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BEVEZETES

Osszehangolt kozponti idegrendszeri folyamatok sokasdga teszi lehetévé, hogy adaptiv
modon vdlaszoljunk testiink belsd vagy kiils6 kornyezetébdl érkezd kihivdsokra. Bér a
kiilonféle stresszorok eltérd szenzoros €s feldolgozé rendszereket mozgdsitanak az agyban,
minden esetben elérik a stresszvdlasz ,,végs0 kozos utjat” jelentdé hypophyseotrop
neuronokat a hypothalamus paraventricularis magjdban (PVN). Ez a sejtcsoport
szabdlyozott moddon corticotropin-releasing hormont (CRH) és arginin-vazopresszint
(AVP) juttat az agyalapi mirigy portélis keringésébe, ezzel fokozva az adenohypophysis
ACTH-elvélasztasat és végsd soron a mellékvesekéreg gliikkokortikoid-felszabaduldsat. A
gliikokortikoidok negativ feedback hatdsa a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg
(HPA) tengely egyik legfontosabb onszabdlyozé tényezdje, amely hypothalamikus és
extrahypothalamikus OsszetevOket egyardnt tartalmaz. Az extrahypothalamikus feedback a
limbikus rendszeren keresztiil valésul meg: a kortikoszteroid-receptorok expresszidja a
PVN neuroszekrécids sejtjei mellett a limbikus rendszer bizonyos struktdrdira
(hippocampus, septum laterale, amygdala) jellemz0.

A PVN Kkiterjedt afferens 0sszekottetései biztositjdk, hogy a humordlis, a szomato-
és visceroszenzoros, valamint a magasan feldolgozott emociondlis és kognitiv informaciok
egyarant eljutnak a neuroszekréciés CRH-sejtekhez. A mag afferens szabalyozdsanak
megértéséhez fontos az Un. “peri-PVN” modell: a nucleus paraventricularist kozvetleniil
hatarolé sejtszegény zoéna olyan — els6sorban GABAerg — interneuronokat tartalmaz,
amelyek tdvoli bemeneteket fogadnak és egyidejiileg a mag parvocellularis neuronjaira
vetiilnek. A kiilonboz6 agyteriiletekrol befutd rostok részben kozvetleniil innervéljak a
parvocellularis neuronokat, részben indirekt médon, a perinuclearis GABAerg hélézaton
atkapcsolva érik el a PVN neuroszekrécios sejtjeit. A CRH-neuronok kozvetlen serkentd
bemenetet kapnak az agytorzsi visceroszenzoros rendszer, a kdozépagyi szomatoszenzoros
kozpontok, valamint a circumventricularis szervek feldl. Ezzel szemben az
intrahypothalamikus és limbikus eredetli axonok jellemzden a peri-PVN teriiletet célozzak.
A lokélis hédlézat GABAerg elemeit felértékeli az a tény, hogy a limbikus projekciok
neurokémiai fenotipusa és hatdsa a parvocellularis rendszerre nem azonos eldjeli. A
ventralis subiculum és az infralimbikus kéreg gatolja a HPA-tengely stressz éltal kivaltott
aktiviacidjat. Mindkét régié projekcids neuronjai dontden serkentd glutamaterg sejtek,
amelyek hatdsat az intrahypothalamikus GABAerg interneuron-hdlézat forditja 4t a
parvocellularis neuronokat eléré gétlassd. Hasonl6 médon magyarazhat6 az a tény, hogy a
medialis €s a centralis amygdala principalis sejtjei jellemzéen GABAerg fenotipusuak,
azonban mindkét régié serkenti a HPA-tengely miikodését. A PVN neuronhdlézati
szabdlyozdsaban tehat a lokdlis GABAerg neuronpopuldcidnak kitiintetett szerepe van.

A hypothalamust és azon beliil a PVN parvocellularis neuroszekrécios sejteit
kiillonosen gazdag GABAerg innerviacio jellemzi: az ultrastruktdralis vizsgalatok szerint a
CRH-neuronokon végzddo szinapszisok kozel 50%-a GABAerg. A neuroanatomiai €s
elektrofiziologiai eredmények alapjdan a PVN GABAerg bemenetét elsOsorban



intrahypothalamikus gatlésejtek adjdk, amelyek elszértan taldlhatéak az anterior
hypothalamikus teriileten, az anterior perifornicalis régiéban €s a peri-PVN zoénaban. A
lokalis GABAerg interneuronok mellett a nucleus interstitialis striae terminalis gatldsejtjei
is hozzdjarulnak a mag gitl afferenticidjdhoz. Az élettani és farmakoldgiai vizsgalatok
szerint a GABAerg jelatvitel befolydsoldsa a PVN-ben erdteljes HPA-vélaszhoz vezet.
Tovéabba ismert, hogy a HPA-tengely alapszintli miikodése tonusos GABAerg gatlds alatt
van, amelyet feltehetéen a kiilsé bemenetek altal “meghajtott” lokdlis GABAerg hélézat
biztosit. Az irodalom kovetkezetesen hangsilyozza az intrahypothalamikus interneuron-
halézat fontossdgat a limbikus hatdsok kozvetitésében (pl. a HPA ténusos gétldsdban),
azonban keveset tudunk arrél, hogy ez a neuronpopuldcié 6nmagaban hogyan befolyéasolja
a PVN neuroszekrécidés miikodését. A vizsgélataink megkezdésekor nem ismertiik, hogy a
lokalis GABAerg bemenet milyen mdédon szabdlyozza a CRH és AVP génexpresszidjat,
illetve, hogy milyen intrinsic GABAerg mechanizmusok miikkddnek stressz soran.

CELKITUZESEK

A. A paraventricularis régié intrinsic GABAerg miikodésének vizsgalata in vitro
organotipikus hypothalamus szelettenyészeten az aldbbi szempontok szerint:
Al. alkalmas-e az organotipikus szelettenyészet mint modell a parvocellularis
CRH-neuronok szabalyozasi kérdéseinek vizsgélatara?
A2. kimutathat6 ebben a rendszerben a PVN ténusos GABAerg gétlasa?
A3. hogyan befolyédsolja a GABAerg neurotranszmisszié a CRH és az AVP
bazélis expresszidjat in vitro?

B. A PVN GABAerg bemenetének a HPA szabdlyozdsaban betoltott szerepét éber,
szabadon mozg6 patkanyon kivantuk vizsgalni. Kérdéseink a kovetkezoek voltak:
B1. milyen transzkripcios, sejtaktivacios és szekrécios kovetkezménnyel jar a

GABAerg tonus felfiiggesztése a paraventricularis régiéban?
B2. hogyan szabdlyozza a bazélis CRH és AVP génexpressziot a PVN
GABAerg bemenete in vivo?

C. A GABAerg rendszer stresszvdlaszban betoltott szerepét két tovabbi kisérleti
modellben kivantuk vizsgalni.
C1. azonositani kivantuk a stressz dltal aktivalt kozponti idegrendszeri
GABAerg neuronokat a GAD65-eGFP génmddositott egértdrzsnél
C2. meghatarozni, hogy a GABAerg transzmisszi6é farmakoldgiai befolydsoldsa
milyen hatdssal van a PVN stressz dltal okozott neurondlis aktivacidjara



ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Az in vivo vizsgélatokat felnott, him Wistar patkdnyokon (Toxi-Coop), valamint felndtt,
him Tg(GADG65_3e/gfp3.3)#15 génmddositott, ill. C6CBA és CO6CBAF2 vad tipusu
egereken (MTA KOKI Orvosi Géntechnolégiai Részleg) végeztik. Az in vitro

szelettenyészetet 6-7 napos kord, him Wistar patkdnyok (Toxi-Coop) hypothalamusabdl
preparéltuk. A laboratériumi dllatok tartdsa és a veliik valé6 bandsmod megfelelt a magyar
(243/1998-as  Allatvédelmi Torvény) és az eurdpai (86/609 EEC) eldirdsoknak. A
kisérleteinket az MTA KOKI Allatkisérleti Etikai Bizottsaga, valamint a Budapest Févarosi
Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Allomds Etikai Tandcsa hagyta j6vd (eng.sz.:
25-14-12/1999).

In vivo vizsgalatok

Mikroinjekcio. Mély anesztéziaban sztereotaxias agycélzassal vezetOkaniilt iiltettiink a
PVN f{olé, amelyet a kisérlet napjan meghosszabbitottunk, majd a Parada-féle
tdvbeaddsos moddszerrel fémkapilldrist vezettiink le a megfelelé mélységi pozicioba.
Ezen keresztiil injektaltunk a 0,5 pl térfogatban 25 pmol bicuculline methiodide-ot
szabadon mozgd patkanyok PVN-jébe. Az in vivo kisérleteket minden esetben azonos
napszakban — reggel 8 és 9 kozott — kezdtiik, hogy elkeriiljiik a diurndlis ingadozéasbodl
ad6do hibat.

Stressz. Stresszorként rovid éterinhaldciét hasznéltunk, amely sordn az dllatotokat 5
percre egy étergdzzel telitett, zart iivegedénybe helyeztiik. Az éterexpozicié utdn az
allatok visszakeriiltek a ketreciikbe, ahol a kisérlet végéig — patkdnyokndl a stresszt
kovetd 120. perc, egereknél 10., ill. 90. perc — tartézkodtak.

Vérvétel és hormonmérés. Patkdnyoknal a mikroinjekcié idépontjahoz képest -10., 0.,
5., 10., 20., 30., 60., 90. és 120. percnél vena jugularis kaniilon keresztiil levett
sorozatmintdkbol, egereknél a stresszt kovetd 10. percben gyors dekapitdlds utdn a
torzsbdl nyert egyedi mintdkbdl hatdroztuk meg a plazma ACTH-szintjét direkt
radioimmunassay segitségével. Az egyes méréseken beliili és kozotti variancia 4,7
illetve 7 %-os volt.

Mikrodializis. A sajat készitésti mikrodializis szondat mély anesztéziaban sztereotaxias
agycélzéssal iiltettiik be a PVN mellé. Az anyagbeadds a kisérlet teljes ideje alatt (10 +
120 perc) folyamatosan tortént; a vegyiiletek koncentracidja a dializdlé folyadékban
100 uM muscimol és 1,2 mM chlordiazepoxid volt. A vegyiiletek felolddsara és
kontroll oldatként mesterséges cerebrospinalis folyadékot (ACSF) hasznéltunk.
Intrakardialis perfuzié. Az dllatokat a kisérlet végén tdlaltattuk, majd
szobahémérsékletli fizioldgids séoldattal és 0°C-os 4 %-os paraformaldehid oldattal
perfiziésan fixaltuk. Az eltdvolitott agyakat 10 %-os szachar6zos paraformaldehid
oldatban posztfixaltuk, majd cukros kalium-foszfat pufferbe tettiik.



In vitro vizsgalatok

Organotipikus hypothalamus szelettenyészet. 6-7 napos Kkord patkdnyok
hypothalamuséabdl szovetdarabold késziilékkel 400 pum vastag coronalis siku szeleteket
készitettiink. A PVN-t tartalmazu szeleteket egy tenyésztOmembrdnra vittiik 4t, amelyet
a tenyésztOtap-levegd fazishatdron tartottunk fent 37°C-os és 5 % CO,—ot tartalmazd
termosztitban. A tenyésztés elsd 10-12 napja szérumos tdpoldatban tortént, amelyet a
kisérletek eldtt két nappal szérummentesre cseréltiik.

Tapok és kezelések. A szérumos tenyésztdoldat Basal Medium Eagle, Hanks’
Balanced Salt Solution és hdinaktivélt 16savé keveréke volt, amelyet gliikozzal, L-
glutaminnal és streptomycin-penicillin oldattal egészitettiink ki. Szérummentes tapként
és kontroll oldatként Basal Medium Eagle oldatot haszndltunk gliik6zos és L-
glutaminos dusitassal. A kezelések 3 oras idotartalmiak voltak, melyeket az aldbbi
vegyiiletekkel végeztiik: 50 uM bicuculline methiodide, 500 nM corticosterone-HBC,
10 nM dexamethasone, 10 uM forskolin, 50 mM kalium-klorid, 1 uM tetrodotoxin.
Hormonmérés. A tip kortikoszteron-szintjét direkt radioimmunassay segitségével
hataroztuk meg. A mérés érzékenysége 1 pmol/ml; a mérésen beliili €s kozotti variancia
7 és 24 % volt.

Szovettani modszerek

Metszés és szovettarolas. A patkdnyagyakbdl 30 wm, az egéragyakbdl 20 um vastag
sorozatmetszeteket készitettiink Reichert-tipusu fagyaszté szankamikrotomon. A
metszés, a -20°C-on fagydllé folyadékban torténd szovettarolds €s a késObbi szovettani
feldolgozas ribonukledzmentes koriilmények kozott tortént.

Fénymikroszképos ¢és floureszcens immuncitokémia. Az immuncitokémiai
reakciokat standard avidin-biotin-peroxiddz moddszerrel végeztiik. Elsddleges
antitestként nyulban termelt poliklondlis anti-c-Fos (1:20000), ill. monoklonélis anti-
MAP-2 (1:1000) antitestet, mdasodlagos antitesként biotinnal konjugilt specifikus
antiszérumot hasznéltunk. Kromogénként 3,3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid
szerepelt, a reakcid erOsségét nikkel-ammonium-szulfittal intenzifikdltuk. A c-Fos
protein immunfluoreszcens kimutatdsdndl mdsodlagos antitestként Alexa 594
fluoreszcens festékkel konjugdlt savét haszndltunk. A szérumok penetracidjanak
novelése érdekében a savokat Triton-X 100 tartalmud kédlium-foszfat-pufferben vettiik
fel. Az egyiitt értékelendd szovetek immuncitokémiai reakcidjat azonos koriilmények
kozott, ugyanabban az osztott inkubdlétalcaban végeztiik.

Elektronmikroszképos immuncitokémia. A szeletpreparatum elektronmikroszk6pos
vizsgalatit Dr. Miklos Ildik6é végezte. A tenyészeteket magas koncentrdcidju glutér-
aldehides paraformaldehid-oldattal fixaltuk, majd dehidrdlds és Durcupan ACM
gyantdba d4gyazds utdn utramikrotémmal 50 nm vastagsdgd sorozatmetszeteket
készitettiink. A metszeteket formval hartyaval bevont nikkel gridre usztattunk, és ezen a
feliileten tortént az immuncitokémia. Primer antitestként a GABA-glutaraldehid-BSA
konjugatum ellen nyudlban termelt ellenanyagot (1:2000; Dr. Somogyi Pétertdl),



madsodlagos antitestként kolloiddlis arannyal megjelolt kecske eredeti nyul elleni
antitestet haszndltuk. A kontrasztozas telitett uranil-acetatos és 6lom-citrdtos oldattal
tortént.

In situ hibridizacios hisztokémia és autoradiografia. Az AVP hnRNS riboprébat Dr.
T.G. Sherman (Georgetown University), a CRH mRNS prébat Dr. K. Mayo
(Northwestern University), a GAD67 mRNS prébat Dr. A.J. Tobin (UCLA), a GAD65
mRNS prébat Dr. Szabé Gabor (MTA KOKI) éltal konstrudlt plazmidrdl irtuk at. Az
adott RNS szekvenciat felismerd probakat 3S-UTP-vel jeloltiik meg. A hibridiz4cids
jelet rontgenfilmen, majd NTB-3 autoradiografids emulzidval tettiik lathatéva. Az
emulzioba martott targylemezeket a CRH, a GADG65 és a GAD67 mRNS esetében 5-7
napig, az AVP hnRNS esetében 2-3 hétig exponaltuk. Ezt kdvette az elohivas D-19-es
hivéoldatban, majd a hattérfestés Nissl-szerint és a fedés.

Kombinalt immuncitokémia és in sifu hibridizacio. A c-Fos protein és GAD67
mRNS egyiittes kimutatdsakor az immuncitokémiai reakcio tortént az elsd 1épésben, ezt
kovette az in situ hibridizacié. Az immuncitokémiai reakcié menete a fent leirt médon
tortént, azzal a 1ényegi kiilonbséggel, hogy a szoveti RNS-ek megdrzésének érdekében
1.) nem kezeltik H,O,-dal a szoveteket, 2.) normdl szérum helyett tisztitott borju
szérum albumint alkalmaztunk, 3.) az RN4z aktivitds gatldsara heparint adtunk az
inkubalé oldatokhoz és 4.) a reakcidt nikkel intenzifikacié nélkiil hivtuk eld.

Kvantitativ képelemzés

Denzitometria. Az emulziés autoradiogrifids mintdk kiértékeléséhez egy Nikon
Eclipse E600 mikroszkoépra szerelt SPOT RT kamerdval digitalizaltuk az anyagot, a
mérést az NIH Image 1.59 szoftverrel végeztiik. A szelettenyészetek egy csoportjandl a
hibridizaciés jel mennyiségi meghatarozdsdhoz Fuji FLA 3000 Phosphoimager
rendszert és az AIDA kiértékeld programot hasznaltuk.

Sejtszamolas. A fénymikroszkopos anyagot a fenti képrogzitd rendszerrel, a
fluoreszcens mintdkat az ugyanerre a mikroszkopra szerelt epifluoreszcens feltéttel
digitalizéltuk. A kolokaliz4cids vizsgdlatokndl az adott 14t6tér eGFP fluoreszcens jelét
FITC sztir6vel, az Alexa 594-nel megjelolt c-Fos-pozitiv sejtmagokat G-2A sziirvel
olvastuk be, majd a SPOT 3.4 programmal hoztuk 1étre az adott 1at6tér kettdsen jelolt
képét. A sejtszamoldshoz az ImageJ 1.29 programot hasznaltuk.

Statisztikai modszerek

Az eredményket az atlag + SEM feltiintetésével abrazoltuk, a statisztikai szignifikancia

megdllapitdsa a STATISTICA 6.0 programcsomaggal tortént. Két csoport esetén t-probat,
ennél tobb csoport esetén variancianalizist (ANOVA) hasznédltunk. A post-hoc
Osszehasonlitdsokra a Dunett-féle, illetve az ,,Unequal N tesztet haszndltuk. Mindkét

esetben a statisztikai szignifikancia hatarat p<0,05-nél hiztuk meg.



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Intrinsic GABAerg gatlas organotipikus hypothalamus szelettenyészeten

Az organotipikus hypothalamus szelettenyészet anatomiai jellemzése

Elsé 1épésként bedllitottuk az organotipikus szelettenyészet technikat. 12-14 napos
tenyésztési id6 utan differencidlt morfol6gidji hypothalamikus neuronokat mutattunk ki a
tenyészet MAP2-immunfestésével. A szelettenyészeteken a CRH mRNS-t expresszalo
neuronok — az in vivo anatodmiai viszonyokkal megegyezden — a 3. agykamra ependymadja
mellett kétoldalt, lepkeszarnyra emlékeztetd sejtcsoportot alkottak. Az intrahypothalamikus
gatld bemenetek koziill a PVN-nel szomszédos perinuclearis GABAerg sejtcsoportot a
szelettenyészetiink is tartalmazta. A GABAerg sejtek jelenlétét a GAD67 mRNS in situ
hibridiz4cidjdval mutattuk ki a szeleten. A tenyészetek elektronmikroszkdpos vizsgalatdval
a kéthetes tenyésztési id6 utdn is jol megdrzott ultrastruktirit taldltunk; bedgyazds utdni
immunarany technikdval GABA-immunpozitiv termindlisokat mutattunk ki, amelyek
szimmetrikus szinapszisokat alkottak a PVN teriiletén. Mindezek a megfigyeléseink
megerdsitik a PVN GABAerg bemenetének részben lokdlis eredetét. A szeleten bazélisan
is mérhet6 CRH mRNS expressziéval szemben, nem tudtunk Iényeges AVP hnRNS-t
kimutatni a PVN-ben in vitro. Annak eldontésére, hogy ez az AVP-gén vagy a Kkiilso
bemeneteitdl megfosztott PVN hdélézati sajatossdga, egy mdsik parvocellularis
vazopresszinerg sejtcsoportb6l, a nucleus suprachiasmaticusbdl készitettiink szelet-
tenyészetet. Azonos in vitro korillmények kozott fenntartva a suprachiasmaticus magban
folyamatos AVP hnRNS expressziét tudtunk kimutatni.

Az organotipikus hypothalamus szelettenyészet funkciondlis jellemzése

A tenyésztett PVN CRH-expresszidja szignifikdinsan megemelkedett a 24 Oras
szérummegvonds (p=0,0088), valamint a forskolin kezelés (p=0,0154) hatdsdra. A CRH
mRNS stimulusra adott transzkripcids védlasza mellett megvizsgéltuk a génexpresszid in
vitro valaszkészségét a giatld hatdsokra is. A kortikoszteron 70 %-kal (p=0,0019), a
dexamethasone 87 %-kal (p=0,0006), a tetrodotoxin kezelés 53 %-kal (p=0,0023)
csokkentette a PVN-ben a CRH mRNS expresszios szintjét. Mindezek az eredmények
megerdsitik a gliitkokortikoid negativ feedback lokélis Osszetevdjét. Bar bazdlisan nem
tapasztaltunk AVP-expresszidt a PVN teriiletén, a tenyészetek forskolinnal torténd kezelése
utdn a parvocellularis PVN-ben megjelent az AVP hnRNS hibridizéciés jele; mutatva,
hogy a CRH-neuronok ebben az in vitro modellben is megérzik AVP koexpresszald
képességiiket. A c-fos gén indukélhatésdganak megéllapitdsara 50 mM kalium-kloriddal,
illetve forskolinnal kezeltik a tenyészeteket. A paraventricularis szelettenyészeteink
alacsony alapszintli c-Fos-immunoreaktvitdst mutattak, azonban mindkét kezelést kovetden
nagymértékii c-Fos indukciét tapasztaltunk diffizan a hypothalamus szovet teljes
kiterjedésében.



Sejtaktivdcios és transzkripcios vdlasz a GABAa-receptor antagonista hatdsdra in vitro

A 3 6rés bicuculline methiodide kezelést kdvetden jelentds c-Fos indukcidt tapasztaltunk,
amely — szemben a kalium-klorid és a forskolin hatdsaval — elsOsorban a paraventricularis
magra korldtozodott. Az antagonista hatdsara aktivalodott sejtek elhelyezkedése
megegyezett a PVN CRH mRNS-t expresszal6 medialis parvocellularis dorsalis
almagjaval. Eredményeink jelzik, hogy a c-Fos nem csupdn az excitdtoros hatdsokra
aktival6do celluldris marker, hanem alkalmas a gatlds aldl ‘“kiszabadul6” sejtek és
diszinhibicios jelenségek kimutatdsdra is. A szérummentes kontroll tenyészetekkel
Osszehasonlitva az antagonistaval kezelt csoportban a CRH mRNS szintje 61 %-kal
(p=0,0156) emelkedett meg a PVN-ben. A bicuculline kezelés transzkripcidés hatdsa
nagysdgdban megegyezett a pozitiv kontrollként alkalmazott forskolin utén tapasztalt CRH
mRNS hibridizacios jelintenzitassal (p=0,9503). Szérummentes koriilmények kozott az
AVP hnRNS in situ hibridizaciés jele a parvocellularis PVN-ben a mérési kiiszob
kornyékén volt. Ugyanakkor mind a bicuculline, mind a forskolin kezelés hatdsdra erdteljes
AVP hnRNS expresszi6 megjelenését figyeltik meg a PVN CRH-t expresszalo
parvocellularis régidjaban. A GABA-receptor antagonista utan kialakul6 celluléris (c-Fos)
és transzkripciés (CRH, AVP) aktivacié valdsziniisiti, hogy a parvocellularis neuronok
lokdlis eredeti (<200-300 um) GABAerg afferensei onmagukban — a tivoli bemenetek
nélkiil is - képesek 1étrehozni GABAerg gatl6 tonust a PVN-ben.

Centralis GABAerg tonus a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg rendszerben

Neurondlis aktivdcio szabadon mozgo patkdany hypothalamusdaban a GABA s-antagonista
intra-PVN mikroinjekciojdt kovetoen

A bicuculline methiodide mikroinjekcidjat nagymértékii c-Fos-indukcié kovette a beadast
kovetden 120 perccel. Intenziv festddést tapasztaltunk a perifornicalis teriileten és a
subparaventricularis zéndban, tovdbba a nucleus dorsomedialis €s a lateralis hypothalamus
teriiletén. A GABA-antagonista dltal kivéltott c-Fos-ir minden esetben kisebb mértékii
volt magdban a PVN-ben, mint a maggal kozvetleniil szomszédos teriileken. A
paraventricularis magon beliil a c-Fos-ir nem mutatott sem magnocellularis, sem
parvocellularis preferencidt. A parvocellularis teriileten c-Fos pozitiv sejtmagokat
figyeltink meg mind a medialis parvocellularis (hypophyseotrop), mind a ventralis és
dorsalis parvocellularis (autondm) almagokban. Annak vizsgélatara, hogy a PVN koriili
sejtaktivacio érinti-e a perinuclearis GABAerg sejteket, kombindlt c-Fos immuncitokémiat
és GAD67 mRNS in situ hibridizacidt végeztiink a két marker kolokalizdcidjanak a
kimutatdsara. A kettdsen jelolt mintdinkon a GABA-antagonista ltal eldidézett c-Fos-ir
megtaldlhaté volt a GAD67 mRNS pozitiv sejtekben, a c-Fos-indukcié azonban a régid
jeloletlen, nem-GABAerg profiljaira volt jellemzd. Ismert, hogy glutamaterg bemenete is



jelentds részben lokalis eredetli, és nem nem kizart, hogy a bicuculline-mikroinjekcid
hatdsdra aktivédlédott peri-PVN sejtek egy része glutamdterg fenotipusd, és a GABAj-
antagonista hatdsdban a glutamaterg transzmisszié fokozddasa is szerepet jatszik.

Transzkripcios és szekrécios vdlasz a GABAs-antagonista lokdlis beaddsa utdn

A bicuculline beaddsat kovetéen 83 %-os (p=0,0189) AVP-expresszié emelkedést
tapasztaltunk injektdlt oldali PVN parvocellularis részében, véltozatlan magnocellularis
AVP hnRNS szint mellett. A GABAj-antagonista intra-PVN mikroinjekciéja utin
ugyanakkor nem észleltiink mérhetd véltozast a PVN CRH mRNS expresszidjaban a
kontrollhoz képest (p=0,2647). Mindez Osszhangban 4all azokkal az elgondoldsokkal,
amelyek szerint a hypophyseotrop CRH-neuronokban a CRH a HPA-tengely alapténusat
allitja be, és a parvocellularis AVP biztositja az ACTH szekretagdg ,.koktél” specificitdsat
és érzékenységét mind a serkentd, mind a gitl6 szigndlokra. A GABA-antagonista
szekrécios hatdsanak vizsgélatira a mikroinjekcioval pdrhuzamosan meghataroztuk a
plazma ACTH-szintjét. A bicuculline beaddsa utdn a plazma ACTH-koncentracié gyorsan
és tranziens modon megemelkedett. A mikroinjekcio eldtti 13,6 + 2,2 fmol/ml alapszintrél
5 percen belill elérte a 256,6 + 43,0 fmol/ml-es csucsértéket. Ez a szekrécids vélasz
nagysagdban 0sszevethet0 az akut stressz éltal okozott ACTH-emelkedéssel. Ismert, hogy a
glutamaterg vagy noradrenerg transzmisszié befolydsoldsa onmagédban csak kismértéki
HPA-vélaszt valt ki. Az akut stressz sordn tapasztalhat6 HPA-aktiviciohoz a PVN
glutaméterg/katekolaminerg bemenete mellett tehdt mds serkentd hatdsok is sziikségesek,
az egyik ilyen mechanizmus lehet a GABAerg ténus lecsokkentése a magban. A PVN
katekolaminerg, neuropeptid Y és angitotenzin II afferenseir6l mar kimutattak, hogy
preszinaptikusan képesek lecsokkenteni a GABA felszabadulasit, és ilyen modon aktivalni
a parvocellularis neuronokat.

Stressz altal okozott GABAerg aktivacio a kozponti idegrendszerben

A GADG65-eGFP génmodositott egértorzs hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg
rendszerének és stresszvdlaszdnak jellemzése

A vad tipusi kontroll egerek hypothalamikus GAD65 mRNS expresszidjaval
megegyezden, a transzgenikus egérvonalndl eGFP-pozitiv sejteket a legnagyobb szamban
az area preopticdban, az anterior és lateralis hypothalamikus teriileten taldltuk.
Alacsonyabb szintii volt az eGFP kifejez6dése a nucleus dorsomedialis hypothalami és a
perifornicalis teriileten. A paraventricularis régié eGFP-fluoreszcencidja megfelelt az in
situ hibridizaciéval kimutatott GAD65 mRNS expressziés mintdzatdnak: jelentés eGFP-
expresszié volt megfigyelhetd a peri-PVN teriileten; magdban a PVN-ben sem GADG65
mRNS-t expresszid, sem eGFP-fluoreszcencia nem volt megfigyelhetd. A GAD65-eGFP
egértorzs stresszreaktivitdsat éterbelélegzéses modellben vizsgédltuk. Az éterstressz altal
kivaltott c-Fos-indukci6 teriileti eloszldsa megegyezett a transzgenikus és a vad tipusu



csoport kozott. A PVN c-Fos-immunreaktivitdsdra a stressznek szignifikdns hatdsa volt
(p=0,0049), a genetikai héttér ugyanakkor nem befolydsolta sem a bazélis, sem a stressz-
indukalta c-Fos-t (p=0,7030). Az ACTH-szintre szignifikdns hatdsa volt a stressznek
(p=0,0015), mig a genotipusnak nem hatott sem a bazdlis, sem a stressz-indukédlta ACTH-
szekréciora (p=0,9018).

Stressz-indukdlta c-Fos és eGFP kolokalizdcioja a GAD65-eGFP transzgenikus egértorzs
kozponti idegrendszerében

Az éter belélegzését kovetden jelentds c-Fos-indukcidt tapasztaltunk a PVN parvocellularis
részében, a piriformis kéregben, a kozépvonali thalamusmagokban, a septum laterale-ban, a
nucleus interstitialis striae terminalisban €s az anterior hypothalamikus teriileten. A
legmagasabb c-Fos-ir-t a PVN-ben (110,5 + 6,5 sejt/teriilet) és a piriformis cortexben (81,8
+ 2,5 sejt/teriilet) taldltunk. A vizsgélt régidok kozill az eGFP-expresszi6 a PVN
subparaventricularis zéndjdban (56,9 + 2.2 sejt/teriilet) €s az anterior hypothalamikus
teriileten (48,1 * 5,4 sejt/teriilet) volt a legmagasabb. A legnagyobb c-Fos/eGFP
kolokaliz4cids ardnyt a septum laterale-ban tapasztaltunk, ahol a c-Fos-pozitiv sejtek 21,0
8,3 %-a, az eGFP-pozitiv sejtpopuldcié 14,0 £ 4,2 %-a volt kettdsen jelolt. Jelentds c-
Fos/eGFP kolokalizaciot mutatott még a nucleus interstitialis striae terminalis, anterior
hypothalamikus area és a PVN subparaventricularis zéndja. A fenti teriiletekrdl ismert,
hogy a PVN gitlé bemenetét adjdk, valamint az eléagyi bemenetek dtkapcsold strukturai a
PVN felé. Eredményeink alapjan a stressz lokdlis és extrahypothalamikus GABAerg
neuroncsoportokat aktival, amelyek — a gliikortikoidok negativ visszacsatoldsaval
parhuzamosan — feltehetden részt vesznek a stresszvalasz befejezésében.

GABA4-agonistdk hatdsa a PVN stressz dltal okozott c-Fos indukciojdra

A GABA-receptorok kompetitiv agonistajat (muscimol), ill. egy benzodiazepin-receptor
agonistat (chlordiazepoxid) mikrodializaltunk az éterstressznek kitett patkanyok
paraventricularis régidjaba, a sejtaktivaciot c-Fos immuncitokémidval mutattuk ki. A
vegyliletek koziil a muscimol hatdsa szignifikdnsnak bizonyult: 62 %-kal (p<0,05)
csokkentette a PVN stressz-indukdlta c-Fos-ir sejtmagjainak a szdmdt. Kisérletiinkben a
lokalisan beadott benzodiazepin ugyanakkor nem befolydsolta a stress-indukdlta c-Fos-
indukciét. A klasszikus benzodiazepinekrél ismert, hogy alacsony doézisban gétoljak,
magasabb dézistartomanyban aktivaljdk a HPA-t és maguk is c-Fos-t indukédlnak a PVN-
ben. Az irodalmi adatok alapjan a CRH-sejteken a GABAx-alegységek koziil az a2-, mig a
GABAerg afferensein az ol-alegység altal kozvetitett hatds domindl. Elképzelhetd, hogy
az altalunk haszndlt nem-szelektiv benzodiazepin-ligand egyarant aktivilta GABAj-
receptorokat a peri-PVN régié GABAerg sejtein és a parvocellularis neuronokon, és e két
hatds ereddjeként nem tapasztaltuk c-Fos-vdlaszt. Tovabbd nem zarhaté ki, hogy a
benzodiazepinek anxiolitikus hatdsai mellett a neuroendokrin hatdsokhoz is sziikségesek a
magasabbrendii (kérgi) teriiletek.



OSSZEFOGLALAS

1.) Beallitottuk az organotipikus hypothalamus szelettenyészet technikat és jellemeztiik a
PVN CRH-neuronjait in vitro. Kimutattuk, hogy a szelettenyészet alkalmas a PVN lokélis
szabdlyozdsi mechanizmusainak vizsgalatara.

2.) A szelettenyészeten a CRH-gén serkentd €s gatld hatdsokra adott transzkripcids vélasza
J6 egyezést mutatott az in vivo megfigyelésekkel. In vitro is kimutattuk a stimulus dltal
kivaltott parvocellularis AVP-expressziot. A szelettenyészeten nyert eredményeink egyben
megerdsitik a gliikkokortikoid negativ feedback lokalis 6sszetevdjének a 1étezését.

3.) Organotipikus szelettenyészeten kimutattuk, hogy a tdvoli bemeneteitél megfosztott
PVN-ben a parvocellularis CRH és AVP expresszidja ténusos GABAerg gatlds alatt van,
amelyet a lokdlis GABAerg afferensek hoznak létre.

4.) In vivo, a lokdlis GABAerg tonus a felfiiggesztése jelentds sejtaktivaciot okoz a PVN-
ben és a maggal szomszédos peri-PVN régidban, valamint fokozza a parvocellularis AVP
transzkripcidt és aktivdlja a HPA-tengelyt. Eredményeink alapjin feltételezziik, hogy a
GABAerg tonus lecsokkentése a magban — mds bemenetekkel egyiittmiikodve — hozzdjarul
a parvocellularis rendszer stressz altal okozott aktivicigjahoz.

5.) A GAD65-eGFP génmddositott egérmodellen kimutattuk, hogy stressz sorin GABAerg
neuronok aktivalédnak a hypothalamusban és a limbikus rendszerben. Eterstressz altal
mozgositott GABAerg sejteket a legnagyobb ardnyban a lateralis septumban, a nucleus
interstitialis striae terminalisban, az anterior hypothalamikus teriileten és a PVN sub-
paraventricularis zondjaban taldltunk. Ezekr6l a GABAerg sejtcsoportokrdl ismert, hogy a
PVN gitl6 bemenetét adjak és a limbikus bemenetek atkapcsolé struktirdi a mag felé,
ezaltal részt vehetnek a stresszvélasz befejezésében.

6.) Kimutattuk, hogy stressz sordn a GABA s-receptorok aktivacidja képes lecsokkenteni a
a PVN parvocellularis rendszerének aktivaciés szintjét.

Eredményeink alapjdn a PVN lokdlis GABAerg bemenete szamos olyan neuronhdlozati és
funkciondlis sajdatosdaggal bir, amelyek alkalmassd teszik, hogy CRH-neuroszekrécio egyik
lényeges meghatdrozoja legyen. Hipotézisiink szerint a GABAerg tonus lecsokkentése a
PVN-ben hatékonyan jdarulhat hozzd a stresszvdlasz beinditdsdhoz, mig a stressz dltal
aktivdalt lokdlis és extrahypothalamikus GABAerg neuroncsoportok — a gliikokortikoid
negativ feedbackkel pdrhuzamosan —részt vesznek a centrdlis stresszvdlasz befejezésében.
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A PVN lokalis neuronhalézatanak
modellje a neuroszekréciés CRH-
rendszer alacsony és magas
aktivitasu allapotaiban.

A) A peri-PVN régi6 GABAerg
interneuronjai alapszinten ténusosan
gatoljadk a hypophyseotrop CRH-
sejteket. B) A stresszvdlasz kezdeti
szakaszdban a stresszor 4ltal moz-
gositott serkentd bemenetek részben
kozvetleniil aktivdljdk a CRH-
neuronokat, részben a lokalis neuron-
halézat glutaméterg és GABAerg
sejtjein  végzddve indirekt mddon
szabdlyozzdk a kissejtes neuro-
szekréciés milkodést. Eredényeink és
az irodalmi adatok alapjan a PVN
GABAerg gitlod téonusdnak
lecsokkentése  jelentdsen  hozza-
jarulhat a mag stressz altal okozott
aktivaciéjahoz. C) A stresszvialasz
befejezd szakaszdban megemelkedik
a gliikokortikoidok plazmaszintje,
ami az MR mellett a PVN és a
limbikus teriiletek GR-rendszereit is
mozgolsitja. A szteroid negativ
feedbackkel parhuzamosan
GABAerg neuronok aktivalédnak
olyan hypothalamikus (peri-PVN) és
limbikus (BNST, LS) régidkban,
amelyek a PVN-be vetiilnek.

Roviditések: AVP: arginin-
vazopresszin, BNST: nucleus
interstitialis striae terminalis, CRH:
corticotropin-releasing hormon, Glu:
glutamdit, GR: gliikokortikoid
receptor, LS: septum laterale, MeA:
medialis amygdala, MR:
mineralokortikoid  receptor, NA:
noradrenalin, PFC: prefrontalis
cortex, PVN: nucleus
paraventricularis hypothalami, SUB:
subiculum
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