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|. BEVEZETES

Az amylin, vagy szigetsejt-amyloid polipeptid (IAPP) egy 37 aminosavbol allé peptid,
a kalcitonin peptidcsalad tagja. Az amylint, és annak pancreasbdl az inzulinnal egyiitt torténd
felszabadulasat 1986-ban fedezték fel. Az eddig legtobbet vizsgalt funkcidja az étkezés
leallitasa a vércukorszint emelkedésének hatasara. Pramlintide elnevezésii analogjat
kiterjedten alkalmazzdk 1-es és 2-es tipusu cukorbetegség inzulinnal torténd kezelésének
kiegészitéjeként. A gliikozanyagcserében jatszott szerepe mellett az energia metabolizmusra
¢és az obezitasra gyakorolt hatdsat vizsgalo klinikai tanulmanyok kimutattak, hogy az amylin
agonistaval vald kezelés eldsegiti a stulycsokkentést is. Az amylin tovabbi hormonalis
funkcioit bizonyitottak a kardiovaszkularis rendszerrel és a csontanyagcserével kapcsolatos
szabalyozasokban. A periférias amylin anorexigén hatasait elsddlegesen a circumventrikularis
szerveken at az agyba jutva fejti ki. Mindazonaltal az amylin G-proteinhez kapcsolt ,,B”
csaladjaba tartozo receptorat a kozponti idegrendszer tobb olyan teriiletén is leirtdk, amelyek a
circumventrikularis szerveken at a perifériardl érkezé amylin szdmara valosziniileg nem
hozzaférhet6k. Az amylin koézponti idegrendszeri expresszidjat csupan néhany évvel ezel6tt
kutatocsoportunk mutatta Ki laktalo patkany anyak preopticus teriiletén. Az amylin mRNS-t
expresszalo idegsejtek preopticus teriileten beliili elhelyezkedését, valamint az expresszid
koriilményeit tekintve a periférian megjelend amylintdl eltéréen a kdézponti idegrendszeri

amylin funkcio6ja az anyai adaptacidk szabalyozasaban lehet.

A preopticus area (POA) nevét a latopalya keresztezodéséhez vald viszonya alapjan
kapta, a chiasma opticum-tol cranialisan talalhaté teriilet. Reprodukciés magatartasokban
jatszott potencidlis szerepére elsdként, patkanyok esetén, egyik magjanak nemek kozti
méretbeli kiillonbsége hivta fel a figyelmet. A leirt kiilonbséget késébb human mintdkon is
igazoltak: fiatal férfiak preopticus teriiletének egy bizonyos része kétszer akkora kiterjedésti,
és ott mintegy kétszer annyi sejt talalhat6, mint nék esetén. Ezt a magot a preopticus area
szexualisan dimorf magjdnak (SDN-POA) nevezték el. A régid tovabbi sokrétii, kiilonféle
szabalyozasi mechanizmusokban betdltott szerepét tiikkrozi az itt expresszalddo
neuropeptidek, receptorok és neuromodulator anyagok sokfélesége. A preopticus teriilet részt
vesz a szexualis magatartds szabalyozasdban, a sziildi viselkedés kialakulasdnak ¢és
hormon (GnRH) révén a gonadalis tengely szabalyozasaban, ezen feliil a termoregulacidban,
az alvéas-ébrenlét szabalyozasidban, a so6- ¢és vizhaztartds, valamint a vizeletiirités

szabalyozasaban.



A preopticus régioval szoros topografiai és funkcionalis kapcsolatban all6 nucleus
interstitialis striae terminalis (BNST) a hypothalamus, a septum ¢és az amygdala
talalkozasanal, a striatumtdl medidlisan taldlhatd. Szerepet jatszik a szexudlis magatartas
kialakulasaban, egyik magcsoportja, az SDN-POA-hoz hasonldan, szintén szexualisan dimorf.
Tovabbi funkcidi kozé tartozik a himek egymassal szembeni agresszidjanak, valamint a
szorongas ¢€s a stresszre adott valaszreakciok, illetve a preopticus teriilettel vald 0sszekottetése

révén az anyai magatartds szabalyozasa.

Anyai viselkedés alatt az anyak azon, jellegzetes viselkedési elemeinek Osszességét
értjiik, mely az utddok felnevelését szolgalja, igy alapvetd szereppel bir a faj fenntartasaban.
Kialakulasat velesziiletett és tanult elemek hatarozzak meg. Intenziv kutatdsanak
1étjogosultsagat tdmasztjdk ald huméan vonatkozasai: a sziilést kovetd hangulati zavarok,
sulyos esetben a postpartum depresszidé megjelenése, mely nem csak az anyak, hanem altaluk
az utodok fizikai és lelki jollétét is veszélybe sodorja. Kifejez6désében és szabalyozasaban
mind endokrin, mind neuronalis tényezdk szerepet jatszanak. Bar az anyai viselkedés alapjat a
neuroendokrin rendszer képezi, szabdlyozadsat, megjelenését és fenntartasat kiilsd ingerek
(kolykok felél érkez6 szaglasi, szenzoros, tapintasi informaciok), kiilonb6z6 hormonok,
neurokémiai mediatorok €s specifikus agyteriiletek Osszehangolt munkaja egésziti ki. Az
anyai viselkedés kialakulasdnak korilményeiben (hormonalis, szenzoros hatasok) é&s
jellemzdiben szdmos hasonlosagot lehet felfedezni huméan és nem human fajok kozott. Az
anyai viselkedés tanulmanyozasanak torténete patkanyok esetén tobb évtizedre nyulik vissza,
jelenleg ez a faj az anyai viselkedés vizsgélata szempontjabol leggyakrabban alkalmazott
modellszervezet, ugyanakkor a genetikailag modositott egértorzsek megjelenésével egyre
tobb, az egerek anyai viselkedését vizsgdld tanulmany sziiletik. Az anyai viselkedés a
peripartum iddszakra jellemzd hormondlis indukci6 mellett, az allatok kolykoknek valo
expozicigjaval 1s elérhetd. Ezt a folyamatot szenzitizdcionak nevezik, melynek
eredményeként a szenzitizadlodott allatoknal az anydkra jellemzd viselkedési mintazathoz
nagyon hasonl6o magatartdsformék jelennek meg. Az anyai magatartast vizsgald szdmos teszt
koziil az anyai motivacié mérésére a kondicionalt helypreferencia teszt (conditioned place
preference test, CPP), mig az anyakban bekdvetkezé emocionalis valtozasok leirasara a

kényszeres tszas teszt (forced swimming test, FST) alkalmas.



II. CELKITUZESEK

1. A sziilést kovetéen milyen iddobeli lefolyassal és eloszlasban jelenik meg az amylin
patkanyokban és egerekben?

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

B. Kimutathat6-e az amylin indukciéja egér anyak hypothalamusaban?

C. Megjelenik-e az amylin, mint funkcionalis peptid, anya patkanyok preopticus teriiletén?

D. Valtozik-e a periférids amylin immunreaktivitdsa a sziilést kovetden?

2. A sziilésen Kkiviil milyen mas hatasok idézhetik el6 az amylin kozponti idegrendszeri
indukcigjat?

A. Befolyasolja-e az ovariectomia, illetve az azt kovetd anyai viselkedést kivaltd szenzitizalas
az amylin megjelenését nullipara ndstények preopticus teriileten?

B. Hogyan valtozik a kdzponti idegrendszeri amylin mRNS-mennyisége az anyai viselkedésre
valo szenzitizalas és az ¢heztetés hatdsara?

C. Kimutathaté-e a funkciondlis amylin peptid a szenzitizalast kovetden a preopticus

teriileten?

3. Mutatnak-e anyai aktivaciét a preopticus teriileten talilhato amylint expresszalé
idegsejtek?
A. Mutatnak-e Fos-aktivaciot az amylin-immunreaktiv idegsejtek kolykok hatasara?

B. Aktivalodnak-e az amylin mRNS-t kifejez6 neuronok kdlykok visszaadasanak hatasara?

4. Kapcsolatban allnak-e az amylint expresszalé idegsejtek a tuberoinfundibularis
peptid 39 (TIP39) - kettes tipusi parathormon receptor (PTH2R) neuromodulator
rendszerrel?

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

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

C. Befolyasolja-e PTH2R hianya az amylin mRNS-szintjét?



5. Hogyan befolyasolja a sziilés és az anyai viselkedésre valo szenzitizalas az egerek
anyai motivaciojat és depresszio-szeri viselkedését?
A. Megvaltozik-e az anyai motivaci6 sziilést, illetve szenzitizalast kovetéen ?

B. Befolyasolja-e a sziilés és az anyai viselkedésre vald szenzitizalas az egerek kényszeres

ey

6. Milyen hatassal van az amylin hidnya az anyak, illetve a szenzitizalt sziiz ndstények
viselkedésére?

A. Van-e szignifikans eltérés a vad tipusu és az amylin-hianyos egér anyak kondicionalt
helypreferencidjaban?

B. Megvaltozik-e amylin hianydban az egér anyak kényszeres Uszas tesztben mért

viselkedése?



III. MODSZEREK

Az allatkisérletek tervezése és kivitelezése az European Communities Council 2010.
szeptember 22-ei direktivaja (2010/63/EU), a Semmelweis Egyetem Egyetemi Allatkisérleti
Bizottsaganak Allatvédelmi Szabalyzata és az ANTSZ 3453/003/2009. szamu engedélye
szerint tortént.

A vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem Anatdémiai, Szovet- ¢és Fejlodéstani
Intézetében végeztik.

A sziilést kdvetden patkanyokban és egerekben bekdvetkezd amylin-indukcio iddbeli
lefolyasanak és eloszlasanak meghatarozasahoz in  situ hibridizaciés hisztokémiat
alkalmaztunk. Az amylin peptid preopticus teriileten belilli megjelenését, illetve
hasnyalmirigyen beliili jelenlétét immunhisztokémiaval mutattuk ki.

Az ovariectomia, az anyai viselkedésre vald szenzitizalas, valamint az éheztetés
amylin-indukciora és amylin-imunreaktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatat amylin in situ
hibridizaciéval,  valdés  ideji  polimeraz  lancreakcioval (RT-PCR), valamint
immunhisztokémiaval végeztiik.

Az amylin-tartalmt idegsejtek anyai aktivacidjanak meghatarozasa Fos- és amylin
kettés immunhisztokémiaval, valamint amylin in sSitu hibridizacios hisztokémia és Fos-
immunhisztokémia kombinalasaval tortént.

Az amylin-neuronok és a TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer topografiai és
funkcionalis kapcsolatanak feltérképezését amylin-TIP39 kettds immunhisztokémiaval, X-Gal
hisztokémidval, tovabbad az amylin-mRNS szintjének PTH2R hianyaban bekovetkezd
meghatarozasat amylin in situ hibridizacios hisztokémiaval végeztiik.

A sziilés ¢és a szenzitizalas viselkedésre kifejtett hatasat kondicionalt helypreferencia
teszt (CPP), valamint kényszeres uszas teszt (FST) soran vizsgaltuk.

Az anyai viselkedésre vald szenzitizalast sziiz ndstényekkel végeztiik, patkdnyok
esetén ez 4-8 napon keresztiili folyamatos kolyokjelenlétet, mig egerek esetén 4 napon

keresztiili, napi 2-2 6ras kolyokexpoziciot jelentett.



IV. EREDMENYEK

1. Az amylin-indukcié idébeli lefolyasa és eloszlasa patkanyokban és

egerekben

Az in situ hibridizacids hisztokémia soran patkany és egér anyak esetén kimutatott, a
szlilést megel6z6 allapothoz képest bekovetkezd, emelkedett amylin jel az amylin-szint
jelentds mértékii emelkedésére enged kovetkeztetni. Eredményeink nem csupan az amylin
indukcidjara, hanem annak iddébeli lefolydsara vonatkozdan is szolgaltattak adatokat. Az
amylin mRNS indukcioja a sziilés eldtt 1 nappal (a vemhesség 21. napjan) még nem, de az azt
kovetd napon mar bekovetkezett, €s a postpartum idészak elérehaladtaval tovabbi emelkedést
mutatott. Az amylin immunreaktivitas szintén a sziilést kdvetden, és nem azt megelézden
(vemhesség idején) jelent meg. Ez meger0siti az ISH hisztokémidval kimutatott amylin jel
specificitasat, tovabba ezaltal feltételezhetd, hogy az amylin mRNS-szintjének emelkedését a
funkcionalis peptid megjelenése koveti. Az amylin mMRNS-t expresszald idegsejtek és az
amylin immunreaktivitdst mutatdé neuronok patkdny anydk preopticus teriiletén beliili
eloszlasa megegyezett. Ennek ismeretében ezeket a sejteket amylin neuronokként definialtuk.
Az amylin neuronok a preopticus area jelentds, de nem minden részén, elszortan
helyezkednek el. Az amylin idegsejtek a nucleus preopticus medialis-ra (MPN), a medialis
preopticus mag dorsolateralis teriiletére (MPA), valamint a BNST ventralis részére
korlatozddnak, amely teriileteken az amylint nem tartalmazé idegsejtekkel hasonld aranyban
fordulnak eld, és azokkal egyenletes eloszlast mutatnak.

Az amylin mRNS-indukcidja nem csupan patkany anyak, hanem laktalo egerek esetén
is bekovetkezett. Egerek esetén az indukcio helye és kortilményei a patkdnyokénal leirtakéval
megegyezett: csak a sziilést kdvetden, és a kozponti idegrendszeren beliil csak a medialis
preopticus teriilet bizonyos részein (MPN, MPA), valamint a BNST ventralis teriiletén
kovetkezett be. Patkdnyok és egerek anyai viselkedését tekintve sok hasonlosag fedezhetd fel,
igy a két modellszervezet homolog teriiletein hasonld koriilmények kézott indukalodod amylin
szerepe a két allatcsoport esetén azonos lehet.

A periférian eléfordulé amylinrél ismert, hogy a hasnyalmirigy Langerhans-
szigeteiben vezikulumokban tarolodik és onnan szabadul fel. Ennek ismeretében
valdszintisithetd, hogy a kozponti idegrendszeri amylin a preopticus teriilet neuronjaibol
szabalyozott vezikuléris transzport soran iiriil. A periférids amylin az inzulinnal egyiitt
szekretalodik, legjobban ismert funkcidja az étkezés leallitasa a vércukorszint emelkedésének

hatasara. Ugyanakkor a hasnyalmirigyben expresszalodd amylin szintjét a kolykok jelenléte
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nem befolyasolja, tehat a taplalékfelvétel szabalyozasan kiviil az anyai viselkedés
szabalyozasaban valdszinlileg nem vesz részt, szemben a patkdny anydk kozponti
idegrendszerében megjelené amylinnel, melynek szintje mindaddig magas marad, ameddig az
anya allatok kolykeik jelenlétében vannak.

Mig egyes peptidek (prolaktin, oxytocin, vazopresszin) a preopticus teriileten végz6do
termindlisokbol felszabadulva fejthetik ki hatdsukat az anyai viselkedésre, addig mas
neuropeptidek (opioidok, tachykininek, kortikotropint felszabaditdé hormon) nem csak a
preopticus teriileten, hanem az agy szamos mas részén is expresszalddnak. Ezzel szemben az
amylin csak a preopticus teriiletre korlatozodod expresszidja révén a neuropeptidek kozott

egyediilallo eléfordulédssal rendelkezik.

2. Amylin-indukcio ovariectomia, anyai viselkedésre valé szenzitizalas,

illetve éheztetés hatasara sziiz néstény patkanyok preopticus teriiletén

Mivel az amylin patkdnyok és egerek esetén az anyai viselkedés szabalyozasaban
kozponti szerepet jatszo teriileten egy erdteljes hormonalis valtozasokat jelentd iddszakban, a
postpartum periddusban jelenik meg, ezért felmeriilt annak lehetdsége, hogy indukcidja
szteroid hormonok altal medialt folyamat. Mig ovarieoctomian atesett nullipara ndstények
esetén amylin mRNS nem volt kimutathaté a preopticus terlileten, az ovariectomiat kdvetd
szenzitizalas hatasara mégis bekdvetkezett az amylin kdézponti idegrendszeri indukcioja. Ez
tehat az amylin kolykok altali, ugyanakkor szexualhormonoktdl fliggetlen indukcidjat
feltételezi. Az ISH hisztokémia 4ltal nyert adatokat kvantitativ RT-PCR segitségével
validaltuk, amely az anyai viselkedést mutatd (szenzitizalt) ndstény patkanyok esetén az
amylin indukcidjat megerdsitette. Szenzitizalt ndstények amylin neuronjainak preopticus
teriileten beliili eloszldsa az anya patkdnyoknal leirtakkal egyezett meg.

A periférias amylin anorexigén hatasarol és adipozitasi szignalként valo
meghatarozasarol szold irodalmi adatok ismeretében RT-PCR technika alkalmazaséval
Osszehasonlitottuk az amylin mRNS mennyiségét ¢heztetés, valamint kolykok folyamatos
jelenléte altal szenzitizalodott és anyai viselkedést mutatd sziiz ndstény patkanyok esetén. Az
¢heztetés az amylin mRNS szintjére hatdstalan volt, amihez képest a szenzitizalds
eredményeként jelentds mértékli amylin indukcid volt megfigyelhetd a preopticus teriileten.
Patkany anydk periférids amylin szintjének vizsgalata soran nem talaltunk kiilonbséget a
hasnyalmirigy Langerhans-szigeteiben expresszaloddé amylin mennyiségében kolykok

jelenlétének vagy azok hidnydnak fiiggvényében sem. Tehat a kozponti és periférias amylin



indukciojanak hatdsmechanizmusa egymastdl eltéré modon valdésul meg: a periférian
szecernalodd amylin esetén a kolykok jelenléte, illetve azok hidnya nem, csak maga a
taplalékfelvétel, illetve az azt kovetd, hasnyalmirigyben bekovetkezd szekrécids valtozasok,
mig a preopticus teriileten megjelend amylin esetén a kolykok jelenléte a hormon
expressziojanak kivaltoja.

A szenzitizalt allatokban bekovetkezett, RT-PCR technikdval kimutatott, kdzponti
idegrendszeri amylin-indukciot immunhisztokémiai festés révén is megvizsgaltuk, mely soran
igazoltuk, hogy a szenzitizalas hatasara maga a funkcionalis peptid is megjelenik a preopticus
teriileten, tovabba nem csak a kolykok jelenléte, hanem az irdnyukba mutatott kolyokgondozo
magatartds az, ami az amylin indukciojdhoz sziikséges, ugyanis a szenzitizalasi folyamat
ellenére anyai viselkedést nem, hanem a kolykokkel szemben averziv magatartast mutato
nullipara néstényeknél amylin-indukcié nem kovetkezett be a preopticus teriileten. A nem
szenzitizalodott allatok negativ amylin festése azokkal a kontroll néstényekével egyezett meg,
akik kolykokkel még sosem keriiltek kapcsolatba.

Ezen eredményeink az anyai magatartas szabalyozasaban szerepet jatszd preopticus
teriileten, specialis koriilmények kozott (sziilés, szenzitizalas) megjelendé amylin anyai

viselkedést meghatarozo neuropeptidként vald definialasat tovabb erdsitik.

3. A preopticus teriileten 1évé amylin-tartalmu idegsejtek anyai aktivacioja

Az amylin neuronok aktivacids vizsgélata soran az aktivalt sejtekben kifejezddd, korai
aktivacios gén termékeként ismert c-fos fehérjét a sejtszintli aktivacid markereként
alkalmaztuk. Kisérletiinkben az anyak kolykoktdl vald 22 oras szeparacidja az anyai c-fos
pozitiv neuronok szadmanak jelentds csokkenésével jar. Kolykok visszaadasanak hatdsara tobb
agyteriileten jelennek meg c-fos-ir neuronok. A leger6sebb Fos-immunpozitivitist mutatd
agyteriiletek kozé tartozik a preopticus area. A preopticus teriileten beliil c-fos-t expresszald
idegsejtek jelentés mennyisége volt megfigyelhetd az MPN, az MPA, valamint a BNST
ventralis részén. Ezen kolykok hatasara c-fos-t expresszaldo idegsejtek megjelenése és
preopticus teriileten beliili eloszlasa a korabbi irodalmi adatokkal egyezett meg, mindemellett
a kolyokvisszaadds hatdsara aktivalodd neuronok és az amylint expresszald idegsejtek
elhelyezkedése rendkiviil hasonld. Ezenfeliil c-fos és amylin kettds immunhisztokémia
egylittes alkalmazasaval az is megallapithatd volt, hogy az amylin-ir neuronok jelentds része
(85,6 %) aktivalodott kolykok visszaadasanak hatasara. A Fos-pozitivitast mutaté amylin-ir
neuronok aranya az MPN, az MPA ¢s a BNST ventralis része kozott jelentds mértékben nem
kiilonbozott. Az amylin neuronok kdlykok hatdsara bekovetkezd jelentés mértékii aktivacioja
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amylin in situ hibridizaciés hisztokémia és c-Fos immunhisztokémia kombinalasaval is
megerdsitést nyert: a kolykok visszaadasanak hatasara a preopticus teriileten megjelend
intenziv c-Fos immunreaktivitast csaknem valamennyi amylin mRNS-t expresszalé neuron
esetén detektaltunk, ami a patkany anyakban kifejez6d6 amylin neuronok kolykok
jelenlétében bekovetkezd magas szintl aktivitasara utal.

A kolykok visszaadasanak hatdsara aktivaléddé medidlis preopticus mag és az azt
koriilvevo teriiletek az agy szdmos teriiletére vetiilnek, tobbek kozott a lateralis septum, a
BNST, a substantia innominata, az amygdala, illetve a hypothalamus szamos
(periparaventricularis zona, ventromedialis mag, nucleus arcuatus, lateralis hypothalamicus
mag, periaqueductalis sziirkeadllomany) teriiletére. Feltételezhetd, hogy a projekciok egy része
révén a preopticus teriileten eléforduld amylin a projekcidok célteriiletein talalhaté amylin
receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. Igy az amylin és sajat receptora egy peptid
neuromodulator rendszert alkotva befolyéasolhatja az anyai viselkedést.

Az, hogy a kolykoktdl szarmazo ingerek koziil mely, vagy melyek feleldsek az amylin
neuronok aktivacigjaért, egyelére nem ismert. A kolykoktél szarmazo, az amylin neuronok
aktivaciojaban elsddlegesen szerepet jatsz6 stimulus az anyai adaptacidok f6 hajtoerejeként
ismert szoptatas, illetve a szoptatas jelentette visceroszenzoros inger lehet. A szopési inger
jelentette aktivacid érkezhet a thalamus posterior intralaminaris komplexében talalhaté TIP39
neuronok fel6l, melyek a szopasi informacié atkapcsoldo allomasaként, a medidlis
hypothalamicus teriiletekre vald projekcidjuk révén részt vesznek a szopds hatasara
bekovetkezd prolaktin felszabaduldsban. Mivel a thalamus ezen teriilete a preopticus teriilet
egyik neurondlis bemenetét jelenti; igy az amylin neuronok aktivacidja a szopasi informaciot

kozvetitd posterior thalamicus TIP39 idegsejtek révén is megvaldsulhat.

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

topografiai és funkcionalis kapcsolata

A medalis preopticus area egyik, palyajelolési technikaval kimutatott, jelentds
bemenetét a thalamus posterior intralaminaris komplexében (PIL) talalhaté TIP39 neuronok
adjédk. A TIP39 neuronok a preopticus teriilettel vald kapcsolatuk révén az anyai motivacid
szabalyozasaban vesznek részt. A TIP39 indukciojat, kdzponti idegrendszeri megjelenésének
koriilményeit tekintve az amylinhez nagyon hasonlo: csak a postpartum iddszakban a
kozponti idegrendszer bizonyos teriiletein jelenik meg, tovabba kolykok visszaadasanak

hatasara Fos-, azaz anyai aktivaciot mutat. A TIP39 a kettes tipusi parathormon receptor
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(PTH2R) endogén liganduma. Nemcsak a TIP39-sejtek preopticus areaval valdé kdzvetlen
kapcsolatat, hanem a PTH2R ezen a tertileten beliili megjelenését is leirtak.

Az amylin-ir neuronok ¢és a PlL-eredetii TIP39-rostok anatomiai kapcsolatanak
vizsgalatara amylin-TIP39 kettés immunhisztokémiai festést végeztiink patkany anyak
preopticus teriiletén. Az amylin-ir neuronok és a TIP39-rostok preopticus teriileten beliili
elhelyezkedése nagyon hasonld: TIP39-rostok legnagyobb szamban az MPN, az MPA, illetve
a BNST ventralis részén helyezkednek el, akarcsak az amylint kifejezé idegsejtek, tovabba a
TIP39-rostok terminalisai az amylin-ir neuronokhoz rendkiviili kézelségben végzddnek.

Az amylin TIP39-PTH2R rendszerrel valo kapcsolatat tovabb erdsiti az a tény, hogy
egér anyak preopticus teriiletén az in situ hibridizacios hisztokémia segitségével kimutatott
amylin  mRNS-t expresszald, valamint az immunhisztokémiai festés révén amylin-
immunreaktivitdst mutatd sejtek eloszldsa rendkiviil hasonl6 a PTH2R teriileten beliili
megjelenésével. A TIP39-PTH2R neuromoduldtor rendszer ¢és amylin funkcionalis
kapcsolatat sejteti, hogy kettes tipusti parathormon receptor hianyaban laktald egér anyadkban
az amylin mRNS szintje a vad tipusu allatokéhoz képest szignifikans csokkenést mutatott.
Mivel a TIP39-PTH2R neuromodulator rendszer szerepet jatszik a szopas-altal indukalt anyai
motivacio szabalyozasdban, igy az amylinnel val6 kapcsolata révén ez az anyai magatartasra

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

5. A sziilés és a szenzitizalas viselkedésre kifejtett hatasa egerekben

Az anyakban endokrin és emocionalis adaptacids folyamatok jatszodnak le, melyek
rovid id6 alatt megteremtik az utddokrol valé gondoskodas feltételeit. A sziilést kovetd
valtozasok viselkedésbeli valtozasokkal jarnak egytitt.

Az anyai magatartast vizsgald teszteket (kondicionalt helypreferencia teszt, kényszeres
uszas teszt) kontroll (sziiz) ndstény egerek, laktalo anya allatok, szenzitizalt ndstények és az
Osztrusz ciklus hatasanak kizarasara petefészekirtott ndstényekkel is elvégeztiik.

Az anyai motivaciot vizsgalo CPP kisérletiinkben a kisérleti allatoknak egy kolyok-
asszocialt és egy semleges, specifikus kondicionalt stimulushoz nem kothetd kornyezet kozott
kellett valasztania. Az egér anyak szignifikdnsan tobb id6t toltdttek a kolyok-asszocialt
dobozban, mint a kontroll ndstények, ezenfeliil az egér anyak a kolyok-asszocidlt dobozban
szignifikdnsan tobb id6t toltdttek, mint a kontroll dobozban. Mindemellett a kontroll
ndstények esetén egy tendencia volt megfigyelhetd: tobb iddt toltdttek a kontroll dobozban,
mint a kdlyok-asszocialt dobozban. A petefészekirtott ndstények kondicionalt helypreferencia
tesztben mutatott viselkedése a kontroll ndstényekéhez volt hasonld, ez alapjan
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valoszinlisithetd, hogy az anyai motivacid inkabb a kolykok érzékelésétol, mintsem a
petefészekhormonok jelenlététdl fiigg. A szenzitizalt ndstények a kolydk-asszocidlt dobozban
szignifikansan tobb iddt toltdttek, mint a kontroll dobozban, tovabbé a szenzitizalt ndstények
kolyok-asszocidlt dobozban toltott ideje a laktald anyaallatokétdl nem kiilonbozott. Tehat a
szenzitizalt nostényekben kialakult preferencia mértéke hasonld volt az anya egerek esetén
tapasztalt preferencidhoz, ami azt feltételezi, hogy az anyai motivacié szenzitizalt nullipara
egerekben a laktal6 anya egerekhez hasonlé médon emelkedett meg.

A postpartum periodusban a ragcsaldo anyak masik jellemz6 tulajdonsaga a csokkent
mértékli szorongés. Az anyasag depresszid-szerli viselkedésre kifejtett hatdsat eddig még nem
vizsgaltak, ezért a sziilést kovetd hangulati valtozds mérésére a széles korben elterjedt
kényszeres uszas tesztet alkalmaztuk. A teszt 6 perces iddintervalluma alatt a vizbe helyezett
allatok aktiv (kiizdés, uszds) és passziv (lebegés) viselkedését mértiik. A sziilést kovetd 8.
napon vizsgalt egér anyak szignifikdnsan tobb iddt toltettek aktiv viselkedéssel, mint a
kontroll néstények, tovabba a laktald anyak aktiv viselkedéssel toltott ideje szignifikdnsan
tobb volt, mint az, amit passziv viselkedésformaval toltottek. A szenzitizalt néstények aktiv és
passziv viselkedéssel toltott ideje szignifikdnsan nem kiillonbozott egymadstol. Tovabba a
szenzitizalt ndstények és laktdlo anyadllatok kozott barmely (aktiv, passziv) viselkedési
format tekintve szignifikdns kiilonbség volt kimutathatd. Ezzel ellentétben a szenzitizalt
ndstények viselkedési mintidzata a kontroll néstényekéhez volt hasonld. Az ovariectomizalt
allatok a passziv viselkedéshez képest csokkent aktiv viselkedést mutattak, ugyanakkor az
ovariectomizalt allatok esetén tapasztalt szignifikdns valtozds nem jelentett szignifikans
eltérést a kontroll, illetve a szenzitizalt ndstényekkel dsszehasonlitva.

Szenzitizalt és anya egerekben elséként mutattunk ki kondicionalt helypreferencia
teszt soran kolyok-asszocialt dobozhoz vald preferenciat, tovabba laktald egér anydkon a
kényszeres uszas teszt révén bizonyitottuk az anyasag anti-depressziv hatasat. A két
viselkedési teszt eredményeként 6sszességében elmondhatjuk, hogy az anyai motivacioban és
anyai viselkedésben bekovetkez0 novekedés elkiiloniil a folyamatos depresszid-szeri
viselkedésektdl szenzitizalt egerek esetén, amely azt feltételezi, hogy a szenzitizacids

folyamat a ndstény egerek emocionalitasat az egér anyakétol eltéréd modon valtoztatja meg.

6. Az egér anyak és a szenzitizalt nostény egerek amylin gén hianyaban

bekovetkez6 megvaltozott viselkedése
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Transzgén egérvonalak tanulmanyozaséaval az anyai kotddés, az anyai viselkedés és az
anyakra jellemzé megnovekedett alkalmazkodd képesség génszintli vizsgalatara nyilhat
lehetdség. Mivel az amylin anyai viselkedésben betoltott szerepét vizsgalataink soran tobb
aspektusbol is bizonyitottuk, ezért dolgozatom el6z6 pontjaban validalt két, az anyai
magatartast mér6 tesztet amylin gén hianyaban is elvégeztiik.

Az anyai motivaciot mérdé kondiciondlt helypreferencia elvégzése soran a reproduktiv
statusz (nullipara ndstény vs. laktalé anya), valamint a genotipus kozott nem taldltunk
kiilonbséget: a még nem sziilt és kolykokkel kapcsolatba nem keriilt ndstények a szamukra
ismerds, de szamukra kolykok jelenlétéhez nem kotott Gn. kolyok-asszocidlt dobozban
ugyanannyit tartozkodtak, mint az amylin KO kontroll ndstények, ami egyik allatcsoport
esetén sem érte el a teljes kisérleti id6 felét, tehat ezek az allatok ezt a térfelet nem preferaltak.
Ugyanakkor laktalo egér anyak a kisérleti id6 egy jelentds részét abban a kolyok-asszocialt
dobozban t61totték, ahol a tesztet megel6zd habituacié soran a kolykokkel egylitt voltak. Az
egér anyaknal megfigyelt kolyok-asszocialt doboz iranti helypreferencia amylin gén
hianyaban sem sériilt, ugyanakkor az amylin KO anyak — vad tipusu laktal6 anya egerekhez
hasonléan — az ugyanazon genotipussal, de mas reprodukcios fazisban 1évé amylin KO
kontroll ndstényekhez képest szignifikansan tobbet tartozkodtak a kolykokhoz kothetd
kompartmentumban.

Az amylin hidnyaban esetlegesen bekdvetkezd, postpartum iddszakra jellemzd
emociondlis  valtozds vizsgalatara kényszeres Uszas tesztet végeztiink. El6z6
kisérletsorozatunkban megallapitottuk, hogy az anyakban specidlisan végbemend valtozasok
sziikségesek az antidepressziv tlinetek megjelenéséhez, mely emociondlis valtozas a tesztben
mért fokozott aktivitdsban nyilvanul meg. A szenzitizalds révén anyai viselkedést mutato
nullipara egerek a kontroll, azaz nem szenzitizalt néstényekhez hasonld modon viselkedtek:
idejiik jelentds részét passziv viselkedéssel toltotték, tehat depressziv tiineteket mutattak. A
kontroll, illetve szenzitizalt és laktalé anya patkanyok kozotti kiilonbség szignifikans volt.
Amylin gén hidnyaban a kontroll ndstények vad tipust, tehat amylint expresszalo tarsaikhoz
hasonlé moddon viselkedtek, depresszio-szerli tiineteket mutattak. Az amylin gén hidnya a
szenzitizalt allatok FST-ben mért passzivitdsara sem hatott. Ugyanakkor laktalo egér anyak
amylin gén hidnyaban, vad tipusu tarsaiktol eltérden, az FST tesztben csokkent aktivitast,
azaz depresszio-szerl tiineteket mutatnak.

A postpartum iddszakban megjelend amylin részt vehet az anyakban zajlé emocionalis
¢s endokrin valtozasok szabalyozasdban. Az amylin és az anyai viselkedés altala szabalyozott
aspektusainak ismerete Ujfajta terapias iranyt is jelenthet az anyasaghoz tarsuld diszfunkciok,

foként a posztnatalis depresszio kezelésében.
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V. KOVETKEZTETESEK

1. Az amylin expresszio jelentdés mértéki emelkedését mutattuk ki a sziilést kovetden patkany
¢s egér anyak preopticus teriiletén. Mig a sziilést megel6zéen amylin mRNS-t expresszald
sejtek nem voltak jelen, az expresszi6 mértéke a sziilést kovetd 9. napra jelentdsen
megemelkedett. A preopticus teriileten beliil csak az MPN, az MPA, valamint a BNSTv
tertiletén kovetkezett be az amylin indukcidja, majd a sziilést kovetden ugyanezen teriileteken

az amylin peptid is kimutathato volt.

2. Az amylin megndvekedett indukcidja szintén megfigyelheté volt anyai viselkedésre
szenzitizalt, de nem laktald, nullipara ndstény patkanyok esetén, ugyanakkor éheztetés,
valamint ovariectomiat kovetéen amylin indukcié nem kovetkezett be, igy az amylin
megjelenése feltételezhetden a taplalékfelvételtol, valamint a petefészekhormonok jelenlététol

fliggetlen, ugyanakkor kolykok jelenlétéhez kotott folyamat.

3. Kolykoktdl vald szeparacio hatdsara a preopticus teriilet Fos-aktivitasa lecsokken, majd
ismételt kolyokexpozicid hatasara a teriileten nagymértékli neuronalis aktivacié kdvetkezik
be. Az itt jelen 1évé amylin neuronok jelentés része kolykok visszaadasanak hatasara c-fos,

azaz anyai aktivaciot mutattak.

4. Az amylin TIP39-PTH2R neuromodulator rendszerrel val6 kapcsolatat egyrészt az amylin
neuronok és a TIP39-rostok terminalisainak teriileten beliili kozelsége, masrészt az amylin
MRNS-t expresszald, valamint amylin immunreaktivitdst mutatd neuronok és a PTH2R-ir
idegsejtek hasonlo eloszlasa, tovabba PTH2R hianyaban az amylin csokkent mRNS szintje

feltételezi.

5. Kondicionalt helypreferencia teszt alkalmazédsaval kimutattuk a postpartum iddszakban
anya egerek és anyai viselkedésre szenzitizalt nullipara ndstények esetén az anyai motivaciod
fokozodasat. A ragesalok depresszio-szerli 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 és a kontroll szliz

ndstényeknél.

6. Az amylin preopticus teriilethez kotddd megjelenése a kondiciondlt helypreferencia
tesztben mérhetd anyai motivacido mértékére nincs hatassal, ugyanakkor amylin gén
hidnyadban az anyadk a kontroll és szenzitizalt allatokhoz hasonléan a kényszeres Uszés

tesztben depresszio-szeri tiineteket mutatnak.
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