anatomiaja

A PVN a Kkissejtes része a 3. agykamra falahoz koézelebb, medialisan és ventralisan
helyezkedik el (2. abra) [25]. Az AL-re hat6 felszabaditd6 hormonokat (pl. CRH) és gatlo (pl.
szomatosztatin [26]) hormonokat termelnek, melyek az axonokbdl a hipofizisnyél (median
eminence, ME) teriiletén felszabadulva a hipofizisnyél portalis keringésén at jutnak az AL-ba és
annak hormontermelését szabalyozzak. Bar kezdetben feltételezték a kissejtes neuroszekrécios
sejtek monospecificitasat, késobbi vizsgalatok kimutattak, hogy egyszerre tobb hormon

termelésére is képesek. Attdl fiiggéen, hogy ezek koziil melyik a dominans, tobb tipus

10
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kiilonitheto el. A stressz-folyamatok szabalyozéasdban a
CRH termelé  hipofizeotrop  sejtek  jatszanak "™
kulcsfontossagu szerepet [27], melyek AVP termelésre

is kepesek [22, 24, 28], de pl. nesfatin-l-el is <

kolokalizalnak [29]. Sejtjei direkt bemenetet kapnak

Vein

mas agyi magoktol (pl. nucleus tractus solitarius, e _
nucleus parabrachialis, nucleus suprachiasmaticus o
(SCN), nucleus preopticus medalis [30]), illetve 2. 4bra A hipotalamusz-hipofizis egység

Szagittalis  irdnyt  metszetének  sematikus
szdmos, pszichogén stresszorok altal aktivalt abrazolasa (Kohimizu és mtsai, 2012).
magasabb agyi kozponttol [31, 32].

A PVN magnocellularis sejtjei a 3. agykamratdl tavolabb, laterodorzalisan helyezkednek
el, és foként két hormont, az AVP-t és az oxitocint (OT) termelik [33]. Attol fiiggden, hogy a két
hormon koziil melyik a dominans, vazopresszinerg és oxitocinerg sejteket kiilonbdztetiink meg,
de mindkét magnocellularis sejttipus tovabbi molekulakat is termel [34] (lasd még 10. tablazat).
Axonjaikon keresztiil hormonjaikat a hipofizis hatsé lebenyébe (neurohipofizis, neuronal lobe,

NL) juttatjak, ahol tarolodnak és kiilonféle stimulusokra a vérbe kertilhetnek.

2.2.1.2. Kortikotropin elvalasztast serkent® hormon (CRH)

Az emldsok tobbségében a CRH az elsé szamt molekula, amely a hipofizealis ACTH
elvalasztasat fokozza. A KPI-ben a legnagyobb CRH sejtpopulaciot a PVN parvocellularis
neuronjai adjak. Normal kortilmények kozott a sejttestekben CRH csak nagyon kis mennyiségben
mutathato ki, mig az ME zona externa-hoz (ZE) fut6 axonokban jelentds a hormonmennyiség
[35]. A KPI-ben CRH termeld sejtek megtalalhatbak még a szupraoptikus (SON), a
periventricularis és medialis preoptikus régioban. Extrahipotalamikusan foként az agykéregben,
az amigdala centralis magjaban, a locus coeruleusban és a kisagyban mutathatok ki CRH sejtek
[36]. Ezen kiviil a periférias szervekben is, mint példaul a placentaban, a herében, a mellékvesék
veldallomanyaban, a petefészkekben, tiidoben is kimutathaté CRH jelenléte [37].

Korabbi vizsgalatok két receptor jelenlétét tartak fel, melyek feleldsek a CRH hat4sainak

kozvetitésében.

11
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Az 1-es tipusi CRH receptor (CRH-R1) elsésorban az AL-t alkot6 sejtek membranjaban
talalhaté meg. Eléfordul még az amigdala mediadlis és bazolateralis magjaban, a
nagyagykéregben, a kisagy sejtjeiben [38, 39].

A 2-es tipusu CRH receptorok (CRH-R2) kisebb affinitast mutatnak a CRH iranyaba, de mas,
részben szekvencia homolog anyagokat, igy példaul urokortinokat nagy affinitassal kotnek meg.
Funkcionalis valtozatai koziil a CRH-R2a- féleg szubkortikalisan, szinte kizarolag a limbikus
struktarakban van jelen, mig a CRH-R2p periférias elhelyezkedésii [40, 41].

A stressz altal indukalt HHM tengely aktivacioban a CRH-R1 t6lt be kdzponti szerepet €s
ez a receptor tehetd feleldssé a stresszhez kapcesolhatd viselkedési elemek megjelenésért is. Ezt
CRH-R1 génkiiitott (knockout, KO) egerekkel végzett kisérletek is alatamasztjak. Ezek az egerek
a csokkent mértékii HHM tengely stresszreaktivitast mutatnak, valamint kiilonféle
viselkedéstesztek soran csokkent szorongas is kimutathatd benniik. Hasonld eredményeket

mutatnak a szelektiv CRH-R1 antagonistakkal végzett kisérletek is [42-44].

2.2.2. A hipofizis

A HHM tengely kovetkez6 eleme, a hipofizis, kettds eredetii szerv, amely a koponya
toroknyergében (sella turcica) helyezkedik el. A szerv hatulso lebenye (NL) idegi eredetli, mig az
AL ham eredetii, és funkcionalisan is két részre kilonil. Mig az NL a hipotalamusz
magnocellularis sejtjeiben termel6dé AVP-t és OT-t raktarozza, addig az AL a hipotalamusz
parvocellularis sejtjeib6l szarmazod serkentd ¢és gatld hormonok hatasara sajat hormonok
termelésével reagdl. Ezen hormonok a nagyvérkoron keresztil a periférias szervek
hormontermelését szabalyozzak. A stressz szempontjabél a CRH/AVP szabdlyozas alatt 4llo

kortikotrop sejtek fontosak, melyek ACTH-t termelnek.

2.2.2.1. Adrenokortikotrop hormon (ACTH)

Az ACTH egy 39 aminosavbol allé egylancu polipeptid, amely egy prekurzor molekula, a
proopiomelanokortin (POMC) részeként termelédik (3. abra). A molekularis atalakulasok
soran a prekurzorbol 3 f6 termék hasad ki prohormon konvertald enzim (prohormone convertase
enzyme, PC) segitségével. Az elsé az N-terminalis fragment, melybdl késdbb az enzimatikus
hasitasok soran a kozépso lebenyben a y-melanocita stimulalé hormon (melanocyte-stimulating

hormone (MSH)) lesz. A masodik maga az ACTH, melybdl a hipofizis kozti lebenyében a-MSH
12
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¢s kortikotropin-szerii k6zéps6 lebeny hormon (CLIP) hasad ki. A harmadik pedig a -lipotropin
(B-LPH), amelybdl a kozépsd lebenyben tovabbi hormonok, a y-LPH (ebbdl késdbb a B-MSH) és
a B-endorfin (ebbdl késébb a met-enkefalin) vagodik Ki.

Proopiomelanokortin €5 szarmaz ékal

POMC
P | PC
i 1-39 B 42-134
: ACTH p-lipotropin
Pz | Pz P2
i 113 1839 | 427101 | 104-134
v- MSH a-MSH | cup y-lipotropin p-endorphin
2
. 84-101 || 104-118

p-MSH v-endorphin

104-117

a-endorphin

3. abra A POMC molekula és a bel6le kihasad6 peptidek (a szamok az POMC aminosavszamozasat jelzik; Zelena és
Makara, 2011, 3. abraja alapjan).

Az AL-bdl felszabadulo ACTH a mellékvese kérgének mindharom zoénajaban fokozza a
hormontermelést és szekréciot. Fokozza a mellékvese kérgi sejtjeinek koleszterin felvételét, ¢és a
szteroid hormonok szintézisének limitaldo 1épését, katalizalja a koleszterin-pregnenolon
atalakulasat is. Az ACTH kotéséért felelds receptor az tigynevezett melanokortin receptor csalad
tagja [45]. Az ACTH a melanokortin receptor 2 (MC2R) specifikus agonistaja. MC2R-0k
legnagyobb mennyiségben a mellékvese-kéreg zona fasciculata rétegében talalhatok, de a zona
glomerulosa ¢€s a zona reticularis rétegek sejtjeiben is kimutathat6 a jelenlétiik (lasd 2.2.3.2.). A
mellékveséken kiviil példaul csontképzd oszteoblaszt sejtek is kifejezik a feliiletiikon [46, 47],
ahol a vaszkularis endotelidlis novekedési faktor termelését fokozzak [48]. Tovabbi

extraadrenalis szerepét lasd 6.2.1.1. fejezetben.

13
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223 Me"ékvese kéregallomany

veldallomany

A tengely harmadik szintje, a mellékvese,
fejlodéstani szempontbdl szintén Osszetett szerv. A

kéregéllomdny a mezoderma szarmazéka, mig a

"

|

vel6allomany neuralis ektoderma eredetli (4. abra)

[49].

zona glomerulosa
| [~ (mineralokortikoidok:
aldoszteron)
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2.2.3.1. A mellékvese vel6allomanya zona fasciculata
. |- (glukokortikoidok: kortizol,

kortikoszteron)

: )
SEBEaRsilonIs

BOSEDS
BYY
7

BOERDID

A veldallomanyt kromaffin sejtek alkotjék,

D
48
290800

QONBRERAY

melyek a szimpatikus idegrendszer részét képezik

zona reticularis

(szimpato-adrenomedullaris rendszer, SAS). B | (czoxust seteroidok: DHEA
- , L,y ., androsztendion)
Hormonjai (5. abra) hozzajarulnak a stressz-reakcio
5 pr: oz . . sy y - 15
elsd fazisanak (a Cannon-féle vészreakcionak) az - ::,t:ko,amimk:ad,ena“n,

esemenyeihez. A sejtek 80%-a adrenalint (epinephrine, 4 spra A mellékvese szerkezete (sajét 4bra)

epinefrin), mig a maradék 20% els6sorban noradrenalint (norepinephrine, norepinefrin) valaszt
el, de a szekrécids granulumok egyéb molekulakat (chromogranin, adenozin-5'-trifoszfat (ATP),
enkefalin) 1s raktiroznak. A kromaffin sejtek produktumai a gerenddk kozotti térbe
(szinuszoidok) tiriilnek, majd a vérkeringés utjan a megfeleld célszervhez jutva fejtik ki hatasukat

[50].

2.2.3.1.1. Katekolaminok és receptoraik

Az adrenalin egyszerii aminosav-szarmazék (5. ébra). Hormon, neurotranszmitter és
szimpatomimetikum, a szimpatikus idegrendszer hatdsat kozvetiti. A szervezet tartalékainak
mozgositasat katabolikus folyamatok serkentésével éri el a majban és az izmokban [51], ndvelve
ezaltal a vércukorszintet és a vér zsirsav-koncentracidjat. Hatdsara a bor és a belsd szervek
kisartériai 6sszehuzodnak, mig a vazizomzat erei tagulnak, igy biztositva az izmok hatékonyabb

vérellatasat.
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A mellékvese-vel6 masik hormonja, a
noradrenalin, szerkezetileg a N atomon 1évé metil
csoport hidnyaban tér el az adrenalintdl (5. abra). Az
adrenalinhoz hasonléan részt vesz a Canon-féle
vészreakcid kialakitasaban, eldsegiti a glikéz
felszabadulast, noveli az izomtonust. Ugyanakkor
jobban sziikiti az ereket, és noveli a szivfrekvenciat.
A noradrenalin jelentds a hangulat meghatarozasaban

is. Az alacsony noradrenalin termelédés depresszio,

0
"‘%J"\I/”L'DH
|

Ho MH;

L-Tyrosina

i, Tetrahydro- .
icgrlarin

Tyrosing hydrosylase
HoD, Difydr- o

binpharin
]

1.
Ty e
A HHg

\] DOPA dacarboxylase
Aromalic L-aming acld decarboxylase

HO.
L-Dihydroxyphenylalanine
(L-DOPA)

HO

s

mig tultermelddés mania kialakuldsat segiti eld. co: “ |
A katekolaminok hatasaikat adrenoceptorok Hoxj,a.%,ﬁl Bopamine
kozvetitésével fejtik ki [52]. Mindegyikiikk G protein wo o~ NH
kapcsolt, de masodlagos jelatviteli utak szerint két f6 /=™ -
, . . , . ] Dopaming f-hydroeylasa
csoportba (a, [), ¢€s azon belil is tovadbbi o peyee

Ascorin ackdl
L]

alcsoportokba (al, a2, B1, B2, B3) oszthatok. Mig a

OH
HD-,_\_IJ.EF._.- -

HO

noradrenalin f6leg az al és a2 receptorokon fejti Ki Norepinephrine

I
. . . . , HH;
hatasait, addig az adrenalin mind az 5 receptortipuson

Az al

S-adencesyl-
mathionine ™,
Fhanylethanolamina
1 hi-methyltransferase

Hamacystaing #

képes  hatni. receptorok  legnagyobb

mennyiségben a bdérben, bélrendszerben, vesében és

az agyban talalhatok. Els6sorban a simaizom oH

Epinephrine

Osszehuzodasért felelések pl. az erekben. Az a2

§ HN._
receptorok nagy mennyiségben talalhatok a = ™ e
hasnyalmirigyben, tapcsatorndban és a KPI-ben [53]. 5 ibra Katekolaminok szintézise
Autoreceptorként is funkcionalnak, a preszinaptikus Ejr;;trﬁ)éég)oka.blog.hu/2009/12/04/adrenalm_es_turb

idegsejten a neurotranszmitter felszabadulasat gatoljak [54]. A P receptorok novelik a
szivizomsejtek 6sszehuzodasat (1) valamint a gliikogenolizist és fokozzak a simaizom relaxéciot
pl. a 1égutakban (2).

A mellékveseveld hormonjai nagy mennyiségben érhetik el a kéregdllomanyt, valamint a
kéreg a splanchnikus idegeken keresztiil szimpatikus beidegzést is kap. Igy a katekolaminok

képesek lehetnek a GC elvalasztas szabalyozasara [55-57].

15



dc_1097_15

2.2.3.2. A mellékvese kéregallomanya

A mellékvese-kéreg 3 részre tagolodik (4. abra).

A kiilsé zona glomerulosa termeli a so- és vizhaztartasért felelés mineralokortikoidokat
(MC). A harom réteg koziil ez a legvékonyabb, mikroszkopos felépitése is eltér a masik kett6tol.
Sejtjei fészkekbe rendezddnek és hormonjaik sejtcsoportokat koriilvevo szinuszoid kapillarisokon
keresziil jutnak a keringésbe [58].

A kozEéps6 zona fasciculata a stressz-tengely véghormonjanak tekintett gliikkokortikoidok
(GC) termelését végzi. Ez a legvastagabb réteg, sejtjei sokszogiiek, sejtcsoportosulasok helyett a
felszinre merdleges gerendakat képeznek. A megtermelt hormonok a gerendakkal parhuzamosan
futd szinuszokba tirtilnek [59].

A bels6 zona reticularis réteg  szexualszteroidokat termel  (elsGsorban
dehidroepiandroszteront (DHEA) és androszténdiont). A DHEA szulfatalédasanak, azaz a
DHEAS termelddésének kizarolagos helye a szervezetben ez a réteg. A DHEA antiGC hatasa

miatt szdmos tanulmany szerint a kortizol/DHEA ardnyt célszeriibb vizsgalni pusztan a GC

szintnél [60]. A réteg sejtjei haldzatos sejtkotegeket és kozottiik futd szinuszokat alkotnak [61].
Ezen tul GC-k (és mas szteroidok is) lokalisan szamos szervben is termelddhetnek,
példaul az elsédleges limfoid szervekben, bélben, bérben, agyban és feltehetden a szivben is. Ezt
a szintetizalé enzimek jelenléte, valamint a mellékveseirtas utdn is lokalisan magas GC szint
bizonyitja [62]. A bél epitelialis sejtjei a tapcsatorna szteroidjainak legfontosabb forrasai és

valosziniileg a helyi gyulladasos folyamatok szabalyozasaban vesznek részt [63].
2.2.3.2.1. Gliikokortikoidok

A GC-k neviiket egyik els6ként leirt funkcidjukrdl (glikoz anyagcsere szabalyozasa)
kaptak Selyétol [64]: glucose + cortex + steroid. A legfébb GC hormon emberben a kortizol, mig
ragcsalokban a kortikoszteron, melyek eléallitasa a szteroidogenezis soran valosul meg (6.
abra). A folyamat kiindulasi molekuldja a koleszterol, amibdl progeszteronon és deoxi-
kortikoszteronon (DOC) keresztiil kortikoszteron képzddik [65]. A kortizol csupan egy, a 17.

szén atomhoz kapcsolodé hidroxil csoportban tér el ettdl.
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denovo sinhizis
acetitbdl wérbal {LDL, HDL: SR-BI}

Mineralokortiknidok  Glukokortikoidok Szexual szteroidok

zone glomerulosa zona fasciculata zona reticularis
arna cvP17 ey

Koleszterol —  Pregnenolon *  17-OH-Pregnenolon *  DHEA,

o mitslondriurm 4} ¥ e ¥ DrERS
g anid P17 P17 v36HSD
g";:?;aba Progeszteron —— 17-0OH-Progeszteron —— Androszteron
CYP17 ¥
DOC — 11 Deoxikortizol [Tesztoszteron,
= lmm:l = lm DHT, Osztradiol]
Kortikoszteron Kortizol
X 'm
v
Aldoszteron

Roviditések: LDL: low density lipoprotein, HDL: high density lipoprotein, SR-BI:
scavenger receptor, class B, type I, StAR: steroidogenic acute regulatory protein, DOC:
11-Deoxycorticosterone, DHEA: Dehydroepiandrosterone, DHEAS: DHEA sufate, DHT:
Dehydrotestosterone, CYP: cytochrome P 450, H5D: hydroxysteroid dehydrogenase

A zardjelben szerepld molekulik nem szintetizilddnak a mellékvesében. Az alihizott
molekulik a fG szteroid hormonjai a mellékvesének [emberben kortizol, ragcsilokban
kortikoszteron a f6 glukokortikoid). Az ACTH sﬁmulék')*és gato x hatisai jelolve

6. abra Szteroid szintézis 1épései (Zelena és Makara, 2011, 4. dbréja alapjan).

A GC funkcidi tobb csoportba sorolhatjuk [66]: a korai hatasok kozé tartoznak a (1)
serkentd, védekezést fokozd folyamatok, mig a kés6i hatasok kozott szerepelnek a (2)
szupressziv, gatld hatasok, melyek a hormonalis ,,tall6vést” akadalyozzak meg [67], valamint a
(3) preparativ és (4) permissziv hatasok, melyek a kovetkezd stresszor el6tt hatva, az arra vald
felkésziilest segitik, a ,,rendelkezésre allast” biztositjadk. Az akut és kronikus hatasok az egyes

szervek, szervrendszerek esetén atfedést mutatnak [65]. A direkt hatasokon til mas hormonok,

molekulak hatésait is kiterjedten befolyasoljak. g "
A homeosztatikus egyensuly értelmében a GC- Jl
knak van egy optimalis szintje. A tal sok, de a tal kevés I,S optmn
is betegségekhez vezethet (forditott U mintazat [68]; 7. tm (Eustressz
abra). Ennek egyik lehetséges cellularis mechanizmusa, E
hogy szamos sejten kétféle (gliko- (GR) és [Streli';ilf]?;n 2 étressz ﬂm]g

mineralkortikoid (MR), lasd késébb) receptor is 7. 4bra Stressz U alaka hatdsa (Zelena, 2015, 1.
abraja alapjan).
lehet, és ezek ellentétes hatasokat generalhatnak.
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Masik, els6sorban a periféridas szervekben megvalosuld mechanizmus, hogy a GC-k
mennyiségiiktdl fiiggden ellentétes hatast gyakorolhatnak a generalt szignalmolekuldk (pl.
citokinek) mennyiségére, illetve megvaltozathatjdk a célszervek szignalmolekuldk iranti
érzékenységét.

A klinikumban kiterjedten hasznaljak a GC-ket az immunrendszert gatld hatasaik miatt
gyulladésgatlasra, valamint a szervezet fokozott immunreakcionak mérséklésére is (példaul
allergias megbetegedések esetén vagy szervtranszplantacié soran a kilokédés ellen) [69]. Fontos
hangsulyozni, hogy a terapias hatassal ellentétben, a tobbi szervrendszerre gyakorolt hatassal
Osszhangban a GC alapszintje sziikséges a normalis, adaptiv immunvalasz kialakitasahoz [70].
Akut stresszorok hatasara elsddlegesen a katekolaminokon keresztiil aktivalodik az immun
rendszer. A katekolaminok termelddéséhez és hatasaihoz pedig GC-k sziikségesek (permissziv
hatas). Kronikus GC emelkedés esetén azonban az immunszupressziv hatdsok domindlnak.

A kozponti idegrendszeri hatasok koziil a hippokampusz, mint a GC visszacsatolas f6

helye, kitiintetett szereppel bir. Ebben a vonatkozasban is legismertebbek a kronikus GC
emelkedés negativ (atrofizalo: csokkent neurogenezis és dendrit tiiske mennyiség), memoriarontd
hatasai [71]. A GC-k igy szamos érzelmi zavar (szorongas, depresszio [72]), de mas pszichiatriai
korkép (pl. skizofrénia) kialakuldsat is eldsegithetik.
Ezzel ellentétben a GC-k szintjének akut emelkedése fokozza a szinaptikus plaszticitast,
csokkenti az apoptozist és eldsegiti a hippokampusz-fliggd tudati mitkddéseket, mintegy a
figyelmet a veszélyre fokuszalva [70, 73]. Valoban, a tanulasi folyamatok (memory
consolidation) enyhén stresszes allapotban fokozdodnak, viszont az emléknyomok felidézése
(memory retrieval) sokszor zavart szerved [74].

Az altalanos vélekedés szerint a stressz okozta talzott GC emelkedés patologids
elvaltozasokat 0koz, de az U alaku hatasspektum arra utal, hogy a csokkent stressz-reaktivitas
legalabb olyan karos lehet [75]. Példaul azokban az egyénekben, akik egy traumatizalo élményre
alacsonyabb GC szekrécioval reagaltak, késObb nagyobb valoszinliséggel alakult ki poszttraumas
stressz szindroma (PTSD) [76]. A GC-kre adott csokkent valasz legszembetiinGbb példai a
depresszidsok, akik a dexametazon szupresszids teszt sordn nem mutatnak olyan foka HHM
tengely gatlast a szintetikus GC-re, mint a normalis egyének (csokkent érzékenység a GC-k
negativ visszacsatolasara) [77, 78].

A GC-k hatasainak tovabbi leirasat lasd a kovetkez6 cikkemben: [79].
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Néhany szerz6 ugy gondolja, hogy a fenti adatok extrém (tal alacsony vagy tul magas)
GC szintek hatasainak tanulmanyozasabol sziilettek, azaz nem tiikrozik kellden a fiziologids
szerepet [80]. A pontos fizioldgias hatas feltarasa még varat magara.

A HHM tengely miukodésének megfeleloen a GC elvéalasztas legfontosabb,
tankonyvekben kizarolagosan emlitett szabalyozdja az ACTH. Kutatasaink egyik {6 kérdése

tovabbi lehetséges szabalyozo faktorok feltarasa volt.

2.2.3.2.2. Mineralokortikoidok

A mineralokortikoidok koziil emberben és ragesalokban az aldoszteron a legjelentdsebb.

Eléallitasa a GC-knal bemutatott szteroidogenezis soran kortikoszteronbol torténik [81] (6. abra).

Ahogy neve is utal ra (mineral + cortex + szteroid) f6 funkciéja a viz és elektrolit

haztartas szabalyozasa [82]. A vesék nefronjainak tubulusaiban, az 0sszekot szakaszon és a
gytijtécsatornak kortikalis szakaszan fokozza a Na* ionok visszaszivésat, a disztalis tubulusban a
K" iiriilését szabalyozza. Mivel ezen funkcidkat a Na'/K' -pumpa fehérjék mennyiségének
megndvelésével éri el, a hatas késleltetve jelentkezik [83, 84].

Ujabb eredmények szdmos vesén kiviili MC hatasrol szamolnak be [85]. Tobbek kozott
elésegitik a gyulladdsos folyamatokat (proinflamatory), elsdsorban a makrofagokra gyakorolt
hatasuk révén, de az endotél sejtek funkcidzavarat, valamint kardiovaszkularis atrendezddést is
okoznak. A metabolikus szindroméban is fontos szerepiik van az inzulin rezisztencia eldsegitése
¢és a zsirszOvetre gyakorolt hatason keresztiil. Az aldoszteron szorongést és depressziot fokozo
hatasa is ismert, melyet elsdsorban pozsonyi partneriink, Daniela Jezova nemcsak allatkisérletes
[86-89], hanem human vizsgalatai is alatamasztjak mind egészséges onkénteseken [90], mind
depresszidosokon [91]. Tovabba mas szerzok is emelkedett aldoszteron szinteket talaltak
depresszids betegekben [92, 93]. S6t, egy korai tanulmany az MR antagonista spironolactont is
hatasosnak talalta manias depresszioban [94].

Az aldoszteron termelés els6dleges szabalyozasa a renin-angiotenzin rendszeren (RAS)
keresztiil torténik (8. abra). A vértérfogat csokkenése €s a vérnyomas esés hatisara a vese juxta
glomerularis apparatus sejtjei prorenint termelnek. Utobbi aktivalt formaja, a renin, a majban
termel6dd angiotenzinogénbdl angiotenzin-l-et allit eld, amit az endotélsejtekben jelen 1évo
angiotenzin konvertald6 enzim (ACE) angiotenzin-1l-vé alakit. Az angiotenzin-ll fokozza az

aldoszteron elvalasztast, rajta keresztiil kozvetve novelve a vérnyomast, illetve érosszehtizédast

19



dc_1097_15
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felszabadul [99]. Akut és kronikus stressz
soran az aldoszteron felszabaditasaban az angiotenzin II-n tul az ACTH-nak is nagy szerep jut
[100, 101]. ACTH hianyaban a zona glomerulosa diszfunkcidja és ezzel parhuzamosan az

aldoszteron produkci6 jelent6s csokkenése is megfigyelhet6 [102].
2.2.3.2.3. Gliiko- és mineralokortikoid receptorok

A GC-k és MC-k lipid természetiiknél fogva szabadon képesek a sejtek membranjan
atdiffundalni, f6 hatasukat intracellularis magreceptorokon keresztiil fejtik ki [103]. Két
receptortipus van, melyek egyarant képesek GC-ket és MC-ket is megkétni, de affinitasuk,
idegrendszeri eloszlasuk jelentdsen eltér egymastol. Erdekes médon mas szteroidok, példaul a
gesztagén progeszteron 1s jelentdés affinitassal kapcsolddik ezen receptorokhoz, igy
megakadalyozva sajat ligandjuk kotését, azaz antagonista hatasokkal bir [104].

A 1I. tipusu (gliikokortikoid) receptor (GR) alacsony GC affinitassal rendelkezik
(Kd=2,5-5 nM). Szervezetiink csaknem Osszes sejtjén megtalalhatd. Az agyban legnagyobb
mennyiségben az agykéregben, hippokampuszban, amigdalaban, lateralis szeptumban, PVN-ben,
locus coeruleusban, rafemagvakban talalhatd, de az agytdrzsben, kisagyban és a talamusz egyes
teriiletein is kifejezddik [105]. Teljes test GR KO allatok megsziiletnek, de hamar elpusztulnak
1égzési elégtelenség kovetkeztében. A GR gatlasa (pl. Mifepristonnal) Cushing-szindromaban
csokkenti a metabolikus szindromat (hiperglikémiat, inzulin rezisztenciat, elhizast).

Az 1. tipusi (mineralokortikoid) receptor (MR) elsdsorban aldoszteron megkotésére
szolgal, de hatékonyan képes GC-ket is megkdtni (Kd~0,5 nM). Legnagyobb mennyiségben a
vesékben taldlhatod, ahol a so- és vizhaztartds szabalyozdsdban vesz részt. Az agyban a GR
receptorokndl kisebb mennyiségben van jelen, elsdsorban a limbikus rendszer elemeiben

(amigdala, hippokampusz, lateralis szeptum), mig a PVN-ben és az AL-ben egyaltalan nem
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mutathato ki [106-108]. Az MR-k aktivacidja elésegiti a gyulladast, a kardiovaszkularis
atrendez6dést, valamint befolyasolja a zsirszovet differencialédasat és anyageseréjét is [109,
110]. Részt vehet mind az MC-k, mind a GC-k metabolikus hatasainak kozvetitésében.

element) kotédve transzkripcids faktorként szabalyozza (serkenti vagy gatolja) tobb ezer gén
atirodasat [111-113]. Mas transzkripcios faktorok is sziikségesek a megfelelé miikodéshez és az
atirt molekulak maguk is tovabbi folyamatokat stimulalhatnak vagy gatolhatnak [114]. A GC
valasz sokszintiségét fokozza az egyetlen receptorgénbdl "alternativ splicing" révén keletkezo
valtozatok, valamint a poszttranszlacios modosulasok hatdsara keletkez6 szamos receptor-altipus
jelenléte [115].

Az elébb emlitett mechanizmuson keresztiil valosul meg a GC-k iddigényes, genomidlis
hatasa [116]. Azonban a GC-k néhany perc alatt bekdvetkezd, génexpressziotol fiiggetlen
magatartasi valaszokat is képesek kivaltani, amiket gyors, nem-genomialis hatasoknak
neveziink [117-120]. Utobbi mechanizmusa kevéssé ismert, de tobb lehetséges mediatort leirtak,
melyek a GC-k nem-genomialis hatasainak kozvetitésében részt vehetnek. Elképzelhet6, hogy a
genomidlis mechanizmust is kozvetitd receptorok rendelkezhetnek ezzel a hatdssal. Néhany
kisérletben (pl. szignalizacid, AVP elvélasztas vizsgalata) a GR receptorok gatlasa a gyorsan
megjelend GC hatasokat is blokkolta [121, 122], viszont az esetek tobbségében gyors hatasok
megjelenése fliggetlen volt a GR receptorok miikodésétol [123]. Utobbi gyors hatasok egy
részérdl beigazolddott, hogy Ca?* jelenlététdl fiiggenek [122], mig mas hatasokra ez nem volt
érvényes [120]. Egyes gyors hatasok dexametazonnal is kivalthatok [120], de gyakran csak a
szervezetben jelen 1évo GC-k idézik eld [124].

Az MC vonatkozasaban is leirtak hasonld, gyors, nem genomialis hatasokat [125-127]. Az MR

antagonista spironolacton ilyen nem-genomialis hatas révén lehet kardioprotektiv [128].

A vérben 1évé GC-k mennyisége a 100ng/ml-es (pmol-os) tartomanyba esik, mig az MC-
k koncentracidja pg/ml (fmol-0s), azaz koztiik kb. 1000-szeres kiilonbség van. A vérben a GC-k
75%-a egy majban termel6d6 plazmafehérjéhez, a transzkortinhoz (cortisol binding globulin,
CBG) kotédve szallitodik, kb. 20%-a aspecifikusan albuminhoz kotédik, bar ez utobbi
nagymértékben fligg a taplalkozastol [129]. Csak a maradék, nagyjabol 4-5% szabad frakcionak
van ¢lettani hatasa [130], ennek ellenére a legtobb modszerrel (pl. radioimmunoassay (RIA)) a

teljes plazmakoncentraciot mérjiik. Bar a CBG szintje akut stresszben dramaian nem valtozik
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[131], nemcsak passziv résztvevdje a folyamatnak. CBG KO egereken végzett kisérletek azt
bizonyitjak, hogy a GC-k gyors hatasaihoz (pl. memoria) sziikség van a kotéfehérjére, ami
megvédi a GC-ket a lebontastol [132]. A CBG a szexualszteroidok erdteljes befolyasa alatt all:
szintjét az Osztrogének megemelik, a progeszteron pedig kotédni képes hozza [133]. Ennek
hataséara a ndkben magasabb 6sszGC szinteket lehet mérni, ugyanakkora szabad aktivitas mellett.
Ezt tdmasztja ald, hogy a nyalbol mért kortizol szintek (amelyek a szabad hormonszintekkel
korrelalnak) a n6kben még alacsonyabbak is lehetnek a férfiakban mérhetéknél [90].

Az MC-k 40%-ban szabad formaban vannak (17% CBG-hez, 47% albuminhoz kotott, bar
néhany tanulmany specifikus aldoszteron koté fehéjérdl is beszamolt [134, 135]), de az aktiv,
szabad GC/MC arany még igy is 100-szoros. Ezért MC hatasok csak akkor tudnak Iétrejonni, ha
a GC-k mennyisége helyileg csokken. 11BHSD1

Valoban, az MC célszervekben (pl. vese) taldlhat6 11-
p-hidoxiszteroid-dehidrogensz 2 (11BHSD2) inaktivilja a KOFtizon kortizol
. _ ] ) (inaktiv) (aktiv)

GC-kat (mind a kortizolt, mind a kortikoszteront), melyek igy

nem képesek MR receptorhoz koétddni [136] (9. abra). Ezzel

S . . , 11BHSD2
szemben a 11-B-hidoxiszteroid-dehidrogenaz 1 (11BHSD1) a

9. abra Prereceptor specificitas (sajat

GC-k aktivalasat végzi, igy fokozva a GC célszervekben (pl. abra).

ma4j) a kivant hatast. A jelenséget prereceptor specificitasnak nevezziik [137]. Nagy mennyiségii
kortizol jelenléte esetén (pl. Cushing-szindroma) eléfordulhat, hogy az enzim nem képes az
Osszes molekulat inaktivalni, igy a GC-k MC-szerli hatasokat is létrehoznak [138]. Néhany
publikacié aldtamasztja, hogy egyes esetekben az aldoszteron is képes lehet GR-en keresztiil

hatasokat kifejteni [139].
2.3. A stresszfolyamatok sajatossagai

2.3.1. A perinatalis kor

Az a hit, mely szerint a stresszhez ¢és szorongdshoz vezetd anyai érzelmek negativan
hathatnak a magzat fejlodésére (pl. fejlddési rendellenességek), a folklorban, és kulturalis
hagyomanyokban gyokereznek [140]. A tudomany megprobalt valaszt talalni ra, hogy lehetnek-e
valds alapjai ezeknek a hiedelmeknek, az anyai stressz és szorongas milyen mértékben

befolyasolhatja a terhesség kimenetelét, a csecsemd késébbi fejlodését [141]. Az eredmények, és
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a beldlik levont kovetkeztetések is sokrétliek. Egyes esetekben az anyai stressz latvanyosan
karositja a fejlodést [142, 143], mas kutatdsok szerint viszont megkonnyiti az utddok
alkalmazkodason alapuld fejlodését [144, 145]. (A stressz pozitiv és negativ hatasairol a
szaporodasra lasd: [146] sajat sszefoglald).

Az eredmények jobb megértés¢hez sziikséges a magzati és sziiletés koriili (perinatalis)
stressz soran lejatszodo élettani folyamatok, elsdsorban a HHM tengely mitkddésének alapos
feltérképezése. A HHM tengely csak érési folyamaton atesve nyeri el a korabbi fejezetekben
részletesen bemutatasra keriilt feln6ttkori formajat [147-149]. Miikodése az egyedfejlédés soran
jelentésen valtozik, és érzékenységét a magzati, perinatalis életesemények erdsen befolyasoljak.

Patkanyoknal a HHM tengely mér a kés6 magzati korban is miikodéképes. A sziiletés
koriili idészakban ragesaloknal magas kortikoszteron szint mérheté (2 HHM tengely fokozott
miikodése és az alacsony CBG szint miatt), ami a vilagra jovetelt kdvetd par nap alatt lecsokken,
majd két héten at alacsonyan marad [150, 151]. Mivel ezen iddszak alatt a kiilonféle stresszorok a
feln6ttben mérhetd aktivaciohoz képest csak mérsékelt HHM mikddést valtanak ki, igy stressz
hiporeszponziv periodus névvel (SHRP) szokas illetni ezt az id6északot [147, 152]. Hasonlo
jelenség csecsemoOknél is megfigyelhetd és fontos a szerepe a HHM tengely érésében [148]. Az
SHRP létrejottének mechanizmusa nem pontosan tisztazott, de kialakuldsaban anyai gatld
faktorok [153], a sziiletés el6tt megemelkedett kortikoszteron szint gatld visszacsatolasa [147,
151] és a hipotalamusz hormonjainak csokkent termel6dése és transzportja is kozrejatszhat [154].
Az utdbbit tamasztja ald, hogy perinatalisan a CRH gén nem fejezddik ki a felndtteknél latott
mértékben [155]. Ezzel ellentétesen az AVP gén kifejez6désének szabalyozasa meglehetésen
koran éretté valik [155, 156], ez pedig arra enged kovetkeztetni, hogy az SHRP alatt az AVP a 6
faktor, amely az ACTH termelddését €s elvalasztasat szabalyozza, de kisérleteink kezdetekor

ennek bizonyitdsa még varatott magara [153, 157].

2.3.2. Nemi kiilonbségek

A nemek kérdése nemcsak a mindennapi életiinkben kapott kiemelt szerepet az utobbi
idében (lasd ndék pozitiv diszkriminacidja), hanem a kutatasban is. Leidenben 2014-ben egy
szimpoziumot is szerveztek ,,Gendered innovation” cimmel [158], és szamos jsag kéri, hogy a
cikk cimében a vizsgalati alany neme is feltlintetésre keriiljon (pl. Endocrinology: Reporting the

Sex of Research Animals).
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A nemi kromoszomak, hormonok alapvetéen befolyasoljak minden egyes sejtiink
aktivitasat, igy az idegsejtekét is [159], ezért nem csoda, hogy egyes pszichiatriai betegségek is
(mint példaul az egyik leginkabb stressz-fliggd depresszid) erdteljes nemi eltéréseket mutatnak
[72]. Ez siirget6vé teszi az élettani folyamatok Gsszehasonlitasat a him és ndstény egyedekben.
Annal is inkdbb, mert a neuroendokrinologiai kutatasokban (de altalaban az allatkisérletekben is)
els6dlegesen him allatokat vizsgalunk, mivel a néstényekben a ciklust is figyelembe kellene
venni (nemcsak meg kellene vizsgalni, hanem célszerli lenne minden ciklusfazisban 1évd allat
bevondsa, ami a patkdnyok 4 napos ciklusaval szamolva négyszer annyi vizsgalati alanyt

eredményezne).

2.3.3. Anyak HHM tengelye

Irodalmi adatok szerint a néi szervezet a terhességet és a szoptatast mint egy kronikus
stressz allapotot éli meg. Patkanyokban a sziilést kovetd iddszakban a nyugalmi HHM aktivitas
ugyanugy fokozott, mint kronikus stressz soran [160-162]. Ugyanakkor kiilonboz6 stresszorok
(pszichologiai (példdul hanghatas, elektromos sokkolds, kényszeritett uszas (forced swim test,
FST) vagy fizikai stressz (példaul intraperitonealis (ip) s6 vagy LPS injekcio, éter belégzése))
hatasara bekovetkez6 HHM tengely-aktivalodas kisebb mértékii, mint a sziiz néstényeknél [162].
Kevés hasonl6 jellegii human adat all rendelkezésre ezzel kapcsolatban: Altemus alacsonyabb
ACTH és kortizol szintet mért 20 perces fizikai terhelés kovetden szoptatdé anyakban [163],
valamint pszichogén stresszor hatdsara azoknal az anyaknal, akik tapszerrel -etették

csecsemdjiiket magasabb kardiovaszkularis reakcio volt tapasztalhato, mint akik szoptattak [164].
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2.4. Vazopresszin (AVP)

v
Cys- T'_-.-'r Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-MNHz

o
Eagie: oA

10. abra Az arginin-vazopresszin szerkezete (http://www.buyersguidechem.com/struc/1/113-79-1.jpg).

Az AVP 9 aminosavbol all6 polipeptid, melynek szerkezete minddssze 2 aminosavban tér
el az OT-tol (10. abra, piros nyilak). Egy 6si molekula, mely a gerinctelenekben is megtalélhat(')
Nélkiilozhetetlen az élethez, amit az is jelez, hogy teljes hidnya knockout (KO) egerekben
¢letképtelen utdbdokhoz vezet (http://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:88121#section-
associations). Oliver és Schafer figyelték meg eldszor az NL kivonat érosszehtizo hatasat 1895-
ben (innen a neve), mig vizvisszatartd szerepére 10 évvel késobb deriilt fény. Az AVP 1954-ben
tortént szintézise utan sikeriilt bizonyitani, hogy mindkét hatasért ez a molekula felel, s ezért az
AVP clnevezés mellett antidiuretikus hormonnak (szomjasaghormon) is nevezik [166].

Elballitasa egy nagyobb méretli prekurzor molekula, a prepropresszofizin hasitasaval
torténik (11. dbra). Az eldmolekulat kodold gén 3 exonbdl all [167]. Az elsé exon kodolja a
szignalpeptidet, az AVP-t és a neurofizin 2 molekula N-termindlis részét. A masodik exon
kodolja a neurofizin 2 k6zépso szakaszat, mig a harmadik exon a neurofizin 2 C terminalis részét
¢és a C-terminalis glikoproteint (copeptin). A megtermelt prepropresszofizin az endoplazmas
retikulumon és a Golgi halézaton keresztiil vezikulumokba gytilik, és axonalis transzportja soran
keletkezik beldle AVP [168, 169]. Csak azokban a sejtekben tud AVP keletkezni, akik a
megfeleld enzimekkel rendelkeznek [170], igy egy adenoasszocialt virus vektor segitségével az
agyba AVP-t juttatva specifikus promoter nélkiil is csak az eleve AVP-t szintetizalod sejtek fogjak
kifejezni. Az AVP féléletideje 24 perc, ezért nehéz mérni a plazmaszintjét. igy inkabb a hosszabb

féléletideji, stabil copeptin-t szoktak mérni, aminek szintje jol korrelal a plazma AVP szintjével
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[171, 172]. Egyes vélekedés szerint még a GC-knél is jobban jelzi az egyén stresszszintjét, igy
akut betegségek biomarkereként is szoktdk hasznalni [167, 173, 174]. A copeptin az

idegsejtekben segiti az AVP érését, de KPI-n kiviili szerepe nem ismert.

AVP Neurophysin II Copeptin

(CT-proAVP)
1 20 28 32 124 126 164

signal

11. 4bra A vazopresszin gén (Nickel és mtsai, 2012)

Az AVP {6 termel6i a hipotalamusz parvo- és magnocellularis neuroszekrécios sejtjei
(PVN, SON, SCN), de mas agyteriiletek pl.: bed nucleus of stria terminalis (BNST) [175] és a
medialis amigdala [176, 177] sejtjei is eldallitjdk (12. abra). Néhany periférias szervben is
szintetizalodik, példaul a mellékvese kromaffin sejtjeiben, amik a veldben, vagy elszérva a
kéregben, elésorban a zona glomerulosa-ban talalhatok (4. abra) [178]. De AVP szintetizalo
sejtek megtalalhato a petefészekben [179], herékben [180] és a gyomor-bél traktusban is [181].
A PVN és SON magnocellularis sejtjeiben termelédé AVP a hipotalamo-hipofizealis traktuson,
az ME-en keresztiilhaladva éri el az NL-t (2. abra), ahol az tigynevezett Gomori-féle testekben
raktarozodik. Az NL felépitése sajatsagos: rengeteg idegvégzOodés talalhatd itt, de
legnagyobbrészt gliaszerli sejtek tomegébdl all, melyeknek 6nalld hormontermelése nincsen,
hanem feltételezhetden a szabalyozasban jatszanak szerepet.

A HHM tengely szabalyozasa szempontjabol a PVN parvocellularis sejtjeinek van

kitiintetett szerepe [28]. 1954-es leirasat kovetéen az AVP-t az ACTH felszabadulas f6
szabalyozojanak tartottak [182], mig fel nem fedezték a CRH-t. Mivel a régebben dominans
Dale-elv szerint egy preszinaptikus sejt mindig csak egyféle ingeriiletatvivé anyagot termelhet
[183], a f6 ACTH elvalasztas szabalyoz6 molekula, a CRH felfedezése utan az AVP stressz-

tengely szabalyozasaban betoltott szerepe hattérbe szorult.
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12. abra A vazopresszin el6forduldsa az agyban. A. Szintézis helyei B. Projekciok Roviditések: MeA: medialis
amigdala, MPOA: medialis preoptikus area, OB: bulbus olfactorius, LC: locus ceruleus, PAG: periaqueductal gray,
DR: dorsal raphe, DVC: dorsal vagal complex, SN: substantia nigra, SG: spinal ganglia (Zelena, 2008, 1.4abra)

Késoébb kideriilt, hogy egy idegsejt szamtalan neurotranszmittert is termelhet és Dallman
¢és Aguilera elmélete (1asd: 2.1) felvetette, hogy a betegségek kialakulasa szempontjabol Iényeges
kronikus stressz folyamatok sordn az AVP lehet a HHM tengely f6 hipotalamikus szabalyozoja
[22, 24, 28]. Ennek hatasara az AVP HHM tengely szabalyozasaban betoltott szerepe ismét
eldtérbe kertilt.

Az AVP hatasat 3 kiilonb6zd receptor kozvetiti (1. tablazat).

A Vla altipus a majban, az erek simaizomzataban, herékben és szdmos mas periférias
szovetben talalhatdo meg. A KPIl-ben patkanyok esetében a hippokampusz, az SCN, a ventralis
tegmentalis area, a szubsztancia nigra, a dorzalis rafe, colliculus superior, lateralis szeptum
teriiletén mutathato ki [184].

V1b tipusanak 6 el6fordulasa a KPI-ben az AL-ben van, ahol a HHM tengely szabalyozasaban
vesz részt [185]. Megtalalhaté még azonban a szaglogumodban, a hippokampusz CA2 rétegének
piramis sejtjeiben, az SCN, a kisagy ¢és a kortex teriiletén is [186]. El6fordul ezen kiviil

perifériasan a hasnyalmirigy Langerhans-sziget sejtjeiben, a mellékvesében, a vesében is [187].
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Main Location | Mode of Action | Main Role Available Agonist’Antagonist Disease
[Phe2]OVT
F-180 Vasodilating hypotension
FE202158
Cardiac hear failure
Via SM Gy Vasoconstriction Raynaud’s disease
Relcovaptan Myocardial infarction
OPC-21268 Cerebral vasospasm
SR 49059 Stroke
Dysmenotrhoea
Preterm labour
d[Leud,Lys8]VP ?
) . SSR149415
Vib AL Gy HPA axis regulation Compounds from Organon, ACTH-secreting tumors
GlaxoSmithKline and Ligand Psychiatric disorders (anxiety, depression)
Pharmaceuticals
DDAVP Diabetes insipidus
Heart failure
Tolvaptan Hyponatraemia
V2 Kidney G ‘Water retention Lixivaptan Renal diseases
SR121463 SIADH
OPC-31260 Cirrhosis and ascites
Ocular hypertension

SM-smooth muscles; AL- anterior lobe of the pituitary; HPA-hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis; ACTH-adrenocorticotrophin; SIADH- syndrome of inappropriate ADH
secretion.

1. tablazat A vazopresszin receptorok (Zelena, 2012, 1. tablazat)

A 2-es tipusu (V2) receptor aktivalasanak hatasara megemelkedik a wvese
gylijtdcsatorndiban a sejtek vizateresztése azéltal, hogy a sejtek apikalis membranjdban nagy
szamban jelennek meg az aquaporin-2 molekulak [188, 189]. Fokozodik ezen sejtekben a szabad
viz visszavétele, csokken a vizelet mennyisége. Ezt a receptort extrarendlisan egyediil a

kisagyban mutattak ki [190].

2.4.1. A vazopresszin f6 hatasai

Az AVP hatasaink 6sszefoglalasat lasd a kovetkez6 cikkeimben: [191, 192]
2.4.1.1. Szomatikus hatasok

Roviden Osszefoglalva fobb funkcidi a vizvisszatartdas a vesében, nagy ddzisban a
simaizmok kontrakcidja [193, 194], a sejtproliferacio fokozodasa [195], metabolikus folyamatok
szabalyozasa [196], csontfelépités [197], direkt immunszabalyozas [198, 199], lazcsillapito [200]
és fajdalomesillapito [201, 202] hatas.

Meg kell jegyezniink, hogy a V1a receptorokon keresztiil megvaldsul6 érosszehuzo hatds mellett

a V2 receptorok ingerlése vazodilataciot is képes 1étrehozni [192].
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A cirkadidn ritmus szabalyozasaban alapvetd jelentdségli. Az elsé hormon, amit az

endogén o6ranak is tartott SCN-ben nagy mennyiségben azonositottak az AVP volt [203-205].

2.4.1.2. A vazopresszin hatasa stresszben

Limbic
i"svstem

Az AVP ugyan Onmagaban meglehetdsen gyenge

ACTH szekretagdg, és hatasa viszonylag rovid ideig tart [206],

ugyanakkor a CRH ACTH elvalasztast fokozo hatasat

jelentdsen noveli nemcsak patkanyokban [207], hanem
emberben is [206]. Ezt in vivo és in vitro kisérletek is l\/
bizonyitjak [208, 209]. Mig a CRH az ACTH raktarak gyors | CRH

riilését és a POMC génjének atirodasat is fokozza, addig az "M
AVP 6nmagéaban a POMC étirodéaséara nincsen hatassal. Egyes \{ﬂ& @
fajokban azonban (példaul birkaban) az AVP tekinthet6 az L
ACTH elvalasztas f6 szabalyozojanak [210].

Kiemelked6 jelentésége van a stresszfolyamatok

szabalyozasa szempontjabol annak, hogy a magnocellularis SPV
neuronokon kiviil a parvocelluldris neuronokban is kimutathato \ @

az AVP jelenléte (13. abra, 1-es). Nyugalmi koriilmények

ACTH AVP

kozott emberben a parvocellularis neuronok AVP termelése

ndkiviil alacson a patkanyoknal a CRH termeld sejtek
fe u sony, de a p yo C cermelo sejte 13. abra A vazopresszin hatasa a

mintegy fele AVP-t koexpresszal. Elhelyezkedésiik is sajatos a 2H0F1";/,| ;.egfg)yr& (Varga és Zelena,
magon beliil. A CRH+/AVP+ sejteket laterdlisan és dorzalisan

talalhatunk, mig a CRH+/AVP- sejtek ventralisan és medialisan helyezkednek el. Megemlitend6
az is, hogy a két neuropeptid egyazon szekrécios granulumban talalhaté meg [211]. Az egyes
fajok esetében a kolokalizacio mértéke eltérd lehet, illetve egy fajon beliil a CRH+/AVP+ sejtek
aranyat az allat aktualis stressz allapota és kortikoszteron szintje dinamikusan befolyasoljak.
Példaul a CRH+ axon AVP+ is lesz, ha az allat mellékveséjét kiirtjak (adrenalectomia, ADX) és
ez a folyamat visszafordithato, ha a GC-kat potoljuk [212]. Akut, illetve kronikus stressz hatasara
szintén megvaltozik a CRH/AVP kolokalizacidjanak mértéke [213]. Akut stressz esetében gyors
CRH ¢és AVP fiiriilés figyelhetd meg az axonterminalisokbdl a hipofizis portélis keringésébe az

ME-ZE teriiletén. Kronikus stressz esetében azonban a CRH felszabadulasban nem tapasztalhat6

valtozas, viszont emelkedik az AVP és az AVP mRNS mennyisége a PVN-ben [214], a

29



dc_1097_15

CRH/AVP termelddés aranya az AVP javéra tolodik el. Egyes szerzék szerint a parvocellularis
eredetli AVP kevésbé érzékeny a GC-k gatlo hatasara, mint a CRH [22, 24]. Vagyis a
megemelkedett AVP szint funkcioja, hogy a HHM tengely miikodoképességét a kronikus stressz
koriilményei kozott is fenntartsa. Tartosan magas GC szintek mellett is 1étre kell jonnie az egyed
talélése szempontjabol elengedhetetlen hatasoknak [22]. Erdemes megjegyezni, hogy az dregedés
soran emberben is fokozodik a CRH termel6 sejtek AVP kolokalizacioja, amit a CRH idegsejtek
fokozott aktivitasaval hoztak osszefliggésbe [215].

A parvocellularis mellett a magnocellularis eredeti AVP is képes lehet az ACTH

felszabadulas kivaltasara. Kimutattdk, hogy az ME belsd0 zoéndjaban az AVP axonok
varikozitasaibol (Herring testek) hormon szabadul fel [216] (13. abra, 2-es, hosszl portalis erek,
long portal vessels, LPV). A portalis vérben jelentés mennyiségii AVP van jelen akkor is, amikor
a parvocellularis sejtekben az AVP expresszi6 nem mutathato ki [217]. Ugyanakkor
megemlitendd, hogy a parvocellularis CRH és AVP valaszt kivalté stresszorok nincsenek
hatassal a magnocellularis AVP sejtekre, az ADX-es allatok esetében a hianyzd negativ GC
feedback a magnocellularis sejtek AVP expresszidjat nem befolyasolja. Az is elgondolkodtato
adat, hogy a GC receptor szam a parvocellularis sejtekben magas, mig a magnocellularis sejtek
esetében elenyészo [218].

Német kollaboratorunk, Mario Engelmann szerint a magnocelluléris rendszerbdl szdrmazé AVP a
NL-bél a rovid portalis ereken (short portal vessels, SPV) is eljuthat az AL-ba (13. abra, 3-as)
[25]. Az sem kizart azonban, hogy a szisztémas keringésbe iiriild6 AVP a nagyvérkorrel éri el az
AL kortikotrop sejtjeit (13. abra, 4-es). Meg kell azonban emliteni, hogy mikrodializis
vizsgalatok eredményei alapjan az AVP (de az OT is) nemcsak a sejtek axonterminalisaibol tiriil,
hanem a sejttestjiikkbdl (szoma) és dendritekbol is (13. abra, 5-6s [219]). Az igy lokalisan
felszabaduldé neuropeptid részt vehet az autofeedbackben részben direkten (autoreceptorok
ugyanazon a sejten), de attételesen befolyasolhatja az afferenseket, a vérataramlast, vagy mas,
koexpresszaldo neuropeptidek szintjét (pl. sajat munka: [34]). Erételjes, elhuzodd stresszorok
alkalmazasa esetén egy tovabbi szintet is feltételezhetiink: a HHM tengely hiperaktivitasa a
magnocellularis PVN sejtek sejttestjébdl és dendritjeibdl hosszantarto AVP felszabadulast okoz
(13. abra, 6-0s). Ez az AVP részben kidiffundalhat a PVN-bdl és elérhet limbikus teriileteket,
példaul a szeptumot is, ahol a stresszor ,.értelmezését” is megvaltoztathatja, ezaltal

befolyasolhatja az egész stressz-tengely miikodését.
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Az egyes stresszorok vonatkozasaban immunneutralizalas bizonyitotta az AVP
szabalyoz6 szerepét mozgaskorlatozas (restraint stressz), éter belélegzés és formalin injekcio
stresszben, a nyugalmi szintekre gyakorolt befolyas nélkil [220, 221]. A V1b receptor KO
egerekben az egyik torzs esetén csokkentette az alapszinteket [222], mig egy masik esetben nem
volt hatassal a reggeli és esti nyugalmi ACTH és kortikoszteron szintekre sem [6]. 30 perc
mozgaskorlatozas vagy agressziv kontaktus hatasara kialakult HHM tengely aktivacid nem
kiilonbozott a vad és V1b KO egerekben, mig a hipoglikémia, LPS, FST és alkohol intoxikécio
hatasara szignifikansan kisebb emelkedések jottek létre a KO allatokban [6, 222, 223]. Az akut
hatasokkal ellentétben nem talaltak kiilonbséget a kronikus mozgaskorlatozas [6], vagy az
ismételt LPS injekcidok hatasara aktivalodott HHM tengely miikodésében a vad és V1b KO
allatok kozott [223]. V1b receptor szelektiv antagonista (SSR149415, Sanofi) kb. 50%-kal
csokkentette a mozgaskorlatozas hatasara megemelkedd ACTH szinteket [224] és gatolta az éter
belélegzés hatasat. Ugyanakkor az FST hatasara aktivaloddo HHM tengelyre hatastalan volt [225].

Osszességében megallapithatjuk, hogy munkank kezdetekor az AVP stresszre gyakorolt

hatasarol ellentmond6 adatok alltak rendelkezésre [226] és fizioldgias szerepérél nem alakult ki

egyontetli kép.

2.4.2. A vazopresszin szerepe betegségekben

2.4.2.1. Diabetes insipidus

AVP hianyaban diabetes insipidus alakul ki. F6 tiinetei az er6s szomjusagérzet (és igy a
fokozott ivas: polidipszia) és fokozott vizeletiirités (poliuria), ami konnyen a szervezet
dehidratalodasahoz vezet. Ritka betegség, gyakorisaga 3:100 000 [227]. Kivalto oka szerint két f6
valtozata kiilonithetd el: a rendlis (nefrogén) tipus, melynél bar az AVP termelés normalis, a
nefronok hibas mikddése miatt jelentkeznek a tiinetek, és a gyakoribb centrdlis diabetes
insipidus, ami esetén az AVP termelddés szenved valamilyen okbol kdrosodast. Az esetek két
harmaddban az ok a hipofizis nyél sériilése (fejsériilés, orvosi mihiba, tumor), mig az esetek
negyedében orokletes, vagy autoimmun betegség all a hattérben. Ritkdbban kialakulhat talzott
alkoholizmus, vagy drogfiiggdség esetén is, de sziilés utan megjelend formaja is ismert [228].
Emberekben is eléfordul az AVP gén természetes mutacidja, mely familiaris neurogén diabetes

insipidushoz vezet [229, 230]. Leggyakrabban autoszémalis dominans és legalabb 60 féle
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mutacio ismert [231]. A legtobb ilyen mutacio (altalaban a neurofizin régidban) megvaltoztatja a
preprohormon aminosavjait vagy abnormalisan rovi molekuldhoz vezet. Ez a moédosult valtozat

bennragad a sejtben €s elpusztitja az AVP termeld neuronokat.

2.4.2.2. Magas vérnyomas

Bar fiziologidsan a vérnyomas fenntartasaban korlatozott lehet a szerepe [232], de
patologias allapotokban el6térbe keriilhet (pl. sokk: [233], portalis hipertenzio: [234], pulmonalis
hipertenzid: [235], szivelégtelenséghez tarsuld hiponatrémia: [236]). Az érosszehtizo hatas
kovetkeztében az AVP-t igen fontosnak tartjdk a magasvérnyomas kialakulasaban. Ehhez
hozzéjarulhat, hogy a vese disztalis csatornaiban az aldoszteron szabalyozasa alatt all6 amilorid

érzékeny epitelialis Na'-csatorna aktivitasat is fokozza [237].

2.4.2.3. Metabolikus szindréma

Ezen mind gyakrabban el6forduldé komplex betegség magasvérnyomads, elhizés, inzulin
rezisztencia, diszlipidémia, fokozott véralvadékonysag, gyulladasi hajlam és egyéb jarulékos
tiinetek egylittesébdl all és megnoveli mind a cukorbetegség, mind a sziv- és érrrendszeri
megbetegedések kockazatat.

Az AVP szamos szerepe (€rosszehtizddas, vérlemezke aggregacid, glikogenolizis serkentése a
majbol, lipidanyagcsere hatasok, HHM tengely stimulécio, inzulin és glukagon szekrécid a
hasnyalmirigybdl) révén a szindroma sok tiinetének kialakitdsaban résztvehet. Valoban, az AVP-
vel egyiitt Uiriil6 copeptinnek a szintje jol korrelalt a metabolikus szindroma megjelenésével
[238]. Egy kovetéses vizsgalatban a nyugalmi copeptin szint hosszutavon eldre jelezte a hasi

elhizas kialakulasat, és a cukorbetegség megjelenését [239].

2.4.2.4. Csontrendszer

A szervezetlink natrium készletének mintegy harmada a csontokban tarolodik. Kiilonféle
okokbol létrejott hiponatrémia stimulalja a csontlebontast (oszteoklasztokat). Eppen ezért még az
enyhe esetekben is a hiponatrémia szdmos patologias elvaltozashoz vezet a csontrendszerben (pl.
testtartas instabilitas, esések, torések) [240]. A hiponatrémids esetek mintegy 50%-ért pedig a
nem megfeleld, fokozott AVP elvalasztas (syndrom of inappropriate ADH secretion, SIADH)
felel6s [197]. Az AVP tehat indirekt modon, a hiponatrémia révén is vezethet a csontképzés

zavaraihoz, de emellett jelentds a direkt csontokra gyakorolt hatasa is [241].
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2.4.2.5. Stresszel kapcsolatos betegségek

Az AVP a stressz-tengely egyik kozponti szabalyozojaként a stresszel kapcsolatos

betegségekben is szerepet jatszhat [242].
2.4.2.5.1. Gyomorfekély (ulcus)

A felsd gasztrointesztinalis traktus épsége a természetesen jelen 1évd védod (pl. mukusz,
prosztaglandinok) és karositd (pl. a gyomorsav) faktorok finom egyensulyatol fiigg (részletesebb
leirast lasd: [243, 244]). A gyomorfekély élettartam prevalenciaja kb. 10%, mig a feln6tt lakossag
mintegy 1%-nak aktiv fekélye van. Bar napjainkban a probléma a Helicobacter pylori felfedezése
utan megoldottnak tlinik, de szdmos esetben a koroki tényez6t nem a bélrendszerben, hanem a
szervezet egészében, példaul sulyos stresszorokban kell keresniink. Posztoperativan és kritikusan
beteg paciensekben gyakran fejlodik ki tigynevezett stresszfekély, ami elég gyakori az intenziv
osztalyokon.

Az AVP stresszszabalyoz6 szerepébdl kiindulva azt gondolhatjuk, hogy eldsegiti a
gyomorfekély kialakuldsat. Valoban, Laszl6 Ferenc és munkatarsai szdmos kisérletben
alatdmasztottak ezt a szerepet nemcsak AVP-hidanyos Brattleboro 4allatokban, hanem V1
antagonistak alkamazéasaval szamos ulcerogén stimulus esetén (pl. etanol, nem szteroid
gyulladascsokkent6 (nonsteroidal anti-inflamatory drug (NSAID) indometacin), rezerpin, hideg
mozgaskorlatozas, endotoxin sokk) [245, 246]. Bar ¢k relative fiatal (200-220g-os) ndstény
allatokat hasznaltak, de eredményeiket egy Japan csoport is alatdmasztotta egy szdjon at adhato,
nem-peptid V1 antagonista alkalmazasaval [247] és a magyar diabetes insipidusos (azaz AVP-
hidnyos) paciensek adatbdzisaban keresve ezen betegekben is a gyomor-bél rendszeri fekélyek
alacsonyabb eléfordulasi gyakorisagat allapitottak meg [248]. Habar tovabbi human adat nem all
rendelkezésiinkre és eddig a V1 antagonistdk se keriiltek klinikai alkalmazasra ebben a
korképben.

Ezzel ellentétben szamos tovabbi tanulmany az AVP gyomorfekélyt védd szerepérdl

szamolt be. NL kivonat ¢és késobb maga az AVP is kivédte a hisztamin adast kovetd
gyomorfekély képzodést [249, 250]. Hosszas taplalékmegvonas hatasara is csak az AVP-hianyos
allatokban alakultak ki fekélyek [251], amit periférias AVP adasa kivédett [252]. Ez az AVP altal
szabalyozott mikrocirkulacié szerepére utal. Ennek ellenmond egy masik japan csoport kutatasa,

akik szintén az AVP gasztroprotektiv szerepét tamasztottdk ald nemcsak az AVP-hidnyos
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Brattleboro patkdnyokban, hanem AVP ¢és V1 antagonistdk adasat kovetden, de a farmakoldgiai
kezelés hatdsa csak centralis (intracerebroventrikularis (icv)) adast kdvetden jelentkezett,
periférias kezelés esetén nem [253]. A centralis AVP védd hatasat egy torok csoport
megerdsitette 300-350g-0s Sprague-Dawley ndstényeken [254].

Osszességében tehat megéllapithatjuk, hogy az AVP szerepe a gyomorfekély
kialakuldsdban kérdéses, és egyaltalan nem vizsgaltdk a szerepét a fekély gyodgyuldsira. Az

ellentmond6 eredmények hatterében - tobbek kozott - korfliggd valtozasok allhatnak [255].

2.4.2.5.2. Pszichiatriai megbetegedések

2.4.2.5.2.1. Szorongdas, depresszio

Az emelt keresztpall6 teszt (elevated plus maze, EPM) soran mutatott viselkedés alapjan
tenyésztett LAB (low anxiety, kevésbé szorongd) és HAB (high anxiety, erdsen szorongo)
patkanyok esetén a HAB allatok szorongas- és depresszid-szeri viselkedése Vla receptor
antagonista alkalmazasaval csokkentheté volt [256]. Tovabba kvantitativ PCR vizsgalatok
igazoltak, hogy HAB patkanyokban az AVP gén taltermelddése figyelhetd meg [257], mig a
LAB éllatok esetében az AVP gén promoterében megjelend kieséses pontmutacié eredményezi a
csokkent AVP expressziot [258]. V1a KO egerek esetén is csokkent szorongas figyelheté meg
[259, 260], mig a lateralis szeptum teriiletén a Vla receptor tiltermelése fokozott szorongast
eredményez [261]. A lateralis szeptumba adott V1a mRNS antiszensz oligonukleotid [262] és
V1la antagonista [263] a szorongas- és depresszio-szerii tiineteket is csokkentik [264]. Tehat a
szorongast €rintd fenotipusos kiilonbségekeért részben az eltéré AVP termelés lehet felelds.

A HHM tengely hiperaktiv mikodése kozrejatszhat az unipolaris depresszid
kialakulasaban [191, 192]. Ezt az elképzelést erdsiti, hogy a korallapot gyakran alkalmazott
preklinikai modellje kiilonféle enyhe stresszorok hosszu 1don keresztiil torténd ismétlése (CMS).
A depressz6 emberekben gyakran tarsul megemelkedett AVP plazma-szintekkel [265-267].
Unipolaris depresszional az AVP-t expresszald sejtek szama is tobb a PVN-ben [268, 269],
megemelkedett AVP mRNS szintek mérhetok [270] és az AL is fokozott AVP érzékenységet
mutat. Az unipolaris depresszid sulyosabb eseteinél, ongyilkossadggal probalkoz6 személyeknél a
plazma AVP szintek korrelalnak a kortizol szintekkel [265, 271]. A V1b receptor egyik
egypontos-nukleotid polimorfizmusa védé hatastinak bizonyult a betegséggel szemben [272].

Ezen eredmények alapjan kezdett el a Sanofi gyogyszergyar nem peptid VI1b receptor
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antagonistat fejleszteni, mely szajon at alkalmazva is atjut a vér-agy gaton ¢s képes KPI hatasok
kifejtésére [273]. Ez a vegyiilet (SSR149415) preklinikai vizsgalatok soran felnétt allatoknak
egyszer adva is csokkentette a HHM tengely aktivaciot [274] és valdban hatékonynak
mutatkozott a depressziéd tesztelésére széles korben alkalmazott magatartasi tesztek soran [275,
276]. Bar a depresszi6 gyakoribb nékben [277], a bemutatott eredmények jorész mégis him

allatokbdl szarmaztak.

2.4.2.5.2.2. Patologias agresszio

Az agresszid praktikusan az 0sszes €lolénynél el6fordul és a tulélés zaloga. A patologias
formai azonban veszélyeztethetik az emberi tarsadalmat. Allatmodellek segithetnek a kezelési
stratégiak kidolgozasaban. Munkacsoportunk kidolgozott két (kontrollalt [278] és impulziv
[279]) patologias agresszié modellt is. Mindkét modell szoros Osszefliggést mutat a stresszel,
habar a pontos mechanizmus még nem tisztazott.

Az AVP agressziohoz vald kapcsolatat elészor Ferris és Potegal [280, 281] vetették fel.
Kimutattak, hogy horcsdg elsdé hipotalamuszdban az AVP receptorok blokadja csokkenti az
agressziot (Osszefoglald lasd: [282]). Tovabbi vizsgalatok megerésitették ezt az Osszefiiggést.
Agressziv interakcio hatasara szamos agyteriilet AVP elvalasztasa fokozodik [283-289], ami
pozitivan befolydsolja az agressziv magatartds megjelenését szdmos paradigmaban és fajban
(anyai agresszio: [290, 291]; rezidens-betolakodd teszt: [292, 293]; ragadozoval szembeni
védekezés: [294]; jatékos harc (play-fighting): [295]). A Vla és VIb receptorok gatlasa
hasonléan hat mind az anyai, mind a him agressziora [280, 290, 296, 297], mig néhany agyteriilet
V1la receptor kifejezddése pozitivan korrelal az agresszivitassal [286, 298]. Az AVP az emberi
agressziot is hasonloképp befolyasolja [299, 300]. Azaz Gsszességében ugy tiinik, hogy az AVP
az agresszio pozitiv modulatora. Azonban ez az Gsszefliggés nem ennyire egyértelmii. E10szor is
az AVP hatéasa agyteriiletenként valtozo lehet. Példaul a laterdlis szeptum AVP elvélasztasa
serkenti, mig a BNST AVP eclvalasztasa gatolja az agressziv viselkedés megjelenését [288, 301].
Masodsorban az AVP szerepe erdsen fligg attol is, hogy milyen fajta agresszioval allunk
szemben. Példaul horcsdogben a pubertds kor alatt sorozatos vereségekkel fokozott agresszio az
els6 hipotalamusz csokkent AVP tartalmaval jar [302], annak ellenére, hogy felnéttben
ugyanezen agyteriileten az AVP szint fokozodasat hoztdk Gsszefiiggésbe az agressziv viselkedés

gyakoribb eléfordulasaval [280].
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Az agresszioval szoros Osszefliggést mutat az impulzivitds mind dallatokban, mind
emberben, mely a motivacié jo jelz6je [293, 303]. Altalanossagban az impulzivitas a kornyezet
ingereire adott tulzo, sokszor inadekvat valaszt (dontési impulzivitas, choice impulsivity) €s az
ezen valaszok gatlasanak képtelensége (motoros impulzivitas) [304-306]. Mivel az impulzivitas
fontos kognitiv karakterrel rendelkezik [307], és az AVP szerepe ismert a tanuldsi €s memoria
folyamatokban [308, 309], ezért feltételezhetjiik, hogy az AVP az impulziv viselkedést is

befolyasolja, de ezt még soha nem tesztelték.

2.4.2.5.2.3. Egyéb pszichiatriai betegségek

A szorongasos betegségek és az unipoldris depresszid tiinetei a PTSD tiineteivel is
jelentds atfedést mutatnak, valamit a HHM tengely miikddése is hasonldan valtozik benniik: a
GC visszacsatolas gatlasa figyelheté meg [310]. Ujabb kutatdsok eredményei szerint a PTSD-ben
szenvedd veteranok szignifikdnsan magasabb plazma AVP szintekkel rendelkeznek, mint a

PTSD-ben nem szenvedd veteranok és a haborts traumat at nem €16 kontrollok [311].

Kényszerbetegségek esetén is emelkedett AVP szinteket figyeltek meg mind a
vérplazmaban, mind az agy-gerincveldi folyadékban [312].

Skizofrén betegek esetében az egészséges kontrollokhoz viszonyitva alacsonyabb AVP
szintek mérhet6k [313], és a proAVP elémolekulabdl szintetizalodo neurofizin felszabadulasa is
Kisebb [314]. Skizofrén paciensekben diabetes insipidus is gyakrabban alakul ki, akar a betegek
negyedénél is diagnosztizalhato [315]. Csokkent AVP termelés antipszichotikum kezelés alatt
allo betegeknél is megfigyelheté [316], és az ozmolalitas valtozasra valaszként adott AVP
szekréciojuk is alacsonyabb, mint az egészséges csoportban [317]. Posztmortem vizsgalatok
eredményei alapjan a skizofrén betegek temporalis agykérgében alacsony AVP szintek mérhetdk
[318]. A fenti eredményekre alapozva skizofrén betegeket AVP kezelésnek vetettek ala, ami
csokkentette a pozitiv tiinetek (pszichotikus allapotok, hallucinaciok) gyakorisagat [319]. Az
intramuszkulédrisan 20 napon keresztiil adott AVP javitotta a memoria funkciokat, és egyéb

negativ tlineteket (szocialis visszahtizodas) is csokkentett [320].
2.4.3.Vazopresszin hianyos Brattleboro patkanyok

2.4.3.1. A Brattleboro torzs eredete
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A Brattleboro patkanytorzs tobb, mint 50 éve egy véletlen autoszomalis recessziv mutacio
révén alakult ki a Long Evans torzsb6l Nyugat-Brattleboro-ban [321, 322]. Az AVP gén
leolvasasi keret [323], a neurofizin 2 és a C-terminalis glikoprotein kozotti hasitasi hely eltiinik,
¢és egy polilizin farok is kapcsolodik a prekurzor molekula végére. Ilyen valtozasok mellett a
prepromolekula nem képes kijutni az endoplazmatikus retikulumbodl, az AVP nem vagodik ki, és
a végeredmény a fiziologiasan aktiv AVP hianya [324]. Meg kell jegyezniink azonban, hogy a
periférias szervekben az AVP mas uton termelddik, igy a Brattleboro allatok sajatosan csak
centralis, agyi AVP hianyban szenvednek, azaz nem teljes KO allatok [219]. A vériikb6l azonban
hianyzik az AVP (ez a magnocelluldris, neuroszekrécids hipotalamuszsejtekben termelddik), igy
a fokozott vizfogyasztas (diabetes insipidus) esetiikben is megjelenik. Ez alapjan genotipusuk
egyszerii vizméréssel megallapithato (14. abra) [325]. Ez a torzs az AVP biologiai
folyamatokban, kiilonosen stresszben betoltott szerepének tanulmanyozasara kiilonosen alkalmas,

hiszen az AVP-hianyhoz nem kell akut, 6nmagaban is stresszeld beavatkozast végezni (pl.

.. ., Vizfogyasztas (mi/day) AVP
injekcio) [326]. B . (ng/NIL)

A Brattleboro patkanyokon  végzett |'* 200

100 1
150
80

kisérletek eredeti kontrolljai a Long Evans torzs

60 100

egyedei voltak, viszont az eltelt tobb mint 50 év | ® I:I s
20
sordn a két torzs elvalasa miatt az AVP | ° e di/di 0 Py 7d

termeléstol fiiggetlen ¢lettani-viselkedesbeli 14, abra Him Brattleboro llatok vizfogyasztésa és
hipofizisiik hatsé lebenyének vazopresszin tartalma

kiilonbségek is megjelenhettek kozottiik, melyek (sajét dbra)

termelés szempontjabol az AVP-hidnyos homozigéta recessziv éallatok (di/di) legmegfeleldbb
kontrollja a homozigota dominéns +/+ genotipus, a gyakorlatban elterjedt a mutaciot egyetlen
recessziv allél formajaban hordozé heterozigéota (di/+) allatok kontrollként vald hasznalata is.
Ugyan utébbiak AVP szintje kicsit alacsonyabb, mint a homozigéta dominans egyedeké (14.
abra), de ez is megfeleld so- és vizhaztartast biztosit, és mas fenotipusos eltérések nem
figyelhetdek meg a +/+ és di/+ genotipusok kozott. Elonyiik, hogy megfeleld tenyésztés mellett
ugyanazon alombol szarmaznak, mint az AVP-hianyos allatok, igy egyéb genetikai eltérések és
eltérd anyai hatasok nem befolyasoljak az eredményeket [327]. Korabbi kisérleteink azt mutattak,

hogy a normalis AVP termelésii heterozigdta, és az AVP-hianyos néstények anyai viselkedése,
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utédgondozasa jelentésen eltér egymastol [277], ami hatassal lehet az utddok felndttkori
viselkedésére is [328]. Az AVP-hianyos anyak csokkent utodgondozasabol adodo eltérések
kisztirése érdekében a kisérletek soran hasznalt AVP-hianyos Brattleboro patkdnyok heterozigota
anya ¢és homozigo6ta recessziv apa paroztatasabol szarmaznak, igy az utdédok 50%-a heterozigdta
(di/+), 50%-a AVP-hianyos homozigéta (di/di). A felnétt allatok genotipusanak elkiilonitése az
allatok 5-6 hetes koraban torténik vizfogyasztas méréssel, ami a di/di allatoknal jelentésen
nagyobb [325]. Elvalasztas el6tti korban 1év6 allatoknal a vizfogyasztas mérésére nincs
lehetdség, naluk a hipofizis AVP szintjének RIA mérése informativ.

A vilagon egyediilall6 modon laboratériumunkban hozzaférhetdk +/+ allatok is, melyeket
megfeleld tenyésztéssel alakitottunk ki. Két heterozigdta allatot sszeparoztatva az AVP-hianyos
utddok vizméréssel elkiilonithetdk, mig a fennmarad6 ismeretlen (+/+ vagy di/+ genotipusu)
egyedeket di/di allatokkal keresztezve, ha a kellden nagyszdmu utdod kozt nincs egy di/di
genotipusu allat se, akkor a vizsgalt sziilo +/+ genotipust. A +/+ parokat kiilon tenyészvonalként
tartjuk fenn, de minden tenyészpar frissitésekor visszakeresztezziik a heterozigéta vonallal.

Néhany, kiilon jelzett kisérletben ezeket az allatokat hasznaltuk kontrollként.

2.4.3.2. A stressz-tengely mikodése Brattleboro patkanyokban

Természetes mutacioval 1étrejott Brattleboro torzzsel kapcsolatban is eltéré eredmények
lattak napvilagot [329, 330]. Altalidban normalis nyugalmi ACTH és kortikoszteron szinteket
tudtak kimutatni ezen torzs AVP-hianyos egyedeiben [191], bar néhany szerz$ alacsonyabb
stressz-hormon szintekrél szamolt be [331-333]. Hasonldéan kiilonb6zott a stresszre adott
valaszuk is (normalis: [326, 334-336]; csokkent valasz: [253, 337]). Meg kell jegyezniink, hogy
szamos kisérletben nem megfeleld kontrollokat alkalmaztak (pl. a Long Evans torzs [327]), ami
részben magyardzhatja az eltéréseket, illetve nehézzé teszi a laboratoriumok kozotti

Osszehasonlitast.
2.4.3.2.1. ACTH és kortikoszteron disszociacié

A Brattleboro patkanyok stressz-tengelyének vizsgalata soran tobb stresszor esetén is azt
tapasztaltuk, hogy a kortikoszteron szintek nem minden esetben kovetik az ACTH szintek
valtozasait [338], ami perinatalis korban a legszembetiinbb (1asd késobb).

Mivel az ACTH elvalasztast a kortikoszteron névekedés némi késéssel koveti, az esetek

egy részénél a disszociacid hatterében csupan a mintavételezés iddzitésének helytelen
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megvalasztasa allhat [339]. A HHM tengely kiilonféle hormonjai emberekben is idébeli
eltolodassal mutatnak csucsértékeket [340]. Ennek kizarasa a kiilonb6z6é stresszorok esetén
jelentkez0 hormon-szint valtozasokat nyomon kdvetd idégorbe felallitasara is sort keritettiink
feln6tt [341], és perinatalis kora [342] allatoknal is.

Az ACTH-kortikoszteron disszociaciod témajaban tovabbi méréstechnikai probléma lehet,
hogy az irodalomban altalaban alkalmazott mddszerek az 6sszes GC szinteket mérik a hatékony
szabad szintek helyett és a CBG szintek eltérései jelentds 0sszGC szint kiilonbségekhez
vezethetnek a szabad szintek eltérései nélkiil. Ezért Osszehasonlitottuk az AVP-hianyos és
kontroll allatok CBG szintjeit is.

Elképzelhetd, hogy a di/di allatokban tapasztalhaté minimalis ACTH szint emelkedés a
mellékvese-kéreg fokozott ACTH érzékenysége kovetkeztében ugyanolyan kortikoszteron
valaszt képest kivaltani, mint kontroll, sokkal erdteljesebb ACTH szekrécidt mutatd tarsaikban.
Ennek tanulmanyozasara in vitro mellékvese szekrécios vizsgalatokat végeztiink.

Ha kizarjuk a mérési modszerek kovetkeztében tapasztalhato ACTH-kortikoszteron
disszociaciot, akkor fel kell tételezniink egy ACTH fuggetlen GC szekrécio meglétét [343]. A GC
elvalasztas serkentésére legkézenfekvobbnek a stressz sordn szintén aktivaldédd mellékvese-
vel6bdl szarmazd katekolaminok tiinnek (SAS) [55, 57]. Valoban, valamennyi katekolamin
receptor megtalalhato a mellékvese-kéreg Kortikoszteron termeld sejtjein [344], de talan
legjelentésebbnek a B receptorok ttinnek [57, 345, 346]. Mivel a 10 napos AVP-hianyos
Brattleboro patkanyban praktikusan ACTH elvélasztds emelkedése nélkiill valosul meg a
stresszorok hatasara 1étrejovo kortikoszteron szint emelkedés [342], a para-adenohipofizealis
neuroendokrin szabalyozas in vivo vizsgalatara nagyon jo modell-allatként szolgal (vonatkozo
irodalmi adatok kizardlag in vitro kisérleteken alapulnak). Ha az ezen allatokban alkalmazott
antagonista (pl. B blokkold propranolol) kivédi a stresszor okozta kortikoszteron emelkedést,
akkor a tanulményozott receptor részt vesz a kortikoszteron szekrécié endogén fokozéasaban.

A GC-k és MC-k nemcsak szerkezetileg nagyon hasonldéak és versengenek a
kotéfehérjekért, hanem hatdsaikat is ugyanazokon a receptorokon keresztiil képesek kifejteni.
Felmeriilt ezért, hogy a GC-k és MC-k egyiitt kovethetik az ACTH szinteket. Ennek igazolasara
az ACTH ¢és kortikoszteron szintek mellett egy stressz-kisérletben az aldoszteron szintjét is

megmértiik.
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2.4.3.3. A Brattleboro patkanyok altalanos jellemz6i (etogram)

vizsgalatok

szolgalnak. Majdnem minden viselkedés

alapjat

Az éllatok pszichés allapotanak megitélésére széles korben elterjedt magatartas

valamilyen hely vagy

helyzetvaltoztatas képezi, ezért a tesztek megitélésénél alapvetd fontossdgi az épp motoros

rendszer (2. tablazat). A fokozott vizeletiirités kovetkeztében nemcsak a vizfogyasztasa né meg a

di/di (AVP-hianyos) allatoknak, hanem kisebbek is lesznek. Ennek ellenére semmilyen vizsgalt

paraméterben (nyilt tér teszt (locomotor activity), fiiggeszkedés droton (wire suspension), radon

(stationary beam), forgérud (rotarod)) nem tapasztaltunk kiilonbségek a motoros miitkodésiikben,

ami azt jelenti, hogy magatartasi tesztekben jol alkalmazhatok.

n di/+ di/di
General parameters
Body weight [g] 11/10  299.4+104  246.1+11.9**
Water intake [ml/day] 11/10 31.4£1.5 190.9+£9.9 **
Relative water intake [ml/day/kg] 11/10 105.3+4.4 775.8+20.3 **
Food intake [g/day] 11/10 21.7+0.8 18.3£0.6 ¥*
Relative food intake [g/day/kg] 11/10 73.3£3.6 75.6+3.5
Locomotor activity
Horizontal [number of squares] 32/24 88+3.5 95.3+4.3
Vertical [number of rears] 32/24 55.6+1.8 50.5+2.8
Falling latencies
Wire suspension [s] 21/14 13.6+3.0 14.9+3.6
Relative wire suspension [s/kg] 21/14 40.3+9.5 51.0+11.6
Stationary beam [s] 14/11 34.7+£4.0 30.7£3.0
Relative stationary beam [s/kg]| 14/11 110.6+13.0  119.4+12.5
Rotarod [s] 7/6 35.5+6.0 37.4+6.77
Relative rotarod [s/kg] 7/6 144+£2.8 20.4+4.5

** p<0.01 vs. di/+.

2. tablazat A Brattleboro allatok altalanos jellemzése (Mlynarik és mtsai, 2007, 1. Tablazat — sajat adat)
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3. Célkitlizések

Atfogobb képet kaphatunk, ha egyetlen modell esetén vizsgaljuk a kiilonféle,
intenzitasukban, modalitasukban eltéré stresszorok hatasat, illetve a HHM tengely valtozasait
Osszehasonlitjuk a betegségtiinetek kialakulasaval. Kisérleteinkhez az intézetiinkben tartott és
tenyésztett Brattleboro patkanyok szolgéltak allatmodellként. Az allattdrzset azért szereztiik be,
hogy bizonyitsuk az AVP fontos szabalyozo6 szerepét kronikus stresszben. Mivel itt nem talaltunk
nagy eltéréseket, figyelmiink az akut stressz felé fordult. Az itt tapasztalt valtozasok enyhe volta
az élethosszig tartdo AVP-hiany kovetkezménye lehet. Ezek kikiiszobolése miatt kezdtik el
tanulméanyozni a perinatalis kora allatokat.

Az AVP szerepét a kovetkez6 folyamatokban vizsgaltuk:

3.1. A HHM tengely miikodése

Kronikus stressz

1. Két hétig tarto kronikus stresszmodellek 6sszehasonlitdsa
2. Az anya HHM tengelyének vizsgalata
Akut stressz
1. Kiilonféle akut stresszorok hatasa him patkanyok ACTH és kortikoszteron elvalasztasara
2. A szomato-dendritikus AVP elvalasztas szerepe (mikrodializis vizsgalatok)
Perinatélis kor
1. Akut stresszorok hatasa az ACTH és kortikoszteron elvalasztasra
2. ACTH-kortikoszteron disszociacid (idogorbék, CBG, mellékvese érzékenység,
katekolaminok, mineralokortikoidok)
3.2. Patologia
Gyomorfekély - korfiiggd hatasok

Pszichiatriai eltérések

1. Szorongas- és depresszio-szeri tiinetek himekben
2. Periférias AVP szerepe a szorongas- és depresszio-szeri tiinetek megjelenésében

3. Impulzivitas és agresszivitas nemi kiilonbségei (himek és anyak)
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4. Modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez sajat tenyészetbol (MTA Kisérleti Orvostudomanyi Intézet, a kolonia
eredete: Harlan, Indianapolis, USA) szarmaz6 him és ndstény Brattleboro patkanyokat (15. abra)
hasznaltunk. Altalaban felnétt (7-12 hetes) him patkdnyok keriiltek vizsgélatra, illetve a

perinatalis vizsgalatokhoz 10 napos patkanyokat hasznaltunk, ha masként nem jelzem.

anya/apa | +/+ | di/+ | di/di

+/+ .
‘Aq +H+ +H+ di/+ di/+
<= .. # " e T i

di/+ di/+

dif+ |4 di/di
15. dbra A di/di (kiscbb) és di/+ (nagyobb) girdi g+ 197 lgisai
genotipust allatok kozotti méretbeli kiilonbség (sajat) di/di

3. tablazat A patkanyok paroztatdsa. Az elsd
oszlopban az anyak, az els6 sorban az apak, a

bSvebben lasd: 2431, Az allatok téblézrat belseg'éber} ped'ig az’ut(')dok ,lehertséges
genotipusa lathatd. Rozsaszin az 4altalanosan

Osszehasonlitasa azonos korban és nem azonos  alkalmazott paroztatis, bekeretezve az anyai
vizsgalat paroztatasa.

A Brattleboro torzsr6l és a tenyészetrdl

testsulyu allatok kozott tortént (1asd: 2. Tablazat).

Az anyakkal végzett kisérletekhez a ndstényeket ,.ellentétes genotipustt” (+/+ vagy di/di)
him patkényokkal paroztattunk 6ssze, hogy az utdédok kozott ne legyenek olyanok, amelyek di/di-
sek, hiszen az befolyasolhatja az anyak magatartasat (lasd 3. tablazat kerettel kiemelt részek). Az
atlagosan 21 napig tartd vemhesség utdn a megsziiletett utddok szamat 6-ra redukaltuk minden
alomnal (3 him és 3 ndstény), hogy elkeriiljiik az eltéré utodszambol és az utddok nemébdl eredd
anyai magatartas kiilonbségeit [347-350].

Az allatokat standard koriilmények kozott tartottuk (21-23 °C-os hémérseklet, 50-70%
paratartalom, 12 6rés vilagos-sotét ciklusok mellett, fény bekapcsolasa 07.00 6rakor), patkanytap
(Charles River, Magyarorszag) €s ivoviz igény szerint allt rendelkezésilikre. Az allatok ketrecét
normalisan hetente almozzak, viszont a di/di allatok fokozott vizeletiiritése miatt ezt heti 3
alkalomra noveltiik. Hogy elkeriiljiik a ketrectarsak kezelésébdl adodo stresszfaktort, altaldban

egyedileg tartottuk az allatokat.
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Allathazunk miikodtetését, és ott folyd kisérleteinket az Eurépai Unié allatkisérletekre
vonatkozo 2010. szeptember 22-én hatalyba 1épett iranyelvei szerint (2010/63/EU), a Fovarosi
Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérz6 Allomés engedélyével és a Munkahelyi Allatkisérleti
Bizottsag feliigyeletével végezziik. Kisérletek soran a statisztikai elemzések helyes elvégzéséhez

nélkiilozhetetlen minimalis allatszammal dolgoztunk.
4.2. Mintavétel

4.2.1. Vér és szovetmintak nyerése dekapitalassal

A feldolgozas soran az allatok torzsvérét (kb. 7-10 ml felnétt és 4-500ul posztnatalis)
jégen hiitott, Ko-EDTA (250ul illetve 50ul 20 w/v % EDTA) tartalmt csévekbe fogtuk fel, majd
centrifugalds utan (4°C-on 2500rpm, 30 perc) a plazmat -20°C-on taroltuk hormonmeghatarozas
céljara (4.4.1.).

A dekapitalas utan a koponyat felnyitottuk, az agyakat eltavolitottuk és szarazjégen
azonnal fagyasztottuk és szovettani feldolgozasig (4.3.1.) vagy az in situ hibridizaciéig -70°C-on
taroltuk (4.4.3.). A hipofiziseket beagyazd médiumban szarazjég segitségével azonnal
lefagyasztottuk és az agyakhoz hasonléan taroltuk. A PCR-hez mindkét oldali hippokampusz
darabot a kivett agybol egybdl kimetszettiik és Eppendorf csovekbe lefagyasztottuk (4.4.6.).

4.2.2. Szdovetminta nyerése immunhisztokémiai vizsgalatokhoz

Két oraval egy stresszor (15 perces FST (4.6.1.2.) vagy éter stressz (4.7.1.2.1.2.))
alkalmazasa utan az allatokat elaltattuk, majd perfundaltuk. Az anesztéziahoz (ha mésként nincs
emlitve) a tovabbi kisérletek soran is ketamin (50 mg/kg SelBruHa Allatgyogyaszati Kft,
Hungary)-xylazine (20 mg/kg Spofa, Prague, Czech Republic)-promethazinum chloratum (0,2
mg/kg, EGIS, Budapest, Hungary) fiziologias sooldatos keverékét adtuk ip 2ml/kg
mennyiségben. A nem-stresszelt kontroll allatokkal nem torténtek egyéb (pl. magatartas)
vizsgalatok, hanem a ketreciikbdl kivéve egybdl perfundaltuk oket; az anyakat az ellést kovetd
15-20. napon (randomizaltan a magatartas vizsgalaton atesett, stresszelt allatokkal).

Az intrakardialis perfuzio célja az agy fixalasa volt. Els6 1épésként két percig az ereket
fiziologias soéoldattal mostuk at (kb. 100ml), majd 300 ml fixalé folyadékot (0°C-0s 4%-0s
paraformaldehid oldat) keringtettiink. Ezutan az igy fixalodott agyakat eltavolitottuk és a

perfuzios oldatban posztfixaltuk 4°C-on egy éjszakan at.
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A perfuziot kovetd nap foszfat puffer oldattal (PBS: 1 liter desztillalt vizben 1,56 g
NaH,PO,, 30,8 g NaHPO,x12H,0, 5 g NaCl ¢s 0,2 g MgCl) a perfundélé folyadékot kioblitettiik
az agyakbol, majd 20%-os cukros PBS oldatba meritettiik 6ket. 2 nap utan kivettiik az agyakat a
folyadékbol, felitattuk papirral a feliiletiiket, majd a metszésig (4.4.4.1.) lefagyasztva -70°C-on

taroltuk 6ket.

4.2.3. Krénikus jugularis kanul beultetése vérmintak vétele céljabol

Két nappal a kisérletek kezdete el6tt az allatok jobb jugularis vénajaba altatasban egy
szilikon kaniilt helyeztiink (medical-grade silicone tubing; ID 0,64mm; OD 1,2 mm Dow
Corning; MI; USA). A behelyezés utan a kaniilt az allatok bére alatt atvezettiik a hati-nyaki
régiohoz, majd heparinos (a mikrodializis kisérletnél (4.3.1.) gentamicines, 30.000 IU) fiziologias
sooldattal feltoltottiik és a kisérlet kezdetéig lezartuk. A kisérlet napjan heparinos fizioldgias
sooldattal atmostuk, majd egy hosszabb szilikon csO segitségével egy fecskendot csatlakoztattunk
a vénaba vezetett kaniilhdz az éber, szabadon mozgo allaton végzett folyamatos vérvétel céljabol

(0,4 ml vér/minta, levétele utan fizioldgias sooldattal visszapdtolva).
4.3. Mitéti eljarasok

4.3.1. Mikrodializis mintavev6 beiiltetése az agyba

ot A mikrodializis modszere a Kis

'+ pOTusnagysagi membranon vald

anyagaramlas elvén alapul, melyet a
- porusnagysaga, a két oldal kozotti

koncentraci6 gradiens, a homérseklet, ¢és az

aramoltatott mikrodializis folyadék sebessége

16. abra Mikrodializis

hatarozza meg. Abban az esetben, ha az

extracellularis térben egy anyag koncentracidja nagyobb, mint a dializalo folyadékban, akkor az

adott anyag az extracellularis tér feldl a dializdlé folyadék fel¢ aramlik. Ha a koncentraciod
viszonyok forditottak, akkor az agyagaramlas iranya is megfordul [351].

Egy hazilag gyartott U-alaku mikrodializis mintavevd (16. abra) kertilt beiiltetésre a PVN-

be sztereotaxikus “keret” segitségével [351, 352]. A rogzitett, megtisztitott koponyara a célteriilet

kozelében egy-egy rozsdamentes acél csavart rogzitettiink a falcsontban és a homlokcsontban
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fogaszati furdval fart lyukakba. A két acélcsavar kozott egy elliptikus lyukat fartunk a
koponyaba, majd a mintavevot lassan, de folyamatosan a PVN (a sagitalis szinusz megkimélése
miatt 10°-ban jobbra dontétt befogoval, AP: -1,3mm, lateralisan: 1,7mm a kézépvonaltol és DV:
9,0mm a koponyacsont felszinétél [353]) vagy az SON (AP:-0,6mm, lat: 1,8mm, DV: 9,6mm)
fel¢ engedtik le és fényre megkotd fogaszati anyag (Vivadent Dual Cement, Schaan,
Liechtenstein) segitségével mind a koponyahoz, mind a csavarokhoz rogzitettiik.

Az agymitéttel egyidoben a jobb vena jugularisba a korabbiakban ismertetett modon
kaniilt helyeztlink vérmintak gytijtése céljabol.

Az éllatokat 3 napig hagytuk felépiilni egy felil nyitott mianyag dobozban
(60x40x50cm), mialatt mind a kisérletezé személyhez, mind a kisérleti elrendezéshez (a minta
gyljtéséhez hosszabb csoveket csatlakoztattunk a fején 1évé végzodésekhez) szoktattuk dket. A
kisérlet reggelén 7.00 orakor csatlakoztattuk a mintavételhez-beadéashoz sziikséges csoveket és a
kisérlet megkezdése eldtt min. 2 6rat nyugalomban hagytuk az allatokat.

A miitét sikerességét a kisérlet végén fagyasztott agymetszeteken (kriosztat, Leica CM

30508, Nussloch, Germany, 25 pm-es frontalis metszetek)

A
krezilibolya festést kdvetden ellendriztiik. 2
) Zom

4.3.2. Alzett ozmétikus minipumpa beliltetése T 150

Az AVP-hiany s6-viz haztartdsra gyakorolt negativ £ 100
hatasainak kikiiszobolésére a di/di allatok bore ala rovid 50n
éteres boditasban (kb. 3 perc beavatkozas) ozmotikus N :émi.;ﬁmnii
minipumpat  (Alzet  osmotic  minipump, 2002, B as0 .
0,51/h/14nap) iltettiink, melybe dezmopresszint (DDAVP, __ 400 M
10ng/h, V2 receptor agonista, Ferring Lieciva, Cseh 5.350 - —.
Koztarsasag) helyeztiink fiziologias soéoldatban feloldva Eam :/,.7——/—’:4:”
[277, 354]. A kontroll +/+ és di/di allatok almiitéten 2 -
(boditas és bormetszés) estek at. 1 1 7 0 13

napok miftét utan
Valdban, a di/di éllatok vizfogyasztdsa mar a 17. 4bra A DDAVP kezelés hatdsa a

o ., . . i ., . szomatikus paraméterekre A.
betiltetést kovetd masodik napra csokkent €s a vizsgdlati  vizfogyasztas B. Testsaly valtozas

*p<0,05, **p<0,01 di/di és DDAVP vs
+/+; ##p<0,01 DDAVP vs di/di;
++p<0,01 vs elsé mérés

periodus alatt folyamatosan alacsony maradt (17. abra).

Ennek hatasara az allatok testsulya is novekedésnek indult.
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4.4, Mérések

4.41. Hormonmérések

A hormonszintek mérése soran radioimmunoassay (RIA) modszert hasznaltunk (kivéve:
adrenalin, noradrenalin). Az egy kisérletb6l szarmazo mintakat egy assay-ben mértiik meg két

parallel mérés atlagaként.

4.4.1.1. Kortikoszteron

A kortikoszteronszintek mérése soran 10 ul plazmabol hataroztuk meg a hormonszinteket.
A specifikus ellenanyagot nytlban termeltettiik kortikoszteron-3-karboximetiloxim-bovin serum

albumin konjugat ellen. I'®

jelolt  karboximetiloxim-tirozin metilésztert hasznaltunk
nyomjelzéként (tracer). A plazma CBG reaktivitasat alacsony pH alkalmazasaval zartuk ki. A

kortikoszteron mérés szenzitivitdsa 1 pmol, a mérésen beliili széras 7,5 % volt.

4.4.1.2. ACTH

Az ACTH méréshez sziikséges specifikus ellenanyagokat (nyulban termeltetett h-ACTH;.
39 ellen) intézetiinkben fejlesztettiik ki [355]. Az ellenanyag magas specificitassal rendelkezik az
ACTH-ra. o-MSH-val valo keresztreaktivitasa 0,2%, ugyanakkor nem mutat szignifikans
keresztreakciot az y-MSH, ACTH1;.24, ACTHg5.39. ACTHj.14: ACTH1.19 peptidekkel. A méréshez

50ul mintat hasznaltunk. A mérésen beliili szoras 5,8% volt.

4.4.1.3. Oxitocin

Az OT szinteket Miinchenben mérték specifikus RIA-val. A plazma OT tartalmat 100pul
minta extrahalasat kovetden, a mikrodializis mintakat liofilizalast kovetden hataroztdk meg. A

méréshatar 0,1 pg/minta, mas peptidekkel val6 keresztreakcio <0,7% volt [323].

4.4.1.4. Vazopresszin

A kispatkanyok genotipizalasa soran az AVP tartalmat a teljes hipofizisekbdl hataroztuk
meg. A dekapitalas utdn a hipofiziseket eltdvolitottuk, majd 100ul 0,1IN sésavban durvan
homogenizaltuk. Feldolgozasig -20°C-on téaroltuk. Felolvasztds utan 5 percig forraltuk a
mintdkat, majd ultrahangos homogenizalast végeztiink. 100-szoros higitas utan mértilk meg a

homogenatumok AVP tartalmat.
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Az AVP hormonmérések esetében a nyulbol szarmazo anti-A VP antitestet Dr. Vecsernyés
Miklés (Szegedi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudoméanyi Kar) ajanlotta fel szamunkra. A

mérésen beliili szoras 10,7% volt.

4.4.1.5. Adrenalin, Noradrenalin

A plazma adrenalin és noradrenalin szintjét nemzetkozi kollaboracidéban Magdeburgban
(Németorszag) enzim immunoassay modszerrel mérték kereskedelmi forgalomban kaphato kit

segitségével (ICN Pharmaceuticals, NY, USA).

4.4.1.6. Aldoszteron

A plazma aldoszteron szintjét nemzetkozi kollaboracioban Pozsonyban (Institute of
Experimental Endocrinology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava, Slovakia) mérték meg

RIA Aldosterone kit (Immunotech, Franciaorszag) segitségével [356].

4.4.2. Kortikoszteron koté fehérje (CBG)
A CBG kot6 kapacitast Shanks és Meaney [357] Sephadex-LH-20-on alapuld

modszerének modositott valtozataval mértiik [338]. Az endogén kortikoszteron eltavolitasahoz
50ul szérumot Iml dextran charcoal-al inkubaltuk 30 percig jégen (500 mg dextran T-70 és 5 g
Norit A oldva 100 ml TEGM pufferben (30mM TRIS.HCI, 1ImM Na-ETDA, 10mM Na-
molibdat, 10% (v/v) glicerin, pH=7,4)), majd centrifugaltuk (300g, 30 perc). A teljes kitd
kapacitas meghatarozasahoz 200pul feliiluszot egy éjszakan at 4°C-on inkubaltunk 200ul 3H-
kortikoszteronnal (2,78 TBg/mmol, Amersham, Birmingham, UK; 3nMTEGM-ben oldva). A
nem specifikus koto kapacitdas meghatarozasdhoz 200ul feliillusz6t egy ¢€jszakan at 4°C-on
inkubaltunk *H-kortikoszteron és ,hideg” kortikoszteron elegyével (3nM 3H-kortikoszteron és
16mM ,,hideg” kortikoszteron TEGM-ben). A Sephadex LH-20-at TEGM pufferben (20% v/v)
duzzasztottuk egy éjszakan at 4°C-on. Az 1 ml-es pipettahegyekbdl oszlopokat épitettiink 1250ul
szuszpenzio segitségével, amit 500ul TEGM-el, majd 100ul TEGMD-el (20 ml TEGM, 3mg
DTT (DL-Dithiothreitol, Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, USA); aktivacios 1épés) mostunk. Ezt
kovetden 100pul inkubalt feliiluszot toltottiink az oszlopra. Az oszlopot 100ul TEGMD-el elualtuk
és 25 perc utan a megkotetlen radioaktivitast S00 pl TEGMD-el valo elualassal tavolitottuk el.
Mind a specifikus, mind a nem specifikus kot kapacitast 3 parhuzamos mikrooszlopon mértiik

minden egyes mintdra. Az eludtumokat a mintafeltoltési 1épés soran gyljtottik, a térfogatott
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kiegészitettiik 1ml-re, majd 50 pl-es aliquotokat helyeztiink a folyadék szcintillalo fiolakba és
lemértiik a radioaktivitast (Wallace 1409 Liquid Scintillation Counter, GMI, Inc., Ramsey, MN,

USA). A specifikus és nem-specifikus kotés radioaktivitasi adatai nM-ban vannak kifejezve.

4.4 3. In situ hibridizacio

4.4.3.1. Szovetelbkészités

A szovetdarabokat kriosztatban -17°C-on metszettiik. Az agyak koronalis metszetei koziil
minden hatodik 16um-es metszetet, a hipofizisek esetében a szerv legnagyobb keresztmetszetii
rész¢€bdl 4 parhuzamos sorozatban, lemezenként 6db 16um-es metszetet szilanozott targylemezre

vettlink fel. A hibridizaciéig a lemezeket -70°C-on taroltuk.

4.4.3.2. Hibridizacié

A lemezeket 4%-os paraformaldehid oldattal posztfixaltuk 60 percig, majd 2x5 percig
steril kalium-foszfat pufferben (KPBS) mostuk. Mosas utin egy ¢jszakdn at vakuum-
exszikkatorban szaritottuk. Szaritas utan proteinaz-K-val emésztettiik (1 pg/ml 50 mM Tris-ben,
pH=8, és 5 mM EDTA), acetilaltuk (0,25% ecet-anhidrid 0,1 M trietanolaminban, pH=8), majd
felszallo alkoholsorban dehidraltuk a szoveteket (50%-70%-96%-abszolit alkohol). Szaradas
utan a >°S-UTP-vel jelolt riboproba (hibridizacios oldat: 107-109dpm/ml; 50% formamid, 0,3M-0s
NaCl, 10nM TRIS, 2mM EDTA, 1x Denhardt oldat, 10% dextran szulfat, 0,5 mg/ml élesztd
tRNS, pH=8) 100 ul-ét a szovetekre pipettaztuk, majd a lemezeket (vigyazva arra, hogy a
feddlemez ala buborékok ne keriiljenek) lefedtik. A lemezekhez a fed6lemezt DePeX
segitségével rogzitettilk, hogy a kiszdraddsukat elkeriiljiik (nedves kamra Ilétrehozdsa). A
hibridizacid 58°C-on 12-16 6ran keresztiil zajlott. A hibridizaci6 utan a metszeteket 4x SSC-ben
(saline-sodium citrate puffer) aztattuk mindaddig, amig a fed6lemezek maguktol levaltak a
targylemezrdl (1x SSC: 0,15M NaCl és 15mM trinatrium-citrat, pH=7). A nem hibridizalodott
egyszalu ribonukleinsavakat ribonukleaz A-val emésztettiik (20 mg/ml; TRIS-EDTA pufferben
0,1x SSC-ben 30 perces inkubacié kdvetkezett.

A POMC mRNS szinteket a POMC gén exonszekvencidjaval komplementer BSSIyTP-val
jelzett riboprobaval vizsgaltuk (az 1,2kb templatot magaba foglalé plazmid Dr. J Eberwine
ajandéka volt (University of Pennsylvania, USA)). A hibridizaciés eljards utdn az expondlds
imaging plate” segitségével tortént 72 oran keresztiil. A ,,plate”-ek leolvasasa fluoreszcens kép
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analizaloval tortént (FLA 000, Fujifilm, a leolvasas felbontasa: 50 um). A kapott radiogrammokat
az internetrdl szabadon letolthetd Image J szoftverrel (NIH, Bethesda, MA, USA) értékeltiik ki. A
vizsgalt régio teriiletét korberajzoltuk, majd az atlagos sziirkeséget a hattér értékével (egy
szomszédos hipotalamikus tertilet atlagos sziirkesége) korrigaltuk. A 6 mérés atlaga szolgalt az
allat jellemzésére.

A CRH mRNS mennyiségének meghatarozas a B**IUTP jelslt riboproba hasznalataval
tortént. Ez a proba a CRH gén exonszekvencidjaval komplementer (a proba Dr D. Richter,
University of Hamburg, Germany nagylelkii ajandéka volt). A mintak kiértékelése soran a POMC
mRNS esetében leirt metddust hasznaltuk. A hibridizalt metszetek digitalizalt képén a szignal
atlagos intenzitdsat hatdroztuk meg a PVN régidban.

Az OT mMRNS szint mérése az SON-ben tortént. Az agymintdk metszésére ¢&s
hibridizalasara Magdeburgban, a kiértékelésre Magyarorszagon keriilt sor. Az OT-ra specifikus
DNS szekvenciat tartalmazé vektor Dr. Evita Mohr ajandéka volt (Institute of Cellular
Biochemistry and Clinical Neurobiology, Hamburg-Eppendorf University, Hamburg, Germany).
A hibridizalt lemezeket Kodak NTB3 autoradiografias emulzidba meritettiik, az exponalas ideje 3
nap volt. Az el6hivas D-19-es elohivo (Kodak) oldattal tortént. A PVN mikroszképos képét
digitalizaltuk (Sony CCD kamera), a feldolgozas ezekrdl a képekrdl tortént. Az eziist szemcsék
altal kibocsatott szignal optikai denzitasat minden allat esetében 4-5 lemezen, Gsszesen 50-60
egyedi sejt esetében hataroztuk meg a PVN harom régidja felett (lasd [323]). A kiértékeléshez az
ImagelJ szoftver “threshold” funkcigjat hasznaltuk, ahol a fels6 és also kiiszob kozotti fényességii
»pixelek” pirossal jelolddnek ¢és teriiletiiket a program automatikusan szédmolja (a nagy
sejtstirliség miatt az egyes sejtek az SON tertiletén nem elkiilonithetdk, igy a sejtszdm nem adhatd

meg).

4.4.4. Immunhisztokémia

4.4.4.1. Immunhisztokémiai jelolés

Az aktivalodott sejtek kimutatasara c-Fos immunhisztokémiat végeztiik (részben

anyaallatokon FST-t kovetden (4.7.1.1.2.), részben him allatokon alapallapotban). A c-Fos korai
atirddasu transzkripcids faktor, melyet széles kdrben haszndlnak a neurondlis aktivitas becslésére

[358]. A fixalt agyakat (lasd: 4.2.2.) fagyasztdé szankamikrotom hasznalataval metszettiik le
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coronalis sikban 30um vastag szeletekre [277]. A metszeteket fagyallo folyadékban -20°C-on
taroltuk a szdvettani feldolgozasig.

Elsé lépésként a metszeteket PBS-ben 3x10 percig mostuk, majd az endogén peroxidazok
blokkolasara 0,2%-0s Triton-X-100 és H,O,-oldatba helyeztiik 6ket. A metszeteket 3x5 percig
PBS-ben mostuk, ezutan a nem specifikus fehérjék blokkoldsara 20 perces 2%-0s normal
16szérum (Normal Horse Serum, NHS) inkubalast alkalmaztunk. Ezt 3x10 perces PBS mosas
kovette. A metszeteket ezutan 1 ¢éjszakan at primer antitestben, poliklonalis nyal anti-c-Fos
oldatban (Santa Cruz Biotechnology, USA, sc-52; 1:5000 higitasban, 4°C-on) inkubaltuk, amit
3x%10 perces PBS-mosas kovetett. A primer antitest kotddés kimutatasdhoz a metszeteket nyul
elleni szekunder antitestet tartalmazo oldatban (1:500) inkubaltuk szobahémérsékleten 1 Oran
keresztiil, majd 3x10 percig PBS-ben mostuk. Ezt kovetéen a metszeteket Avidin-Biotin-
Complexben (ABC, Vestastain; 1:1000 TRIS) inkubaltuk szobahomérsékleten 1 6ran keresztiil,
amit 3x10 perces PBS és 1x10 perces TRIS mosas kovetett. Az antigén vizualizalasara a
szoveteket 10 percig diamino-benzidin (DAB, Sigma-Aldrich Kft.,, Budapest) oldatban
inkubaltuk, amit 4x5 perces TRIS mosas kovetett. A metszeteket szilanos lemezekre huztuk fel,
24 é6ran at szaritottuk, majd DePeX oldat segitségével fedtiik le oket.

A CRH immunhisztokémia kivitelezése egy kollaboracio keretében Leidenben
(Hollandia) tortént [359] (him allatok, éter stressz utan (4.7.1.2.1.2.)). Egy kriosztatban (Microm,
Walldorf, Germany) 25um-es metszeteket készitettiink a koronalis sikban, melyeket steril
fagyallo oldatban (0,05 M PBS, 30% etilén glikol, 20% glicerol) -20 °C-on taroltunk
felhasznalasig (a tovabbi lépéseket szobahdn végeztiik). Az immunfluoreszcens jeloléshez a
metszeteket 3x20 percig PBS-ben raztuk, majd 30 percig 0,5% Triton X-100 tartalmt PBS-ben
inkubaltuk. 2x15 perc PBS-ben tortént razas utan a metszeteket 30 percig eléinkubaltuk PBS-ben
oldott 2% normal szamar szérumban (Jackson Immunoresearch, Westgrove, PA, USA). A PVN-t
tartalmazé metszeteket nyul anti-CRH (1:700; Dr W.W. Vale ajandéka, SanDiego, CA, USA) 2%
normdl szamar szérumos oldataban 18 6raig inkubaltuk. Ezt 2x15 perc PBS-es razas kovetett,
majd biotinilalt masodik antitestes inkubalds Cy3-konjugalt szamar anti-nytl antiszérummal
(1:100; Jackson Immunoresearch). 2x15 perc PBS-es razast kovetden a metszeteket zselatinos
targylemezre huztuk, levegdén megszaritottuk 16 oOrdan keresztil és lefedtiik FluorSave

(Calbiochem, San Diego, CA, USA) feddanyaggal.
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Az OT immunhisztokémia kivitelezése Magdeburgban (Németorszag) tortént egy

kollaboracio keretében (him allatok, nyugalmi allapot (4.7.1.2.2.2.)). Az agyakat kriosztatban
metszettiik és a metszeteket -20°C-on taroltuk feldolgozasig. A nyulban termelt anti-OT antitest
kereskedelmi forgalomban kaphato (AB911; Millipore, Billerica, MA, USA). 30 perc 10% NHS-
ben és 0,3% Tritonban torténd eldinkubalast kovetden a szabadon usz6 metszeteket az elsddleges
antitestet is tartalmazé oldatba meritettiik (higitas: 1 : 2500) két ¢jszakara 4°C-on allandé enyhe
keverés alatt. Szamos PBS-ben torténé mosast kovetoen és 1% BSA, 0,1% Triton PBS-es
oldataval valo eldinkubalast kovetden a masodik antitesttel (szamar anti-nyal Cy3, Jackson
Laboratories-Dianova, Hamburg, Germany, higitas: 1:1000 PBS-ben) valo kezelésre kertilt sor,
3h szobahdn. Végsé PBS-sel vald mosast kdvetden a metszeteket zselatinozott targylemezre
huztuk és szaradas utan Immu-Mount (Shandon, Pittsburgh, PA, USA) oldat segitségével fedtiik
le.

A festédés kontrolljaként parhuzamos metszetekkel a leirt protokollokat kdvettiik az

els6dleges antitest kihagyasaval. Ezeken a metszeteken nem lattunk jelol6dést.

4.4.4.2. Az immunhisztokémiai jelolések kvantitativ analizise

Az elemzésre szant régiokat a Paxinos és Watson patkanyagy atlaszanak megfeleléen
[353] valasztottuk ki, minden esetben tobb metszetet vizsgaltunk, a kapott értékeket atlagoltuk, a
statisztikai elemzés soran egy allat egy 0sszevont értékkel szerepelt.
eltéré funkcioik miatt. A magnocellularis régio (mMPVN) az NL-be vetit, a dorsalis parvocellularis
PVN (dpPVN) az autonom idegrendszeri kozpontokba vetiil és a medialis parvocellularis régi6
(mpPVN) az adenohypophysishez fut6 rostokat ad (18. abra).
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18. abra A kivalasztott régioknak megfeleld metszet. Keret jelzi az elemzett terilleteket (Fodor és mtsai, 2012
alapjan)
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A kivalasztott agyteriileteket a fénymikroszkophoz tartozd6 Olympus DP Controller
programmal 20x-os nagyitassal digitalizaltuk. Ezt kovetden Scion Image szoftver segitségével a
c-Fos pozitiv sejtszam meghatarozadsara automatizalt modon keriilt sor a kovetkezd
paraméterekkel: 1360 x 1024 pixel képméret, 1/700 mp exponalasi id6, 200 x 200 pm-es négyzet
=40 000pum? teriilet. Ennek soran egy egységes hattérkiiszob-érték (threshold) hasznalata mellett
a pozitiv elemek minimalis méretét 20 pixelben hatdroztuk meg. Minden vizsgalt teriilet esetében
4 reprezentativ sikban szamoltunk mindkét oldalon, a teriiletre jellemz6 standard keretben (18. és
19. abra).

A CRH metszetek kiértékeléséhez a DM IRE2 konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkdpon (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) taladlhatdé Leica TCS SP2 AOBS rendszert hasznaltunk.
Digitalis képeket 125um-enkéntrdl szarmaz6 metszet sorozatokrol készitettiink Bregma -1,3 ¢és -
2,1 kozt. A képek felbontdsa 1024 x 1024 volt és az Image J szoftverrel a metszetben 1évo
immunfluoreszcens idegsejtek szamat értékeltiik.

Az OT festodés értékeléséhez minden
allatb6l harom metszetet valasztottunk ki az
SON  kozépsé régigja teriiletérdl  ¢és
konfokalis lézer pasztazd mikroszkop alatt
(LSM  Pascal, Zeiss, Jena, Germany)
vizsgaltuk és fényképeztiik. A kiértékelést a

kisérleti csoportokat nem ismerd személy

19. abra Scion Image A kijelolt keretben (ahol az abran

végezte AXIOVISION (Carl Zeiss, Jena, kél:iilyrajzolt p(?.ntok léthat()ak)'szémolja meg a program a
beallitott kiiszobnek megfelelden altala pirossal jelzett 20

Germany) alkalmazasaval. pixelnél nagyobb pontokat.

4.4.5. In vitro mérések (Statikus inkubalas)

A mellékveséket 8 kisebb darabra vagtuk és 37 °C-os Dulbecco Minimal Essential
Medium-ban (DMEM) (tartalmazott még: 2,5 g bovin serum albumin (BSA)/I, és gazkeveréket
vezettiink bele: 95%0,-5%C0;) 2x1 ora idotartamban eldinkubaltuk [342].

A mellékvesékrdl a preinkubacids idé utdn a médiumot 15 percenként Osszegyiijtottiik,
majd frissre cseréltiik Osszesen 6-szor. A masodik 15 perces szakaszban a szerveket ACTH
tartalmi DMEM-ben inkubaltuk szintén 15 percig. Az egyes frakciok utan a szervekrdl a
médiumot eltavolitottuk, centrifugaltuk (3000g, 5 perc), majd a feliiliszot a Kortikoszteron
szintek méréséig -20 °C-on taroltuk.
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4.4.6. Kvantitativ PCR

Nyugalmi allapotban végzett dekapitalas utan a lefagyasztott hippokampusz mintdkban
kvantitativ PCR (polimeraz lancreakcid) segitségével hatdroztuk meg a GR, MR, 11BHSD1
(aktivalo), 11BHSD?2 (inaktivalo) enzimek [360] mRNS (hirvivo ribonukleinsav) mennyiségét.

Elsé 1épésként megterveztiik a sziikséges primereket a Primer express 3.0 program
segitségével, majd szintetizaltattuk oket. Ezt kdvetden Total RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA) segitségével mintainkbol mRNS-t izolaltuk, majd fotometriasan (NanoDrop; Thermo
Scientific) megmértiik a kivont mRNS mennyiségét. High-capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Life Technologies, Foster City, CA, USA) hasznalataval a mRNS-t cDNS-¢ irtuk at. A
c¢DNS mintakat mérések el6tt csoportonként ,,pool”-oztuk. A génexpresszios kiilonbségeket ABI
StepOne Real Time PCR-el mértilk Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies)
segitségével a gyartd utmutatd szerint. Végiil a kapott adatok kiértékelése ABI StepOne Software

v2.1 program felhasznalasaval tortént.

Az mRNS szinteket az adott szervben 1évé gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) mRNS szintekhez normalizaltuk. Az értékelés soran a feln6tt +/+ allatokat tekintettiik

-AN
2 Ct

kontrollnak, értékiik 1. Ehhez viszonyitva adtuk meg a tobbi csoport szintjét a modszer

segitségével [361].

4.4.6.1. Primerek

GR: forward: 5°’-CAT CTT CAG AAC AGC AAA ATC GA-3’,
reverse: 5°-AGG TGC TTT GGT CTG TGG GAT A-3’;
MR: forward: 5°-CCA AGG TAC TTC CAG GAT TTA AAA AC-3’,

reverse: 5’-AAC GAT GAT AGA CAC ATC CAA GAATAC T-3’;
11BHSD1: forward: 5’-CCT CCA TGG CTG GGA AAA T-3’,

reverse: 5’-AAA GAA CCC ATC CAG AGC AAA C-37;
11BHSD2: forward: 5’-CGC CGC TTC CTA CAG AAC TT-3’,

reverse: 5>-TCC TGG GTT GTG TCA TGA ACA-3’;
GAPDH: forward: 5’-ACA GCC GCA TCT TCT TGT GC-3,

reverse: 5°-GCC TCA CCC CATTTG ATG TT-3".
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4.5. Gyomorfekély

A vizsgalt allatok gyomrat kivettiik, 5 ml (fiatal allatok) vagy 10 ml (feln6tt és idos
allatok) soval feltoltve minimum 30 percig allni hagytuk fiziologias séoldatban, majd a
nagygorbiilet mentén felvagtuk és kiteritettiik. A corpus mucosa-ban kialakult vérzéses 1ézidkat
operald mikroszkop alatt megvizsgaltuk és miliméterskala segitségével teriiletiiket megmeértiik.

Egy allat 6sszes fekélyének teriiletét 0sszeadva kaptuk meg a ra jellemz6 fekélyméretet.

4.6. Magatartasi tesztek

A magatartasi tesztek végzése soran az allatok viselkedését videora rogzitettiik (kivétel:
impulzivitas, ahol automata elemzés tortént), €s a felvételeket késobb a kezeléseket nem ismerd
személy elemezte a H77 elemzd program segitségével (intézetiinkben Haller Jozsef altal

fejlesztett).

4.6.1. Szorongas és depresszié

4.6.1.1. Emelt keresztpalld (elevated plus maze, EPM)

Ezt a tesztet az allatok szorongasanak mérésére kiterjedten | 7 B
alkalmazzak. Egy kereszt alaku, fémbdl készilt megemelt 20- ébra Emelt keresztpall6 (sajdt)
szerkezetet hasznalunk a teszthez, melynek 2 karja nyitott, a masik 2 pedig zart (20. abra). A
keresztpallo karjai 15 cm szélesek €s 50 cm hosszuak. A zart kart 50 cm magassagu fal veszi
koriil. A centrum 15 cm x 15 cm nagysagu, €s az egész berendezés a padlo felett 80 cm-es
magassagban van. A teszt elvi alapja, hogy ugyan a patkanyok ismeretlen kornyezetbe keriilve
azt igyekeznek bejarni, felfedezni, viszont keriilik a nyitott tereket, igy az apparatus nyilt
karjaiban kevesebb id6t toltenek. Ha szorongasoldo szert (anxiolitikumot) adunk az allatoknak,
ez a tendencia megvaltozik: a nyitott karban tobb id6 toltenek; ezzel szemben anxiogén vegyiilet
hatasara kevesebbet [362].

Minden allat utan a pallot vizzel lemostuk, hogy az allatokat ne befolyasoljak az el6ttiik
tesztelt allatok illatanyagai. A patkdnyokat a centrumba helyeztiik orrukkal egy zart kar felé. Az
EPM elemzése a centrumba helyezés pillanatdban indult, és Osszesen 5 perc iddétartami
mozgastevékenységet elemeztiink ki. Megfigyeltiik, hogy az allat mennyi 1d6t toltott az egyes

térrészekben, illetve hanyszor 1épett be ezekbe (minimum 3 labbal atlépte at a térrészek kozotti
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hatarvonalat). Feltételezésiink szerint a di/di patkanyok a fokozott ivasi kényszer miatt nagyobb

aktivitast mutathatnak, ezért meghataroztunk egy mozgékonysagtol fiiggetlen paramétert is:

i o . o nyilt kari belépések szama
Mozgékonysagtdl fliggetlen nyilt kari aktivitas = - *100
nyilt + zart kari belépések szama

A szorongas mértékének becslésére a nyilt karban elt6ltott idoszazalékot és a nyilt kari
aktivitast (mozgékonysagtol fiiggetlen paraméter) alkalmaztuk. Minél tobb 1dot toltott az allat a
nyilt karokban, annal kevésbé tekintettiik szorongonak. A zart kari belépések szamat, mint a

mozgékonysag mutatoszamat hasznaltuk.

4.6.1.2. Kényszeritett Uszas teszt (forced swim test, FST)

Ezt a tesztet 1977-ben Porsolt irta le, aki az antidepresszans hatasa
gyogyszerek teszteléséhez kivanta alkalmazni. Megfigyelése szerint, ha a
ragesalot (patkanyt, egeret) egy vizzel feltoltott henger formaju iiveg
edénybe helyezziik (21. abra), ahonnan nincs menekiilés, az allat bizonyos
ideig kiizd, majd mintegy feladva, lebegni kezd. Ha antidepresszanst
adunk nekik, a lebegés ideje csokken [363].

A tesztet egy 40 cm magas és 14 cm atméréji liveg hengert

21. abra Kényszeritett
uszas teszt. Lebegés

csapvizzel (a teszt paramétereinek hatasarol lasd: [364]). Az eredeti leiras (sajat)

hasznalva végeztiik el, melyeket 35 cm magassagig toltottiink fel 24+1°C

szerint a patkanyokban a teszt 2 napbol all. Az elsé napi Uszéas soran valik ,,depresszidossd” az
allat, mig masnap tesztelhetjiik a passziv viselkedés (lebegés) megjelenését, amit a két tesztnap
kozott végezett antidepresszans kezelés csokkent. Ezért a himekkel végzett elsd kisérleteink
soran mindkét napi tesztek eredményeit abrazoltuk, de nem talaltunk kiilonbséget. Ennek hatasara
az anyakon valo kisérletek soran, valamint a periférias AVP visszapo6tlas esetén is 1 napos tesztet
végeztiink, hiszen itt velesziiletett tulajdonsagot vizsgaltunk. Ez a modszer is kiterjedt irodalomal
rendelkezik (pl. [365-367] és egy ismert antidepresszans, a desipramine is hatékonynak bizonyult
egynapos FST teszt soran is [368].

A teszt végén az allatokat kivettiik a vizbdl, torolk6zdvel megszaritottuk Oket, igy kertiltek vissza

ketreciikbe. Az egyes tesztek kozott a vizet Kicseréltiik a hengerben.
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Az értékelés soran Osszesitettiik, hogy mennyi id6t tolt az allat (1) lebegéssel (feladja a
kiizdést, mintegy felfiijva testét tartja fenn magat és csak az orrat dugja ki a vizbdl), (2) kiizdéssel
(a patkany erdteljes mozdulatokkal probal kijutni a vizbdl, mellsd 1adbaival attori a viz felszinét),
(3) uszassal (finom koordinaldé mozdulatok a négy végtaggal a viz felszine alatt) vagy (4)

buvarkodassal (az allat a viz ala bukik).

4.6.2. Impulzivitas

Az impulzivitas vizsgélatokat
(4.7.2.2.3.) ugynevezett Skinner-boxokban
végeztilk (22. abra), melyek szamitogép altal

vezérelt, automatizalt operans kondicionalast :

v " . 22. abra Skinner-box hangszigetelt fa dobozban
lehetdve tevd ketrecek (Med Associates, St (htp:/www.med-associates.com/product/behavioral-

Albans, VT, USA) hangszigetelt fa dobozokban chamber-package-with-retractable-levers-for-rat/)
elhelyezve. Az operans kondicionalas soran az allatnak azt kell megtanulnia, hogy egy adott
viselkedéssel képes a kornyezetét befolyasolni, jelen esetben taplalékot képes magéanak adagolni.
Ezt a ketrecekben talalhatd infravoros érzékeldvel ellatott ugynevezett ,,orrbokd lyuk™ (nose-poke
hole) segitségével tudjadk megtenni, melynek megbokésével a két lyuk kozott talalhatd taplalék-
(pellet) adagoloban egyenként atlagosan 45 mg tdmegli magas cukortartalmt pellet (Dustless
Precision Pellets, Bio-Serv, USA) jelenik meg. Az orrboké lyukban talalhato érzékeld jeleinek
feldolgozasat és a taplalékpelletek adagolasat a MED-PC IV (Med Associates, St. Albans, VT,
USA) szoftver végezte. A tesztek soran az allatok 30 percet tartozkodtak a ketrecben (egy allat
mindig ugyanabban), majd tomegmérés utan a sajat dobozukba keriiltek vissza. A ketreceket
minden allat kozott 70%-os alkohollal atitatott torldkenddvel, majd szarazra tordlve tisztitottuk
ki. A protokoll szerint attol fiiggden, hogy melyik oldali lyukba dugtak az orrukat 1 vagy 5 db
taplalékpellethez jutottak az allatok. A nagy jutalomhoz rendelt oldal random moddon lett
meghatarozva, de egy allat esetében a kisérlet egésze alatt ugyanaz maradt. A jutalom
megjelenésével egy idében a kamravilagitas 25 masodpercre felkapcsolodott, mintegy
figyelemfelhivasként elésegitve a tanulast [369]. Ez id6 alatt (holtidd, time-out) 0j jutalmat az
allat nem tudott szerezni, de a rendszer az ez id6 alatt adott valaszokat is regisztralta.
A kisérlet 2 fazisbol allt:
1. tréning fazis: az 5 napig tartd kondiciondlas alatt az allat az orrbedugés utan azonnal
megkapta a jutalmat. Ezzel az éllatok kognitiv képességei is felmérhetdek, hiszen
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lathattuk, hogy a napok elérehaladdsdval mennyire voltak képesek megtanulni, hogy
melyik oldali jelad6 hasznalataval jutnak tobb taplalékhoz. A tréning fazist akkor
tekintettiik sikeresnek, ha a végére minden allat 90% feletti preferenciaval a nagy
jutalmat eredményez6 oldalt valasztotta [370].

2. teszt fazis: a kovetkez0 8 napban az orrbedugés és a nagy jutalom megjelenése kdzott
eltelt id6t naprél-napra noveltiik (10, 20, 30, 45, 60, 80, 100 és 120 sec). A késleltetés
novekedésével a tobb jutalmat eredményezd lyuk preferenciaja elkezd csokkenni.
Fokozott impulzivitast allatok az atlagosnal hamarabb, rovid késleltetésnél is mar a
kisebb jutalommal jaro lyukat preferaljak [306, 371, 372] (dontési impulzivitas), illetve
a késleltetés és a holtido alatt is fokozottan probalnak Gjabb jutalomhoz jutni (motoros
impulzivitas).

A vizsgélatok soran a kovetkezoket értékeltiik:
- Kis jutalmat eredményezd lyuk preferencidaja, mely a dontési impulzivitas szintjével aranyos

kis jutalmat eredményezd valaszok szama

Preferencia (%)= — : - — - *100
Osszes jutalmat eredményezd valaszok szama

- inadekvat valaszok szama: a késleltetés és a holtidd alatt leadott 6sszes valasz szama, mely

a motoros impulzivitas szintjét mutatja &
Sériilekeny "¢,

S6,....
&
‘fb,,

4.6.3. Agresszio: rezidens betolakodé teszt

Agresszi6 vizsgalatat az  allatok aktiv  (sotét)

7

periodusanak elején végeztiik el enyhe vords megvilagitas
mellett, hiszen irodalmi adatok alapjan a patkanyok
agresszivitasa ekkor magasabb [373]. A rezidens-betolakodd 23. 4bra Tamadasok célpontjai:
sériilékeny és nem-sériilékeny

teszt (resident-intruder, RI) sordn a vizsgélt allat (rezidens) teriiletek (csoportunk &bréja)
min. 3 napot tolttt a tesztdobozban (Ferplast Geo Maxi 42x26x30 cm) mintegy Sajatjanak
tekintve azt. A teszt kezdetén a tesztallathoz egy him Wistar patkanyt tettiink be (250-3009) (a
himeknél kisebb, a ndstényekhez képest kdzel azonos sulytl) 20 (himek) vagy 10 (anyak) percre
¢s kameraval rogzitettiik tevékenységiiket.

Az agresszi0 teszt soran a harapasok szamat és mindségét figyeltiik meg a video lassitott
visszajatszasaval, s feljegyeztilk azok el6fordulasanak szdmat és latenciaidejét. A mindségi
kiilonbségtételre azért volt sziikség, mert tapasztalataink szerint a mennyiségi jellegeknél (vagyis

hogy az agresszi6 mértéke meghaladja-e az adott helyzetben normalisnak tekintheté szintet)
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sokkal megbizhatobban jellemzik az agresszid koros elvaltozasait [278]. A teszt soran
abnormalisnak tekintjilk, ha az allat a fajspecifikus szabalyokat figyelmen kiviil hagyja
(sériilékeny testrészekre harap, nem jelzi elére a tamadasokat, a timadast folytatja, miutan az
ellenfél megadta magat), illetve ha ellentmondasos viselkedési valtozasok jelennek meg (példaul
fokozott a védekez6 és az agressziv magatartas is) [282]. Megfigyeltiik, hogy a harapas célpontja
mennyiben felel meg a fajra jellemz6é normalis tAmadasmintdzatnak. Veszélyes harapasoknak
tekintettiik a sériilékeny testrészekre iranyuld harapasokat (fej, torok, has), mig a hati testrészeken
(hat, oldal) tortént harapasokat nem veszélyes harapasoknak tekintettiik (23. abra). Aszerint,
hogy a rezidens allat mennyiben jelzi elore harapasait, vagyis a harapast kozvetleniil megel6z6 5
masodpercben megfigyelheté-e fenyegetdé magatartas (példaul agressziv — kurkészas,
oldalfenyegetések (borzolt szdrzettel, ivelt hattal kozeledés), két labra felegyenesedés utan
boxolas, iildozés), jelzett és nem jelzett harapasokat kiilonitettiink el. Kiilonbséget tettiink még
enyhe és durva harapasok kozott az alapjan, hogy tarsul-e rugéssal és a betolakodd mutat-e

annak kovetkeztében erds dsszerezzenési, fajdalmi reakceiot, illetve behodolast.

4.7. Kisérleti protokollok

Az 4. tablazat (kovetkezd oldal) Osszefoglalja a vizsgélt témat, mért paramétereket,

modszereket €s a vonatkozo sajat cikket.

4. tablazat A kisérletek, mért paraméterek és modszerek osszefoglalasa az abrak szamaval és az eredeti cikk
megjeldlésével.
Specialis roviditések: Kort: kortikoszteron, mv: mellékvese; a cikkek teljes hivatkozasat lasd a disszertacié végén
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Kisérlet Mérés g;lg:l- Sajat vonatkozé cikk
HHM tengely
Kronikus stressz
14R - Zelena és mtsai 2004 BRB Makara és mtsai 2004
irgtt;bergoro Mo ig:\t/lc glitu Domokos és mtsai 2008 JEnd Annals
) DM Zelena és mtsai 2006 AJP és BRB
CRH in situ Fodor és mtsai 2013 HormBehav
Anya Kort RIA
29-31. 4bra mv suly
c-Fos immun Bundzikova és mtsai 2007 JPP
Akut stressz
. ACTH Zelena és mtsai 2003 JNeu, 2004 Annals;
Himek Kort RIA Makara és mtsai 2004 Annals, Zelena és mtsai 2005 BrainRes,
6. tablazat, Barna és mtsai 2009 EndReg, Zelena és mtsai 2009 JEndo
32 dbra CRH immun | Sterrenburg és mtsai, 2011 BrainRes
PVN | Kort RIA Zelena és mtsai 2009 Endo
Dializis insitu | Bundzikova és mtsai 2008 Annals,
33-35. 4bra SON | OT immun | Zelena és mtsai 2013 JNeu
RIA
Perinatalis stressz
Akut stresszor ACTH Zelena és mtsai 2008 Endo, 2011 Stress, Makara és mtsai 2012
RIA
36-38. abra Kort CEMN
1d6 QOC;[H RIA Zelena és mtsai 2008 Endo
Kort | CBG gél Zelena és mtsai 2011 Stress
ACTH- mv ] .
Kort in Kort RIA Zelena c?s mtsa¥ 2008 Annals
" L . Zelena és mtsai 2011 Stress
disszociacig | VItro .
30. 4bra symp Adr ELISA | Zelena és mtsai .2008 Annals
40. 4bra Kort RIA Makara és mtsai 2012 CEMN
41. 4bra Kort
42-43. bra Aldo RIA
44-45 abra
MC | MR Varga és mtsai 2013 PlosOne
GR PCR
HSD1/2
Kisérlet | Osszehasonlitis | Médszer | Sajat vonatkozo cikk
Patologia
Gyomorfekély Kor Fekély mérete Zelena és Filaretova 2010 RegPep
46. dbra
Szorongds és Himek EPM Mlynarik és mtsai 2007 HormBeh
depresszié FST ’ Fodor és mtsai 2012 HormBeh
47. dbra
DDAVP EPM, FST Balazsfi és mtsai 2014 PNeu
48. 4bra
Impulzivitas Him-Anya Operans Aliczki és mtsai 2014 HormBeh
49. 4bra kondicionalas
Agresszio Him-Anya RI Fodor és mtsai 2014 PNeu
50-51. abra
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4.7.1. AHHM tengely

4.7.1.1. Kronikus stressz

4.7.1.1.1. Két hetes kronikus stresszmodellek Brattleboro patkanyokban

Vizsgalt paraméterek: AL POMC mRNS szintje (4.4.3.) és plazma kortikoszteron szint
(4.4.1.1.).

4.7.1.1.1.1. Ismételt mozgdaskorlatozas (restraint, R)

Ez a stressz a teljes immobilizacional enyhébb mozgaskorlatozasi forma [374]. Az
immobilizacié esetén az allat nem képes semmilyen mozgasra. Mozgaskorlatozas esetében az
allatokat egy konikusan szlikiilé miianyag csébe helyeztiik 1 orara. A stressz a kisérlet idétartama
alatt minden nap ugyanabban az idében kovetkezett be délelétt 9 és 12 ora kozott. A c¢sé szilk
végén az allat szabadon kapott levegdt, masik végét papirvattaval szorosan kitomtiik, igy az allat
megfordulni ugyan nem tudott, de kisebb mozgasokra képes volt. A kontroll allatokat sajat
dobozukban tartottuk.

A stresszort 14 napon keresztiil alkalmaztuk napi 1 6ran at és a mintavételezésre a 15.

napon, 24 6raval az utolsé stresszor utan, nyugalmi koriilmények kozott keriilt sor (14R).

4.7.1.1.1.2. Cukorbetegség (diabetes mellitus, DM)

A patkanyok farokvéndjiba intravénédsan (iv) streptozotocint (STZ, 60 mg/kg; Sigma-
Aldrich, Budapest, Magyarorszag, pufferben oldva) vagy citrat puffert (pH=5) adtunk rovid
(max. 2 perc) mozgaskorlatozas sordn. Az STZ kezelés szelektiven roncsolja a hasnyalmirigy
inzulin-termel6 béta sejtjeit, igy altalanosan elterjedt kisérleti modellje a cukorbetegségnek [375].
A kovetkezd 2 hétben az allatok nyugalomban maradtak (a heti testsulymérés és kétnaponkénti
almozast, valamint napi vizmérést kivéve). A mintavételezésre az injekciot kovetd 15. napon

kertlt sor.
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A 500 o ’ B
450 - Kontro

— 3
400/ STZ kezelt (DM)

8 350
<300
E 250
™ 200 |
S 150 4 l

100 1

50 4

STZ

VirFuk?r (mmol/ml)

12345678 91011121314151617 18192021 Kontroll DM
24. abra Streptozotocin injekcidt kovetd A. vizfelvétel (naponta kovetve) és B. vércukorszint valtozas him di/+
patkanyokban (Zelena és mtsai, 2006 AJP és BRB)
Az injekcidt kdvetden a kialakulé DM jeleként az allatok vizfogyasztasa fokozatosan nott

(24. abra A), és ezzel Osszhangban a 15. napon a vércukorszintjik is emelkedett értékeket

mutatott (24. abra B).

4.7.1.1.1.3. Morfin kezelés (Mo)

Korabbi tanulmanyokat alapul véve [376, 377] az allatok naponta kétszer, reggel 7 és este
7 orakor 16 egymast koveté napon szubkutan (sc) morfint kaptak [336]. A dozis 10mg/kg-rol
indult és naponta 10 mg/kg-mal emelkedett elérve a 10. napra a 100 mg/kg-os dozist. A 11.-16.
napig az allatok a megszokott idédpontokban 100 mg/kg doézisban kaptak sc injekciot. A 17.
napon, vagyis a dekapitacio reggelén az allatoktol a farokvénabodl (a lehetd legkisebb stresszt
okozva) vérmintat vettiink. Minden csoportban az allatokat az utolséd injekciot kdvetd négy ora
mulva, délel6tt 11 orakor dekapitaltuk. Utolso injekcioként a morfin kezelt allatok fele reggel 7-
kor a megszokott morfin helyett fiziologias sdoldatot kapott (vagyis a morfin elvonas 16 oras),
mig a csoport masik fele a szokott idoben 100 mg/kg dozisban ismét morfint kapott (itt 4 oras a
morfin elvonas). Mivel a 16 és 4 6ras morfin elvonason atesett allatok POMC mRNS szintjei nem
kiilonboztek, ezért ezek adatait O0sSzevontuk, valamint a kortikoszteron szinteket az utolséd
injekcid idépontjaban (16 oOraval az utols6 morfin injekcid utan, reggel 7-kor vett farokvér)

abrazoltuk.
4.7.1.1.2. Az anya HHM tengelyének vizsgalata

A sziilés utani 20-22. napon az anyakbdl, valamint sziiz kontroll ndstényekbdl nyugalmi

koriilmények kozott mintat gyhjtottiink [378]. A mellékvesék sulyat megmértiik. A koponyabol
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az agyukat gyorsan kivettik a CRH mRNS szintek in situ hibridizacioval torténd
meghatdrozasahoz (4.4.3.). A vérmintakbol kortikoszteron meghatarozast (4.4.1.1.) végeztiink.

Kiilon kisérletsorozatban az anyakat 17-20 nappal a sziilést kovetden alap allapotban vagy
egy 15 perces FST utan perfundaltuk c-Fos immunhisztokémia céljabol (4.4.4.). Az FST soran
magatartasukat is megvizsgaltuk (4.6.1.2.) [277].

4.7.1.2. Akut stressz kisérletek

4.7.1.2.1. Kiilonféle stresszorok alkalmazasa

4.7.1.2.1.1. Kiilonféle akut stresszorok 6sszehasonlitasa

Vérvétel
Stressz modja Cikk

1 | Szocialis elkeriilés farokvagas Zelena és mtsai 2009

2 | EPM farokvagas Zelena és mtsai 2009

3 | Ujdonsag dekapitalas Zelena és mtsai 2009

4 | LPS dekapitalas Zelena és mtsai 2009

5 | Hipoglikémia dekapitalas Zelena és mtsai 2009

6 Xg:)’:igg)ﬂz-z (CB1 dekapitalas Barna és mtsai 2009

7 | Eter stressz iv Zelena és mtsai 2009

8 Térfogati stressz iv ;ﬁgﬁ;aéisg:;?izzo%%“’

. PN . Makara és mtsai 2004,

g | Hipertonids 5o v Zelena és misai 2009
10 | Anafilaktoid reakcid iv Zelena és mtsai 2009
11 | Labsokk doboz iv Zelena és mtsai 2009
12 | Labsokk iv Zelena és mtsai 2009
13 | Mozgaskorlatozas iv Zelena és mtsai 2009
14 | Szocialis kudarc iv Zelena és mtsai 2009
15 ;’tlizg(z)gén hideg iv Zelena és mtsai 2009
16 | FST iv Zelena és mtsai 2009
17 | Morfin kezelés iv Domokos és mtsai 2008
18 | NMDA kezelés iv Zelena és mtsai 2005
19 | Kainat kezelés iv Zelena és mtsai 2005

5. tablazat Akut stresszorok Osszefoglalasa a vérvétel mddja szerint csoportositva

A him Brattleboro allatokat tobbféle akut stressznek (5. tablazat) tettiikk ki a cikkekben
[226, 341, 379, 380] leirt modokon, melynek soran a végén egy idopontban (farokvagas, vagy
dekapitalas) vagy tobb idOpontban (jugularis vénan keresztiil) vérmintat gyijtottink ACTH
(4.4.1.2.) és kortikoszteron (4.4.1.1.) meghatarozas céljabol.
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4.7.1.2.1.2. Eter stressz

Az allatokat egy éterrel atitatott papirvattaval bélelt, fedett tivegedénybe helyeztiik 1
percre. Az tivegbdl kivéve Oket, az orrukra éterrel atitatott vattat tartalmazo, konikusan sziikiild
csovet helyeztiink jabb 2 percig anesztéziaban tartva az allatokat, majd visszahelyeztiik ket a
ketreciikbe. A kontroll allatokat a dobozukbodl kivéve azonnal, a stresszelt allatokat a kisérlet
kezdetétdl szamitott 90 perc mulva perfundaltuk (4.2.2.) és az agyukon CRH immunhisztokémiat
végeztiink (4.4.4.) [359].

4.7.1.2.2. Mikrodializis vizsgalatok

4.7.1.2.2.1. PVN

Az elsé kisérlet soran vérmintakat gy(ijtottiink a 10 perces FST (4.6.1.2.) elétt, alatt (FST
megkezdése utan 2 perccel) és utan (15 és 105 perccel az FST kezdete utan) [352].

A masodik kisérletsorozat soran vérmintak gytjtésére keriilt sor a fenti idépontokban,
mikoézben az allatokba AVP (10 pupg/ml; [deamino-Cys-Val-D-Arg]vasopressin; Sigma,
Taufkirchen, Germany) vagy Ringer oldatot jutattunk retrodializissel.

4.7.1.2.2.2. SON

Az els6 sorozat allatbdl az agymintak nyugalomban vagy 4 oraval egy 10 perces FST-t
kovetden kertiltek gylijtésre OT in situ hibridizaci6 céljara (4.4.3.).

%,H\ f’ (& % A kovetkezd allatok alap allapotban keriiltek
¥ VWN- " perfundalasra OT immunhisztokémia céljabol (4.4.4.).

LS

: A harmadik sorozat allatba mikrodializis mintavevot
) ..:‘/“-\ A iltettiink (25. &bra) (4.3.1.) és 10 perces FST el6tt (1-2-es

; minta), alatt (3-as minta) és utan (4-6. mintak) 100ul-es
ZSON

F mikrodializis mintakat gyijtottiink egyenként 30 perc alatt.

Co

o

soopm A v. jugularisba iltetett kaniilon keresztil (4.2.3.)

25. abra A mikrodializis mintavevé  vérmintakat is gyijtottiink a fenntebb is emlitett -30, 2, 15 és
SON-be vald beiiltetésének szdvettani

képe. Co: chiasma opticum, latoideg 105  percekben a plazma OT  koncentracidjdnak
keresztezddés (Zelena és mtsai, 2013, 1.
abra alapjan)

meghatarozasa céljabol (4.4.1.3.).
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4.7.1.3. Perinatalis kor

4.7.1.3.1. Akut stresszor

Mivel az allatok vizfogyasztasanak tesztelése csak az anyatdl valo elvalasztas (21 napos
¢letkor) utan lehetséges, e kor eldtt csak az utdlagos AVP szintmérés utan sorolhattuk be a
kolykoket a két genotipus valamelyikébe. Ezért minden kisérlet végén a vérmintadkon kiviil
(ACTH (4.4.1.2.) és kortikoszteron meghatarozas (4.4.1.1.)) a kispatkanyok hipofizisét is
gyljtottik AVP meghatarozas (4.4.1.4.) céljabol. A kisérletek soran az egy alomban sziiletett

Osszes kolykot felhasznaltuk, a nemek kozott kiilonbséget nem tettlink.

4.7.1.3.1.1. Anyai szeparacio

Az egy alomban sziiletett kispatkanyok felét 9 napos korukban 24 6rara elvalasztottuk az
anyjuktol. A kispatkanyok egy uj, tiszta almot tartalmazd dobozba keriiltek ¢élelem, viz vagy
melegités nélkiil. A kispatkanyokat az elvalasztasi periodus utan dekapitaltuk, a torzsvért Ko-

EDTA tartalmu csdvekbe fogtuk fel.

4.7.1.3.1.2. Eter stressz

A tiz napos allatokat 3 csoportra osztottuk:
1. Kontroll allatok az anyjukkal maradtak a mintagytjtésig.
2. Egyszeres éter stressz a 4.7.1.2.1.2. pontban részletezett modon 3 percig, majd az allatokat
kiilon dobozba tettiik és 10 perccel a stressz kezdete utan dekapitaltuk.
3. Ismételt stressz az elso éter belélegzést kdvetd 60. percben az elsd stresszel megegyezd mddon

(3 percig) tortént, majd az allatokat 70 perccel az els6 stressz megkezdése utan dekapitaltuk.

4.7.1.3.1.3. Lipopoliszaccharid injekcio (LPS)

Az LPS a Gram negativ baktériumok sejtfalanak alkotorésze, igy erés immunogén. Ezzel
az injekcidval egy természetben el6forduld stresszor, a bakteridlis fertézés modelljét tudjuk
vizsgalni.

A kisérlet soran az allatok steril, fiziologids sé oldatban feloldott Escherichia Coli
bakterialis LPS-t (szerotipus O55:B5) vagy fiziologias sooldatot kaptak ip 100pg/iml/kg
koncentracioban. A kisallatokat filctollal megjeloltik és visszakeriiltek az anyjukhoz. Az

allatokat az injekcio beaddsa utan 2 6ra mulva dekapitaltuk.

64



dc_1097_15

4.7.1.3.1.4. Hypnom injekcio

A Hypnorm egy széles korben hasznalt anesztetikum, mely fentanil és fluanizon
kombinacioja (Hypnorm; Janssen Pharmaceuticals, Grove, Oxford, UK), ¢és a fentanil
komponense, mint p-opiat agonista a gyerekgyodgyaszati miitétek soran is altalanosan alkalmazott
[342].

A 10 napos kispatkanyoknak sulymérés utdn 1ul/g dozisban adtuk be ip (a kontrollok
fiziologias sooldatot kaptak), az allatokat megjeloliik, anyjukhoz visszaraktuk majd 60 perc

mulva dekapitéltuk.

4.7.1.3.2. Eredmények megerdsitése mas vazopresszin-hianyos modellekben

4.7.1.3.2.1. Vazopresszin antiszérum perinatalis korban

Normdal AVP-jii +/+ allatoknak 15 perccel az LPS kezelés el6tt ip AVP antiszérum (20 pl
40 mg/ml oldatbol) vagy kontroll (normal nyal szérum, NRS) injekciot adtunk [381]. Az
injekciot kdvetden a kicsiket szagtalan filctollal megjeldltiik, €s sziileik mellé visszahelyeztiik. A

kisérlet menete a 4.7.1.3.1.3. szerint tortént.

4.7.1.3.2.2. V1b antagonista

Normal AVP-jii +/+ allatokon V1b antagonista eldokezelést alkalmaztunk. 15 perccel az
LPS kezelés el6tt ip V1b antagonista (SSR149415 10mg/Iml/kg), vagy kontroll (0,9%-0s s6
oldat és par csepp Tween 80) [224] injekciot adtunk. Az injekciot kdvetben a kicsiket szagtalan

filctollal megjeloltiik, és sziileik mellé visszahelyeztiik. A kisérlet a 4.7.1.3.1.3. szerint tortént.

4.7.1.3.3. ACTH és kortikoszteron disszociacio

Annak vizsgalatara, hogy a kortikoszteron szintek nem minden esetben kovették az
ACTH szinteket el0szor is ki kellett zarni szdmos, méréstechnikai problémabol adodod

lehetéséget, amik a két hormon latszolagos kiilonbségéhez vezethettek (2.4.3.2.1.).

4.7.1.3.3.1. Id6gorbe

A két hormon eltéré iddbeli lefutdsa egy lehetséges magyarazat volt a stresszre adott
ACTH valasz elmaradésara.
A 9 napos kispatkanyokat a 4.7.1.3.1.1. pontban leirtak szerint valasztottuk el az anyatol,

de a dekapitalas az elvalasztas utan 1, 4, 12 illetve 24 6ra mulva tortént.
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4.7.1.3.3.2. Kortikoszteron koto fehérje (CBG)

Mivel a RIA a teljes kortikoszteron mennyiséget méri, de a hatasokért a szabad hormon-
szintek a feleldsek, ezért az eltérést okozhatta a CBG szintek kiilonbsége.
Nyugalmi allapotban vérmintat gyijtottiink mindkét genotipusu allattél CBG

meghatarozasra (4.4.2.).

4.7.1.3.3.3. In vitro vizsgalatok: mellékvese inkubalas

A mellékveséket a 4.4.5. pontban emlitett médon dolgoztuk fel. Az inkubalasok soran 10
2.10™ &5 10" M ACTH tartalmi DMEM-et alkalmaztunk. Az egyes koncentraciok esetén
kiszamoltuk a kisérlet egésze alatt szekretalt kortikoszteron mennyiségét (gorbe alatti teriilet
(integral), area under the curve, AUC), valamint a reprezentativ kozépsé (107°M) dozisra az
adatokat az els6é frakcid szazalékdban fejeztiikk ki, hogy a szdvetmennyiség eltérésébdl adodod

kiilonbségeket kikiiszoboljiik.
4.7.1.3.3.4. A szimpatikus idegrendszer, katekolaminok szerepe

4.7.1.3.3.4.1. Hormonszintek mérése

10 napos kispatkanyokbdl nyugalmi koriilmények kozott és ismételt éter belézés utan 10
perccel (4.7.1.3.1.2., 70 perces mintak) vérmintakat gyiijtottiink adrenalin és noradrenalin

(4.4.1.5.) meghatarozas céljabol.

4.7.1.3.3.4.2. B adrenerg antagonista eldkezelés hatasa hipoglikémids stresszre

Ebben a sorozatban csak 10 napos AVP-hianyos allatokat alkalmaztunk.

Az inzulin adagolassal létrehozott élettani allapot (hipoglikémia) human betegségeknél is
megfigyelhet6 (pl. cukorbetegség), azok modellezésére alkalmas [360].

A 10 napos kispatkanyokat 4 oran at €¢heztettiik (anyai szeparacio), majd az allatok felét
propranolollal (10°M, B adrenoceptor antagonista, 2.2.3.1.1.), masikat fiziologias soval (1ul/g)
kezeltiik ip. 15 perccel késébb minden csoport fele Actrapid (gyors hatasu inzulin; 3NE/2ml/kg,
ip) injekciot, mig masik fele fiziologias s6 oldatot kapott. Az Actrapid csokkenti a vér glikoz
szintjét, ami hormonalis stressz-valaszt valt ki [156]. A kezelés utan a kisallatokat szagtalan
filctollal tortént jelolést kovetden dekapitalasig visszahelyeztiik sziileik mellé az alomba. 90

perccel a kezelést kovetden dekapitaltuk az allatokat kortikoszteron (4.4.1.1.) meghatarozas
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céljabol. A hipoglikémia kialakulasat a dekapitalaskor kereskedelmi forgalomban kaphato (D-
Cont Personal,77 Elektronika Kft., Budapest, Hungary) vércukorszint mérével ellendriztiik.

4.7.1.3.3.5. Mineralokortikoidok

A perinatalis kor sajatsagainak felderitéséhez sziikségesnek latszott egy kisérletben
kozvetlen 6sszehasonlitast végezni a felndtt és 10 napos allatok kozott.

Hipoglikémias stresszor (4.7.1.3.3.4.2.) alkalmazasaval feln6tt és 10 napos Brattleboro
patkanyok kortikoszteron (4.4.1.1.) és aldoszteron (4.4.1.6.) szintjeit hasonlitottuk Gssze. A
feln6tt allatokban 24 6ras éhezést alkalmaztunk.

Egy kovetkezd sorozatban nyugalmi allapotban mintat gyjtottiink 10 napos és felndtt
allatok hippokampuszdbdl mRNS szintek meghatarozasahoz (MR, GR, 11BHSD1 és 2, PCR
(4.4.6.)).

4.7.2. Patolbgia

4.7.2.1. Gyomorfekély

24 6ra €éhezést kovetden (tiszta, alom mentes dobozban, viz szabadon allt rendelkezésre)
az allatokat indometacin ulcerogén adagjaval (35mg/kg) kezeltiik sc, majd az allatokat egy tiszta
ketrecbe tettiik (hogy a koprofagiat elkeriiljiik). Az oldatot frissen oldottuk fiziol6gids s6oldatban
néhany csepp Tween 80 hozzaadasaval (allando keverés az injekciok alatt) és Sml/kg térfogatban
kertilt beadasra. Az allatokat 4 6éra mulva dekapitaltuk és gyomrukat a 4.5. pontban részletezett
modon megvizsgaltuk.

Eldszor fiatal (kb 4 hetes), felndtt (kb 8 hetes) és idés (kb 1 éves) di/+ allatokat
hasonlitottunk 6ssze [244], majd a masodik kisérletsorozatban fiatal és idds allatok mindharom
(+/+, di/+ és di/di) genotipusat is megvizsgaltuk.

Egy kovetkezd kisérlet sorozatban fiatal és 1d6s +/+ és di/di allatoknak 4 oraval az
indometacin injekcid utan visszaadtuk a taplalékukat, majd a kévetkezd napokban kovettiik a

talélést [243].

4.7.2.2. Pszichiatriai jelleql eltérések

4.7.2.2.1. Szorongas- és depresszio-szerl tlinetek
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Kiilon sorozat him éllaton vizsgaltuk az EPM (4.6.1.1.), illetve az egymast kovetd két nap

10-10 perces FST (4.6.1.2.) alatti magatartasukat is.

4.7.2.2.2. Periférias vazopresszin hatasa a szorongas- €s depresszio-szerti tlinetek

megjelenésére

A DDAVP tartalmi ozmotikus minipumpa beiiltetését kovetd 4. napon az allatokat 10

min FST tesztben vizsgaltuk, mig a 14. napon EPM teszten estek at [354].
4.7.2.2.3. Impulzivitas

Az éllatok a kisérlet teljes hossza alatt korldtozas nélkiil hozzajutottak az ivovizhez,
azonban a taplalékukat a teszt elkezdése elott kb. 4 naptol kezdve napi 6 darab pelletre (atlagosan
20 g) korlatoztuk, melyet minden nap a teszt befejeztével kaptak meg. fgy a teszt el6tti éhségiiket
motivacios tényezdként hasznaltuk fel a kisérlet soran.

A tesztet feln6tt himeken, illetve anyaknal az ellést kdvetden 2-5 nappal kezdtiik meg és
az allatok vilagos fazisanak elsd ordiban hajtottuk végre. A tréning fazis 5 napig és a teszt fazis 8
napig tartott (4.6.2.). A testtomegiiket és a vizfogyasztasukat minden nap mértiik, és a napi
taplalékadagjukat Gigy modositottuk, hogy ne essenek a kiindulasi tomegiik 80%-a ala. Emellett
az anyakndl a fészek Ossztomegének gyarapoddsat is figyelemmel kisértiik, hogy a taplalék

korlatozéasa az utodok fejlodését ne hatraltassa.
4.7.2.2.4. Agresszio

Ennél a kisérletsorozatnal feln6tt himeket, idsebb, szexudlisan tapasztalt himeket (az
anya, illetve kicsinyek min. 3 hétig egyiitt tartva veliik és a kisérlet elott 1 oraval eltavolitva a
dobozbdl), valamint anyéakat a sziilést kovetd 5-6. €s 18-19. napokon (kicsik a teszt soran is veliik
maradtak) teszteltiink az RI tesztben (4.6.3.) [382, 383]. A himeket 20 percig, az anyakat (a durva

agresszio megjelenése miatt) 10 percig teszteltiik.

4.8. Statisztika

Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) formaban abrazoltuk. Adatainkat az Statistica
programcsomag (Tulsa, OK, USA) ANOVA/MANOVA moduljaval értékeltiik ki. Azoknal az
eseteknél, ahol ismételt mintavétel tortént ,,repeated measure” ANOVA analizist végeztiink (az
1d6 hatasa). Azokndl a kisérleteknél ahol egyetlen szempont szerinti dsszehasonlitas tortént (pl.

genotipus) az ,egyutas” (,one-way’) ANOVA-t hasznaltunk. Tobb szempont szerinti
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Osszehasonlitas esetén a megfeleld6 ANOVA modul keriilt kivalasztasra. Azokban az esetekben
ahol elvégezhetdek voltak a ,,post-hoc” tesztek a Newman-Keuls moédszert hasznaltuk.

A variancia homogenitasat Levene’s teszttel vizsgaltuk. Abban az esetben, ha ez
szignifikans eredményt adott, az eredményeket nem paraméteres Kruskal Wallis modszerrel
elemeztiik ki, ahol a paros dsszehasonlitasokra Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk.

A szignifikancia szintjét p=0,05-nél allapitottuk meg. A szovegben a f6 hatdsok keriiltek
feltiintetésre, mig az abrakon a ,,post-hoc” 6sszehasonlitasok eredménye szerepel. A részletesebb

statisztikai adatokat (pl. szabadsagi fokok, F értékek) lasd a vonatkoz6 cikkekben.
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5. Eredmények

5.1. Kronikus stressz

5.1.1. Két hét stressz him Brattleboro allatokban

A 160

B sm Napi 1 6ra mozgaskorlatozas 2

z _*F_ lgnm . héten keresztiil (14R) kronikus stresszt

-~ %m_ hozott 1étre a Brattleboro allatokban,

I 2 . . .

an= R ] aminek  jeleként az  AL-jukban
4 2 200

% “ .*: megemelkedett a POMC mRNS szintje
40 [ ]

* nd | T‘ ¢ liar e AR (26. abra A, stressz: p<0,01), valamint

TR di/di "7 dif di/di a plazmajukban a kortikoszteron szint

. , e
26. abra Ismételt mozgaskorlatozas Brattleboro patkdnyban. K: 1S (26' dbra B, stressz: p<0,05). Nem
kontroll, nem stresszelt 14R: ismételt mozgaskorlatozas. (n=11- vyt szignifikans kiilonbség a
12 (A); n=19-22 (B)) **p<0,01 vs kontroll (Zelena és mtsai,

2004) heterozigbta (di/+) és di/di allatok
ko6zott sem alap allapotban, sem 14R utan.
A kronikus morfin kezelés (Mo) szignifikansan emelte a POMC mRNS mennyiségét az

AL-ben (27. abra A, stressz: p<0,01), ami azonban nem kiilonb6zott a két genotipusban.

Az AVP hidnya Onmagiban is A, . e B - *x
emelkedett nyugalmi  kortikoszteron wl | T

: , , 3 3
szinteket okozott (27. abra B, genotipus: < g - £

= s

p<0,01). A kronikus morfin kezelés E q- (3 .- #

o ] p 2 o
mindkét  genotipusban  ugyanolyan 9 4| 3 "
mértékben emelte a kortikoszteron 0 5 100

] K |Mo K [Mo n Mo
szinteket (stressz: p<0,01), azaz a PR S o

dil+ di/di dil+ di/di

genotipus nem befolyasolta a S
27. abra Ismételt morfin injekciok Brattleboro patkanyban. K:

stresszhatdst (nem volt interakcid a  kontroll, Mo: kronikus morfin kezelés. (n=10-12 (A); n=19-36

) ) L (B)) **p<0,01 vs kontroll; #p<0,05 vs di/+ (Domokos és mtsai,
genotipus és stressz kozott). 2008)
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Az STZ injekcié a Brattleboro

¥

A - . I;_ ] patkanyokban is  kialakitotta a
i-lm* I 'T‘E; a1 . cukorbetegséget (DM). A kronikus
% :‘ T % 300 HHM tengely aktivacio jeleként az AL-
g £ ban a POMC mRNS megemelkedett
2" %un— . (28. abra A, stressz: p<0,01) és a

"7k |om ¢ |ow | K |DM plazma  kortikoszteron  szintek s

" dif+ di/di " di/+ dif/di  megndttek (28. dbra B, stressz: p<0,01).

A két genotipus kozott azonban nem volt
28. abra Cukorbetegség Brattleboro patkanyban. K: kontroll, L . .
DM: cukortbeteg. (n=6-11 (A); n=8-11 (B)) **p<0,01 vs kiilonbség sem alap allapotban, sem a

kontroll (Zelena és mtsai, 2006 .. . L .
( ) kronikus stressz hatasat illetGen.

5.1.2. Kronikus HHM tengely aktivitas a szoptaté Brattleboro patkanyokban
A CRH mRNS szint a PVN-ben szignifikansan megemelkedett a laktalo anyakban a

sziizekhez képest (29. abra A, szoptatas: p<0,01), viszont ez az emelkedés valdjaban csak a
kontroll, di/+ egyedekben jott 1étre (szoptatas és genotipus interakcidja: p=0,01). A di/di-s allatok
CRH mRNS szintje altaldban is

alacsonyabb volt a di/+ allatokhoz képest

g
]

(genotipus: p<0,01).

O dif+ A kortikoszteron szintje a terhesség-
W di/di _
szoptatds hatdsara megnétt a kontroll, di/+

allatokban, de ez az emelkedés az AVP-

-]
|

-
3

@ 40—

8

g

£ 37 e
(2]

= W

[- 4

E 10—

= =

o

(&)

B sz szoptats hidnyos anydkban elmaradt (29. &bra B,
;:c';m N . 5 o0 — * szoptatas és genotipus interakcid: p=0,01).
5. 5, # A mellékvesék sulyat a terhesség-
= a , S

£ so0 # @ szoptatas csak a kontroll, di/+ allatokban
F= L

8 20 [i £ novelte meg (29. abra C, szoptatds és
o i

2 o~ = o genotipus interakcio: p<0,01). Viszont az

sziiz szoptaté sziiz szoptatd
29. abra Szoptato Brattleboro patkanyok sziiz kontroll —~ AVP-hianyos allatoknak eleve kisebb volt a
allatokhoz hasonlitva. (n=7 (A), n=11-18 (B), n=9-10 (C))
*p<0,05, **p<0,01 vs sziiz, #p<0,05, ##p<0,01 vs di/+ mellékvese tomegiik (genotipus: p<0,01).
(Fodor és mtsai, 2013)
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5.1.2.1. Aqgyi aktivitasi mintazat az anyakban: c-Fos

Az mPVN nyugalomban mért c-Fos

A
250 - mWiI\’!# 1400 dpPVN 1200 mpPVN
e, C g , L% T es -
aktivitasaban a  di/di  patkdnyokban s 1= 1200 e mm ] %
. . S% 1000 )
szignifikansan magasabb szinteket g £ . : ]
észleltiink, mint a kontroll, +/+-os anyakban giwﬂ . R amn
(18 400 -
(30. 4bra A, genotipus: p<0,01). Talan < ] 200 ™
- od 04
éppen ezért 15 perc FST stressz hatasara i+ difdi +H+  difdi +H+  difdi

csak a kontroll allatokban volt szignifikans 30. abra Szoptato Brattleboro patkanyok c-Fos aktivitdsa a

PVN-ben. A magasabb oszlopok 15 perc kényszeritett uszas
utan mért értékek. mPVN: magnocellularis, dpPVN: dorzalis
p<0,01), bar a két genotipus stressz utdni c- parvocellularis, mpPVN: medialis parvocellularis (n=5-9)

**n<0,01 vs kontroll, nem stresszelt, #p<0,05, ##p<0,01 vs
Fos aktivitasa kozott nem  talaltunk di/+ (Fodor és mtsai, 2012)

az aktivitds emelkedés mértéke (stressz:

kiilonbséget.

A dpPVN bazalis c-Fos aktivitasara a genotipus csak marginalisan hatott (30. abra B,
genotipus: p=0,07). Stressz hatdsara szignifikans emelkedést lehetett kimutatni (stressz: p<0,01).
Bér a genotipusok kdzt nem volt szignifikans kiilonbség a stressz okozta emelkedésekben, de
mégis elmondhatjuk, hogy a kontroll allatokban harmincszoros, mig a di/di csoportnal csak
kilencszeres aktivitas emelkedés kovetkezett be FST hatéséra.

Az mpPVN bazalis c-Fos aktivitasa a di/di allatok esetén szignifikansan magasabb volt a
Kontroll, +/+ anyakhoz képest (30. abra C, genotipus: p<0,05), viszont ez a csoport kevésbé

reagalt a stresszre (négyszeres vs. tizennégyszeres emelkedés). Ezt mutatta az is, hogy ugyan az

altalanos stressz-hatés jelentdsnek bizonyult (stressz:p<0,01), de a stressz és genotipus hatasanak
+/+ di/di

interakcidja margindlis szignifikancidt mutatott

(genotipus és stressz interakcid: p=0,055).

A nyugalomban mért magasabb c-Fos
aktivitas jellemz6 a him AVP-hidnyos allatokra is

(31. abra).

31. abra Him  Brattleboro  patkanyok  c-Fos
immuncitokémiai  festése. = Reprezentativ  metszetek.
SAL SAL i TR, (Bundzikova és mtsai, 2007)
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5.2. Akut stressz

5.2.1. Kiilonféle akut stresszorok alkalmazasa him Brattleboro allatokban

Stressz Max. ) A_CTH_ _Max. Ko rti lfoszte_ ron
ACTH di/di vs di/+ kortikoszteron di/di vs di/+
1 | Szocialis elkeriilés 110,4£18 %) 339,5+76 %)
2 | NMDA kezelés 339,7+48 1%} 870,777 %)
3 | Labsokk doboz 360,2+51 %) 979,4+67 %}
4 | Labsokk 575,464 %) 961,1+76 %}
5 | Eter stressz 1027,5+75 %) 721,194 %)
6 | Ujdonsag 79,3+16 ! 596,6+102 %)
7 | EPM 153,4+18 1 534,7+36 1%}
8 | WIN 55,212-2 (CB1 agonista) | 245,0+45 ! 1081,8+144 %)
9| LPS 29524106 ) 962,84201 @
10 | Kainat kezelés 384,6+49 ) 1008,2+82 %)
11 | Hiperténias s6 443 3+34 ) 977,9+80 @
12 | FST 602,345 ) 1943,9+152 %}
13 | Hipoglikémia 802,9+45 | 2622,5+232 1%}
14 | Anafilaktoid reakcio 824,3+84 | 1073,8491 1%}
15 | Ulcerogén hideg stressz 887,1£53 ) 1701,8+221 %)}
16 | Térfogati stressz 146,3+25 l 954,5+165 W)
17 | Morfin kezelés 276,0+38 | 1144,9+113 !
18 | Szocialis kudarc 464,9+85 | 918,0+114 l
19 | Mozgaskorlatozas 544 4+55 ! 1162,1+64 !

6. tablazat Kiilonféle akut stresszorok csoportositasa az ACTH és kortikoszteron valasz alapjan

Kisérleteink soran kiilonféle stresszorok hatdsara létrejové ACTH és kortikoszteron
valaszokat vizsgaltuk meg felnétt him allatokban. A 6. tdblazatban Osszefoglaltuk a maximalis
ACTH ¢és kortikoszteron értékeket €s a stresszorokat 3 kategéridba osztottuk (a csoporton beliil a
maximalis ACTH emelkedés alapjan emelkedd sorrendben rendezve):

(1) az AVP-hiany nem hatott sem az ACTH, sem a kortikoszteron emelkedésekre;
(2) az AVP-hianyaban alacsonyabb ACTH emelkedés mellett valtozatlan kortikoszteron
szekrécio jott 1étre;

(3) a di/di allatokban mind az ACTH, mind a kortikoszteron szekrécié alacsonyabb volt.
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5.2.2. CRH immunhisztokémiai vizsgalata

32. abra Him Brattleboro patkanyok PVN-jében a CRH kimutatasa. Alul stresszeletlen allatok reprezentativ mintai.
(n=5) #p<0,05 vs +/+ (Sterrenburg és mtsai, 2003)

CRH a PVN-ben

147 O/t A CRH immunpozitiv sejtek szama a PVN-ben nyugalmi
127 di . .
E 1o W di/di allapotban sokkal alacsonyabb volt az AVP-hidnyos allatokban, mint a
‘;ﬁ- CH kontroll tarsaikban (32. abra, genotipus hatds: p<0,05). Az éter
&0 67
T a1 stresszor alkalmazdsa nem befolyasolta a CRH pozitiv sejtek szamat a
2 +/+ éllatokban, de eltiintette a genotipusok kozotti kiillonbséget.
0 Kontroll Eter
A 1000
£
=
£
5.2.3. Mikrodializis a PVN-ben =
¥
-
FST  stressz  hatdsara mindkét  genotipusban

megfigyelheté volt az ACTH ¢és kortikoszteron szintek
megemelkedése (33. 4bra; stressz és id6 valamint L0001 oifK
interakciojuk: p<0,01). ACTH esetében mar a masodik
vérminta (2 perccel az FST kezdete utan) ACTH tartalma

magasabb volt, és a harmadik vérvételre az ACTH szintje

tovabb emelkedett, de a genotipusnak nem volt az

Kortlkoszteron {pmol/ml) =

emelkedésre hatasa (A). Az FST kezdete utan 105 perccel a
hormon szintje alapallapotba tért vissza. Idé (perc)

A kortikoszteron esetében 2 perccel az FST kezdete utin 33. dbra Him Brattleboro patkanyok
vérének ACTH (A) és kortikoszteron

nem, csak 15 perc mulva volt emelkedett a hormonszint. A (B) koncentracidja 10 perc kényszeritett

. , . uszds (sziirke négyzet) hatasara. K:
105 perces minta hormontartalma mar csokkent a kontroll kontroll, nem  stresszelt,  FST:

, ., , kényszeritett Uszads 0-10 perc kozott
allatokban, de nem az AVP-hidnyosokban (genotipus: (n=5-8) **p<0,01 vs K, #p<0,05 Vs +/+,

— ++p<0,01 vs -30 perc (Zelena és mtsai,
p=0,01). 2009)

Azon allatokhoz képest, amelyek csak Ringer oldatot kaptak a PVN-be (AVP vivéanyaga,
az intracerebroventrikularis folyadék osszetételének megfeleld oldat) az AVP kezelés jelentésen
csokkentette az FST hatasara kialakulo ACTH ¢és kortikoszteron szint emelkedéseket (34. abra;

kezelés és 1d6: p=0,01).
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A
700 A ——di/di+Ringer
60 A H ——di/di+AVP
£ w0
©
£ a0
=
T a0
(-
L& ]
< 200
100

B

2500 -
E
T 2000 4
)
E
8 1500
=
g

1000 4
S +
™
8
5 500
= HHt
o

-30 2 15 105
| v ]
idéd (perc)

értékeit, és nem vdltoztatta meg a

genotipus hatdsat sem (nincs sem stressz

hatds, sem stressz és  genotipus
interakcid).
Az AVP-hidnyos allatok

magasabb OT fehérje és mRNS szintjei
ellenére a mikrodializatumban mérheto,

az FST soran az SON extracellularis

terébe Urtil6 OT szintje benniik
35. abra Him Brattleboro patkanyok oxitocin
szintjei sz SON-ben (A-E) és a plazmaban (F). (A
és B) reprezentativ immuncitokémiai képek, (C)
az immuncitokémia szamszerisitett adatai. (D) in
situ hibridizaciés adatok nyugalomban és 10
perces kényszeritett uszas (FST) utan. (E)
mikrodizatum mintak OT tartalma (30 perc/mint)
FST (sziirke négyzet) hatasara. (F) FST hatasara
megemelkedé OT vérszintek. Co: chiasma
opticum, latoéideg keresztez6dés (n=5-7) *p<0,05,
**p<0,01 vs kontroll, stresszeletlen; #p<0,05,
##p<0,01 vs +/+, +p<0,05, ++p<0,01 vs elsd

minta (Zelena és mtsai, 2009)

(g]

Oxltocin pozitiv sejtek

Az
festddést talaltunk az SON teriletén OT-ra az AVP-

60 1
40 1

201

immunhisztokémiai

++ di/di

+/+

abra A-C, genotipus: p<0,05).

Oxltocin (pg/100ul diallzétum) Oxltocin mRNS

Oxltocin {(ng/100ul vér)

£ 8 8§ 8

8

8

{feketedés)

34. abra Him Brattleboro patkanyok vérének ACTH (A) és
kortikoszteron (B) koncentracidja 10 perc kényszeritett Uszés
(sziirke négyzet) hatdsara folyamatos, PVN-be tortént AVP
retrodializis (sziirke téglalap) alatt. (n=5-7) #p<0,05, ##p<0,01 vs
+/+, +p<0,05, ++p<0,01 vs -30 perc (Zelena és mtsai, 2009)

Specifikusan az AVP kezelés normalizalta a 105. percben

emelkedett kortikoszteron szinteket a di/di allatokban (B).

5.2.4. Oxitocin szintek az SON-ben

festés soran erdsebb

hianyos allatokban, mint a kontroll, +/+ allatokban (35.

Ehhez hasonldéan az in situ hibridizacié az SON
terliletén szignifikansan magasabb OT mRNS szinteket
jelzett a di/di allatokban (35. dbra D, genotipus: p<0,05).
A 10 perces 0szas nem befolyasolta az SON OT mRNS

#
i [
200
N H

+f+ difdi
Kontroll

#
+;+ dl|d|
FST
—o—++K +H

—a—+{+FST +H
—o—difdiK
—a—difdi FST &
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egyaltalan nem valtozott, a +/+ allatokban mérhetd szignifikans emelkedések ellenére (35. abra
E, stressz, valamint genotipussal valo interakcioja p<0,01).

A vérplazmaban mérheté OT szintje FST hatasara szignifikansan megemelkedett (35.
abra F, stressz ¢és id6: p<0,01). Ez az emelkedés mar 2 perccel a stressz kezdete utan mérhetd
volt, 15 percre tovabb fokozdédott, de 105 perccel a stresszor megkezdése utdn mar
normalizalddott a +/+ allatokban. A plazma kortikoszteron szintekhez hasonléan (33. abra B) a
di/di allatok OT szintjei sem normalizalodtak a 105. percben (stressz, genotipus és 1do

interakcigja: p<0,01).
5.3. Perinatalis stressz

5.3.1. Akut stresszorok

5.3.1.1. Akut stressz 10 napos Brattleboro patkanyokban

A kiilonféle  stresszorok  eltérs A oo
mértékben ugyan, de mindannyian emelték a Esm. O «;ii%i = .
10 napos allatok plazma ACTH (36. abra A, S o]
stressz: p<0,01) és kortikoszteron (36. dbra B, T s -
stressz: p<0,01) szintjeit. %
Az AVP-hidny praktikusan kivédte az ACTH i F_L ’_LL S -
szint emelkedéseket (az 5 vizsgalt esetben 2- n_%':’" 246raMs 10perc 70 perc i'ﬁcié ?;:Z:g;m
nél (70 perc éter stressz és Hypnorm injekcio) B o - B
volt csak kismértékii emelkedés a di/di :—E‘am 1 stpy
allatban a kontroll, nem stresszelt értékekhez _§_25“ 1 o
képest)  (genotipus és  stresszel valo E—Z *
interakcioja: p<0,01). Ezzel ellenétben a di/di glm ]
allatok kortikoszteron szintjei mar alap, E 501 J:I ’—I

7 . 1]
stresszeletlen  allapotban is magasabbak Kontroll 246raMs 10 perc operc L o o

injekcid  injekcio
voltak a di/+ testvéreikhez képest ¢s stressz 36, gpra 10 napos Brattleboro patkanyok akut stressz-
reaktivitdsa. MS: anyai elvalasztds, maternal separation;
LSP: lipopoliszacharid injekcio (n=14-48) *p<0,05,
**p<0,01 vs kontroll, stresszeletlen; #p<0,05, ##p<0,01
vs di/+ (Makara és mtsai, 2012)

hat4séra is magasabb emelkedéseket mutattak

(genotipus hatéasa: p<0,01).
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5.3.1.2. Immunneutralizalas 10 napos allatban a B
B0 1 [TINRS % .Esm— =
Az el6z8 pontban bemutatott adatokkal Fopl T g 4007 st
=50 o
o« . ., , O 500 ~— 300 -
Osszhangban az LPS injekcio a 10 napos allatban £ (3
. : Zan g™
szignifikdnsan emelte mind az ACTH (37. abra A, 'gznn a8 w0
100 S |
stresszor: p<0,01), mind a kortikoszteron plazma o ool s € " onwon v

szinteket (37. abra B, stressz: p<0,01). Ebben a

, 37. abra 10 napos +/+  allatok
modellben a 15 perccel korabban adott AVP  jmmunneutralizalasa. NRS: normal

nyllszérum, normal rabit serum; LSP:
lipopoliszacharid injekciod (n=13-14)

hormon stressz-okozta emelkedéseit (szérum és *p<0,01  vs kontroll,, stresszeletlen;
##p<0,01 vs di/+ (Makara és mtsai, 2012)

antisavo  szignifikansan csokkentette mindkét

stresszel val6 interakcioja: p<0,01).

5.3.1.3. V1b antagonista kezelés 10 napos allatban

A g O Konwol Az eldz6 kisérletekkel teljesen 6sszhangban az
- = Ezm B .. LPS injekci6 ezekben a +/+-os allatokban is ACTH (38,
';f-”‘“ > gﬁu T abra A, stressz: p<0,01) ¢és kortikoszteron szint (38.
;:E”r‘“" glﬂﬂ abra B, stressz: p<0,01) emelkedéshez vezetett 2 oraval
E"r‘" é = a 100pg/2ml/kg oldat ip injekcidja utan. A 15 perccel

! ':fn'tﬁ' ps g e E.g! ws korabban adot V1b receptor antagonista (SSR149415)

szignifikansan csOokkentette a plazma ACTH szinteit
38. abra 10 napos +/+ allatok V1b kezelése. g p

LSP: lipopoliszacharid injekci6 (n=13-16)  (V1b antagonista és stressz inetrakcioja: p<0,01), de a
**n<0,01 vs Kkontroll, stresszeletlen; ] )
##p<0,01 vs di/+ (Zelena és mtsai, 2011) plazma kortikoszteron szinteket egyaltalan (sem alap,

sem stresszel értékek esetén) nem befolyasolta.

5.3.2. ACTH és kortikoszteron disszociacio

A 6. tadblazatban bemutatott felndtt allatok esetén is, de még szembetlinbbben a
kispatkdnyokban a kortikoszteron szintek nem kovették az ACTH valtozasokat (vesd Ossze az
AVP-hianyos allatokban praktikusan hianyzo6 stressz okozta ACTH emelkedést, az ugyanezen
allatokban mérheté kontrollokénal magasabb kortikoszteron szintekkel, 36. abra). Elészor
megprobaltuk kizarni a technikai problémékbol eredd esetleges latszolagos kiilonbségeket. A

bemutatott vizsgalatokban 10 napos kispatkanyokat hasznaltunk.
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5.3.2.1. Az ACTH és kortikoszteron szintek idébeli lefutasa

A di/+ genotipust koOlykdk esetében A
. I , . , , ——=dif+ ¢ 2—difs s
mindegyik id6tartamu anyai elvalasztas (MS) ha 70 -

—o—di/di c —4—difdis exgy

csak kis mértékben is, de szignifikansan emelte az

ACTH szinteket (39. abra A, MS: p<0,01), a

ACTH (fmol/ml)

maximalis  hatast, megkozelitdleg kétszeres

emelkedést a 24 6ras szeparacid valtotta ki (idd: 10 4

p<0,05). Ezzel cllentétben az AVP hidnyos ) . o o
Anyai elvilasztas ideje (6ra)

allatokban nem volt kimutathatd6 ACTH szint

-}

emelkedés, s6t a 24 Ords szeparacid hatdsara S

csOkkenést detektaltunk az anyjuk alatt tartott _—
kontroll testvérekben mérhetd értékhez képest

*¥
¥

(MS és genotipus interakcio: p<0,01).

¥

A kortikoszteron szintek esetén az

s E L B EEE &

Kortlkoszteron (pmol/ml)
+EE
*

elvalasztas novekvd idétartama egyre nagyobb és

1 4 12 24

nagyobb hormon-valaszokat valtott ki (39. abra B, Anyai elvilasztas ideje (6ra)
id6: p<0.01). A 1 lkedé 24
1d6 p 0,0 ) egmagasabb emelkedés a 39. abra Kiilonféle idotartamt anyai elvalasztds (MD)
Oras elvalasztas esetén volt megfigyelhets. Az  (n=9-32) *p<0,05, **p<0,01 vs kontroll, stresszeletlen;

#p<0,05, ##p<0,01 vs di/+ (Zelena és mtsai, 2008)
AVP hianyos allatoknak magasabb alapértékei
voltak és benniik az 1 Oras szeparacid még nem valtott ki szignifikdns emelkedést. A tovabbi
idopontokban az emelkedés mértéke viszont nemcsak a kontroll, anyjuk alatt marado
kispatkanyokhoz képest, hanem a di/+-os allatokban megfigyelhetd szintekhez képest is

magasabb volt (genotipus valamint idével és MS-el valo interakcioja: p<0,01).

5.3.2.2. Kortikoszteron kot6 kapacitas

s 600 A 10 napos allatokban az AVP-hiany hatisara fokozott CBG szintek
= alakultak ki (40. abra, p<0,01).
g 400
e 207 40. abra Kortikoszteron koté kapacitas (CBG) (n=7) ##p<0,01 vs di/+ (Zelena és mtsai,
S 2011)
“ difr difdi
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5.3.2.3. A mellékvese ACTH érzékenyséq in vitro mérése

A 10 napos allatok mellékveséi dozisfiiggd

modon érzékenyek voltak ACTH hatasara (41. abra A, |
kezelés:. p<0,01). A kortikoszteron emelkedés

£ 15000 —
megjelent mar abban a 15 perces frakcioban is, amikor 2
adtuk az ACTH-t, de a csucsa késleltetve a kovetkezd
két frakcidoban jelentkezett (41. dbra B, id6: p<0,01). =
Az AVP-hidnyos allatok mellékveséje ugyanakkora ’ ' '

10-°M 102M 101"M

ACTH mennyiség hatasara tobb kortikoszteron g ACTH koncentracio

elvalasztassal reagalt (genotipus: p<0,01), de ez egyik
dozis esetén sem jelentett a paros Osszehasonlitasok
soran szignifikans eltérést az AUC-ben. Ugyanakkor a
10'°M ACTH alkalmazasa esetén a 3. és 4. (kezelés

utani) frakciok is szignifikdns emelkedést mutattak a

tt##

500 1012M _o_dil-l-

&
o —e—di/di

*

Kortikoszteron {nyugalmi%)
E

100 4
di/di allatok kortikoszteron szekrécidjaban. 0+ — |2:| ———
A 15 perces frakcio szama
5.3.2.4. Katekolaminok 41. abra 10 napos Brattleboro patkanyok

5.3.2.4.1. Hormonszintek mérése

= Noradrenalln (ng/ml) »

Adrenalin {ng/ml)

H#

Kontroll

oA
Kontroll

mellékveséjének ACTH érzékenysége. AUC:
gorbealatti teriilet, area under the curve. (B)
négyzet jeloli a hozzaadott ACTH iddtartamat.
(n=8-15) *p<0,05, **p<0,01 vs 1l-es frakcid;
##p<0,01 vs di/+ (Zelena és mtsai, 2008)

A 10 napos kispatkdnyok plazmajadban mérheté noradrenalin
szinteket az ismételt éter stressz csak marginalisan emelte (42. abra A,
stressz: p=0,08). Viszont az AVP-hianyos allatokban alacsonyabb
értékeket talaltunk (genotipus: p=0,01), €s benniik az éter stressz hatasara

EFter
megemelkedett a noradrenalin szint (stresszor és genotipus interakcio:

O dif+
B di/di p=0,05).
*¥ . - . , r
* Az adrenalin szintekre viszont csak a stressz volt hatassal (42. abra
B, stressz: p<0,01). Meglepd modon csokkentette a hormon plazmaszintjét.
42. abra 10 napos Brattleboro patkanyok plazmajanak katekolamin tartalma
Fter nyugalomban és ismételt éter stressz hatasara (2 x 3 perc 1 ora eltéréssel, 70 percben
mintavétel) (n=9-10) **p<0,01 vs stresszeletlen kontroll; ##p<0,01 vs di/+ (Zelena és
mtsai, 2008)
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5.3.2.4.2. B adrenerg antagonista

A H Kontroll B
5 700 —
O propranolol  —
= E 600
£ 4 =
3 : -
E 5 | =
E g ™
o g
9 5 = £ 0
3 a
% £ ™
1 =
o
¥
0 - 0| _
50 Actrapid 50

A kisérlethez csak AVP-hianyos
allatokat hasznaltunk. Actrapid (gyors hatasu

inzulin) hatasara mind a kontroll, mind a 3
tt##

adrenerg antagonista el6kezelést kapott di/di

allatok vércukorszintje lecsokkent (43. abra A,

stresszor: p<0,01). A Propranolol el6kezelést

Actrapid

43. abra 10 napos di/di Brattleboro patkanyok kapott perinatalis allatok  kortikoszteron

hipoglikémias stressz (Actrapid) hatasara kialakuld
vércukor és kortikoszteron plazmaszintjei 3-adrenerg

novekedése alacsonyabb volt a kontroll, séval

antagonista (propranolol) el6kezelés utan (n=13-16) kezelt tarsaikhoz képest (43. 4bra B. stressz és
**p<0,01 vs stresszeletlen kontroll; ##p<0,01 vs pest (43. ’

propranolol kontroll (Makara és mtsai, 2012)

5.3.2.5. Mineralokortikoidok

Propranolol: p<0,01, interakcidjuk: p=0.06).

5.3.2.5.1. Hipoglikémia felnétt és 10 napos Brattleboro patkanyban

A
=
J £ 23
£
£ B
O
@ 600
H
w400
2
=— 2001
=]
L Y
L | —
» Kontroll Actrapid
Felnditt
B
= 400
E .
- 0 O dif+
n 300 W di/di
«— 250
2 200
o
- e ¥ ey
3 100
2 n
< 1] i
Komtroll Actrapid
Felnitt

Komiroll Actrapid
10 napos

A hipoglikémia  hatasara ~a  vérben
megemelkedett mind a kortikoszteron, mind az
aldoszteron szintje (44. abra; stressz: p<0,01). A
genotipus hatasa csak a kortikoszteron szintekben
jelentkezett (p<0,01), ahol az AVP-hianyos allatokban
magasabb szinteket mértiink, de ez a hatas nem fiiggott
sem a stressztél, sem a kort6l. Erdekesebb eredmény
volt a mindkét hormon esetén mérhetd szignifikans kor
hatas (p<0,01), valamint a stresszor Kkorfiiggése
(stressz és kor interakcio: p=0,01). Pontosabban ez azt
jelentette, hogy a feln6tt allat a stresszor hatasara
inkabb kortikoszteron, mig a 10 napos 4llat inkabb

aldoszteron szint emelkedéssel reagalt.

44. abra Feln6tt és 10 napos Brattleboro patkdnyok hormonszintjei hipoglikémids stresszor (Actrapid) hatdsara
(n=10) *p<0,05, **p<0,01 vs stresszeletlen kontroll; #p<0,05, ##p<0,01 vs di/+, ++p<0,01 vs felnétt (vonatkozd
adatok Wistar patkdnyokon: Varga és mtsai 2013)

80



dc_1097_15

5.3.2.5.2. PCR mérések felnétt és 10 napos Brattleboro patkanyokban

A hippokampuszban mérheté mRNS szintek tekintetében jelentds korhatast talaltunk a
GR és MR szintekben a 10 napos allatok alacsonyabb szintjeivel (45. abra A és B, kor: p<0,01).
A 11BHSD2, kortikoszteron lebontd enzim szintje pedig szignifikdnsan magasabb volt a
kispatkanyokban, mint a felnéttekben (45. abra D, kor: p<0,01), mig az aktivalé 11HSD1 enzim
szintje csak marginalis korhatast mutatott (45. abra C, kor: p=0,07). A genotipus viszont csak
egyetlen esetben, a 11BHSD2-nél volt hatassal a mért paraméterekre. Méghozza az AVP-hianyos
allatok magasabb 11BHSD2 mRNS szintekkel rendelkeztek (genotipus: p<0,01), és a 10 napos

allatokban ez a kiilonbség még kifejezettebb volt (genotipus és kor interakcio: p<0,01).

" [ dif+
Hippokampusz B di/di
A GR B MR
121
-l T g_ -
o UE] oo +H
g 0,6 E 0,
® paq 2o
j+ B o
35 021 o o
45, abra Feln6tt és 10 napos Brattleboro patkanyok mRNS O rométt 10mapos Fogt. 10ma
szintjei. RQ: relativ mennyiség, quantity (n=5) * #p<0,05, pos
##p<0,01 vs di/+, ++p<0,01 vs felnétt (vonatkozd adatok
Wistar patkanyokon: Varga és mtsai 2013) C 11pHSD1 D 11BHSD2
167 9
— 147 — B
& 121 2 |
o 101 0 5
N 8 N )
2 o5l g 3 O
o 04 o 2
& o2 2:
o FelnStt 10 napos i FelnStt 10 napos
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5.4. Gyomorfekély Brattleboro patkanyban

B g Fiatal és felndtt di/+ allatokban kb.
& i S A HSSH
Es ] ':Ea"' [dif+ ugyanakkora 1ézi6 alakult ki indometacin beadés
= E»q  gdd _
561 B 0 hatdsara, mig az idds allatok fokozott fekélyképzodést
s, i
> . mutattak (46. abra A, kor: p<0,05).
2] 2. HSS hp pal .

| e Az AVP hatasat tekintve a fiatal allatokban az

®” Fiatal Felndtt 1065~ Fiatal . ) TR .

c AVP-hidny csokkentette az erdzid6 méretét, mig az

1d6s patkanyokban fokozta (46. abra B,C, genotipus

¢s korral valé interakcidja: p<0,01). A di/+ éllatok

_ ﬁta /s megegyez0 értékeket mutattak a +/+ csoporttal.

\ Amikor a kisérletet nem fejeztiikk be 4 o6raval
10mm k o b, . -
I A az indometacin A . EPM
gmk ‘ ‘ =0 Pl , , - O dif+
) beadasa utan “ i
46. abra Indometacin indukalta gyomorfekély ] W di/i
kiilonb6zé korti Brattleboro patkdnyokban C. (gyomorfekély m:
reprezentativ képek (n=10-13) ##p<0,01 vs +/+; ) :
$$p<0,01 vs di/+, ++p<0,01 vs fiatal (Zelena és  kialakuldsa), hanem .
mtsai, 2010) ‘1 21
megprobaltuk ]
. , , . Nyittkari Nyt kari  Zértkari belépe
nyomonkdvetni a gyogyulast is, azt tapasztaltuk, hogy a g o9 dawtis08 (v
6 FST1L
gyomorfekély gydgyuldsaval parhuzamosan az éllatok belében s
fekélyek jelentek meg, amik akar az 4llat halaldhoz is vezethettek g **
0 307
[384]. Meglepd modon ebben az esetben a fiatal di/di allatokndl =2 | 4
az AVP-hiany fokozta a mortalitast (4-bdl 8 di/di allat halt meg 3 0]
- ebegéc Kilizdés Usrdis

napon belill, mig a +/+ 4allatokbol 1 a 10-bdl), mig az 1dds

gl

allatoknal az AVP-hiany védd hatast volt (+/+ allatoknal 6-bol 3

FST2.
allat elpusztult 3 napon beliil, mig mind a 6 di/di-s életben maradt it
[243]). 1 #t
5.5. Szorongas- és depresszié-szeri tunetek :

Lebegés Kiizrdés

Uszds

1d& (%)
B 8 ¢ &8 8 8

5.5.1. Felnétt him Brattleboro patkanyok 47. abra Szorongis- és depresszio-
szerli viselkedés him Brattleboro
Az 5 perc EPM teszt alatt nem talaltunk kiilonbséget a  patkdnyokban. (n=10-12) #p<0,05,
) ##p<0,01 vs di/+ (Mlynarik és mtsai,
két genotipus kozott sem a nyilt karban toltott id6, sem a  2007)
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mozgékonysagtol fliggetlen nyilt kari aktivitas (szamitast 1asd: 4.6.1.1.) vonatkozasaban (47. abra
A). Varakozasunkkal ellentétben nem volt kiillonbség a genotipusok kozt a mozgékonysag
paraméterének tekintett zart kari belépések szaméaban sem.

A depresszio-szerli viselkedés (lebegés) az uszas teszt mindkét napja alatt megfigyelhetd
volt, és csak az Gszas mennyisége csokkent szignifidnsan a két nap kozott (47. dbra B,C; nap:
p<0,05). Mindkét nap a f6 magatartdsi paraméter, a lebegés szignifikansan kevesebb ideig fordult
eld az AVP-hianyos allatokban (genotipus: p<0,05 (1. nap) illetve p<0,01 (2. nap)). A tovabbi
paraméterek koziil csak a méasodik napon lattunk fokozott iszasi aktivitast a di/di allatokban. A

buvarkodas alig fordult eld, ezért ezt nem abrazoltuk.

ipr sz L A 307 EPM
5.5.2. Periférias AVP hatasa i
257 O +f
Amikor az AVP-hidnyos allatok w{ Wdidi
15 O poave

szorongds-szerli  magatartdsdt  hasonlitottuk

e
{1
Ossze +/+ tarsaikkal szignifikans kiilonbségeket 51 :ij m

talaltunk a csoportok kozott (48. abra A, nyilt Mthari Nt bari - Zértkar belépds
idG (%} akdivitds {9} {frevencia}
kari id6: p<0,01 és aktivitas: p<0,05). B e - FST > r 6
Pontosabban a di/di allatok tobb 1d6t toltottek a 7 L | i
40 A -
or e 13 i
nyilt karban, és ezt a hatast a periférias AVP g':in . i ¥ 1 s
- S I
DDAVP-vel torténd potlasa sem sziintette meg. " ['] :
10 A F1
Valamint sem a genotipus sem a kezelés nem | ! L o
Lebepés Kizdés is Fécesz darab

befolyasolta a mozgekonysag (zart kari 48 spra periférias AVP potlds (DDAVP ozmotikus
minipumbaban) hatasa a magatartasra. (n=10)

belépés) paraméterét. #n<0,05, #4p<0,01 vs ++ (Baldzsfi és mtsai, 2014)

Hasonldan a 10 perces FST teszt soran
is szignifikdns csoporthatdsokat tapasztaltunk (48. dbra B, lebegés és kiizdés: p<0,01 és fécesz:
p<0,05), csak az Gszas esetén volt a hatds marginalis (p=0,058). Ebben az esetben is csokkent a
passzivan, lebegéssel toltott id6 a di/di allatokban és nétt a kiizdés és uszas iddtartama.
Erdekességként a vizben megszamolhato féceszbogyok szama kovette a lebegés eléfordulasat. A
DDAVP kezelés egyik vizsgélt paramétert sem normalizélta, azaz a DDAVP kezelt allatok pont
ugy viselkedtek, mint a kezeletlen di/di allatok.
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5.6. Impulzivitas

A tanulési fazis alatt a nagy jutalom preferencidja szignifikdnsan nétt minden allatnak
(p<0,01), de nem talaltunk kiilonbséget a két genotipus k6zott sem a himek sem az anyak estében
(nem kozolt adat).

A teszt fazis napjai folyaman az allatok kis jutalom preferencidja nétt mindkét vizsgalt
(him és anya) csoportban (49. abra A,C, késleltetés: p<0,01). A himek esetén nem talaltunk
kiilonbséget a genotipusok kozott, mig az anyak esetén az AVP-hianyos laktalo anyak kis jutalom
preferenciaja alacsonyabb volt, mint az AVP-t expresszaloknak (genotipus: p<0,05), vagyis a
dontési impulzivitas szintje alacsonyabbnak mutatkozott. Az inadekvat valaszok szama a teszt
fazis folyaman a himekben nagyjabol allandé maradt (49. abra B), mig az anyakban a késleltetés
novelésével szignifikansan novekedett (49. abra D, késleltetés: p<0,01). Ezen paraméter, vagyis a
motoros impulzivitds esetén a genotipus hatdsa az anydkban ugyan csak margindlisan volt
szignifikans (p=0,07), de szignifikans interakcié mutatkozott a genotipus és a késleltetés kozott
(p<0,01). Azaz az inadekvat valaszok szamanak ndvekedése nagyobb volt a kontroll allatokban,

mint az AVP-hianyos egyedekben.

C Anyak

Himek

=
o =

Jutalom preferencléja (%)
RESCECOE »

10 20 30 45 &0 Bl 100 120 12030 a5 &0 B0 100 120
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<
o B el 72 S D
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- 0 /s anyik 200
X250 + didi
N 150
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‘g 100 - = —--Q“", #
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£ Késleltetés (mp) Késleltetés (mp)

49, abra Impulzivitas a késleltetett operans kondicionalas tesztben. (n=10) #p<0,05 vs +/+ (Aliczki és mtsai, 2014)
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5.7. Agresszio A B .
A felnétt him Brattleboro allatok * E -
kevéssé voltak agresszivak (4-5 harapas/20 : . :
perc) (50. abra A). Mégis elmondhato, hogy 2 o 2 # |—I_—i |—I_—i
az AVP-hianya csokkentette benniik a durva : 1::][" "
harapésok szdmat (p<0,05). : as0 1 100
A reproduktiv tapasztalattal Z : E E ;{;dl
rendelkezd allatok sokkal agresszivebbek 2001 o
voltak (atlagosan 20-at haraptak a 20 perc 1w E ﬁ |J__'
alatt) (50. abra B). A két genotipus kozott : 5: 21;':
viszont nem talaltunk kiilonbséget sem az Gygkqﬁs;g:émadﬁtgnci;ja Durva v;ggf; wﬂem jelzett

50. abra Agresszio him (A) felnétt (B) reproduktiv
tapasztalattal rendelkezé Brattleboro allatokban. (n=6-
tekintve. 10) #p<0,05 vs +/+ (Fodor és mtsai, 2014)

agresszid mennyiségi, sem mindségi valtozoit

A szoptaté anydkban a harapasok szama a laktacio elején (5-6. nap) extrém magas volt
(30 harapas/10 perc), ennek megfelelen a latencia pedig alacsony (51. abra A, id6: p<0,01). Az
arany azonban a 18-19. napra megfordult (7-8 harapas/10 perc) (51. abra B). AVP hianyaban az

anyak szignifikansan kevesebbet haraptak mindkét id6pontban, mint a masik csoport tagjai

A (genotipus:  p<0,05), interakci®6 nem

401 120 # 100 7
31 10 o [+ mutatkozott a két hatds kozott. A harapasok
a0 ] B di/di
1 a 01 latencigja ezzel forditott aranyban valtozott
201 o0 50 7

] a0 1 A" . . .
z_ 0 . (1d6: p<0,01; genotipus: p<0,05).
51 2 o A harapasok mindségi tanulméanyozasa
0- 1] 0-

B . soran interakciot talaltunk a genotipus és az

1n: 450 1 # 1::
i o 80 1 id6 kozott a durva harapasok és a
71 # | 70 1
61 o @ # # sériilékeny teriiletekre torténd harapasok
o ]

E 2001 1 . . ’
3] 1501 N részaranyat tekintve (p<0,05). Mindkét
21 100 1 20 1
11 s0 1 10 1 paraméternél az AVP-hianyos anyak csak a
- L0 “ Harapas (%)

d ror o . ” . r

Gyakorisgr | Latencidia Durva  Veszélyes Nemjeizett KESODDI idOpontban mutattak csokkenest az

(szam) {(mp)

AVP-vel rendelkezokhoz képest. A nem
51. abra Agresszio néstény Brattleboro anyakban (A) 5-6 el rendelkezGkhd pes ©

¢s (B) 18-19 nappal a sziilés utan. (n=10-13) #p<0,05vs  jelzett harapasokra csak az id6 volt
+/+ (Fodor és mtsai, 2014)

szignifikans hatéssal (p<0,05).
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6. Megbeszélés

6.1. Kréonikus stressz

A kronikus stressz alatti szabdlyozas egyik alapkérdése, hogy milyen folyamatoknak
koszonhetd a HHM tengely aktivitdsdnak fennmaraddsa a tartdsan magas plazma GC szintek
ellenére [22, 24, 385]. Ennck egyik lehetséges magyarazata, hogy ilyen koriilmények kozott
emelkedett AVP elvalasztas figyelheté meg, ami kevésbé érkékeny a GCfeedback-re [23, 386].
Valdéban a HHM tengely hipotalamikus komponensét vizsgalva Ma és munkatarsai [387] nem
tapasztaltdk a CRH mRNS szint emelkedést 14R hatasara, és példaul az adjuvéans indukalta
artritisz modell esetén (mely a szervezetet kronikus gyulladasban, stresszben tartja) a
hipotalamusz AVP szintje mind a PVN, mind az SON teriiletén megnétt, azaz elképzelhetd, hogy
nem a PVN-bdl szarmazé6 CRH, hanem az SON-bdl (és PVN-bOl is) szdrmazd AVP lehetne
ilyenkor a HHM tengely {6 szabalyozdja [388]. Szamos kritikus kisérlet hianyzott az elmélet

bizonyitasahoz [226], igy megprobaltuk ezt alatdimasztani Brattleboro patkanyok segitségével.

6.1.1. A vazopresszin szerepe

Az egységesség miatt minden stresszort nagyjabol 2 héten keresztiil alkalmaztuk.

Mindharom vizsgalt modellben (14R, Mo, DM) kimutathatdak voltak a kronikus stressz
klasszikus, szomatikus tiinetei: a testsulycsokkenés, a csecsemOmirigy beolvadésa ¢és a
mellékvesék sulyanak novekedése is. Ezzel parhuzamosan a vérben a kortikoszteron nyugalmi
szintje is megemelkedett (26-28. B abrak), ami a fokozott szintézis egyértelmi jele (a lipid
természetli molekula nem tarolodik vezikuldkban). A peptid természetli ACTH szintje a vérben
nyugalmi koriilmények kozott nem valtozott kronikus stresszre, ami valdszinlileg annak a
kovetkezménye, hogy ez a molekula tarolodni képes. Igy az ACTH szintézis fokozodasat a
MRNS-ének (a2 POMC mRNS) az AL-ban torténd megemekedésével lehet leginkabb
tanulmanyozni. Es valoban, mindharom vizsgalt modellben magasabb szinteket talaltunk a
kronikusan stresszelt allatokban a kontrollokhoz viszonyitva (26-28. A abrak). Sajnos azonban
egyik esetben sem tapasztaltunk semmilyen kiilonbséget a genotipusok kozott. Azaz

eredményeink arra utalnak, hogy az AVP HHM tengely aktivitdsanak fenntartasdban bet6ltott

szerepe nem lényeges kronikus stresszfolyamatok soran.
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Az Mo esetén az AVP-hianyos allatok nyugalmi kortikoszteron szintjei magasabbak
voltak, mint kontroll tarsaiké. A di/di allatok kisebbek, allando ivési kényszeriik van, igy
feltehetd, hogy ,,nyugalmi” koriilmények kozott is kronikus stressz allapotban vannak. Ezt
alatdmasztja a (né¢ha tapasztalhat6; vo 27. dbra emelkedés és 26, 28. dbra normal szint) magasabb
»hyugalmi” kortikoszteron szintjiikk is. Ennek megfeleléen feltehetnénk, hogy benniik tovabbi,
kronikus stresszre utald elvaltozasok nem képesek kifejloddni. De ez akkor lenne probléma, ha a
di/di allatokban csokkent stresszreaktivitast latndnk, mert nem lehetnénk biztosak benne, hogy ez
tényleg az AVP-hiany hatasa-e, vagy csak a di/di allatok fokozott ,,nyugalmi” HHM tengely
aktivitdsa miatt 1étrejott csokkent reaktivitas. A kronikus Mo kezeléses kisérletnél a kontroll
allatok is kaptak sorozatos injekciokat, amik befolydsolhattdk a mért ,,nyugalmi” szinteket.
Tovabba szamos kisérletb6l szarmazéd adatunkat Gsszesitve nem volt szignifikans kiilonbség a
genotipusok kozott a nyugalmi ACTH és kortikoszteron szintjeik tekintetében (7. tablazat), bar

mindig tapasztaltunk egy tendenciat a magasabb kortikoszteron szintekre.

ACTH (fmol/ml) Kortikoszteron (pmol/ml)

dekapitalas | sorozat vérvétel | dekapitalas | sorozat vérvétel

di/+ | 23,9+3,0 70,6+10,5++ | 137,4£17,6 | 277,4+41,4++

(136) (83) (142) (66)
difdi | 21,0£1,5 | 82,8%10,7++ | 175,2+13,7 | 332,743 ,5++
(135) (75) (140) (63)

7. tablazat Nyugalmi hormonszintek. Zardjelben az allatok szama. ++p<0,01 vs dekapitalas
(Zelena és mtsai, 2009 1. tablazata alapjan)

Vizsgalataink Osszességében arra utalnak, hogy a nyugalmi ACTH és kortikoszteron

hormonszintek fenntartasaban nincs szerepe az AVP-nek. Tébb tanulmany is beszamol arrol,

crer

kortikoszteron alapszintjének szabalyozasaban is részt vehetne. Amennyiben ez a hatés
érvényesiilne, a di/di genotipust allatokban inkabb alacsonyabb, mint magasabb ACTH ¢és
kortikoszteron szinteket kellett volna mérniink. Laulin és munkatarsainak [390] eredményei is
kérdésessé teszik az AVP nyugalmi stressz-hormon szekréciot fenntartd szerepét, amit sajat
vizsgalataink [334, 336, 375], valamint diabetes insipidusban szenvedd paciensek eredményei is

alatamasztanak [391]. Mind in vivo, mind pedig in vitro vizsgalatok ramutattak arra is, hogy a
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CRH kezelés hatasara bekovetkezé6 ACTH elvalasztas kisebb mértékii AVP hianyos allatokban
[392]. Ezen eredmények alatamasztjak, hogy az AVP hatdsa permissziv, elsdsorban a CRH
ACTH szekretagdg hatasat erdsitheti [221, 393, 394].

Mas szerzOkkel valo ellentmonddasok magyarazata lehet a nem megfelelé kontrollok
hasznalata [327], vagy az anya genotipusanak hibas megvalasztasa [326, 395]. Ahhoz, hogy
ezeknek a faktornak a szerepét minimalizaljuk a kisérleteink nagy részében di/+ és di/di
genotipusu allatokat hasznaltunk, melyek di/+ genotipusti anyatdl és di/di genotipusu apatol
szarmaztak, azaz testvérek voltak. Lehetséges magyarazat az is, hogy az AVP hidnya a cirkadian
ritmus eltolodasat eredményezi. Ez magyarazhatja a kiilonféle kisérleteinkben kapott eltérd
eredményeket is. Az €16 szervezetek ,.endogén Ordjanak™ vizsgalata régota kedvelt témaja a
neurobiologianak. Ez az ,endogén oOra” az SCN, ahol nagy mennyiségben talalhatdéak
vazopresszinerg sejtek [396]. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy az AVP hianya befolyasolhatja az
egész SCN miikodését vagyis a melatonin termelés ritmikussaga is esetleg zavart szenved [397].
Valoban, az AVP-hianyos allatok ébrenlét-alvas ciklusai masként alakulnak, mint a kontroll
allatokban (52. abra).

A sotét vilagos B sotét vilagos
#

100 it - AVP+ 20+

104

ébrenlét (% / 6ra)

REM alvas (% / 6ra)
(3]

52. abra Brattleboro patkanyok napi ritmusa (Ebrenlét és gyors szemmozgasos, REM alvés) A kettds keresztek az
AVP+ csoporttol valo eltérést (#p<0,05) jelzik. (sajat, nem kozolt adat)

Bar a di/di allatok ACTH termelésének ritmikussaga hasonlonak bizonyult mind di/+-0s kontroll
tarsaikhoz [341], mind mas fajokhoz, ugyanakkor a fluktuacié amplitadoja egyes szerzOk szerint
nagyobb [398].

Mind minden KO dllatban, a Brattleborok esetén is felvetddik kompenzacids
mechanizmusok megjelenésének a lehetdsége. Egyik ilyen szabalyoz6 molekula lehet a CRH,

viszont varakozasunkkal ellentétben a nyugalmi CRH fehérje szint alacsonyabb volt a di/di
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allatban (32. abra). Ezt a jelenséget tobbféleképpen is értelmezhetjiik. Azon korabbi leletiinkkel

Osszevetve, amikor emelkedett CRH mRNS szinteket talaltunk a PVN-ben [335], arra a

kovetkeztetésre juthatunk, hogy a fokozott CRH fehérje képzdodéssel egylitt, az AVP hianyaban a

CRH iiriilése is gyorsabb, elképzelhetéen a fokozott vizivas ingere altal. A periféridas AVP

poétlasa noveli is a PVN-ban a CRH immunoreaktivitast [399]. Ez a fokozott CRH {iriilés is

elméletileg hozzajarulhat a Brattleboroban mérhetd sokszor normalis HHM tengely reaktivitas

fenntartasahoz. Ennek ellentmond azonban, hogy stressz hatasara nemhogy tovabbi csokkenés,

Newropeptides colocalized AVP OXY
with AVP or OXY in the
SON and PVN
Agmating -+
Angiotensin [T o+t
Apelin et
Calbindin -+
Calretinin 4t
CART et
Corticotropin releasing hormone +++++ +++++
Galanin +HHH+
Cholecystokinin e+
Chromogranin/secretogranin I e+
Dynerphin -
Endothelin-1 =+t
Leu-enkephalin ++++
Met-enkephalin R
Ferritin 1+
Interlenkin-6 4+t
Kininogen et
T-kininogen -+
Leptin +H+++
NADPH-diapherase bt bt
Nestarine -+
Neuroendocrine polypeptide 7B2 bt
Neurokinin B 4+t
Neuromedin U -+
Neuropeptide AF/FF e mme
Neuropeptide B 4+t
Neuropeptide ¥ -+
NO synthase +HHH+
Peptide histidine-isolencine +++++
Pimitary adenylate cyclase-activatig +++++ +++++
polypeptide
18 regulated endocrine -+
specific protein
TAFAS -+
Thyrotropin releasing harmone +++++ +++++
Transforming growth factor beta +++++
Tyvrosine hydroxylase RN
Urocomin et
Wasoactive intestinal peptide .

8. tablazat A PVN és SON sejttestjeiben
AVP-vel és/vagy OT-val kolokalizaciot
mutatd (+++++) peptidek (Bundzikova és
mtsai, 2008)

hanem ¢épp valamifajta emelkedés volt megfigyelhetd a
di/di allatok CRH szintjeiben. Az éter stresszre a +/+
allatokban is elmarad a CRH szint ndvekedés. Ehhez
hasonld csokkenés volt megfigyelhetd immobilizacid
hatasara is [400], aminek egyik lehetséges magyarazata,
hogy a stressz hatdsara mind a CRH szintézise, mind
iriilése megnd. A stressz hatasara 1étrejovo c-Fos
emelkedés alatamasztja a fokozott szintézis elméletét.
Osszességében megallapithatjuk, hogy sem korabbi [337,
401, 402], sem sajat vizsgalatok nem talaltak sem fokozott
CRH immunoreaktivitast, sem fokozott CRH termelést
[403] az AVP-hianyos allatok KPI-jében, azaz az AVP

hianyt nem kompenzalja CRH termelddés valtozas.

Szdmos mas, eddig ismeretlen, vagy ismert, de kevésbé
kutatott anyag létezhet, amelyek az AVP hianyos
allatokban atvehetik a hianyzo6 AVP HHM tengely
szabalyoz6 szerepét 80. tablazat) [34].

[gy tanulmanyok mutatnak ra, hogy az atrialis natriuretikus
peptid szintje di/di allatokban emelkedett [404], és
Osszefiiggést talaltak a hipotalamikus hisztaminerg ¢s AVP
rendszer kozott is [405]. A di/di allatok ozmotikus
valtozasaira a katekolaminok, els6ésorban a dopamin
kiilonosen érzékeny lehet [406]. Nem is csoda, ha a szintje

megemelkedett az AVP-hianyos feln6tt allatokban [407,
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408]. A katekolaminok, tobbek kozott a dopamin HHM tengely szabalyozo szerepe jol ismert
[409].

Eppen ezért nagyon fontos megjegyezniink, hogy kés6bbi vizsgalatok soran a Brattleboro
patkanyokban kronikus stresszre kapott negativ eredményeinket megerdsitették V1b antagonista
alkalmazasaval is [410] .Eredményeinket tamogatja tovabba, hogy példaul Makino és csoportja
14R hatasara talalt CRH mRNS szint emelkedést a hipotalamuszban [411]. Valamint emberben
¢s kutyaban az AVP altal okozott ACTH elvalasztas érzékeny volt dexametazon gatld hatasara
[412, 413].

Osszességében megallapithatjuk, hogy az AVP HHM tengelyt szabdlyozd szerepe

patkanyokban nyugalomban és 2 hétig alkalmazott kronikus stresszelés soran nem kertil elotérbe.

6.1.2. Laktalé anyak

Laktacio soran az anyak hipotalamuszaban — tobbek kozott — atrendezodés figyelhetd

meg, ami valtozasokhoz vezet a HHM tengely alapaktivitasaban is [160]. Laktalo anyak stressz-
tengely alapaktivitasa a kronikus stressz allapotnak megfelelé képet mutat: megemelkedik a
mellékvese tomegiik (29. abra C), valamint a CRH mRNS szint a PVN-ben (29. abra A), a
POMC mRNS szint az AL-ban, illetve a nyugalmi plazma kortikoszteron szint (29. abra B)
[378].
A terhesség alatt a méhlepény is termel CRH-t [414], ami sziiletéskor gyorsan csokkend CRH és
ezzel egyiitt GC szintekhez vezet. A feedback eltiinésének hatasara megné a szoptatéo anya CRH
termelése [415]. Bar sokan tapasztaltak csokkenést a CRH mRNS szintekben [416] (ami
megerdsitené, hogy ekkor az AVP a tengely f6 szabalyozoja), de sajat adatainkkal 6sszhangban
Da Costa egy masik patkanytorzson (Sprague—Dawley) 3 nappal az ellés utan szintén emelkedett
CRH mRNS szintet mutatott ki a PVN-ben [161]. Arra kovetkeztethetiink, hogy a szoptatas
fazisa (sziilést6l valo iddtartam), vagy pillanatnyi allapota erdteljesen befolydsolhatja az
eredményeket. Mindenesetre a di/di allatokban nem jott 1étre emelkedés a vizsgalt HHM tengely
paraméterekben a laktacio hatdsara. Ez egybevag azzal az elképzeléssel, hogy az AVP HHM-
tengely szabalyozasaban betdltott szerepe megndvekszik kronikus stressz-folyamatok soran [22,
24]. A sziiz néstényekben a genotipusnak nem volt hatasa a tengely alap-mitkodésére.

Az AVP stresszel 0sszefiiggd agyi szabalyozo szerepének vizsgalatat immunhisztokémiai
mérésekkel is kiegészitettiik (30. abra). Az aktivalodott idegrendszeri elemeket c-Fos festéssel
tettiik lathatova. Vizsgaltuk a HHM tengely kozponti részét, a PVN-t.
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Az mPVN c-Fos alap aktivitdsdit az AVP-hianyos patkdnyokban magasabbnak talaltuk, mint
kontroll (ebben az esetben +/+) tarsaikét. Ennek magyardzata lehet, hogy az AVP-hiany
kovetkeztében a Brattleboro patkdnyok szérum ozmolalitdsa szignifikansan magasabb, mint az
AVP-vel rendelkezé egyedeknek, igy allandd ozmotikus stressznek vannak kitéve, mely
folyamatosan stimulalja a PVN magnocellularis neuronjait. Ennek hatasara ezek a neuronok
hipertrofizalnak és fokozott aktivitast mutatnak [417], valamint magasabb c-Fos aktivitast lehet
benniik mérni, nemcsak a ndstényekben, hanem himekben is (31. abra) [418-420]. Ennek az
agyteriiletnek az FST-re bekovetkezd aktivitdsvaltozasa elenyészd volt. Ez az eredmény nem
meglepd, mivel az mPVN feladata tobbek kozott a szervezet ozmotikus egyensulyanak
megtartasa, igy a felborult s6-viz haztartast di/di allatokban ez a teriilet mar alapallapotban is
aktiv. A PVN ugyanakkor csak korlatozottan vesz rész a viselkedés és a stressz-tengely
szabalyozasaban. Hasonl6 eredmények sziilettek azokban a vizsgalatokban is, melyekben az AVP
mRNS szintjének valtozasat regisztraltdk a kiilonboz6 stresszek hatasara [421-423]. Ezen
teriiletek aktivitasa sem akut, sem kronikus immobilizaciora, sem labsokkra nem valtozott.

aktivitasa is hasonl6 tendenciat mutatott: a di/di patkanyok bazalis szintjei magasabbak voltak a
kontroll csoporthoz képest. Ezekben a sejtekben azonban mindkét genotipus szignifikans c-Fos
emelkedést mutatott a stressz hatasara. Irodalmi adatok szerint stressz hatasara (példaul FST) a
PVN parvocellularis régiojaban emelkedik meg leginkabb a c-Fos aktivitas [423, 424]. A mpPVN
részbdl kiinduld neuronokbol szdrmazdo CRH és AVP az AL-hoz keriilve serkenti az ACTH
termelését [425]. A dpPVN elsGsorban az autonom teriiletekre vetit [426, 427]. Ezek a teriiletek
szerepet jatszhatnak a stressz hatasara bekovetkezd szomatikus valtozasok (pl. szivfrekvencia
novekedés, izzadas) kozvetitésében, ezért érhetd, hogy a kontroll anydknal FST hatdsara
harmincszorosara emelkedett a c-Fos jel ebben a régioban. Az AVP ebben betdltott szerepét
bizonyitja, hogy V1b vagy V2 receptor antagonista icv beadasa kivédi a stressz hatasara
bekovetkezd szivirekvencia fokozddast és baroreceptor deszenzitizacidt, mig a vérnyomads
emelkedését nem, ugyanakkor normal koriilmények kozott AVP receptor antagonistak icv
beadasa nem okoz sem vérnyomas, sem szivfrekvencia valtozast [232]. A di/di allatok stressz-
reaktivitdsa alacsonyabb volt, mint a kontrolloké (mpPVN: tizennégyszeres vs. négyszeres;

dpPVN: harmincszoros vs. kilencszeres emelkedések). Ezeket az immunhisztokémiali
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eredményeket szamos hormonvizsgélat tdmasztja ala: Brattleboro patkdnyoknak mind fizikalis
[207, 428], mind emocionalis stresszre [429] alacsonyabb a valaszreakcidjuk [341].

Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy a terhesség-laktcio alatt az AVP vélik a

HHM tengely alapaktivitdsdnak fenntartdjdva, hidnydban a kronikus stresszre jellemzo

elvaltozasok nem alakulnak ki. Az AVP-hianyos anyak PVN-je mar alapallapotban is aktivabb,
mint kontroll tarsaiké, de stresszreaktivitasuk csokkent. Azaz az AVP-nek szerepe lehet az akut

stresszreaktivitas fenntartasaban.

6.2. Akut stressz

Kronikus stresszorokkal végzett vizsgalataink nagyrészt nem tamasztottdk ala az AVP
szabalyozd szerepének el6térbe keriilését, viszont ravilagitottak arra, hogy az akut

stresszreaktivitas fenntartasaban fontos lehet az AVP jelenléte.

6.2.1. Kulonféle akut stresszhelyzetek hatasa

Akut stresszhelyzetekben az AVP-nek fontos, stresszor-specifikus szerep jut az ACTH

crer

3 kiilonbozd stresszvalasz tipust figyeltiink meg az AVP-hianyos allatokban:

(1) Csokkent ACTH ¢és kortikoszteron valasz (térfogati stressz, morfin injekcid, szocialis kudarc,
mozgaskorlatozas), vagyis az AVP mindkettd szabalyozasaban részt vesz.

(2) Csokkent ACTH valasz, a kortikoszteron valasz szignifikdnsan nem kiilonbozik a két
genotipusban (Gjdonsag stressz, EPM, CBI1 agonista, LPS, kainat, hipertonias so, FST,
hipoglikémia, anafilaktoid reakcid, ulcerogén hideg stressz), vagyis az AVP csak az ACTH
szintek szabalyozéasara van hatéssal.

(3) Az AVP hianyanak nincsen hatdsa sem az ACTH sem pedig a kortikoszteron szintjének
szabalyozasara (szocidlis elkeriilés, NMDA kezelés, labsokk doboz és labsokk, éter belélegzés
stressz).

A bevezeté részben (2.1.) mar targyalasra keriilt a stresszorok csoportositasanak
problémaja. Jelen esetben az altalunk felvazolt 3 stresszvalasz-lehetéség nem illeszthetd
tokéletesen az ott emlitett egyik csoportositashoz sem. Bar egyes korabbi elképzelések szerint az
AVP-nek elsésorban a pszichogén stresszorokra adott valasz soran van szerepe [430],

megfigyeléseink ezt sem tdmasztottak ala.
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Feln6tt allatokban AVP immunneutralizalas [156, 220], V1b receptor KO egereken végzett
vizsgalatok [222] és V1b receptor antagonistak alkalmazasa [224] soran is hasonlo, az AVP-nek
az ACTH elvalasztas szabalyozasaban betoltott részleges szerepérél szamoltak be [431]. Azaz

kijelenthetjiik, hogy felndétt patkanyokban az AVP stressz-tengely szabalyozdsdban betdltott

szerepe erdsen kontextus fiiggd, és nem kdvet egyetlen ismert stresszor csoportositasi rendszert
sem (pl. er6s-gyenge; fizikai-pszichogén; szisztémas-neurogén, interoceptiv-exteroceptiv).
Feltételezhetd, hogy a kiillonbozd stresszorok kivaltotta stresszvalaszok kiilonbozé neuronalis
utvonalakon keresztiil valosulnak meg, melyek koziil egyesek AVP tartalmu idegsejteket is
érintenek, mig masok nem [432].

A magnocellularis eredeti AVP-nek rendkiviil fontos szerep jut a szervezet
vizhaztartasanak  szabalyozasaban. Ugyanakkor ozmotikus stimulusok hatasara a
parvocellularis neuronokban is gyorsan valtozik az AVP mRNS szintje [394]. Kisérleteinkben
azt vartuk, hogy az AVP-nek erételjes szerepe lesz a HHM-tengely szabalyozasaban ozmotikus
stimulust jelenté stresszhelyzetekben (6. tablazat, 11. és 16. sor). A vizsgalatok eredménye
azonban nem erdsitette meg a feltételezéseinket és Brattleboro patkanyok esetében a korabbi
vizmegvonasos kisérletek is hasonld eredményeket hoztak [433]. Az egyik lehetséges
magyarazat az lehet, hogy az AVP-vel nagy szerkezeti hasonlosagot mutato OT az, amely AVP
hianyaban az ozmotikus rendszert érint6 valtozasok, stresszhelyzetek soran atveszi a
szabalyozast [434]. Valoban, sajat kisérleteinkben is emelkedett OT szinteket sikertilt
kimutatnunk a di/di allatok PVN-jében [342] és SON-jében (35. abra) [435] és ismert, hogy az
OT képes az AVP receptorokhoz kotddni [434]. Ugyanakkor funkcionalisan a helyettesités nem
tokéletes (egyébként soha nem latnank csokkent ACTH és/vagy kortikoszteron szinteket) [352].
Megfigyeléseink szerint ugyanis a ,,térfogati” terhelésre (1,5ml/100g az ip hipertonias so oldat
kisérlet kontroll kezelést kapott allatai) a HHM tengely aktivacioja jelentdsen kisebb volt az
AVP hianyos allatokndl (csak kontroll allatoknal genotipus hatas: p=0,01). Ez az eredmény
egybehangzik azzal, hogy a ,térfogati” valtozas (pl. vérveszteség) AVP szint emelkedést okoz
[436, 437].

Az alkalmazott stresszorok koziil az immunrendszer aktivalasa és a hipoglikémias

stimulus esetén figyelhettiik meg az AVP ACTH elvalasztis szabalyozédsdban betoltott jelentds

szerepét a kortikoszteron szintekre gyakorolt hatas nélkiil. E16bbiek esetében erételjes aktivacio

figyelhet6 meg a PVN-ben, kiilonésen az AVP tartalmi neuronok esetében [438], bar az

93



dc_1097_15

aktivacio nem kizarolagosan a parvocellularis neuronokra korlatozodik. A tojasfehérje stressz
esetében igen erdteljes volt a genotipusok kozotti kiillonbség, mig az enyhébb ACTH emelkedést
okozo LPS stimulusndl csak a di/+ allatokban volt megfigyelhetd ACTH emelkedés, a di/di
allatoknal nem. Ezen eredmények Gsszecsengenek V1b receptor kilitott egereken [6], és V1b
antagonistakkal végzett vizsgalatok eredményeivel [439] és alatimasztjak az AVP szerepét az
immunrendszert (is) aktivalo stresszorokra adott valaszok esetében.

Az inzulin indukalta hipoglikémia esetében az AVP felszabadulas a hipofizis portalis
keringésébe meghaladta a CRH felszabadulasat [440]. Az AVP szerepét a V1b receptor kiiitott
egerek tanulmanyozasaval is sikeriilt bizonyitani, nemcsak a vércukorszint szabalyozas [441],
hanem a HHM tengely aktivacio tekintetében is [6, 441]. Sajat kisérleteink eredményeibdl arra
kovetkeztettiink, hogy az AVP-nek erdteljes, bar nem kizarolagos szerep jut az ACTH
elvalasztas szabalyozdsdban az inzulin indukdlta hipoglikémia sordn. A V1b KO allatokkal
végzett kisérlet eredményeivel szemben a Brattleboro patkanyokban az ACTH szint csokkenést
nem kovette valtozas a Kortikoszteron szintekben.

A kisérletek sordn felvetddhet az a kérdés, hogy vajon a heterozigota allatok megfeleld
kontrollként szolgalnak-e. A kérdés megvalaszolasara egyes stresszkisérleteink soran a
megszokott heterozigdta kontrollok mellett tovabbi kontroll csoportokat (Wistar patkanyok, +/+
genotipusu Brattleboro patkanyok) hasznaltunk [326, 327]. Vizsgalataink alatdmasztottak
korabbi megfigyelésinket. Mar egyetlen tokéletesen funkcionalo allél elég ahhoz, hogy az AVP
termelés normal szintet érjen el és a HHM tengely aktivacioja (pl. ulcerogén-hideg stressz) ne
szenvedjen zavart. A periférias AVP hidnyaban kialakul6 diabetes insipidus mar onmagaban
kronikus stressz allapotot eredményezhet, ennek kovetkeztében csokkent stresszreaktivitas
alakulhat ki tovabbi stresszorokkal szemben [22]. Hogy kisérleteink soran kizarjuk a periférias
AVP hatasat egy kisérletiinkben (FST) DDAVP tartalmt ozmotikus minipumpat alkalmaztunk, s
bizonyitottuk, hogy a bekdvetkezett hormonvaltozasok esetében is a centralis AVP hianynak volt
szerepe.

Jelentés megfigyelésiink az is, hogy a kortikoszteron szintek valtozasa a vérben nem
mindig tikrozi az ACTH szintjének valtozasat (6. tablazat). Az Osszefoglald tablazatbol
kiolvashato, hogy a stresszorok mintegy 74%-a esetén (19-bdl 14 stresszor) megfigyelhet6 a di/di
genotipustt allatok csokkent ACTH valasza. Ebbdl a 14 esetbdl azonban csak 3 esetében

figyeltiink meg csokkent kortikoszteron elvalasztast is (kb 16%-a az 6sszes esetnek). Az ACTH
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és kortikoszteron stresszvalasz kozotti  disszociacio megfigyelheté volt V1b receptor
antagonistakkal kezelt Sprague—Dawley patkanyokban [439], illetve a V1b KO egerekben is
[442]. Mivel a jelenség a kispatkanyokban még fokozottabban jelentkezett ezért részletesebb
magyarazatara késobb, a kispatkanyokkal kapcsolatban keritek sort.

6.2.1.1. ACTH extraadrenalis szerepe

A HHM tengely véghormonja a kortikoszteron, igy alapvetéen elfogadott tény, hogy a
stresszhez val6 alkalmazkodés legfontosabb paramétereként a HHM tengely egyéb hormonjainak
szintjei is az 6 szabalyozasanak céljabol valtoznak [443]. Az AVP-hianyos allatokban az ACTH-
kortikoszteron disszociacidé azon eseteit lathattuk, mely soran alacsony ACTH szintek mellett
relative magas kortikoszteron szintek figyelheték meg. Ezzel szemben perinatalisan, az SHRP
soran ennek ellenkezdje tapasztalhato: stressz hatdsara jelentés ACTH szint emelkedés mellett
alig jelentkezik kortikoszteron emelkedés. Igy felmeriil a kérdés, hogy az ACTH milyen maés
funkciot tolthet be a GC elvalasztas szabalyozasan tul (53. abra).
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53. abra Az ACTH hatéasainak 6sszefoglalasa (Zelena és Makara, 2011 5. abraja alapjan).
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A nyugalmi ACTH szint nem csak a mellékvese mikddésének fenntartasaban, hanem
annak fejlédése szempontjabol is kiemelt fontossaggal bir. Hatassal van a szteroidok
szintézisében résztvevo enzimeket kodolo gének miikodésére, igy az MC-k (aldoszteron) révén
kozvetve részt vesz a sO-vizhaztartds szabalyozasban. A szexualszteroidok (mellékvese: DHEA,
DHEAS) elvalasztasanak befolyasolasaval pedig a nemi érésben is fontos szerepet jatszik [444].
A szteroid hormon szintézis fokozasara a mellékvesén kiviil més szteroidogén szdvetekben is
képes [445, 446].

Ezzel 6sszefiiggésben intézetiinkben folyd kutatasok mar a 60-as években igazoltak, hogy
az ACTH a petefészkek vérellatasanak szabalyozasaban is jelentés szerepet vallal [447]. Sziv és
érrendszeri hatasai k6z¢é tartozik még a vérnyomas noévelé hatas [448], a lokalis véraramlas
fokozasa [447], és a so- és vizhaztartas szabalyozasa a natriurézisen keresztiil [449].

Egyes vizsgalatok az ACTH-t mint lehetséges immunmodulatort tartjak szamon [450].
A GC-khoz hasonldan rendelkezik direkt gyulladasgatlé hatassal. Mind a keringd limfocitak,
mind a csecsemOmirigy miikodését képes befolyasolni [451-453].

A szénhidrat és lipid anyageserére gyakorolt hatasait agyban, majban, hasnyalmirigyben
¢és barna zsirszOvetben is tanulmanyoztak [454-456]. Az ACTH direkt szerepet jatszik a
hészabalyozasban, és szintje a taplalékfelvételre is hatassal van [457]. Ezen kiviil enyhe hatast
gyakorol az izommiikodésre, és a csontképzddésre is, és az o- MSH-hoz hasonléan a bér
pigmentaltsagara is hatassal van. Utdbbi hattere, hogy az a-MSH az ACTH els6é 13 aminosava.
Exogén melanokortinok erds hatast gyakorolnak a viselkedésre, bar endogén hatasuk kevésbé
bizonyitott [458]. A direkt hatasokon tal receptorait megtalaltak a szimpatikus ganglionokban is
[459], igy kiterjedt indirekt hatassal is birnak.

Az ACTH fent bemutatott mellékvesén kiviili hatasai nem csak kutatdsi, hanem
diagnosztikai és terdpiads hasznalat szempontjabol is érdekesnek igérkeznek pl. csecsemdkori

gorcsokben [460], epilepsziaban [461], és lipid csokkentd hatasa miatt [462].

6.2.2. Mikrodializis vizsgalatok

Egy német kollaboracid iranyitotta figyelmiinket a szomato-dendritikus AVP elvélasztas
felé, melyet mikrodializis vizsgalatok segitségével tanulmanyoztunk.

Ebben a kisérletsorozatban a velesziiletett AVP hiany nem csokkentette a 10 perces FST
hatasara bekovetkez6 ACTH ¢és kortikoszteron elvélasztast a kezdeti idépontokban (33. dbra).
Viszont mig a +/+ genotipust allatokban 105 perccel az Uszas teszt megkezdése utan a plazma
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kortikoszteron (33. abra B) (és OT, 35. abra F) szintjei az alap értékekhez tértek vissza, a di/di
allatokban ezen hormonok szintje emelkedett maradt. Szintetikus AVP PVN-be torténd
retrodializise el0segitette a plazma szintek hamarabbi lecsengését (34. abra).

Némileg meglepd volt, hogy ebben a kisérletben az FST alatt, illetve roviddel utdna az
ACTH ¢és kortikoszteron szintekben nem volt kiilonbség a két genotipus kozott. Az el6zd (lasd
Akut stressz) kisérletsorozatban alkalmazott FST esetén a viz hdmérséklete és mélysége is eltérd

volt, ami er6teljesen  befolyasolhatja

A 100 B 3000 C 1800
T *# *# , r 7
ol Jes 2500 _ 1] nemcsak az allat magatartasat [364], hanem
E , e e s . ,
_ l £ _ o N ?E; 1200 akar a stresszreaktivitasat is (54. ébra).
£ 60 E = P for
H 2 1 5 o] Illetve az el6z6 kisérletben 5 perces
S E 1000 é c00 mintavétel tortént, mig itt 2. és 15. perckor
20 00 . vettiink mintakat. Valamint ott di/+, itt +/+
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54. dbra A vizmélység hatésa az FST tesztben mutatott  befolydsolo hatasat kizarhatjuk [326], mivel

Tpafgtggaiiap<;gl o g“g;:?gggngogsjgngeokgg (ng;,f-gg mindkét kisérletben a di/di tesztéllatok di/+

mtsai 2011, 3. abra alapjan) anyaktol szarmaztak.

Az elhizéddan magas kortikoszteron szintek vonatkozasaban el6zé vizsgalatok arra
utaltak, hogy a stressz hatasara a PVN-ben felszabaduld ¢s az extracellularis térbe jut6 AVP
autokrin és parakrin szabdlyoz6 faktor is lehet. Tobb, mint 10 éve feltételezték, hogy gatld
hatassal bir a HHM tengely miikodésére [463] (55. abra). Feltehet6leg a parvocellularis sejtek
CRH termelését szabalyozza, s ezaltal a HHM tengely centralis komponensét befolyasolja [463].
Feltételezhetjiik, hogy a di/di allatok PVN-jében mérheté magasabb OT szint az AVP parakrin
szerepének kompenzalasara alakul ki. Valoban, a hipotalamusz szintjén az OT is gatolja a HHM
[466] és V1b receptorokhoz [467] is képes kotddni, legalabbis in vitro koriilmények kozott. Azaz
a PVN megemelkedett OT szintje hozzajarulhat ahhoz, hogy nem talaltunk kiilonbséget az FST
hatasara megemelkedé kezdeti ACTH és kortikoszteron szintekben. Retrodializis kisérleteink
alapjan az FST soran a PVN intracellularis terébe juto AVP segiti az OT plazma-szintek
gyorsabb ,,lecsengését” is. Ezek az eredmények azért is kiilondsen érdekesek, mert a retrodializis

csak az egyik oldali PVN-be tortént, igy feltételezhetjiik, hogy a kétoldali kezelésnek még
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* ave CRH,

nagyobb hatasa lett volna. A felndtt Brattleboro -
b ' AVP

allatokban nem kompenzalddik teljes mértékig az
AVP hianya, s ez vezethet a 105. percben
megfigyelheté magas OT szintekhez. Ez a magas

plazma OT szint lehet a felelés az ugyanazon

vérmintaban mérhetd magasabb kortikoszteron

szintekért. Bar van néhany adat arra vonatkozoan, Il hipofizis e
hogy az OT-nak koézvetlen hatisa van a

mellékvesék kortikoszteron termelésére [468], 1. mellckvese N

tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak e \\] gliikokortikoidok
bizonyitasara, hogy ezek az utvonalak a \ ,z’

Brattleboro patkanyokban is miikddnek, azaz 55, sbra Az AVP eltéré hatisa a HHM tengely
kiilonboz6 szintjeire. Kék: gatlas, Piros: serkentés

kielégitéen magyarazzak a kapott eredményeket. (Zelena s Jain, 2008 1 4bra alapjan)

Jelentds megfigyelésiink volt, hogy a

centralis és periférids OT szintek markénsan disszocidltak (emelkedett mRNS és fehérje szintek
vs normalis plazmaszintek a di/di vs +/+ allatokban; 35. abra C,D vs F), illetve a di/di allatok
SON-ének extracellularis terébe praktikusan nem triilt OT annak ellenére, hogy az ott 1év6 sejtek
OT tartalma magasabb volt (35. abra C, D vs E). Az SON-be direkt alkalmazott ozmotikus
stimulus hataséara a di/di allatok ugyanolyan mértékli intranukleéris OT valasszal reagaltak, mint
kontroll tarsaik [435], ami arra utal, hogy a sejtek képesek az extracellularis térbe OT
elvalasztasra, csak épp ez AVP-hidnyban akut stresszorok hatasira nem kovetkezik be.
Kimutattak, hogy a masodik posztnatalis héten az SON-be extracellularisan {iriild6 AVP és OT
szinaptogenezishez is [469, 470]. Azaz nem csoda, hogy az AVP kongenitalis hianya
megvaltoztatta az SON neuronok szabalyozasat.

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a PVN-ben felszabadulé AVP parakrin szignalként

befolvasolja nemcsak a CRH termelO parvocellularis, hanem az OT termel6 magnocellularis

sejtek mitkodését is és ezaltal eldsegiti a plazma kortikoszteron és OT szintek normalizalddésat

akut stresszt kovetéen. Az AVP hianyos 4&llatokban a magasabb OT szintek részben

kompenzalhatjdk az AVP HHM tengelyre gyakorolt hatasat. Valosziniileg altalanos szabdly,
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hogy az mRNS ¢és fehérje valtozasok nem jelzik egyértelmiien egy adot molekulanak centralis,

vagy periférids liriilését, igy csak az adott lokalis kompartment vonatkozasaban értelmezhetok.
6.3. Perinatalis stressz

6.3.1. A vazopresszin hatasa a korai posztnatalis stresszreaktivitasra

Mivel perinatdlisan a kompenzal6 faktorok még nem fejlédtek ki teljesen, ezért a HHM
tengely stressz-reaktivitasit az SHRP alatt is megvizsgaltuk [147, 471]. Legfobb
megfigyelésiink, hogy az AVP hidnyaban a di/di allatokban a stressz kivaltotta ACTH valasz
csokken, az esetek nagy részében egyaltalan nem jelenik meg (36. abra A). Ezeket az
eredményeket sikeriilt megerdsiteni immunneutralizalassal (37. dbra A) és V1b antagonista (38.
abra A) alkalmazésaval is, ami egy génhianyos allatban (jelen esetben a Brattleboro patkanyban)
el6fordulhatdo minden lehetséges kompenzacid befolyasold szerepét kizarja. Ellentétben a feln6tt
egyedekkel, akikben a CRH a f6 ACTH szekretagdg hormon [425], a fiatal allatokban az AVP
szamottevOen nagyobb mennyiségben termelédik [156, 472]. Feln6tt allatokban egyszeri akut
stressz 4 oraval a stressz alkalmazasa utan CRH mRNS szint emelkedést valt ki és ez a szint
kozel 24 oran keresztiil fennmarad [473]. Ezzel ellentétben a 10 napos kispatkanyokban a 24 oras
anyai deprivacié nem valtott ki CRH mRNS szint emelkedést [342]. Perinatalis korban az eliils6
hipofizis lebeny CRH érzékenysége is erésen csokkent, ugyanaz a CRH stimulus kicsikben 50%-
os, mig felndttekben 600-800%-0s ACTH ndvekedést indukal. Tehat perinatalis korban egy
masik hipotalamikus faktor, vélhetdleg az AVP felel az ACTH valasz kialakitasaért. Muret és
munkatarsai [156] inzulin hipoglikémias, valamint Levine [153] és Avishai-Eliner [157] anyai
szeparaciés munkdi szintén alatamasztjdk az AVP szabalyozo szerepét. Erdemes megemliteni,
hogy a 10 napos CRH-R1 KO egerekben a 24 6ras anyai szeparacio okozta ACTH emelkedés
nem valtozott, habar a kortikoszteron valasz fokozott volt, ami a CRH perinatélis gatld szerepére
utalhat (valosziniileg az el@agyi és limbikus teriiletekrdl) csokkent CRH mRNS ¢és emelkedett
AVP mRNS szinteket eredményezve az allat PVN-jében [474].

Néhany vizsgalat azonban a CRH perinatalis szabalyoz6 szerepét is aldtdmasztja.
Ujsziilottekben a hideg stressz hatasara megemelkedett a CRH mRNS szintje a PVN-ben és mind
a hideg [475], mind az uretan belégzés [476] hatasara 1étrejové kortikoszteron valaszt a CRH
elleni immunizalas kivédte. Ez alapjan az AVP szerepe stresszorspecifikusnak tiinik [153, 477]

(lasd feln6tt allatok akut stresszvalasza; 6. tablazat). Eredményeink részben tadmogatjak ezen
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feltételezéseket, mivel az anyai deprivacio, 10 perc éter stressz és LPS injekcid hatdsara az
ACTH vélasz az AVP hianyos allatokban teljes mértékben elmaradt, de ismételt éter stressz és
Hypnorm injekci6 hatasdra ugyanezen genotipusu allatokban enyhe ACTH aktivacié még
megfigyelhetd volt. Mindenestre az ACTH-szekrécid jelentds csokkenése minden egyes akut
stresszor esetén megfigyelhetd volt stresszorfiiggetleniil.

Mindezen eredmények 0sszességében arra utalnak, hogy perinatalis korban az AVP lehet a kulcs

szignal az ACTH elvalasztas szabédlyozasaban, legaldbbis patkanyokban.

Ugyanakkor az AVP szerepe korlatozottnak is tlinik, hiszen jelenléte vagy hidnya az

ACTH alapszintjét nem befolyasolta. Ez 6sszhangban van azzal a ténnyel, hogy a nyugalmi

ACTH elvalasztas az SHRP alatt relative fiiggetlen a hipotalamikus faktoroktol [478], az AVP
szabalyozd szerepe is csak a stressz-indukalta valtozasokra korlatozodik.

Az AVP direkt ACTH termelésére gyakorolt kozvetlen hatasan tal elképzelhetd, hogy
hianya indirekt modon is befolyasolja a stressz-tengely miikodését. A hipotalamusz miikodését
amigdalaris és hippokampalis kozpontok is szabalyozzak, melyek sejtjei AVP receptorokat is
nagy mennyiségben fejeznek ki [186]. Ezek a felsdbb agyi kozpontok az SHRP fenntartasat
szolgélo anyai szignalok tovabbitdsaban és a stresszor indukalta stimulusok hipotalamuszhoz
valo juttatasaban is fontos szerepet toltenck be [479]. Igy a hipotalamusz csokkent idegi
stimulécidja szintén hozzajarulhat a csokkent ACTH valaszhoz genetikai, farmakoldgiai vagy
akar immunolégiailag 1étrehozott AVP hidny esetén is.

Erdekes megfigyelés, hogy perinatalis korban az AVP-hianyos allatok mindegyik vizsgalt
stresszor (36. abra) alkalmazasa soran magasabb kortikoszteron szinteket produkaltak normal
AVP termelésii tarsaiknal, ami felveti annak a lehetOségét, hogy az er6sebb kortikoszteron
negativ visszacsatolas is hozzajarulhat a csokkent ACTH termeléshez. Ugyanakkor
immunneutralizacioval (37. abra) és V1b antagonistaval (38. abra) végzett kisérleteink esetén a
normalis vagy akar alacsonyabb kortikoszteron szintek is csokkent ACTH elvalasztassal jartak,
ami nem tamasztja ala ezt az elképzelést.

Fontos, hogy az AVP-hianyos allatok nyugalmi kortikoszteron szintjei magasabbak a
kontroll allatokhoz képest, kiilondsen perinatalisan. A megemelkedett szintek nem jarnak egytitt
nyugalmi ACTH szint emelkedéssel, azaz kialakitasukat a szervezet a hipofizis megkeriilésével
éri el. A megemelkedett szintek hatdsa csak részben kompenzalddik, példdul perinatalisan az

AVP-hianyos allatok megnovekedett CBG szintjeivel. A tartosan magas GC szintek az altalanos
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elképzelés szerint viszont karos hatastiak nemcsak a fejlodo allatokra nézve (pl.: 10 napos allatok
testsulya di/+: 18,28+0,81 g; di/di: 14,32+0,90 g), hanem a feln6tt allatokban is, illetve emberben
Cushing betegség kialakulasahoz vezetnek [480]. Felmeriil a kérdés, hogy lehet-e mégis eldnyos
¢lettani funkcioja a magas kortikoszteron szintnek, ami miatt alig kompenzalodik.

A GC pozitiv élettani hatasat tdmasztja ala, hogy mellékvese-irtott allatok kortikoszteronpotlas
nélkiil hosszu tavon életképtelenek [481]. Tovabba a GC-k adaptiv hatdsanak alatdmasztasara
Szent Pétervar-i partneriink, Ludmilla Filaretova szdmos kisérletben igazolta a kortikoszteron
gasztroprotektiv hatasat is [482]. Sajat AVP-hianyos allatainkban feltételezhetjiik, hogy a
fokozott Kkortikoszteron termelédés a hianyzo AVP valamely kiesett élettani hatasat/hatasait
potolja. Bar az AVP {6 hatésa a so- és vizhaztartasra, mig a kortikoszteroné elsdsorban az energia
haztartasra terjed ki, talalhatunk k6z6s pontokat is. Példaul mindkét hormon esetén kimutattak
érosszehuzod hatdst is (AVP direlt hatasa illetve a GC-k indirekt, katekolamin érzékenységet
fokozo6 vagy NO szintet csokkentd hatdson keresztiil). Ismert, hogy felnétt Brattleboro patkanyok
artérias vérnyomasa alacsonyabb [483, 484], és deoxikortikoszteron kezelés hatasara is lassabban
emelkedik meg kontroll tarsaikhoz képest [485]. Perinatalis korti Brattleboro patkanyok
vérnyomas valtozasait nem vizsgaltdk, viszont Wistar kispatkdnyban AVP blokkoléval (al
adrenoceptor antagonista ¢és angiotenzin 2 receptor antagonista jelenléte mellett) vérnyomas
csOkkenést lehet elérni [486]. Human vizsgalatok arra utalnak, hogy az alacsony sziiletési sullyal
vilagra jott gyerekeknél a gyakori hipotenzid6 AVP-vel és agonistaival jol kezelheté [487].
Mindezek alapjan elképzelhetd, hogy az AVP hidnydban megjelend fokozott kortikoszteron
termelés a vérnyomas fenntartasara iranyul, bar teljes mértékben nem tudja kompenzalni a kiesd
hatast.

Az SHRP tedridja szerint perinatalis korban a stressz-reaktivitas csokken. Ezzel
ellentétben az altalunk alkalmazott stresszorok (LPS, hipoglikémia) esetén normal AVP
termelésti 10 napos Brattleboro patkdnyoknal (és késébb Wistar patkanyoknal is) a felndttekével
Osszemérhetd6 ACTH szintek alakultak ki. Viszont a kortikoszteron szintek vonatkozdsidban

tényleg kimutathatd a csokkent reaktivitas. Ezért arra kovetkeztethetiink, hogy az SHRP a GC

szintek alakulasara vonatkozik.

A legérdekesebb ¢és egyben talan legmegddbbentobb tapasztalat az ACTH és a
kortikoszteron szekréciojanak teljes elkiiloniilése az AVP hianyos kisallatokban. Normalis

esetben az ACTH szekrécidja megeldzi a kortikoszteron elvalasztasat és utdbbi szekrécidja
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szoros korrelacioban van az elébbiével. Ezzel az altalanos képpel szemben a 36. dbran bemutatott
5 stresszor esetén az ACTH valasz praktikusan hidnyzik az AVP hidnyos allatokban, mig a

kortikoszteron elvalasztasa sokkal erdteljesebb.

6.3.2. Az ACTH fluggetlen gliikokortikoid szekrécio

Mind a felné6tt allatokban (6.2.1., 6. tablazat), mind a korai posztnatalis fejlédés soran
(6.3.1., 36-38. abrak) megfigyelhettiik, hogy bar az AVP jelentés mértékben szabalyozza az
ACTH elvalasztast, de a kortikoszteron szintekre nincs ugyanilyen befolyassal. Miel6tt tovabb
modszereinkbdl, érzékenység kiilonbségekbdl adddo eltéréseket. Mivel a disszociacid a korai
posztnatalis korban kifejezettebb volt, ezért a tovabbi vizsgélatokat ilyen kort egyedeken

végeztik.

6.3.2.1. Kizarando jelenségek

6.3.2.1.1. Eltéré idobeli lefutas

Fontos kérdés a mintavételezés iddzitése. Mivel a stresszorokra adott kortikoszteron
valasz késve koveti az ACTH valaszt [339], a két amplitud6 idében elcstszik egymastol, igy a
mintavételezés idejének helytelen megvalasztiasa ellentmondasokhoz vezethet. Az 39. 4bran
bemutatott (tovabba szamos, feln6tt allatokbol sorozatmintavételezéssel nyert) eredményeink
kizarjak annak a lehetdségét, hogy a jelenség oka a két esemény iddbeli eltolodasa lenne. Hiszen
a 10 napos patkanyban az egyre hosszabb szeparacios idok esetén a di/di genotipust allatokban
az anyai deprivacié a plazma kortikoszteron szintjét fokozatosan emelte, addig az ACTH
valaszok teljes egészében elmaradtak. Hasonld (bar nem magyarazott) jelenséget olvashatunk
Walker és munkatarsai cikkeiben [153, 477], ahol 10 napos Sprague Dawley kispatkanyoknal az
anyai deprivaciot kovetd 8 és 12 oraban erdteljes kortikoszteron elvéalasztas mellett csak
kismértéktit ACTH szint emelkedés tapasztaltak. Korabbi vizsgalatok szerint a mellékvesék GC
velejaroja [153, 477]. Eppen ezért anyai szeparacioval nyert eredményeinket egy masik

stresszorral (Hypnorm injekcio) is megerdsitettiik [342].

.....

eltérd iddbeli lefutasukkal.
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6.3.2.1.2. CBG szintek

Mind a preklinikai, mind a klinikai gyakorlatban egy altalanosan alkalmazott savanyitasi
1épés a mérés soran levalasztja a GC-kat a kotd fehérjérdl. Ezaltal elkeriilhetd, hogy a minta
kezelése soran bekovetkez6 kotédési valtozasok miatt kapjunk téves eredményeket. Ugyanakkor
ezaltal nem a biologiailag aktiv, hanem az 6ssz GC mennyiséget (szabad + CBG-hez + egyéb
fehérjéhez kotott) mérjiik. Mivel logikusnak tlinik feltételezni, hogy a szabad (€s nem az 0sszes)
kortikoszteron szintek kovetik az ACTH szint valtozasokat [343], a kotott mennyiség becsléséhez
a CBG szinteket is megmértiik (40. abra). Perinatalis korban az AVP-hianyos allatok magasabb, a
feln6ttekét megkozelit6 CBG szinteket mutattak, ami kis mértékben ellensulyozza az AVP

hianvdban perinatélis korban latott abnorméalisan magas Ossz-kortikoszteron szinteket. Hozza kell

tennem, hogy a felnétt allatokban nem kiilonbozik a két genotipus CBG szintje, azaz itt

egyaltalan nem magyarazhat6 ezzel az ACTH-kortikoszteron disszociacio6 [338].

6.3.2.1.3. Mellékvese érzeékenyseg

Felmeriilt az a lehetdség is, hogy a mellékvese-kéreg eltér6 ACTH érzékenysége miatt Kis
ACTH valtozasok is nagy GC szint valtozasokat eredményezhetnek [488, 489]. Ezt a kérdést in
vitro, statikus inkubalasi rendszerben vizsgaltuk. Varakozasainknak megfelelden perinatalis
korban az AVP-hianyos allatok mellékveséi fokozottabb kortikoszteron elvalasztassal valaszoltak
az ACTH-ra: az ACTH érzékenység 87,9 %-kal nagyobb, amennyiben 10%°M, 62,2 %-kal
nagyobb, ha 10" M és 57,6%-kal, ha 10! M koncentracioji ACTH-val kezeltiik a szerveket (a
di/+ és a di/di allatokban mért értékek egymashoz viszonyitott szazalékos aranya). Mivel az AVP
gatolhatja az ACTH/kortikoszteron szignaltranszdukciot [490], az emelkedett mellékvese
érzékenység annak lehet a kovetkezménye, hogy az AVP gatlo hatdsa hianyzik a di/di
kispatkdnyokban (ezzel némileg ellentétes az AVP direkt, mellékvesekéregre gyakorolt serkentd
hatésa, 55. abra). Ez a jelenség feltehetden csak egy azok koziil, amelyek a mellékvesék ACTH
érzékenységét fokozzak a di/di allatokban.

Kérdés, hogy ez az érzékenység novekedés teljes mértékben megmagyarazza-e az ACTH-
GC disszociaciot. Igazabol a 36. abran bemutatott 5 stresszor koziil 3 esetén a teljesen elmaradd
ACTH valasz irrelevanssa teszi a kérdést, de az ismételt éter stressz €és a Hypnorm injekcid
alkalmazésa soran tapasztalhatd kismértéki ACTH valasz a di/di kolykokben is, ami azért

tovabbi megfontolasokat igényel.
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Amennyiben az alap kortikoszteron szintekhez viszonyitottuk

Genotipus

az emelkedéseket a 9. tablazatban bemutatott eredményeket |ACTH
koncentracio | di/+ di/di

kaptuk. -13
10 M 85,5% | 158,9%

Azaz valoban, a di/di genotipusban a mellékvesék 12
10 M 206,5% | 335,2%
érzékenysége emelkedett volt minden koncentracié esetében. 101 M 212.4% | 334.9%

10 napos di/+-os kolykdk esetében az Hypnorm kezelés 9. tablazat Az ACTH érzékenység
vizsgélata (Zelena ¢és mtsai 2008
alapjan)

fmol/ml ¢és 132,7 pmol/ml) vagyis egy fmol ACTH szekréciéhoz 0,56 pmol kortikoszteron

megemelte az ACTH ¢és a kortikoszteron szinteket is (236,8

kothetd. Amennyiben a szamokat a di/di genotipusban vizsgaljuk akkor a kovetkezd
eredményekre jutunk: az ACTH szint az injekci6é utan 28,2 fmol/ml volt, mig a kortikoszteron
szint 109,1 pmol/ml. Vagyis ebben az esetben az arany Iényegesen eltér, hiszen egyetlen fmol
ACTH szekrécidja 3,87 pmol kortikoszteron elvalasztasat eredményezi. Vagyis hasonlo
mennyiséglit ACTH a di/di genotipusban kozel 7-szer nagyobb kortikoszteron szekréciot valt ki,

mig az érzékenység novekedés kb. masfélszeres volt. Azaz a mellékvesék ACTH

érzékenységének fokozodasa nem lehet kizardlagos magyardzata a disszocidlt ACTH és

kortikoszteron szekrécidonak.

Az AVP hianyos allatok mellékvese kérgének fokozott ACTH érzékenysége
megmagyarazza, hogy a normdl AVP termelésti 4allatok miért nem mutattak fokozott
kortikoszteron szinteket V1b antagonista kezelést kovetden. Ugyanakkor fontos megemliteni,
hogy a perinatdlissal ellentétben felndtt éallatokban egyaltalan nem lattunk kiilonbséget a
mellékvese-kéreg ACTH érzékenységében a két genotipus kozott. Tovabba korabbi, felndtt
Brattleboro patkdnyokon végzett vizsgalatok sem taldltak kiilonbséget az ACTH-indukalta
kortikoszteron valaszban [207], s6t Wiley és mtsai még csokkent érzékenységet is megfigyeltek
[429]. Ezen ellentmondas ravilagit az irodalmi €s sajat adataink megerésitésének fontossagara és

a korfiiggd valtozasok figyelembevételére.

6.3.2.2. ACTH fuggetlen gliikokortikoid szekrécio

A két hormon kozotti disszociacido szamos korabbi tanulméanyban megfigyelhetd, bar
sokszor nem targyalt jelenség. Példaul birkdk esetében a magzati korban alkalmazott hipoxia
szintén erdteljes kortikoszteron szint emelkedést valtott ki, de az ACTH szint valtozasa elmaradt
[491]. Ezekben az allatokban a kortikoszteron szint emelkedése a mellékvesék nervus

splanchnicus altali beidegzésétdl fligg. Hasonloképp a Brattleboro patkanyokban is AVP hiany
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hatasara kis ACTH szintekhez nagy kortikoszteron szintek tarsulhatnak. Fontos megemliteni,
hogy VI1b antagonista és AVP antiszérum alkalmazasaval végzett kisérleteink sordn az
abnormalisan magas kortikoszteron szint novekedés perinatalis korban elmaradt, bar az

alacsonyabb ACTH szintekhez ezekben az esetekben is relative magas kortikoszteron szintek

tarsultak. Osszességében arra kovetkeztethetiink, hogy az akut kortikoszteron elvéalasztds nem

vagy csak gyengén fligg az ACTH-t6l az egyedfejlédés korai szakaszdban. A jelenség nem

kizarolagosan a Brattleboro patkanyokra jellemzo.

Ugyanakkor Bornstein cikkében [492] arr6l olvashatunk, hogy felnétt egyedekben is
l1étezik a kortikoszteron elvalasztasinak ACTH fiiggetlen modja. Felnétt AVP-hianyos allatok
esetén egyes stresszorok (6. tablazat kozépso rész) hatasara bar kisebb ACTH valasz jelentkezik,
de a kortikoszteron szintekben a két genotipus nem mutat kiilonbséget. V1b antagonistaval [493]
¢és V1b KO egereken [494] végzett kisérletek is hasonld eredményekrél szamolnak be.

Mivel a CBG szint mérések és a fokozott mellékvese érzékenység felndtt korban
egyaltalan nem, és korai posztnatalis korban is csak részlegesen adtak magyarazatot a
disszocidcio jelenségére, ezért megallapithatjuk, hogy 1étezik ACTH fliggetlen GC elvalasztas is
[343].

6.3.2.2.1. Mellékvese katekolaminok

Az egyik legkézenfekvobb a katekolaminok (2.2.3.1.1.) szerepének feltételezése. Hiszen a
stressz-reakcio elsd fazisa soran az alarm, vagy Cannon-féle vészreakcid alatt a mellékvese-
vel6bol kiaramlo katekolaminok (elsésorban adrenalin) jatszanak fontos szerepet [495, 496]. Az
adrenalin felszabaduldsa a mellékvese-kéreg kozvetlen kozelében torténik, igy nagy
koncentracioban éri el a GC termelés helyszinét, valamint felszabadulasa idoben is megeldzi a
GC elvalasztas fokozodasat a stressz-reakcid folyamataban. Ezen tul a mellékvesekéreg
splanchikus beidegzést is kap, ami elsOsorban noradrenalin felszabadulason keresztiil
szabalyozza a mikodését [55, 57]. Bornstein és mtsai is a splanchnikus beidegzésnek
tulajdonitottak a legnagyobb jelent6séget [343]. Mindezek hatasara a lehetséges szabalyozo
faktorok koziil a katekolaminokra, azon beliil is a § adrenoceptorokra koncentraltunk (2.4.3.2.1.).
Walker és mtsai [497] marha mellékvesekéreg sejteken kimutattdk, hogy az adrenalin cAMP-
szint emelkedést okozott a foszfoinozitol szignalizacids Ut megvaltoztatasa nélkiil. Mivel a 3
adrenoceptorok serkentése az adenilat ciklaz ttvonalat aktivalja, igy nem csoda, hogy

glukokortikoid elvélasztds a P receptorok blokkolasdval gatolhatdé volt. Tovabbi vizsgalat 1
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adrenoceptorokon keresztiill megvalosuld hatast mutatott ki [498], bar mas szerzok P2
adrenoceptorok cAMP stimuldlé hatasat is leirtak [499]. Az al agonistak viszont Gq fehérjéken
keresztiil a foszfoinozitol utat aktivaljak, igy antagonistaik hatastalannak mutatkoztak.

Ismert, hogy AVP-hianyos feln6tt Brattleboro patkanyokban a katekolaminok nyugalmi
mennyisége az agyban [407] és a plazmaban is [500] magasabb normal AVP termelésii
tarsaikénal. Ennek hattereként azt feltételezték, hogy az AVP a baroreflex eldsegitése révén gatld
hatast gyakorol a SAS-ra. Valoban, a periféridas AVP potlads utdn az emelkedett adrenalin és
noradrenalin szintek normalizalodtak. Ez hozzajarulhat a sokszor mar nyugalmi allapotban is
magasabb kortikoszteron szintek kialakuldsdhoz, illetve a stressz-reakcid soran - legalabbis az
ACTH-hoz képest - fokozott GC elvalasztashoz. Az el6z6 adatok azonban ravilagitottak, hogy a
korai posztnatdlis korban a stressz-reakcio alapvetden mas lehet, mint a felndtt allatban, igy
sziikségesnek tlint ebben a korcsoportban is megvizsgalni a katekolamin szinteket (42. abra).
Meglep6 modon a 10 napos AVP-hidnyos patkdnyok plazmdjdban a noradrenalin szint
alacsonyabb volt, mint a kontroll, di/+-os tarsaikban, mig az adrenalin szintnek nem kiilonboztek.
Egy lehetséges magyaréazat, hogy a korai fejlddés soran a diabetes insipidus nem jelentkezik, azaz
az AVP SAS-t szabalyozé szerepe hianyzik. Késébbi vizsgalataink soran viszont kimutattuk,
hogy a 10 napos di/di allatok hugyhdlyagja tobb vizeletet tartalmaz, mint a kontroll, di/+
testvéreiké és plazmajuk ozmolaritasa is emelkedett (a felnéttekét meghaladdé mértékben, 10.
tablazat) [501]. Ezzel ellenétben Dlohua és mtsai csak a 18 napos allatokban tapasztaltak
csOkkenést a vizelet ozmolaritdsaban és vizsgalataik szerint a polidipszia is csak 15-16 napos

korban kezdédik [502].

Na* K* CI Osmol/I
di/+ 130+1,02 7.6+0,14 94,4+0,34 285,3+1,37
di/di | 148,5£3,234# | 12,98+2,314## | 116,1+0,78## | 336,2+3,03##

10. tablazat 10 napos Brattleboro patkanyok nyugalmi allapotban mért Na®,
K*, és CI ion és ozmolaritas (fagyaspont csdkkenéssel) szintjei. ##p<0,01 vs di/+.

Stresszorok hatasara a SAS aktivalodik, bar ismételt éter belégzés Wistar patkanyokban
is hatastalan. Szdmos korabbi vizsgdlat szerint a felndtt Brattleboro allatok SAS rendszere
ugyanolyan reaktiv, mint mas torzseké [500], ezért nem valdszinti, hogy eredményeinket torzsek
kozti kiilonbség magyarazhatnd. Legvaloszinlibb, hogy a katekolaminok szintje a mért

idépontban mar nem mutatott jelentds emelkedést, s6t — feltehetéen egy atmeneti emelkedés utan
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— az adrenalin szintje csokkent. Felndtt allatban hasonl6 bifdzisos hatast éter stressz esetén nem
talaltak. Frdekes modon mozgaskorlatozas stressz esetén sem a katekolaminok, hanem a
kortikoszteron szintek mutattak bifazisos valaszt egy patkanykisérletben [503]. A SAS
tekintetében az idegi komponens esetén irtak le bifazisos (kezdeti csokkenést kovetd emelkedés)
valaszt [504]. Valamint szamos szerz6 szerint a kezdeti (idegi eredetii, elsé 30 perc) emelkedést
egy kés6i (nem idegi, valoszinlileg melléveseveld eredetli, 30-60 perc kozotti) novekedés is
kisérheti [505, 506]. Osszességében azt mondhatjuk, hogy a plazma szintjén nem sikeriilt

bizonyitani, hogy a katekolaminok hozzdjirulninak az AVP-hidnyos allatokban a magasabb

nyugalmi kortikoszteron szintekhez. Bar felmeriilhet technikai kifogas (a katekolaminok szintjét

dekapitalas utan mértiik, amikor posztmortem is torténhetett kiaramlas a mellékvesébdl, mivel a
kispatkdnyban éber allatban torténd vérvétei technikat még nem dolgoztak ki), de a katekolamin
szintetizal6 enzimek szintjében sem talaltunk szamottevd kiilonbséget a két genotipus kozott, ami
alatamasztja eredményeinket [507]. A stressz-indukalta valtozasok megitéléséhez ezek az adatok
viszont nem tlintek elegendének.

Bar in vitro szamos szerz$ vizsgalta kiilonféle faktorok hatasat a mellékvese GC
napos AVP-hidnyos allatok segitségével (ahol ACTH valasz hidnya mellett figyelhetd meg
fokozott kortikoszteron elvalasztas) in vivo koriilmények kozott igazoltuk, hogy stressz soran a
mellékvesékbdl felszabadulé adrenalin hatdssal van a kortikoszteron termelésre [
adrenoceptorokon keresztiil (43. abra). Igaz ugyan, hogy a p adrenoceptorok blokkolasa utan nem
sikeriilt teljesmértékben csokkenteni a stresszre bekovetkezd kortikoszteron valaszt, még a dozis
emelését kovetden sem, igy feltételezheté mas szabalyozo faktorok — vagy akar mas adrenoceptor
- szerepe is. Példaul elképzelhetd, hogy az in vivo rendszeriinkben az ol receptorok
blokkolasaval tovabbi csokkenést lehetett volna elérni a kortikoszteron termelésben, marcsak az
al antagonistdk (pl. prazozin) vérnyomdascsokkentd, kovetkezményesen csokkent vérataramlast
okozo hatasanal fogva is. Az a2 receptorok azonban altalaban autoreceptorokként funkciondlnak,
igy ezek gatlasa esetén inkabb kortikoszteron emelkedést varhatnank. De ezen feltételezésiinket
sem sajit, sem irodalmi adat nem tamasztja ala. Osszességében megallapithatjuk, hogy a stressz
folyamatok sordn a SAS tengelynek is kulcsfontossagi szerep jut a Kkortikoszteron

felszabadulasban [508, 509].
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Szamos egyéb faktorrol (neuropeptidek, neurotranszmitterek, opioidok, ndvekedési
faktorok, citokinek, adipokinek, bakterialis ligandok) ismert, hogy képes szabalyozni a GC-k
felszabadulasat [510-514] (56. abra). Ezen kiviil zsirszovetbol és az érfalbol szarmazo faktorok
GC termelést fokozo hatasat is leirtak [356]. Tovabba az intraadrenalis parakrin szabalyozas is
jelentésen hozzajarul a mellékvese-kéreg miikodéséhez [515]. Elképzelhetd, hogy a csokkent
plazmaszintek miatt lokalisan akar magasabb AVP szintézis is 1étrejohet a Brattleboro patkdnyok
mellékveséjében [219] és ezek GC elvalasztast serkent6 szerepe (55. abra) [516] hozzajarulhat a
megfigyelhetd nyugalmi kortikoszteron emelkedésekhez. Felnott korra az elébb felsorolt faktorok
kompenzalhatjadk az AVP hiany hatasat a mellékvese szintjén. Ezek a molekulak a stresszor

fajtajatol fiiggden jelen lehetnek és befolyasolhatjak a kortikoszteron felszabadulasat.

Hypothalamus
CRH
Altered ACTH sensitivity S ACTH-independent stimuli
Pituitary
‘ — i ACTH Nﬂns and neuropeptides
e g g s §2
ACTH- I I I I £t N \ Immune cells and cytokines
receptor i) . i = L P
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Adrenal ° \\J\ Endothellal derived factors
gland \

Altered glucocorticoid %
metabolism J \
~ Adipocyte-derived factors
" Glucocorticoid @

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

56. abra A mellékvese gliikkokortikoid elvalasztasanak lehetséges fokozoi (Bornstein és mtsai, 2008)

Teoretikusan az is elképzelhetd, hogy SHRP soran és/vagy AVP hianyaban a POMC
enzimatikus hasitasa valtozik meg, melynek eredményeként ACTH helyett egyéb kortikoszteroid
termelést eldsegitd molekulak képzddnek. Persze ez azt is feltételezi, hogy perinatalis korban az
AVP-hidnyos ¢és normal AVP termelésti allatok nyugalmi 4&llapotban is eltéré6 ACTH
fragmentumokat szintetizalnak, mely kiilonbség késébb feln6tt korra csokken. Mivel az ACTH
fragmentumok kortikoszteron termelést stimulalé hatasa messze elmarad (kb. 70-szeres
kiilonbség) az ACTH hatasatol [517], igy az esetlegesen megvaltozott proteolitikus hasitas

onmagaban aligha magyarazza az ACTH — kortikoszteron disszociaciot.
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Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az AVP sziikséges ugyan az ACTH stresszvalaszok
érési folyamataban, de sem az AVP sem pedig az ACTH nem nélkiilozhetetlen a kortikoszteron
stressz  valaszok kialakulasdban. Eredményeink is aldtamasztjdk az  Ggynevezett

paraadenohipofizealis neuroendokrin szabalyozas elméletét [508], ugyanakkor a neonatalis

korban indulé érési folyamatok és a stresszvalaszok szabalyozasanak tanulmanyozasa tovabbi
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kivaltasara is. Ezen elkepzelés szerint a 57, sbra 24 6ras anyai szeparaciora létrejové ACTH (A) és

kortikoszteron (B) emekedésekhez tartozé  hipotetikus
aldoszteron (B sziirke és C) emelkedések.

GC-k és MC-k egyiittes termelddése
jobban korreldlhat az ACTH szintekkel, mint a GC szintek Onmagukban. Hipotézisiink
bizonyitasara aldoszteron mérésekre is sort keritettiink és az 57. dbran bemutatott eredményeket
vartuk.

Elképzelésiinket nem sikeriilt igazolni (vs 57. és 44. abra), a GC és MC emelkedések
Osszességében sem kovettek az ACTH szintek valtozasait sem felndtt, sem korai posztnatalis
Brattleboro patkanyokban. Az aldoszteron szintek nagyrész azonosak voltak a két genotipusban,

bar a termelést alapvetden meghatirozd K* alapszintek jol korrelaltak a nyugalmi aldoszteron
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A vérplazma ozmolaritdsa és az ennek kialakitdsaért elsdsorban felelds Na* és C1” ionok
szintje jelentds genotipus fiiggd eltéréseket mutatott (10. tablazat). Ezen so- és vizhaztartas zavar
alapjan is joggal lett volna varhato, hogy az aldoszteron, mint a fenti folyamat szabalyozasaban
részt vevo molekula, termelddésének modosulasaval igyekszik kompenzalni az AVP hianyt.

Meglepd 1) eredményként a kispatkdnyok stressz hatdsdra ugyan kisebb kortikoszteron,

de magasabb aldoszteron szint emelkedéssel reagaltak, mint a felndttek (11. tablazat), ami felveti

a két molekula stressz-folyamat soran betoltott relativ fontossdganak kor fiiggd valtozasat. Ezt a

meglepd eredményt sikeriilt reprodukalni Wistar patkanyokban két kiilonb6zo (a hipoglikémiat

okozd Actrapid injekcion tal az

Feln6tt 10 napos
Kortikoszteron  12x 2.5x
Aldoszteron 6X 13x

immunogén LPS injekcioval is) stresszor

alkalmazasa esetén is [360].

Perinatalis korban hipoxia soran 11. tablazat Hipoglikémia hatdsdra bekovetkez6 hormonszint

masok is figyeltek meg korabban emelkedések mértéke felnott és 10 napos kispatkanyokban.

aldoszteron szint emelkedést [518]. Tovabba human vizsgalatok is megersitik a korai
posztnatalis korban a fokozottabb MC reaktivitast. 3-4 honapos csecsemdkben ACTH kezelés
hatasara 3-szoros aldoszteron szint ndvekedés valthato ki, mig a kortikoszteron szint novekedés
minddssze 1,5-szoros [519]. Ismert tény az is, hogy gyerekkorban a nyugalmi aldoszteron szintek
is magasabbak, és csak késobb csokkennek a felnétt korra jellemz6 szintekre [520-522].

Az aldoszteron szintézis legfontosabb szabalyozdja a RAS ¢és sajat erdményeink is egyes
stresszorok esetén megerdsitették, hogy az aldoszetron szintje kdveti a renin szintek valtozasat.
Azonban példaul a hipoglikémia esetén nem talaltunk ilyen 0sszefliggést. Ezen stresszor esetén
mind allatkisérletek, mind human vizsgalatok szerint sem a plazma renin aktivitis, sem a
noradrenalin szintek nem mutatnak jelent6s emelkedést [519, 523]. Ekkor az ACTH fontosabb
szerepet is betolthet az aldoszteron szintek szabalyozasaban, mint az angiotenzin-II. Elképzelhet
azonban, hogy mas peptidek, mint a leptin [524] és Homer I [525, 526] allnak a perinatalis koru
allatok fokozott aldoszteron termelésének hatterében, de ennek pontos mechanizmusa ismeretlen.

Mivel a hormonszintek alakulasa csak utal a lehetséges hatasra, ezért a hatas
kifejlédéséhez nélkiilozhetetlen receptor/enzim készlet (GR, MR, 11BHSDI1/2) vizsgalatat is
elvégeztiik 45. abra). Ezek soran a hippokampuszban csokkent GR és MR, valamint emelkedett
11BHSD2 szinteket taldltunk a 10 napos allatokban a felndttekkel Oszehasonlitva. Tehat

perinatalis korban a csdkkent kortikoszteron szintek a 11BHSD2 enzim hatasara lokalisan még
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alacsonyabbak ¢és a kevesebb receptoron kisebb hatast tudnak kifejteni, ami tovabb erdsiti az
aldoszteron funkcionalis jelent6ségét. A GR ¢és MR receptorok esetén végzett
immunhisztokémiai vizsgalataink megerésitették eredményeink hitelességét [360].

A genotipusok kozott egyediill a 11HSD2 szintjében talaltunk kiilonbséget, ami
magasabb volt a di/di allatokban. Erre az AVP-hidnyos éllatok magasabb kortikoszteron szintjei
miatt lehet sziikség. Ugyanis perinatalis korban a 11BHSD2 agyban ellatott elsddleges feladata az
éretlen, mitotikusan aktiv agy sejtjeinek védelme lehet a kortikoszteron karosito hatasaitol [527,
528]. A fejlédés soran a 11BHSD2 mind génexpresszios szinten, mind aktivitisiban csokken
[529-531]. Ez hozzajarulhat a GC-k hatasanak korfiiggd novekedéséhez [522].

Az agyi GR sziiletés utani novekedését emberben [532], egérben [533] és patkanyban is
leirtak [534, 535]. Erdekes médon 6reg korban ismét alacsony GR receptor szamok figyelhetéek
meg patkanyban [536]. Tehat a posztnatalis fejlédés soran az Oregedéssel ellentétes iranya
valtozasok mennek végbe, melyek kdzrejatszhatnak pl. a memoria funkciok alakitasaban.

Az agyi MR receptorok f6 funkcidja a GC-k negativ visszacsatolasanak biztositasa [537].
Az MR mRNS szintek egérben [533] és az MR immunreaktivitas patkanyban (sajat adat) is
fejlodésfiiggd valtozdsokat mutat, melyek a hippokampusz egyes részeit eltéré mértékben érintik.
De MR receptorok az agyon kiviil szdmos egyéb szervben (sziv, vérerek, zsirszovet, makrofagok)
is nagy mennyiségben megtalalhatéak [85]. Legujabb elképzelések szerint a nagy népességet
érintd metabolikus szindroma kialakulasaban is szerepet jatszhatnak [538]. Az aldoszteron
hatésait a vesében is ez a receptortipus kozvetiti koszonhetden a helyileg magas 11pHSD2, GC
lebontd enzim koncentracidonak. Spirolaktonnal (aldoszteron antagonista) végzett vizsgalatokkal
nagy hatassal vannak, befolyasolva ezzel a sziv ndvekedését és fejlodését [539].

A perinatalis kori GC szintek alacsonyan tartasanak jotékony hatasai mar régota ismertek
[540, 541]. Tehat a perinatalis kort allatok szervezete igyekezik megelézni a fokozott
kortikoszteront termelésbdl adodo rendellenességeket. Ugyanakkor az is belathatd, hogy nagyobb
mennyiségii hormonnal és egy aktivabb szabalyozé rendszer (11BHSD1/2) segitségével joval
finomabb szabdlyozas érhetd el. Lehetséges, hogy emiatt elényds a szervezet szamara
aldoszteronrol kortikoszteronra valtani a kor eldrehaladtaval, amikor utobbi egyedfejlodésre
gyakorolt kdros hatdsa mar nem jelent szdmottevd problémat. Ugyanakkor a fejléddd szervezetben

a fokozott aldoszteron aktivitas fontos, akar pozitiv GC-szeri funkciokat lathat el [542]. Egyre
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tobb adat all rendelkezésre példaul a metabolizmusra kifejtett GC-szer(i hatasarol [538]. Bar az
aldoszteron elsédlegesen az MR receptorokon keresztiil fejti ki hatdsat, azokon akar GR hatasok
kozvetitésére is képes [543], és néhany irodalmi adat alapjan GR receptorokon is képes lehet
hatni [139]. GR receptor hianyos egerekben (amelyek csak néhany napig képesek tlélni) mind a
renin, mind az aldoszteron szint megemelkedik, ami szintén a hianyz6 GC-k potlasanak jele lehet
[544]. Sajnos tobb kisérletiink, mely soran az aldoszteron GC-szer(i hatasat kerestiik (negativ
visszacsatolas, gliik6z anyagcsere), értékelhetetlennek bizonyult. Nagyobb a valdsziniisége, hogy
a perinatalisan fokozott aldoszteron reaktivitas elsddleges szerepe a soO- és vizhaztartés
egyensulyanak fenntartasa [518]. A vértérfogat szabalyozasa perinatalisan egyértelmiien nagyobb
igénybevételt jelent a szervezet szamara, mint felnétt korban [545]. Tovabbi fontos megfigyelés,
hogy perinatalis korban az aldoszteron nem genomialis mechanizmusokon keresztiil védelmet
nyujt a sejtek térfogat novekedése ellen a vesében és tiild6odéma esetén is [546-548].

Osszességében feltételezhetjiik, hogy perinatdlisan a HHM tengely véghormonjanak az

aldoszteron tekinthetd. Eredményeink megalapozottsagat fokozza, hogy két patkanytorzsben és

kétféle, egymadstdl hatasmechanizmusdban nagyon kiilonbozd stresszor esetén is sikerdilt

bizonyitani a korosztalyok kozotti kiilonbségeket.

6.4. Gyomorfekély

Tovabbi eredményeink egyértelmiien igazoltak, hogy az AVP korfliggden befolyasolja a

gyomornyalkahartya fekélyképzddését, hiszen a fiatal AVP hianyos egyedekben csokkent, mig az

idésekben fokozott fekélyképzddés volt megfigyelhetd ulcerogén ddzisu indometacin injekcid
hatéséra (46. abra). Vizsgalatunk volt az els6, ami igazan oreg allatokat hasznalt és meglehetdsen
fiatalokkal hasonlitotta 0ssze €s kézenfekvd magyarazattal szolgalt a korabbi, ellentmondasos
eredményekhez (lasd 2.4.2.5.1.).

Bér a gyomorfekély stressz-fliggése ismert (szamos kutato stressz-okozta fekélyképzdodést
vizsgdl), de kisérletiinkben egyértelmii Osszefliggést a HHM tengely aktivitdsa ¢és a
fekélyképz6dés kozt nem talaltunk [244].

A kontroll allatok vizsgélata sordn meger0sitettiik azokat a kordbbi megfigyeléseket,
melyek szerint a korral n6 a fekélyképzodés (46. abra A) [255, 549]. Korabbi vizsgalatokban az
etanol-indukalta gyomorfekély mérete nagyobb volt a 14-16, mint a 6-8 hetes allatokban €s ezzel

parhuzamosan csokkent szamos védo faktor (opioidok, kapszaicin, prosztaglandinok) szintje is

112



dc_1097_15

[255]. A huméan szituacié is hasonld, hiszen a gyomorfekély az 55-70 éves férfiak kozott a
leggyakoribb [248]. Jol ismert az is, hogy a nem szteroid gyulladasgatlokhoz kothetd
gyomorfekély képzodés is korrelal a korral [550].

Fontos megemliteni, hogy a di/+-os allatok érzékenysége teljesen megegyezett a +/+
allatokéval, ami megerdsiti, hogy a di/+-os allatok is megfeleld kontrolloknak tekinthetdk.

A korfiiggd valtozasok hatterében az allhat, hogy a fiatal dallatokban, ahol a
mikrocirkulaci6 még jo, az AVP-nek lokalis vazokonstriktor hatasa lehet, fokozva a
fekélyképzodést. Ezt alatdmasztja, hogy AVP immunreaktivitds kimutathatdé a gyomorbol,
aminek lokalizacidja (legmagasabb koncentracié a fundusban) egybeesik a 1ézi6 helyével (46.
abra C) [551]. Kés6bbi korban centralis hatasok kertilhetnek el6térbe [253].

Kisérleteink egy meglepd felfedezése volt, hogy a téplalék visszapotlasara a
gyomorfekély ugyan meggydgyul, de az allatban stlyos bélrendszeri fekélyek alakulhatnak ki
[384]. Ezen ellenétes folyamat tiikkrében nem is csodalkoztunk azon, hogy az AVP is ellentétesen
hat a gyomor- és a bélfekélyek kialakulasara, mig fiatalokban a gyomorfekélyt csokkenti, addig a
bélfekély képzddést valoszintileg noveli (lasd magasabb haldlozas), mig idds allatokban forditott
szerepul.

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy az AVP fizioldgids szerepe nagyon sokrétii és a
gyomor-bélrendszeri fekélyek kialakulasat szamos ponton képes lehet befolyasolni. A direkt
hatdsokhoz hozzdadodnak a hatasara létrejové hormon és metabolikus valtozasok (amelyek fiatal
allatban még csak rovid ideig allnak fenn, mig idésben kronikus hatdsokkal kell szdmolnunk).
Ezen hatasok eredSje erésen korfiiggs. Altalanos tanulsig, hogy a kisérletek tervezésénél
figyelembe kell venni az allat korat, nemét (lasd elsdsorban ndstényeken végzett kisérletek

2.4.2.5.1.) és kiilonos figyelmet kell forditani a megfelel6 kontrollokra.

6.5. Szorongas- és depresszio-szerii viselkedés

Ismert, hogy a stressznek, a stressz hormonoknak ¢és kiilondsen a GC-knak fontos szerepe
van az allatok viselkedésének szabalyozasaban [552, 553]. Mivel az AVP hiany nem befolyasolta
az izomerdt vagy a mozgaskoordinaciot (2. tablazat), ezért tovabbi, az allatok valamilyen

mozgasat feltételezd vizsgalatok értelmezhetdek voltak.
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6.5.1. Szorongas-szeru viselkedés

Szamos korabbi vizsgalat utalt az AVP lehetséges szorongascsokkentd szerepére (pl.
[259, 262, 554]). Az EPM tesztben az irodalomban V1 antagonistakkal végzett kisérletek soran
magasabb szamu nyilt karba valé belépést, valamint nyiltkarban toltott tobb id6t észleltek, vagyis
az AVP 1l-es tipusu receptoranak gatlasaval csokkent szorongasi szintet értek el [263]. Viszont a
V1b antagonistakkal végzett kisérletek soran ellentmondd eredményeket talaltam: egyes
vizsgalatokban nem talaltak eltéréseket az EPM tesztben [555], mig masok szignifikans nyilt kari
aktivitasemelkedést észleltek [294].

Mindenesetre mi sem him (49. abra A [335]), sem néstény Brattleboro anyakon [277]

végzet kisérleteinkben sem talaltunk eltérést a genotipusok kozott normal koriilmények kozott,
még abban az esetben sem, ha nemcsak di/+ kontrollokat alkalmaztunk, hanem +/+ patkanyok is
tesztelésre kertiltek.
Arra gondolhatunk, hogy az AVP ¢élethosszig tartdé hianya a Brattleboro patkdnyokban
befolyasolhatja az AVP szorongascsokkentd szerepét (masodlagos elvaltozasok pl. a dopamin
rendszerben [556]). A himekben megfigyelt mosakodasi magatartas csokkent el6fordulasa a
Brattleboro patkanyokban azonban egyértelmiien a csokkent szorongast jelzi. A mosakodas egy
stressz-csokkentd sztereotip viselkedés [557, 558]. Korabban azt talaltak, hogy a fokozott
mosakodas erdsen Osszefiigg a nyilt kar csokkent felderitésével és szorongascsokkentd kezelés
csokkenti [557, 559-561].

Erdekes médon a periféridas AVP visszap6tlast alkalmazé kisérletinkben szignifikans
kiilonbséget talaltunk a him Brattleboro patkdnyok és +/+ tarsaik kozt, mégpedig az irodalmi
adatokkal Osszhangban a nyilt kari aktivitasuk fokozott volt a di/di allatoknak (48. abra A).
Ebben az esetben az EPM tesztet FST elézte meg, aminek hatasara fokozodik az AVP kiaramlas

nemcsak a vérbe, hanem a szomabol és

il 1 e dendritekbdl az extracellularis térbe is (59. abra)

- : iy ; ﬁ/\f"' [25]. Ez a di/di dllatokban nem kévetkezik be, ami
Po/sample t T a két genotipus kiilonbségének novekedéséhez
Ui oafsr vezethet. Mindenesetre ezen kisérlet f6 célja az

0= Day1 . Dayz  Days  Volt hogy igazoljuk, nem a periférias AVP-hiany

59. Abra Ismételt FST hatasira megné a PVN madsodlagos kovetkezményei-e a magatartési

extracellularis terébe 1iriil6 AVP mennyisége i i ) -
(Engelmann és misai, 2004) valtozasok. Mivel a DDAVP-vel kezelt di/di

114



dc_1097_15

allatok teljesen ugy viselkedtek, mint a kezeletlen AVP-hianyos tarsaik, ezért megéllapithatjuk,
hogy az AVP centralis hatds révén lehet képes befolyasolni a szorongist. Osszetett hatdsaval
azonban tobb ponton is beavatkozhat a folyamatba (lasd példaul V1 antagonista ellentétes

magatartasi hatasai a szeptumban [264] és az amigdalaban [562]), igy egy szisztémas AVP

antagonista kezelés nem tinik j0 farmakoldgiai beavatkozdsnak a szorongdsos tiinetek

enyhitésére, annak ellenére, hogy a V1b antagonista (SSR149415) allatkisérletekben hatékonynak
bizonyult [563]. Bar hatasa sokkal kisebb volt, mint a klasszikus szorongasoldoknak (diazepam)

és elsédlegesen szocialis stresszhelyzetekben nyilvanult meg [294].

6.5.2. Depresszio-szerii viselkedés

A depresszio a HHM tengely kronikus hiperaktivitasaval jar egyiitt [564] és human

mintakban is egyes agyteriileteken emelkedett AVP szintek figyelhetéek meg [565, 566]. Sajat
eredményeink is egyértelmiien alatdmasztjak, hogy az AVP-hidnyos allatok (mind a himek: 47 és
48. abra B ¢és C, [335] mind az anyak [277]) aktivabb megkiizdési stratégiat valasztanak az FST
teszt soran, azaz kevésbé tlinnek depresszidsnak kontroll tarsaikhoz képest. Ez megerdsiti
szamos, him allatokkal végzett kisérlet eredményét. Az AVP velesziiletett hianya, a centralis
AVP receptorok blokkolasa, a szisztémasan beadott specifikus V1b antagonista, a specifikusan a
PVN-be juttatott V1 vagy a bilateralis, intraszeptalis V1b receptor blokkol6 bejuttatasa szintén
csokkentik a lebegés gyakorisagat [256, 275, 294, 335, 555].
Sajat adataink némi variabilitdst mutatnak az egyes FST paraméterek tekintetében. Mig a him
allatokban egyértelmiien csokkent a lebegés, addig az anyakban inkdbb a kiizdés nétt meg. Mig
kozvetleniil az amigdalaba juttatott V1 antagonista hatasara a lebegés idejének csokkenése
mellett a kiizdéssel toltott id6 is szignifikansan né [562]. Az eltéré hatasmechanizmusa
antidepresszansok kiilonb6z6 modon hatnak az FST paramétereire [567]. Elképzelhetd, hogy az
AVP-hiany a két nemben is eltér6 modon befolyasolja az egyes neurotranszmitterek
termelddését, ezaltal finomabb magatartasi alteracidkhoz vezetve.

Mindenesetre a periférias AVP potlas ezt a paramétert sem befolyasolta (48. abra B), azaz
egyértelmiien egy centralis hatasrol van sz6, aminek az irodalmi megitélése is egységes. Erdekes
megfigyelés volt, hogy a nem tul jol automatizalhato teszt esetén az egyszerlien detektilhato
fécesz darabszam nagyon j6l korrelalt a lebegéssel.

A depresszid stresszel vald szoros kapcsolata miatt logikusnak tiint feltételezni, hogy az
AVP a depresszio-szerli magatartasra a HHM tengely befolyasoldsa révén hat. Ennek ellenére
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nem tapasztaltunk direkt Osszefliggést a stesszhormonok akut plazmaszint emelkedései ¢és az
allatok magatartasa kozott (vs 33. és 47. abra). Ezzel 6sszhangban hipofizis irtott allatokon is
(ahol a HHM tengely szerepe nem sz6l bele a hatasba) hatékony volt a V1b antagonista az FST
paraméterckre [294]. A centralis hatast erésitik c-Fos eredményeink is (30. abra). Azaz bizonyos
agyteriiletek alacsonyabb stressz-reaktivitdsa hozzajarulhat a csokkent depresszid-szerl tlinetek

megjelenéséhez.

Mindezek alapjan az AVP j6 terapids célpontnak tiint depresszids magatartdsi zavarok
kezelésére [191, 192, 568]. Ennek a megallapitasnak azt sem mond ellent, hogy a klinikai fazisba
keriilt V1b antagonista SSR149415 human vizsgalatokban nem volt hatékony [273], hiszen ezek
a receptorok elsdsorban a hipofizisen taldlhatok és a HHM tengely miikddését befolyasoljak

[185], mig vizsgalataink inkabb mas agyi tamadaspontra utalnak.

6.6. Impulzivitas

Némileg ellentmondva az AVP memoridban betoltott szerepének, mely Kiterjedt
irodalommal rendelkezik (pl. [260, 309], az operans kondicionalas soran a tanulasi fazisban az
AVP hidny nem befolyasolta a nagy jutalom preferencidjanak megtanuldsat sem him, sem
anyaallatokban. Ez alatamasztja az AVP Osszetett szerepét a memoriafolyamatok
szabalyozasaban.

Bar a himek esetén nem talaltunk kiilonbséget az impulzivitasukban sem, de az
anyaallatokban a normalisan fokozodott dontési (kis jutalom preferencia; 49. dbra C) és motoros
(inadekvat valaszok szama; 49. abra D) impulzivitds novekedése az AVP hidnydban elmaradt.
Jentsch és Taylor a nemek kozotti Kkiilonbséget vizsgalta. Eredményeik szerint a gonadok

eltavolitdsaval, vagyis a nemre jellemzd hormondlis hattér megsziintetésével a himek

impulzivitasa csokken, mig a ndstényekeé Himek Néstények
350 -O-+f+ .
né [569]. Ha meta-analizisnek vetjiik ala o —e-difdiMmek
a him ¢és szliz néstény Brattleboro 3 E
patkanyokon végzett kiserleteink 2 so 50
o 0} H—
, . , - 10 20 30 45 60 B0 100 120 10 20 30 45 60 B0 100 120
eredményeit [570, 571] (60. 4bra) @ Késleltetés (mp) Késleltetds (mp)

lathatjuk, hogy az alacsonyabb inadekvat 60, sbra Motoros impulzivitds him és néstény Brattleboro
patkanyokban. Az A rész megegyezik a 52. abra B részével.
(n=10) (Aliczki és mtsai, 2014, Fodor és mtsai, 2014)

alacsonyabb impulzivitast mutatnak, mint a himek, fliggetleniil a genotipustol. Vagyis a nem

valaszok szdma alapjan a ndstények
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AVP fiiggetlen modon befolyéasolja az impulzivitast. Ugyanakkor laktalé patkanyok esetében mar
az AVP is szerephez juthat, hiszen csak AVP jelenlétében emelkedik meg az anyak impulzivitasa
(49. abra C és D rész), mig AVP hianyaban az a sziizekhez hasonl6 szinten marad. Ezek alapjan

elmondhat6, hogy a laktécid alatti impulzivitds emelkedéshez AVP sziikséges, mely valtozas az

anya szamara eldnyos lehet, ha az még a funkcionalis impulzivitds szintjén beliil marad.

Az impulzivitds és HHM-tengely 0Osszefliggését is felfedezhetjiik, hiszen a sziiz
ndstényekben ugyan nem volt kiillonbség a genotipusok kozt, de a laktalo allatokban fokozottabb
CRH mRNS szintek, valamint nyugalmi kortikoszteron szint emelkedés ¢és mellékvesesuly
novekedés az AVP hidnyaban elmaradt (29. dbra). Valoban, a GC szint mas szerzok szerint is
befolyasolja az impulzivitast, bar a hatas némileg ellentmondasos: pubertaskorban patkanyoknak

adott kronikus kortikoszteron kezelés a motoros impulzivitdst csokkentette, mig a dontési
B

>

@

3
~
]

impulzivitast novelte [572].
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6.7. Agresszié S 3 "
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w
Az AVP agresszidban betoltott ellentmondasos — ° . L. e R —

DDAVP DDAVP

szerepét (2.4.2.5.2.2.) azzal probaltuk feloldani, hogy
egyetlen paradigmdban (a Brattleboro 4allatokban)

vizsgéltuk a nem és a reproduktiv allapot befolyasolo

hatasat [570]. AVP hianyaban nem csak az anyai

=

gondoskodd magatartas (61. abra), hanem a kolykok — 63. abra Anyai magatartds 7 napon at napi
3-szor (8:30, 14:30, 30:30) vizsgalva
védelmezését szolgdld anyai agresszid is csokkenést —(osszesen 420  megfigyelés).  (n=10)
i . o . ##p<0,01 vs+/+ (Fodor és mtsai 2012, 2-3.

mutatott (51. abra). Mig az idGsebb, szexuadlisan  zprak alanian)
tapasztalt himekben nem volt kiilonbség a genotipusok kozt (50. abra B), addig a ,,normal”
felnott him allatok is csokkent mindségi agressziot mutattak (50. abra A): benniik ugyan a
harapasok szdma nem valtozott, de AVP-hianyaban a durva harapas mennyisége alacsonyabb

volt.

Bar elképzelhetd lenne, hogy az AVP-hidnyos allatok megvaltozott so-viz hdztartasa
befolyasolja a kapott eredményeket, de ozmotikus dehidratacionak kitett patkanyok, akiknek a
plazma natrium szintje az AVP-hianyos allatokhoz hasonléan emelkedett (10. tablazat), nem

mutattak eltérd agresszivitast [573].
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Ugyan az agresszivitas alapszintje az aldbbi sorrendben nétt: felndtt him<késoi

laktalo<reproduktiv tapasztalattal rendelkezé him< kora laktald; de az AVP befolydsa nem volt
parhuzamos az agresszi6 fokozodasaval és a kovetkezd sorrendet kovette: reproduktiv
tapasztalattal rendelkez6 him (hatastalan)<feln6tt him (mindségi hatas)<kora laktald (mennyiségi
fiiggetlen volt az alapaktivitastol.
Habar a Kor itt is szerepet jatszhat, hiszen a reproduktiv tapasztalattal rendelkez6 himek egyben
idésebbek is voltak és az agresszid korfiiggd valtozasokat mutat [574]. Az agresszid idébeli
valtozasa az anyakon is megfigyelhetd (vs 51. dbra A és B). Az irodalmi adatoknak megfelelden
mindkét genotipus agresszidjanak szintje csokkent a laktacio elérehaladtaval [383], de a di/di
csoportnak még igy is alacsonyabb maradt az agresszivitasa a késObbi idépontban is, mint a +/+
anyaknak.

A felndtt és reproduktiv tapasztalattal rendelkez6 himek kozotti kiilonbség arra utal, hogy
az AVP interakcioba léphet a tesztoszteronnal. Bar az AVP-nek nincs direkt hatdsa a
tesztoszteron termelésre [575], de mindkett6 erdteljesen befolyasolja az agressziot [576-578].
Feltételezhetjiik, hogy a reproduktiv tapasztalattal rendelkezd himek magas tesztoszteron szintje
érzeketlenebbé teszi Oket az AVP modulalo hatasdval szemben. Az is elképzelhetd, hogy az
egyes agyteriileteken eltér6 AVP hatdsok kioltjdk egymadst, ami a tapasztalt himekben
fokozottabban jelentkezik.

A laktalé anyakban megfigyelhet6 fontosabb szerep dsszefligghet azzal, hogy benniik az
AVP rendszer igen aktiv és az anyai magatartds szabalyozasaban is erdteljes szerepet jatszik
[290, 579, 580]. Az AVP hianyaban elmaradt az anyai magatartasok eldfordulasanak novekedése
(61. abra), ami az anyai agresszio szintjét is befolyasolhatja, hiszen a kdlykok gondozasa kézben
az anyat €r0 taktilis ingereknek agressziot fokozo hatasa van [581].

Bosch az AVP szerepét az anyai agresszio szabdlyozasaban is megvizsgalta a HAB/LAB torzson
[582]. Azt talalta, hogy a centralis amigdala AVP tartalma az agresszivabb HAB csoportnak mind
a nyugalmi értékeknél, mind a LAB csoporténal szignifikansan magasabb volt az agresszio teszt
alatt. VV1a receptor antagonista beadasa csokkentette ennek a csoportnak az agresszivitasat, mig a
LAB allatoknak AVP adéasa novelte azt. Osszességében ennek a munkéanak az eredményét
megerdsitettiik, ugyanis az AVP-hidnyos allatainkhoz hasonlo, csokkent AVP szintii LAB anyak

kevésbé agresszivek, és rosszabb anyak, mint a normal AVP-ji HAB egyedek. Cordero szintén
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pozitiv korrelaciot talalt laktaldo patkanyok agresszivitasa és AVP szintje kdzott a 7. postpartum
napon [285]. V1b antagonista icv akut beadasa a laktalé patkdnyok gondoskodd magatartasat
csOkkentette, viszont az agresszidjukra nem volt hatassal [583], mig V1a antagonista meglepden
novelte azt [584].

Kisérleteink érdekes eredménye az agresszid mennyiségi és mindségi paramétereire
O0sszmennyisége nem, csak a durva harapasok szama csokkent, addig az anyakban mindkét
idépontban csokkent az agresszid mennyiségi mérdszama (harapas), mig a sériilékeny teriiletre
valé tdmadds mennyisége csak a laktacid késdi szakaszaban valtozott. Ezek az eredmények
relevansak lehetnek az abnormalis agresszid allatmodelljeiben, ahol a mindségi valtozok allnak
elétérben [282, 585]. Bar vizsgalati allataink mindegyike természetes agressziot mutatott, de az
AVP erdteljesen hatott a patologidsnak szamitdé mindségi valtozokra. Valdban, human
vizsgalatok szerint is van Osszefiiggés az AVP ¢és a személyiségzavarokban megfigyelhetd
agresszio kozott [283, 285, 300].

Osszefoglalva_kisérleteink az AVP agressziét noveld szerepét tdmasztjak ald, ami

erdteljesen fligg a nemt6l és a reproduktiv allapottol.
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7. Kovetkeztetések

Eredményeink tiikkrében a kovetkezé fobb kovetkeztetéseket vonhatjuk le (d6lt betiivel az AVP

szerepén tulmutat6 altalanos megallapitasok):

1.

10.

11.

Him patkanyokban az AVP nem lényeges a HHM tengely nyugalmi aktivitasanak

fenntartasaban. Ugyanakkor a laktalo éallatokban a kronikusan fokozott nyugalmi HHM
tengely aktivitas fenntartasdban alapveto jelentdségi.

Cafoltuk azt a korabbi allitast, hogy patkanyokban krénikus stressz soran az AVP fontos

szerepet toltene be a HHM tengely szabalyozasaban.
Akut stresszben az AVP-hiany stresszorfiiggé modon csokkenti az ACTH és
kortikoszteron elvalasztast, ami nem esik egybe egyik ismert kategorizalassal sem.

Akut stressz soran az agyban extracellularisan felszabaduld6 AVP lokalis gatlé hatasa

révén segiti a stressz-hormonok szintjének lecsengését.

A Brattleboro allatokban a normalis stresszreaktivitds fenntartasa érdekében nem CRH,
hanem OT emelkedés figyelhetd meg, viszont a funkcionalis kompenzacié nem teljes.
Altalanos szabély, hogy az mRNS és fehérje valtozdsok nem jelzik egyértelmiien egy adott
molekulanak centralis, vagy periférias iiriilését, igy csak az adott lokalis kompartment
vonatkozaséaban értelmezhetok.

A korai posztnatalis életkorban az AVP lehet a kulcsszignal az ACTH elvalasztas akut

stressz alatti emelkedésében, de nincs hatassal a nyugalmi szintekre.

Létezik ACTH-fiiggetlen GC szabalyozas az akut stressz alatt. Ebben a folyamatban a SAS
(katekolaminok, B adrenoceptor) fontos, de nem kizarolagos szerepet toltenek be.
Perinatalisan a HHM-tengely egyik véghormonjanak az aldoszteron is tekinthetd, hiszen
ekkor szintje akut stresszre jobban megemelkedik, mint a kortikoszteroné.

Patologias vonatkozdsban az AVP korfiiggd modon befolyasolja a gyomorfekély
képzddést.

Az AVP szorongasban kevésbé jatszik szerepet, mig hianya csokkenti a depresszid-szerii
tiinetek el6fordulasat, de ebben a vonatkozasban a timadaspontja nem a HHM tengely.
Laktalo anyakban az AVP szerepe fontos lehet az anyai agresszioban, hidnya gatolja az

anyakra jellemz6 impulziv, agressziv viselkedés megjelenését.
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8. Osszefoglalas
A vazopresszin (AVP) fontos szerepet jatszik a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese

(stressz) tengely szabalyozasaban. Kisérleteink elvégzése elétt az volt az altalanos vélekedés,
hogy a kronikus stresszfolyamatok soran né meg a molekula szerepe. Ezt a kérdést természetes
mutacid révén AVP-hianyos Brattleboro patkdnyokban vizsgéltuk. Az allattorzs lehetOséget
teremtett arra, hogy a stresszorok modalitasbeli és intenzitasbeli sokféleségét vizsgalhassuk
an¢lkiil, hogy a kiilonféle beavatkozasok extra stresszének tennénk ki az allatokat.

A kronikus stressz kisérleteink eredményei alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az AVP-
nek inkabb az akut, mint a kronikus stressz soran lezajlo valtozasokban lehet szerepe.
Pontosabban az akut stresszorok esetében is az eddig ismert kategoéridktol (példaul fizikai vagy
pszichologiai) fliggetlen stresszorspecifikus szerepe van az adrenokortikotropin (ACTH, a
stressztengely hipofizealis komponense) és kortikoszteron (a tengely mellékvese komponense)
szint emelésében. Perinatalis korban a stressz altal kivaltott ACTH és a kortikoszteron
stresszvalasz, de a kortikoszteron valasz jelentds volt. Arra kovetkeztettiink, hogy perinatalis
korban az AVP szabalyozza az ACTH elvalasztasat, a kortikoszteron elvalasztasaban pedig az
ACTH-n kiviil mas anyagok (példaul katekolaminok) is nagy szerepet kaphatnak. Meglepd
modon a korai posztnatalis korban az aldoszteron szintje jobban valtozik akut stressz hatasara,
mint a kortikoszteroné, igy feltételezhejiik, hogy ebben a korban az aldoszteron is fontos
stresszhormon.

Patologias vonatkozasban az AVP tovabbi életkor-fiiggd szerepét figyeltiik meg. Az AVP
hianya a gyomorfekély kialakulasat példaul pubertas korban gatolta, mig id6s korban ulcerogén
hatast volt. Pszichés rendellenességek esetén az AVP szorongasban kevésbé jatszik szerepet, mig
a depresszids tiinetek megjelenését fokozhatja, de ezt nem a stressz-tengely befolyasoldsaval
teszi. Az impulzivitds és agresszid tesztek sordn az AVP szerepe a laktdld anydkban volt
erbteljes, ahol hianya az anyakra jellemz6 impulziv, agressziv viselkedés megjelenését gtolta.

Kutatasaink hozzdjarultak az AVP fiziologias és patoldgias folyamatokban betoltott
szerepének jobb megértéséhez ¢és szdmos terdpias célpontra vilagitottak rd. Nem vart
kovetkeztetéseket vontunk le az ACTH-Kortikoszteron, valamint agyi és periférias mRNS-fehérje

disszociacid, az ACTH extraadrendlis hatasa €s az aldoszteron perinatélis szerepe tekintetében.
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8. Summary
Vasopressin (AVP) plays an important role in the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA)

axis regulation as well as in stress-related disorders. A common view suggested that the role of
AVP is especially important during chronic stress. We used the naturally AVP mutant
Brattleboro rat as a model organism. This strain is a good choice for stress studies as we could
examine the role of AVP without any extra, stressful treatment.

The role of AVP was studies in the HPA axis regulation after different acute and chronic
stimuli as well as during the perinatal period. The chronic stress studies lead to the conclusion
that AVP may play a role in acute rather than chronic HPA axis changes. After comparing 19
acute stressors we concluded that AVP has a stressor specific role in acute changes, which does
not follow any known category (like somatic and psychic). We observed that stress-induced
adrenocorticotropin (ACTH, the hypophyseal level of the stress axis) and corticosterone (the
adrenal component) stress response completely dissociated during the perinatal period. In AVP-
deficient Brattleboro pups the ACTH stress response was missing but significant corticosterone
response was visible. Therefore we concluded that during the perinatal period AVP is the main
hypothalamic secretagogue of the ACTH secretion and corticosterone secretion could be
regulated by other substances (e.g. catecholamines). To our surprise during the perinatal period
the level of aldosterone changed more to acute stressors than corticosterone. That let us to
conclude that aldosterone is the main stress-hormone at this age.

Examination of pathological changes led to reveal further age-dependent role of AVP. In
juveniles AVP aggravates the development of gastric ulcer, while in old animals it has a
protective role. Anxiety-related behavioral changes was not influenced by AVP, while AVP
antagonist might be useful in depression, independently from the HPA axis regulation. AVP may
contribute to the enhancement of aggression and impulsivity in lactating mothers, which coud be
an adaptive phenomena.

All in all our studies contributed to the better understanding of the role of AVP in
physiological and pathological processes and highlighted therapeutic targets. Unexpected
conclusions were draw on ACTH-corticosterone dissociation, extraadrenal role of ACTH and

perinatal role of aldosterone.
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