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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A roviditések jegyzékében az anatomiai elnevezéseknél a latin kifejezés mellett

zarojelben annak angol megfeleldje is szerepel.

ac

AHN

nucleus)
AMY 1 receptor
AMY 2 receptor
AMY 3 receptor
ANG II

AP

Arc

AVP

AVPe

BNST

BNSTv

CeA
CGRP
CCK
CL
CPP
test)
CRF
CTR
DA
DMH
EPM
ER-a

- commissura anterior (anterior commissure)

- nucleus hypothalamicus anterior (anterior hypothalamic

- 1-es tipusu amylin receptor
- 2-es tipusu amylin receptor
- 3-as tipusu amylin receptor
- angiotenzin Il (angiotensin I1)
- area postrema
- nucleus arcuatus (arcuate nucleus)
- arginin-vazopresszin
- nucleus periventricularis anteroventralis
(anteroventral periventricular nucleus)
- nucleus interstitialis striae terminalis
(bed nucleus of the stria terminalis)
- nucleus interstitialis striae terminalis pars ventralis
(bed nucleus of the stria terminalis, ventral part)
- nucleus amygdaloideus centralis (central amygdaloid nucleus)
- kalcitonin gén-rokon peptid (calcitonin gene-related peptide)
- kolecisztokinin (cholecystokinin)
- kalcitoninszerii receptor (calcitonin like receptor)

- kondicionalt helypreferencia teszt (conditioned place preference

- kortikotropin-felszabadité faktor (corticotropin-releasing factor)
- kalcitonin receptor (calcitonin receptor)

- dopamin

- nucleus dorsomedialis (dorsomedial hypothalamic nucleus)

- emelt keresztpallo teszt (elevated plus maze test)

- a-tipusu Osztrogén receptorok (estrogen receptor [3)


https://en.wikipedia.org/wiki/Angiotensin#Angiotensin_II
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ER-B - B-tipusu Osztrogén receptorok (estrogen receptor f3)

E2 - 0sztradiol- 17

f - fornix

FST - kényszeres Uiszas teszt (forced swimming test)

GABA - y-amino-vajsav

GLP-1 - glukagon-szerti peptid-1 (glucagon-like peptide 1)

GnRH - gonadotropin-releasing hormon

Hth - hypothalamus

IAPP - amylin, szigetsejt-amyloid polipeptid (islet amyloid polypeptide)
KO - génhidnyos (knockout)

LH - luteinizald hormon (luteinizing hormone)

LPB - nucleus parabrachialis lateralis (lateral parabrachial nucleus)
LPO - area preotica lateralis/nucleus preopticus lateralis

(lateral preotic area/lateral preoptic nucleus)

MG - corpus geniculatum mediale (medial geniculate body)
ML - lemniscus medialis (medial lemniscus)

MnPO - nucleus preopticus medianus (median preoptic nucleus)
MPA - MPOA dorsolateralis teriilete

MPN - nucleus preopticus medialis (medial preoptic nucleus)
MPOA - area preoptica medialis (medial preoptic area)

NA - noradrenalin

NAcc - nucleus accumbens

NTS - nucleus tractus solitarii (nucleus of the solitary tract)
och - chiasma opticum (optic chiasm)

oT - oxytocin

OTR - oxytocin receptor

OVLT - organum vasculosum laminae terminalis

(vascular organ of lamina terminalis)

PAG - substantia grisea centralis (periaqueductal gray)
Pe - nucleus periventricularis (hypothalamic periventricular nucleus)
PIL - a thalamus intarlaminaris komplexe

(posterior intralaminar complex of the thalamus)


https://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_organ_of_lamina_terminalis
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PPD
PTH2R
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PVN
PVPO
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RAMP
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SPF
SPT
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- area/regio preoptica (preoptic area)

- postpartum nap (postpartum day)

- kettes tipust parathormon receptor (parathyroid hormone 2

- nucleus paraventricularis (hypothalamic paraventricular nucleus)

- nucleus preopticus periventricularis (periventricular preoptic

- receptor aktivitast modositd fehérje
(receptor activity-modifying protein)
- val6s idejli polimeraz lancreakcio
(real-time polymerase chain reaction)
- a preopticus area szexualisan dimorf magja
(sexually dimorphic nucleus of the preoptic area)
- szubfornikalis szerv (subfornical organ)
- substantia nigra
- P-anyag (substance P)
- area subparafascicularis (subparafascicular area)
- cukorpreferencia teszt (sucrose preference test)
- tuberoinfundibularis peptid 39
(tuberoinfundibular peptide of 39 residues)

- nucleus preopticus ventrolateralis (ventrolateral

preoptic

- nucleus ventromedialis (hypothalamic ventromedial nucleus)

- ventral pallidum
- area tegmentalis ventralis (ventral tegmental area)

- ventriculus tertius (third ventricle)

-szerotonin
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1. BEVEZETES

1.1. Amylin

Az amylin, vagy szigetsejt-amyloid polipeptid (IAPP) egy 37 aminosavbol allo
peptid, a kalcitonin peptid csalad tagja. Az amylint, és annak pancreasbol az inzulinnal
egyiitt torténé felszabadulasat 1986-ban fedezték fel (Westermark és mtsai 1986). Az
eddig legtobbet vizsgalt funkcidja az étkezés leallitasa a vércukorszint emelkedésének
hatasara (Lutz 2006). Pramlintide elnevezési analogjat kiterjedten alkalmazzak 1-es és
2-es tipusu cukorbetegség inzulinnal torténd kezelésének kiegészitdjeként (Hay és mtsai
2015). A gliikkozanyagcserében jatszott szerepe mellett az energia metabolizmusra és az
obezitasra gyakorolt hatasat vizsgalo klinikai tanulmanyok kimutattdk, hogy az amylin
agonistaval valo kezelés segiti a sulycsokkentést is (Aronne és mtsai 2007). Az amylin
tovabbi hormonalis funkcidit bizonyitottdk a kardiovaszkuldris rendszer és a
csontanyagcserével kapcsolatos szabalyozasokban (Hay és mtsai 2015). A periférias
amylin anorexigén hatasait elsddlegesen a circumventrikularis szerveken at az agyba
jutva fejti ki (Morley és mtsai 1995). Mindazonaltal az amylin receptorat a kézponti
idegrendszer tobb olyan teriiletén is leirtak (Becskei és mtsai 2004), amelyek a
circumventrikuléris szerveken at a perifériarol érkezé amylin szdmara valosziniileg nem
hozzaférhetok. Az amylin kozponti idegrendszeri expresszidjat csupan néhany évvel
ezel6tt mutattak ki laktald patkany anyak preopticus teriiletén (Dobolyi 2009). Az
amylin mRNS-t expresszalod idegsejtek preopticus teriileten beliili elhelyezkedését,
valamint az expresszi6 koriilményeit tekintve a periférian megjelené amylint6l eltéréen

a kozponti idegrendszeri amylin funkcidja az anyai adaptaciok szabalyozasaban lehet.

1.1.1. Az amylin gén, RNS és peptid szerkezete

Az amylint kodoldo gén a 12. kromoszoéman, annak 12pl12.1 I16kuszan
helyezkedik el. Az amylin egy kopiaban kodolt (unigén kodja patkanyok esetén:
Rn.11394) peptid. Kodolo génje egyetlen mas, eddig ismert peptidet sem kodol (Leffert
¢és mtsai 1989).

Az amylint kodolo génrdl el6szor egy 89 aminosavbol allo, prekurzorral ellatott

prohormon keletkezik, melybdl karboxipeptidaz E €s prohormon konvertaz révén alakul

10
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ki a peptid végleges szerkezete (Westermark és mtsai 2011), ugyanakkor az amylin
teljes bioaktivitasanak eléréséhez két poszttranszlacios modositds sziikséges: C-
terminalisan egy amid (Tyr37) és két, a 2. és 7. pozicidban 1évd cisztein kozott egy
diszulfid ko6tés alakul ki (Young és mtsai 1996). Aminosav-sorrendje a kalcitonin gén-
rokon peptidhez (CGRP) nagyon hasonld, homologiaja a CGRP-vel csaknem 50 %-os,
mig a peptidcsalad tobbi tagjaval, tgymint a kalcitoninnal, az adrenomedullinnal vagy
az intermedinnel/adrenomedullin 2-vel 20-30%-0s (Wimalawansa 1997).

Az amylin 37 aminosavbol allo, viszonylag stabil, bioaktiv szintetikus agonistaja
a pramlintide, melynek hataser6ssége az amylinéval egyezik meg. Az amylinhez
hasonldan szintén 37 aminosav épiti fel, ugyanakkor a 25., 28. és 29. aminosav helyén,

az amylint6l eltéré modon, prolin talalhatd (Gingell és mtsai 2014) (1. abra).

Human Amylin KCNTIN- - - - - ENEIA TOFRAA NIRIL V HS SININ FIElA A S SENVIES NT Y
Kalcitonin CGNLE----- el - - -MMG TMTOQDF--NKFHTFPQEMANMEVGAP
Pramlintide KCINTIN - - - - - ENEIA TORAA NBEL V HIS'SININ F[€] P ESR P PEINWAEIS N'T'Y
Patkany Amylin KCINTIN- - - - - BEA TEORWAA NERLVRISSININLEPVARP PEINVIEIS NT Y

1. abra. A human, a patkany amylin, tovabba a kalcitonin és az amylin agonista
(pramlintide) aminosavsorrendje
A CGRP peptidcsaladot alkotd peptidek azonos aminosavai az abran fekete hattérrel jeloltek,
mig a soOtét sziirkével arnyékolt aminosavak egyezései adjak a peptidek 80-100%-0s
hasonlosagat, a vilagos sziirke arnyalati aminosavak pedig a felsorolt peptidek esetén a 60-

80%-os hasonlosagért felelnek (Gingell és mtsai 2014).

1.1.2. Az amylin receptorai

Az amylin G-proteinhez kapcsolt receptorok ,,B” csaladjaba tartozo receptoral
két kalcitonin receptorbol (CTR) és az ahhoz transzmembran doménként kapcsolodo,
egy-egy receptor aktivitast modositd fehérjéb6l (RAMP) épiilnek fel (Poyner és mtsai
2002). A heterodimer formaban jelenlévé CTR az amylin receptor kozponti, Gn. ,,core”
kotédnek (Christopoulos és mtsai 1999). Mivel haromféle RAMP kapcsolodhat a CTR-
hez, igy haromféle amylin receptort kiilonboztethetiink meg (2. abra), ami az amylin
altal kozvetitett hatasok, azok farmakoldgiai, szignalizaciés ¢€s szabalyozasi

jellemzéinek tovabbi variacios lehetéségeit jelenthetik. A receptor aktivitast modositd

11
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fehérjék képesek a veliik kolcsonhatasban allo receptorok sejtfelszini megjelenését

befolyasolni (Hay és mtsai 2005).

Kalcitonin AMY1 receptor AMY2 receptor AMY3 receptor
receptor

modositd fehérjék (RAMP) kapcsolodnak. A RAMP-ok szerkezetiiket tekintve haromfélék
lehetnek (RAMP1, RAMP2 és RAMP3). Aszerint, hogy a CTR-hoz melyik RAMP kotédik,
megkiilonboztethetiink 1-es, 2-es és 3-as tipusu amylin-receptort (AMY1-, AMY2, AMY3
receptor) (Hay és mtsai 2015).

Az amylin-receptorok elnevezése, osztalyozasa a hozzajuk k6t6d6 RAMP-ok
szerint torténik. A Kalcitonin gén-rokon peptidcsalad receptorai szerkezetiiket tekintve
nagyon hasonlok: CGRP, adrenomedulliny és adrenomedullin, esetén a receptor
alapvazat a kalcitoninszerii (CL) receptor adja, mig az amylin esetén a kalcitonin
receptor (Poyner és mtsai 2002) (1. tablazat). Amennyiben a heterodimer CTR-hoz az
un. RAMP1 kotédik, egyes tipust amylin receptorrol beszéliink (AMY'1), amely nagy
affinitassal koti az amylint, a lazac kalcitonint, valamint a CGRP-t (Poyner €s mtsai
2002). Az AMY?2 receptor (CLR+RAMP2) kotési képessége nagyban fiigg a szovet
tipusatol és a kalcitonin receptor splice variansaitol (Hay és mtsai 2015). A 3-as tipusu
amylin receptor (AMY3; CTR+RAMP3) az amylin és a lazac kalcitonin irant magas
affinitassal rendelkezik, mig a CGRP-t kisebb affinitdssal koti. Szamos peptidet
azonositottak az amylin receptor antagonistdjaként, tobbek kozott a lazac kalcitonin 8-
32-t, valamint az un. AC187-et, melyeket farmakologia vizsgalatok soran széles korben

alkalmaznak (Hay és mtsai 2005).
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RECEPTOR A RECEPTOR
RECEPTOR NEVE ROVIDITESE SZERKEZETI
ELEMEI
Kalcitonin gén-rokon peptid CGRP1 CL receptor + RAMP1
receptor
Adrenomedullin; receptor AM1 CL receptor + RAMP2
Adrenomedullin; receptor AM?2 CL receptor + RAMP3
Kalcitonin receptor CT CT receptor

1-es tipust amylin receptor AMY1 CT receptor + RAMP1
2-es tipust amylin receptor AMY?2 CT receptor + RAMP1
3-as tipust amylin receptor AMY3 CT receptor + RAMP1

1. tablazat. A Kkalcitonin gén-rokon peptidcsalad receptorainak elnevezése és az azokat

felépito szerkezeti elemek

crer

RAMP-ok tipusa szerint jon l1étre a kalcitonin gén-rokon peptid, az adrenomedulliny, illetve az
adrenomedullin, megkotésére alkalmas receptorszerkezet. A kalcitonin receptorok (CT) a
hozzajuk kot6do receptor aktivitast modosito fehérjék (RAMP1, RAMP2, RAMP3) révén
valnak képessé az amylin kotésére (AMY1, AMY2, AMY3) (Poyner és mtsai 2002).

Az amylin kotédését kovetd intracellularis folyamatok a G-protein kapcsolt, B
receptorcsaladba tartozo6 peptidekéhez hasonldak: a peptid a receptor C-terminalis végén
1év6, extracellularis doménjét jelentd peptidkoté helyhez kapcsolodik, mig az N-
termindlison 1évd diszulfid hid a receptor transzmembran doménjének kapcsolddasa
révén aktivalja a receptort (Archbold és mtsai 2011). Az amylin receptorok kozvetitette
szignalizacio molekularis mechanizmusat tekintve, a RAMP C terminalis végének
tipusa a G-fehérjével vald kotédés meghatarozoja (Udawela és mtsai 2006). A CTR
splice variansai szintén kiilonb6z6 kapacitassal képesek kotdédni az intracelluldris
szignalizacios molekuldkhoz (Poyner és mtsai 2002). Az amylin akut hatasaként a Gs-
kapcsolt (,,s”: adenilat-ciklazt stimulalo) szignaltranszdukcids utvonal aktivalodik,
amely soran az intracellularis CAMP (5°, 3’-ciklikus adenozin-monofoszfat) szintje
emelkedik (Hay és mtsai 2015).

Az amylin receptorok radioaktivan jel6lt ligandumainak vizsgalataval sikertilt

meghatarozni receptorainak Kiilonbozoé szoveteken beliili elofordulasat (Beaumont és
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mtsai 1993, Bhogal és mtsai 1992). Nagyfoku amylin-kotodést tapasztaltak a tiidd, a
gyomorfundus, a 1ép és az agy vizsgalata soran.

Ragcsalokon végzett tanulmanyok szerint a perifériass amylin  kdzponti
idegrendszerre Kifejtett hatasat a circumventrikularis szerveken, foként a szubfornikalis
szerv (SFO) és az area postrema (AP) teriiletén expresszalodo receptorai révén fejti ki.
A hasnyalmirigy eredetii amylin hatasainak tovabbi célteriilete lehet még a nucleus
tractus solitarii (NTS), az area tegmentalis ventralis (VTA), a nucleus accumbens
(NAcc), valamint a hypothalamus (Hth) tobb teriilete, hiszen a felsorolt teriiletek
mindegyikén sikeriilt a CTR-t, vagy annak mRNS-ét kimutatni (Becskei és mtsai 2004,
Sexton ¢és mtsai 1994). Noha in situ hibridizacios hisztokémia segitségével az AP
teriiletén mindharom RAMP jelen van, az egyel6re nem ismert, hogy pontosan melyik
amylin receptor felelés az AP-ra, illetve a kozponti idegrendszerre gyakorolt hatasért
(Ueda és mtsai 2001). Bar a SFO teriiletén mindharom RAMP megtalalhato, a NTS
szdmos magjaban RAMP1 ¢és RAMP2 is megtalalhatdo. A hypothalamuson beliil
RAMP2 mRNS-t mutattak ki az area preoptica (POA), a nucleus suprachiasmaticus, a
nucleus paraventricularis (PVN), a nucleus periventricularis (Pe), a nucleus
supraopticus, a nucleus arcuatus (Arc), a nucleus ventromedialis (VMH), valamint a
nucleus dorsomedialis (DMH) teriiletén. A RAMP1 a RAMP2-hoz képest kevesebb
hypothalamicus magban volt megtalalhatd, csupan az Arc, a VMH és a DMH tertiletén
irtak le el6fordulasat (Stachniak és Krukoff 2003). A VMH teriiletét vizsgalva
mindharom RAMP jelenlétét kimutattak (Le Foll és mtsai 2015), mig NAcc esetén
csupan RAMP1 jelentéte volt megfigyelhetd. VTA teriiletén az amylin receptor minden
osszetevojét (CTR, RAMP1-3) azonositottak, igy ez a teriilet feltehetéen az amylin
taplalékfelvételt befolyasold fiziologias hatasainak masik fontos célteriilete lehet
(Mietlicki-Baase és mtsai 2013).

Humaén adatok ezidaig nem allnak rendelkezésre a RAMP2 és RAMP3 kozponti
idegrendszeren beliili eléfordulasat illetéen, tovabba a RAMPI1 eloszlasarol és annak
potencionalis szerepérdl is csupan néhany, migrénrdl szolé tanulmany szamol be (Bigal
¢és mtsai 2013). A CTR megjelenését az agytorzsben a tractus spinalis nervi trigemini,
valamint a nucleus tractus spinalis nervi trigemini caudalis teriiletén sikeriilt kimutatni

(Walker és mtsai 2015). Bar a CTR agytorzsi closzlasa a RAMP1 megjelenési
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teriiletével nagyrészt atfed, kettdjiik kolokalizacidja csak az erek és a tractus spinalis

nervi trigeminalis esetén volt teljes (Walker és mtsai 2015).

1.1.3. Az amylin eléfordulasa és funkcioi

Az amylint eredetileg a 2-es tipusi cukorbetegségben szenveddk
hasnyalmirigyének Gn. amyloid depozitumaiban irtak le (Westermark és mtsai 1986).
Ebben a korképben az amylin szekrécidja karosodik, polimerizalt formajanak
felhalmozodasa a hasnyalmirigy B-sejtjeinek apoptozisaval jar (Westermark és mtsai
2011). Az amylin legnagyobb mértékben itt, a pancreas p-sejtjei altal termelddik, és az
inzulinnal egyiitt szekretalodik (Young 2005b). A szérumban el6forduld, jollakottsagi
érzetet kelté hormonként az amylin leginkdbb ismert ¢és kutatott szerepe a
taplalékfelvétel gatlasa (Lutz 2006). Ezenkivil az amylin a dorsalis gyokér
ganglionokban is expresszalodik, ahol valdsziniileg a nociceptiv informacid
tovabbitasaban jatszik szerepet (Gebre-Medhin és mtsai 1998). Tovabbi hatasat
bizonyitottak a kardiovaszkularis rendszer (Young és mtsai 1999), valamint a vese
fejlodésének szabalyozasaban (Harris és mtsai 1997), illetve egyes pszichiatriai és

neurologiai korképek kialakulasaban (Roth és mtsai 2009, Zhu és mtsai 2015).

Az amylin hasnyalmirigyen beliili szekréciojat szamos tényez0, tobbek kozott
a gliikoz, az arginin és a zsirsavak fokozzak. Az amylin szekrécioja minden esetben az
inzulin elvalasztasat koveti, tehat a pancreas P-sejteinek étkezést kovetd szekrécids
valtozasai feleldsek az amylin anorexigén hatasaért (Lutz 2010).

Az amylint elsésorban mint jollakottsagi faktort vizsgaljak. Feltételezések
szerint az amylin a taplalkozas soran az elfogyasztott étel mennyiségének fiziologias
regulatora (Lutz 2010). Az evés gyors amylin-emelkedéshez vezet, mig az exogén
amylin dézisfiiggd modon perceken beliil csokkenti az evés mértékét (Mollet és mtsai
2004).

Egyre tobb tanulmany sz6l amellett, hogy az amylin az inzulinhoz hasonl6éan az
anyagcsere hosszll tavll szabdlyozasaban adipozitdsi szignalként is részt vesz. Az
amylin bazalis szintje elhizott allatokban magasabb, mint a normal testsullyal
rendelkez6 tarsaikban (Pieber és mtsai 1994), tovabba a magas zsirtartalmi diétan
tartott allatokban szintén emelkedés kovetkezett be az amylin alapszintjében (Boyle és

mtsai 2011). A zsiranyagcsere szabalyozasaban betoltott szerepét bizonyitja az is, hogy
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mind periférias (Mack és mtsai 2007), mind centralis (Rushing és mtsai 2001) amylin
kronikus beadasat kovetden az allatok testsulya és testzsir ardnya csokkent, mig
antagonista-kezeléssel ezzel ellentétes hatast értek el (Rushing és mtsai 2001).

Az amylin anorexigén hatasanak kozvetitéséért felelés AP-neuronok amylin
altali aktivacidja nagy valoszinliséggel kozvetlen humoralis iton valosul meg (Lutz és
mtsai 2001). Ezenfeliil az AP épsége az amylin gyomoriiriilés lassitasat el6idézé
hatasanak kifejtéséhez is sziikséges (Mack és mtsai 2010). Az amylin az AP-NTS-
nucleus parabrachialis lateralis (LPB) neuronalis tengelyt aktivalja. Nagy
valoszintiséggel az AP-neuronok aktivacidja a neuronalis tengely aktivacidjat vonja
maga utan, mely az AP-t6l rostralisan az eléagyhoz projicial, és a palya mind az NTS-t,
mind a LPB-t és a nucleus amygdaloideus centralist (CeA) is tartalmazza (Becskei és
mtsai 2007). A neuronalis tengely alkotdi kozotti feltételezett kapcsolatot anterograd és
retrograd palyajelolési technikakkal bizonyitottdk, mely sordn az is megallapitast nyert,
hogy az LPB az utdagy és a hypothalamus - beleértve a lateralis hypothalamust, ahol az
amylin csokkentette az éhezés hatasara bekovetkezd Fos aktivaciot (Riediger és mtsai
2004), valamint a VMH teriiletét (Mollet és mtsai 2003) - kozotti atkapcsold allomas. A
VMH feltételezhetden a leptin és az amylin kozotti interakcid szabalyozdsaban részt
vevo teriilet (Hay és mtsai 2015). A VTA teriiletén az amylin receptorok jelentds
szamban expresszalodnak, valamint a teriiletre tortént amylin beadast kovetden a
normal tap-, valamint a cukorfelvétel csokkent mértékii volt (Mietlicki-Baase és mtsai
2013).

Az amylin kardiovaszkularis rendszerre kifejtett hatasa feltételezhetéen az
érrrendszerben jelentds mértékben expresszaldédd CGRP receptorok aktivaciojatol fiigg
(Young 2005a). Ragcsalokon végzett kisérletek soran az amylin intravénas injektalasat
erds vasodilatatio kisérte, amely vérnyomaseséshez vezetett, ez pedig a vérnyomas
rovid tava szabalyozasaért felelds baroreflex révén emelte a szivfrekvenciat (Young és
mtsai 1999). Direkt kardialis inotrop hatasat mind izolalt ragcsaldé cardiomyocytakon
(Bell és Mcdermott 1995), mind izolalt patkanysziven (Kaygisiz és mtsai 2010), mind
pedig sertésbol szarmazod izolalt szivszoveten (Saetrum Opgaard és mtsai 1999) végzett

kisérletek is alatamasztjak.

Az amylin renalis szabalyozasban betoltott szerepére hivja fel a figyelmet,

hogy az Gn. spontan hipertenziv patkany modellben, mely a kronikus szivkarosodas
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modelljeként alkalmas a magas vérnyomas ¢€s a kovetkezményes balkamra hypertrophia
tanulmanyozésara, az amylink6td helyek szdma a vesekéregben hypertensio kialakulasat
megelézéen magasabb volt, mint azoknal a fajtarsaknal, ahol a hypertensio nem
kovetkezett be. Az amylin génexpresszid tovabbi teriiletei kozé tartozik a fejlodé vese
(Neumann és mtsai 2001), igy az amylin a vese fejlodésében névekedési faktorként is

szerepelhet.

Preklinikai vizsgalatok szerint az amylin agonista sikeresen alkalmazhato
bizonyos neuropszichiatriai korképek kezelésében. A depresszidra és szorongasra
kifejtett hatasat vizsgalva megallapitottak, hogy kényszeres uszas tesztben (forced
swimming test, FST) csokkenti az immobilitast, valamint immobilzaciés teszt soran a
cukorfogyasztast és a hypertermiat, ugyanakkor jelenlétében egerek esetén né a
hippocampalis neurogenezis (Roth és mtsai 2009, Turek és mtsai 2010). A centralisan
beadott peptiddel szemben feltehetéen a periférias amylin felel a diabetes soran
bekdvetkez6 memoriahanyatlasért (Flood és Morley 1992). Az Alzheimer-kor kisérletes
viszgalata soran a tanulasi folyamatot elésegitette, tovabba pramlintide nevii analogjaval
egyiitt csokkentette az Alzheimer-korra jellemzd és a kognitiv funkcidk romlésaért
felel6s amyloid-béta peptidek mennyiségét (Zhu és mtsai 2015). A skizofrénia kapcsan
vizsgalt antipszichotikus hatasat valoszintileg AMY1 receptoran keresztiil fejti ki
(Baisley és mtsai 2014). Neurologiai szerepének vizsgalata soran a visceralis fajdalmat
kovetden a periférids amylin antinociceptiv hatasat a gerincveldi neuronok csokkent c-
fos aktivitdsa bizonyitotta, amit az amylin KO egerekben megfigyelt csokkent

nocicepcid is megerdsitett (Gebre-Medhin és mtsai 1998).

Az amylin génexpresszio tovabbi teriiletei a gyomor neuroendokrin sejtjei
(Zaki és mtsai 2002). A gyomorfundus szomatosztatin-sejtjeibdl felszabadulé amylin

Az amylin SFO-en kifejtett hatasa kozvetitheti a peptid folyadékfelvételt fokozo
hatasat, de hogy ez a teriilet az amylin étkezésre kifejtett hatasanak kozvetitésében is
szerepet jatszik-e, még nem bizonyitott (Fry és mtsai 2007).

Az osteoporosisban betoltott szerepét vizsgalva megallapitottak, hogy az amylin
a csontdllomany szerkezetét mind a reszorpcid gatlasa, mind a csontépiilés serkentése
révén erbsitette. Ezzel szemben az amylin KO egerek esetén normalis osteoblastszam és

csontszerkezet mellett, az osteoclastok magas szama miatt a csontfelszivodas mértéke
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nétt, ezaltal a csontstirliség csokkent (Hay és mtsai 2015). A csontatépiilést a diabetikus

allapot erésen befolyasolta (Horcajada-Molteni és mtsai 2001).

1.1.4. Az amylin megjelenése a kozponti idegrendszerben

Az amylin patkanyokon végzett szovetspecifikus vizsgalata soran megjelenését a
kozponti idegrendszerben az elsd vizsgalatok sordn nem sikeriilt kimutatni, igaz, a
vizsgalatot csak agykéregbdl, nyultvelobdl, valamint kisagybol szarmazd mintdkon
végezték el him allatokban (Leffert és mtsai 1989). Késdbb majom hypothalamusanak
vizsgalatakor az amylin kozponti idegrendszeren beliili jelenlétére utaldo adatokat is
bemutattak: amylin-immunreaktiv (ir) neuronok a hypothalamus tobb teriiletén (nucleus
supraopticus, PVN, Pe, VMH, Arc, n. tuberomamillaris) detektalhatok voltak (D'este és
mtsai 2001). Mivel a hasznalt antitest specificitasat azota sem igazoltak, az amylin
kozponti idegrendszeri expresszidja nem nyert bizonyitast.

Egy korabbi microarray vizsgalat soran kutatocsoportunkban kimutattak, hogy
az amylin mRNS-szintje jelentdsen megemelkedett patkany anyak preopticus teriiletén
(Dobolyi 2009). A génexpresszios vizsgalat soran az amylin expresszidja mintegy 25-
szOros emelkedést mutatott a sziilést kovetd 9. napon (PPD 9). Ezt a rendkiviil
nagymértékii névekedést kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) is
igazoltak, ugyanakkor az is kimutathaté volt, hogy amennyiben az anya allatoktol a
szlilés utan azonnal elveszik a kolykeiket, az amylin preopticus teriileten beliili
expresszioja nem kovetkezik be. In situ hibridizacios hisztokémia segitségével is
megerdsitették a kapott eredményt, tovabba azonositottdk az amylin mRNS-t
expresszalo neuronok preopticus teriileten beliili elhelyezkedését. A preopticus teriileten
beliil amylin mRNS csak az area preoptica medialison (MPOA) beliil elhelyezkedd
nucleus preopticus medialis (MPN), a MPOA magokba nem tomoriilt, dorsolateralisan
fekvo részein (MPA), valamint a nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) ventralis
részén (BNSTV) volt megfigyelhetd (3. abra), ugyanakkor a kozponti idegrendszer mas
teriiletein amylin mRNS még laktalo anya allatokban sem volt detektalhato. Az amylin
MRNS-t expresszaldo neuronok patkany anydkban amylin immunhisztokémiai festéssel
is azonosithatok voltak. Az amylin anyai viselkedésben betoltott szerepét tamasztjak ala
annak megjelenési koriilményei €s az expresszid helye: sziiz ndstény, valamint a sziilést

kovetden kolykeiktél megfosztott patkdnyokban nincs jelen, ugyanakkor a sziilést

18



DOI:10.14753/SE.2016.1942

kovetd 9. napon nagymértékii expresszidja kimutathatd laktalo anya allatokban; tovabba
a koponti idegrendszeren beliil csak a medialis preopticus teriileten expresszalodik,
amely teriiletr6l ismert, hogy az anyai viselkedés szabalyozo kozpontja (Numan 2012).
Ezenfeliil az amylin kozponti idegrendszeri megjelenése magyarazatot szolgaltathat a
periférias amylin hatasainak kozvetitésében részt nem vevé amylin receptorok kozponti

idegrendszeri jelenlétére (Becskei és mtsai 2004).

ac
BNST
3V .
WPA
"_MPN' '

och

3. abra. Az amylin mMRNS-t expresszalo neuronok preopticus arean beliili elhelyezkedése
A: A preopticus teriilet szerkezeti képét Luxol Fat Blue festés mutatja, melynek eredményeként
kék szinnel a myelinizalt rostok, mig krezilibolyaval a sejtek valnak lathatova. A tertileten beliil
magas sejtszam jellemzi a medialis preopticus magot (MPN), az ett6l dorsolateralisan
elhelyezked medalis preopticus area (MPOA) egyes, magokba nem tomoriilt teriileteit (MPA),
valamint a nucleus interstitialis striea terminalis ventralis részét (BNSTV). B: A vilagos latoteres
felvételen az in situ hibridizacios hisztokémia alkalmazasaval laktalo anya patkanyok preopticus
terilletén az amylin mMRNS-t expresszalo sejtek (fekete pontok) lathatok, melyek egyforma
eloszlast mutatnak a MPN, MPA és a BNSTV teriiletei kozott. A felvételek a bregma szintjét6l
0,36 mm-re caudalisan elhelyezked6 metszetekrdl késziiltek. Lépték = 1 mm; ac: commissura

anterior, f: fornix, och: chiasma opticum, 3V: ventriculus tertius (Dobolyi 2009).

1.2. A preopticus teriilet

A preopticus teriilet (POA) reprodukcios magatartasokban jatszott potencialis
szerepére elsoként patkanyok esetén egyik magjanak nemek kozti sejtméretbeli
kiilonbsége hivta fel a figyelmet (Raisman és Field 1971). A leirt kiilonbséget kés6bb
human mintakon is igazoltak: fiatal férfiak preopticus teriiletének egy bizonyos része

kétszer akkora kiterjedésti, és ott mintegy kétszer annyi sejt talalhatd, mint nék esetén
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(Swaab ¢és mtsai 1995). Ezt a magot a preopticus area szexualisan dimorf magjanak
(sexually dimorphic nucleus of the preoptic area, SDN-POA) nevezték el (Swaab 2003).
Tovabbi kisérletek szerint a preopticus teriilet részt vesz a Szexudlis magatartas
(Gonzalez-Mariscal és Melo 2013), emldsokben (ember és f6emlésok kivételével) a
teriiletén talalhato gonadotropin felszabadito hormon (GnRH) révén a gonadalis tengely
szabalyozasaban (Merchenthaler és mtsai 1984), a termoregulacioban (Mckinley és
mtsai 2015), az alvas-ébrenlét szabalyozasaban (Schmidt és mtsai 2000), a sé- és
vizhaztartdas  (Antunes-Rodrigues ¢és mtsai  2004), valamint a vizeletiirités

szabalyozasaban (Ding és mtsai 1999).

A nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) magot nem soroljak a preopticus
régié magjai kozé, de mivel azokkal mind topografiai, mind funkcionalis kapcsolatban
van, tovabba mivel értekezésem szempontjabol is relevans teriilet, ezért erre a fejezet
végén kiilon is kitérek. A BNST szerepet jatszik a szexualis magatartas (Leite és mtsai
2014), az azonos nem fajtarssal szembeni agresszio (Masugi-Tokita és mtsai 2015), a
stresszre adott valaszreakciok (Crestani és mtsai 2013), valamint az anyai magatartas

szabalyozasaban (Klampfl és mtsai 2014).

1.2.1. A preopticus teriilet elhelyezkedése

Bar a preopticus area-t (regio/area preoptica) egyes felosztasok topografiai
kapcsolatat tekintve a hypothalamus eliilsé magcsoportjahoz soroljak, ezért nucleus
anteriorként is szoktdk nevezni, ugyanakkor funkcidjat és strukturdlis felépitését
tekintve a limbicus rendszerhez tartozik (Palkovits 2001). Nevét a latopalya
keresztez6déséhez valo viszonya alapjan kapta, a chiasma opticum-tol (och) cranialisan
talalhato. Eliils6é hatarat a Broca-féle diagonalis koteg ventralis magja alkotja, dorsalisan
a commissura anterior hatarolja, mig caudalis kiterjedését tekintve a kozépso
hypothalamusig, ventralisan pedig a chiasma opticum-ig tart. A regio preoptica (4. abra)
mediolateralis kiterjedését tekintve tovabbi két nagy teriiletre oszthatd: a IIIL
agykamrahoz kozelebb esé teriilete az area preoptica medialis (MPOA), mig az attol
tavolabbi az area preoptica lateralis (Komoly és Palkovits 2010). Utobbi az eliilsé

hypothalamus oldals6 részét alkoto teriilet, részben a commissura anterior keresztez6do
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rostjai alatt. Vegyes sejtpopulacio, tovabbi szubdiviziokra nem oszthatd, ezért nucleus
preopticus lateralisként (lateral preoptic nucleus, LPO) is nevezik.

Az area preoptica medialison beliil tovabbi harom mag kiilénitheté el. A nucleus
preopticus periventricularis (PVPO) a III. agykamra két oldalan talalhato keskeny,
sejtes réteg. Sejtjei a bregma sikjanak kozelében, a commissura anterior felett a septum
teriiletére is felterjednek, hatrafelé a nucleus periventricularis hypothalami—ban
folytatodik (Palkovits 2001). Kis sejtcsoportként kdzvetleniil a chiasma opticum felett
jelenik meg a nucleus preopticus suprachiasmaticus, amely azonban nem 6nalld6 mag,
hanem a PVPO ventrélis része. A PVPO antero-ventralis teriiletén beliil helyezkedik el
a nucleus periventricularis anteroventralis (AVPe). A PVPO kozvetleniil az ac és a 3V
kozott elhelyezkedd szubdivizidja a nucleus preopticus medianus (MnPO) (Palkovits
2000). A nucleus preopticus medialis (MPN) osszetett, tobb szubdiviziobdl (lateralis,
medialis, kozépsd/centralis) all6 mag. A magot lateralisan a LPO, medialisan pedig a
III. agykamra kozvetlen szomszédsagaban elhelyezkedé6 PVPO hatarolja. A MPN-en
beliil talalhatdo a preopticus area szexualisan dimorf magja (SDN-POA). A nucleus
preopticus ventrolateralis (VLPO) a MPN kozvetlen szomszédsagaban, attol ventralisan
¢s lateralisan elhelyezkedd preopticus mag. Mivel az anyai magatartas szabalyozasaban
az MPOA és az MPA érintett, ezen magokat egyiitt a szakirodalom medialis preopticus
teriiletként emliti. Bar ennek anatomiai alapjai vitathatoéak, hiszen medialisan mas
magok is elhelyezkednek, az értekezés tovabbi részében én is ezt az irodalomban

elfogadott nevezéktant hasznalom.

4. abra. A regio preoptica elhelyezkedése patkiny agy koronalis metszetén
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1.2.2. A medialis preopticus teriilet neurokémiai jellemzése

A 1égid sokrétl, kiilonféle szabalyozasi mechanizmusokban betoltott szerepét
tikkrozi az itt expresszalddd neuropeptidek, receptorok €s neuromoduldtor anyagok
sokfélesége.

Az MPA teriilete androgén- és Osztrogén receptorokban rendkiviil gazdag
(Kruijver és mtsai 2002). A teriileten az anyai viselkedés soran nagy szamban
aktivalodott idegsejtek jelent0s része y-amino-vajsav (GABA) altali beidegzéssel
rendelkezik. Ezek koziil szamos idegsejt galanin-, neurotenzin- és/vagy tachykinin 2
MRNS-expressziot mutatott. A GABAerg neuronokon kiviil glutamaterg neuronok
jelenléte is kimutathatd volt a teriileten (Tsuneoka és mtsai 2013). Az itt termel6do
atridlis natriuretikus hormon a vazopresszin szintézisében ¢és neurohypophysisbe
juttatasaban vesz részt. A GnRH-neuronokat innervalo rostok B-endorfint, neuropeptid
Y-t, GABA-t, glutamatot, tirozin-hidroxilazt, agouti gén-rokon peptidet, kortikotropin-
felszabadito faktort (CRF), szerotonint és kisspeptint tartalmaznak (Hrabovszky és
mtsai 1995, Turi és mtsai 2008).

A MPN teriiletén jelen 1év6 oxytocin €s vazopresszin Vla tipusu receptorkotés
erdsségében erdteljes novekedés kovetkezik be laktald patkany anyakban (Bosch és
mtsai 2010). A teriileten nagy szamban expresszalodo Osztrogén-receptorok
aktivaciojanak kovetkezményeként himek 1is anyakhoz hasonld, kolyokgondozo
magatartast mutatnak (Rosenblatt és Ceus 1998). A MPN tertiletén galanin- (Bloch és
mtsai 1993), tireotropint felszabadité hormon- (Garcia és mtsai 1995), és GABA- (Gao
és Moore 1996) tartalmt idegsejtek mellett mérsékelt szamban SP eléfordulasat is
leirtak.

Az MPN teriiletén a TIP39-PTH2R neuromoduldtor rendszer is jelen van
(Dobolyi és mtsai 2003, Dobolyi és mtsai 2010). A Kettes tipusu parathormon receptor
(PTH2R) a kozponti idegrendszer szamos teriiletén eléfordul. Jelen van a limbikus
rendszerben, a thalamusban és a hypothalamusban, valamint hypothalamuson beliili
expresszidjat leirtak tobbek kozott a MPN teriiletén is (Dobolyi és mtsai 2006). A
PTH2R endogén ligandja a tuberoinfundibularis peptid 39 (TIP39), mely kozponti
idegrendszeri megjelenését tekintve csupan két magban, az area subparafascicularis
(SPF) teriiletén, valamint a hid lateralis részén azonosithatdé (Dobolyi és mtsai 2002). A

TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer szerepet jatszhat a stresszvalasz, valamint a
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szorongaskeltd helyzetekben adott félelmi reakciok kialakulasaban (Dimitrov és Usdin
2010), hathat az agyalapi mirigy vazopresszin- (Antunes-Rodrigues és mtsai 2004) és
novekedési hormon elvalasztasara (Usdin és mtsai 1999), részt vehet a nociceptiv
informaciok feldolgozasaban (Dimitrov és mtsai 2010), a termoregulacioban (Dimitrov
¢és mtsai 2011), tovabba a laktacié soran a prolaktin-elvalasztasban (Cservenak és mtsai
2010), mindemelett pedig az anyai motivacié kialakulasaban (Cservenak és mtsai
2013). A preopticus arean beliil a PTH2R, valamint PTH2R- és TIP39-ir rostok

topografiai eloszlasat irtak le (Faber és mtsai 2007).

1.2.3. A preopticus teriilet funkcioi

A preopticus teriilet funkcidéi az evolicid soran szinte alig valtoztak, azok
filogenetikai szempontbdl rendkiviil konzervaltak. A hypothalamus sokrétli funkcioi
kozil a preopticus area részt vesz a szexualis magatartas (Rodriguez-Sierra ¢s Terasawa
1979) és sziil6i viselkedés (Kuroda és mtsai 2007), a gonadalis tengely (Merchenthaler
¢és mtsai 1984), a termoregulacio (Osaka 2004), az alvas-ébrenlét (Srividya és mtsai
2006), a so- és vizhaztartas, valamint a vizeletiirités szabalyozasaban (Mittelman-Smith
¢s mtsai 2015).

A MPN szexualis magatartast szabalyoz6 funkcidja néstényekben és himekben
eltér6. Ennek anatomiai bizonyitéka a magon beliil talalhaté SDN-POA. A preopticus
area szexudlisan dimorf magjanak létrejotte a nemek kozti perinatalis szteroid-
szintekben bekovetkezo kiilonbség kovetkezménye: him patkdnyokban ez 3-8-szoros a
néstényekben mérhet6hdz képest (Jacobson és mtsai 1980a). Nostények esetén a MPN a
medidlis amygdala maggal egyiitt a kopuladciot megelez6 ¢és azt eldsegitd
viselkedésformak megjelenéséért felel, tovabba a szexualis szagpreferencia kialakulasa
is ezen a teriileten megy végbe (Martinez €s Petrulis 2013). Him patkanyokban a MPN
kopulaciés magatartas teljes hianya koveti (Paredes 2003). Az MPN a szexualis
viselkedések szabalyozasan tul, a MPA tovabbi teriileteivel egylitt elsddleges szerepet
GnRH termeld sejtek jelentéte révén részt vesz a gonadalis tengely szabalyozasaban

(Turi és mtsai 2008), valamint a termoregulacioban.
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A tertilet sziil6i viselkedésben betoltott szerepét erdsiti az is, hogy a teriilet Fos-
aktivaciot mutat patkany anyakban és apakban (Stack és Numan 2000, Zhong és mtsai
2014), valamint Osztrogén, oxytocin, prolaktin, illetve dopamin medialis preopticus
teriiletre vald beadasat kovetden sziiz ndstény patkdnyok anyakra jellemzo
magatartasformakat mutatnak. A MPN teljes teriiletére kiterjedé 1ézi6 az anyal
viselkedés bekovetkeztének, a fészeképités, valamint a kolykok cipelésének
elmaradasaval jar, amely legfoképp lateralis projekcidjanak, a MPN - LPO - VTA palya
megsziinésével magyarazhato (Numan 1988). A MPOA dorsolateralis része (MPA)
kiilondsen fontos a kolykok fészekbe valo visszahordasanak, cipelésének szempontjabol
(Numan 1990).

Az alacsonyabb rendii emlésokben (pl. patkany) a teriileten talalhatdé GnRH-
neuronok o-tipusu dsztrogén receptort (ER-a) tartalmaznak, amely receptorok révén az
(Clarke és mtsai 2015). A pubertas soran a nucleus periventricularis anteroventralis és a
nucleus arcuatus teriiletén bekovetkezd kisspeptin-expresszid azonban lehetévé teszi a
pulzativitasanak tovabbi korlatozo tényezéje a szopas altal indukalt gatolt kisspeptin-
expresszio is (Yamada és mtsai 2007).

A MPN teriiletén taldlhato centralis termoreceptorok részben neurélis, részben
keringési szignalokra, az ataramlo vér homérsékletének valtozasaira érzékenyek,
aktivaciojuk hdleadast eredményez. Patkanyok esetén a teriiletre tortént inzulin,
valamint egyes tipust inzulinszerii ndvekedési faktor injektalasat kovetéen a barna
zsirszovet aktivalasa révén hipertermia kovetkezett be, mig neuropeptid Y beadasat
hipotermia kovette. A valtozasok a specializalt GABAerg termoszenzitiv neuronok
receptorain keresztiil kovetkeztek be (Dubins és mtsai 2012).

Az agykéregbdl leszalld viszceromotoros rostok egy része a MPA-ban
kapcsolddik at, majd a Barrington mag neuronjain végzdédve, a sacralis gerincvelén futd
palyan keresztiil vesz részt a musculus sphincter externus nyitasaban (Komoly €s
Palkovits 2010) — egyes tanulmanyok szerint a vizeletiirités a medialis preopticus
neuronok aktivalasaval indul el (Ding és mtsai 1999).

A VLPO Iézidja specifikusan a REM-alvas kimaradasat okozza (Schmidt és

mtsai 2000), mig a VLPO-neuronok az alvas szabalyozasa soran az alvas idejében
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aktivak. Ezek a GABAerg neuronok az un. alvasgenerator idegsejtek, melyek gatoljak a
nucleus tuberomamillaris hisztaminerg neuronjait, ezaltal a felszallo aktivald rendszer
gatlasa révén bekovetkezhet az alvas (Szymusiak és mtsai 1998).

Patkdnyokon végzett vizsgalatok szerint az LPO-neuronok a folyadékfelvételt
csokkentik, mig ezen idegsejtek gatlasa fokozza a vizfelvételt (Osaka és mtsai 1993).
Az LPO mellett az MnPO is a folyadékfelvétel szabalyozodja: szerepe jelentds a

szomjusagérzet kialakulasaban (Miyakubo és mtsai 2003).

1.2.4. A preopticus area humoralis és neuronalis bemenetei

A vér-agy gat-mentes circumventrikuldris szervek koziil a preopticus areat a
humorailis ingerek a szubfornikalis szerven, valamint az allatokban fejlett, emberben
alig talalhatd, 3. agykamra eliillsd csucsdban levd organum vasculosum laminae
terminalison (OVLT) keresztiil érik el (Komoly és Palkovits 2010). Az OVLT-hez
kapcsolodoan a kamra eliilsé faldban talalhaté az in. organum vasculosum, ez a lamina
terminalis részeként a nucleus preopticus medialisban és a szubfornicalis szervben
folytatodik. A SFO az agy angiotenzin-rececptorokban leggazdagabb teriilete, innen
nagy mennyiségli afferentaciot kap az MnPO, igy ez a mag a perifériarol érkezo
kemoszenzoros ¢s humoralis informaciok - ozmolaritas, angiotenzin Il (ANG II)

szérumszintje - relay allomasa (Johnson és mtsai 1996).

Az MPN teriiletét tobbféle meuronalis informacio éri el: 1) kemoszenzoros
informaciok az olfactoros és az accessoros olfactoros rendszerbél érkeznek, amely
magaban foglalja a BNST posteromedialis teriiletét, valamint az amygdala
anteromedialis, anterocorticalis €s posterocorticalis magjait; 2) szteroid-érzékeny
tertiletekrél, igymint az amygdala posteromedidlis magja, BNST, lateralis septum,
AVPe része, MPN, nucleus ventromedialis hypothalami, n. arcuatus; 3) az agytérzsbol
szdrmazok ¢és a genitalidk teriiletér6l szenzoros informdaciokat szallitok: nucleus
subparafascicularis thalami, nucleus peripeduncularis, nucleus premamillaris (Wang és
Swann 2006). Az MPN termoregulacioban betdltott szerepét mutatja a nyultvel6i
nucleus peritrigeminalis termoszenzitiv sejtcsoportjaitol érkezé kozvetlen neuronalis
afferentacioja (Bratincsak és mtsai 2008). Tovabbi, thalamus eredetii bemenetet kap a
thalamus posterior intralaminaris komplexében (PIL) expresszalodo TIP39-neuronoktol

(Cservenak és mtsai 2013) (5. abra). A PlL-ben talalhato TIP39 a nucleus arcuatus
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beidegzése révén a szopas altal indukalt prolaktin-felszabadulasban, mig a preopticus

tertilettel valo kapcsolata révén az anyai motivacié szabalyozasaban vesz részt.

5. abra. A posterior intralaminaris komplex projekciéja a medialis preopticus teriiletre.
A retrograd nyomjelzé anyag (kolera toxin B-alegység) piros, a TIP39-sejtek zold szinnel
jeloltek. A: A MPA teriiletére tortént retrograd nyomjelzé anyag beadasi helye a foton piros
szinnel, mig a beadas helyen és annak kozvetlen kozelében elhelyezkedd TIP39-rostok zdld
szinnel lathatok. B: A PIL teriiletén a beadast kdvetéen a TIP39-sejtek jelentés része CTb-vel
duplan jel6l6dott (a sarga szinii dupla jelolédést fehér nyilak mutatjak). A jelents szami, nem
jelolédott TIP39-rostok zold szinnel lathatok. Lépték = 1 mm (A); 500 um (B). Tovabbi
roviditések: MG: corpus geniculatum mediale, ML: lemniscus medialis, SN: substantia nigra
(Cservenak és mtsai 2013).

Noha a GnRH-neuronok pulzatilis szekrécidja a GnRH-neuronok intrinzik
aktivitasanak eredménye (Nunemaker ¢és mtsai 2001), az epizodikus szekrécio
klasszikus neurotranszmitterek és neuromodulatorok modosithatjak (Herbison 1998).
Az ismertetett kisspeptinen kiviil a GnRH-neuronokat B-endorfin (Leranth és mtsai
1988b), NPY (Tsuruo és mtsai 1990), GABA (Leranth és mtsai 1985), glutamat (Kiss és
mtsai 2003), tirozin-hidroxilaz (Leranth és mtsai 1988a), agouti gén-rokon peptid (Turi
és mtsai 2003), CRF (Maclusky és mtsai 1988), kolinerg (Turi és mtsai 2008) és
szerotonin (Kiss és Halasz 1985) tartalmu rostok, valamint maguk a GnRH-neuronok

(Witkin és mtsai 1995) is innervaljak.
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1.2.5. A preopticus area kimenetei

Az MnPO-t elhagyo rostok egy része a hypothalamus nucleus supraopticus és
nucleus paraventricularis magjainak neuroendokrin sejtjein  végzOdnek, ¢és a
vazopresszin felszabadulas szabalyozasaban vesznek részt. Az MnPO teriiletérdl indulo
poliszinaptikus, kéregben végzddd palydk a szomjusdg ¢és a folyadékfelvétel
szabalyozasaban vesznek részt. A nucleus preopticus medianus tovabbi kimenetét a
nucleus dorsomedialishoz és a nyutvel6i raphe magvakhoz futd termoregulacios palya
alkotja, mely a hdtermelést biztositd didergés, a barna zsirszovet, valamint a bor
vasokonstrikcidjanak szabalyozdja. A PVN parvocellularis neuronjaihoz tartd projicio
autonom szabalyozo palya, mely a kardiovaszkularis rendszerre hat (Llewellyn és mtsai
2012). A szabalyozas kimené szarat a preopticus areabol, a szimpatikus rendszerhez és
a szomatomotoros rendszerhez futd palydk biztositjdk, melyek révén a kapillarisok
tagassaga, a sima- és harantcsikolt izmok aktivitasa, a verejtékmirigyek, a pajzsmirigy
¢s mellékvese mitkodésének befolydsolasa révén a szervezet hot termel vagy hot ad le.
Az MnPO azonban nem csak a preopticus teriileten kiviili projekciokkal rendelkezik,
hanem a ventrolateralis preopticus maggal, valamint a lateralis hypothalamicus teriilettel
valo kapcsolata révén részt vesz az alvas mechanizmusaban is (Mckinley és mtsai 2015,
Uschakov és mtsai 2007).

Az MPN teriiletérdl kimend informaciok célteriiletei a kovetkezdk: 1) himek
parzasi magatartasaban részt vevo agytorzsi magok, ugymint substantia grisea centralis,
deep mesencephalic nucleus, katekolaminerg retrorubralis mez6, VTA, nucleus
paragigantocellularis lateralis; 2) septalis, preopticus és hypothalamicus szteroid-
tartalmt magok (Wang és Swann 2014). Mig a MPN kemoszenzoros afferenseivel valo
kapcsolata egyiranytt (BNST posteromedialis teriilete, az amygdala anteromedialis,
anterocorticalis és posterocorticalis magjai), addig a szteroid-tartalmu magokkal
kétiranya kapcsolatban all, ami lehetévé teszi a szexualis és sziil6i viselkedést
meghatarozo szteroidhatds MPN altali befolyasolasat. Az MPN afferens és efferens
kapcsolatanak ismeretében megallapithatd, hogy az MPN a kemoszenzoros és
hormondlis ingerek integracidja révén az MPN-nel kapcsolatban 4llo agytdrzsi
struktarak a kozponti idegrendszerbe beérkezé ingereknek megfelelé motoros valaszait

teszi lehetové.
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Az MPA teriilletén talalhato GnRH-neuronok az eminentia medianaba
projicialnak, ahol a GnNRH-t a hypophysis portalis keringésébe juttatjak (Merchenthaler
¢és mtsai 1984), ezaltal a gonadalis tengely szabalyozasaban vesznek részt.

Amennyiben a folyamatos gatlas alatt allo VLPO GABAerg sejtek aktivalodnak,
gatoljdk az ¢ébresztd hatasti locus coeruleus (LC) teriileten talalhatdé noradrenalin-,
valamint a nucleus raphe dorsalis magban jelen 1év0 szerotonin-tartalmu sejtek és a
lateralis hypothalamus orexin sejtjeinek aktivitasat, és bekovetkezik a nem-REM alvas
(,,mélyalvas”) (Saito és mtsai 2013, Sherin és mtsai 1996).

A POA-t elér6 visceromotorOs rostok atkapcsolodas utan a Barrington mag
neuronjain végzodnek, majd a sacralis gerincvelében az oldalso koteg paraszimpatikus
preganglionaris neuronjait idegezik be, a rostok egy része az eliilsé szarv oldalsd
részében 1évo nucleus Onuf beidegzését kovetéen Szabalyozza a musculus sphincter

urethrae externus zarasat, és ezaltal a vizeletiiritést (Komoly és Palkovits 2010).

1.2.6. Nucleus interstitialis striae terminalis

Az area preoptica lateralis felett, a commissura anterior keresztez6désénél, a
striatumtdl medialisan elhelyezkedd, viszonylag nagy mag, sirin elhelyezkedd
sejtekkel. A stria terminalis magjaként mindvégig magaban foglalja a stria terminalis
rostjait (Komoly és Palkovits 2010, Palkovits 2001). A nucleus accumbens mogott
jelenik meg, majd caudalisan benyulik a Hth allomanyaba. A commissura anteriorhoz
valo viszonya alapjan két részre oszthatjuk: pars dorsalis, amely az ac felett, a fornix
mellett és az oldalkamra alatt helyezkedik el, mig a pars ventralis az ac alatt talalhato
(4. abra). Ez utobbi része beterjed a regio preopticaba, valamint hatrafelé a Hth

alloményéba.

A BNST szerepet jatszik a szexualis magatartas kialakulasaban (Leite és mtsai
2014), posteromedialis magcsoportja szexualisan dimorf (Swaab 2003). Tovabbi
funkcidi koz¢é tartozik a himek egymassal szembeni agresszidjanak (Masugi-Tokita és
mtsai 2015), valamint a szorongas és a stresszre adott valaszreakciok (Daniel és Rainnie
2015), illetve a preopticus teriilettel valdo Osszekottetése révén az anyai magatartas

szabalyozasa (Klampfl és mtsai 2014).
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A BNST teriiletén nagy szamban neurokinin B neuropeptid, neuropeptid Y- €s
diazepin kotohelyek, valamint kisebb szamban SP-ir idegsejtek talalhatok (Chawla és
mtsai 1997, Najimi és mtsai 2001). Human vizsgalatok szerint lateralis magja
neuropeptid Y- sejteket (Walter és mtsai 1991), valamint SP-rostokat (Walter és mtsai
1991), centralis magja szomatosztatint (Kruijver és mtsai 2000) tartalmaz. Medialis
magja kapcsan enkephalin- és neurotenzin-tartalmt sejteket irtak le (Walter és mtsai
1991), mig ventrolateralis magjaban szomatosztatint, enkephalint és neurophysineket
azonositottak (Lesur és mtsai 1989, Walter és mtsai 1991, Zhou és mtsai 1995). Az
Osztrogén szexualis magatartasra kifejtett hatdsat a teriiletén el6forduld [-tipusu
Osztrogén receptoron (ERP) keresztiil fejti ki (Leite és mtsai 2014). A teriileten a
hypophysis adenilat ciklaz aktivald polipeptid fokozott expresszidja mind néstény, mind
him patkanyok esetén anorexiahoz és kovetkezményes sulyvesztéshez vezetett (Kocho-
Schellenberg és mtsai 2014). A himek himekkel szembeni agresszidjaban betoltott
szerepe a BNST metabotrop glutamat receptorain keresztiil érvényesiil (Masugi-Tokita
és mtsai 2015). Az anyai viselkedést fenntart6 hormonok (oxytocin, vazopresszin) a
preopticus teriilet mellet a BNST teriiletén is jelen vannak, valamint a postpartum
idészak soran a BNST magban jelen 1évé oxytocin és vazopresszin Vla tipusu
receptorkotés erdsségének nodvekedése a teriilet anyai viselkedésben betoltott
szabalyozé szerepére enged kovetkeztetni (Bosch és mtsai 2010).

Az anyai magatartds szabalyozasaban a teriilet medial-posterior szubdivizidjaban
expresszaldodo CRF receptorok hipoaktivacioja sziikséges (Klampfl és mtsai 2014). A
BNST-re a galanin rostok innervacidja, valamint a galanin receptorok nagy szama
jellemz6 (Mufson és mtsai 1998). Centralis magjat humanban amygdala eredetd,
patkanyok esetén PAG és nucleus raphe dorsalis eredetti VIP-rostok innervaljak (Zhou
és mtsai 1995), mig medidlis magjat nagyrészt VIP-, kisebb mértékben aminerg-,
peptiderg, enkephalin-. és neuropeptid Y-rostok (Zhou és mtsai 1995). A BNST
teriiletén eléforduld androgén- és ERa tipusu receptorok esetén - a preopticus areatol
eltéré modon - nemek kozti kiillonbségek nem voltak megfigyelheték (Fernandez-Guasti
és mtsai 2000, Kruijver és mtsai 2002). A TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer a
preopticus teriilethez hasonldan itt is jelen van (Faber és mtsai 2007).

A BNST rostokat kiild a preopticus teriiletre, tovabba a stria terminalis révén a

Hth-BNST-amygdala reciprok &sszekottetései is jol ismertek (Coolen és Wood 1998,
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Weller és Smith 1982), valamint a VTA innervalasa révén az averziv és jutalmazo
valaszok szabalyozasaban vesz részt (Matsushita és mtsai 2015). GABAerg projekcioja
révén gatolja a PVN-neuronok aktivaciojat a stresszvalasz soran (Bienkowski és
Rinaman 2011). Az amygdala efferens rostjainak egy része itt kapcsolodik at. Az innen
eredé rostok részben a hypothalamusban, részben az alsd agytorzsben végzddnek,
egyike a limbicus rendszer extracorticalis efferenseinek (Cadiz-Moretti és mtsai 2014).
Tovabbi efferentaciojat a PVN (Champagne és mtsai 1998), nucleus periventricularis
(Krajewski és mtsai 2010), nucleus parabrachialis (Gungor és Pare 2014), medullaris

(Aston-Jones és mtsai 1999), valamint mesencephalicus strukturakbol kapja (Kozicz és
mtsai 1998).

1.3. Az anyai viselkedés

Anyai viselkedés alatt az anyak azon, jellegzetes viselkedési elemeinek
Osszességét értjilk, mely az utdodok felnevelését szolgdlja, igy alapvetd szereppel bir a
faj fenntartasaban. Kialakulasat velesziiletett és tanult elemek hatarozzak meg. Az anyai
magatartas a sziilo-gyermek interakciok sorozataban nyilvanul meg; ez tehat minden
esetben kolesonos, kétiranyt kapcsolatot feltételez.

Intenziv kutatasanak létjogosultsagat tamasztjak ala human vonatkozasai: a
sziilést kovetd hangulati zavarok, sulyos esetben a postpartum depresszié megjelenése
(Yim és mtsai 2015), mely nem csak az anyak, hanem altaluk az utdédok fizikai és lelki
jollétét is veszélybe sodorja. A postpartum iddszakban megjelend, anyakat érintd
mentalis problémak - leggyakrabban a postpartum depresszio és szorongas - gyakoriak
és a sziilé-gyermek kapcsolat alakuldasa szempontjabol elsédleges rizikofaktorként
szamon tartott jelenségek (Swain 2011). A postpartum depresszido a sziild anyak
mintegy 10-15 %-anal el6fordulo, stlyos mentalis zavar (Caplan és mtsai 1989),
tovabba az anyak tobb, mint 60 %-anal a sziilést kdvetd elsd 6 hétben felfedezhetd a
sziilést kovetd depresszio tiinetegyiittesének valamely tiinete (Stowe és Nemeroff 1995).
A postpartum depressziora jellemzd az altalanos depresszids tlinetek (értéktelenség
érzése, blintudat, lassu dontéshozatal, 6ndllotlansag, alvaszavarok, tilzott érzékenység
¢s faradékonysag, negativ jovokép) mellett a babaval kapcsolatos negativ gondolatok,
tulzott aggodalom vagy érdektelenség megjelenése (Lee és mtsai 2015). Friss kutatasi

eredmények szerint a depresszios €s szorongasos tiineteket mutatd anyak gyermekei
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esetén a mentalis zavarok el6fordulasa jelentésen megemelkedik (Brown és mtsai 1987,
Heim és mtsai 1997, Kendler és mtsai 1993, Sroufe és mtsai 1999). Tehat az anyak,
vagy a nevelok megfeleld pszichés allapota sziikséges a gyermekek hosszi tavu,
felndttkorukra is jellemzd mentalis stabilitasahoz, €s igy a gyermekekbdl felndvo sziilok
megfeleld sziiléi viselkedésmintazatanak kialakuldsahoz (Akman és mtsai 2007,
Verreault és mtsai 2014). Tovabba szamos esetben az is bizonyitast nyert, hogy a sziil6k
gyermekiik szellemi és pszichés fejlodésére tett hatdsa mar az utédok perinatélis

koraban elkezd6dik (Werner 2004).

1.3.1. Anyai viselkedés ragesalokban

Az anyai viselkedés kialakulasanak koriilményeiben (hormonalis, szenzoros
hatasok) és jellemzdiben szamos hasonlosagot lehet felfedezni human és nem human
fajok kozott (Lonstein és mtsai 2015). Human vonatkozasokat tekintve az anyai
viselkedés megvalosulasaban foként subcorticalis eredetii reflexiv valaszok, kérgi
funkciokhoz kothetd kognitiv reakciok és az anyasdghoz kapcsold6dd memoria, valamint
érzelmi reakciok jatszanak szerepet (Swain 2011). Az anyai viselkedéshez kapcsolodo
reflexiv valaszok allatmodellek segitségével jol és megbizhatdé moédon vizsgalhatok. Az
igy kapott eredmények nagyfoku interpretalhatosdga révén az anyai viselkedés
emberekben megvaldsuld szabalyozasardl allatkisérletek segitségével is egyre tobb adat
all rendelkezésiinkre (Lonstein és mtsai 2015).

Ugy tiinik, hogy habar az anyaként valo viselkedés képessége ragesalokban mar
a pubertds i1doszakdban megjelenik és folyamatosan jelen van a felndttkor végéig,
ugyanakkor kifejezddésének intenzitasa a sziilés korili iddszakban jelentdsen
megnovekszik (Bridges 2015). Az anyai viselkedés els6, erételjes, sziiléskor
bekovetkezd megnyilvanuldsa a magzatvizzel és a kolykokkel szembeni fokozott
pozitiv véalaszkészség. A kolykokkel szembeni fokozott valaszkészség specifikus anyai
motivacios allapotot jelent, mely kiilonbozé utédgondozé magatartasi formakban
nyilvanul meg, ugymint fészeképités, kolykok nyalogatasa, tisztogatasa, illetve azok
fészekbe valod visszahordasa (Olazabal €s mtsai 2013), tovabba ezzel parhuzamosan
novekszik az anya allatok betolakodokkal szembeni agresszidja (Mayer és Rosenblatt

1984).
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Az anyakra jellemz0 viselkedések egy része mar a sziiléskor, mas része pedig azt
kovetden jelenik meg (2. tablazat). Az anya allatok sziiléskor bekovetkezo jellegzetes
viselkedése a magzatviz €s a placenta elfogyasztasa, mely egyrészt az anyak nagy
fizikai megterhelést jelentd sziilést kovetd taplalasat, masrészt pedig a ragadozok
szamara vonz6 olfactoros ingerek eliminalasat szolgalhatja, emellett a placenta olyan
hormonokban bévelkedik, melyek a laktogenezis eldsegitésében és a negativ energia-

egyensuly helyreallitasaban jatszhatnak szerepet. A sziilést kévetéen megjelend anyai

valaszokat, illetve azok anyai viselkedésként valé megnyilvanulasait alapvetden két
csoportba oszthatjuk: a k6lykokhoz kozvetleniil, illetve azokhoz kozvetetten kapcsolodo
magatartasi formak (Bridges 2015).

AZ ANYAI VISELKEDES FORMAI

o ) . Sziilést kovetden megjelend
Sziiléskor megjeleno

Kozvetlen Kozvetett
kolykok ingerlése kolyokceipelés anyai agresszio
megnovekedett

logatas, tisztogata L q21x .
, , nyalogatas, fisztogatas taplalekfelvétel
magzatviz elfogyasztasa

szoptatas, gdrnyedés o .
P » £0MY csokkent szorongas és

megnovekedett
exploracios aktivitas

placentofagia védelem és melegités
(fészeképités)

2. tablazat. A postpartum ragcsalokra jellemzoé magatartasformak
A legkorabban megjelend anyai viselkedések mar sziiléskor megfigyelhetok. Ezek koz¢é tartozik
az 0jszilott kolykok késobbi idegrendszeri fejlodésiik szempontjabdl is fontos stimulalasa,
tovabba a magzatviz és a laktogenezist eldsegitd hormonokat tartalmazo és tapanyagként is
szolgalo placenta elfogyasztasa. A sziilés utan kialakuld viselkedések egy része a kolykokkel
vald kozvetlen interakcioban nyilvanul meg, mig masik résziik a kolykok kozvetlen hatasanak
tudhato be. A kolykokkel vald kozvetlen kapcsolat kiterjed az utddok fészekbe valod
visszahordasara, a kolykdk nyalogatasara, tisztogatdsara, kiilonb6z0 szoptatdé pozok
felvételévelére, azok szoptatasara, illetve a fészeképités réven a kolykok ragadozokkal és a
hévesztéssel szembeni védelmére. Bar nem jelenti a kolykokkel vald kdzvetlen interakciot,

mégis az anyai viselkedés fontos aspektusat képezi a betolakodokkal szembeni agresszio,
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tovabba a laktogenezis, a megndvekedett taplalekfelvétel, illetve az anyak batrabb fellépése 1j
helyzetekben (a szorongas csokkent mértéke és az exploracids aktivitds fokozodasa), melyek

mind-mind a k6lykok védelmét és megfeleld ellatasat biztositjak (Bridges 2015).

Sziilést kovetoen, a kolykokhoz kozvetleniil kapcsolodo anyai magatartasformak

A kolykok cipelése, illetve fészekbe vald visszavitele révén a még fejletlen

utddok testhdmérsékletének fenntartdsa és ragadozokkal szembeni fizikai védelme

valosul meg. Ez a magatartasi forma ragcsalokban teljesen altalanos, sériilése a BNSTv

crer

cres

kivalthat6 (Li és Fleming 2003).

A kolykok nyalogatdsanak, tisztogatdsdnak szerepe nem csupan a kolykok
tisztan tartasa, mely torténhet a kolyok testének nyalogatasaval (,,body licking”), hanem
az Un. anogenitalis nyalogatds az anogenitalis tajék ingerlése révén segiti a kolykok
vizelet- és székletiiritését (Gubernick és Alberts 1983). A kolykoktol szarmazo vizelet
ugyanakkor fontos stimulust jelent az anya allat szamara: képes fokozni az anyai
gondoskodas mértékét, ugymint a kolykok cipelését, nyalogatasat, tisztogatasat (Londei
¢s mtsai 1989). Emellett tovabbi hatasat irtak le kolykok szocialis és emocionalis
fejlodésére  (Bosch 2011). A nyalogatas/tisztogatas kozponti  idegrendszeri
szabalyozasaban az MPA teriiletén elhelyezkedé6 ERo, valamint a VTA dopamin
neuronjai kiemelt jelendséggel birhatnak, ugyanis ezen magatartasforma csokkenése
egylitt jar az ERa és dopamin neuronok szamanak redukcidjaval (Pena és Champagne
2014).

A kolykok folé goérnyedéssel, borulassal azok fizikai és lehiilés elleni védelme
valosul meg. Az alloparental (6rokbefogadd) viselkedés kapcsédn kimutattdk, hogy az
anyai viselkedés egyik komponensének tartott kolykok f61é gornyedéssel toltott idd, ami
gyakran egybeesik azok nyalogatdsaval, tisztogatasaval, a kétsziilésen gondozo préri
foldipockok esetén erdsen fligg az MPOA ¢s a lateralis septum teriiletén expresszalodo
oxytocin receptorok (OTR) szamaval és eloszlasaval (Olazabal és Young 2006). A
kolykok folé borulas gyakran a szoptatasi pozok egyik komponense is lehet.

A szoptatast altalaban megelézik az azt bevezetd, szomatoszenzoros ingerekre

bekovetkezd viselkedésformak, ugymint a kolykok Osszegyiijtése, nyalogatasa,

33



DOI:10.14753/SE.2016.1942

tisztogatasa. A szoptatds soran felvett testtartas torténhet nyugalmi vagy teljesen
mozdulatlan testhelyzetben, ami magasabb alomszam esetén is lehetdséget nyujt a
kolykok egyidejii szoptatasara (Stern 1989). A nyugalmi testhelyzet azon kiviil, hogy
lehetové teszi a kolykok emlobimbohoz vald hozzaférését, a szopasi stimulus hatdsara
bekovetkezd tejejekciohoz is nélkiilozhetetlen testtartas (Lincoln és mtsai 1980).
Ragcsalo anyak, foleg a postpartum iddszak elsd felében, idejiik jelentds részét, mintegy
85%-at szoptatdssal toltik, mig ez az ardny a sziilést kovetd 17. napra jelentdsen, 30%
koriili értékre csokken (Grota és Ader 1974).

A legtobb ragcesalo a még fejletlen utdodai szdmara fészket épit. Egerek esetén
kimutattak, hogy a fészeképités magas progeszteron és alacsony Osztrogén szint mellett
megy végbe (Lisk 1971). Progeszteron és Osztrogén egyiittes kezelésével a fészeképités
indukalhato, mig izolalt adasukkal nem (Swanson és Campbell 1979), ugyanakkor a
prolaktin valosziniileg antagonizalja a sztreoidok fészeképitésre gyakorolt pozitiv
hatasat (Numan ¢és mtsai 2006). Az MPA/BNSTV sériilését kovetéen a kolykok
fészekbe valo visszavitele mellett a fészeképités is zavart szenved (Numan és mtsai

2006).

Sziilést kovetden, a kolykokhoz kozvetetten kapcsolodo anyai magatartasformak
Az anyai gondoskodas (kolydkcipelés, nyalogatds/tisztogatds, szoptatas,
fészeképités) mellett a kolykok védelmének egyik fontos, a sziilést kdvetéen minden

anya dallatban 4ltalanosan megjelend anyai viselkedésformédja az anyai agresszid

(Numan és Insel 2003). A kolykok jelenléte és kora mellett a tamado (betolakodd) neme
és kora kiilsd tényezdkként modositjdk az anyai agresszid meértekét, mig a belsd
paraméterek kozé sorolhatd az anyak természetes szorongasa, illetve az anyai agresszio
kialakulasaért felelés neuropeptidek, az oxytocin és a vazopresszin (Bosch 2013). Az
anyai agresszio a sziilést kovet6 elsé héten a legkifejezettebb (Erskine és mtsai 1978),
sOt a sziilést kovetdé masodik héten szintje, kifejezddése még tovabb emelkedik
(Nephew ¢és mtsai 2010). Szabalyozasaban az oxytocinnak kiemelt jelentOséget
tulajdonitanak (Bosch és Neumann 2012).

Az anyai adaptaciok egyik fontos tényezéje a vemhesség és a laktacido soran

megjelend fokozott taplalékfelvétel és kovetkezményes leptin-rezisztencia (Ladyman és

Grattan 2005). A tejtermelés kovetkeztében fellépé negativ energia-egyensuly az anyak
hyperphagiajanak f6 oka (Xu és mtsai 2009). A taplalékfelvétel fokozodasaban szerepet
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jatszhat még a prolaktin szintjének emelkedése, valamint a kolykok feldl érkezd szopasi
stimulus (Chen ¢és Smith 2003, Woodside 2007), tovabba a taplalékfelvétel
szabalyozasaban részt vevd, nucleus arcuatus-ban és mas hypothalamicus teriileteken
elé6forduld egyéb peptidek, kiilondsen a neuropeptid Y (Chen és Smith 2003).

A kilonbozd stresszorokkal szembeni valaszkészség csokkenését mind a

vemhesség végén (Neumann és mtsai 1998), mind pedig a laktacié soran kimutattak
(Neumann és mtsai 1995). A hypothalamo-hipofizis-mellékvese tengely csokkent
valaszkészsége a limbikus, hypothalamicus és agytorzsi agyteriiletek adaptacios
képességének koszonhetd (Johnstone ¢és mtsai 2000). A postpartum iddészakban
bekovetkezd csokkent mértékli stresszvalasz egyik kovetkezményének tudhatd be a

laktalo allatokban leirt megnovekedett mértékii exploracios aktivitas (Leppanen és mtsai

2008).

Azok a neuondlis folyamatok, amelyek a kolykokrdl valé gondoskodas

kiilonb6z6 formdiban nyilvanulnak meg, eredményezik Un. az anyai motivacios
allapotot (Numan ¢és Woodside 2010, Pereira és Morrell 2011). Motivacionak
tekinthetiink minden olyan 4llapotot, mely sordn az egyedben végbemend belsd
folyamatok megvaltoztatjak egy kiilsé ingerre adott altalanos valaszat (Pfaff 1982). Az
anyali motivacios dallapot szelektiven noveli az anyai viselkedés bekovetkeztének
mértékét, tovabba olyan magatartasformakban (pl. kolyokcipelés, szoptatas, nyalogatas,
fészeképités) nyilvanul meg, melyek lehetévé teszik az anya allatok sziilés utan
bekovetkez6 megvaltozott, specialis koriilményeihez valo alkalmazkodasat (Olazabal és

mtsai 2013).

1.3.2. Az anyai viselkedés kialakulasa és szabalyozasa

Az anyai viselkedés kialakulasaban és szabalyozasaban mind endokrin, mind
neuronalis tényezOk szerepet jatszanak. Bar az anyai viselkedés alapjat a neuroendokrin
rendszer képezi (Bridges és mtsai 1999), szabalyozasat, megjelenését és fenntartasat
kiils6 ingerek (kolykok felél érkezé szaglasi, szenzoros, tapintdsi informaciok),
kiilonb6z6 hormonok, neurokémiai mediatorok és specifikus agyteriiletek dsszehangolt
munkdja egésziti ki. Az anyai viselkedés szabalyozéasaban szerepet jatszd hormonok,

akar hipofizealis, akar periférias eredetiiek, a kozponti idegrendszerre, foként a
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hypothalamusra hat6 visszacsatolasos folyamatok mediatorai, melyek az anyak
kolykokre és a kolykok altal jelentett stimulusokra adott valaszkészséget befolyasoljak
(Bridges 2015) (6. abra).

Koézponti
idegrendszer

Kiilsé Anyai
ingerek viselkedés

Hormonok

Hormonok e

6. abra. Sematikus rajz az anyai viselkedés kozponti idegrendszeri és hormonok altal

megvalésulé visszacsatolasos szabalyozasarol
Az anyai viselkedés kialakulasaban és fenntartasaban fontos tényezokként szerepelnek a
kiilvilag fel6l érkezo ingerek. Ezek kozé tartoznak a kolykok feldl érkezo szaglasi, szenzoros és
tapintasi informaciok. A szabalyozasban részt vevé hormonokat az agyalapi mirigy (pituitary
gland, Pit), illetve periférids endokrin szévetek (E), példaul az ovarium, mellékvese, placenta,
termelik. Ezek a hormonok a kozponti idegrendszer bizonyos teriiletein, foként a
hypothalamuson (Hypo) hatva stimulaljak, modulaljak az anyai viselkedést. Ezen feliil, egy
hypothalamuson beliili, un. intrinsic neurokémiai szabalyozdé kor is érvényesiil, mely
hormonalis és szenzoros szabalyozas alatt all. A visszacsatoldo szabalyozas részeként a
hypothalamus és az agyalapi mirigy kozott fennalld kozvetlen neuroendokrin kapcsolat

befolyasolja a neuroaktiv hormonok elvalasztasat és hatasat (Bridges 2015).

Neuronalis hatasok

A kolykok irdnti gondoskodd magatartdsformakat neurdlis folyamatok
biztositjak és szabalyozzak (Olazabal és mtsai 2013). Emldsokben sokrétli szenzoros

modalitasok felelnek az anyai valaszok kialakulasaért (Dulac és mtsai 2014).
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Az anyai viselkedés kialakulasaban elsoként Fleming munkéja soran valt
ismertté a Szaglds és a hozzd kapcsolédd neurondlis utvonalak, valamint az anyai
valaszhoz és az anyai memoridhoz kothetd jutalmazéd rendszer és ennek kozpontja, a
nucleus accumbens (Fleming 1994), tovabba az ezeket befolyasolni képes agykérgi
bemenetek (Lee és mtsai 1999). Noha az olfactoros rendszer a még nem sziilt (nullipara)
ndstény patkanyok esetén a kdlykokkel vald elsé interakciok soran, azokkal szemben
elkeriild magatartast fejt ki (Levy és mtsai 2004), a vemhesség soran a kolykokhoz
kapcsolddo szenzoros ingerek egyre inkabb vonzova valnak a ndstény szamara (Corona
és Levy 2015), és ez, a kolykoktol szarmazo ingerek hatasanak értékelésében
bekovetkezett valtozas teszi lehetdvé sziilést kovetéen a kolykokrdl valéo anyai
gondoskodas kialakuldsat. A kolykoktdl szdrmazo olfactoros informaci6é az amygdaldn
keresztiil szamos hypothalamicus teriiletet, tobbek ko6zott az MPOA-t, a nucleus
hypothalamicus anteriort (AHN), a BNST-t éri el. Az amygdalabol szarmazo inhibitoros
hatas valosziniileg a sziilés koriil gatlodik, tehat bekovetkezik a gatlas gatlasa, vagyis a
diszinhibicid, ennek hatasara sziinik meg a kolykoktol valo averzio és alakulhat ki az
anyai magatartas, amely az amygdalaval kapcsolatban all6 hypothalamicus teriiletek
aktivitasanak gatlasahoz kothet6. Az MPOA a VTA-val val6 kozvetlen kapcsolata révén
feltehet6en fokozza a jutalmazo rendszert, a NAcc-t eléré mesolimbicus dopaminerg
projekciokat, amely a ventralis pallidum (VP) gatlasa révén lehetévé teszi az anyai
viselkedés manifesztacigjat (Numan és mtsai 2005b). Az AHN/VMH, valamint az
MPA/BNST substantia grisea centralist (PAG) eléré projekcioik révén csokkentik a
kolykok elkeriilésére iranyuld magatartasformakat és novelik annak valdszinliségét,
hogy az Ujsziilott utddok az anya szamara vonzoak legyenek (Bridges 2015). A
hypothalamicus MPOA tehat az anyai viselkedés kozpontja, ahol az imént ismertetett
neuronalis rendszer mellett, egyrészt az anyai viselkedés szabalyozéasidban szerepet
jatsz6 hormonok az itt taldlhatd receptoraik révén az anyai gondoskodas
kifejez0désében vesznek részt, masrészt pedig ezen a teriileten torténik meg az agykérgi
bemenetek moduldlé hatdsa mellett a viselkedési elemek integracidja altal az anyai

magatartas szabalyozasa (Numan 2012) (7. abra).
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7. abra. Az anyai neuronalis halézat idegrendszeri elemeinek és az azokat befolyasolo
tényezok attekint6 abraja
Az anyai viselkedés kdzpontjanak tekintett medialis preopticus area, valamint a bed nucleus of
the stria terminalis teriiletén tobb, az anyai viselkedés kialakulasaban és szabalyozasaban
szerepet jatszo inger és informacid konvergal. A kolykok szaga nullipara ndstények esetén, a
kolykokkel valo elso talalkozasukkor az olfactoros rendszer (OB/OAB) — amygdala (MAMY) —
elilsé hypthalamus (AH) — VMH kapcsolatrendszer révén hat a PAG-ra, és ez a kolykok
elkeriiléséhez vezet. A sziilés soran bekovetkez6, amygdalabol szarmazo gatlas gatlasa révén, az
MPA gatolja a kolykok elkeriiléséhez vezeté neuronalis kapcsolatokat (AH/VMH és PAG),
tovabba a VTA — NA (itt: nucleus accumbens) rendszer fokozasa, ezaltal a VP gatlasa révén
megvalosulhat az anyai viselkedés. A sziilés soran megvaltozott hormondlis statusz (PRL:
prolaktin, E2: 6sztradiol), tovabba a kolykoktdl szdrmazd szenzoros €s taktilis informaciok,
valamint agykérgi bemenetek hatasai az MPA teriilet tovabbi bemeneteit képezve fokozzak a

megfeleld anyai viselkedés kialakulasat (Bridges 2015).

Az utodoktol az anyak nemcsak olfactoros, hanem auditoros informaciokat is
kapnak. Ez a hallasi inger a kolykok sirasa, azok ultrahangos vokalizacidja, melyet a
kolykok stresszhelyzetekben, példaul hideg hatasara vagy a fészek elhagyasa esetén
hallatnak (Kromkhun és mtsai 2013). A kolykok sirasa szintén képes aktivalni a
mesolimbicus dopaminerg rendszert. A kolykok vokalizacioja két masik agyteriileten is
fokozott aktivaciot valt ki: az eliilsé insula és a prefrontalis kéreg teriiletén. Az eliilsé
insula a szocialis érzelmekkel kapcsolatos informaciok feldolgozasaban jatszik szerepet
(Rilling és Young 2014), mig a prefrontalis kéreg feltételezhetéen a kolykok sirasa altal,

anyakban kivaltott negativ érzelmi valaszok kialakulasaért felel (Barr 2012).
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Az emld feldl érkezd szomatoszonzenzoros ingerek tejejekcioban és anyai

motivacioban valo szerepét Cservenak és mstai irtak le (Cservenak és mtsai 2010,
Cservenak és mtsai 2013). A PIL felszall6 bemenetet kap a nucleus gracilist6l és
nucleus cuneatustél, amelyek a gerincvelébdl szenzoros informaciot szallito
fasciculus dorsalis és a lemniscus medialis atkapcsold magjai. Direkt gerincveldi
bemenet szintén eléri a PIL-t, valdszintileg a tractus spinothalamicus kollateralisain
keresztiil. Mindkét afferens kapcsolat tovabbithatja a szopasi ingeriiletet a PIL felé. A
PIL-ben 1év6 TIP39 idegsejtek ugyanakkor kapcsolatban allnak a prolaktin receptort
tartalmazo nucleus arcuatus (Goudreau ¢és mtsai 1995, Goudreau ¢és mtsai 1992,
Kawano ¢s Daikoku 1987) és az MPOA teriileteivel, igy a Arc-szal valé kapcsolatuk
révén atkapcsold allomasként szerepelnek az emld mechanoreceptoraibol érkezo
szopas altal kivaltott szopasi reflex felszallo utvonalan, valamint az MPOA-val val6
kapcsolatuk altal az anyai adaptaciok szabalyozasaban részt vevo agyi kozpontok felé

tovabbitjak a kolykoktol szarmazo szenzoros informaciokat.

Hormonalis hatasok

crer

Az endokrin rendszer hormonszekrécigjanak, mar a vemhesség sordn
bekovetkezd valtozasa szdmos emlds csoportnal fontos szerepet jatszik a sziilés soran
megvalosuld anyai magatartas kialakuldsdban. Vemhesség sordn megemelkedik a
keringd Osztrogének, valamint a progeszteron ¢és a laktogén hormonok (prolaktin,
placentéris laktogének) szintje. Az Osztrogén és a progeszteron emelkedett szintje
lehetévé teszi a méh allapotat az embrid beagyazdodasara, illetve a placenta fejlodésére,
a prolaktin a tejtermelést fokozza, mig az oxytocin a szoptatds soran a tej tejutakbol
valo kitiriilését segiti. Ezek a hormonok a dopaminnal vald kapcsolatuk révén specifikus
neurondlis halézatok aktivalasdban vesznek részt, melyek a sziildket a kolykok
gondozasara, a kolykokhoz valo kotdédésére és azok védelmezésére késztetik (Rilling és
Young 2014). Tehat ez a hormonalis valtozas az anyai magatartasformak indukcidja
szempontjabol kiilonosen fontos (Rosenblatt 1994). Az anyai viselkedés endokrin
valtozasoktol vald dependencidja a sziilések szamanak novekedésével csokken: tobbszor

szlilt (multipara) ndstények esetén a hormonalis indukcié szerepe redukalt (Bridges
2015).
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Osztradiol- 17 (E2) az dsztrogén legaktivabb formaja, szintje a terhesség alatt
megemelkedik, a laktacio idészakaban azonban lecsokken (Howard Kinsley 1994). Az
E2 ragcsalok mellet szamos faj esetén az Un. anyai terhességi hormonok csoportjanak
tagjaként, a progeszteron és a prolaktin mellett nullipara ndstényeknél is részt vesz az
anyai viselkedés indukcidjaban (Moltz és mtsai 1970) . Az Osztrogén-hatas feltehetéen
Osztrogén alpha receptorokon keresztiil valosul meg (Ribeiro és mtsai 2012). A
hormonok és neurokémiai modulatorok, tgymint a progeszteron, a prolaktin és az

oxytocin hatékonysaga az 6sztradiol mennyiségétol nagymértékben fligg.

A progeszteron neve egyben funkciojara is utal: szerepe a vemhesség, azaz a
gesztacid eldsegitésében van. A progeszteron szintje, az 6sztradiolhoz hasonlé médon, a
terhesség alatt megemelkedik, és csak kozvetleniil a sziilést megelézden csokken
(Morishige és mtsai 1973). A progeszteronnak két viselkedésbeli szerepét irtak le:
egyrészt a vemhesség soran érzékenyiti a sziilés alatt 4llo patkanyt a sziilést kovetden
megjelend, kolykoktdl szarmazd ingerekre, masrészt szabalyozza a megemelkedett
valaszkészség megjelénésének idépontjat (Bridges 2015). Az utddgondozas
szempontjabol tul kordn megjelend anyai magatartasra kifejtett inhibitoros hatasat
egyrészt az MPOA, VMH, valamint ko6zépagyi tegmentalis teriileteken (Bridges 2015),

masrészt valosziniileg prolaktin receptorokon (Bridges és Hays 2005) keresztiil éri el.

Prolaktin és placentaris laktogének az anyai viselkedés indukciojaban
betoltott szerepiikre els6ként az hivta fel a figyelmet, hogy ovariectomizalt, nullipara
ndstény patkdnyok Osztrogén-, progeszteron €s terhességi hormonok adasat kovetden,
akar hypophysectomia utan, akar ép agyalapi mirigy jelenlétében, az anyakra jellemzo
magatartasformakat mutattak (Bridges 1984). Ugyanakkor hypophysectomian atesett €s
szteroidkezelésben részesiilt szliz ndstények anyai valaszaddsa a szteroidkezelést nem
kapott allatokéhoz volt hasonld (4-5 nap), mig a szteroidkezelés mellett ép agyalapi
miriggyel rendelkezd allatok esetén a megfelelé anyai valasz kialakulasa csupan 1-2
napot vett igénybe (Bridges és mtsai 1985).

A prolaktin-hatas kifejez6désének egyik célteriilete az MPOA (Bridges és
Ronsheim 1990) és a VMH lehet (Bridges és mtsai 1999). A PRL szekrécid

szabalyozasaban ugyanakkor egy masik neuropeptid, a TIP39 jatszik szerepet
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(Cservenak és mtsai 2013). A TIP39 a PTH2R endogén ligandja, a PTH2R antagonista
pedig bizonyitottan blokkolja a szopasi inger altal kivaltott prolaktin felszabadulast.

A placentaris laktogének vemhes patkdnyok esetén a gesztacié masodik felében
igen nagy mennyiségben szekretalodnak (Robertson és Friesen 1981). Az anyai
viselkedés indukcidjaban betoltott szerepiiket tamasztja ala, hogy infaziojukat kovetden
felnott, petefészekirtott, nullipara ndstény patkanyban 0Osztrogén- és progeszteron-
kezelést, illetve az endogén PRL-szekréciot gatlé bromokriptin-adast kdvetéen az anyai
valasz, szliz ndstényekben bekovetkezd 6 napos kialakuldsdnak ideje 2 napra

redukalddott (Bridges és mtsai 1996).

Neurokémiai modulatorok

Szamos neurokémiai rendszert és az ezekhez kapcsolodd neuromoduldtor
funkcioval rendelkez6 molekulat azonositottak, melyek az anyai viselkedés
kialakuldsdban, megindulasaban jatszanak szerepet. Ezek k6z¢ a neuromodulator
anyagok ko6zé éppugy tartoznak neuropeptidek (oxytocin, opioidok, vazopresszin,
opioidok, tachykininek, kolecisztokinin), mint Kklasszikus neurotranszmitterek
(dopamin, noradrenalin, szerotonin), valamint tovabbi szabalyozo anyagok (PTH2R,

galanin).

Az oxytocin (OT) anyai viselkedésre Kifejtett stimulalo hatasat Osztrogén-
hidnyos felnétt, szliz ndstény patkdnyok esetén irtdk le, mely soran az OT
intracerebroventricularis (ICV) injektalasat kovetéen az anyai valaszok gyors
megjelenése kovetkezett be (Pedersen és mtsai 1982), mig OT-antagonista adasa esetén
bizonyos anyai magatartasformak (kolykok nyalogatasa, tisztogatasa, kyphoticus
szoptatasi poz gyakorisaga) redukcioja volt megfigyelheté (Pedersen és Boccia 2003).
A PVN magnocelluléris szubdivizidjdban szintetizal6do oxytocin az anyai viselkedés
indukciojaban betoltott szerepét az MPOA-n és a VTA-n hatva fejti ki (Pedersen és
mtsai 1994). Az anyai viselkedés meginditasa mellet feltételezett szerepe van az anyai
motivacid novelésében, ¢és ezzel egyiitt a szorongas mértékének csokkentésében
(Bridges 2015). Az anyai viselkedés egyik aspektusanak, az anyai agresszio
kialakulasanak szabalyozasaban is jelentdséget tulajdonitanak neki (Bosch és Neumann

2012).
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A vazopresszin (AVP) anyai gondoskodd magatartas indukcidjaban betolott
szerepe kevéssé ismert, bar sziiz ndstény patkanyok esetén AVP-injaktalasat kovetden
leirtak az anyai valaszok valamelyest gyorsabb kialakulasat (Pedersen és mtsai 1982),
valamint AVP-hianyos un. Brattleboro patkany esetén a kolykok nyalogatasaval,
tisztogatasaval toltott id6 csokkenését (Fodor és mtsai 2012). Az AVP anyai
viselkedéshez kapcsolodo, legintenzivebben vizsgalt szerepét tekintve elsddlegesen az

anyai agresszio kialakulasaban jatssza (Lonstein és Gammie 2002).

Az opioidok anyai viselkedésben betoltott szerepének ellentétes hatasait irtak le,
melyek egyrészt azokat, az anyai motivaciot és a kolykokkel vald interakcidkat
stimulald (Panksepp és mtsai 1994), masrészt azokat gatld hatasok, melyek a kolykok
iranti valaszkészséget csokkentik (Bridges és Grimm 1982). Az opioidok gatlo
hatasanak vizsgélata soran az MPOA teriiletére morfin-adast végeztek, ennek hatdséara
az anyai viselkedések megjelenése nostény patkanyokban sériilt, mig az opiat
antagonista adasa ezzel ellentétes hatast valtott ki (Rubin és Bridges 1984). A morfin
anyai viselkedésre kifejtett gatlo hatasat feltételezhetéen p opiat receptorokon fejti ki

(Mann és mtsai 1991).

A kolecisztokinin legfontosabb, az anyai viselkedésben betoltott szerepe a B-
endorfin gatld hatasanak antagonizalasa (Lavi-Avnon és mtsai 2004, Mann és mtsai
1995, Miranda-Paiva és mtsai 2002). CCK és B-endorfin MPA teriiletére tortént
egyiittes adasa meggatolta az opioid anyai viselkedésre kifejtett negativ hatdsat
postpartum patkanyok esetén. Mindemellett az opioid-kolecisztokinin interakcionak a
szexudlis magatartasformak kialakulasanak szabalyozasaban is szerepet tulajdonitanak

(Micevych és Sinchak 2001).

A tachynininek, melyek k6zé a substance P, a neuropeptid K (0j nevezéktan
szerint neurokinin B) és a neurokinin A is tartozik, feltehetéen azon neuronalis rendszer
elemeit alkotjak, amelyek az anyai viselkedés gatlasaban jatszanak szerepet. A
neuropeptid K VMN teriiletére vald beadasat kovetden hormonkezelt ndstény
patkanyok esetén sem kdvetkezett be az anyai viselkedés (Sheehan és Numan 1997),
mig ettdl a teriilettdl dorsolateralis beadott neuropeptid K semmilyen hatassal sem volt
az anyai viselkedésre. Mivel a tachykinin neurdlis palydja a MeA-t és a VMN-t koti

Ossze, ezért feltételezhetd, hogy a VMN teriiletre adott neuropeptid K aktivalta a
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»kozponti elkerild6 rendszert (central aversion system)”, amely alapesetben
hormonkezelt néstényben down-regulalt, igy ezeknél az allatoknal hormonalis hatédsra a

kolykoktol valo averzio, azok elkeriilése nem kovetkezik be (Numan és Sheehan 1997).

A dopamin (DA) az anyai viselkedés szempontjabol leginkabb vizsgalt
neurotranszmitter, mely mind az anyai magatartas indukciojaban, mind pedig annak
fenntartasaban szerepet jatszik (Bridges 2015). Emelkedett DA felszabadulas a NAcc
tertiletén az anya-kolyok interakciok szamanak novekedésével jart (Champagne és mtsai
2004), tovabba erdsitette az anyai viselkedés fennmaradasat (Numan és mtsai 2005a). A
DA anyai viselkedésre kifejtett stimulald hatasa egyes tipusu (D1) receptoran keresztiil
érvényesiil (Stolzenberg és mtsai 2007). A DA mesolimbicus jutalmazé rendszerben
betoltott szerepét tekintve, erdsen valdszinlisithetd, hogy a DA az anydk szamdara a

kolykok jutalmazé ingerekként vald megerdsitésében vesz részt (Bridges 2015).

A noradrenalin (NA) anyai viselkedésben betoltott szerepét eddig leginkabb
juhokban vizsgaltak, az eredmények alapjan valoszinisitik, hogy a noradrenerg rendszer
az anyai gondoskodd magatartas bizonyos komponenseire hathat (Bridges 2015).

A szerotonin (5-HT) patkdnyok anyai viselkedésében betoltott szerepét
kolykok iranti anyai valaszok és a gondoskodas mértéke csokkent (Barofsky és mtsai
1983). KO egérmodellek segitségével azt is sikeriilt bizonyitani, hogy 5-HT teljes
hianydban az anyai viselkedés csokkent mértéke legfoképp a kolykok visszavitelét

érintette (Alenina és mtsai 2009).

A Kettes tipusi parathormon receptor (PTH2R) anyai magatartasban betoltott
szerepét tamasztja ald, hogy endogén ligandja, a TIP39 az Arc teriiletén a szopas-
indukalt prolaktin-felszabadulasban (Cservenak és mtsai 2010), az MPOA teriiletén az
anyai motivacio kialakulasaban vesz részt (Cservenak és mtsai 2013). A thalamus
intralaminaris komplexében expresszalodd TIP39 neuropeptidet tartalmazo sejtek
gerinvel6i bemenetet kapnak és rostokat kiildenek a Arc-hoz, valamint az MPA-hoz, igy
a PIL TIP39 sejtjei egyrészt az emld mechanoreceptoraitél az arcuatus maghoz futod
felszallo palya atkapcsold neuronjai, tovabba az MPA-val vald kapcsolatuk révén részt

vesznek az anyai motivacio kialakitasaban.
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A galanin a kozponti idegrendszeren beliil elsésorban az olfactoros rendszerben
¢s az MPOA teriiletén taldlhaté meg mind ndstény, mind him egyedekben. A sziil6i
gondoskodd magatartdsban betoltott szerepét Wu €s munkacsoportja irta le elsOként
(Wu és mtsai 2014). Az MPOA teriiletén talalhatd galanin sejtjek mintegy 60%-nak
eliminacidjat kovetden sziiz ndstény egerek esetén a kolykok fészekbe valo visszavitele
csOkkent mértéki volt, s6t fokozddott a kdlykokkel szembeni agresszid is, tovabba a
galanin sejtek optogenetikai aktivaciojaval him egerekben csokkent a kolykokkel
szembeni agresszi6 mértéke, és megemelkedett a kolykdk nyalogatasanak,

tisztogatasanak frekvenciaja.

1.3.3. Az anyai viselkedés indukcioja nem anya allatokban

A peripartum id6északban az anyai viselkedés a hormonalis indukcié (Moltz és
mtsai 1970) mellett, az allatok kolykoknek vald expoziciojaval is elérheté (Rosenblatt
1967). Ezt a folyamatot szenzitizacionak nevezik, melynek eredményeként a
szenzitizalddott allatok esetén az anydkra jellemzd viselkedési mintdzathoz nagyon
hasonl6 magatartasformak jelennek meg (Numan és mtsai 2006). A folyamatos
kolyokjelenlétnek koszonhetden a szenzitizalas alatt allo allatokban a kolykoktdl valo
kezdeti averzid elmulik, és ezt kovetden lehetéveé valik a megfeleld kolyokgondozo
magatartasi formak kifejezédése (Fleming és mtsai 1989). Kontroll (sziiz, nullipara)
ndstény patkanyok esetén a szenzitizacid 3-8 napon keresztiil tart (Numan ¢és Insel
2003). Egerekben, a patkanyokhoz hasonldé moddon, kolykoknek vald expoziciot
kovetden kontroll ndstényekben is megjelennek az anyakra jellemzd magatartasi formak
(Stolzenberg és Rissman 2011), ugyanakkor mivel néstények egerek szenzitizacid
nélkiil, a kolykokkel valo els6 taldlkozasukkor is mutatnak anydkra jellemz6 viselkedési
elemeket, amiket spontan anyai viselkedésnek neveziink, ezért esetiikben a szenzitizacid
id6tartama a patkanyokéhoz képest rovidebb: 4 napon keresztiili, napi par ora
kolykokkel vald egyiittlét elegendé a hosszl 1don keresztiil fennmaradd szenzitizacios
allapot eléréséhez (Stolzenberg és mtsai 2012). A szenzitizacio jelensége nem csupan

néstény, hanem him allatok esetén is bekovetkezik (Rosenblatt és mtsai 1996).
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1.3.4. Az anyai viselkedés vizsgilo mdédszerei

Az anyai viselkedés tanulmanyozasanak torténete patkdnyok esetén tobb
évtizedre nyulik vissza, jelenleg ez a faj az anyai viselkedés vizsgalata szempontjabol
leggyakrabban alkalmazott modellszervezet (Gonzalez-Mariscal és Melo 2013, Numan
és mtsai 2006, Olazabal és mtsai 2013), ugyanakkor a genetikailag modositott
egértorzsek megjelenésével egyre tobb, az egerek anyai viselkedését vizsgalo tanulmany
sziiletik (Brooks és mtsai 2012, Heiming ¢és mtsai 2013, Rich és mtsai 2014).
Altalanossagban elmondhatd, hogy a kolykok jelenlétéhez kotott anyai viselkedés
kvantitativ leirdsdra a kolykokkel valo interakciok szdmanak meghatarozasa szolgal
(Bridges 2015).

Az anyai viselkedés leirasa soran tobb tényezot is figyelembe kell venniink.
Mivel az anyai magatartasformak egy kolcsonds anya-kolyok —interakcioban
nyilvanulnak meg, ezért a kolykok anyai viselkedésre vald hatasaval minden esetben
szamolni kell. Egyészt fontos tényezdként szerepelhet az alomszdm. A kolykok szama
hat azok taplaltsagara, az emldbimbokhoz valé hozzaférésiik lehetéségére. Magasabb
alomszam a kolykok alultaplaltsagahoz (Williams és mtsai 2003), mig az alacsonyabb
azok tultaplaltsagahoz vezethet (Plagemann és mtsai 1998), ezek pedig Osszességében a
kolykok fokozott, illetve csokkent jelzéseiben nyilvanulnak meg. Masik fontos tényezd
lehet a megfigyelés, teszt elvégzésének idOpontja: az allatok aktivitdsanak napszaki
ritmusa van, ez pedig nemcsak anyai viselkedésiik mértékére, hanem annak megjelenési
formajara is kihat (Shoji és Kato 2006). Egerek vizsgalatanal tovabbi, az anyai
viselkedést meghatarozd tényezbével kell szamolnunk: az egerek kolyokgondozo
magatartasat nagymértékben befolyasoljak azok genetikai tulajdonsagai (Shoji és Kato
2006).

Az anyai viselkedés alapvetden kétféle modon vizsgalhat6. Egyrészt az anya
allat megzavarasa nélkiil sajat ketrecében, ebben az esetben a spontdn, azaz természetes
magatartasformak megfigyelésére nyilik lehetdség, masrészt az anyak természetes
viselkedésének (nyalogatas, szoptatas, kolykok folé gornyedés) befolyasolasaval (pl.
kolykok elvétele, az anya j kornyezetbe helyezése, idegen fajtars megjelenése) az tn.
indukalt anyai magatartasformak valthatok ki (Fodor és mtsai 2012). Ezeket egészitik ki

a postpartum periédusban megvaltozott egyéb viselkedésekre iranyuld, szorongas és
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depresszid-szerli magatartasat méré tesztek segitségével elvégzett vizsgalatok (Fodor és

mtsai 2012).

Spontan anyai viselkedés mérése

Mivel az anya-kolykok kozti interakciok szama a sziilést kovetd elsé napokban a
legmagasabb, ezért a spontan anyai viselkedések kvantitativ analizisének elvégzése
ebben az idGszakban ajanlatos (Bridges 2015), tovabba tobb, anyai magatartast mérd
teszt sorozatos elvégzése esetén a spontan anyai viselkedés zavartalansaganak
biztositasa érdekében szintén ajanlott ezzel a megfigyeléssel kezdeni.

A spontan anyai viselkedés mérésének egyik legalaposabb médjat Dimitsantos
¢és mtsai irtak le (Dimitsantos és mtsai 2007), azota mind patkanyok, mind egerek anyai
magatartasanak vizsgalatara elterjedten alkalmazzak (Benatti és mtsai 2011, Fodor ¢és
Zelena 2013). Az anyai viselkedéseket az elsé 7 postnatalis napokon (PPD1-7) keresztiil
a nappali ciklus alatt haromszor (8:30, 12:30 és 14:30 h), mig éjszaka egyszer (20:30 h)
figyelték meg. Egy megfigyelési id6tartam alatt minden anya viselkedését 25
alkalommal értékelték, melyek kozott 3 perc sziinetet tartottak. Ezekkel a megfigyelési
paraméterekkel allatonként a kisérlet idGtartama alatt Gsszesen 700 megfigyelést
végeztek (25 megfigyelés x 4 periddus/nap x 7 nap). A kovetkezd magatartasi fomak
jelenlétét, illetve azok hianyat pontoztak: (1) barmely kolyok nyalogatasa, tisztogatasa
(test + anogenital nyalogatas); (2) kyphosis; (3) “prone nursing”, vagy “low/partial
kyphosis”; (4) “supine nursing”; (5) anya fészken kiviil, nincs interakcié a kolykokkel.
Ha a nyalogatasok-tisztogatasok szamat az egyes kolykok esetén kiilon-kiilon is
megvizsgaljuk, akkor az egyes kolykokkel folytatott interakciok szdmanak

meghatdrozasaval a nyalogatés-tisztogatas mértékének pontosabb leirasa valik lehetdvé.

Indukalt anyai viselkedést méroé tesztek

Kolyok visszaviteli teszt (Pup-retrieval Test)
Ennek egy lehetséges és gyakran alkalmazott formdja patkdnyok és egerek

esetén annak mérése, hogy mennyi id6 telik el addig, ameddig a sajat ketrecben

szétszortan elhelyezett kolykoket az anya a fészekbe visszaviszi, 6sszegytijti (Bridges
2015). A teszt kezdetét megel6zi egy 5-10 perces kdlykoktdl valo szeparacio, majd azt

koveti a kolykok ketrecbe valo visszahelyezése, mely torténhet az 6sszes kolyok (Fodor
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¢és mtsai 2012), vagy csupan 3-4 kolyok (Stolzenberg és Rissman 2011, Stolzenberg és
mtsai 2012) visszaadasaval. A kolykok visszahelyezését kovetd 10 percben a
kovetkezOk szerint értékelhetd az anyai magatartas: az els6é kolyok *megfogasaig’ eltelt
id6, az els6 kolyok fészekbe vald visszahelyezéséig eltelt id6, illetve az 6sszes kolyok
fészekben vald 6sszegytijtéséhez sziikséges 1d6 (Slamberova és mtsai 2001).

Tovabbi lehetséges formajaként mindez megvaldsithatd T-labirintus tesztben (T-

maze maternal behavior test) is (Stolzenberg és mtsai 2012). Ebben az esetben a
kolykok Osszegylijtése egy, a ndstény szamadra teljesen ismeretlen kornyezetben tortént,
az Osszegyljtés helyét némi sajat alomanyaggal jelolték. Ez a teszt az anyai viselkedésre

vald szenzitizalas hosszh tavu hatasainak leirasara adott lehetéséget.

Az anyai agresszio tesztje (Maternal Defense Test)
Az anyai agresszid0 a betolakodoval szembeni védekezésbdl fakadd tdmado

magatartasban nyilvanul meg (Neumann és mtsai 2001). A betolakodd (n6éstény, him)
az anya sajat ketrecébe vald behelyezését kovetden az anya részérdl a kovetkezd
viselkedésformakat valthatja ki: tamadasok, agaskoddsok, harapasok, rugasok &s
agaskodas kozben végrehajtott iitések (Lonstein és Gammie 2002). A kolykok
jelenlétében végzett teszt id6tartama 10 perc, mely soran mind az anya, mind a
betolakod6 altal mutatott tdmadd (tdmadéasok, fenyegetések, tamadast kovetéen az
ellenfél genitalis megszaglaszasa, tdmadoé jellegl szaglaszas), védekezd (megdermedés,
tamadast koveté immobilitas), exploracids (agaskodas, ellenfél felé szagolgatas, ketrec
felfedezése) és anyai magatartasformak (szoptatds, kolykok nyalogatasa/tisztogatasa,

kolyokcipelés) keriilnek megfigyelésre (Neumann és mtsai 2001).

Kondicionalt helypreferencia teszt (Conditioned Place Preference Test, CPP)
A kondicionalt helypreferencia teszt az anyai motivacié mérésére alkalmas, arra

rendkiviil érzékeny modszer (Mattson és mtsai 2003), mely egy meger6sité stimulus (pl.
kabitoszerek) motivaciora gyakorolt hatasat képes kimutatni. Megerdsitd inger
hianyaban is elvégezhetd a teszt, ekkor a kondicionalds valamely kornyezeti elemre
iranyul (Fleming 1994). A kolykdk az anyak szamara egy olyan pozitiv hajtoerdt, ingert
jelentenek, hogy hianyukban a rajuk emlékeztetd kornyezeti elemek ép anyai motivacio
esetén alkalmasak az anyak, kolykeikhez kotédé helypreferenciajanak fenntartasara

(Fleming 1994).
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A 60 min id6tartam hosszsagu teszt bizonyos tipusaiban az anyak a kolyok-
asszocialt és a masik stimulushoz kotott kompartment kozott valaszthatnak (Mattson és
mtsai 2001), mig mas kisérleti elrendezés soran a kolyok-assszocialt és egy un.
semleges kontroll doboz kozotti preferencia mérhetd (Cservenak és mtsai 2013). Ep
anyai motivacioé esetén az anyak a korai postpartum idészakban a kolyok-asszocialt
kompartmentben tartozkodnak tobbet, ezt preferaljak, mig a késéi postpartum
1d6szakban a kolykok mar nem képviselnek az anya szdmara mindennél er0sebb ingert,
igy megjelenik a masik stimulus (nem kolyok) iranti preferencia (Mattson és mtsai

2001, Wansaw és mtsai 2008).

Peddlnyomé viselkedési teszt (Bar-pressing test)
A teszt szintén az anyai motivacid mérésére alkalmas modszer, mely sordn az

operans tanulas olyan tipusa kovetkezik be, amelyben a megfigyelt kisérleti allat
valamilyen modon a kdrnyezetet aktivan befolyasolja, azaz a viselkedés szabdlyozza a
kovetkezményeket, konkrétan az anya allatok pedalnyomoé viselkedésének aktivitasa
feler6sodik, ha a peddl megnyomasat az operans kondicionaldé kamraban jutalomként a
kolykok jelenléte koveti. A teszt elsd 1épéseként megtorténik az allat inaktiv operans
kamrara (Skinner-doboz) valé habituacidja. Ekkor napi egy oran keresztiil csak az
inaktiv kisérleti kamraval ismerkedik. A tanulasi folyamat, vagyis kondicionalas alatt a
pedalnyomasra az allat megkapja a megerdsitd stimulust, a jutalmat (étel, kolykok),
majd a teszt mérési fazisaban megtorténik a jutalom megszerzéséért folytatott
pedalnyomasok mérése (Lee és mtsai 2000). Els6ként ezzel a moddszerrel sikeriilt
kimutatni, hogy a kolykok kora hat az anyai motivacio mértékére (Noirot 1964). A teszt
érzékenységének tovabbi jo fokmérdje, hogy anyak esetén a pedalnyomas fokozddasa
csak akkor kovetkezett be, ha ezt nem csupan a kolykok jelenléte, hanem az azokkal
valé kozvetlen interakcio is kovette, mig szliz, nem szenzitizalt allatok esetén nem a

kolykok, hanem az étel idézte eld a fokozott pedalnyomogatast (Lee és mtsai 2000).

A postpartum periodusban bekovetkezo emocionalis valtozasokat méré tesztek

Emelt keresztpallo teszt (Elevated plus-maze test, EPM)
A szorongas mértékének vizsgalatara alkalmas modszer (Pellow és mtsai 1985).

A kisérlet soran egy magas, keresztalaku kisérleti berendezésre helyezziik az allatot,

amely két zart és két nyitott karbol, valamint az azokat Osszekoté kozponti
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kompartmentbdl all. A teszt 15 perces iddtartama alatt a szorongas fokmérdjeként
meghatdrozhatjuk a nyitott karokban toltott id6 mennyiségét, valamint a nyilt karokba
tortént belépések szamat (Fodor és mtsai 2012). A zart karokba tortént belépések szama
az allat altalanos lokomotoros aktivitasarol ad informacioét (File 2001). Az anya
allatokban a postpartum idészakban végbemend egyik legfontosabb valtozas
szorongasuk csokkenése (Neumann és mtsai 2000), mely megkonnyiti szdmukra a

kolykok elfogadasat és az utodokkal valo szocialis kotddés kialakulasat (Rich és mtsai

2014).

Kényszeres uszas teszt (Forced Swimming Test, FST)
Els6 leirasa ota a farmakoldgiai kutatasokban az antidepresszans hatas

vizsgalatara széles korben alkalmazott modszer (Marti és Armario 1993). A teszt ideje
alatt az allatokat egy henger alakt vizzel toltott, atlatszo fali edénybe helyezik, és mérik
az aktiv (kiidés, Gszas) és passziv (lebegés) viselkedési formék id6tartamat. Minél tobb
id6t toltenek az allatok passziv viselkedéssel, anndk inkébb depressziv viselkedést
folytatnak (Fodor és mtsai 2012). Az anyasdg emocionalitasra kifejtett hatasaként
leirtdk, hogy a postpartum iddszakban a teszt soran fokozott aktivitds volt mérhetd,

tehat az anyasag antidepressziv hatassal rendelkezik (Maguire ¢s Mody 2008).

Cukorpreferencia teszt (Sucrose preference test, SPT)
A FST-hez hasonloan szintén az emocionalitisban bekoOvetkezett valtozasokat

mérd teszt. Az anhedonia (6romtelensé€g), a jutalom altal vezérelt csokkent motivacid
fokmeérdje. A teszt harom fazisra oszthato: az els6 fazisban megtorténik a cukoroldathoz
valé habituacid, amikor az allatok csak cukoroldatot kapnak, ezt koveti masodik
fazisként a preferencia kialakuldsdnak ideje, amikor az allatok a viz és a cukoroldat
kozott szabadon valaszthatnak, majd a harmadik fazisban az elfogyasztott viz és
cukoroldat visszamérése alapjan megtorténik a cukorpreferencia meghatarozasa (Kurhe
és mtsai 2014). A depresszid-szerl tiineteket mutatdo allatmodellekben a depressziv
tiinetek egyiitt jarnak a cukorpreferencia csokkenésével, azaz az anhedonia mértékének

fokozodasaval (Fernandez és mtsai 2014).
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2. CELKITUZESEK

2.1. A sziilést kovetéen milyen idébeli lefolyassal és eloszlasban jelenik meg az
amylin patkanyokban és egerekben?

1. Valtozik-e az amylin mRNS szintje a sziilés koriili (peripartum) és a sziilés utani
(postpartum) idészakban patkanyok kdzponti idegrendszerében?

2. Kimutathato-e az amylin indukcidja egér anyak hypothalamuséban?

3. Megjelenik-e az amylin mint funkcionalis peptid anya patkanyok preopticus
tertiletén?

4. Valtozik-e a periférias amylin immunreaktivitasa a sziilést kovetéen?

2.2. A sziilésen Kkiviil milyen mas hatasok idézhetik elé az amylin kozponti
idegrendszeri indukcidjat?

1. Befolyasolja-e az ovariectomia, illetve az azt kovetd szenzitizalas az amylin
megjelenését a preopticus teriileten?

2. Hogyan valtozik a kozponti idegrendszeri amylin mRNS-mennyisége az anyai
viselkedésre valo szenzitizalas €s az éheztetés hatasara?

3. Kimutathaté-e a funkcionalis amylin peptid a szenzitizalast kovetden a preopticus

teriileten?

2.3. Mutatnak-e anyai aktivaciéot a preopticus teriileten talalhaté amylint
expresszalo idegsejtek?

1. Mutatnak-e Fos-aktivaciot az amylin-immunreaktiv idegsejtek kolykok hatasara?

2. Aktivaloédnak-e az amylin mRNS-t kifejezé neuronok kolykok visszaadasanak

hatasara?

2.4. Kapcsolatban allnak-e az amylint expresszalo idegsejtek a TIP39-PTH2R
neuromodulator rendszerrel?

1. Milyen elhelyezkedés jellemzi az amylin-ir neuronokat és a TIP39-rostokat a
preopticus teriileten?

2. Milyen az amylin mRNS-t expresszalo idegsejtek és a PTH2R-ir neuronok
elhelyezkedése a preopticus teriileten?

3. Befolyasolja-e PTH2R hianya az amylin mRNS-szintjét?
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2.5. Hogyan befolyasolja a sziilés és az anyai viselkedésre valé szenzitizalas az
egerek anyai motivaciojat és depresszio-szeri viselkedését?

1. Megvaltozik-e az anyai motivacio sziilést, illetve szenzitizalast kovetden ?

2. Befolyasolja-e a sziilés ¢és az anyai viselkedésre vald szenzitizalds az egerek

kényszeres Uszas tesztben mért aktivaciojat, azaz depresszio-szerti viselkedését?

2.6. Milyen hatassal van az amylin hianya az anyaik, illetve a szenzitizalt sziiz
nostények viselkedésére?

1. Van-e szignifikans eltérés a vad tipust és az amylin-hianyos egér anyak kondicionalt
helypreferencidjdban?

2. Megvaltozik-e amylin hianyaban az egér anyak kényszeres Uiszas tesztben mért

viselkedése?
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3. MODSZEREK

3.1. Allatok

Az allatkisérletek megtervezése és kivitelezése a European Communities
Council 2010. szeptember 22-i direktivaja, valamint a Semmelweis Egyetem
Allatkisérleti Bizottsdganak Allatvédelmi Szabalyzata és az ANTSZ 3453/003/2009.
szamu engedélye szerint tortént.

Az allatokat - patkdnyokat és egereket kiilon allathazi helyiségben — egyesével,
standard allathazi koriilmények kozott, temperalt hdmérsékleten (patkanyok: 20-21 °C;
egerek: 23 °C), 65%-o0s paratartalom mellett tartottuk 12 oras fény-sotét ciklusban. Az
¢heztetésben részt vevd patkanyok kivételével az allatok a vizhez és taphoz szabadon
hozzafértek (ad libitum). Az allatokat a mitéteket, perfuziokat és a disszekciot
megeldzden testsilyukra vonatkoztatott mennyiségii, intramuszkuldrisan injektalt
ketamin és xylazin (66mg/kg ketamin, 13 mg/kg xylazin) elegyével altattuk.

A felnétt ndstény allatok 3 kisérleti csoportba (kontroll néstény, laktalo anya,
szenzitizalt ndéstény) valod kivalasztdsa véletlenszerlien tortént. A kontroll ndstény
csoport tagjai szliz, még nem sziilt, in. nullipara allatok voltak, melyek a kisérlet soran
kolykokkel egyaltalan nem érintkeztek. A laktalo anyak csoportjanak tagjai a paroztatas
els6 napjat kovetd 14. napon kiilon ketrecbe keriiltek, vemhességiiket és sziilésiiket
naponta ellendriztiik. A sziilés napjat nulladik postpartum (PP0) napnak tekintettiik. A
kolykok szamat a sziilést kovetd 2 napon beliil patkany anydk esetén 10-re, mig egér
anyak esetén 5-7-re redukaltuk. Azok a laktaléo anya éllatok (egér, patkany), melyek
kolykeit az anyai viselkedésre valo szenzitizalas soran hasznaltuk (patkanyok esetén 3,

egerek esetén 4 darab), a kisérletek mas részeiben nem vettek részt.

1. Patkdnyok
Patkanyokkal végzett kisérleteinket Osszesen 79 felnétt ndstény Wistar

patkannyal végeztiik (260-340 gr; Charles Rivers Laboratories, Budapest, Hungary). Az
allatok ledlésiikkor minden esetben 90-120 naposak voltak. Harom anya patkanyt a

kisérletbdl kizartunk, mivel 6-nal kevesebb kolykot sziilt, illetve kolykeik elpusztultak.

2. Egerek
Kisérleteinkben C57/Bl6 torzsbdl szarmazo, felnétt, 90-110 napos, 25-30

grammos egereket hasznaltunk. A vad tipusu egerek (kontroll ndstény, laktald anya,
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szenzitizalt ndstény) viselkedésbeli valtozasait leird viselkedési tesztekben — melyek
megeldzték az amylin viselkedésben betdltott szerepének vizsgalatat - 6sszesen 52, mig
az amylin gén hianyaban bekovetkez6 valtozasok vizsgalatanal 39 db vad tipusu (IAPP
+/+) és 44 db amylin gén-hidnyos (amylin-knockout, amylin-KO, IAPP -/-) allatot
hasznaltunk. Az amylin-KO allatokat Thomas A. Lutz (Institute of Veterinary
Physiology, University of Zurich, Zurich, Switzerland) bocsatotta rendelkezésiinkre.

Az egerek tenyésztese

Az egerek tenyésztését a beltenyésztés szabdlyai szerint 8-10 hetes allatok
sorozatos testvér-testvér, gyermek-sziild paroztatdssal végeztiik. Az allatok egyedi
azonositoszamai a ketrecszdmokbol €s a labujjvagas mintdzatabol szarmaztak. A 8-10
napos kolykokbdl 0,5 cm nagysag farokmintékat vettiink, ezekbdl hataroztuk meg az
adott allat genotipusat. A farokmintdkat azonnal, szaraz jégen hiitétt Eppendorf-

csovekbe tettiik, a mintakbol végzett DNS-izolalasig azokat -20 °C-on taroltuk.

Az egerek genotipizalasa

A vagott farokmintakbol a DNS-t fenol-kloroformos extrakcié révén izolaltuk. A
mintakat 500 pl lizispufferbe [Osszetétele: 0,5M etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA),
10% sodium-dodecil-szulfat (SDS), 1M Tris-HCI, 5M NaCl, 0,5 mg/ml proteinaz-K]
egy ¢jszakara 350 rpm sebességgel razatva, 55 °C hémérsékletet tartd termosztattal
ellatott razogépbe tettiik. A mintak fenol-kloroform-izoamil-alkoholos, majd sorozatos
alkoholos kicsapasa utan a DNS fehér szinii csapadékként jelent meg az Eppendorf-csd
aljan. Ezt a csapadékot végiil 100 pl Tris-EDTA pufferben oldottuk fel, és egy éjszakan
keresztiil 55 ©°C-on inkubaltuk. A mintak DNS-tartalmat minden esetben
spektrofotométerrel (NanoDrop ND-2000, Thermo Scientific, Wien, Austria)
ellendriztiik.

A kapott DNS-oldatokbol, melyek a RT-PCR soran templatként szolgaltak, 2
primer par felhasznalasaval allapitottuk meg az egerek genotipusat. Az iTaqg DNS
polimeraz enzimmel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) végzett PCR reakcid
1épései a kovetkezok voltak: 95 °C-on 3 min, 95 °C-on 30 sec, 60 °C 30 sec, és 72 °C-0on
1 min, az utdbbi két 1épés ismétlése 32-szer, 72 °C 10 min. Az amylin gént meghatarozo
két, ellentétes orientacioju [forward, F (5°’GTA GCA ACC CTC AGA TGG AC3’;
reverse, R (5GAG GAC TGC ACC AAG GTT GT3’); Microsynth, Switzerland]

primer parja — amennyiben a minta tartalmazta az amylin gént — 300 barzisparnal (bp),
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mig az amylin gén helyére beiiltett Gn. kazetta [primer parjai: forward, F (5’CTT GGG
TGG AGA GGC TAT TC3’; reverse, R (5CAC AGC TGC GCA AGG AAC3); );
Microsynth, Switzerland] 200 bp nagysagnal adott jelet a PCR-termék 1,2%-o0s agardz
gélen valdo megfuttatasat kovetéen. A mintdk méretének meghatarozésahoz a futtatas
soran HyperLadder™ II 1étrat (Bioline, London, UK) hasznaltunk. Amennyiben az
adott allatbol szarmazé minta esetén csak 300 bp-ndl, ugy vad tipusi homozigota
(IAPP+/+), ha csak 200 bp-nal, abban az esetben amylinre nézve KO (IAPP-/-), mig ha
200 és 300 bp-nal is kaptunk PCR-terméket, tigy az allat heterozigota (IAPP+/-)

genotipusu volt (8. abra).
-
O
- -
ey
- -

+/+ +/- -/- dH20

> el

- =
-
8. abra. Vad tipusi, heterozigota és amylin gén -hianyos allatok gélfotoja
A farokmintabol torténd DNS-izolalast kovetd PCR soran kapott termékeket agardz gélen
megfuttattuk. A kapott termékek alapjan az allat genotipusa a kovetkezOk szerint volt
meghatarozhat6: PCR-termék csak 300 bp hosszisagnal jelent meg, az allat tartalmazta az
amylin gént, de az amylin gén helyére beiiltetett Gn. kazettat nem, igy vad tipusu (IAPP+/+, az
abran: +/4) volt; a 300 bp nagysagu termék mellett 200 bp méretben is megjelent egy termék, az
allat mind az amylint, mind pedig génjének helyére inszertalt kazettat is tartalmazta, igy
heterozigota (IAPP+/-, az abran: +/-) volt; csak 200 bp nagysagu terméket kaptunk, az allat
amylin génnel nem, csak a helyére illesztett kazettaval rendelkezett, tehat amylinre nézve KO
(IAPP-/-, az abran: -/-) volt. A kép jobb oldalan lathatoé DNS-létra segitségével tudtuk

meghatarozni a keletkez6 termékek bazispar méretét.

3.2. Petefészekirtas (Ovariectomia)

Altatast kovetden 16 db sziiz (még nem sziilt, nullipara) ndstény patkdnyon és 8

db sziiz, nullipara ndstény egéren kétoldali metszést ejtve a miitott allatok mindkét
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oldali petefészkét eltavolitottuk (Waynforth és Flecknell 1992), ezutan a hasfalat miitéti
fonallal Osszeoltottiik, majd a bort sebkapoccsal zartuk. A mtott allatok az anyai
viselkedésre vald szenzitizdlas megkezdése elott két hétig labadoztak,

szenzitizalasukkor koruk a laktalé anyak koraval volt megegyezd.

3.3. Anyai viselkedés indukcidja nem anya patkanyokban és egerekben (anyai

viselkedésre valo szenzitizalas)

Patkanyok esetén felnétt szliz néstények (nullipara) szenzitizalasat kisérleti
allatonként 3-3 darab, 3-14 napos kolyok folyamatos (24 oras) jelenlétével végeztiik. A
frissen szoptatott kolykoket naponta cseréltilk, azokat a ndstény patkdnyok sajat
ketrecébe, azon beliil is az altaluk leginkabb preferalt hellyel szemben elszortan
helyeztiik el (Fleming és Rosenblatt 1974). EQy, szenzitizalas alatt allo patkanyt a
kolykok kannibalizaldsa miatt a kisérletbdl kizartunk. Anyai viselkedésre
szenzitizaltnak tekintettink minden olyan ndstényt, amely a dobozban szétszort
kolykoket két egymast koveté napon, 5 percen belill 6sszegy(ijtotte, majd azok folé
hajolt (crouching) és nyalogatta azokat. Az dsszesen 16 allatbol 14 allat 4-8 napon beliil
teljesitette ezt a kitételt.

Feln6tt sziiz néstény (nullipara) egerek szenzitizalasat a patkanyokétol eltéréen,
az irodalomban leirt médon a kovetkezdk szerint végeztiik: a ndstény egerek ketrecébe
4 napon keresztiil, napi 2-2 6ra iddtartamra 4 darab, 3-6 napos egérkdlykot helyeztiink
(Stolzenberg és Rissman 2011). A szenzitizalas alatt allo egereket a szenzitizacid
id6tartamara (4 napon keresztiili, napi 2-2 6ra) kék szinii, oldalan fehér csikkal jelolt,
un. kolyok-asszocialt dobozba tettiik, majd a napi szenzitizacio befejeztével az allatokat
visszahelyeztiik sajat ketreciikbe, igy ezen kisérleti csoport allatai csak az n. kolyok-

asszocialt dobozban érintkezhettek a kolykokkel.

3.4. A c-fos aktivacio vizsgalata kolykok visszaadasanak hatasara anya

patkanyokban

A 8. és 9. postpartum napon anya patkanyoktol (n=16) 20 orara elvettik a
kolykeiket. A kdvetkez6 nap, 20 ora elteltével a 16 anyabol csak 8 visszakapta kolykeit.
Mind a 8 patkany, mely visszakapta a kolykeit, 10 percen beliil megkezdte a kolykok

szoptatasat. Minden allat a kolykok elvételét kovetden 22 oraval — 8 allat esetén a
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kolykok visszaadasatol szamitott 2 oraval - ledlésre keriilt. Az allatokat
transzkardialisan perfundaltuk, majd Kkivett agyukon c-fos ¢és amylin kettds
immunhisztokémiat, illetve c-fos immunhisztokémiaval kombinalt amylin in situ

hibridizacios hisztokémiat végeztiink.

3.5. Patkany agyszovet mikrodisszekcidja

Nyolc, anyai viselkedésre szenzitizalt és nyolc, azonos korGi nem-szenzitizalt
nullipara, tovabba nyolc, 48 6ran keresztiil éheztetett és nyolc, az éheztetett allatokkal
azonos kort szliz ndstény agyat kivettiik. Kozvetleniill a latopalya keresztez6désétol
rostralisan és attél 2 mm-re caudalisan, valamint kozvetleniil a commisura anterior
folott horizontalisan, illetve a kézépvonaltol mindkét iranyban 2-2 mm-rel lateralisan
ejtett metszésekkel olyan metszeteket kaptunk, amelyek a preopticus area mellett
csupan néhany, a preopticus area kdzvetlen szomszédsagaban 1évo teriiletet (Broca-féle
diagonalis koteg, commisura anterior, chiasma opticum, ventral pallidum) tartalmaztak
(9. abra). A disszektalt mintakat azonnal szaraz jégre tettiik, majd az RT-PCR

elvégzéséig -80 °C-on taroltuk.
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9. abra. Sematikus rajz a mikrodisszektalt teriilet elhelyezkedésérol
A commisura anteriortol horizontalisan, a chiasma opticumtol rostralisan és a kozépvonaltdl 2-2
mme-re bilateralisan fekvd preopticus areat a szaggatott vonal altal hatarolt teriilet mutatja. A
preopticus teriiletet 8 szenzitizalt és 8 nem-szenzitizalt (kontroll), valamint 8 éheztetett és 8
(nem éheztetett kontroll) ndsténybdl disszektaltuk, majd az amylin mRNS mennyiségét RT-

PCR-ral meghataroztuk.
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3.6. Amylin MRNS-szint mérése valés idejii polimeraz lancreakcioval

A nyolc, anyai viselkedésre szenzitizalt és nyolc, azonos korii nem-szenzitizalt
nullipara éheztetett nOstény preopticus teriiletének mikrodisszektalasa soran kapott
mintakbol a teljes RNS-t TRIzol Reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével
a forgalmazo altal biztositott protokoll szerint izolaltuk. Az egyes mintakat, azok RNS
mennyiségének 2 ug/ul koncentraciora vald egységesitése utan, DNase | (Invitrogen)
termékkel amplifikaltuk, ebbdl Superscript II reverz transzkriptaz kit (Invitrogen)
alkalmazasaval cDNS-t készitettiink. Az igy kapott cDNS tizszeres higitasat kovetden
mintegy 2,5 pl-nek megfelelé mennyiségii mintat templatként hasznaltunk a valos ideji,
SYBR Green festékkel jelolt (Sigma, St. Louis, MO, USA) PCR soran. A PCR reakciot
iTaq DNS polimeraz enzimmel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) végeztiik
mintankénti 12,5 pl Ossztérfogatban a kovetkezd koriilmények kozott: 95 °C-on 3
percig, 35-0s ciklusszam mellett 95 °C-on fél percig, 60 °C-on fél percig és 72 °C-on 1
percig. A reakcid soran belsé kontrollként egy haztartasi gént, a gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenazt (glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase, GAPDH) alkalmaztuk. A
PCR soran a primereket, az amylint [ACATGTGCCACACAACGTC (222-241 bp) és
ACAAACACAGCAAGCACAGG (493-512 bp), GenBank NM_012586] ¢és a GAPDH-
t [TGCCACTCAGAAGACTGTGG (540-559 bp) és GTCCTGAGTGTAGCCCAGGA
(812-831 bp) GenBank M17707] 300 nM koncentracidban hasznaltuk. Az attorési
ciklusszamokat a koncentraciok logaritmusanak fliggvényében abrazolva egy kalibracios
gorbét kaptunk, mely standard sor alapjan a preopticus teriilet amylin és GAPDH c¢DNS

mennyiségét szamoltuk ki.

3.7. Amylin in situ hibridizaciés hisztokémia

Az in situ hibridizaciora hasznalt proba készitését az irodalomban korabban mar
leirt moédon végeztiik (Dobolyi és Palkovits 2008). Az igy kapott proba az amylint
kodold gén nagyfoku szekvencia homoldgiaja (Nishi és mtsai 1989) miatt mind
patkanyok, mind egerek ISH hisztokémidjara alkalmas volt. Az amylin PCR termékét
gélbdl tisztitottuk, majd TOPO TA klonozéd vektorba (Invitrogen) inszertaltuk, és az
erre kompetenssé tett baktériumba transzformaltuk. A transzformalason atesett €s igy
kivalasztasra keriilt plazmidokat egy tjabb PCR soran templatként hasznaltuk. A

reakcioban olyan, amylin génre specifikus primer parokat alkalmaztunk, amelyek egy, a
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T7 RNS polimerdz szdmara alkalmas felismerd hellyel rendelkeztek. Végiil a kapott
cDNS mintékat szekvencia-analizis révén ellendriztiik.

Minden kisérleti csoportb6l — 1. csoport: vemhes patkany néstények a
vemhesség 21. napjan; 2. csoport: anya patkanyok a sziilést kovet6 1. (PP1), 9. (PP9),
23. (PP23) napon; 3. csoport: ovariectomian atesett néstény patkanyok; 4. csoport:
ovariectomizalt és szenzitizalt néstény patkanyok; 4. csoport: az eldbbi csoportokkal
azonos kort, nullipara un. kontroll néstény patkanyok; 5. csoport: PP9 egér anyak; 6.
csoport: PTH2R KO anyak - 3-3 allat agyat eltavolitottuk, azokat azonnal szaraz jégre
tettlink. Az irodalomban leirt médon (Dobolyi és mtsai 2002) kriosztat (Leica CM3050
S, Leica, Wetzlar, Germany) segitségével olyan coronalis, 12 um vastagsagu
sorozatmetszeteket készitettiink, melyek koziil a legcranidlisabbak és legcaudalisabbak
a bregma szintjétél 3,0-3,0 mm-re voltak, tehat a preopticus areat teljes egészben
tartalmaztak. A metszeteket pozitivan toltott targylemezekre (Superfrost Plus, Fischer
Scientific, Pittsburgh, PA, USA) vettiik fel, szaradas utan tovabbi felhasznalasukig -80
°C-on taroltuk. Az antiszensz [*S] izotoppal jeldlt uridin-trifoszfatot (UTP) T7 RNS-
polimerazt tartalmazé MAXIscript trasnzkripcids kit (Ambio, Austin, TX, USA)
felhasznalasaval allitottuk eld. Az igy elkésziilt probakat a hibridizacié soran olyan
higitasban vittiikk fel a metszetekre, hogy a beiitésszam percenként 1 millié legyen. Az
amylin mRNS-indukcidjanak vizsgalatara patkanyok esetén minden 18., egerek esetén
minden 9. egymastol 216, illetve 108 um tavolsagban 1évé metszetet hibridizaltunk a
jelolt amylin probakkal. A hibridizacioét és mosasokat kovetden a lemezeket Kodak
folyékony emulziéba martottuk (Eastman Kodak, Rochester, NY), majd az emulziot a
harom hetes inkubécios 1d6 letelte utan Kodak Dektol terméekkel el6hivtuk és Kodak
fixaloszerrel fixaltuk, ezutan Giemsa festékkel hattérfestettiik, végiil Cytoseal 60
(Stephens Scientific, Riverdale, NJ, USA) termékkel lefedtilk. A metszeteket digitalis
kameraval felszerelt Olympus BX60 (Olympus, Tokyo, Japan) mikroszképpal
értékeltiik ki, sotét- és vilagos l1atdtér funkciokban.

Az in situ hibridizacidval nyert adatok kvantitativ analizisét a kovetkezdk szerint
végeztilk: az amylin mRNS-t expresszald neuronok — detektalhatosagi hataruk > 9
autoradiografids szemcse, ami a hattérként jelentkezd szemcseszam haromszorosa — a
harom, egymast kovetd, egymastdl patkdnyok esetén 216 um, egerek esetén 108 pm

tavolsagra 1évé coronalis metszeteken jol felismerhetéek voltak. Az amylin mRNS-t
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expresszald idegsejtek szamat mind a vemhesség 21. napjaban 1évé ndstények, mind a
szlilést kovetd 1., 9. és 23. napon 1év6 patkany anyak, illetve PTH2R KO egér anyak
esetében meghataroztuk. Ezen feliil az autoradiografids szemcseszamot, ami
megegyezik az egy sejtre vetitett mRNS szamaval, a patkany kisérleti csoportok 3-3
egyedénél random moédon kivalasztott 20-20 amylin mRNS-t expresszalé neuronnal,
valamint a PTH2R KO egér anyak esetén az dsszes amylin mRNS-t expresszalo sejtnél
kiilon is megszamoltuk. Mind az amylin mRNS-t kifejez6 sejtek szamat, mind pedig az
egy sejten beliil talalhatd6 mRNS-mennyiségét - ami az egy sejten belill talalhatod

autoradiografias szemcseszamnak felelt meg - meghataroztuk.

3.8. X-Gal hisztokémia

A PTHZR promoterrel hajtott [-galaktoziddz lehetéveé tette a PTHZ2R
megjelenitését X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside)
szubsztrat (kat.szam: 12757072, Fermentas, Fisher Scientific UK Ltd , Loughborough ,
UK) tartalmu fest6oldattal valo kezelést kovetden (Dobolyi és mtsai 2006, Dobolyi és
mtsai 2002, Faber és mtsai 2007). X-Gal fest6oldat készitése soran a kovetkezéd
anyagokat PB-ben mértiik 6ssze 1 mg/ml végkoncentraciéra vonatkozoan: 5 mM
kalium-ferricianid, 5 mM kalium-ferrocianid, 20%-o0s X-Gal, 2 mM magnézium-klorid.
A szoveteket az igy Osszeallitott festoldatban egy ¢éjszakdn keresztiil
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A metszeteket DPX médiummal (Sigma, St. Louis,
MO, USA) torténd fedésiik utain Olympus BX 60 (Olympus, Tokyo, Japan)
fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

3.9. Immunhisztokémia

A patkanyokat (n=31) mélyaltatast kdvetéen 150 ml fiziologias sooldattal, majd
300 ml 4%-o0s, foszfat-pufferben oldott (phosphate buffer, PB; pH 7.4) paraformaldehid
oldattal transzkardialisan perfundaltuk. Az agyakat és néhany esetben [két laktalo anya
és két, kolykeitél 22 ordra megfosztott (kolykeit vissza nem kapd) anya] a
hasnyalmirigyeket egy napon keresztiil 4%-os paraformaldehidben utéfixaltuk, majd
PB-ben oldott 20%-0s cukoroldatban 2 napon keresztiil krioprotekciot végeztiink. Az
agyakbol fagyaszté mikrotom (Leica SM 2000 R, Wetzlar, Germany) segitségével a

bregma szintjétdl 3 mm-re cranialis és caudalis iranyban meghatarozott tavolsagok
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kozott, 50 upm vastagsagu, szabadon uszo, corondlis sorozatmetszeteket, mig pancreas
esetén kriosztattal (Leica) 20 um vastagsagu, targylemezre (Superfrost Plus, Fischer
Scientific) felvett metszeteket készitettiink. A szabadon sz6 metszeteket felhasznalasig
0,05%-0s, Na-azidot tartalmazo6 foszfat pufferben 4°C-on, mig a targylemezre felvett

mintakat -80 °C-on taroltuk.

1. Amylin immunhisztokémia

Harom elsdsziild (primipara) laktald anya, harom a vemhesség 21. napjaban
1évo; 3 szenzitizalt; 2, kolykokkel érintkezett, de nem szenzitizalddott és 3 kontroll,
nullipara ndstény szabadon uszo, 50 um vastagsagu agymetszetein, valamint 2 laktalo
anya és 2, kolykeit6l megfosztott anya targylemezre vitt pancreas szoveteit anti-amylin
antiszérummal [rabbit anti-amylin (rat), katalogusszam: T-4146.0050; Bachem,
Bubendorf, Svajc] immunhisztokémiai festést végeztiink. A metszeteket elsé 1épésben
antigénfeltaras céljabol 1 h-ra 0,5 %-os Triton X-100-ba, majd a nem specifikus
antigének lekotésére 3%-0s szarvasmarha szérum albuminba (bovine serum albumin,
BSA) tettiik. Az igy elokészitett szoveteket amylin ellen termelt antiszérumban 1:5000
higitdisban 2 napon keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. A két napos,
antiszérummal valo inkubaciot kovetden a metszeteket biotinnal konjugalt, kecskében
termeltetett, nyal ellenes masodlagos antitesttel (1:1000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) egy 6ran, majd avidin-biotin peroxidaz komplex reagenssel
(avodin-biotin peroxidase complex, ABC, 1:500, Vectastain ABC Elite kit, Vector
Laboratories) tovabbi egy oran keresztiil kezeltiik, eztutan 0,05 M-0s TRIS pufferben
(pH 7,8) mostuk. A peroxidaz reakci6 kimutatasahoz a metszeteket szobahémérsékleten
3 percre hivooldatba helyeztiik, amely 0,3 mg/ml 3,3’- diaminobenzidint (DAB), 1
mg/ml nikkel-ammonium-szulfatot és 15 pl 30%-0s H,0,-t tartalmazott 0,05 M-o0s
TRIS-ben oldva. A megfestett metszeteket zselatinos targylemezre huztuk, egy napos
szobahon valo szaritast kovetden DPX médiummal (Sigma) lefedtiik. A metszetek egy
részén fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-tiramid amplifikdciés immunfluoreszcens
festést hasznaltunk DAB helyett. Ezekben az esetekben az ABC oldatban tortént
inkubaciot kovetden a metszeteket 1:8000-szeres higitasut FITC-tiramidot és 0,003%
hidrogén-peroxidot tartalmaz6 TRIS pufferbe (0,1 M, pH 8,0) helyeztiik 8 percre.
Mosast kovetéen a metszeteket a fluoreszcencia halvanyoddsat gatldé médiummal

(Prolong Antifade Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) fedtiik le és sotét helyen
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taroltuk. A pancreasbol készitett metszeteket ezen feliil a sejtmagok hattérfestését ado
DAPI-val (4',6-diamidino-2-phenylindol) is megfestettiik.

Az amylin antiszérum specificitasat az in situ hibridizacié soran nyert
eredményekkel ellendriztiik: laktalé anyak ISH hisztokémidja soran kimutatott amylin
MRNS-t expresszald neuronok preopticus teriileten beliili eloszlasa megegyezett az
anyak immunfestése soran nyert adatokkal, tovabba kontroll ndstényekben az ISH
hisztokémia eredményeivel megegyezé6 moddon jeloldodés nem kovetkezett be a
preopticus teriileten. Az amylin antitest specificitasat tovabb erdsitette az a tény, hogy
az immunfestést megelézéen nytlellenes CGRP antiszérumot (szintetikus Tyr-CGRP
ellen termelt, 23-37, kataloguszam: 1720-9007; Biogenesis, Kingston, NH, USA)
hasznélva, ezzel az amylint maszkirozva, festddést a laktalo anya allatok esetén sem

tapasztaltunk az éltalunk vizsgalt teriileten.

2. c-fos immunhisztokémia

Minden negyedik szabadon uszé metszeten kisérleti csoportonként (a 8. és 9.
postpartum napon kolykeiktél 20 orara megfosztott, majd 2 orara kolykeiket visszakapo
anya patkanyok; illetve PP8 és PP9 napon kolykeiktdl 22 h-ra megfosztott, de
kolykeiket vissza nem kapd anya dllatok) 5-5 allatbol az amylin immunfestés
metodikajat kovetve, a preopticus teriileten bekdvetkezd neurondlis aktivaciot vizsgalva
c-fos immunhisztokémiat végeztiink, mely esetben nytlban termelt Fos-ellenes
elsédleges antiszérummal (1:20 000 higitas, kat.szam: sc-52; Santa Cruz Biotechnology;
Santa Cruz, CA, USA) egy nap szobahdn inkubaltuk a metszeteket.

Amylin és c-fos kettds immunfestése soran minden negyedik szabadon uszo
metszetet, a fent emlitett kisérleti csoportok (kolykeiktdl megfosztott, majd azokat
visszakapo anyak és kolykeitdl 22 h-ra megvont anyadk) 5-5 allatabol, eldszor anti-
amylin elsédleges antiszérummal kezeltiink, majd a jelet FITC-tiramid amplifikaciot
kovetden tettiikk lathatovd. Ezt kovetéen a metszeteket anti-Fos elsddleges
antiszérumban (1:10000) egy napig szobahdn inkubaltuk. A metszeteket a masodik
elsédleges antiszérummal (c-fos) tortént inkubaciot kovetden 2 oran keresztiil Alexa
594 szamarban termeltetett, nyul ellenes masodlagos fluoreszcens antitesttel (1:500,
Molecular Probes) kezeltiik, majd PB-ben tobbszor alaposan atmostuk, targylemezre

huztuk és a fluoreszcencia halvanyodasat gatld médiummal (Molecular Probes) fedtiik.
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3. c-fos immunreaktivitds és amylin mRNS kettds jelolése

A perfundalt és 20%-os cukoroldatban krioprotekcion atesett, kolykeiket 20 6ra
megvonas utan visszakapod anya patkanyok fagyasztott agyaibol kriosztat (Leica)
segitségével 20 um vastagsagu metszeteket készitettiink. A targylemezre felvett
metszeteken a fent leirt modon (Id: ,,Amylin in situ hibridizacios (ISH) hisztokémia”)
amylin in situ hibridizaciét végeztiink. Ezt kovetdéen, de még a targylemezek
autoradiografias emulzidba vald bemartasat megel6z6en c-fos immunfestés kovetkezett.
Az immunfestést az el6z6 pontban (,,c-fos immunhisztokémia™) leirt médon végeztiik
azzal az egyetlen kiilonbséggel, hogy ebben az esetben a c-fos antiszérum (Santa Cruz
Biotechnology) higitasa 1:7000 volt. Az immunfestést DAB reakcidé révén tettiink
lathatova, majd a lemezek kezelését a ,,Amylin in situ hibridizacios hisztokémia”

pontban leirtak szerint (emulzidoba martas, eldhivas, fixalas) fejeztiik be.

4. Amylin és c-fos kettds fluoreszcens festés elemzése

Agyanként tipikusan 3 metszeten az amylin-immunreaktiv neuronok mellett az
amylinnel ¢és c-fos-szal kettdsen jel6l6dott sejteket az MPN, az MPA ¢és a BNSTv
teriiletén a zo6ld és vords fluoreszcencia detektalasara alkalmas epifluoreszcens
kondenzorral (Olympus, Tokyo, Japan) ellatott Olympus BX60 fénymikroszkop

(Olympus) segitségével megszamoltuk.

3.10. Hisztologiai analizis

A metszetek kiértékeléséhez epifluoreszcens ¢€s sotétlatdteres kondenzorral
ellatott Olympus BX60 (Olmypus) fénymikroszkopot hasznaltunk. A felvételek
2048x2048 pixeles felbontasban SPOT Xplorer digitalis CCD kameraval (Diagnostic
Instruments, Sterling 44 Heights, MI) késziiltek. A konfokalis felvételeket Bio Radiance
2100 Laser Scanning System-mel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California)
rendelkez6 Nikon Eclipse E800 (Nikon, Tokyo, Japan) konfokalis mikroszkdppal
készitettiik. A felvételek kontrasztjat és élességét Adobe Photoshop CS 8.0 (Adobe
Systems, San Jose, CA, USA) program segitségével javitottuk. A képeket végiil 300 dpi

felbontasban készitettik el.
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3.11. A sziilést és szenzitizalast koveto viselkedésbeli valtozasok mérésére, egereken

hasznalt magatartasi tesztek

Minden viselkedési tesztet nappal, a 12 6ras fény-sotét ciklus fény szakaszaban
végeztiink. Az egyes tesztekre, mindharom kisérleti csoport esetén [kontroll ndstény
(vad tipusa egér: n=13; |APP+/+: n=14; IAPP-/-: n=18); laktal6 anya (vad tipust egér:
n=16; IAPP+/+: n=17; IAPP-/-: n=18); szenzitizalt ndéstény (vad tipusu egér: n=7,
IAPP+/+: n=8; IAPP-/-: n=8)] ugyanazon a napon, de az allatok sorrendjét tekintve
random modon keriilt sor (10. abra). Az allatokat a kisérleti szobahoz vald habituacio

céljabol a kisérletek megkezdése elott legalabb 24 o6raval a kisérleti szobaban helyeztiik
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10. abra. A szenzitizalas, a habituacio és a viselkedési tesztek idébeli sorrendje
Az anyai magatartdsra valo szenzitizalas idejére (4 napon keresztiil, napi 2-2 orara) 4 darab 2-6
napos kolyokkel egyiitt a nullipara néstényeket (narancssarga talkaval és beliil fehér csikkal
jelolt) kék dobozba tettiik (szenzitizalas és habituacio a kolyok-asszocialt dobozhoz). A napi 2-2
oras szenzitizalasi id6 leteltével a néstényeket sajat ketreciikbe, mig a kdlykoket sajat anyukhoz
tettiik vissza. A laktalo egér anyakat a sziilést kdvetd 2-6 napokon, tehat szintén négy napra
kolykeikkel egyiitt a jelolt kék dobozba tettiik (habituacio a kdlydk-asszocidlt dobozhoz). A
szenzitizalas és habituacio befejeztét koveté napon, amely megfelelt a 7. postpartum napnak,
kondicionalt helypreferencia tesztet végeztiink, melyet a 8. postpartum napon kényszeres 0szas

teszt kovetett. PP: postpartum nap.
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1. Kondicionalt helypreferencia teszt (Conditioned Place Preference, CPP)

Az irodalomban korabban mar leirt kondicionalt helypreferencia teszt patkanyok
anyai motivacidjanak vizsgalatara alkalmas modositasat végeztik el (Cservenak és
mtsai 2013). A sziilést kovetd 2. napon (PP2) az egér anyakat kolykeikkel egyiitt
standard allathazi ketreceikbdl egy narancsséarga, lekerekitett sz&lii talkaval és fehér
csikkal jelolt, kék szinli dobozba tettiik a 4 napon keresztiil tartd habituaci6 idejére (10.
abra). Az anyai viselkedésre szenzitizalt néstény egereket csak a 4 napon keresztiil tarto,
napi 2-2 éra idétartamu, 4 kolyok jelenlétében folytatott szenzitizalas idejére helyeztiik
a fent emlitett, jelolt kék dobozba. A teszt megkezdése elétt az anya allatoktol a
kolykeiket 10 percre elvettiik. A kondicionalt helypreferencia teszt elvégzésére alkalmas
késziilék két kék dobozbol (lekerekitett szélii, narancssarga talkdval és fehér csikkal
jelolt, kék doboz; fekete szogletes talkaval, de fehér csikkal nem jelolt kék doboz),
illetve egy azokat 0sszekotd atlatszo csobdl allt (11. dbra). Az Gsszekdtd csd mérete —
20 cm hossz, 12 cm atmérd - megengedte az allatok szabad mozgasat, igy azok dobozok
kozotti valasztdsat a teszt idOtartama alatt. A berendezés mindhdrom térfele azonos
megvilagitast volt. A berendezést, az 6sszekotott dobozokat az sszeko6td csdvel egyiitt,
minden allat vizsgalata utan 96%-0s alkohollal megtisztitottuk. A szenzitizalas és
habituacio alatt alkalmazott, narancssarga talkaval és fehér csikkel jelolt kék doboz
teljes mértékben megfelelt a tesztben hasznalt, ugyanilyen modon jelolt kék doboznak.
Mivel a laktdlo anya és szenzitizalt allatok ebben a dobozban kolykokkel egyiitt
tartozkodtak a tesztet megel6z0 szenzitizacido és habituacid alkalmaval, ezért ezt a
dobozt un. kolyok-asszocialt doboznak tekintettiik. A masik, mas formaju (szogletes)
fekete talkat tartalmazo, de fehér csikkal nem jel6lt kék doboz ismeretlen volt az allatok
szamdra, ez Un. kontroll dobozként szerepelt a kisérletben. A laktald anya allatok és
szenzitizalt nullipara ndstények mellett a tesztet nem-szenzitizalt (kolykokkel nem
érintkezett), Gn. kontroll ndstényekkel is elvégeztiik. A kontroll ndstények tesztet
megeldzd, jelolt, kék dobozhoz vald habituacidja az anya allatokéhoz hasonlé moédon
zajlott: a kontroll allatokat kolykok nélkiil (1), a tesztet megel6zden 4 napra a jelolt, kék
dobozba helyeztiik, igy a kolyok-asszocialtként definidlt doboz szamukra sem volt
ismeretlen. Az Osszes kisérleti csoport (kontroll ndstény, laktalo anya, szenzitizalt
ndstény) minden allatat a teszt megkezdésekor a szamukra ismeretlen, kontroll dobozba

helyeztiik, igy elkeriilvén azt, hogy az éllatok az ismert kdrnyezetbdl (kolyok-asszocialt
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dobozbol) nem, vagy nehezebben mozdulnak el. A teszt idétartama 60 perc volt, ezalatt
az egyes kompartmentekben (2 kék doboz, 6sszekotd csd) toltott idot mind manudlisan,
mind az Un. Kiséallat Mozgaskoordinator (Small Laboratory Animals Tracking
Equipment, SLATE, Med-Eval Ltd., Budapest, Hungary) segitségével rogzitettiikk. A
tesztet végzo allat helyzetét egy, a kisérleti berendezés alatt talalhato talca négy sarkdba
épitett mechanikai szenzor érzékelte. A program a szenzor altal érzékelt adatok alapjan
szdmolta ki az egyes térfeleken toltott 1d6 szazalékat. A kisérletet manualisan is
kiértékeltiik. A szenzor és program (SLATE) altal felvett és szamolt adatok a

manualisan feljegyzett és kalkulalt eredményektdl nem kiilonboztek.

OSSZEKOTO csb -
- R - 4 KISALLAT
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11. abra. Kondicionalt helypreferencia vizsgalatara hasznalt késziilék
Két, kiilonb6z6 modon jeldlt (narancssarga, lekerekitett szélii talka és fehér csik; fekete,
szogletes talka) kék dobozt kotottiink dssze egy atlatszo csével, melyen keresztiil az allatok a
kisérlet id6tartama alatt szabadon mozoghattak. Az allatok helyzetét mechanikai szenzor
érzékelte, és az automatikusan rogzitett adatokbol a program kiszdmolta, hogy melyik térfélen

mennyi 1d6t toltottek az egerek.

2. Kényszeres uszéas teszt (Forced Swim Test, FST)

A kisérlet 8. napjan (10. abra), ami megegyezett a kisérletben részt vevo laktald
anyak 8. postpartum napjaval (PP8), a kontroll, szenzitizalt és anya egereket egy kerek,

13 cm magas, 24 °C hémérseékletli vizet tartalmazo, 14 cm atmérdjli, 19 cm magas, kor
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alaku iivegedénybe helyeztiik. A kisérleti allatokat 6 percre a vizbe tettiik, mozgésukat
videofelvételen rogzitettilk. A teszt befejeztével az allatokat torolkozével megtoroltik.
tovabbi 20 percre melegité ldmpa ala helyeztiik, majd sajat dobozukba visszatettiik. A
vizet minden 4allat utan cseréltiik.

Az Uszéast és a fiiggéleges iranyd, mellsd mancsokkal a vizfelszint attérd
kapalozast (,,kiizdés”) aktiv viselkedésnek tekintettiink, mig a lebegés passziv
magatartasforma volt. Az allatok lebegése csak az egyensulyozds és a vizen vald
lebegés fenntartasara végzett legsziikségesebb mozgasokat jelentette (Fodor és mtsai
2012). Az aktiv és passziv viselkedéssel toltott id6 teljes id6hoz (6 perc) viszonyitott

szazalékat szamoltuk.

3.12. Statisztika

Az RT-PCR statisztikai kiértékelése soran Prism 5 program (GrahPad Software,
Inc., La Jolla, Ca, USA) segitségével Student’s t tesztet végeztiink.

Az in situ hibridizacidval nyert adatok kvantitativ analizise soran a négy kisérleti

csoport (vemhesség 21. napja, PP1, PP9, PP23) eredményeit, azaz mind az amylin
MRNS-t expresszald6 neuronok szamat, mind pedig az egy sejten beliil talalhatd
autoradiografias szemcseszamot egyutas variancia-analizissel hasonlitottuk Ossze, majd

az igy nyert adatokon Tukey-féle post hoc tesztet végeztiik.

A viselkedési tesztek (CPP, FST) kiértékelése soran minden adatot kozépértek
szorassal [+, standard error of the mean] abrazoltunk és Prism 5 program segitségével
értékeltiink ki. Kondicionalt helypreferencia teszt esetén az allatcsoportok (kontroll
ndstény, laktald anya, szenzitizalt ndstény) kiilonbozo térfeleken (kolyok-associalt és
kontroll doboz, 0sszekotd csé) toltott 1d6 szazalékat kétutas variancia-analizissel
allapitottuk meg, ahol az egyik faktor az egyes allatcsoportok, mig a masik az egyes
térfeleken t6ltott id6 volt. A kiilonboz6 allatcsoportok kényszeres Uszas tesztben aktiv,
illetve passziv viselkedéssel toltott idejét egyutas variancia-analizissel hataroztuk meg.
Az ANOVA elvégzése utan Bonferroni-féle post hoc teszttel vizsgaltuk a kisérleti
csoportok kozotti kiilonbségeket.

A statisztikai kiértékelések soran kapott P < 0,05 értéket minden esetben

szignifikansnak tekintettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az amylin-indukcio idébeli lefolyasanak és eloszlasanak

meghatarozasa patkanyokban és egerekben

4.1.1. Amylin mRNS expresszié a sziilés koriili (peripartum) és a sziilés utani

(postpartum) idészakban patkanyok koézponti idegrendszerében

Az amylin mRNS nagyon alacsony szintje volt kimutathat6d kozvetleniil a sziilést
megel6zden, a vemhesség 21. napjan (12A. abra). A preopticus teriilet amylin mRNS-t
expresszalo sejteinek oldalankénti szama atlagosan 5,3 + 1,0, mig az egyes sejtek
atlagos autoradiografias szemcseszama 30,8 &= 5,2 volt (13A. abra). Ebben az esetben az
amylin mRNS jel intenzitasa a szliz ndstényekben korabban leirt adatokkal (Dobolyi
2009) megegyezé volt. A sziilést kovetéen, mind az amylin mRNS-t expresszalo
neuronok szdmaban (F=60,86), mind pedig az egy sejtre jutd atlagos szemcseszadmban
(F=44,82) szignifikans emelkedés mutatkozott. Mar a sziilés utani 1. napon (1.
postpartum nap, PP1) amylin mRNS-t expresszald sejtek jelentds szama [(81,3 =+
8.7)/oldal] volt kimutathato (12B. és 13A. abra). A jelolt sejtek autoradiografias jel
intenzitasa is megemelkedett (66,5 £ 5,3 szemcse/sejt). A sziilést kdvetd 9. és 23. napon
az amylin expresszidja tovabbi emelkedést mutatott (12. és 13. abra). Az amylint
expresszaldo neuronok szama PP9 és PP23 esetén 120 + 9,5, illetve 108 + 3,3 harom,
egymas utan kovetkezO sorozatmetszeten a kozépvonaltdl lateralisan 1-1 oldalon. Az
atlagos, azaz egy, amylint expresszalo idegsejtre vonatkoztatott szemcseszdm 105,6 +
5,3 (PP9) és 102,1 = 7,3 (PP23) (13B. abra). A megnovekedett amylin expresszio csak a
mar korabban (PP1 anydk esetén) is leirt teriileteken volt megfigyelhetd, azaz a
commissura anterior magassagaban az MPN, MPA, valamint a BNSTV teriiletén. Az
amylin-neuronok ezeken a teriileteken nem képeztek 6nallo magokat, hanem elszortan
helyezkedtek el. A vizsgalt preopticus teriileten (bregma +3 - -3; MPN, MPA egyes

részei, BNSTV) kiviil amylin expresszido nem volt megfigyelhetd.
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12. abra. A radioaktiv in situ hibridizacios hisztokémia amylin mMRNS-t expresszalo

idegsejtjeinek megjelenését mutatja a preopticus teriileten

Al1-D1: Az amylin mRNS eloszlasat lathatjuk a sotét latoterrel készitett felvételeken, a fehér jel
az amylin mRNS-t mutatja. Az amylin mRNS diffuz eloszlasat lathatjuk a medialis preopticus
mag (MPN), a medialis preopticus area MPN-t6l dorsolateralisan elhelyezkedd teriiletein
(MPA), és az ett6l tovabbi dorsolateralis iranyban talalhaté bed nucleus of the stria terminalis
ventralis részében (BNSTV). A2-D2: Nagy nagyitasu, vilagos latoteres felvételek az amylin
MRNS-t expresszald neuronok egyedi, autoradiografias szemcséit mutatjak. Az amylin mRNS
expresszidja a sziilés eldtt kozvetleniil, a vemhesség 21. napjan (A) nagyon alacsony, majd PP1
napon megemelkedik (B), és a sziilést koveté idGszakban (PP9, PP23) tovabbi emelkedést
mutat. A felvételek (A-D) a bregma szinttél 0,24 mm-re caudalisan késziiltek. Lépték = 1 mm
(A1-D1); 30 um (A2-D2).
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13. abra. A radioaktiv amylin in situ hibridizacios hisztokémia eredményeinek kvantitativ
elemzése
A: Az amylin mRNS-t expresszalo idegsejtek szama 3, egymast kévetd, egymastol 216 um
tavolsagra 1év6 sorozatmetszeten unilateralisan [n=6/kisérleti csoport (vemhesség 21. napja,
PP1, PP9, PP23)]. A vemhesség 21. napja és az els6 postpartum nap kozott az amylin mRNS-t
expresszald neuronok szdmanak emelkedésében szignifikdns kiilonbség volt kimutathatd a
preopticus teriileten. Tovabbi szignifikans valtozas volt tapasztalhato a 1. és a 9. postpartum nap
kozott. B: Véletlenszertien kivalasztott amylin mRNS-t expresszald neuronok &tlagos
szemcseszama (10 neuron/oldal). Az autoradiografias szemcseszamban szignifikans novekedés
volt tapasztalhatd mind a vemhesség 21. napja és az 1. postpartum nap, valamint az 1.

postpartum nap és a 9. postpartum nap kozott (n=6/kisérleti csoport). **P < 0,01; *** P < 0,001.

4.1.2. Amylin indukciéja egér anyakban

Az amylin mRNS expresszi6 nagyon alacsony szintje volt jellemzd a sziilést
megel6zéen egerek preopticus teriiletén. Az expresszio mértéke, mind az amylin
MRNS-t expreszalé neuronok, mind pedig azok 4atlagos szemcseszdmat tekintve
jelentdsen megemelkedett a sziilést kovetéen. Az amylin mRNS expressziét mutatd
neuronok csak a medidlis preopticus magban (MPN), a medidlis preopticus mag MPN-
tol dorsolateralisan elhelyezked6 részeiben (MPA), valamint a bed nucleus of the stria
terminalis ventralis részén (BNSTV) volt megfigyelhetd (14. abra). Az amylin mMRNS-t
expresszald neuronok az MPN, MPA és BNSTV teriiletén beliil diffuzan helyezkedtek

el, 6nallé magokba nem tomoriiltek.
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VEMHES NOSTENY LAKTALO ANYA
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14. Abra. Radioaktiv in situ hibridizaciés hisztokémiaval kimutatott amylin mRNS

expresszio egerek preopticus teriiletén
Al-B1: A sotét latotérrel késziilt felvételeken az amylin mRNS expresszio preopticus teriileten
beliili eloszlasa lathatd, a fehér jel az amylin mMRNS-t mutatja. Amylin mMRNS-t expresszald
neuronok csak a medialis preopticus magban (MPN), a medialis preopticus area egyes teriiletein
(MPA), valamint a bed nucleus of the stria terminals ventralis részén (BNSTV) diffuzan jelentek
meg. Al: A vemhesség utolsé napjan a preopticus teriileten beliil amylin mRNS-t expresszalo
sejtek nagyon kis mennyiségben vannak jelen. B1: A sziilést kovetOen, laktalo egér anyakban az
amylin mRNS expresszio jelentésen megnd. A2-B2: Nagy nagyitasu, vilagos latdtérrel készitett
felvételeken az amylin mRNS-t expresszalo idegsejtek egyedi autoradiografids szemcseszamai
lathatok. A2: Vemhesség idején a kevés szami amylin mRNS expressziot mutatd idegsejt
autoradiografids szemcseszama is alacsony. B2: Laktaloé anya allatokban az amylin mRNS
autoradiografias szemcseszama is jelent6s emelkedést mutat. A felvételek (A-B) a bregma
szintjétdl 0,10 mm-re caudalisan elhelyezked6 metszetekrdl késziiltek. Lépték = 300 um (Al-
B1); 100 um (A2-B2).
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4.1.3. Amylin-immunreaktivitas anya patkanyok preopticus teriiletén

Amylin-immunreaktivitas a vemhesség utolso, 21. napjan a preopticus teriileten
még nem jelent meg (15A. abra). Ezzel ellentétben a sziilést kovetd 9. napon az amylin-
pozitiv neuronok nagy szamban (96,0 + 33,2 /metszet; 3, egymast kovetd
sorozatmetszet; n=5 agy) voltak detektalhatok patkany anyak preopticus teriiletén (15B.
abra). Ezek immunfestés altal jel6l6dott sejtek perikarionjai a MPN-, MPA-, illetve a
BNST ventralis teriiletére lokalizalodtak (15B. abra). Tehat az amylin-ir neuronok
eloszlasa az amylin mRNS-t expresszald idegsejtek (12C. abra) eloszlasaval egyezett

meg.

15. abra. Amylin-immunreaktivitas anya patkanyok preopticus teriiletén

A: Amylin-ir neuronok a vemhesség 21. napjan nincsenek jelen a preopticus teriileten. B: Anya
patkanyok preopticus teriiletén intenziv jelolodés lathato a sziilést kovetd 9. napon. Az amylint
tartalmazo perikarionok az MPN-ban, az MPA teriiletén, illetve a BNST ventralis részén
helyezkednek el. C: A B abra nyillal jeldlt részének megfeleld, konfokalis mikroszkoppal
készitett felvételen az amylin peptidet tartalmazd perikarion lathatd nagy nagyitasban. A
felvételek a bregma szintjétél 0,44 mm-re caudalisan elhelyezkedé metszetekrdl késziiltek.

Lépték = 1 mm (A-B); 50 um (C).

4.1.4. Amylin-immunreaktivitas anya patkanyok hasnyalmirigyében

A preopticus teriileten bekdvetkezett amylin-indukcidohoz hasonlé I1APP-
indukcid a pancreas esetén a sziilést kovetéen nem volt megfigyelhetd. A hasnyalmirigy

Langerhans-szigeteiben az amylin immunreaktivitds intenzitdsa nem kiilonbozott a
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kolykeikkel egyiitt tartott, szoptatd anyak és a kolykeiktl kozvetleniil sziilés utan

elvalasztott — igy le6lésiikkor mar nem laktalo — allatok kozott (16. abra).

16. abra. Amylin immunreaktivitas anya patkanyok hasnyalmirigyében
A: Az amylin-immunreaktivitas (z6ld szin) a pancreas szigeteire korlatozodik. B: Anti-amylin
antiszérum hianyaban végzett immunhisztokémiai festés esetén jelolodést a pancreas teriiletén
nem tapasztaltunk. C: PP9 anya patkiny pancreas metszetérdl készitett nagy nagyitasu képen
zolddel jelolt amylin-ir sejtek lathatok a hasnyalmirigy szigeteiben. D: Kolykeitol a sziilés utan
azonnal megfosztott PP9 anydk pancreas szigeteiben lathatd amylin-immunreaktivitas
intenzitasa megegyezik a C abran bemutatottal, vagyis olyan anydk amylin-

immunreaktivitasaval, akik kdlykeikkel egyiitt voltak. Lépték = 1 mm (A-B); 300 um (C-D).
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4.2. Amylin-indukcié vizsgalata ovariectomia, anyai viselkedésre valé
szenzitzalas, illetve éheztetés hatasara sziiz nostény patkanyok

preopticus teriiletén

4.2.1. Amylin mRNS expresszio ovariectomiat, illetve anyai viselkedésre valo

szenzitizalast kovetoen nostény patkanyok preopticus teriiletén

Az amylin mRNS-szintje 2 héttel az ovariectomiat kdvetéen nagyon alacsony
volt (17A. éabra). Tehat amylin-indukcio, akarcsak sziilés el6tt allo ndstény patkanyok
(12A. abra) esetén, petefészekirtast kovetéen nem kovetkezett be. Ugyanakkor az anyai
viselkedésre vald szenzitizalas, akar az ovariectomiat kovetden, nagymértékii amylin
expressziot indukalt (17B. abra). Azonban preopticus teriileten kiviili amylin-indukcio

szenzitizalast kdvetden sem volt megfigyelhetd.

17. abra. In situ hibridizacios hisztokémiaval jelolt amylin mRNS expresszio

ovariectomizalt és szenzitizalt nostény patkany preopticus teriiletén
A soOtét latotérrel készitett felvételek (A-B) a bregma szintjétél 0,36 mm-re caudalisan
elhelyezked6 metszetekr6l késziiltek. A: Az ovariectomia egyetlen teriileten (MPN, MPA egyes
teriiletei, BNSTv) sem valtott ki amylin mRNS indukciét. B: Az ovarectomiat kovetd
szenzitizalas jelentés mértékii amylin mRNS expresszio emelkedést okozott az MPN-ban, az
MPA teriiletén, valamint a BNST ventralis részén. A felvételek (A-B) a bregma szintjét6l 0,40

mm-re caudalisan elhelyezkedd metszetekrol késziiltek. Léptek = 1 mm.
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4.2.2. Az anyai viselkedésre vald szenzitizalas, illetve az éheztetés hatasa az amylin

MRNS szintjére ndstény patkanyok preopticus teriiletén

Az ISH hisztokémiaval tortént vizsgalatokat kovetd kvantitativ RT-PCR
vizsgalat szerint a szenzitizalt ndstény patkdnyok kontroll (nem szenzitizalt)
néstényekhez képesti amylin mRNS szintje 17,9-szeres (P <0,03) emelkedést mutatott
(18. 4bra). A szenzitizalt néstények amylin mRNS szintje (,,10° amylin mRNS
szint/GAPDH mRNS szint” mértékben kifejezve) 332 + 115 volt, mig kontroll
ndstények esetében ez az érték 18 + 9, ugyanakkor a GAPDH-szintben (szenzitizalt
nostények: 638 + 84 fg/ul; kontroll ndstény: 777 + 272 fg/ul) a két csoport kdzott nem

volt eltérés.
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szenzitizalt néstény kontroll néstény

18. abra. Az anyai viselkedésre valé szenzitizalas amylin mRNS-re kifejtett hatasanak
vizsgalata a preopticus teriileten kvantitativ RT-PCR segitségével
A grafikon a szenzitizalas hatasara bekovetkezd amylin mRNS szint szignifikans emelkedését
mutatja. Az adatokat a GAPDH mRNS szint fiiggvényében adtuk meg. **P < 0,03, n=8/csoport

(szenzitizalt, kontroll).
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Kvantitativ RT-PCR technikaval a szenzitizalas (18. és 19. abra) és az éheztetés
amylin (18. abra) mRNS szintre valo hatasanak Osszehasonlitasat is elvégeztiik. A 18.
abran bemutatott szenzitizalas hatasa szamszerlien megegyezik az el6z6 bekezdésben
leirtakkal, azaz a szenzitizalt ndstény patkdnyok kontroll (nem szenzitizalt)
néstényekhez képesti amylin mRNS szintje 17,9-szeres (P <0,03) emelkedést mutatott
(18. 4bra). A szenzitizalt nSstények amylin mRNS szintje (,,10° amylin mRNS
szint/GAPDH mRNS szint” mértékben kifejezve) 332 + 115 volt, mig kontroll
nostények esetében ez az érték 18 + 9, a két csoport kozott amylin mRNS szintje kozott
az eltérés szignifikans volt, ugyanakkor a GAPDH-szintben (szenzitizalt néstények: 638
+ 84 fg/ul; kontroll ndstény: 777 + 272 fg/ul) a két csoport kozott nem volt eltérés.

48 oran at tarto ¢heztetés az amylin mRNS szintjére hatastalan volt. Az amylin
mRNS szintje (,,10° amylin mRNS szint/GAPDH mRNS szint” mértékben kifejezve)
¢heztetett ndstény patkanyok esetén 14 * 6, mig azokkal azonos koru, un. kontroll
néstény patkanyok esetén 17 = 6 volt. A két csoport (¢heztetett, kontroll) kozott a
GAPDH mRNS szintjében sem talaltunk szignifikdns valtozast (Eheztetett ndstény
patkanyok: 443+64 fg/ul; kontroll néstény patkanyok: 412+62 fg/ul) (19. abra).
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19. abra. Az anyai viselkedésre valo szenzitizalas és az éheztetés hatiasa a preoticus teriilet

amylin MRNS szintjére néstény patkanyokban
Kontroll ndstényekhez képest az amylin mRNS szint szignifikdns emelkedését talaltuk
szenzitizalt szliz ndstény patkadnyok preopticus teriiletén kvantitativ RT-PCR technikaval
végzett vizsgalatunk soran (**: P < 0.03, n=8 csoportonként). Ezzel ellentétben a 48 oran at
tartd €heztetés - a taplalékhoz szabadon hozzajutd ndstényekhez hasonldan - az amylin mRNS
szintjére hatastalannak bizonyult. Adatainkat a GAPDH mRNS szintjének aranyaban fejeztiik
Ki.

76



DOI:10.14753/SE.2016.1942

4.2.3. Az anyai viselkedésre valé szenzitizalas amylin-immunreaktivitasra

gyakorolt hatasa néstény patkanyok preopticus teriiletén

Az ovariectomiat kdvetd szenzitizalds hatasara jelentés mennyiségli amylin-ir
neuron mutathatd ki a preopticus teriileten (20A. abra). A szenzitizalt allatokban és
laktalé anyakban (20B. abra) megjelend amylin-ir idegsejtek elhelyezkedése azonos,
ugyanakkor a szenzitizalasi folyamat ellenére sem szenzitizalodott néstényeknél (20C.
abra), illetve a kontroll néstényeknél (nullipara, 20D. abra) amylin-ir neuronok nem

jelentek meg a preopticus teriileten.

20. abra. Amylin immunreaktivitas szenzitizalt néstény patkanyok preopticus teriiletén
A: Szenzitizalt sziiz ndstények MPN-jaban, MPA egyes részein, illetve BNSTV teriiletén
megjelend amylin immunjelolt idegsejtjei. B: Amylin-ir neuronok jelen vannak PP9 laktalo
anya patkanyok preopticus teriiletén. Az amylin-pozitiv neuronok eloszlasa a két csoport (A:
szenzitizalt néstény, B: PP9 laktalo anya) esetén azonos. C: Amylin-immunreaktiv idegsejtek
nincsenek jelen olyan ndstényekben, amelyek a szenzitizalasi folymat ellenére sem mutattak
anyai viselkedést. D: Amylin-ir neuronok nem jelennek meg nullipara (kontroll) ndstények
preopticus teriiletén. A felvételek (A-D) a bregma szintjétél 0,40 mm-re caudalisan fekvo
metszetekrol késziiltek. Lépték = 500 um.
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4.3. A preopticus teriileten lévé amylin-tartalmua idegsejtek anyai

aktivaciojanak vizsgalata

4.3.1. Az amylin-immunreaktiv idegsejtek Fos-aktivacioja kolykok visszaadasanak

hatasara anya patkanyokban

Az anyak kolykoktdl vald 22 6ras szeparacidja az anyai c-fos pozitiv neuronok
szdmanak jelentés mértékli csokkenésével jar. A kolykok visszaadéasat kdvetden az
anyak azonnal megkezdik a kdlykok gondozéasat és 10 percen beliil azok szoptatasat.
Kolykok visszaadasanak hatasara szamos agyteriileten jelennek meg c-fos-ir neuronok.
Ilyen Fos-immunpozitivitast mutato agyteriiletek k6zé tartozik a lateralis septalis mag
¢és a periaqueductalis sziirkeallomany mellett a preopticus area. A preopticus teriileten
beliil Fos-ir neuronok (584 + 72 3 egymast kdvetd sorozatmetszeten) az MPN-ban, az
MPA teriiletén, tovabba a BNST ventrélis részén jelentek meg 20 oOras szeparaciot
koveto 2 oras kolyokvisszaadas hatasara (21A. abra). Tehat a kolyokvisszaadas hatasara
aktivalodé neuronok és az amylint expresszald idegsejtek elhelyezkedése rendkiviil
hasonl6. Ugyanakkor csupan néhany Fos-ir idegsejt (71 + 21 3 egymast kovetd
sorozatmetszeten) detektalhato a preopticus teriileten, amennyiben a 20 6ras kolykoktol
vald szeparaciot nem koveti kdlyokvisszaadas — ez esetben a kolykoktdl valo elvalasztas
22 oran at tart (21B. abra). A kornyez6 agyteriileteken, azaz a preopticus area, illetve a
BNST més tertiletein elhelyezkedd idegsejtek Fos-pozitivitast kolykok vissszaadasanak
hatasara sem mutatnak.

Az egyértelmlien beazonosithatd sejtmaggal rendelkezé amylin-ir neuronok
szama 174,2 + 61,0 (3, egymast kovetd sorozatmetszeten). Az amylin-pozitiv neuronok
preopticus teriileten beliili elhelyezkedésérdl megallapithatd volt, hogy az MPN ¢és az
MPA teriiletén kozel azonos szamban, mig a BNSTV teriiletén — az MPN ¢és az MPA
teriileteihez képest - alacsonyabb szamban vannak jelen (21E. abra). Amylin és c-fos
kettés immunhisztokémia eredménye szerint az amylin-ir neuronok 85,6 %-a c-fos
pozitivitast mutatott (21C-E. abra). A Fos-pozitivitast mutatdo amylin-ir neuronok aranya
az MPN, az MPA ¢s a BNST ventralis része kozott jelentés mértékben nem
kiilonbozott. Az a néhany amylin ir-neuron, amely sejttestje Fos immunreaktivitast nem
mutatott, illetve a c-fos pozitiv, de amylin-negativ sejtek preopticus teriileten beliili

elhelyezkedése a duplan jelolt (amylin- és Fos-ir) sejtek eloszlasatol nem kiilonbozott.
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E MPN MPA vBNST

Amylin-ir neuronok
szdma
Amylin-neuronok
Fos-pozitivitésa (%)

65.0 £30.7 70.0 £29.2 39.2 +23.7

859 +2.1 829 +3.7 904 +5.2

21. abra. Amylin-ir neuronok c-fos aktivacioja kolykok visszaadasanak hatasara
A: Fos-ir neuronok (fehér pontszerii sejtmagok) nagy mennyiségben jelentek meg anya
patkanyok preopticus teriiletén kolykoktdl vald 20 oran at tartd szeparaciot kovetd 2 oras
kolyokvisszaadas hatasara. Fos-jelolt idegsejtek lathatok az MPN-ban, az MPA teriiletén,
valamint a BNST ventralis részén. B: A Fo0s-ir neuronok rendkiviil alacsony szamban voltak
jelen a preopticus teriileten azoknal az anyaknal, akiknél a kolykok elvételét nem kovette azok
visszaadasa. C: Kettds (amylin — c-fos) immunhisztokémia soran az amylin ir-idegsejtek (zold
sejttest) jelentés része c-fos pozitivitast (piros szinnel jel6lt sejtmag) mutatott kolykok
visszaadasat kovet6en. A felvételen a duplan jelolt sejtek mellett kis mennyiségben c-fos-ir, de
amylin-negativ neuronok is lathatok. D: A C abran bekeretezett teriiletr6l, konfokalis
mikroszkoppal készitett felvételen amylin és c-fos duplan jeldlt sejtek lathatok. E: Ot allat

harom, egymast koveté coronalis sorozatmetszetén talalhaté amylin-neuronok szama, illetve az
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amylin-ir idegsejtek Fos-pozitivitasanak mértékét mutatja a tablazat. Az amylin-pozitiv
neuronok az MPN ¢és az MPA terliletein azonos mennyiségben talalhatok, mig a BNST ventralis
részén az amylin-ir neuronok szdma kevesebb. Ugyanakkor az adott teriileten jelen 1év6 Fos-
immunpozitivitast mutatd amylin-sejtek szazalékos megoszlasa a teriiletek k6zott azonos volt.
Az epifluoreszcens kondenzatorral ellatott mikroszkoppal készitett felvételek (A-D) a bregma
szintjétdl 0,40 mm-re caudalisan elhelyezkedd metszetekrdl késziiltek. Lépték = 500 um (A-B);
200 um (C); 50 um (D).

43.2. Az amylin mRNS-t expresszilo neuronok Fos-aktivacioja kolykok

visszaadasanak hatasara anya patkanyokban

Az amylin és a c-fos gén koexpressziojanak vizsgalatara kolykok visszaadasat
kovetéen anya allatok preopticus teriiletén amylin ISH hisztokémia ¢és c-fos
immunhisztokémiai festést kombinaltunk (22B. abra). Az amylin mRNS-t expresszalo
sejtek szama 113 + 15 volt az dsszes, amylin mRNS-t tartalmazé metszeten oldalanként.
A kolykok visszaadasanak hatasara a preopticus teriileten megjelend intenziv c-fos

immunreaktivitast az amylint expresszald neuronok 93,2 %-nal detektaltunk.

22. abra. Az amylin mMRNS-t expresszalo, preopticus teriileten talalhaté neuronok Fos
aktivacidja a kolykok visszaadasanak hatasara
A: A sotét latoteres felvételen jol lathato, hogy az amylin mMRNS-t expresszalo idegsejtek (fehér
pontok) nagy mennyiségben vannak jelen anya patkanyok preopticus teriiletén. B: Az A abran
bekeretezett teriilet nagy nagyitasu, vilagos latotérben készitett felvétele mutatja, hogy az
amylin . mRNS-t expresszald neuronokban (fekete autoradiografids szemcsék) a c-fos

immunreaktivitas (barna sejtmagok) kolykok visszaadasat kovetden 2 oraval megjelenik. A
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kettdsen jelolt sejtek mellett kis szamban Fos-ir, de amylin-negativ idegsejtek is lathatok. Fos-ir
neuronok az MPN-ban, az MPA teriiletén, illetve a BNST ventralis részén jelentek meg. Ezek
preopticus teriileten beliili eloszlasa az amylint expresszaldé neuronok helyzetéhez hasonlo. A

felvételek (A-B) a bregma szintt6l 0,4 mm-re caudalisan késziiltek. Lépték = 1 mm (A); 100 pm

(B).

4.4. Az amylin-neuronok és a TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer

topografiai és funkcionalis kapcsolatanak feltérképezése

44.1. Az amylin-immunreaktiv idegsejtek és a TIP39-tartalmu idegrostok

elhelyezkedése anya patkanyok preopticus teriiletén

Az amylin-ir neuronok és a preopticus teriilet egyik jelentés bemenetét ado, PIL-
eredetii TIP39-rostok anatémiai kapcsolatanak vizsgalatara amylin-TIP39 kett6s
immunhisztokémiai festést végeztiink. Az amylin-ir neuronok és a TIP39-rostok
preopticus teriileten beliili elhelyezkedése nagyon hasonl6: TIP39-rostok legnagyobb
szamban a medialis preopticus magban, a medialis preopticus area egyes részein, illetve
a bed nucleus of the stria terminalis ventralis részén helyezkednek el, akarcsak az
amylint kifejez6 idegsejtek (23A. abra). A TIP39-rostok terminalisai az amylin-ir

neuronokhoz rendkiviili kdzelségben végzddnek (23B. abra).
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23. abra. Az amylin-ir neuronok és a TIP39 rostok eloszliasa anya patkanyok
preopticus teriiletén
A: A fluoreszcens kettés immunhisztokémiai festéssel készitett metszeten az amylin-pozitiv
neuronok (piros pont) és a TIP39-tartalmu rostok (z61d szin) hasonlo, preopticus teriileten beliili
elhelyezkedése lathat6. A preopticus teriileten beliil a TIP39-rostok legnagyobb szdmban az
amylin-ir idegsejtek elhelyezkedésével megegyez6 teriileteken talalhatok (MPN, MPA,
BNSTvV). B: Nagy nagyitast konfokalis felvételen jol lathato az amylin-ir neuronok és a TIP39-
rostok appozicidja. A felvételek (A-B) a bregma szinttdl 0,4 mm-re caudalisan késziiltek.

Lépték = 1 mm (A); 20 pm (B).

4.4.2. Amylin-pozitiv neuronok ¢és PTH2 receptort expresszalé idegsejtek

topografiai eloszlasa egér anyak preopticus teriiletén

In situ hibridizacios hisztokémia segitségével kimutathat6 volt, hogy az amylin
nem csak patkany anyak, hanem laktalo egerek preopticus teriiletén is erételjes
indukciét mutat a sziilést kovetoen az MPN, az MPA, valamint a BNST ventralis részén
(14BL1. és 24A. abra), tehat a patkanyok esetén leirtakkal (12. abra) azonos eloszlasban.
Ebben az esetben is megallapithatd volt, hogy az amylin preopticus teriileten beliili
megjelenése diffuz. A sziilést kovetéen nem csak az amylin emelkedett mRNS-szintje,
hanem immunhisztokémiai festés révén az amylin peptid is kimutathatdo volt a
preopticus teriileten, az amylin mRNS-t expresszald idegsejtekkel megegyezd
eloszlasban (24B. abra). A TIP39 endogén ligandja, a PTH2 receptor preopticus

teriileten beliili eloszldsa az amylin neuronok megjelenési mintazataval jelentésen
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atfedo volt, igy X-Gal hisztokémia segitségével PTH2R-t expresszald sejtek voltak
megfigyelhetéek az MPN, az MPA egyes teriiletein, valamint a BNST ventralis részén.

24. abra. Az amylin mRNS-t expresszalo idegsejtek, az amylin-ir neuronok, valamint a

PTH2R-t kifejez6 sejtek hasonlé preopticus teriileten beliili elhelyezkedése egér anyakban
A: Radioaktiv in situ hibridizacios hisztokémia alkalmazasaval jol lathatod, hogy az amylin
erbteljes expresszidja (a fehér pontok az amylin mMRNS-t expresszald sejteket mutatjak)
kovetkezett be egér anyak (PP8) preopticus teriiletén. A preopticus teriileten beliil csak az MPN-
ban, az MPA egyes teriiletein, valamint a BNST ventralis részén helyezkednek el az amylin
MRNS-t expresszald neuronok. B: Immunhisztokémiai festés révén az amylin-ir neuronok is
kimutathatok voltak egér anyak (PP9) MPN-jaban, az MPA teriiletén és a BNST ventralis
részén. C: PTH2 receptort expresszald neuronok X-Gal festéssel jelentds szamban voltak
kimutathatok egerek preopticus teriiletén. A PTH2R expresszi6 az amylin-ir neuronok
megjelenési teriiletével nagymértékben atfed (MPN, MPA, BNSTv). A felvételek a bregma

szintt6l 0,10 mm-re caudalisan késziiltek. Lépték = 1 mm.

4.4.3. Az amylin-mRNS szintjének meghatarozasa PTH2R hianyaban

A sziilést koveté amylin-indukciot, mely mind az amylin mRNS-t expresszald
neuronok szamanak (25A1. abra), mind pedig azok atlagos szemcseszamanak (25A2.
abra) emelkedését jelentette, in situ hibridizacids hisztokémia segitségével mutattuk ki
egér anyak preopticus teriiletének meghatarozott részein (MPN, MPA, BNSTV), ahol az
amylin neuronok diffaz elhelyezkedése volt megfigyelhetd. A PTH2R preopticus
teriileten beliili eloszlasa (24C. abra) az amylin neuronok eloszlasahoz hasonléd volt.
PTH2 receptort nem tartalmazd egerek sziilést kovetd vizsgalataval amylin ISH
hisztokémia alkalmazasa révén pedig a PTH2R hidnyaban bekdvetkezd amylin mRNS-

szint valtozas is megallapithatd volt (25. abra). PTH2R-ral nem rendelkez6 (PTH2R
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KO) egér anyak preopticus teriiletén az amylin mRNS-t expresszalo neuronok szamanak
(25B1. abra), illetve azok atlagos Szemcseszamanak (25B2. abra) csokkenése volt
megfigyelheté. A PTH2R hianyaban bekovetkez6 amylin-indukcié csokkenés vad
tipusu, azaz PTH2 receptorral rendelkezd egér anyakkal vald Osszehasonlitasanak
kvantitativ elemzése révén az is megallapithatd volt, hogy a PTH2R KO anyaknal leirt
amylin-szint csokkenés szignifikans volt mind az amylin mRNS-t expresszalo sejtek
(26A. abra), mind az atlagos autoradiografias szemcseszam (26B. abra), tehat az egy
sejten belill kifejez6d6 mRNS mennyisége tekintetében. Az amylin mMRNS-t expresszalo
sejtek mennyisége PTH2R hidnyaban a vad tipusu anyak esetén megallapitott 43,20 +
4,33 értékrol 19,50 £ 9,50 értékre csokkent, mig az atlagos szemcseszam tekintetében a
80,38 + 7,75 érték 48,28 + 4,07 értékre csokkent.
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25. abra. A PTH2R hiany amylin mRNS szintre kifejtett hatasanak vizsgalata in situ
hibridizaciés hisztokémia felhasznalasaval

Al: A sziilést kovetéen (PP9) az anyak preopticus teriiletén az MPN-ban, az MPA, valamint a
BNSTV teriiletén az amylin mRNS-t expresszalo sejtek (fehér pontok) megemelkedett szama
lathato a sotét latoteres felvételen. A2: Az amylin mRNS szintben bekdvetkezett valtozas nem
csak az amylin mRNS-t expresszalo sejtek szamaban, hanem azok autoradiografias
szemcseszamaban is megnyilvanul, amit a vilagos latotérrel készitett nagy nagyitast kép mutat
be. B1: A sotét latoteres felvételen jol lathatd, hogy PTH2R hianyanak kévetkeztében az amylin
MRNS-t expresszald sejtek szama vad tipusu (PTH2 receptorral rendelkez6) anyakéhoz (Al)
képest a preopticus teriileten lecsokken. B2: Nagy nagyitasu, vilagos latotérrel készitett felvétel
mutatja az egy, amylin mRNS-t expresszalo sejt autoradiografias szemcseszamat, ami a vad
tipust anyakéhoz (A2) képest szintén csokkenést mutat. A felvételek (A-B) a bregma szintt6l
0,10 mm-re caudalisan késziiltek. Lépték = 300 um (A1-B1); 100 um (A2-B2).
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26. abra. A radioaktiv amylin in situ hibridizaciés hisztokémia eredményeinek kvantitativ
elemzése PTH2R hidnyaban

A: Az amylin mRNS-t expresszalo idegsejtek szama 3, egymast kovetd, egymastol 108 um

tavolsagra 1év6 sorozatmetszeten vad tipusi (PTH2R-ral rendelkez6) és PTH2R-ral nem

rendelkez6é (PTH2R KO) egér anyak (PP9) esetén. A vad tipusu és a PTH2R KO anyak amylin

MRNS-t expresszalo neuronjainak szama kozott szignifikans eltérés volt megfigyelheté: PTH2R

hianyaban az amylin mRNS-t expresszald sejtek szama csokkent. B: Az amylin mRNS-t

expresszalo neuronok (autoradiografias) szemcseszama szintén szignifikans csokkenést mutatott

PTH2R hidnyaban. *P < 0,05; *** P < 0,001.

4.5. A sziillés és a szenzitizalas viselkedésre Kkifejtett hatasanak

vizsgalata egerekben

4.5.1. Az anyasag és a szenzitizalas hatasa a kondicionalt helypreferencia tesztben

mutatott viselkedésre

Mind az anya allatok, mind a szenzitizalt, illetve nem szenzitizalt (kontroll)
nbstény egerek mindharom térfélre (kolyok-asszocialt doboz, kontroll doboz, csd)
beléptek, és ott hosszabb-rovidebb idén keresztiil tartozkodtak. A teszt 60 perce alatta a
kontroll ndstények 25,59 + 1,02 percet (a teljes kisérleti id6 42,66 = 1,71 %-a)
tartézkodtak a kolyok-asszocialt dobozban, 29,22 + 0,99 percet (48,70 + 1,65 %) a
kontroll dobozban ¢és 5,19 + 0,63 percet (8,65 + 1,05 %) a két dobozt 6sszekotd csdben.
Ezzel szemben az egér anydk a kisérlet teljes ideje (60 perc) alatt 30,77 + 1,71 percet
(51,29 + 2,85 %) a kolydk-asszocialt dobozban, 23,81 + 2,18 percet (39,68 + 3,63 %) a
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kontroll dobozban ¢és 5,42 + 0,76 percet (9,03 = 1,27 %) a csOben (27. abra). Kétutas
ANOVA [egyik faktor: kompartmentek (kolyok-asszocialt doboz, kontroll doboz, cs6);
masik faktor: allatcsoportok (kontroll ndstény, laktalé anya, szenzitizalt ndOstény)]
segitségével kerestiik a kisérleti csoportok és azok kiilonb6zé kompartmentekben toltott
ideje kozotti szignifikans eltérést. A kompartment (P < 0,0001, F(2)=176,4) és az
interakcio (P = 0,0023, F(4)=4,47) szignifikans valtozast mutatott. A kétutas ANOVA-t
kovetd Bonferroni-féle post hoc teszt kimutatta, hogy az egér anyak szignifikansan tobb
idot toltottek a kolyok-asszocialt dobozban, mint a kontroll néstények (p < 0,05),
tovabba az is megallapithato volt, hogy az egér anyak a kdlyok-asszocidlt dobozban
szignifikansan tobb id6t toltottek, mint a kontroll dobozban (p < 0,05). Mindemellett a
kontroll ndstények esetén egy tendencia volt megfigyelhetd: tobb idot toltdttek a
kontroll dobozban, mint a kolyok-asszocialt dobozban (29,22 + 0,99 perc vs. 25,59 +
1,02 perc). Az osztrusz ciklus helypreferenciara valé hatasanak kizarasara a tesztet
ovariectomizalt ndstényekkel is elvégeztiik. Az ovariectomizalt néstények kondicionalt
helypreferencia tesztben mutatott viselkedése a kontroll néstényekéhez volt hasonlo: a
kontroll vs. kolyok-asszocialt dobozban toltott id6 aranya kontroll néstények esetén
1,14 £ 0,08, mig ovariectomizalt néstények esetén 1,20 & 0,26 volt (az ovariectomizalt
allatok adatait a 27. abran nem tiintettilk fel). A szenzitizalt ndstények a kolyok-
asszocialt dobozban szignifikansan tobb 1d6t toltottek, mint a kontroll dobozban
(kétutas ANOVA-t koveté Bonferroni-féle post hoc teszt eredménye: t=2,58, p < 0,05),
tovabba a szenzitizalt ndstények kolyok-asszocialt dobozban toltott ideje a laktald anya
allatokétol nem kiilonbozott (t=0,43). A teszt teljes ideje (60 perc) alatt a szenzitizalt
néstények a kolyok-asszocialt dobozban 30,76 + 1,94 percet (51,27 + 3,23 %) toltottek,
ezzel szemben a kontroll dobozban csak 22,78 + 2,43 percet (37,96 + 4,05 %), mig az
0sszekotd csében 6,46 + 1,09 percet (10,77 + 1,82 %) (27. abra). Ez azt jelenti, hogy a
szenzitizalt nostény egerek 1,35 + 0,19 —szer tobb id6t toltdttek a kolyok-asszocialt
dobozban, mint a kontroll ndstények. Amennyiben a két dobozt megcseréltik —
narancssarga, lekerekitett sz¢&li talkaval és fehér csikkal jeloltiik a kontroll dobozt, mig
a kolyok-asszocialt doboz a jelolés nélkiili, de fekete, négyszogletes talkat tartalmazo
lett — ez az arany nem valtozott: a szenzitizalt néstények 1,38 + 0,15 —szor tobb id6t

toltottek a kolyok-asszocialt dobozban, mint a kontroll egerek.
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27. abra. A harom Kkisérleti csoport (kontroll ndstény, laktilé anya, szenzitizalt néstény)
kiilonb6z6 kompartmentekben toltott ideje kondicionalt helypreferencia tesztben
A kolydk-asszocialt dobozban (s6tétkék oszlop), a kontroll dobozban (kdzépkék oszlop) és a két
dobozt 6sszekotd csoben (vilagoskék oszlop) toltott idot a kisérleti idd (60 min) szdzalékaban
abrazoltuk. Laktaloé anyak és szenzitizalt szliz néstények kolyok-asszocialt dobozban toltott
ideje megegyezo, és ez szignifikansan tobb, mint a kontroll dobozban t61t6tt id6. Laktald anyak
és szenzitizalt nOstények esetén tovabbi szignifikans kiilonbség mutathaté ki a kontroll
nostényekhez képest: az eldébbi két csoport (laktalé anya, szenzitizalt ndstény) tagjai
szignifikansan tobb idot toltenek a kolyok-asszocialt dobozban, mint a kontroll néstények. A
kontroll ndstények ezzel szemben tendenciaszeriien tobb id6t téltenek a kontroll dobozban. Az
oszlopokat 6sszekotd, csillaggal (*) jelolt vonalak az egyes allatcsoportok kozotti, illetve az

allatcsoportokon beliil a kompartmentek kozotti szignifikanciat jelolik. *P < 0,05.

4.5.2. Az anyasag hatasa kényszeres uszas tesztben mutatott viselkedésre

Kényszeres Uszéas teszt soran a vizsgalt egerek nagy része — a laktadldo anya
allatok kivételével — azonos mértékben mutatattak aktiv (uszas és ,.kiizdés”) és passziv
(Iebegés) viselkedést. A hat perces teszt ideje alatt a kontroll néstények 3,17 + 0,35
percet (a teljes kisérleti id6 52,82 =+ 5,83 %-a) aktiv viselkedéssel, mig 2,83 £ 0,35
percet (47,18 = 5,83 %) passziv viselkedéssel toltottek. Laktdlo anya allatok aktiv
viselkedéssel toltott ideje 4,30 = 0,25 perc (71,64 + 4,14 %), mig ezen allatcsoport
esetén a passziv viselkedéssel toltott id6 1,70 + 0,25 perc (28,36 + 4,14 %) volt (28.
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abra). A passziv viselkedéssel toltott id6, valamint az aktiv viselkedéssel toltott ido,
mindharom kisérleti csoport esetén szignifikdnsan eltéré volt (egyutas ANOVA,
F(2,22)=8,604, P=0,0017). Bonferroni-féle post hoc teszttel tortént tovabbi statisztikai
elemzés kimutatta, hogy az anyak szignifikansan tobb id6t toltenek aktiv viselkedéssel,
mint a kontroll néstények, tovabba, hogy a laktalo anyak aktiv viselkedéssel toltott ideje
szignifikansan tobb volt, mint amennyit lebegéssel, azaz passziv viselkedésformaval
toltottek (p < 0,01). A szenzitizalt néstények a teszt soran 2,76 + 0,26 percet (45,96 +
4,36 %) toltottek aktiv viselkedéssel, tehat 6sszesen 3,24 + 0,26 percet (54,04 + 4,36 %)
passziv viselkedéssel, ami szignifikansan nem kiilonbozott az aktivitassal toltott 1dotol
(28. abra). Tovabba a szenzitizalt néstények és laktald anya allatok kozott barmely
(aktiv, passziv) viselkedési format tekintve szignifikans kiilonbség volt kimutathato (p <
0,05). Ezzel ellentétben a szenzitizalt néstények viselkedési mintazata a kontroll
néstényekéhez volt hasonld. Az Osztrusz ciklus viselkedést befolydsold hatasat
vizsgalva petefészekirtason atesett néstény egereken is elvégeztiik a kényszeres tiszas
tesztet. Az ovariectomizalt allatok a passziv viselkedéshez (3,71 + 0,18 min, 61,84 +
3,01%) képest csokkent aktiv viselkedést (2,29 + 0,18 perc, 38,20 + 3,03 %) mutattak (p
< 0,05; adataik a 28. abran nem szerepelnek). Ugyanakkor az ovariectomizalt allatok
esetén tapasztalt szignifikdns valtozas nem jelentett szignifikans eltérést a kontroll,

illetve a szenzitizalt néstényekkel 6sszehasonlitva (F(2,19)=0,8378, P=0,4480).
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28. abra. A harom Kkisérleti csoport (kontroll néstény, laktalé anya, szenzitizalt nostény)
aktiv és passziv viselkedéssel toltott ideje kényszeres tiszas tesztben
Az aktiv (s6tétzold oszlop) és passziv (vilagoszold oszlop) viselkedéssel toltott idot a teszt teljes
id6tartamara (6 perc) vonatkoztatva szazalékban adtuk meg. Mivel a kisérleti id6 két
magatartasforma kozott oszlott meg, ezért amennyiben valamelyik kisérleti csoport egyik
viselkedésformaja szignifikanciat mutatott egy masik csoport ugyanazon viselkedésformajaval,
ugy a masik viselkedésforma esetén is fennall a szignifikancia a masik csoport ugyanazon
viselkedésformajaval, igy az abran csak az aktiv viselkedéssel toltott id6 szignifikancia-értékeit
tintettiik fel. A csoportokon (kontroll néstény, laktalé anya, szenzitizalt ndstény) beliili
viselkedéseket vizsgalva megallapithatd volt, hogy kontroll és szenzitizalt néstények kozel
azonos 1dot toltottek aktiv és passziv viselkedéssel, mig laktalo anyak esetén az aktiv
viselkedéssel toltott id6 szignifikansan nagyobb volt. Csoportok kozotti aktiv viselkedéssel
toltott idét dsszehasonlitva elmondhatd, hogy a laktald anyak szignifikansan tobb id6t toltottek
aktiv viselkedéssel, mint a masik két csoport (kontroll ndstény, szenzitizalt ndstény) tagjai. Az
oszlopokat 6sszekotd, csillaggal (*) jelolt vonalak az egyes allatcsoportok kozotti, illetve az

allatcsoportokon beliili szignifikanciat jelolik. *p < 0,05, **p < 0,01.
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4.6. Amylin-gént nem tartalmazo egér anyak és szenzitizalt nostény

egerek viselkedésének vizsgalata

4.6.1. Amylin-gén hianyanak hatasa a Kkolyok-asszocialt preferencia teszt

eredményére

Mind az anya, mind a szenzitizalt, mind pedig a kontroll egerek genotipusuktol
fiiggetlenil mindharom térfélen (kolyok-asszocidlt doboz, kontroll doboz, csd)
hosszabb-rovidebb idén keresztiil tartozkodtak. A vad tipusa (WT, IAPP+/+) kontroll
nostények a kolyok-asszocidlt dobozban a teljes kisérleti id6 43,23 + 1,68 %-at, mig az
amylin-hianyos (KO, IAPP-/-) kontroll ndstények 40,51 + 2,24 %-at, ugyanakkor WT
laktalo anyak esetén ez 50,35 + 2,84 %, IAPP-/-anyaknal 48,74 + 3,07 % volt (29. abra).
Kétutas ANOVA [egyik faktor: reproduktiv statusz (kontroll ndstény, laktalo anya
allat); masik faktor: genotipus (vad tipus, amylin-hianyos)] segitségével kerestiik a
reproduktiv statusz és a genetikai allapot kolyok-asszocialt dobozban toltott idére
kifejtett hatasat. A genotipus szignifikans hatasa (P<0,05, (F)=2,44) volt kimutathato
amylin KO kontroll néstények és amylin KO laktalo anyak kozott (40,51 + 2,24 % vs.
48,74 + 3,07 %). A kétutas ANOVA-t kdvetd Bonferroni-féle post hoc teszt kimutatta,
hogy laktalé anya allatok szignifikdnsan tobb 1d6t toltdttek a kdlydk-asszocialt
dobozban (p < 0,05). A WT kontroll ndstények és WT anyak kozott a kolyok-asszocialt
dobozban to1tott 1d6 jelentds kiillonbsége (43,23 + 1,68 % vs. 50,35 + 2,84 %) ellenére
sem lehetett szignifikans eltérést kimutatni (P>0,05, (F)=1,951). A két kontroll néstény
csoport (WT, KO) kolydk-asszocialt dobozban toltott ideje hasonld volt (43,23 + 1,68
% vs. 40,51 + 2,24 %), szignifikans kiilonbség nem volt kozottiik. A WT-, valamint az
IAPP-/- laktalo egér anyak kozott szintén nem volt eltérés a kolyok-asszocialt dobozban
toltott id6 tekintetében (P>0,05, (F)=3,196).

Az Aéllatcsoportokra vonatkoz6 tovabbi (nem &brazolt) adatok: 1) kontroll
dobozban t61tott id6: WT kontroll néstények: 48,32 £ 1,58 %, KO kontroll néstények:
47,43 + 2,26 %; WT anya allatok: 40,34 + 3,47 %, IAPP-/- laktaloé anyak: 42,21 +
3,55%; 2) 0sszekotd csoben toltott id6: WT kontroll ndstények: 8,45 + 0,99 %, KO
kontroll néstények: 12,06 = 1,93 %, WT anya allatok: 9,31 = 1,23 %, IAPP-/- laktalo
anyak: 891 =+ 1,16%. A szenzitizalt allatok egyes kompartmentekben t61tott
tartozkodasi ideje a kovetkezd volt: 1) kolyok-asszocidlt doboz: WT: 50,51 + 2,90 %,
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KO: 42,17 + 2,20 %; 2) kontroll doboz: WT: 39,38 + 3,78 %, KO: 46,82 + 1,67 %; 3)
0sszekotd cs6: WT: 10,04 + 1,74 %, KO: 11,02 + 0,78 %. A nem abrazolt adatok esetén
sem a reproduktiv statusz, sem pedig a genotipus nem befolyasolta a kompartmentekben

toltott id0 mennyiségét.

70 13
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60

50

40 1

30 1

20 1

A kolyok-asszocialt dobozban toltott id6 (%)

KONTROLL NOSTENY LAKTALO ANYA

29. abra. A reproduktiv statusz és a genoptipus hatasa a kolyok-asszocialt
kompartmentben toltott ido mennyiségére.
A kolyok-asszocialt dobozban toltott id6t a kisérleti id6 (60 min) szazalékaban abrazoltuk mind
vad tipusu (sotétkék oszlop), mind amylin-hianyos (piros oszlop) allatok esetén. A kontroll
nostények genetikai allapotuktol fiiggetleniil kdzel azonos idot toltottek a kolydk-asszpcialt
kompartmentben, ez mindkét allatcsoport esetén a teljes kisérleti idé kevesebb, mint 50%-at
jelentette, ezzel szemben mind a vad tipus, mind az amylin-hianyos laktalo anya allatok a
kisérleti id0 majdnem felét a kolyok-asszocialt dobozban toltdttek. Szignifikdnsan tobb id6t
toltdttek az amylin KO egér anyak a kolykokre emlékeztetd dobozban, mint az amylin KO
kontroll néstények. Az oszlopokat 0Osszekotd, csillaggal (*) jelolt vonalak az egyes

allatcsoportok kozotti szignifikans eltérést jelolik. *P < 0,05.

4.6.2. Az amylin-hianyos egér anyak depresszio-szerii viselkedése

Az amylin-gén hianyanak kényszeres uszas tesztben mért aktivitasra kifejtett

hatasat is megvizsgaltuk. A teljes kisérleti idének (6 min) a WT kontroll néstények
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53,40 + 5,08 %-at, KO kontroll ndstények 60,45 + 3,71 %-at; WT laktalé anyak 69,82 +
4,20 %-at, KO egér anyak 53,66 + 4,47 %-at; WT szenzitizalt nstények 48,97 + 4,82
%,-at KO szenzitizalt ndstények 59,17 + 5,59 %-at toltotték aktiv viselkedéssel (30.
abra). A kétutas ANOVA-val tortént statisztikai elemzés soran a reproduktiv statusz és a
genotipus aktiv viselkedésre kifejtett hatdsat vizsgaltuk. Vad tipust laktalé anydk
szignifikdnsan tobb id6t toltottek aktiv viselkedéssel, mint a vad tipusu kontroll
néstények (P< 0,05, F=2,55), ezt a szignifikanciat a Bonferroni-féle post hoc teszt is
megerésitette (p< 0,05). Tovabbi szignifikans eltérést tapasztaltunk vad tipusu laktalo
anyak és szenzitizalt néstények kozott: a WT laktalo egerek szingifikdnsan tobb id6t
toltottek aktivan, mint az azonos genotipusu szenzitizalt néstények (P< 0,01, F=3,239),
mely szignikans eltérést a Bonferroni-féle post hoc teszt is megerdsitette (p< 0,01). A
genotipus hatdsanak vizsgéalata soran megallapithatd volt, hogy amylin-hidnydban a
laktalo egér anyak aktiv viselkedéssel toltott ideje szignifikansan kisebb volt a vad
tipust anya allatokéhoz képest (P< 0,05, F=2,807). Bonferrroni-féle post hoc analizist
kovetden ez a szignifikancia megerdsitésre kertilt (p< 0,05). A 30. dbran csak ez utdbbi,

a WT laktalo anya vs. KO laktal6 anya kozti szignifikancia kertilt feltlintetésre.
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30. abra. Vad tipusu és amylin-hianyos kontroll néstény, laktalé anya és szenzitizalt
nostény egerek aktiv viselkedéssel toltott ideje kényszeres uszas tesztben
Vad tipusu (vilagoszold oszlop) és amylin-hidnyos (sotétzold oszlop), kiillonbozé reproduktiv
statuszban 1év6 egerek kényszeres uszas tesztben mért aktiv viselkedéssel toltott idejét tekintve
szignifikans eltérés volt tapasztalhato egyrészt a WT kontroll néstények és WT laktaléo anyak
kozott: az egér anyak szignifikdnsan tobb itdt toltottek aktiv viselkedéssel, mint a kontroll
néstények, masrészt a WT laktalo allatok a WT szenzitizalt ndstényeknél is szignifikdnsan tobb
1dot toltottek aktiv magatartassal. Amylin gén hidnyaban ugyanakkor csokkent a laktaldo anyak
aktiv viselkedéssel toltott ideje, és ez az eltérés szignifikans volt a WT anya éallatokéhoz képest.
Az oszlopokat 6sszekotd, csillaggal (*) jelolt vonalak az allatcsoportok kdzotti szignifikanciat

jelslik. *p < 0,05.
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5. MEGBESZELES

Az amylin anyai viselkedés szabdlyozasaban betoltott szerepét tobb
megkozelitésben is megvizsgaltuk. A megbeszélés soran elsoként az amylin
indukcidjanak, kozponti idegrendszeren beliili lokalizaciojanak, majd ovariectomiat,
szenzitizalast és ¢heztetést kovetd kifejezodésének, illetve az amylin-ir neuronok anyai
aktivacidjanak megbeszélésére keriil sor. Munkam részét képezte az amylin és a TIP39-
PTH2R neuromodulator rendszer anatomiai és funkcionalis kapcsolatdnak vizsgdlata,
mellyel kapcsolatos eredményeink megbeszélésére szintén a kdvetkezOkben keriil sor.
Az amylin egerekben, patkanyokhoz hasonld médon, bekovetkezett megjelenése miatt
el6szor olyan viselkedési teszteket kerestiink, amelyek alkalmasak az anyai motivacid
¢és az anyakban bekovetkezé emocionalis valtozasok leirasara, igy a munkam soran vad
tipustt kontroll ndstények, laktadlé anydk és anyai viselkedésre szenzitizalt ndstény
egereken elvégzett viselkedési tesztek (kondicionalt helypreferencia teszt, kényszeres
uszas teszt) soran kapott eredményeink keriilnek megbeszélésre. Ezt kdvetéen a vad
tipusi egereken validalt teszteket amylin-hidnyos kontroll ndstényekkel, laktalo
anyakkal és szenzitizalt allatokkal is elvégeztiik, ezen eredmények tiikrében pedig az
amylin az anyai motivacio kialakulasaban, illetve a sziilést kovetd emocionalis

valtozasokban betoltott szerepére kovetkeztetiink.

5.1. Az amylin-indukcié idobeli lefolyasa és eloszlasa patkanyokban és

egerekben

Az in situ hibridizaciés hisztokémia soran patkany és egér anyak esetén
kimutatott, a sziilést megel6z6 allapothoz képest bekovetkezd, emelkedett amylin jel az
amylin-szint jelentds mértéki emelkedésére enged kovetkeztetni. Eredményeink nem
csupan az amylin indukcidjara, hanem annak iddébeli lefolydsara vonatkozodan is
szolgaltattak adatokat. Az amylin mRNS indukcidja a sziilés elott 1 nappal (a
vemhesség 21. napjan) még nem, de az azt kdvetd napon mar bekdvetkezett, ¢és a
postpartum idOszak el6rehaladtaval tovabbi emelkedést mutatott. Az amylin
immunreaktivitds szintén a sziilést kovetden, és nem azt megeldzden (vemhesség

idején) jelent meg. Ez megerésiti az ISH hisztokémiaval kimutatott amylin jel
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specificitasat, tovabba ezaltal feltételezhetd, hogy az amylin mRNS-szintjének
emelkedését a funkcionalis peptid megjelenése koveti. Az amylin mMRNS-t expresszalo
idegsejtek és az amylin-immunreaktiv neuronok szamanak 6sszehasonlitasa metodikai
nehézségekbe {itkozik, ugyanis az immunhisztokémiara el6készitett metszetek
vastagabbak (50 pum; ISH hisztokémia esetén ez 12 pm), ugyanakkor az antiszérum
penetracioja ennél kisebb. Mindazonaltal az amylin mRNS-t expresszalo idegsejtek és
az amylin immunreaktivitast mutaté neuronok patkany anyak preopticus teriiletén beliili
eloszlasa megegyezett. Ennek ismeretében ezeket a sejteket amylin neuronokként
definialtuk. Az amylin neuronok a preopticus area jelentés, de nem minden részén,
elszortan helyezkednek el. Az amylin idegsejtek az MPN, az MPA, valamint a BNST
ventralis részére korlatozodnak, amely teriileteken az amylint nem tartalmazo
idegsejtekkel hasonlo aranyban fordulnak el6, és azokkal egyenletes eloszlast mutatnak.

Az amylin mRNS-indukcidja nem csupan patkany anyak, hanem laktald egerek
esetén is bekovetkezett. Egerek esetén az indukcid helye és kortilményei a
patkdnyokénal leirtakéval megegyezett: csak a sziilést kovetden, és a kozponti
idegrendszeren beliil csak a medialis preopticus teriilet bizonyos részein (MPN, MPA),
valamint a BNST ventrélis teriiletén kovetkezett be. Patkdnyok ¢és egerek anyai
viselkedését tekintve sok hasonlosag fedezhetd fel: az anyai viselkedést befolydsolo
tertiletek azonosak, tovabba az anyai viselkedés megjelenési formai, a kolydokgondozo
magatartds elemei szintén nagyon hasonlok. A két modellszervezet homoldg teriiletein
hasonl6 koriilmények kozott indukalodod amylin szerepe a két allatcsoport esetén azonos
lehet.

A periférian elé6forduld amylinrél ismert, hogy a hasnyalmirigy Langerhans-
szigeteiben vezikulumokban tarolodik és onnan szabadul fel (Young 2005b); ennek
ismeretében valosziniisithetd, hogy a kdzponti idegrendszeri amylin a preopticus tertilet
neuronjaibol szabalyozott vesicularis transzport soran iiriil. A periférias amylin az
inzulinnal egyiitt szekretalddik, legjobban ismert funkcidja az étkezés leallitdsa a
vércukorszint emelkedésének hatasara (Lutz 2006). Ugyanakkor a hasnyalmirigyben
expresszaloddo amylin szintjét a kolykok jelenléte nem befolyasolja, tehat a
taplalékfelvétel szabalyozasan kiviil az anyai viselkedés szabalyozdsaban nem vesz

részt, szemben a patkany anyak kozponti idegrendszerében megjelené amylinnel, mely
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szintje mindaddig magas marad, ameddig az anya allatok kolykeik jelenlétében vannak
(Dobolyi 2009).

Az anyai magatartasban bizonyitott szerepiik ellenére a prolaktin, az oxytocin és
a vazopresszin a preopticus teriileten beliil nem mutathatd ki, még patkany anyakban
sem. Mindazonaltal ezek a peptidek a preopticus teriileten végz6dd termindlisokbol
felszabadulva fejthetik ki hatasukat az anyai viselkedésre tigy, ahogy a vazopresszin
esetében ez nemrég bizonyitast nyert (Bosch és mtsai 2010). Mas neuropeptidek,
ugymint az opioidok, a tachykininek és a kortikotropint felszabadité hormon nem csak a
preopticus teriileten (Tohyama és Takatsuji 1998), hanem az agy szamos mas részén is
expresszalodnak. Ezzel szemben az amylin csak a preopticus teriiletre korlatoz6do

expresszidja révén a neuropeptidek kozott egyediilallo eléfordulassal rendelkezik.

5.2.  Amylin-indukcié ovariectomia, anyai viselkedésre valo
szenzitizalas, illetve éheztetés hatasara sziiz nostény patkanyok

preopticus teriiletén

Mivel az amylin patkanyok ¢és egerek esetén az anyai viselkedés
szabalyozasaban kozponti szerepet jatszo teriileten egy erdteljes hormonalis
valtozasokat jelentd idészakban, a postpartum periddusban jelenik meg, ezért felmertilt
annak lehetdsége, hogy indukcidja szteroid hormonok &ltal medialt folyamat. Mig
ovarieoctomian atesett nullipara ndstények esetén amylin mRNS nem volt kimutathat6 a
preopticus teriileten, az ovariectomiat kovetd szenzitizalas hatasara mégis bekovetkezett
az amylin kozponti idegrendszeri indukcidja. Az ISH hisztokémia altal nyert adatokat
kvantitativ RT-PCR segitségével validaltuk, amely az anyai viselkedést mutato
(szenzitizalt) ndstény patkdnyok esetén az amylin indukcidjat megerdsitette. Szenzitizalt
nostények amylin neuronjainak preopticus teriileten beliili eloszlasa az anya
patkanyoknal leirtakkal egyezett meg.

Az amylint elséként a pancreas Langerhans-szigeteiben szekretalodd periférias
hormonként ismerték fel, mely az area postreman keresztiil hatva szabalyozza a
taplalékfelvételt. Legtobbet vizsgalt rovid tava anorexigén hatdsa mellett tovabbi
funkcigjat mutattdk ki adipozitadsi szignalként a taplalekfelvétel hosszi tavu
szabalyozasaban, emellett a nociceptiv informéci6 feldolgozasaban, valamint legjabb

tanulmanyok szerint a kardiovaszkularis szabalyozasok, rendlis hatdsok és bizonyos
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neurologiai és pszichiatraia korképek kialakulasaban. Ezért az irodalmi adatok
ismeretében RT-PCR technika alkalmazasaval Osszehasonlitottuk az amylin mRNS
mennyiségét ¢heztetés, valamint kolykok folyamatos jelenléte altal szenzitizalddott €s
anyai viselkedést mutat6 sziiz ndstény patkanyok esetén. Az €¢heztetés az amylin mRNS
szintjére hatastalan volt, amihez képest a szenzitizalas eredményeként jelentds mértékii
amylin indukcié volt megfigyelhetdé a preopticus teriileten. Patkany anyak periférids
amylin szintjének vizsgalata soran nem talaltunk kiilonbséget a hasnyalmirigy
Langerhans-szigeteiben expresszalodd amylin mennyiségében kolykok jelenlétének
vagy azok hianyanak fiiggvényében sem. Tehat a kozponti és periférias amylin
indukcidjanak hatdsmechanizmusa két, teljesen eltéré modon valosul meg: a periférian
szecernal6odd amylin esetén a kolykok jelenléte, illetve azok hidnya nem, csak maga a
taplalékfelvétel, illetve az azt kovetd, hasnydlmirigyben bekovetkezd szekréciods
valtozasok, mig a preopticus teriileten megjelené amylin esetén a kolykok jelenléte a
hormon expresszidjanak kivaltoja.

A szenzitizalt allatok RT-PCR vizsgalattal kimutatott, kozponti idegrendszerben
bekovetkezett indukcidjat amylin immunhisztokémiai festés révén is megvizsgaltuk.
Ennek soran nem csak igazoltuk, hogy a szenzitizalas hatdsara maga a funkcionalis
peptid is megjelenik a preopticus teriileten, hanem bizonyitottuk, hogy nem csak a
kolykok jelenléte, hanem az iranyukba mutatott kdlyokgondozé magatartas az, ami az
amylin indukcidjdhoz sziikséges, ugyanis az anyai magatartast mutatd, tehat a
szenzitizalasi folyamat eredményeként valoban szenzitizalédott szliz ndstény patkanyok
esetén megjelenik az amylin peptid, és ennek eloszldsi mintdzata az anya patkanyokéval
egyezett meg, mig a szenzitizalasi folyamat ellenére anyai viselkedést nem, hanem a
kolykokkel szemben averziv magatartast mutaté nullipara ndstényeknél amylin-
indukcié nem kovetkezett be a preopticus teriileten. A nem szenzitizalodott allatok
negativ amylin festése azokkal a kontroll ndstényekével egyezett meg, akik kolykokkel
még sosem keriiltek kapcsolatba.

Az anyai viselkedésre szenzitizalt nullipara ndstények vizsgalatdnak kiilon
jelentdségét az adja, hogy mivel ezek az allatok nem szoptatnak, igy a szoptatas altal
fennalld6 metabolikus terhelésnek nincsenek kitéve, ezért alkalmasak az anyai viselkedés
szabalyozasanak metabolikustol fliggetlen vizsgalatara (Fleming és Rosenblatt 1974,

Rosenblatt 1967). Az MPOA felelés a vemhesség soran bekdvetkezé hormonalis
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valtozasok érzékeléséért, ¢és feltehetben az amygdala-anterior hypothalamus
szuppresszaldsa, valamint a mesolimbicus dopaminerg palya aktivalasa révén ez a
teriilete felelés a sziilés koriil kialakuld kolykokkel szembeni averzié megsziinéséért,
amely averzido hormonalis valtozasok nélkiil, folyamatos kolyokexpozicid hatdsara is
bekovetkezhet ragesalokban.

Az amylin neuropeptidként valo definidlasat tovabb erdsiti az a tény, hogy az
amylin a szliz, még nem sziilt, de a szenzitizalast kovetden anyai viselkedést mutatod
ndstény patkanyok preopticus teriiletén is az anya patkdnyokban leirt eloszlassal
megegyezd modon megjelenik. Az ovariectomia az amylin megjelenésére hatdstalan
volt, ez tehat az amylin kolykok altali, ugyanakkor szexualhormonoktol fiiggetlen
viselkedés teljesen megsziinik (Numan 1986); igy az ezen a teriileten megjelené amylin
az anyai magatartds szabalyozdsdban jatszhat szerepet. Az amylin utédgondozéd
magatartdsban feltételezett szerepét tovabb erdsiti az a tény, hogy az amylin nem
laktadlo, de fészket ¢épitd, kolykoket fészekbe visszahordd, kolykdk anogenitalis
nyalogatasat végz6, tehat szenzitizalédott, azaz anyai viselkedést mutatd, sziiz

ndstényekben is megjelenik.

5.3. A preopticus teriileten lévé amylin-tartalma idegsejtek anyai
aktivacidja

Az amylin neuronok aktivacios vizsgélata soran az aktivalt sejtekben kifejez0do,
korai aktivacios gén termékeként ismert c-fos fehérjét (Herdegen és Leah 1998) a
sejtszintli aktivacié markereként alkalmaztuk. Anya patkanyok preopticus teriiletén
kolykok hatasara megné a c-fos pozitiv sejtek szama. A c-fos-t expresszalo sejtek
jelentds mennyisége volt megfigyelheté az MPN, az MPA, valamint a BNST ventralis
részén. Vizsgalatunk soran patkany anyakban kolykok hatasara c-fos-t expresszald
idegsejtek megjelenése €s preopticus teriileten beliili eloszlasa a korabbi irodalmi
adatokkal egyezett meg (Lonstein és mtsai 1997, Numan ¢s Numan 1997, Stack és
Numan 2000). Ezenfeliil c-fos és amylin kettés immunhisztokémia, valamint c-fos
immunhisztokémia és amylin ISH hisztokémia kombinalasaval az is megallapithatd
volt, hogy csaknem valamennyi amylin neuron aktivalodott kolykok visszaadasanak

hatasara, ami a patkany anyakban kifejezddé amylin neuronok kolykdk jelenlétében
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bekdvetkez6 magas szintl aktivitasara utal. Tovabba ez azt is jelentheti, hogy nem csak
az amylin indukcidja, hanem annak aktivacidja is kolykok jelenlététol fiiggd folyamat.
fgy az amylin a patkdny anyak preopticus teriiletén, kolykok jelenlétének hatasara
aktivalodo idegsejtek markere is lehet. Az amylin pozitivitassal azonositott sejtek
elektrofiziologiai vizsgalata, illetve géntechnikai eszkozokkel valdé modositasa pedig
ezen, kolykok hatdsara aktivalodd sejtek szelektiv funkcionalis vizsgalatat teszik
lehetdve.

Az, hogy a kolykoktdl szdrmazo ingerek koziil mely, vagy melyek feleldsek az
amylin neuronok aktivacigjaért, egyeldre nem ismert. A kolykoktol szarmazo, az amylin
neuronok aktivaciojaban elsddlegesen szerepet jatszo stimulus az anyai adaptaciok fo
hajtoerejeként ismert szoptatas, illetve a szoptatas jelentette visceroszenzoros inger
lehet. A szopasi inger jelentette aktivacio érkezhet a thalamus posterior intralaminaris
komplexében talalhatdo TIP39 neuronok feldl, melyek a szopasi informacié atkapcsold
allomasaként, a medialis hypothalamicus teriiletekre valé projekcidjuk révén részt
vesznek a szopas hatasara bekovetkez6 prolaktin felszabadulasban (Cservenak és mtsai
2010). Mivel a thalamus ezen teriilete a preopticus teriilet egyik neuronalis bemenetét
jelenti (Coolen ¢és mtsai 1998); igy az amylin neuronok aktivacidja a szopasi
informaciot kozvetitd posterior thalamicus TIP39 idegsejtek révén is megvaldsulhat
(Dobolyi 2011). A neuronalis kapcsolatokat feltérképezé palyajeldlési technikak
alkalmazésaval a preopticus teriilet szamos egyéb bemenetét is sikeriilt azonositani
(Simerly és Swanson 1986). A preopticus areaval anatomai ¢s funkcionalis
kapcsolatban allo, a preopticus teriilet bemeneteit jelentd idegsejtek kolykok
visszaadasanak hatasara aktivalodnak (Li és mtsai 1999, Lin és mtsai 1998a), és igy, a
kolykoktol szarmazo vizudlis, auditoros, olfactoros és exteroceptiv ingereket kozvetitve
vehetnek részt az amylin neuronok kolykok hatasara bekovetkezo aktivaciojaban.

A sziilés, illetve a szenzitizdlds hatasdra az amylin szintjében bekovetkezd
jelentés mértékli emelkedés, valamint az amylin neuronok kolykok hatasara
megvalosuld aktivacioja alapjan az amylin az anyai funkcidk szabalyozasaban vehet
részt. A laktaci6 az anya allatok szamara erdteljes metabolikus megterhelést jelent, a
laktacido idotartama alatt az anya allatok jelentds sulycsokkenése figyelhetd meg
(Augustine és mtsai 2008, Smith és Grove 2002). A testsuly csokkenése mellett

ugyanakkor a testzsir aranya a laktacio soran novekszik, ami feltételezhetéen inkabb a
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specifikus anyai adaptacio kovetkezménye, mintsem az egész élethossz alatt tarto
homeosztatikus szabalyozas eredménye (Woodside 2007). Mivel az agyban talalhato
amylin receptorok aktivacidja feltételezhetéen csokkenti kontroll (nem anya) patkanyok
esetén a testzsir szazalékat (Rushing és mtsai 2001), igy elképzelhetd, hogy az anyai
viselkedés szabalyozdsa mellett a preopticus teriileten expresszalodé amylin Szerepet
jatszik a laktalo anyak testsuly valtozasaban. Azonban valoszinlibb, hogy a kdzponti
idegrendszeri amylin anyai viselkedésre kifejtett hatasa és a periférias amylin
anorexigén hatasa egymastol fiiggetlen. Ezt a feltételezést tamasztja ala az is, hogy a
teljesen eliminalhatd (Lutz és mtsai 2001), tovabba az az eredményiink, mely szerint az
¢heztetés a kdzponti idegrendszeri amylin indukcidjara hatastalan volt.

Egy napos, kolykoktdl valod szepardciot kovetd 2 oran at tartd kolykokkel valo
egyiittlét a patkany anyak preopticus teriiletén nagymértékii c-fos expresszidval jar
(Lonstein és mtsai 1997, Numan és Numan 1997), ugyanakkor a c-fos-t expressszalod
idegsejtek aranya a teriilet kiillonb6zd szubdivizioi kozott nem egyforma, ez feltételezi
azok eltéré mértékii szerepét bizonyos anyai magatartasfomak szabalyozasaban (Kuroda
¢és mtsai 2007, Li és mtsai 1999, Stack és Numan 2000, Tsuneoka és mtsai 2013). Az
amylint expresszald neuronok kolykok visszaadasanak hatasara c-fos aktivaciot
mutatnak. Az aktivalt preopticus neuronok szamos, az anyai magatartas kialakulasaban
¢és szabalyozasaban szerepet jatszo agyteriiletre vetiilnek (Numan és Sheehan 1997). Az
aktivalt preopticus idegsejtekkel kapcsolatban 4allo teriiletek koziil szdmos, tobbek
kozott a BNST, kiilonb6z6 hypothalamicus és amygdala magok és a periaqueductalis
szlirkeallomany, tartalmazza az amylin receptorat (Becskei és mtsai 2004, Sexton és
mtsai 1994, Sheward és mtsai 1994).

A kolykok visszaadasanak hatasara aktivalodé medialis preopticus mag és az azt
koriilvevd teriiletek az agy szadmos teriiletére projicialnak, tobbek kozott a lateralis
septum, a BNST, a substantia innominata, az amygdala, illetve a hypothalamus szamos
(periparaventricularis zona, ventromedidlis mag, nucleus arcuatus, laterdlis
hypothalamicus mag, periaqueductalis sziirkeallomany) teriiletére (Numan és Numan
1997, Simerly és Swanson 1988). Feltételezhetd, hogy a projekciok egy része révén a
preopticus teriileten el6fordulé amylin a projekcidok célteriiletein talalhatd amylin

receptorokon keresztiil fejti ki hatasat (Becskei és mtsai 2004, Sexton és mtsai 1994,
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Sheward és mtsai 1994). Igy az amylin és sajat receptora egy peptid neuromodulator
rendszert alkotva befolyasolhatja az anyai viselkedést. Tehat az amylin szamos, az anyai
viselkedés valamely aspektusanak szabalyozasaban részt vevé peptidhez — pl. prolaktin,
oxytocin, vazopresszin, opioidok, tachykininek és kortikotropint felszabadit6 hormon -
hasonléan neuromodulator funkciot tolthet be (Bosch és Neumann 2008, Leng és mtsai

2008, Numan és Insel 2003).

5.4. Az amylin-neuronok és a TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer

topografiai és funkcionalis kapcsolata

Az anyai viselkedés kialakuldsdban és szabalyozasaban részt vevd teriiletek
azonositasat a 1ézios kisérletek (Dobolyi és mtsai 2014, Izquierdo és mtsai 1992, Lee és
mtsai 2000, Numan és mtsai 1988) és a Fos-aktivaciot vizsgald tanulanyok (Chen és
Smith 2003, Cservenak és mtsai 2013, Lin és mtsai 1998a, Lin és mtsai 1998b, Marina
¢s mtsai 2002, Matsushita és mtsai 2015, Salmaso és mtsai 2010) mellett palyajelolési
technikak tették lehetévé. Az MPOA ¢és a BNSTv teriiletére beadott retrograd
palyajelolés és Fos-immunhisztokémia kombindlasa révén azokat a teriileteket is
sikerlilt azonositani, amelyek az anyai valaszkészség kialakuldsdban vesznek részt
(Numan és Numan 1997). Az MPN ¢és az MPA neuronalis bemenetei — nucleus septalis
lateralis, medialis hypothalamus a nucleus ventromedialis magassagaban, nucleus
habenularis lateralis, VTA, retrorubralis mezd, PAG — koziil az anyai viselkedés soran
er0s Fos-aktivaciot mutatd MPA sejtek a medialis hypothalamus, a nucleus
ventromedialis magassagaban, ¢és a nucleus septalis lateralis teriiletérél kapnak
bemenetet, mig az er6sen aktivalodott BNSTV neuronok a retrorubralis mezd, PAG és a
medialis hypothalamus teriiletérél. Mind az MPA, mind a BNSTYV teriiletén jelen 1év6 és
viszonylag gyenge anyai aktivaciot mutaté sejtek a PAG neuronjainak legnagyobb
részével kapcsolatban alltak.

A medalis preopticus area egyik, palyajelolési technikaval kimutatott, jelentds
bemenetét a thalamus intralaminaris komplexében taldlhato TIP39 neuronok adjak
(Cservenak és mtsai 2013). A TIP39 neuronok a preopticus teriilettel valo kapcsolatuk
révén az anyai motivacio szabalyozasdban vesznek részt, mig a nucleus arcuatust elérd
projekcidikkal a szopas-altal indukalt prolaktin felszabadulasban vesznek részt. A

TIP39 indukciojat, kozponti idegrendszeri megjelenésének koriilményeit tekintve az
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amylinhez nagyon hasonlo: csak a postpartum iddszakban a kdzponti idegrendszer
bizonyos teriiletein jelenik meg, tovabba kolykok visszaaddsanak hatasara Fos-, azaz
anyai aktivaciot mutat. A TIP39 a kettes tipus parathormon receptor endogén ligandja.
Nemcsak a TIP39-sejtek preopticus areaval valo kdzvetlen kapcsolatat, hanem a PTH2R
ezen a teriileten beliili megjelenését is leirtak (Dobolyi és mtsai 2006). A TIP39-rostok,
tovabba a PTH2R-ir sejtek preopticus teriileten beliili mintazata, eloszlasa az amylin
neuronokéval megegyez6 volt. A TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer és az amylin
anatomiai és funkcionalis vizsgalata soran a TIP39- ¢és amylin  kett6s
immunhisztokémiai festés segitségével jol 1athato modon a TIP39 rostok terminélisai az
amylin sejtek kozvetlen kozelében végzédnek. Az amylin TIP39-PTH2R rendszerrel
valo kapcsolatat tovabb erdsiti az a tény, hogy az amylin mRNS-t expresszald, valamint
amylin-immunreaktivitast mutatd sejtek preopticus teriileten beliili eloszlasa rendkiviil
hasonl6 a PTH2R teriileten beliili megjelenésével. A TIP39-PTH2R neuromodulator
rendszer és amylin funkcionalis kapcsolatat sejteti, hogy kettes tipusti parathormon
receptor hianyaban laktald egér anydkban az amylin mRNS szintje a vad tipust
allatokéhoz képest szignifikans csokkenést mutatott. Mivel a TIP39-PTH2R
neuromodulator rendszer szerepet jatszik a szopas-altal indukalt anyai motivacio
szabalyozasaban, igy az amylinnel vald kapcsolata révén ez az anyai magatartasra

kifejtett TIP39-hatas az amylin neuronok beidegzése révén valosulhat meg.

5.5. A sziilés és a szenzitizalas viselkedésre Kifejtett hatasa egerekben

Az anyédkban endokrin és emocionalis adaptacids folyamatok jatszodnak le,
melyek rovid id6 alatt megteremtik az utddokrol valdo gondoskodas feltételeit (Krasnow
és Steiner 2006). Ezek koz¢ az adaptacios folyamatok kozé tartozik a szoptatas hatasara
bekovetkezd prolaktin- és oxytocin-felszabadulas (Burbach és mtsai 2006, Freeman és
mtsai 2000), a szuppresszalt GnRH szekrécié miatt bekovetkez6 laktacids andsztrusz
(Mcneilly 2006), a betolakodokkal szembeni anyai agresszid, a csokkent szorongas,
valamint a hypothalamo-hypophysis-mellékvese tengely csokkent érzékenysége (Carter
és mtsai 2001). A sziilést koveto valtozasok viselkedésbeli valtozasokkal jarnak egyiitt.

Egerek anyai vizsgalatat kiilonosen megneheziti az a tény, hogy nullipara
ndstények az anyai magatartdshoz hasonld, Un. spontdn anyai viselkedést mutatnak,

ennek kovetkeztében csak nemrégiben sikeriilt kimutatni, hogy T-labirintus tesztben a
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C57BL/6J torzsbe tartozod egér anyak a kolykok fészekbe vald visszahordéasat, mely
aktiv anyai viselkedésnek tekinthetd, gyorsabban teljesitették, mint a nullipara néstény
egerek (Stolzenberg és mtsai 2012). Azt, hogy vajon a kolykok képesek-e az anya
egerekben, a patkdnyokhoz hasonl6 mdédon helypreferenciat kialakitani, eddig még nem
vizsgaltak. Patkanyok esetén a kondicionalt helypreferencia tesztet az anyai motivacio
mérésére csak az utobbi idében kezdték alkalmazni (Pereira és Morrell 2011). A teszt
soran a patkany anyak két kompartment koziil valaszthatnak, az egyik térfél az, ahol a
tesztet megel6z6 kondiciondlds sordan kolykeikkel egyiitt tartézkodnak, a masik egy
szamukra ismeretlen, neutralis doboz (Cservenak és mtsai 2013, Wansaw ¢s mtsai
2008).

A postpartum periddusban az anya patkanyok masik jellemzd tulajdonsaga a
csokkent mértékii szorongas, amely feltehetéen a kolykok felnevelése altal jelentett
teherrel segit megbirkozni (Hillerer és mtsai 2011, Silva és mtsai 1997). Human
adatokat tekintve az anyak egy részénél a szorongds mértéke a sziilést kovetden
megemelkedett, mig 10-15%-uknal a postpartum depressziora jellemz6 tiinetek
mutatkoztak (Hirst és Moutier 2010, Patel és mtsai 2012). Ezen tények ismeretében
megvizsgaltuk az egér anyak esetén jelentkezd depresszio-szerli tiinetek fennallasat,
mértékét. A sziilést kdvetd, depresszio-szerli viselkedés megvaltozasat tobb transzgén
egértorzs esetén leirtak (Chourbaji és mtsai 2011, Maguire és Mody 2008, Rich és mtsai
2014). A nagyszamu vizsgalatok ellenére csupan egy kutatas hasonlitotta Ossze szliz
nostények ¢és anya allatok depresszio-szerli viselkedését, melyben az anyasagot
antidepresszans hatasként jellemezték (Maguire és Mody 2008). Az anyasag depresszio-
szerli viselkedésre kifejtett hatasat eddig még nem vizsgaltak (Perani és Slattery 2014,
Tarantino és mtsai 2011), ugyanakkor ez a human vonatkozasokat tekintve is rendkiviili
jelentdséggel bir, ezért a sziilést kovetd hangulati véltozas mérésére a széles korben
elterjedt kényszeres Uszas tesztet alkalmaztuk (Bogdanova és mtsai 2013, Cryan és
mtsai 2005). Mivel az allatok szteroid szintje a sziilést kovetden lecsokken, ezért a
kisérleteket (kondiciondlt helypreferencia teszt, kényszeres Uszas teszt) az allapot
modellezésére petefészekirtott ndstényekkel is elvégeztiik.

Anya egerekben els6ként mutattunk ki kondicionalt helypreferencia teszt soran
kolyok-asszocialt dobozhoz vald preferenciat. A helypreferencia feltehetéen a kolykok

jelenlétének kovetkezménye. Erre utal, hogy egér anyak esetén kolykdk jelenlétében a
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két doboz hasonlosaga ellenére is megtortént a két doboz kozotti preferencia, tovabba az
a tény, hogy amennyiben a két dobozt felcseréltiik, és az eredeti kisérletben kontroll
dobozként hasznalt kompartmentet tettiik meg a szenzitizacid €s habituacid soran
kolyok-asszocialt doboznak, megmaradt a preferencia az irant a doboz irant, ahol az
anya allatok a kolykokkel egyiitt tartozkodtak, tehat nem maga a doboz mintazata, vagy
az abban talalhat6 talka mérete, forméja, azaz a dobozban talalhatd kdrnyezet valtotta ki
a preferenciat. A kontroll néstények, akik kolykokkel nem keriiltek kapcsolatba,
tendenciaszerlen a szamukra ismeretlen kontroll dobozban tartozkodtak tébbet; ez
exploracios aktivitasukkal magyarazhato. Ugyanakkor eredményeink értelmében, anya
allatok kevesebb idodt toltenek a szamukra ismeretlen kontroll dobozban, ami a kutato-
keres6 magatartast mérd tesztben mért csokkent szorongasuknak latszolag ellent mond
(Leppanen és mtsai 2008, Maestripieri és D'amato 1991). A kiilonb6z6 csoportok
(kontroll néstények, laktdlo egér anydk, szenzitizalt ndstények) kiilonbozo
kompartmentekben t6ltott eltérd ideje egybevag a patkanyok esetén mar korabban leirt
eredményekkel (Cservenak és mtsai 2013, Mattson és mtsai 2003). A kolykok altal
indukalt helypreferencia az anyai motivacié mérésére alkalmas modszer (Pereira és
Morrell 2010, Wansaw és mtsai 2008). Patkany anyakat vizsgalva azt is kimutattak,
hogy a laktacié elsd felében a kolyok-asszocialt doboz iranti preferencia még a kokain-
asszocialt dobozzal szemben is megmarad (Ferris és mtsai 2005, Mattson és mtsai
2003). Operans kondicionalas soran, ahol a kolykok a pozitiv megerdsité stimulust
jelentették, patkany anyak a pedalt kolykok hatasara gyakrabban megnyomtak (Lee és
mtsai 2000). Ezenfeliil a kdlyok-asszocialt helypreferencia és az anyai motivacio kozotti
korrelaciot tobb esetben is leirtak (Numan és Woodside 2010, Pereira és Morrell 2011,
Seip és Morrell 2009). Az anya allatokban bekdvetkezd megnovekedett anyai
motivacio, amely jol korrelal az aktiv anyai viselkedés megjelenésével ¢és
fokozodasaval, jol mérheté jelenség (Gandelman 1973, Stolzenberg és Rissman 2011),
szemben a kontroll egerekben megjelend spontan anyai viselkedéssel (Lonstein és De
Vries 2000, Noirot 1969).

Az, hogy egér anyak esetén a kondicionalt helypreferencia teszt alkalmas
modszernek bizonyult a megndvekedett anyai motivacié mérésére, a tovabbi kutatasok
szempontjabol is fontos megéllapitas, hiszen egyre tobb olyan transzgén egértorzs all

rendelkezéstinkre, melyek aktiv anyai viselkedésiiket tekintve a normalistol eltérd
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modon viselkednek (Chourbaji és mtsai 2011, Lucas és mtsai 1998, Maguire és Mody
2008, Rich és mtsai 2014, Thomas és Palmiter 1997), igy érdemes lehet megvizsgalni,
hogy ezen allatok megvaltozott aktiv anyai viselkedése Kihat-¢ anyai motivaciojukra.
Tovébba a viszonylag konnyen megvalodsithaté és altalunk is alkalmazott, kolykok altal
indukalt kondicionalt helypreferencia teszt az ilyen transzgén egértorzsekben jelentkezd
valtozasok vizsgalatanak hasznos modja, amely igy az anyai motivacio
megjegyezni, hogy bar az aktiv anyai viselkedésben bekdvetkezd valtozasokat az
egereknél megjelend jelentds mértékii spontan anyai viselkedések miatt nehezebb
vizsgalni egerekben, mint patkanyokban, ugyanakkor a kondicionalt helypreferencia
tesztek hasonldé nagysagrendi eredményeket mutatnak mindkét fajnal (Lonstein és
Fleming 2002), igy ez a teszt mind egerek, mind patkanyok esetén alkalmas az anyai
motivacio vizsgalatara.

A kontroll néstények altal mutatott spontan anyai viselkedések magas aranyanak
koszonhetden a nullipara ndstények négy napon keresztiil tartd, napi 2-2 Oras
kolykokkel valo egyiittléte (expozicidja) elegenddnek bizonyult T-labirintus tesztben
egy aktiv anyai viselkedésforma megjelenésére, a kolykok Osszegytijtésére (Stolzenberg
¢és mtsai 2012). Mivel a szenzitizacidnak ez a modja (4 nap, napi 2-2 ora) a T-labirintus
tesztben is ilyen jelentds és mérhet6 hatast valtott ki ndstény egereknél, ezért ugyanezt a
szenzitizacids eljarast valasztottuk jelen tanulmanyunkban. Elmondhatjuk, hogy a
szenzitizacidé iddtartama elegendének bizonyult a kdolydk-asszocialt doboz iranti
preferencia kialakulasahoz és annak megtartasahoz az azt kovetd kondicionalt
helypreferencia tesztben. A szenzitzalt néstényekben kialakult preferencia mértéke
hasonld volt az anya egerekben tapasztalt preferencidhoz, ami azt feltételezi, hogy az
anyai motivacid Szenzitizalt nullipara egerekben a laktdlo anya egerekhez hasonlo
modon emelkedett meg. Ezt az eredményt tobb korabbi tanulmany is alatdmasztja,
amelyek a kolykok Osszegyiijtésének, az azokkal vald interakcionak és a kolykok folé
gornyedések megnovekedett gyakorisagat irtak le szenzitizalt egerek esetén
(Stolzenberg és Rissman 2011).

Az anyai szenzitizacidé mechanizmusai egerekben maig nagyrészt felderitetlenek.
Patkanyokban a szenzitiz4cio jelensége részletesebben tanulmanyozott, igy errdl a fajrol

tobb adat all rendelkezésre (Fleming 1994, Numan és mtsai 2006). Mivel a kontroll
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nbstény patkanyok elkeriilik a kolykoket, ezért esetiikben az anyai szenzitizacid
kialakulashoz az egereknél hosszabb, mintegy 3-8 nap folyamatos kolykokkel valo
egyiittlét, expozicio sziikséges (Orpen és Fleming 1987, Rosenblatt 1967). A
szenzitizalt és anya patkanyok anyai viselkedését tekintve a szakirodalom allaspontja
nem egységes, hiszen szamos tanulmany szerint a szenzitizalt és a laktaldo anya
patkanyok anyai viselkedése egymastol nem kiilonboztetheté meg (Bridges és mitsai
1972, Fleming és Rosenblatt 1974, Reisbick és mtsai 1975), ugyanakkor néhany
tanulmany ez ellen érvel (Gandelman 1973). Kontroll néstény patkanyoknal a kolykok
elkeriilését szaglasi ingerek vezérlik, és ennek a kolykokkel szembeni averzionak kell
megszlinnie a szenzitizacidés folyamat soran. A hypothalamus preopticus areajat elérd,
kolykok altal kivaltott szomatoszenzoros ingerek fontosak az anyai viselkedések
kivaltasaban (Cservenak és mtsai 2013, Numan és Sheehan 1997, Terkel és mtsai 1979),
tovabba hozzajarulhatnak a kolykok szaga jelentette inhibitoros hatds eltlinéséhez
(Brunton és Russell 2008, Gammie 2005). Lézids kisérletek alapjan feltételezhetd, hogy
a preopticus area szintén sziikséges a kolykok altal kivaltott kondicionalt
helypreferencia kialakulasahoz (Pereira és Morrell 2011). Egereknél a kolykok szaga
feltehetéen nincs gatld hatassal az anyai viselkedés és valasz kialakulasara, ahogy ez a
kontroll ndstények altal mutatott spontan anyai viselkedések ¢€s a rovidebb
szenzitizacidés folyamat alapjan feltételezhetd. Tovabba ovariectomizalt egerek és
hormonpdtlas alatt all6 egerek vizsgalata azt sugallja, hogy az anyai motivacid inkabb a
kolykok érzékelésétél, mintsem a petefészekhormonok jelenlététol fiigg (Ehret 1989,
Stolzenberg és Rissman 2011). Kondicionalt helypreferencia teszt soran valoban nem
talaltunk kiilonbséget a normal hormonalis ciklussal rendelkezé kontroll ¢és a
petefészekirtott ndstények kozott, mig a kontroll és ovareictomizalt néstények
magatartasaval szemben szenzitizalt allatok esetén megjelent a kolyok-asszocialt
dobozhoz val6 preferencia.

Anya egerekben csokkent mértékli szorongds mutathato ki a postpartum
idészakban (Leppanen és mtsai 2008, Maestripieri és D'amato 1991). A postpartum
egerek ezen tulajdonsaga hasonlé az anya patkanyokéhoz, melyekre szintén, a kontroll
nostényekhez képest alacsonyabb szintii szorongas jellemz6 (Hillerer és mtsai 2011,
Neumann 2003). Patkany anyakhoz hasonloan az anyai viselkedésre szenzitizalt ndstény

egerek szorongasa az azt méré tesztekben a nem anya egerekhez képest jelentds

107



DOI:10.14753/SE.2016.1942

mértékben alacsonyabb volt, ugyanakkor ennek mértéke laktaldé ndstényekben még
ennél is jobban lecsokkent (Pereira és mtsai 2005). A depresszio-szeri viselkedés
vizsgalatara a leggyakrabban alkalmazott modszer a terhességi modell, mely a terhesség
alatt bekovetkezd hormonszint valtozasokat modellezi: a kronikus Osztrogén vagy
progeszteron kezelés alatt all6 nullipara ndstények szteroid megvonasat kdvetden a
depresszid-szeri viselkedések szama megnétt (Beckley és Finn 2007, Brummelte és
Galea 2010, Galea és mtsai 2001). Ezt kdvetéen azonban, ez a modell, ugy tlinik, nem
ismétli meg teljesen a kezeletlen anya patkanyok postpartum periddusat, a depresszio-
szerll tiinetek nem lettek gyakoribbak (Craft és mtsai 2010, Fernandez és mtsai 2014).
Tovabbi, a depresszids allapot mérésére alkalmas és széles korben elterjedt eljaras a
cukorpreferencia vizsgalata (Fodor és mtsai 2012). Az anhedoénia, amely a jutalom iranti
magatartds csokkent motivaciojaban nyilvanul meg, a klinikai depresszi6 jellemzd
tiinete. Depresszid-szert tlineteket mutatd allatmodellekben az anheddnia az édes
folyadék iranti csokkent preferencidban nyilvanul meg. A teszt validitasat az adja, hogy
antidepressziv kezelés hatasara a tesztben mérhet6 modon csokken az anheddnia
mértéke. Valojaban az egyetlen postpartum egér anyak és nullipara ndstény egerek
depresszio-szerii viselkedését 6sszehasonlitod tanulmany egy GABA A receptor alegység
hianyat vizsgald kisérlet része volt, melyben sziilést kovetden a passziv viselkedések
csokkenése, tehat az antidepressziv tiinetek megjelenése volt tapasztalhatd kényszeres
uszas tesztben (Maguire és Mody 2008). Tanulmanyunk ezt az eredményt alatamasztja,
mivel a sziilést kovetd 8. napon vizsgalt egér anyak esetén kimutattuk azok csokkent
passzivitasat, illetve ennek reciprok eredményeként az antidepressziv viselkedés jelének
tekinthet6 aktiv viselkedések megnovekedett mértékét. Tovabba azt is megallapitottuk,
hogy szenzitizalt néstények esetén a kényszeres iszas tesztben mért depresszio-szerii
viselkedés nem valtozik. Igy az anyai motivacidban és anyai viselkedésben bekovetkezd
novekedés elkiiloniil a folyamatos depresszio-szerti viselkedésektdl szenzitizalt egerek
esetén, amely azt feltételezi, hogy a szenzitizacidés folyamat a ndstény egerek
emocionalitdsat az egér anyakétol eltéré6 modon valtoztatja meg. Lehetséges, hogy a
peripartum hormonalis valtozasok vagy a tényleges szopasi inger sziikséges a
depresszio-szerli viselkedések csokkenés€éhez. Az utobbi, tehat a valddi szoptatas,
valdszintibbnek tinik, mivel bar a postpartum periodusra a szexualszteroid hormonok

alacsony szintje jellemz6 (Howard Kinsley 1994), ugyanakkor az ovariectomia hatasara
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kialakulé magatartas az anya allatokban leirtakkal ellentétes: kisérletiinkben a korabbi
irodalmi adatokhoz hasonléan (Okada és mtsai 1997, Rocha és mtsai 2005) a
petefészekirtas, tehat a szexudlszteroidok hianya, megemelkedett depresszio-szer
viselkedést okozott. Masodsorban korabbi tanulmanyok szerint az utdodokkal vald
szoros kapcsolat, azaz kolyok-expozicio sziikséges a depresszid-szerii viselkedések
csokkenéséhez (Pawluski és mtsai 2009). Ugyanakkor a kolykok hatasan kiviil mas
mechanizmusok is feltételezhetok a postpartum periddus soran jelentkezd hangulati
allapotok szabalyozasaban (Perani és Slattery 2014), beleértve a hormonokat és az olyan
neuropeptideket, mint a prolaktin, az oxytocin, a vasopresszin, a CRH és az amylin
(Bosch 2011, Carter és mtsai 2001, Neumann 2003, Szabo ¢és mtsai 2012). Emellett a
kolykoktol érkezd ingerek hatdsara direkt aktivalodd idegi mechanizmusok szintén
szerepet jatszhatnak az emocionalis valaszkészségben (Cservenak és mtsai 2013, Dulac
és mtsai 2014, Moses-Kolko és mtsai 2014, Numan és Woodside 2010, Olza-Fernandez
¢s mtsai 2014, Pawluski és mtsai 2009). Jelen tanulmanyunkban a postpartum
egerekben megfigyelt antidepressziv viselkedés altalunk megadott leirasa képezi az
egerekben bekovetkezd érzelmi valtozasok vizsgalatdnak alapjat. A kényszeres Uszés
teszt azonban a depresszionak csak az érzelmi valtozashoz kapcsolodo egyik aspektusat
vizsgalja (Binder és mtsai 2011). Mas, gyakorta alkalmazott allatkisérletek a farkon
logatas és a cukorpreferencia mértékét méré teszteket alkalmazzak a depresszio-szerii
tiineteket vizsgalatara (Brenes Saenz és mtsai 2006, Kreiner és mtsai 2013). A
cukorpreferencia teszt kiilonosen érdekes lehet patkany anyak esetén, mivel az a
depresszid egy mas aspektusat, az anhedoniat vizsgalja (Papp és mtsai 1991).
Patkanyokban az anyak tobbsége alacsony cukorpreferenciat mutat (Fernandez és mtsai
2014). A postpartum érzelmi valtozasok vizsgalata kiilondsen fontos, mivel human
vonatkozasban oriasi hatassal bir az anya, gyermeke és a csaladja jollétére (Breese
Mccoy 2011, Goodman és Santangelo 2011, Meltzer-Brody 2011). Transzgén
egérvonalak tanulmanyozasaval az anyai kotddés, az anyai viselkedés €s az anyakra
jellemzd megnovekedett alkalmazkodd képesség génszintli vizsgalatdra nyilhat

lehetdség.
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5.6. Az egér anyak és a szenzitizalt néstény egerek amylin gén

hidnyaban bekovetkez6 megvaltozott viselkedése

Az anyai viselkedés szabalyozasanak megértéséhez a korszeri metodikai
fejlodés, a molekularis bioldgiai és genetikai eszk6zok széleskorii elterjedése teszi
indokolttd és lehetévé az egér mint modellszervezet felhasznalasat. Igy prolaktin,
oxytocin, norepinefrin, 0Osztrogén, glukokortokiod és GABA receptor alegység
génhianyos egerek révén valt vizsgalhatovd az anyai viselkedés szamos aspektusa
(Chourbaji és mtsai 2011, Lucas és mtsai 1998, Maguire és Mody 2008, Ogawa és mtsai
1998, Rich és mtsai 2014, Thomas és Palmiter 1997), az utobbi idében ezt egésziti ki
szamos, viralis és optogenetikai technika alkalmazésaval sziiletett eredmény (Wu és
mtsai 2014). Ezek mellett még szamtalan mas tanulmany vizsgalta az anyai viselkedés
egerekre jellemz6 formait (Dulac és mtsai 2014, Lonstein és Fleming 2002). Ezen feliil
a legtjabb molekularis biologiai-genetikai kutatasok képesek a preopticus teriileten
beliil elhelyezkedd specikfikus neuronpopulacidk izolalasara és az anyai viselkedésben
betdltott egyéni szerepiik vizsgalatara (Dulac és mtsai 2014).

Mivel az amylin anyai viselkedésben betoltott szerepét vizsgalataink soran tobb
aspektusbol is bizonyitottuk, ezért dolgozatom el6z6 pontjaban validalt két, az anyai
viselkedést mér6 tesztet amylin-gén hidnyaban is elvégeztiik. Az anyai motivaciot mérd
kondicionalt helypreferencia elvégzése soran a reproduktiv statusz (nullipara ndstény vs.
laktalo anya), valamint a genotipus kozott nem talaltunk kiilonbséget: a még nem sziilt
¢és kolykokkel kapcsolatba nem keriilt ndstények a szamukra ismerds, de szamukra
kolykok jelenlétéhez nem kotott un. kolyok-asszocialt dobozban ugyanannyit
tartozkodtak, mint az amylin KO kontroll ndstények, ami egyik allatcsoport esetén sem
érte el a teljes kisérleti 1d6 felét, tehat ezek az allatok ezt a térfelet nem preferaltak.
Ugyanakkor laktalo egér anyak a kisérleti id6 jelentds részét abban a kolyok-asszocialt
dobozban toltotték, ahol a tesztet megel6zd habituacio soran a kolykokkel egylitt voltak.
Az egér anyaknal megfigyelt kdlyok-asszocialt doboz iranti helypreferencia amylin gén
hianyaban sem sériilt, ugyanakkor az amylin KO anyak — vad tipust laktalo anya
egerekhez hasonléan — az ugyanazon genotipussal, de mas reprodukcids fazisban 1évo
amylin KO kontroll néstényekhez képest szignifikansan tobbet tartozkodtak a
kolykokhoz kotheté kompartmentben.
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Az amylin hidnydban esetlegesen bekovetkezd, postpartum iddszakra jellemzd
emociondlis valtozds vizsgalatira kényszeres uszas tesztet végeztink.  El6zo
kisérletsorozatunkban megallapitottuk, hogy az anyakban specidlisan végbemend
valtozasok sziikségesek az antidepressziv tiinetek megjelenéséhez, mely emocionalis
valtozas a tesztben mért fokozott aktivitasban nyilvanul meg. A szenzitizélds révén
anyai viselkedést mutat6 nullipara egerek a kontroll, azaz nem szenzitizalt ndstényekhez
hasonl6 modon viselkedtek: idejlik jelentOs részét passziv viselkedéssel toltottek, tehat
depressziv tiineteket mutattak. A kontroll, illetve szenzitizalt és laktalo anya patkdnyok
kozotti kiilonbség szignifikans volt. Amylin gén hianyaban a kontroll ndéstények vad
tipusu, tehat amylint expresszald tarsaikhoz hasonld modon viselkedtek, depresszio-
szerll tlineteket mutattak. Az amylin gén hianya a szenzitizalt allatok FST-ben mért
passzivitasara sem hatott. Ugyanakkor laktald egér anyak amylin gén hidnyaban, vad
tipusu tarsaiktol eltéréen, az FST tesztben csokkent aktivitast, azaz depresszio-szerii
tiineteket mutatnak.

A vemhességet, a sziilést, valamint a sziilést kovetd postpartum iddszakot a
hormonalis szintekben bekovetkezd nagymértékii valtozasok jellemzik. A harmadik
trimeszter végére a plazma Osztrogén- €s progeszteron szintje a normalis menstruacios
ciklusban mérhetd szintek 50-, illetve 10-szeresére emelkedik. A sziilést kovetden az
emelkedett hormonszintek rendkiviil gyorsan a korai follicularis fazis 3. és 7 napja
kozotti szintre csokkennnek (Bloch és mtsai 2003). Ezen nagymértékii endokrin
valtozasokat a postpartum depresszido kivaltdsanak legjelentdsebb okaként tartjak
szamon (Suda és mtsai 2008). Farmakologiai modellek ezt a hipotézist tamasztjak ala: a
postpartum iddszakra jellemzd hormonélis valtozasok (a terhességre jellemzd magas
Osztrogén és progeszteron-szintek, majd a sziilés utan bekovetkezd nagymértékii
csokkenésiik) miivi Gton torténd eldidézését kovetden a PPD eléfordulasi gyakorisaga
jelentdsen megemelkedett. Igaz, statisztikailag ez az eltérés nem volt szignifikdns,
mégis ezeket az endokrin torténéseket a kedélyallapot negativ iranyi megvaltozasanak
egyik rizikofaktoraként tartjadk szamon (Bloch és mtsai 2000), noha a postpartum
depresszidhoz vezetd neurobiologiai folyamatokat eleddig nem sikeriilt azonositani.
Szamtalan, ezzel kapcsolatos tanulmanyt patkanyokon végeztek (Galea és mtsai 2001,
Molina-Hernandez ¢és Tellez-Alcantara 2001, Stoffel és Craft 2004). Bizonyos

tanulmanyok a korai laktacios fazis antidepressziv hatasat mutattak ki (Molina-
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Hernandez ¢és Tellez-Alcantara 2001), mig mas tanulmanyok a hormonok altal
eléidézett vemhesség ilyen jellegli hatasat bizonyitottak (Galea és mtsai 2001, Stoffel és
Craft 2004). Az a tény, hogy a progeszteron hatasat tekintve képes a neurotranszmissziod
erdsiti (Bloch és mtsai 2003). Az FST-ben a hormonalis kezelés altal eldidézett vemhes
allatok immobilitdsa szignifikdns csokkenést mutatott, mely az antidepressziv
viselkedés jellemzoOjének tekinthetd magatartasbeli valtozas (Porsolt és mtsai 1979,
Porsolt és mtsai 1977). Ugyanakkor a szorongast noveld szerek, pentylenetetrazol,
kortikotropin-felszabadito faktor 1-es tipusu receptor agonista, vagy a diazepam inverz
agonistaja, akutan mind csokkentik a FST-ben az immobilitassal toltott id6 mennyiségét
(Cannizzaro és mtsai 1993, Nishimura és mtsai 1989, Tezval és mtsai 2004).

A kolykok sirdsa szintén képes aktivalni a mesolimbicus dopaminerg
rendszert. Depresszios anyak esetén a kolykok sirasanak hatdsara a nucleus
accumbens csokkent aktivaciot mutatott, ez az aktivitasbeli csokkenés egybecsengett
ezen anyak csokkent anyai motivacidjaval (Laurent és Ablow 2012). Erdekes médon,
depresszios és szerhasznald anyak prefrontalis kérge kevésbé mutat aktivaciot, ami
Osszefliggésbe hozhatd azzal, hogy ezek az anyak kevésbé képesek szabalyozni a
kolykok sirasanak hatasara bekovetkez6 negativ érzelmeiket (Landi és mtsai 2011).

A postpartum iddszakban megjelend amylin részt vehet az anydkban zajlo
emocionalis és endokrin valtozasok szabalyozasdban. Az amylin és az anyai viselkedés
altala szabalyozott aspektusainak ismerete ujfajta terdpias irdnyt is jelenthet az

anyasaghoz tarsulo diszfunkciok, féként a posztnatélis depresszio kezelésében.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Az amylin expresszio jelentds mértékli emelkedését mutattuk ki a sziilést kdvetden
patkany ¢€s egér anyak preopticus teriiletén. Mig a sziilést megel6zéen amylin mRNS-t
expresszalo sejtek nem voltak jelen, az expresszié mértéke a sziilést koveté 9. napra
jelentésen megemelkedett. A preopticus teriileten belill csak az MPN, az MPA,
valamint a BNSTV teriiletén kovetkezett be az amylin indukcidja. A sziilést kovetden

ugyanezen a teriileten a funkciondlis peptid is kimutathato6 volt.

2. Az amylin megndvekedett indukcidja szintén megfigyelhetd volt anyai viselkedésre
szenzitizalt, nem laktal6, nullipara ndstény patkanyok esetén, ugyanakkor ¢heztetés,
valamint ovariectomiat kovetéen nem kovetkezett be, igy az amylin megjelenése
feltételezhetden a taplalékfelvételtdl és a petefészekhormonok jelenlététdl fiiggetlen,

ugyanakkor kolykok jelenlétéhez kotott folyamat.

3. Kolykoktdl vald szeparacio hatasara a preopticus teriilet Fos-aktivitasa lecsokken,
majd ismételt kolyokexpozicio hatdsara a teriileten nagymértékli neuronalis aktivacio
kovetkezik be. Az itt jelen 1évé amylin neuronok jelentds része kolykok visszaadasanak

hatasara c-fos, azaz anyai aktivaciot mutattak.

4. Az amylin TIP39-PTH2R neuromodulator rendszerrel valod kapcsolatat egyrészt az
amylin neuronok és a TIP39-rostok termindlisainak teriileten beliili kozelsége, masrészt
az amylin mRNS-t expresszald, valamint amylin immunreaktivitast mutatd neuronok és
a PTH2R-ir idegsejtek hasonld eloszlasa, tovabba PTH2R hianyadban az amylin
csokkent mRNS szintje feltételezi.

5. Kondicionalt helypreferencia teszt alkalmazasdval kimutattuk a postpartum
iddszakban anya egerek és anyai viselkedésre szenzitizalt nullipara néstények esetén az
anyai motivacio fokozodasat. A ragcsalok depresszid-szerii viselkedésének leirasara
leggyakrabban hasznalt kényszeres uszas teszt soran az egér anyak antidepressziv
tiineteket mutattak, ugyanakkor a depresszio-szerii viselkedés csokkenése nem volt

kimutathat6 a szenzitizalt €s a kontroll sz{iz ndstényeknél.
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6. Az amylin preopticus teriilethez kot6dé megjelenése a kondicionalt helypreferencia
tesztben mérhetd anyai motivacid mértékére nincs hatassal, ugyanakkor amylin gén
hidnyaban az anyak a kontroll és szenzitizalt allatokhoz hasonldan a kényszeres uszas

tesztben depresszio-szert tiineteket mutatnak.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az amylin, egy 37 aminosavbol allo, elséként a hasnyalmirigyben azonositott
peptid, kozponti idegrendszeri expressziojat elséként kutatocsoportunk mutatta ki
patkdny anyak preopticus teriiletén. Az amylin expresszidja a sziilés koril
megemelkedett, és az amylin mRNS-szintje mindaddig emelkedett maradt, ameddig a
patkany és egér anydk kolykeik jelenlétében voltak. Az amylin expresszidja anyai
viselkedésre szenzitizalt, nem laktdlo nullipara ndstényekben is bekdvetkezett,
ugyanakkor a nem szenzitizalt, illetve a szenzitizaladsi folyamat ellenére anyai
viselkedést nem mutatdé (nem szenzitizaldédott) ndstényekben az indukcié elmaradt.
Immunhisztokémiai vizsgalattal igazoltuk az amylin peptid megjelenését anyai
viselkedést mutatd patkanyokban és kimutattuk, hogy az amylin peptid eloszlasa az in
situ hibridizacié6 soran kimutatott amylin mRNS eloszlasaval megegyezett. Az
ovariectomia az amylin indukciojara hatastalan volt, ez az amylin szexualhormonokt6l
fiiggetlen indukciojat feltételezi. Funkcionalis vizsgéalatunk soran bizonyitottuk, hogy
22 oras kolykoktol vald szeparaciot kovetd 2 oras kolyokvisszaadas hatasara az amylin
neuronok jelentds része, mintegy 86-93%-a c-fos aktivaciot mutatott.

Az amylin és TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer kapcsolatat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a TIP39- és PTH2R tartalmu rostok a preopticus teriileten beliili
elhelyezkedése az amylin neuronokéval megegyez6. Tovabba, az amylin neuronok
kozvetleniil a TIP39-terminalisok mentén helyezkednek el, valamint PTTH2R
hianyaban az amylin mRNS szintje erdteljes csokkenést mutatott.

Az anyai motivaciét mérd kondiciondlt helypreferencia teszt soran az anya
allatok ¢€s a szenzitizalt ndstények szignifikdnsan tobb id6t tartdozkodtak a kolyok-
asszocialt dobozban, mig kontroll ndstények és ovariectomidn atesett egerek esetén
hasonlo preferencia nem alakult ki. A depresszio-szeri viselkedés vizsgalatara
alkalmazott kényszeres Uszas teszt soran az anyak a szenzitizalt és ndstény egerekkel
szemben, szignifikansan tobb 1d6t toltottek aktiv magatartassal. Amylin hidnyaban az
anya allatokra jellemz6 anyai motivacido megtartott maradt, ugyanakkor az amylin KO
anyak depresszio-szerl tiineteket mutattak a kényszeres iszas tesztben.

A patkany ¢€s egerek vizsgéalata soran kimutatott amylin indukcid, idébeli

megjelenés ¢és eloszlasi mintdzat specialis jellege, valamint a TIP39-PTH2R
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neuromodulator rendszerrel vald kapcsolata alapjan, és a hianyaban bekovetkezd
anyakban megjelend depresszid-szerii viselkedés arra utal, hogy az amylin az anyai

viselkedés bizonyos aspektusainak szabalyozasaban vesz részt.
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8. SUMMARY

Amylin, a 37-AA peptide previously known to be released from the pancreas,
was found to be expressed in the preoptic area of mother rats in our microarray study. A
significant increase in amylin expression was found immediately after parturition, and
remain elevated as long as the pups were not removed from the dams. Amylin
expression was also induced in virgin but maternally behaving non-lactating but not in
females who did not become maternal despite the sensitization procedure.
Immunohistochemistry verified the increased amlyin peptide expression in maternally
behaving rats and demonstrated the same expression pattern in dams as in situ
hybridization. Ovariectomy had no effect on the activation of amylin neurons
suggesting sexual steroid independent mechanisms. In subsequent functional
experiments, mothers were separated from their pups for 22 h. On return of the pups,
86-93% of amylin neurons were activated in response to pup exposure suggesting their
activation in dams.

Examing the relationship of amylin and the TIP39-PTH2R neuromodulator
system we found that fibers containing TIP39 and parathyroid hormone 2 receptor have
the similar distribution as amylin neurons in the preoptic area. Furthermore, amylin
neurons were closely apposed by TIP39 terminals and in the lack of PTH2R a decreased
amylin mRNA level was showed.

In the place preference test, to measure the maternal motivation state, mother
and maternally sensitized female mice in pup-associated cage, while the virgin and
ovariectomized mice did not show such preference. In the forced swimming test used to
examine depression-like behavior, mother spent more time with active behavior than
sensitized and virgin femal mice did. However in the lack of amylin mother mice
showed elevated maternal motivational state, but the amlyin KO mice showed
depression-like behavior in the forced swimming test.

The unique induction, time course and distribution pattern of amylin mRNA in
mother rats and mice, its relationship with the TIP39-PTH2R neuromodulator system,
and the elevated depression-like behavior in amylin KO mice implicate that amylin is a

neuropeptide with specific maternal function.
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