DOI:10.14753/SE.2021.2544

SEMMELWEIS EGYETEM
DOKTORI ISKOLA

Ph.D. értekezések

2544,

HEVESI ZSOFIA

Neuromorfologia és sejtbiologia

cimil program

Programvezetd: Dr. Alpar Alan, egyetemi tanar

Témavezeto: Dr. Alpar Alan, egyetemi tanar



DOI:10.14753/SE.2021.2544

A secretagogin fehérje eloszlasa €s szerepe emlOs
amygdalaban

Doktori értekezes

Hevesi Zso6fia

Semmelweis Egyetem
Szentagothai Janos ldegtudomanyi Doktori Iskola

| SEMMELWEIS
EGYEIEM

PHD 4

Témavezetd: Dr. Alpar Alan, DSc, egyetemi tanar

Hivatalos biralok: Dr. Katona Istvan, DSc, tudomanyos tanacsado
Dr. Kovacs Tibor, PhD, egyetemi docens

Komplex vizsga szakmai bizottsag:
Elnok: Dr. Dobolyi Arpéad, DSc, tudomanyos tanacsado
Tagok: Dr. Csillag Andras, DSc, professor emeritus

Dr. H4jos Norbert, DSc, tudomanyos tanacsado

Budapest
2021



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Tartalom

L BEVEZETES ...ttt bR ettt e ae e renne e 6
1.1 Az intracellularis Kalcium-KOrfOrgas ...........coourerrireniiesesesese s 6
1.2 A kalcium-kot6 fehérjék altalanos jellemzeEse ........oovvvriieiiniciicieicesc e 8
1.3 Uj kalcium-szenzor fehérje: SeCretagogin...........cceveeuveevceereeeseeeseiseeeseseesesenenen, 11
1.4 Az amygdala anatOmiaJa...........ccerveiierieiieiiese s 13
1.5 Az amygdala KapCSOIatreNUSZEre.........ccuviveiieeieiie et 16
1.6 Az amygdaladban eldforduld sejttipusok.........cccooveiiiiiiiiiiiiieiieee e 17
1.7 A centromedidlis magcsoport jellemzd sajatoSSagai........cuvvveervrriieeriiiiiienieniiens 18
1.8 Az amygdala kdzponti szerepe a viselkedéshben .............ccovveveeiiiiiiecvc i 20
1.9 A félelem-kondicionalas folyamata .............ccccoeiieiieii i 22
1.10 Az amygdala NeuropatolOgIAJa ........covrverveerierierieirie et 25

2. CRIKITUZESEK ..eevvveeiiie e it ctie st e et e s et e et e st e e st e e et e e st e e st e e e snae e e nnaeeeanneeenneeas 27

3. ANYAQ BS MOUSZEN ...ttt b ettt en e s 28
3L KISEIIEtT AHTALOK .......ecveeeeeeieieicee et re e 28
R TR\ 1 113 1< SR PPRP PSPPSR 29
3.3 MEtSZELEK KESZITESE. ... cuvevieeieiece et 30
3.4 IMMUNTESIESEK ...t reene e 31
3.5 WesStern blot @naliZiS.........ccoviieiiiiiicieeee e 34
3.6 SEJHFrAKCIONAIAS . ......eceiieecciece e 35
3.7 IMMUNPIECIPITACIO ...ttt 36
3.8 ViselKed@s KISEITELEK ........ccueiveiiiiieciceee e 37
3.9 1IN VItrO MOUSZEIEK .....ocveeeieeieiecie ettt 39
3.10 FRAP (fluorescence recovery after photobleaching).........ccccocceeiiiiiiiiiiciiecnins 41
3,11 HUMAN MINTAK.......iiieiiecece et ne e nneenns 42
3.12 Képalkotas, kvantitativ analizis ..........ccceeviieiiieiisieieese e 43



DOI:10.14753/SE.2021.2544

A, ETEAMENYEK ...ttt ettt bttt 45

4.1 A secretagogin-tartalmu neuronok morfoldgidja, és eloszlasa az amygdala

komplex kiilonbozo alegysEgeiben ........c.ccviviriiiiiiiiieic e 45
4.2. A secretagogin-pozitiv idegsejtek interneuron-jellegének meghatarozasa.......... 48
4.3. A secretagogin intracellularis lokalizacidjanak vizsgalata ............c.ccccceveiernennen. 52
4.4 A secretagogin viselkedésbiolOgiai szerepenek vizsgalata.............cccccevveiennnnen. 57
4.5 A secretagogin fehérje NMDA receptorra Kifejtett hatasa ..........c..ccccevevvciennenee. 61
4.6 A secretagogin szerepe a stresszvalaszban ... 67

4.7 Secretagogin-tartalmu neuroncsoport azonositasa, és szerepe egér centrolateralis

AMYGAAIAJADAN ..o e 70
4.8 A secretagogin fehérje el6fordulasa és funkcioja az ember amygdaldjaban ........ 73
5. IMEODESZEIES ...ttt 77

5.1 A secretagogin-tartalmu idegsejtek az emls amygdalaban az interneuronok egy
(oS0 o0 g T L 1= (0] 11U PR 77

5.2 A secretagogin fehérje leginkabb az amygdalaris neuronok posztszinaptikus

terminalisaiban fordul €10 .............oooiiiiiiiii 79
5.3 A secretagogin szerepe az NMDA receptor aktivaciojaban .............cccccccvvvevennenn 80

5.4 A centrolateralis amygdalaban talalhat6 secretagogin-tartalma gatlo

neuroncsoport szabalyozza a viselkedési valaszokat kondicionalt stressz soréan........ 82
B. KOVELKEZEEESEK ... .c.eeeeeeee ettt 84
7. OSSZEFOGIAIAS ..........covevecvieeceeeeee ettt 85
SN 11 010 T2 ST TPR 86
9. 1r0dAIOMJEGYZEK ...ttt re e 87
10. Sajat PUDIKACIOK JEQYZEKE ......eccveeveciieite ettt 98

A disszertaciéhoz nem kapcsolddd KOzlemények .........ccccovevveieiviciiecciicce e 99
11, KOSZONEINYIHIVANTTAS .....ocvveiviciiecie e 100



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Roviditések jegyzéke

aCSF — mesterséges agy-gerincveldi folyadék (artifical cerebrospinal fluid)
ax - axon

BAC — bakterialis mesterséges kromoszéma (bacterial artificial chromosome)
BDA - biotinilalt dextran amin

BLA — bazolateralis amygdala

BMA — bazomedialis amygdala

BNST — bed nucleus of stria terminalis

BSA — marha szérum albumin (bovine serum albumin)

CB - calbindin

CeL — centrolateralis amygdala

CeM - centromedidlis amygdala

CNO - clozapine N-oxide

CR — calretinin

Cre — carbapenem-resistant Enterobacteriaceae

CRH — kortikotropin-rilizing hormon

d - dendrit

DAB - 3,3’-diaminobenzidine

DMEM - Dulbecco’s modified eagle medium

DNS — dezoxiribonukleinsav

DREADD - designer receptors exclusively activated by designer drugs
ER — endoplazmas retikulum

ERK — extracellular signal-regulated kinase

FBS — fetalis marha szérum (fetal bovine serum)

FRAP — fluorescence recovery after photobleaching

GABA — gamma-aminovajsav (gamma-aminobutiric-acid)

GFP — z6ld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

HBSS — Hank’s balanced salt solution

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

IP — immunprecipitacid
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IHC - immunhisztokémia

KD — géncsendesités (knockdown)

LTP — hosszUtavu potenciacié (long-term potentiation)
MeA — medialis amygdala

NDS — normal szamar szérum (normal donkey serum)
NMDA — N-metil-D-aszpartat

PAG - periaqueductal gray

PAGE - poliakrilamid gélelektroforezis

PB — foszfatpuffer

PDL - poli-D-lizin

PFA - paraformaldehid

Pl — proteaz inhibitor

PKC5d — protein kindz C delta

PSD-95 — posztszinaptikus denzitas fehérje 95
PV — parvalbumin

PVDF — polivinilidén fluorid

RIPA — radioimmunoprecipitation assay buffer
RNS - ribonukleinsav

scgn — secretagogin

SEP — super ecliptic phluorin

siRNS — kis interferalo ribonukleinsav

SOM - szomatosztatin

Ss — szimmetrikus szinapszis

WB — Western blot

WFA — Wisteria floribunda agglutinin

Az eloszlasi térképeknél hasznalt anatomiai elnevezések a Paxinos atlaszok

nomenklaturajanak felelnek meg, roviditéseik a képalairasokban keriltek feloldasra.
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1. Bevezetés

1.1 Az intracellularis kalcium-kdrforgas

A sejtek milkodéséhez és homeosztazisanak fenntartdsdhoz elengedhetetlen a
kalciumszint intracellularis szabalyozéasa. A kalcium masodlagos hirvivéként segit az
extracelluldris  jelek jelatviteli kaszkadokba torténé atformalasaban, illetve
nélkilozhetetlen szerepet tolt be szdmos sejtélettani folyamatban, mint példaul a
sejtosztddas, az izomdsszehuzddas, a neurotranszmisszio, a Vvéralvadas, vagy a
sejtkdzotti kommunikacio (Lewit-Bentley és Rety 2000). Ezen mechanizmusok feltétele
a kalciumszint hirtelen térténé megemelkedése, majd gyors visszaallasa, tehat a kalcium
tranziensek kialakuldsa. A sejten bellli kalcium-ion koncentrécié nyugalmi allapotban
rendkiviil alacsony, nanomolos nagysagrendi. Az intracelluléris kalciumszint talzott,
vagy tartds megemelkedése szamos protedz, kindz, és egyéb enzim aktivalddasaval
jarhat, igy a sejt szamara citotoxikus hatasu (Bagur és Hajnoczky 2017). Az optimélis
kalcium koncentraci6 kialakitasaban és szabalyozasaban a kalcium-ko6té fehérjék fontos
szereppel birnak, megteremtik a plazmamembranon-, és a belsé raktarakon keresztiil
torténd kalcium korforgas optimalis egyensulyat (Carafoli és Krebs 2016).

A kiilonbozé  sejtélettani  folyamatokhoz sziikséges intracellularis kalciumszint
megemelkedése tobbféle modon kdvetkezhet be. A kalcium egyfell érkezhet az
extracellularis térb6l a plazmamembranban elhelyezkedd fesziiltségfiiggd, vagy
ligandfiiggd ionotrdp receptorokon keresztiil. Az utobbi csoporthoz tartoznak a tanulasi,
és memoria folyamatokban is kiemelkedé szereppel rendelkez6 glutamét receptorok,
illetve a neuromuszkularis junkciéban kulcsfontossagu nikotinos acetilkolin receptor
(Schwaller 2009). Ezenkiviil jelentds mennyiségli kalcium mozgosithato a sejt belsd
kalcium raktaraibol, melyek a mitokondriumban, valamint az endoplazmas-, és a
szarkoplazmas retikulumban talalhatéak (1. abra). Ezek az organellumok mind a
kalcium kibocsatasara, mind pedig a visszavételére képesek (Bagur és Hajnoczky 2017).
Mégis, az intracellularis kalciumszint csokkentésének leghatékonyabb modjat a
sejtmembran kalcium pumpai, és a natrium-kalcium cseremechanizmusa jelentik
(Schwaller 2009).
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1. abra: Az intracellularis kalcium-ion koncentraci6janak szabalyozasa

A sejten belili, szabad kalcium-ion koncentraciéjat befolyasold organellumok és fehérjék. Az
extracellularis térbol a kalcium-ion kiilonbozd csatorndakon at jut a sejtbe, ahol a kalcium-kéto
fehérjékhez kapcsolddva jelatviteli utakban vesz részt. Az ER és a mitokondrium a sejt belsé
kalcium raktaraiként szolgalnak. (A szerzd sajat abraja.)

ER endoplazmaés retikulum
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1.2 A kalcium-koté fehérjék altalanos jellemzése

A neurdlis aktivitassal jard kalcium-emelkedes csillapitdsaban, a kalcium tranziensek
kialakitasaban, a cellularis egyensuly fenntartdsdban a kalcium-koté fehérjék szerepe
kiemelked6. A kalcium-kot6 fehérjék csaladjanak legtobb tagot szamlalé csoportja-, az
,,EF-hand” doménnel rendelkezé fehérjék alcsaladja. Az ,,EF-hand” motivum (2/A abra)
két alfa-hélixb6l (N-terminalis E-hand, és C-terminalis F-hand), illetve a koztiik 1évé
hurok régiobol felépiild domén, mely nagy affinitassal képes a kalcium megkotésére
(Lewit-Bentley és Rety 2000, Carafoli es Krebs 2016). Ezt, az alcsalad minden tagjara
jellemz6é konszenzus motivumot 30 aminosav kddolja. A struktira kinyildsa a C-
terminalison hidrofob felszin megjelenését eredményezi, mely alkalmas a célfehérjék
szekvencidjanak a megkotésére (Schwaller 2009, Carafoli és Krebs 2016). Az ,EF-
hand” szerkezete a torzsfejlodésben konzervalt, mar prokariota szervezetekben is
kimutathat6. Evollciojuk folyaman génduplikaciok sorozata biztositotta azt, hogy a
legtobb mai EF-hand doménnel rendelkez6 fehérjében tobb ilyen motivum is
megtalalhatd, igy egyidejlleg tobb kalcium-ion megkdtésére is alkalmassa valtak
(Lewit-Bentley és Rety 2000, Schwaller és mtsai 2002, Carafoli és Krebs 2016).

2. abra: Az ,,EF-hand” és a secretagogin szerkezete

A: Az “EF-hand” szerkezete: spiral-hurok-spiral felépitésii motivum, mely a kalcium-ion
megk6tésére konformdciovaltozdason megy keresztiil (“kinyilik”).

B: A secretagogin strukturdlis szerkezete, mely 6 “EF-hand” motivumot tartalmaz.

(Képek forrasa: http://chemistry.umeche.maine.edu/MAT500/Proteins8.html,
https://pdb101.rcsb.org/learn/structural-biology-highlights/secretagogin - médositva)
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A Kkalcium-kot6 fehérjék az EF-hand motivumon kivil egyéb jellegzetes szerkezeti
elemet is tartalmazhatnak. Egy masik alcsaldd a C2-doménnel rendelkez6é fehérjék
alcsaladja. A C2 domén a membranok foszfolipid molekulaihoz képes kapcsolodni. Ide
tartozik az exocit6zisban és a neurotranszmitter tritésben fontos szinaptotagmin (Brose
és mtsai 1992), illetve a szdmos jelatviteli Utvonalban kiemelkedd szerepet betoltd
protein kinaz C is (Carafoli és Krebs 2016).

Az EF-hand motivummal rendelkez6 kalcium-koté fehérjék két nagy csoportot
alkotnak: a kalcium szenzor és a kalcium puffer fehérjék csoportjat (Schwaller 2009,
Mikhaylova és mtsai 2011).

A kalcium-koto fehérjék ezen csoportjai egymastol élesen nem elkiilonithetéek, hiszen
az ide sorolhato fehérjék szerepe szamos tényez6t6l fiigghet (affinitds, koncentracio,
jelatviteli partnerek). A kalcium-kot6 fehérjék kozil a szenzor fehérjék kalcium-kotés
hatasara konforméacidvaltozason mennek keresztil, igy képessé valnak kiilonboz6
kindzok és foszfatdzok aktivalasa altal a jelatviteli utak beinditasara (Skelton és mtsai
1994, Schwaller 2009, Sudhof és Rothman 2009). JelentOs szereppel birnak alapvetd
sejtélettani mechanizmusokban, mint példaul a sejtosztodas-, az exocitozis-, vagy az
axonndvekedés. Az ide tartozd6 csaladok kozil talan a legjelentésebbek a
szinaptotagmin, calmodulin, S100, és a neuralis kalcium szenzorok (Mikhaylova és
mtsai 2011).

A puffer fehérjék ezzel szemben konforméaciovaltozas nélkil, lokalisan szabalyozzak a
kalciumszintet, és jelentds kiilonbséget mutatnak kalcium-koté affinitasukban is, mely
jéval nagyobb a szenzor fehérjék ezen paraméterénél (1. tablazat). A csoport
kiemelked6 tagjai a parvalbumin, a calretinin, és a calbindin (D9k, D28k) (Mikhaylova
és mtsai 2011). A D28k calbindin, és a calretinin szenzor-jellegli funkciokkal is
rendelkeznek. A parvalbumin legféképpen a rovid kalcium szignalokat modulalja az
izom-, és idegsejtekben. Nagy affinitassal koti meg a kalciumot, emellett pedig
magnézium-ion megkotesere is alkalmas. Mindharom fehérjének szerepe van tébbek
kozo6tt a motoros koordinacidban, és a szinaptikus plaszticitds valamely

részfolyamataban (Schwaller és mtsai 2002, Schwaller 2009).
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1. téblazat: Kalcium-koté fehérjék jellemdi

A legismertebb kalcium-k6t6 fehérjék dsszehasonlitisa, jellemzd tulajdonsagaik alapjdn.
kDA kilodalton, Kd kalcium-két6 affinitds

parvalbumin | calbindin | calbindin | calretinin | calmodulin | secretagogin
D28k D9k
molekulatdmeg | 10-12 28 9 29-31 16.7 32
(kDa)
EF-domén 3 6 2 6 4 6
funkcionalis 2 4 2 5 4 5
EF-domén
Mg?*-koté + - - - + +
képesség
Kd (nM) 4-9 180-240 | 200-500 | 380- 5000 25
1500

A kalcium-koté fehérjék tobbsége az egesz kdzponti idegrendszer tertiletén kimutathatd,
am mennyiségiik nem egyenletes eloszlasu, igy a kiilonb6z6 agyi régidkban jellegzetes
mintazatot mutatnak. Ez a specifikus expresszid teszi lehetévé neuralis molekularis
markerként val6 felhasznalasukat (Andressen és mtsai 1993, Freund és Buzsaki 1996,
Riedel és mtsai 2002). Néhanyuk expresszidja specialis: igy a hippocalcin szenzor
fehérje peldaul csak a hippokampuszban, a recoverin pedig csak a retina fotoreceptor
sejtjeiben talalhaté meg (Burgoyne és Haynes 2012). Kalcium-koté fehérjék altalaban
GABAerg (gamma-aminobutyric acid) gatld interneuronokban fordulnak elé. Ez alol
kivételt képeznek tobbek kozoétt a kisagyi parvalbumin-pozitiv Purkinje-sejtek, illetve a
kéregben taladlhatd calbindin-tartalmd piramissejtek is (Morys és mtsai 1999,
Kemppainen és Pitkanen 2000, Schwaller és mtsai 2002).

A kalcium-koté fehérjék sejten beluli eloszlasat a szabad aminocsoportot tartalmazd N-
terminalis véguk hatarozza meg, mely mirisztoilaciéval képes a membranhoz
irreverzibilisen kapcsolodni. Az idegsejtekre jellemzé a kalcium-koté fehérjék
kiilonbozé mértékli  kolokalizacioja, egyiittes eldfordulasa. Ezek a molekulak
redundanciat nem mutatnak, azaz az egyik fehérje hianya esetén annak funkcidjat a
masik fehérje nem kompenzalja (Mikhaylova és mtsai 2011, Burgoyne és Haynes
2012).

10
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1.3 Uj kalcium-szenzor fehérje: secretagogin

A kalcium szenzor fehérjék csaladjanak egyik Ujabban felfedezett tagja a secretagogin
(scgn), melyet hasnyalmirigy béta sejtjeibél Ludwig Wagner izolalt els6ként 2000-ben
(Wagner és mtsai 2000, Rogstam és mtsai 2007). A béta sejtekben az inzulin
Klatrinburkos vezikuldkba csomagolva szallitddik, Uritésiik (exocit6zisuk) pedig a
vercukorszint megemelkedésének hatdsara kalcium-fiiggé modon torténik. Ebben a
folyamatban vesz részt a secretagogin, valdszintileg protein kinazok-, vagy mas effektor
molekulak szabalyozésan keresztil (Gartner és mtsai 2007, Rogstam és mtsai 2007).

A secretagogin calretininhez és calbindinhez (CB-D28k) hasonléan hat EF-hand
motivumot tartalmaz (2/B é&bra), am ebbo6l csak o6t képes a kalcium tényleges
megkotésere  (Schwaller 2009). Gerinces ¢él6lények  kozott  szerkezetében és
funkciojaban is konzervalt (Mulder és mtsai 2009). A secretagogin gén emberben a 6.,
egérben a 13., mig patkanyban a 17. kromoszéman lokalizalddik. Szekvenciaja egy 276
aminosavbol all6, 32kDa molekulatomegii fehérjét kodol. Frakcionaldsi és
elektronmikroszkopos vizsgalatok kimutattdk, hogy a secretagogin legnagyobb
mennyiségben a citoszolban talalhato meg, de a sejtmag terlletén, illetve
membrankompartmentekben is megfigyelheté (Wagner és mtsai 2000). A secretagogin
expresszidjat szamos fajban (madarakban, ragcsalokban, féemlésokben, emberben)
vizsgéltak: legnagyobb mennyiségben a hasnyalmirigyben fordul el6, de a majban,
pajzsmirigyben, a gasztrointesztinalis szervekben, és a kdzponti idegrendszerben is
kimutathato (Wagner és mtsai 2000, Gartner és mtsai 2001). A kozponti idegrendszeren
belil a fajok kozott a secretagogin fehérje expressziés mintazataban jelentOs
kilonbségeket tapasztalhatunk, mely eltéréseket a transzkriptomikai vizsgalatok
adataibol is megfigyelhetjik (3. abra). Human agyvel6k posztmortem vizsgalatakor sok
secretagogin-pozitiv sejtet fedeztek fel a temporalis lebenyben, a hippokampuszban, a
hipotalamuszban, és a kisagyban is (Mulder és mtsai 2009). A fejlett szaglérendszerrel
rendelkez6 ragesalok Kisagyi régiojaban ez a fehérje csak elenyészé mennyisegben van
jelen, ellenben szaglégumojuk kiemelked6é mennyiségli secretagogint tartalmaz (Hanics
és mtsai 2017), mely megbizhatd kontrollként szolgal a kiilonbozé hisztokémiai-, és
molekularis vizsgalatok soran. A secretagogin fajok kozott tapasztalhatd, az egyes
szervrendszerekben  megmutatkozd  jelentés  eloszlasbeli  hasonlosagai,  és

fehérjeszerkezetének konzervaltsaga megalapozottd teszi a modellorganizmusokon

11
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vegzett kisérletek jelent6ségét, és interpretalhatosdgdt human vonatkozasban.
Mindemellett figyelembe kell venniink-, és kell6 gondossaggal kell kezelniink a

mintazati, €s egyéb, viselkedésbiologiai killonbségeket.

3. &bra: A secretagogin gén expresszioja human és egér agyveloben

A secretagogin gén expresszioja human (A)-, és egér (B) agyveloben, RNS szekvendlasi
adatsorok alapjan. Az emberben a secretagogin gén kifejezédése a kisagy-, €s a hipotalamusz
teriiletén (AY), mig egérben (BY) a szaglégumoban a legerételjesebb.

(Kép forrésa: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000079689-SCGN - modositva)

12
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1.4 Az amygdala anatémiaja

Az amygdala (corpus amygdaloideum, mandulamag) a temporalis lebenyben talalhato
agyi régio, melyet Burdach azonositott a XIX. szazad elején (4/A abra). A gorog-
eredetii sz0 jelentése mandula, mely a struktura alakjara utal. A szdvettani technoldgiak
fejlodésének koszonhetéen késObb vilagossa valt, hogy az eredetileg amygdalaként
azonositott sejtcsoport (a bazolateralis mag) az 6t koriilvevo régidkkal anatomiailag

osszetartozik, és funkcionalis egységet alkot. igy mara az amygdalat kiilonallo

magcsoportok 6sszességébdl felépiild komplexnek tekintjik (Mcdonald 2003, Sah és
mtsai 2003).

Bregma
-2.16mm

4. dbra: Az amygdala komplex alegységei

A: Egér agyveld egyik oldali féltekéjének keresztmetszete, és az amygdala komplex
elhelyezkedése. A': Az amygdala fobb alegységei. B:A secretagogin fehérje eloszlisa egér
amygdalaban, immunhisztokémiai festéssel jelGlve.

BLA basolateral amygdaloid nucleus, BMA basomedial amygdaloid nucleus, CeC central
amygdaloid nucleus capsular part, CeL central amygdaloid nucleus lateral division, CeM
central amygdaloid nucleus medial division, IS intercalated cells, LA lateral amygdaloid
nucleus, MeA medial amygdaloid nucleus, scgn secretagogin. (A szerzé sajat braja.)

Az amygdala magcsoportjai citoarchitekturalis, hodologiai, funkcionalis, és morfologiai
szempontok alapjan tobbféleképpen csoportosithatéak (Pitkanen és mtsai 1997). Az

altalam is kovetett felosztas szerint harom nagy magcsoportot kilonboztetlink meg: a
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bazolaterélis, a centromedidlis-, és a kortikalis magcsoportot. Ezen magcsoportokhoz
Osszesen tobb, mint 10 mag tartozik, melyek tovabbi divizidkra oszthatoak. A
bazolateralis csoportot alkotjak a bazalis, lateralis, és a kiegészité bazalis magok; a
centromedidlis amygdalahoz tartoznak a centralis és medialis magok, végul pedig
megkilonbdztetink egy kéreg-szerii csoportot is, melyet a lateralis szaglokoteg magja,
és a kortikalis magok alkotnak (4/A! 4bra) (Sah és mtsai 2003). A centralis mag négy
diviziora oszthato (kapszularis, lateralis, intermedialis, és medialis), melyek kiemelkedd
szereppel rendelkeznek a munkam soran.

Swanson és Petrovich az amygdala magvait funkcionalis 0sszetartozas és kilénbségek
alapjan négy nagy csoportba osztotta: a frontotemporalis, az autonom, a f6-, illetve a
kiegészitd szaglorendszerhez kapcsolhatd régiokba (Swanson és Petrovich 1998). A
centralis és a medialis amygdalat magaba foglald autondm csoport feladata a
feldolgozott informacié tovabbitasa a fiziologiai, érzelmi és viselkedésbeli véalaszok
Kivaltasara. Ezek a sejtcsoportok a striatumra jellemz6 jegyeket hordoznak, ennek
megfeleléen foleg GABAerg-projekcids neuronokat tartalmaznak (Mcdonald és
Augustine 1993). A frontotemporalis, kéreg-szerii csoport a claustrum ventromedialis
kiterjedésének tekinthetd, és a kéreggel szoros Osszekottetésben 1évé bazolateralis és
lateralis egységeket tartalmazza. A masik két csoport a szaglérendszerrel van
kapcsolatban, és foként medidlis, illetve kortikéalis amygdalaris egységek sorolhatoak
ide (Alheid 2003, Sah és mtsai 2003).

Régota tartja magat az az elképzelés, mely az amygdala komplexumot egy &sibb, a
szaglorendszerrel 0sszekottetésben 1évé kortikomedidlis, és egy filogenetikailag Ujabb
megjelenésii, neokortexhez kapcsolodd bazolateralis régiora osztja. Johnson szerint az
elobbi teriilet kiterjesztéseként, folytatasaként értelmezhetd a bed nucleus of stria
terminalis (BNST), mely igy funkcionalisan az amygdala komplex részének tekinthetd
(Mcdonald 2003). Az 6 nevéhez fliz6dik a kiemelkedd jelentéséggel bird bedgyazott
(,.intercalated”) sejtcsoport leirasa is, mely neuroncsoport az amygdalahoz tartozik
ugyan, de annak magjai kozé nehezen sorolhaté be. Alheid és Heimer elgondolasai
alapjan a mult szdzad végén sziiletett meg az ,,extended amygdala” koncepcio, mely az
amygdala Johnson altal lejegyzett, ventrobazalis iranyban torténd Kiterjesztésén alapszik
(Alheid és Heimer 1988, Alheid 2003). Alapja, hogy a centromedialis amygdala a

korulotte 1évo teriiletekkel szamos hasonlosagot mutat, Osszekottetésben allnak
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egymassal, és hasonlo efferentdcidval birnak, idegsejtjeik koz6s hipotalamikus és
agytorzsi teriileteken végzddnek. Az extended amygdaldhoz sziikebb értelemben a
BNST, a nucleus accumbens, a centromedialis amygdala, és az ezeket Osszekotd
neuronokat magaba foglalo folyosé (substantia innominata) tartozik (Alheid 2003). Két,
anatomiailag és funkcionalis is jol elkiilonitheté régiobol all, melyek a centralis és
medialis extended amygdala nevet viselik. A félelmi reakciokért felel6s centralis
extended amygdala része a centralis amygdala és a laterdlis BNST, mely a nucleus
accumbenssel folytonos (Martinez-Garcia és mtsai 2008). A nemi reakciok (szexualis
viselkedés, utdédgondozasi magatartas, territoridlis agresszid) kivaltasaban szerepet
jatsz6 mediélis extended amygdala a medialis amygdalab6l és a medialis BNST-bol all
(Newman 1999, Pereno és mtsai 2011).

Fejlodéstanilag az amygdala két részre oszthatd. A centralis-, és az extended
amygdalanak megfelel6 teriilet szubpallialis eredetil, striatalis jellegeket hordoz, igy az
ott jellemz6 kozepes tiiskés GABAerg projekcids neuronok adjak az idegsejtek
tobbségét. Az amygdala bazolateralis és kérgi részei az eléagy pallialis részébol
szarmaznak. Ezen a terlleten az agykéreg piramissejtjeihez nagyon hasonld serkentd
glutamaterg projekcios neuronok talalhatdak, melyek a ventromedialis el6agy (BNST,
centréalis amygdala, nucleus accumbens) teriiletére vetitenek (Pape és Pare 2010).

Az amygdala filogenetikailag legfiatalabb része a kortikalis amygdala, mely csak a
békaknal magasabb rendszertani csoportokban jelenik meg. Az evollcié sordn a
bazolateralis régio mérete a centralis alegységéhez képest fokozatosan ndvekszik, amely
az agykéreggel vald kétirany(i kommunikacio fejlodését teszi lehetévé (Chareyron és
mtsai 2011, Janak és Tye 2015).
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1.5 Az amygdala kapcsolatrendszere

A kozponti idegrendszerben az egyes neuroncsoportok haldzatban valo elhelyezkedése,
afferens és efferens Osszekottetései alapvet6en hatarozzak meg a funkciojukat. A
retrograd és anterograd palyakovetési eljarasoknak koszonhetéen az amygdala
valtozatos, alegységenként nagy diverzitast mutaté kapcsolatrendszerét méra részletesen
feltérképezték. A bazolaterdlis magcsoporthoz tartozé lateralis mag az amygdala
komplex ,,érz6 hatarére”, igy az elsédleges befogaddja a talamuszbol és a szenzoros
kéregb6l bearamld érzé informacioknak. Ezek a stimulusok érkezhetnek a szaglo, a
szomatoszenzoros, a viszceralis, az akusztikus, és a latokéregbdl is. A hallasi és a latasi
informéacidk féként az asszociacios teriiletekr6l érkeznek a lateralis divizié dorzalis
részébe (Mcdonald és mtsai 1999). A hosszutavi memdria kialakitasaban fontos kérgi-,
és hippokampalis régiok, valamint az amygdala k6z6tt erés, kétiranya kapcsolat van. A
kllvilag ingereit kozvetitd glutamaterg rostok szabalyozasat a lateralis alegység gatld
interneuronjainak lokalis halézata végzi. Az amygdala tovabba hipotalamikus és
agytorzsi bemenetekkel is rendelkezik, melyek a viselkedés kialakitasaért felels, és az
autoném teriiletekrol érkeznek.

A centralis mag ezzel szemben a legfobb kimeneti teriilet, ahonnan féleg az agytorzs, a
hipotalamusz és a kéreg felé indulnak projekciok (Ledoux 2000). A foként GABAerg
idegsejteket tartalmaz6 centromedidlis részb6l az agytorzsbe érkezé informaciok
hatasara kovetkeznek be az élettani, hormondlis és viselkedésbeli valtozasok, mint
példaul a predator jelenléte altal kivaltott megdermedés, a ,,freezing” reakcio (Ehrlich és
mtsai 2009). A centrélis amygdalaba szamos agyteriiletr6l érkezik stimulus, melyek itt
integral6dnak, majd az informacié elhagyja a magkomplexum teriiletét (Mcdonald és
mtsai 1999).

Az amygdalan belili 6sszekottetések szerepének is egyre nagyobb jelentdséget
tulajdonitanak. Ez a halozat sokkal inkabb értelmezhetd kétiranya, reciprok
Osszekottetések halmazanak, mintsem egyiranyd kapcsolatrendszernek (Sah és mtsai
2003). Az intra-amygdalaris informaciéaramlasnak harom szintjét kilonbdztetjik meg:
az egyes magok kozotti internuklearis, a diviziok kozti interdivizionalis, valamint a
diviziokon belili intradivizionalis kapcsolatokat (Ledoux 2000, Ehrlich és mtsai 2009).
Az informécié tovabbitasanak altalanos sémaéja szerint a kiilvilagbol érkez6é impulzus a

bazolateralis egységbdl a centromedidlis magcsoportba jut, majd innen hagyja el az

16



DOI:10.14753/SE.2021.2544

amygdala teruletét. A lateralis és a centralis magok kozott ugyan van direkt kapcsolat is,
de ennél fontosabb a bazélis-, és a beagyazott magok kozvetitésével megvaldsul6

Utvonal.

1.6 Az amygdalaban el6fordulé sejttipusok

Az amygdala komplexum diverzitasa a magcsoport-eloszlasan, és 6sszekottetéseinek
sokféleségén Kkivil neurontipusainak sajatossagaiban is megnyilvanul. Az amygdala
bazolateralis részében talalhatd idegsejtek kortlbelll 80%-a glutaméaterg projekcios
neuron (Pape és Pare 2010). A centralis amygdala meghatarozo sejttipusa — a
striatumnak megfeleléen — GABAerg neuron. Az amygdala az emlitett projekcios
neuronokon kiviil foként GABAerg gatlo interneuronokat tartalmaz, melyek az altaluk
expresszalt kalciumkoto-fehérjék és peptidhormonok tekintetében nagy diverzitast
mutatnak. A sejtek felében megtalalhatdé a calbindin, ami mellett parvalbumin,
kolecisztokinin, vagy szomatosztatin is expresszalodhat (Kemppainen és Pitkanen
2000). Az interneuronok maésik nagy csoportjaban calretinin van jelen, ezekben is
eléfordulhat kolecisztokinin. Ujabban az amygdalaban megfigyelheté gatlosejteket a
kéregben tapasztaltakkal megegyezéen harom nagy csoportba soroljak: a projekcios
neuronok periszomatikus részével szinaptizald parvalbumint, vagy kolecisztokinint
kifejez6 kosérsejtek, és az axo-axonikus kapcsolatokat kialakitd, parvalbumint
expresszald neuronok (Veres és mtsai 2014, Veres és mtsai 2017).

Az amygdalaban komplex, és precizen 6sszehangolt gatlo haldézat miikodik, mely
normalis esetben a cellularis aktivitast alacsony szinten tartja. A hal6zatot alkot6 gatlo
interneuronok szinapszisokat képeznek a glutamaterg serkenté projekcios idegsejtekkel,
mely kapcsolaton keresztiil azok mitkodését szabalyozni képesek. Ennek megfeleléen az
amygdala mikodését befolyasold neuromodulatorok f6 célpontjai ezen géatld

interneuronok.
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1.7 A centromedialis magcsoport jellemzo sajatossagai

Munkéam soran leginkabb az amygdala centromedialis magcsoportjat tanulmanyoztam,
ezért az itt jellemzO sejttipusokat, illetve azok funkcidjat és kapcsolatrendszerét
részletesebben mutatom be. Mig a bazolateralis amygdala a kiilvilagbol érkez6
informéciok fogadasat, azok feldolgozasat és tarolasat vegzi, addig a centralis amygdala
a vedekezési reakcidk kivaltaséért felel. Veszélyhelyzet vagy fenyegetettség esetén a
centromedidlis alegység neuronjai gatlé bemeneteket biztositanak az agytorzs és a
hipotalamusz terlletére, ezzel hozzajarulva az autonOm és a motoros valasz
kialakulasédhoz (Ciocchi és mtsai 2010, Gu és mtsai 2020).

Az utobbi években a szakirodalomban fellelheté kutatisok az amygdala centralis
magjanak a divizidi kdzll a centrolateralis és a centromedialis régioknak tulajdonitanak
a legnagyobb jelentéséget. A centrolateralis amygdalaban jellemzbéen gatlo GABAerg
interneuronok talalhatéak, melyek peptidek — Ggy, mint: vazopresszin, oxitocin,
kortikotrop rilizing faktor (CRH), enkefalin, szomatosztatin (SOM) - és receptorok
diverz populaciojat fejezhetik ki (Haubensak és mtsai 2010, Kunjiappan és mtsai).
Ezeknek a neuronoknak egy Ujabban alkalmazott markere egy proteineket foszforilald
enzim, a O-tipust protein kinaz C (PKC3), mely a sejtek 50%-&ban kimutathato.
Megfigyelték tovabba, hogy a PKC&+ neuronok szomatosztatint, kortikotrop rilizing
faktort és dinorfint nem expresszalnak, illetve a késon tiizelé idegsejtek (,,late-firing”)
elektrofiziologiai sajatossagait mutatjak. A centrolateralis divizio6 masik nagy
sejtcsoportjat a szomatosztatin-tartalmd neuronok alkotjak, melyek kdzé gyors, és lassu
tlzelési mintazattal bird idegsejtek egyarant tartoznak (Ciocchi és mtsai 2010,
Haubensak és mtsai 2010, Hunt és mtsai 2017). A PKCé+ és a SOM+ sejtek egymastol
jol elkiilonithetd populaciot alkotnak, funkcidjukat mégis Osszehangolt miikddésiiknek
koszonhetéen tudjak betolteni (5. &bra). A SOM+ neuronok a lateralis amygdalabol
kozvetleniil kapnak bemenetet, igy egy veszélyhelyzetet jelzd ingerre (példaul félelem
kondicionalas soran a kondicionalt hangjelzésre) gyors aktivaciot mutatnak. Ez ihlette a
sejtcsoport szakirodalomban elterjedt elnevezését, ahol gyakran ,fear-on” vagy ,,Cel-
on” sejtekként emlegetik azokat. Ennek megfeleléen a PKCo-t kifejezd neuronokat
hivhatjuk ,,fear-off” vagy ,,CeL-off” sejteknek, melyek a valaszreakciok kivaltasaért
felel6s effektor régiokkal dsszekottetésben allé centromedidlis divizidba projicialnak. A
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CeL-on sejtek gatoljak a CelL-off sejteket, igy a valaszreakcio diszinhibicié atjan
valosulhat meg (Ehrlich és mtsai 2009, Haubensak és mtsai 2010, Wolff és mtsai 2014).
A centrolateralis amygdala GABAerg interneuronjai elsésorban lokalis dsszekottetéseik
révén vesznek réeszt a sejtélettani és viselkedésbiologiai folyamatok szabalyozasaban,
azonban tavolabbi projicidkat is megfigyeltek, példaul a CeL-on sejtek esetében a
sublentikularis extended amygdala terlletére (Sun és mtsai 2020). A CelL-on neuronok
tovabba a centrolateralis amygdala CRH-tartalmu idegsejtjeivel kdlcsonds gatld
kapcsolatban allnak, ami a veszélyhelyzetre adott védekezési reakcio fajtajanak a

meghatarozasaban fontos (Fadok és mtsai 2017).

veszélyinger

Cel BLA
PAG CeM o -

x ) Xk

PKCoO+ Cel-off neuron

5. dbra A centromedialis amygdala gatlé interneuralis hal6zata

A kiilvilag veszélyt jelzé ingereirél a bazolaterdlis amygdala glutamaterg neuronjai
kozvetitenek informécidot a centrolaterdlis divizibba, amit a CeL-on sejtek fogadnak. Ezek
szomatosztatin+ sejtek, melyek gatoljak a CeL-off, PKCo+ interneuronok miikodését, melyek az
effektor régiok altal kivaltott valaszreakcidk létrejottét szabalyozzak.

BLA basolateral amygdaloid nucleus, CeL central amygdaloid nucleus lateral part, CeM
central amygdaloid nucleus medial part, PAG periaqueductal gray, (4 szerzé sajat abrdja.)
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1.8 Az amygdala kozponti szerepe a viselkedésben

Az amygdala a limbikus rendszer részeként kiemelkedd szerepet jatszik az érzelmi
folyamatok szabalyozasaban, és egyarant fontos szintere a tanulasnak és a memoria
kialakulasanak. Az amygdala jelentésegére az érzelmek és a viselkedés
0sszehangoldséban elséként Kliiver és Bucy szolgalt kisérletes bizonyitékokkal (Bucy
és Kluver 1955, Kluver és Bucy 1997). Majmokon hajtottak végre mediélis temporalis
lebeny léziot, majd vizsgaltak az allatok viselkedését. Ezek a majmok a félelem, a
harag, a szocialis interakciok teljes hianyat, valamint hiperszexualitast és hiperoralitast
mutattak. Az elvegzett 16zi6 az amygdalan kivil a hippokampuszt, és a kornyez6 kérgi
régiokat is tartalmazta. Késobb a kisérletet Weiskrantz ismételte meg, aki célzottan csak
az amygdalat tavolitotta el (Weiskrantz 1956). Eredményei az eddigieket megerésitve
bizonyitottak az amygdala kdzponti szerepét az emocionalis folyamatokban. A kutatok
a tapasztalt tlineteket ,,pszichés vaksagként” definidltdk, és a human amygdala sériilése
esetén jelentkezd tiinetegyiittest Kliiver-Bucy szindrémanak nevezték el. A 1€zios
vizsgalatokkal 6sszhangban az amygdala elektromos ingerlése allatokban és
emberekben egyarant félelmet és szorongast valt ki. Tovabbi kisérletek bizonyitottak,
hogy az amygdalanak szerepe van tobbek kdzott az étvaggyal, szexuélis viselkedéssel, a
helypreferenciaval, és a fliggbség kialakulasaval kapcsolatos viselkedési elemekben is
(Sah és mtsai 2003).

Az amygdaldnak az emocionalis véalaszok kialakitasdban-, és a viselkedési
folyamatokban bet6ltott funkciojanak kisérletes vizsgalata szamos nehézségbe Utkozik.
A kiilonbozé 1€zios-, és viselkedési Kisérletekhez torvényesen felhasznalhaté allatok
(ragcsalok) érzelmeinek a felismerése és a tanulmanyozasa, az embereknél jelentds
szereppel rendelkezé beszéd nélkiil meglehetésen nehéz. Az egyetlen allatokon is
vizsgalhat6 érzelem a félelem. A félelem egy, az evollcidban konzervalt, minden érz6
fajban eléfordulo alapérzelem, mely adaptiv stratégiaként is funkciondl az egyed
tulélesének erdekében. Leirtak tobb fajban a legyekt6l az emldsokig, beleértve a
férgeket, kigyokat és a halakat is (Ledoux 2000). Habar a félelemérzethez vezet6
biokémiai valtozasok és neuralis mechanizmusok mindenkinél hasonléan jatszddnak le,
a félelem egy szubjektiv, es tudatos allapot. Szubjektiv, hiszen az adott egyed adott
szituciora vonatkoztatott kognitiv allapotat tiikrozi; és tudatos, mert az egyed a (velt

vagy valos) kozelgd veszélynek a tudatdban van. Ennek megfelelden a kiilonb6z6 fajok
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kozotti adatsorok interpretalhatosagat kellé koriiltekintéssel kell kezelniink. Mi,
emberek hajlamosak vagyunk a sajat érzéseinket felfedezni mas ¢él6lények
magatartasanak a hatterében. Ezen antropomorfizmus kiklszébolésére, illetve a
terminologiai  félreértések elkeriilésének erdekében, UGjabban laborkisérleteknél a
»felelem” elnevezés helyett gyakran olvashatjuk az ,averziv’ vagy ,elkeriilési
viselkedés”, és a ,,védekezési valasz” kifejezéseket (Izquierdo és mtsai 2016, Mobbs és
mtsai 2019). Ezeknek az elkerilési reakcioknak az intenzitasa széles skalan mozoghat: a
ledermedéstdl, a menekiilésen keresztiil egészen a tdmadasig.

A félelemi reakcidk, és egyben az asszociativ tanulas szeles korben alkalmazott
Kisérletes formaja a félelem-kondicionalas (7/A abra). A félelem-kondicionélas a
klasszikus Pavlovi kisérleten alapszik, melynek soran az éallatok megtanulnak egy
szdmukra semleges ingert 6sszekotni a veszéllyel. A kisérlet soran egy neutralis,
kondicionalt stimulust péarositanak egy averziv, kondicionalatlan ingerrel (Ledoux
2000). A klasszikus modellben a védekezési, averziv reakciot kivaltd inger egy enyhe
aramités, melyet hangingerrel parositanak. Utobbi helyett alkalmazhaté még fenyhatas,
szag/illat, esetleg egy adott kontextus is. A kontextus-fliggé kondicionalas szintere az
amygdala és a hippokampusz, mig a klasszkius kondicionalas kimondottan az
amygdalahoz kothetd. Az asszociacio kialakulasaval a semleges inger 6nmagaban is
Kivaltja a valaszreakcidt. Ez a véalaszreakcié ragcsalokban tipikusan a mozdulatlan
ledermedésben (,,freezing”) nyilvanul meg, de jellemz6 a vérnyomas és a szivfrekvencia
fokozddasa, valamint vérbol kimutathatd a stresszhormonok szintjének emelkedése. Ez
az asszociativ, tanulasi mechanizmus gyorsan kialakul - gyakran elég egy parositas-, és
hosszan, akar egy életen & megmaradé memdridhoz vezethet. Amennyiben az averziv
stimulust elhagyjuk, és a kondicionalt inger 6nmagaban tobbszor ismétlodik, a kivaltott
reakciok gyengiilnek, végiil kioltodas (,.extinctio”) kovetkezik be. A kioltddas soran
nem a mar meglévé memoria tlinik el, hanem egy 1j tanulasi folyamat soran ij memoria
alakul ki. A folyamatban az amygdala alegysegeinek a szerepe kulcsfontossagu. Az
ingerek tarsitasa és a memoria kialakulasa a bazolateralis-, mig a védekezési reflex

kialakuldsanak szabalyozasa a centromedialis magcsoporthoz kothetd.
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1.9 A felelem-kondicionélas folyamata

Félelem-kondicionalas soran az auditoros (hang) és a szomatoszenzoros (aramuités)
bejovo ingerek a kéregbdl, illetve a talamuszbdl érkeznek a lateralis amygdala tertletére
(6/B éabra). Az itt talalhatd neuronok mindkét bemenetbdl részesiilnek, tehat ez a
neutralis-, és averziv inger konvergalasanak kdzpontja (Johansen és mtsai 2011). A
feldolgozott informéacidt a lateralis amygdala a centrélis alegységbe vetiti kdzvetlenil,
vagy kodzvetve mas intraamygdalaris sejtcsoportokon keresztil. Az amygdala tertletérol
vegul a projekcidk a hipotalamuszhoz és az agytérzshdz (periaqueductal gray, locus
coeruleus, parabrachialis mag) érkeznek, ahol a védekezési viselkedés, a hormonalis és
autondém valaszok szabalyozésa zajlik (Ledoux 2000, Sah és mtsai 2003, Duvarci €s
Pare 2014).

A félelmi kondicionalas soran egy asszociativ tanuldsi folyamat jatszodik le, a
plasztikus valtozasok kovetkeztében pedig memoria alakul ki. A mechanizmus soran
bekovetkezd cellularis valtozasok a szinaptikus kapcsolatok megerésodéséhez, és U]
szinapszisok kialakulashoz vezetnek. Ezt a folyamatot, a szinaptikus plaszticitas
aktivitasfiggd formajat, hosszd-tavu potenciacionak, roviden LTP-nek (long-term
potentiation) nevezziik. Ez a plaszticitas kodolja a lateralis amygdaldban megvaldsuld
neutralis- és averziv inger tarsitasat (Ledoux 2000, Johansen és mtsai 2011). Az LTP
bekdvetkezhet tobb agyteriileten (amygdala, hippokampusz, agykéreg) is, melyek mas
effektor régiokon keresztiil kiilonb6z6 viselkedési valaszokat indukalhatnak.

Az LTP bonyolult jelatviteli kaszkad miikddése révén kovetkezik be, és végsd soron a
sejtmagban transzkripcids faktorok mozgdsitasaval fejti ki hatasat a génexpressziora. A
jelatviteli utvonalak beinditasahoz elengedhetetlen az intracellularis kalcium-szint
megemelkedése, mely tobbek kozott az NMDA (N-metil-D-aszpartat) receptor

aktivalddasanak hatéasara torténik (Ehrlich és mtsai 2009).
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6. abra: A félelem-kondicionalds menete és mechanizmusa

A: A félelem kondiciondlas egy harom napos kisérlet, melynek elsé napjan torténik a
habituacid, masodik napjan kapjak az allatok a kondicionalt (hang)-, és kondicionalatlan
(aramités) ingerek parositasait, végul az utolsé napon csak kondicionalt ingert kapnak. B: A
kiilvilagbol érkezd ingerek tarsitisa a laterdlis amygdaldban torténik, ahonnan az informécié a
centralis amygdalan at az effektor régiokhoz érkezik.

CeA central amygdaloid nucleus, LA lateral amygdaloid nucleus. (4 szerz6 sajat abrdja.)

Az NMDA receptor egy heterotetramer szerkezetii ligandvezérelt receptor, mely kation
csatornaként is funkcional. NR1, NR2 és NR3 kiilonboz6 tipust alegységeibdl épiil fel,
mely alegységek vezikularis transzporttal szallitodnak a transz-Golgi halézattél

Osszeszerel6dési helyiik, a posztszinaptikus membran felé (Cull-Candy és Leszkiewicz
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2004). A receptor miikodoképes tetramer szerkezete abban az esetben tud kialakulni, ha
horgonyz6 molekuldk (példaul a posztszinaptikus denzitds 95 fehérje, PSD-95)
segitségével keépes rogzilni a sejtmembranban (Al-Hallag és mtsai 2007).
Aktivalodasahoz a glutamat megkdétésen kivil egy koaktivator, a glicin jelenléte is
szlikséges. Alapallapotban a pozitiv ionokra szelektiv csatornat egy magnézium-ion
blokkolja, melynek eltavolitasa a membran depolarizaciojanak a hatasara kovetkezik be
(Dingledine és mtsai 1999). A funkcionalo receptor mindig tartalmaz egy glicin
megkotésére képes NR1 alegységet. Az NR2 alegységnek négyféle (A,B,C,D) véltozata
van, melyek mindegyike a glutamat megkotését végzi. A leggyakrabban eléfordulo
receptortipus az NR1-NR2A, illetve az NR1-NR2B kombinaciobol épul fel (Luo és
mtsai 1997, Stephenson és mtsai 2008). Az NR2B alegység a PSD-95 fehérje
kotépartnere, mely stabilizdlja a membranhoz valo kotédést (Al-Hallag és mtsai 2007).
Az alegységen 3 darab tirozin foszforilacios hely talalhatd (Y1472, Y1252 Y1336),
melyek kozil az Y1472-n t0rténd foszforlilacid szabalyozza a receptor sejtfelszini
expresszidjat (Lavezzari és mtsai 2003, Chen és Roche 2007). Az NR2B alegység
kulcsszerepet tolt be a memodria kialakuladsaban is: azok a transzgénikus egerek,
melyekben az NR2B-t tlltermeltették, megndvekedett NMDA receptor aktivaciot
mutattak, illetve jobban teljesitettek az asszociativ viselkedestesztekben (Tang és mtsai
1999).

Az amygdalahoz kothet6 tanulési, és magatartasbioldgiai folyamatok soran egyarant az
NR2B alegyseégnek tulajdonitanak a legnagyobb szerepet. Az el6z6 fejezetben mar
ismertett védekezési mechanizmus soran, a centrolateralis amygdalaban talalhatd
idegsejtek bemenetet kapnak a lateralis amygdala neuronjaitél, ahol az ingeriletatvitel

szintén az NMDA receptor kdzvetitésével valosul meg (Ehrlich és mtsai 2009).
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1.10 Az amygdala neuropatoldgiaja

Az amygdala - a limbikus rendszer mas tagjaival egyutt - sz&mos neurodegenerativ
elvaltozasban és hangulati betegségben is jelent6s szereppel bir. A félelemmel
Osszefliggesbe hozhatd betegségekben, mint a poszttraumas stressz szindroma, a
szorongas, a depresszio, a skizofrénia, vagy a bipolaris zavar, az amygdala szintén
jelent6s szerepet tolt be (Jollant és mtsai 2011, Bickart és mtsai 2014). A félelem egy
evoldciosan konzervalt alapérzelem, ami a kdzvetlen veszélyhelyzetre alakul ki a talélés
érdekében (lzquierdo és mtsai 2016). A szorongads ezzel szemben egy jovObeni
fenyegetés elorejelzése. A félelem gyakran tarsul szorongassal, amely folyamatos
stresszt eredményezve pszichitriai tlinetegy(ttesek soranak a kialakulasahoz vezethet
(Pape és Pare 2010, Sun és mtsai 2020). Eppen ezek a mentélis betegségek jelentik
napjainkban az egyik legnagyobb kihivast, mivel gyakorisaguk fokozatosan emelkedik.
A legismertebb és leggyakoribb ezek kozil a depresszid. Depresszioban szenvedd
pacienseknél az amygdaléris idegsejtek nagyfoku pusztuldsat-, és a szinapszisok
szdmanak drasztikus csokkenését mutattak ki (Sheline és mtsai 1998, Hamilton és mtsai
2008). A skizofréeniaval diagnosztizalt egyének posztmortem vizsgalata ugyanezt az
eredményt adta (Kreczmanski és mtsai 2007). A poszttraumas stressz szindromaban
szenved0 Dbetegek magneses rezonancia vizsgalata az amygdalaris neuronok
aktivitdsanak abnormalis mértékli megemelkedését mutatta, amely a trauméat okoz6
inger kioltddasdban (extinkcid) bekdvetkez6 zavarral parosult (Blechert és mtsai 2007,
Maren és Holmes 2016). Egyre tobb, a poszttraumas stressz szindroma kezelésére
végzett kutatas iranyul ennek a folyamatnak a farmakol6giai manipulalasara. A mentalis
zavarok gyodgyitasara végzett kutatdsok lényeges eleme a félelemhez kothetd
viselkedésbioldgiai tesztek (félelem kondicionalas, open field teszt, emelt keresztpall6
teszt), melyeket a gyogyszerkisérletek preklinikai fazisaban sikeresen alkalmaznak (Sun
és mtsai 2020). Az amygdala a félelemhez kothetd betegségeken tul, szamos mas,
értelmi-, és hangulati zavarral jaro koros allapottal 6sszefliggésbe hozhato.

Példaul a kognitiv diszfunkcioval jellemezheté Alzheimer-kor korai szakaszéban a
medialis temporalis lebeny atr6fidja, az amygdala degenericioja figyelhetdé meg
(Cuenod es mtsai 1993). Ezen Kivil ujabban fedezték fel, hogy az autizmusban
szenvedd fiatalok amygdaldja nagyobb méretii, illetve felndttkorban az itt taldlhato

sejtek csokkent denzitasa jellemz6 (Schumann és mtsai 2004, Schumann és mtsai 2011).
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Az allatok és az ember kozott az érzelmek (kilonosen a félelem) mechanizmusa és
fizioldgidja nagyon hasonld. A ragcsalokon végzett magatartasbioldgiai kisérletek a
human mentalis-, és viselkedészavarok modelljéll szolgalhatnak, segitségikkel

kozelebb keriilhetlink a megfelel6 terapias célu eljaras kifejlesztéséhez
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2. Célkituzések

A secretagogin fehérje eloszlasanak immunhisztokémiai modszerekkel torténd

vizsgalata patkany amygdalabdl készilt sorozatmetszeteken.

A secretagogin-tartalmu idegsejtek morfoldgiai leirdsa, interneuron-, illetve
projekcios neuron jellegének meghatarozasa szOvettani modszerek, és

palyakovetesi eljarasok felhasznalasaval.

A secretagogin  fehérje  sejten  belilli  el6fordulasanak  vizsgalata

elektronmikroszkopos analizis, és sejtfrakcionalasi eljarasok segitségevel.

A secretagogin fehérje interaktiv partnereinek feltérképezése, és ismert neuralis

markerekkel valo egyiittes eléfordulasanak vizsgalata.

Réagcsalokon végzett viselkedésbiologiai modszerek felhasznalasaval a

secretagogin fehérje szerepének meghatarozasa az amygdala miitkodésében.

A secretagogin fehérje funkcigjanak vizsgalata azokban a sejtélettani
folyamatokban, melyek szerepet jatszanak az altalunk el6zéleg vizsgalt
viselkedési mintazatok kialakitasaban. Ezen vizsgalatokhoz in vitro

technologidk, és €losejtes (,,live imaging”) mikroszkopia felhasznalasa.

Emberi amygdala mintdk felhasznalasaval a secretagogin fehérje eléfordulasi
mintdzatanak meghatérozasa, a secretagogin-tartalmd idegsejtek morfoldgiai
leirdsa, illetve mennyiségik meghatarozasa az amygdala komplex koros

elvaltozasaihoz kothetd betegségekben.
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3. Anyag és modszer

3.1 Kiserleti allatok

Kisérleteim soran patkany (Rattus norvegicus) és egér (Mus musculus)
modellorganizmusokkal dolgoztam. A felhasznalt patkanyok 8-12 hetesek, és 300g
korlliek; az egerek pedig 6-18 hetesek és 30 grammosak voltak.

Munkamhoz kétféle, genetikailag modositott egértdrzset hasznaltam, melyekhez Prof.
Harkany Tibor tamogatasaval jutottam hozza. A C57BL/6 genetikai hattérrel rendelkez6
secretagogin-hianyos egerekben (scgn™") a secretagogin gén harmadik exonja utan egy
terminacios szignal talalhatd, melynek kdszonhetden a génkifejezédés gatolt (MMRRC,
Kalifornia) (Skarnes és mtsai 2011). A szintén C57BL/6 genetikai hatterii secretagogin-
Cre (Cre, carbapenem-resistant Enterobacteriaceae) egerek elballitasa sordn a
mesterséges  bakteridlis  kromoszoéma-konstrukciot (BAC, Bacterial Artifical
Chromosome) ,,Sleeping Beauty” transzpozon segitségével juttattak a genomba (Lee €s
mtsai 2001, Calvigioni és mtsai 2017).

Az allatkisérleteket az eurdpai elbirasoknak (86/609/European Communities Council),
és a Semmelweis Egyetem Allatvédelmi Tanacsadé Testilet Allatiigyi Etikai Bizottsaga
altal jovahagyott (63/2000) kisérleti protokollnak megfelelve hajtottam végre, amelyek
0sszhangban vannak a Fovarosi és Pest Megyei MezOgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
Elelmiszerlanc- biztonsagi és Allategészségiigyi lgazgatosaganak Jarvanyigyi és
Allatvédelmi Osztalya altal kiadott tmutatasokkal. Az allatkisérleti engedélyek szama:
PE/EA/1234-7/2017, 66.009/0145-WF/11/3b/2014, 66.009/0277-WF/V/3b/2017.

A felhasznalt Wistar tipust albind patkanyokat a Semmelweis Egyetem Kozponti
allathazabol, illetve a Toxi-Coop Zrt-tdl rendeltik. Minden kisérleti allatot az
intézetlinkbe kerllése utan az allathazban helyeztem el 12 o6ras fény és 12 6ras sotét
periodusban, a napszaknak megfeleléen. A ragcsalok szikségletei szerint korlatlan
élelem és viz (,ad libitum”) allt rendelkezésiikre, a kornyezeti paramétereket
rendszeresen  ellendriztiik  (hémérséklet, pdratartalom, szellézOrendszer). A
Kisérlettervezés soran torekedtem az allatok szdmanak minimalizalasara, igy 0sszesen

70 db patkanyt és 40 db egeret hasznaltam fel.
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3.2 Miitétek

Altatas, elokészités: A palyakovetési vizsgalathoz szlkséges miitéteket patkanyokon
végeztem, melyek vegig narkédzisban, mélyaltatasban voltak. A testtomegnek megfelel6
mennyiségii ketamin (Calypsol, Richter; 60 mg/ttkg) és xylazin (Nerfasin, Le Vet
Pharma; 12 mg/ttkg) keverékét intramuszkularisan a héats6 combba, vagy
intraperitonedlisan befecskendezve adtam be. 10-15 perc varakozasi id6 utan a
kisérletnek megfelel6 modon, sztereotaxias készulékkel rogzitettem az allatokat.

A secretagogin-Cre egereken veégzett virusinjektalasok specialis, erre a célra kifejlesztett
laborban torténtek a Bécsi Orvostudomanyi Egyetem Agykutatasi Kdzpontjaban. A
miutétek sordn a sztereotaxissal rogzitett &llatok altatasét izoflurannal (5%, Forane,

Abbvie), az alland6 testhdmérséklet fenntartasat pedig melegitépaddal biztositottam.

Retrograd péalyakovetés: Retrograd palyakdvetés soran az altalam beadott biotinilalt
dextran-aminnal (BDA; 10 000 MW Molecular Probes, USA) az amygdalaris
kimenetekkel rendelkezd régiokat céloztam meg, majd az amygdaldban kerestem a
jelolodott sejttesteket. A koponyatetén 1évé szér lenyirasa utan a patkanyok fejét
sztereotaxikusan rogzitettem, majd szikével saggitalis iranyd, kb. 1.5 cm hosszUséagu
vagast ejtettem. A terliletet megtisztitva lathatova valtak a koponyavarratok és a
bregma, mely utébbi a koordinatakkal valé tajékozodas kiinduldpontja. A koordinatak
pontos meghatarozasahoz Paxinos és Watson atlaszat vettem alapul (Paxinos és Watson,
2007). Fogorvosi fard segitségével tartam fel a koponyat, majd sztereotaxishoz rogzitett
Hamilton pipettaval juttattam be a BDA-t az agyvel6be. Az amygdala ismert projektiv
tertletei kozll a striatumot (Bregma 0.0 mm, kdzépvonaltél 3 mm lateralisan, 6 mm
ventralisan az agyfelszint6l), a nucleus accumbenst (Bregma +2.04 mm, kézeépvonaltol
1.5 mm laterdlisan, az agyfelszint6l 6.5 mm ventralisan) és a bed nucleus of stria
terminalist (Bregma -0.24 mm, kdzépvonaltél 1.5mm laterélisan, az agyfelszint6l 6.5
ventralisan) céloztam meg. A célteriilet nagysagahoz merten allatonkent unilateralisan
0.1-0.4 ul jeldléanyagot juttattam be az agyveldbe. A BDA-t el6zdleg steril desztillalt
vizzel 10%-0s koncentraciojura oldottam fel. A beadast szakaszosan, hosszas
szlinetekkel, 6sszesen 5 percig vegeztem, ezzel elkertilve a hirtelen, nagy térfogat

okozta szbvetkarosodast. Ezutan a mitéti teriilet feletti bort Gsszevarrtam, majd az
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allatok visszakerlltek tarolé dobozaikba. Az egy hetes talélési id6 kivarasa utan a

transzkardialis perfaziot immunhisztokémiai analizis kovette.

Virusinjektalas: Virusinjektalas sordn scgn-Cre egerek centralis amygdalajaba (Bregma
-1.46 mm, kozépvonaltol 2.5mm lateralisan, az agyfelszintdl 4.5 ventralisan) juttattam
be a megfelelé virust mindkét agyféltekébe. A késébbi viselkedésbiologiai Kisérlet
kezelési csoportjainak ~ megfeleléen  géatld (AAV8-hSyn-D10-hM4D(Gi)-
mCherry/Addgene 44362), aktivaldé (AAV(-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry/Addgene
44361), illetve kontroll (AAV8-hSyn-DIO-mCherry/Addgene 50459) virust hasznaltam
(Krashes és mtsai 2011). A virusokbdl agyféltekénként automata injektorral
(Quintessential Stereotaxic Injector, Stoelting) 40nl-t fecskendeztem be 100nl/perc
sebességgel, az altalam el6re elkészitett tiveg kapillarissal (Drummond), melyet az
injektalas utan 5 perc elteltével lassan tavolitottam el az agyvel6bdl. A miitét utan 3 hét
elteltével az egereken félelem kondicionalas kisérletet végeztem a ,,Viselkedés

kisérletek” cimii alfejezetben ismertetett modon.

Transzkardiélis perfuzio, fixalds: Az agy Kkivételét mélyaltatisban torténd
transzkardialis perfuzio el6zi meg, melynek soran 100-150 ml fiziologiés, 0.9%-0s
sooldattal 4&tmostam az ereket az aortaiven keresztill, ezt kovetéen pedig fixaltam az
agyveldt. A fixalas 250 ml, 4% paraformaldehidet (PFA) és 0.1% glutaraldehidet
tartalmazd 0.1 mélos foszfat pufferrel (0.1M PB) tortént. Az utdfixalas soran a Kivett
agyat az el6z6 elegy glutaraldehid nélkiili valtozataban hiit6szekrénybe, razogépre
helyeztem egy €jszakara. Masnap a fagyasztva metszésre szant mintakat a krioprotekcio

érdekében attettem 30%-o0s cukoroldatba, és legalabb egy éjszakéara visszatettem 4°C-ra.

3.3 Metszetek készitese

Metszés: A fixalt agyvelén pengék segitségével iranymetszéseket ejtettem,
meghatarozva és lesziikitve ezzel a metszés sikjat, és a vizsgalando teriilet nagysagat.
Leica gyartmanyu fagyaszt0 mikrotbmmal 40-50 mikron vastagsagu koronalis
metszeteket készitettem, melyeket miianyag metszettaroloba, 0.1M PB-be helyeztem.
Minden 6todik metszet kerilt egy helyre, azonos lyukba, igy egy allatbdl 4 sorozatban
készultek metszeteim. A felhasznalatlan metszet-sorozatok natrium-azidot tartalmazé

0.1M PB-ben taroltam egy esetleges késobbi kisérletre.
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Az elektronmikroszkopos vizsgalatokra szant bedgyazott blokkokbdl ultravékony, 80
nm vastagsdgl metszeteket készitettem szakasszisztens segitségével (Reichert

ultramikrotom). Ezeket nikkel racsra, ,,grid”-re huztuk fel (Formvar).

3.4 Immunfestések

Immunhisztokemia: A vizsgalni kivant molekuldk lathatova tételére, kolokalizacids, és
kvantitativ vizsgalatara immunfestési eljarasokat alkalmaztam. Ennek sordn a
kivalasztott metszeteket razogépre (IKA KS 260) helyeztem, szobahdmérsékleten, 0.1M
PB-ben mostam legaldbb 90 percen keresztill, a moséfolyadék tobbszori cserélése
mellett. Ezutan kovetkezett a blokkolas, mellyel a nem specifikus masodlagos antitest
kotédések szamat csokkentettem. Ennek sordn a mintékat razogépre helyeztem, és 2
oran keresztll inkubaltam azokat szobahOmérsékleten a blokkold elegyben, ami 5%
normal szamarszérumot (NDS; Jackson ImmunoResearch), és 0.3 % Tritont (Triton X-
100, Merck) tartalmazott 0.1 M PB-ben feloldva. Az elsédleges ellenanyagot (l&sd: 2.
tablazat) megfelel6 koncentracidban tartalmazo oldatban (0.3% Triton, 0.1% NDS, 0.1
M PB-ben), 4 °C-on inkubaltam a mintdkat 2-3 éjszakan keresztiil. Ezt kovet6en
tobbszér mostam 0.1M PB-vel a metszeteket, majd rajuk tettem a szamarban
termeltetett, a fluoreszcens képanalizisnek megfelelden karbocianinnal konjugalt
masodlagos ellenanyagot (Jackson ImmonoResearch) 0.1 M PB-ben oldva. Utobbi
kivalasztasanal iigyeltem a primer antitestnek megfelel6 fajspecifikussagra. Ujabb, 4°C-
on torténé inkubalast kovetden rovid mosasi lépések (2x10 perc) kovetkeztek. A
metszetek targylemezre torténd felhuzasa eldtt érdemes még egy egyéjszakas mosast
beiktatni annak érdekében, hogy a mikroszkopizalds sordn minél élesebb felvételeket
tudjunk késziteni.

Az elektronmikroszkopos eldkésziiletek sordan a fixalt agyveldbdl izolalt teriileteket
sorral viztelenitettem. Intermediernek propilén-oxidot, a bedgyazashoz pedig epoxi-
tipust migyantat, Aralditot hasznaltam. A beagyazas utan (,,post-embedding”)
kovetkezett az immunjel6lés, melynek soran a kivant ellenanyaggal és kolloidalis
aranyszemcsével konjugaltattam a grideken 1évé mintakat. A kontrasztositas soran

uranil-acetatot és 6lom-nitratot alkalmaztam.
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A human mintdk fénymikroszkdopos vizsgélatdhoz a peroxidaz enzimreakcion alapuld
diamino-benzidin (DAB) festést hasznaltam. Ennek sordn a DAB hidrogén-peroxid
jelenlétében oldhatatlan, sotét csapadékot kepez, mely fénymikroszkdppal jol
detektalhatd. A kisérletet Vector kitekkel végeztem a gyari protokolloknak megfeleléen
(DAB SK-4100, Vector).

Fixalt sejttenyészeten végzett immuncitokémiai jelolések: A sejteket a szén-dioxid
termosztatbol (Heal Force, HF 90) kivéve azonnal jégre tettem, majd 2x20 percig 0.1M
PB-vel mostam azokat. Raz6gép hasznalata sejttenyészetek esetén nem sziikséges,
mivel ezek csak egysejtsor vastagsaglak. Az immunfestések metszettart6 edényben, kor
alaka targylemezeken torténtek. A sejtek tenyésztését az ,In vitro modszerek”
alfejezetben ismertetem. A fixalast 4%-os PFA-del végeztem 4°C-on, ezutdn mar nem
volt szilkség a sejtek hidegen tartasara, igy a tobbi 1épés szobahémérsékleten tortént. Az
egy orés blokkolas utan a blokkol6 folyadékot (10% NDS, 5% marha szérum albumin —
bovine serum albumin, BSA, Sigma-, 0.3% Triton 0.1M PB-ben) atcseréltem az
elsédleges ellenanyagot tartalmazo elegyre (2% NDS, 0.1% BSA, 0.3% triton 0.1M PB-
ben), amiben 4°C-on egy éjszakan at inkubaltam a sejteket. A kovetkez6 napot 4x20
perces PB-vel torténd mosassal kezdtem, amit egy masfél o6rds masodlagos
ellenanyaggal torténd inkubalas kovetett. A masodlagos antitestet 1:500 aranyban adtam
a 2% BSA-t is tartalmaz6 PB-hez. A sejtmagfestést (5 percig 0.1M PB-ben, 1:1000-ben
oldva Hoechst — Thermo Fisher Scientific) egy révid mosasi Iépés kovette, majd a
fed6lemezen 1év6 sejteket 56 °C-0s zselatin-glicerol (Sigma) segitségével rogzitettem a

targylemezhez.

Felhtzas, lefedés: Az elkészilt, immunfestett metszeteket desztillalt vizzel teli Petri-
csészében, zselatinnal bevont liveg targylemezre huztam fel. Par perc szaradasi id6 utan
elszivofiilke alatt a targylemezeket egy xilol-alapu fed6oldattal (Leica Micromount)

fedtem le.
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2. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt ellenanyagok

Ellenanyag allatfaj IHC, ICC | WB gyarté referencia
B-actin egér - 1:10 000 | Sigma (Lendvai  és
mtsai 2013)
B-Ill-tubulin | egér 1:2000 - Sigma (Tortoriello  és
mtsai, 2014)
bio-WFA - 1.100 - Sigma (Lendvai és
mtsai 2013)
calbindin tengerimalac | 1:500 - Synaptic (Hanics és mtsai
System 2017)
calretinin tengerimalac | 1:500 - Synaptic (Hanics és mtsai
System 2017)
c-fos nyul 1:7500 - Santa cruz (Renner és
mtsai 2012)

GFP tengerimalac | 1:500 - Synaptic (Batiuk €s mtsai
System 2017)

GIuN2AB nyul 1:250 1:1000 | Synaptic (Gut és misai
System 2013)

parvalbumin | egér 1:2000 - Sigma (Caillard es

mtsai 2000)
Pho-NR2B nyadl - 1:1000 | Cell Signaling | (Hevesi és mtsai
2021)

PKC5b eger 1:1000 - BD (Botta és mtsai
Transduction | 2019)
laboratories

PSD-95 egér - 1:2000 | Sigma (Ling €s mtsai

2015)
RFP nyul 1:4000 - Rockland (Ortega és mtsai
2013)
secretagogin | nydl 1:10 000 1:10 000 | Ludwig (Romanov  és
Wagner mtsai 2015)
secretagogin | kecske 1:100 1:1000 R&D Systems | (Mulder es
mtsai 2010)
synaptophysin | nydl - 1:5000 | Synaptic (Alpar és mtsai
System 2014)
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3.5 Western blot analizis

Mintak elokészitése: A mintak fehérjetartalmat Western blot analizissel hataroztam meg,
melyhez sejtvonalakat, illetve patkanybol és egérb6l szarmazd agyi régiokat is
felhasznaltam. Minden esetben fontos volt a sterilitas fenntartasa, melyet az eszk6zok és
a munkafelllet rendszeres alkoholos tisztitasaval biztositottam.

Sejtek esetében a termosztatbol kikeriilé mintdkat azonnal jégre helyeztem, majd
kétszer par percig mostam azokat 0.1M PB-vel. Az aljzathoz tapadt sejteket a feliiletr6l
protedz inhibitort (Pl, Roche) tartalmazé RIPA-val (radioimmunoprecipitation assay
buffer) lazitottam fel, majd mechanikusan egy miianyag, egyszer hasznalatos spakni
segitségével szedtem fel.

A 10-12 hetes patkdnyokat dekapitaltam, gyorsan eltavolitottam és jégre helyeztem az
agyveldket. Ugyelve arra, hogy az eszkozok és a minta hideg maradjon, dvatosan egy
matrix és egy penge segitségével a szikséges régiobol 1mm vastag szeleteket
készitettem. Ezekbdl a szeletekbdl szikepengével izolaltam a vizsgalni kivant
célterliletet sztereomikroszkop alatt. A homogenizalast protedz gatlét tartalmazo lizis
pufferben, RIPA-ban végeztem, egy cserélheté6 miianyag fejjel rendelkezé elektromos
homogenizator segitségével (Sigma, pellet pestles).

A kovetkez6 fazistol a kétféle tipusu minta elékészitése egyforma. A centrifugalasi
Iépés (15.000 rpm, 4°C, 30 perc. Heal Force Neofuge 15R) soran keletkezett feltilisz6
fehérjekoncentraciojat ~ megmértem  (Thermo  Scientific ~ NanoDrop 1000
spektrofotométer), majd a mintak 6sszehasonlithatosdganak érdekében normalizaltam
6ket 2ug/ul-re PI-t tartalmazd RIPA-val. Végil egynegyed rész 6tszords tomeénységii
Laemmli oldattal 95°C-on forraltam Oket (bioSan TDB-120 szaraz blokktermosztattal)
Ot percen keresztlll. Az elkészilt mintakat jégre helyeztem, majd felhasznalasig -20°C-

on taroltam oket.

Western blot: Az analizis els6 1épése a poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE),
melynek sordn a mintakban 1évé fehérjék elektromos toltés hatasara méret szerint
szétvalnak. Ehhez el6szor osszeraktam a futtatd kadat: belehelyeztem az el6re
elkészitett 10%-o0s poliakrilamid gélt, és a futtato puffert is beledntdttem. A gél zsebeibe
Hamilton fecskendd segitségével egyenként 4 ul , létrat” — vagyis tobbsziniien fest6do,

kiilonbozé nagysagu fehérjekeveréket (Bio-Rad Precision plus protein Kaleidoscope
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Standard) - és 12,5 pl mintdt toltttem be. (Ett6l a mennyiségtél csak
immunprecipitaciobol szarmazo minték esetén tértem el. Ott a minta tdménysége miatt a
felhasznalt térfogat csak 3pl volt.) Ezutan az elektroforézishez sziikséges tapegyseget
beallitottam 40 voltra (V)-, és 8 percre (Bio-Rad Powerpac HC), majd tovabbi 50 percig
futtattam 150 V-n. A gélben molekulatdmeg szerint szétvalt fehérjéket metanollal
aktivalt  polivinil-difluorid  membranra  (Immobilon-FL ~ PVDF,  Millipore)
transzferaltam, ,,szendvicsbe” illesztett gélt transzfer pufferben, jéggel korulvéve egy
oran keresztil 100 V-n. A blokkolast 3% BSA-t tartalmaz6 mosé pufferben,
szobahdmérsékleten, razogépen végeztem. A primer antitestet 3% BSA-t tartalmazo
mosopufferben 1:1000-ben higitva egy éjszakan at hiitében, razégépen reagaltattam a
membrannal. A kovetkezO napon hosszi, mosopufferrel torténé mosasi 1épések
(minimum 4x20 perces) utdn a membrant egy Oran at inkubaltam réazdgépen,
szobahomérsékleten a szekunder ellenanyaggal (Jackson ImmunoResearch,
mosopufferbenben higitva 1:10 000 aranyban). TébbszOri mosés utan kovetkezett az
eléhivas. A normalizalashoz R-actint hasznaltam, hogy a mintdkban 6ssze tudjam

hasonlitani a vizsgalt fehérjék szintjét.

3.6 Sejtfrakcionalas

Szinaptoszoma izolélas: A sejtfrakcionalasi eljards soran az egyes sejtalkotokat
kilonb6z6 toménységli cukoroldatok segitségével, centrifugalassal kuldnitettem el
egymastdl. A mintait homogenizalni kell a kisérlet elétt. Ehhez a patkanyokat
narkdzisban hideg fizioldgias sooldattal perfundaltam, a kivett agyvelébdl a mar
ismertetett modon izol&ltam a sziikséges régidkat (amygdala, kontrollnak szaglogumo),
majd ezek tomegének a tizszeres mennyiségét adtam hozza PI-t tartalmazd 10
tdmegszazalékos 0.32M szachar6z-HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) pufferbél. Az Eppendorf csdvekben 1évé mintakat 4°C-
on 600xg-n centrifugaltam 10 percig. A kapott sejttormelék (pellet) tartalmazza a magi
frakcidt, melyre ebben a kisérletben nem volt szilkkségem. A felliliszot 1:1 aranyban
1.3M HEPES-szachardz tetejére rétegeztem dvatosan, és 20.000xg-n 4°C-n 30 percig
tovabb centrifugaltam. Az Eppendorf csovek alsé harmadanal keletkezett pellet
tartalmazta a szinaptoszomakat (Mcgovern és mtsai 1973, Kamat es mtsai 2014). Ehhez
100 pl proteaz gatloval kevert RIPA lizis puffert adtam, majd elvégeztem a fentebb leirt
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médon a Western blot analizishez szilkséges el6készitd 1épéseket. A mintakat

felhasznalasig -20 °C-n taroltam.

Posztszinaptikus denzitas izolalasa: A posztszinaptikus denzitas izolalasa soran
alkalmazott homogenizalasi eljaras egy specialis, magnéziumtartalmu elegyben tortént
(0.32M szachar6z, ImM NaHCOs, 1mM MgCl,, 0.5mM CaCly, PI), a szinaptoszéma
kinyerésnél leirtakhoz hasonlé modon. Egy rovid, Kis fordulatszamon torténd
centrifugalas (470xg, 4°C, 2 perc) utan a feltliszobol egy djabb, nagyobb
fordulatszdmu centrifugalas kovetkezett (10 000xg, 4°C, 10 perc). A keletkez6 pelletet
500ul 0.32M HEPES-szachardzban feloldottam, majd 750ul 0.8 M-os HEPES-
szachardz tetejére rétegeztem Ovatosan. Az Ujabb centrifugalassal (9100xg, 4°C, 15
perc) kapott pelletet egy specialis oldatban (20 mM HEPES, 2% triton-X 100, 150 mM
KCI) fellazitottam, majd tovabb centrifugaltam (20.800xg, 4°C, 45 perc). A felllsz6 a
preszinaptikus frakcionak felel meg, a pelletet pedig egy Tritont és kaliumot tartalmazé
oldattal (1% triton_x 100, 75 mM KCl) torténd centrifugalassal (20.000xg, 4°C, 30
perc) tisztitottam tovabb (Dosemeci és mtsai 2006, Tao és mtsai 2013). Az ekkor
keletkezé pellet tartalmazza a posztszinaptikus denzitast, melyet 100ul proteinaz gatlét
tartalmaz6 RIPA pufferben oldottam fel (Dosemeci és mtsai 2006). A mintat Western
blot analizisre készitettem el a mar ismertetett modon, majd felhasznalasig -20°C-on
taroltam.

Az altalam izolalt sejtalkotokban az adott frakciora jellemz6 fehérje dominans meglétét
Western blottal ellendriztem, és hasonlitottam Ossze egymassal. A preszinaptikus
frakciot a synaptophysin-, a posztszinaptikus frakciot pedig PSD-95 jelenléte alapjan
azonosithatjuk. Kontrollként amygdalabdl és szaglogumaobol készilt homogenizatumot

hasznaltam.

3.7 Immunprecipitacio

Immunprecipitacié: A vizsgalni kivant sejtlizatum feheérje-fehérje kapcsolatainak
felderitésére alkalmas mddszer az immunprecipitacio. Az eljaras soran egy specifikus
antitesthez kapcsoltuk a vizsgalni kivant fehérjét, majd antitesthez kapcsolddni képes,
kereskedelmi forgalomban kaphaté ,,magnest” (Dynabead, Novex, Life technologies)
adunk a rendszerhez, melyet egy erre specifikus eszkézzel ki tudunk nyerni a mintabol.
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Az ellenanyagon keresztill a magneshez rogzitett fehérjénkkel egyiitt az interakcids
partnerek is belekerllnek az izolatumunkba, melyeket Western blot analizissel
azonosithatunk.

A Kisérlethez frissen izolalt agyi struktdrat hasznaltam fel, melyet 300ul proteaz gatlot
tartalmaz6 HEPES pufferben homogenizéaltam. Egy centrifugalasi (15.000 rpm, 4°C, 30
perc) lépés utan a fellliszobdl fehérjeszintet mértem, majd normalizaltam a mintékat
1ug/ul-re. A magnest tébbszor tisztitottam lizis pufferrel, majd 15 pl-t hozzaadtam
bel6le minden mintahoz. Ezeket 45 percig hiitészekrényben, folyamatos keverés mellett
reagaltattam egymassal. A magnest, és vele egyiitt az aspecifikusan hozza kot6do
anyagokat eltavolitottam az Eppendorf csovekbdl. Ezutan 450ul mintanként 3ul primer
ellenanyaggal razattam a mintakat hiit6szekrényben, egy éjszakan at. Masnap a csoveket
45ul magnessel inkubaltam 3-4 6ran keresztul 4°C-on. A méagnest legalabb haromszor
mostam lizis pufferrel, majd 40 pl 2X Laemmli oldattal h6kezeltem 95 °C-on 5 percig.
Véglul a magnesek eltavolitdsa utdn a kész mintdkat (j Eppendorf csdvekben,

fagyasztoszekrénybe helyeztem.

3.8 Viselkedés kisérletek

Félelem kondicionalas: Az amygdalaval koztudottan kapcsolatba hozhatd viselkedési
elemek koziil elsoként a kondicionalt félelmet vizsgaltam patkanyokon. Az elso kisérleti
napon minden allat 10 percet tlt6tt a kondicionalé dobozban annak érdekében, hogy
megszokjak a kornyezetet. A masodik napon egy 10 perces, szamitogéprol vezérelt
program soran 5 feltételes-feltétlen inger péarositast kaptak (6/A &bra). Feltételes,
szamukra semleges ingerként egy 80 decibel erdsségli sip hangot alkalmaztam. A nem
kondicionalt, kellemetlen inger 0,8 milliamper (mA) erésségli aram volt. A siphang 20
masodpercig tartott, ennek végén érte az allatot aramutés a padléracson keresztil
(Gewirtz és Davis 2000, Dalton és mtsai 2012). Tobbszori parositas utan a ragcsalok
hamar megtanuljak, hogy a semleges ingert egy fajdalmas fogja kovetni. A harmadik
napon aramiités nélkiil, csak siphangot kaptak a patkanyok. Osszesen 20 darab him
allatot hasznaltam fel, melyeket 3 kezelési csoportba osztottam be: stresszelt, kontroll,
abszolut kontroll. A kontroll allatok a kisérlet alatt végig csak hang ingert kaptak, az

abszolat kontroll csoportba tartozok pedig semmilyen kezelést nem kaptak,
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dekapitaléasig a dobozukban tartottam 6ket. Minden nap ugyanabban az id6ben (délel6tt
10 6ra) kezdddtek a vizsgalatok, az allatok ugyanannyi ideig tartdzkodtak a
kondicionalo dobozban, és ugyanolyan sorrendben kovetkeztek egymas utan. Minden
allat utan eldbb szappanos vizzel, majd 70%-0s etil-alkohollal takaritottam ki a kisérleti
ketrecet, ezzel elkerllve azt, hogy a patkdnyokban az eléttiik 1év6 szagnyomok félelmi
reakciot valthassanak ki. A kisérlet végén (a program lejarta utan par percen beldl) az
allatokat dekapitaltam, eltavolitottam az agyvel6ket, majd izolaltam beldlik az
amygdalat. Minden egyedbdl készitettem mintat Western blot analizisre, és
immunprecipitdcio vizsgalatra is.

A Kisérletet ugyanezen modszerrel megismételtem secretagogin génkiiitétt (scgn’)
egereken is. Ehhez 11 darab scgn” (tiz ndstény és egy him) és 10 darab vad tipusu (8
ndstény és 2 him) allat allt rendelkezésemre. Ezeket stresszelt és kontroll csoportokra
osztottam. A patkanyokon végzett kisérleti eredményeket figyelembe véve (ahol a két
kontroll csoport kozétt nem figyeltem meg kildnbséget), elégségesnek tartottam az egy
kontroll csoportot, melyek csak siphangot kaptak a programban.

A secretagogin-Cre egerek félelem kondicionalasa soran (az allatszam
optimalizalasanak érdekében) a beadott virusnak megfeleléen 3 kezelési csoport volt:
aktivald (3 ndstény, 2 him), gatld (5 ndstény, 2 him), €s kontroll (4 ndstény, 3 him).
Ebben a kisérletben minden allat a fentebb ismertetett médon megkapta a hanginger-
sokk parositasokat, igy csak stresszelt egerekkel dolgoztam. Az egerek a masodik
kisérleti napon, a kondicionalas el6tt 30 perccel intraperitonealis CNO (clozapine N-
oxide, 1mg/ttkg, Tocris) injekciot kaptak. A CNO aktivalja az agyvel6kbe injektalt
virust, mely ezéltal a konstrukciojanak megfeleléen aktivalni vagy gatolni fogja a Cre-
tartalm( sejteket. A kontroll virus esetében sem aktivalas, sem gatlas nem torténik.
Ennek a kemogenetikai modszernek, és az ehhez szlikséges secretagogin-Cre egereknek
koszonhetéen lehet6ségem volt a virus injektalasi helyével lokélisan, a CNO injekcioval
pedig idében szabalyozva vizsgalni a secretagogin-tartalmd neuronok funkciojat. A
harmadik napon a kondicional6é doboz egyik falat mas mintazatura cseréltem, illetve a
fert6tlenitéshez masfajta tisztitoszert alkalmaztam. Ezzel kizdrtam annak a lehetdségét,
hogy az egerekbdl a doboz, mint inger valtsa ki a valaszreakciot (Phillips és Ledoux

1992). A kisérlet végeztével az allatokat (a megfeleld fejezetben ismertetett modon)
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perfundaltam, a fixalt agyvelokbol készitett metszeteken pedig immunfestéseket

alkalmaztam.

Predator szag teszt: A kondicionalatlan, 6szténos felelem vizsgalatara a patkanyok elé
az egyik természetes ragadozojuknak, a hdzimacskénak (Felis catus) vizeletével atitatott
almot helyeztem (Ganella és Kim 2014). Osszesen 14 felnétt kort, him patkdnyt
osztottam be négy csoportba. A kontroll csoporton kivili csoportok kézott a kezelés és
a dekapitalas kozotti idében volt kulénbség (30, 60, vagy 90 perc). Az elsé kisérleti
napon, a szoktatas sordn minden patkany egyesével, egymas utan 10 percet toltott a
Kisérleti ladaban. A masodik nap alkalméaval a kontroll egyedek ladajaban normal, tiszta
macskaalom, mig a stresszelt allatok elé vizelettel atitatott alom kerdlt. A kisérletre 5
perc elég volt, mivel az allatok védekezési ,,freezing” reakcidja azonnal, egyértelmiien
érzékelhet6 volt. A végén a patkanyokat dekapitéltam, majd az amygdalabdl készilt

mintdkon immunprecipitaciot végeztem.

A viselkedések elemzéséhez minden Kisérleti napon, minden egyedet kameraval
rogzitettem. A felvételek segitségével kiszlrhetbek az egyedi kiilonbségek,
ellenérizhetd a kisérlet sikeressége, illetve megerGsithetéek a molekuléris biologiai
eredmények. Az Altalam leggyakrabban tanulmanyozott viselkedésvaltozok a

ledermedési reakcio, illetve a kisérleti dobozban bejart terllet/tavolsag voltak.

Formalin stressz: A stresszvélaszok tanulmanyozasanak egyik legegyszeriibb modja, ha
a kezeléssel fajdalmat okozunk az allatnak. Erre alkalmas a formalin injekcio beadasa.
Ehhez 4%-0s PFA oldatotbdl 100ul-t fecskendeztem patkdnyok hatsé combjaba
intramuszkularisan, majd 40 perces varakozasi id6 utan kovetkezett a dekapitacio. Az

agyvelOket immunfestésre dolgoztam fel.

3.9 In vitro modszerek

Primer sejttenyészet inditasa: Az embrionalis kor 20. napjan, kdzvetlenil a megsziiletés
elott 6-8 patkany embriobdl kivett agyvel6bol sztereomikroszkop segitségével izolaltam
az amygdala teriletét. Az izolalés jégen, HBSS (Hank’s balanced salt solution Gibco,
Life technologies) oldatban tortént, az eltavolitott amygdala mintakat pedig 2 ml
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DMEM-t (Dulbecco’s modified eagle medium Gibco, Life technologies) tartalmazé
csavaros centrifugacsébe gyiijtottem. Ezt pipetta segitségével homogenizaltam, majd 4
percen keresztul centrifugaltam (21 °C, 3000 rpm). A keletkez6 pelletet 2ml 0.1%-0s
tripszin oldattal (t6rzsoldat: 2,5%-o0s tripszin. Gibco, Life technologies) 3-4 percen at 37
°C-0s vizfiirdében kezeltem. Ezutan 2ml BSA-DNazt hozzdadva és pipettaval elegyitve,
mig a minta homogén nem lett, Ujra centrifugaltam (3000 rpm, 21 °C, 4 perc). A kapott
sejttdmeget 2ml médiummal (12,5 ml DMEM, 12,5 ml F12 — Gibco, 0,5 ml B27 —
Gibco) tisztitottam kétszer (4 perc, 3000rpm, 26 °C). A sejtszamot Burker-kamra
segitségével allapitottam meg, majd ennek megfelelden kiiiltettem miianyag plate-re a
sejteket (2x10%rekesz a 6 lyukl tenyésztdedényben, 4x10%rekesz a 24 lyuku
tenyésztéedényben). A plate-t el6z6leg poli-D-lizinnel (PDL,1:1000, Sigma) vontam be,
hogy jobb tapadasi feluletet biztositsak a kiultetéshez. A tapoldat (médium) felét a
primer sejttenyészet felhasznaldsaig kétnaponta frissre cseréltem.

Sejtvonalak fenntartasa: Munkamhoz kétféle immortalizalt sejtvonalat hasznaltam. Az
egyik egy patkany hasnyalmirigy tumor-eredeti insulinoma (INS-1E, P. Maechlen
jévoltabdl) sejtvonal (Merglen és mtsai 2004), a masik egy huméan neuroblasztoma (SH-
SYSY) sejtkultura. A sejteket a szamukra megfeleld tapoldatot tartalmazé milanyag
tenyészt6 flaskaban, fizioldgias korlilményeket biztositd termosztatban tartottam. (INS-
1E médium: antibiotikumot — PenStrep-, natrium-piruvatot és 2-merkaptoetanolt
tartalmazé6 RPMI oldat 5% borjuszérummal - FBS: fetal bovine serum-; SHSY-5Y
médium: antobiotikumot, és natrium-piruvatot tartalmaz6 DMEM és F12 1:1 aranyu
keveréke 5% FBS-sel.) (RPMI, PenStrep, natrium-piruvat, 2-merkaptoetanol, FBS:
Gibco, Life technologies). A médiumot 2-3 naponta cseréltem. Amikor a tenyészet
majdnem benétte a rendelkezésére allo teret (80%-0s konfluencia), a sejteket
passzaltam. Ennek soran 0.8%-o0s tripszinnel 3 percig termosztatban lizaltam a sejteket,
majd centrifugalassal (3000rpm, 5 perc, 25°C) Ulepitettem le azokat. A kapott pelletet
tapoldatban oldottam fel, és Uj flaskdkba osztottam szét a sejteket, vagy tovabbi

kisérletre készitettem el azokat.

Transzfektalas: A géncsendesitési eljaras soran rovid interferald ribonukleinsavat (kis

interferald6 RNS, siRNS, Santa Cruz), mas Kkisérletekben pedig plazmidot, tehéat
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cirkularis dezoxiribonukleinsavat (DNS) vittem be a sejtvonalakba. A plate-re val6
Killtetés masnapjan a transzfektald dgenshez (Polyplus, jetPrime) adtam a DNS-t/RNS-
t, vagy mindkettét, és az igy kapott oldattal egészitettem ki a sejtek médiumat. A
sejtvonalakat visszahelyeztem a termosztatba, és 24 Ora elteltével Western blot
analizisre dolgoztam fel 6ket a Western blot analizis fejezetben ismertetett modon.

Munkam soran egy pH-érzekeny GFP-vel (green fluorescent protein) jelolt NR2B
alegységet kodold plazmidot hasznaltam fel (pCI-SEP_NR2B, Addgene, 23998) (Kopec
és mtsai 2006). A baktériumokbdl a plazmidot a gyari protokollnak megfeleléen

nyertem ki (Thermo Scientific, GeneJET Plasmid Midiprep Kit).

3.10 FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)

FRAP analizis: Az élésejtes FRAP analizist Dr. Schlett Katalin jovoltabol, és
segitségével az Eétvos Lorand Tudomanyegyetem Elettani Tanszékén végeztem. Ennek
soran SHSY-5Y sejteket specidlis, négyosztatt, Uvegalju Petri cseszére Ultettem Ki
(80.000/rekesz, Greiner Bio-one, VWR, Canada). A sejtekbe pCI-SEP_NR2B
plazmidot (Kopec és mtsai 2006), illetve a kezelési csoportnak megfeleléen
secretagogin-, vagy kontroll kis interferdl0 RNS-t juttattam be egyidejileg. A
transzfekciot a gyari protokollnak megfelelden hajtottam végre: 1 pg siRNS-t, és 50nM
RNS-t adtam rekeszenként a sejtekhez (Polyplus jetPrime). 24 6ra elteltével a tdpoldatot
kicseréltem egy, a képalkotasnak megfeleld, igynevezett LCI pufferre (142 mM NacCl,
5.4 mM KCI, 1.8 mM CaCl2, 1 mM NaH2PO4, 25 mM HEPES, 5 mM gliikéz, 0.8 mM
MgCI2; pH 7.4).

Yokogawa CSU-X spinning disk-kel ellatott Zeiss Cell Observer rendszerrel végeztik a
kisérleteket. A kijelolt teriileteken a fluoreszcencia kioltdsa (,,bleaching”) a Firefly2
rendszerrel, és 473nm-es Rapp lézerrel tortént (15%-os ersség, 2 masodperc
id6tartamig).

Minden kivalasztott sejtrél 10 perces felvételt rogzitettiink, melynek képkockai 5
masodpercenként készultek. Minden esetben PlanApochromat 40x/1,4 objektivvel

vizsgalodtunk.
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A Kkisérlet sordn Osszesen 10 kontroll, és 9 secretagogin géncsendesitett sejt ker(ilt
elemzésre. A sejteket végig, a mikroszkopizalas alatt is 37°C-on tartottam.

Kontrollkisérlet valtozé pHértéken: SH-SY5Y sejteket PDL-lel boritott plate-re Gltettem
ki, és 10%-0s FBS-t tartalmaz6 DMEM/F12 médiumban tartottam fent azokat. A
Killtetés masnapjan a sejteket 6 Ora hosszan 1%-os FBS-t tartalmaz6 DMEM/F12
médiumban inkubdltam, melyhez 10uM retinsavat adtam (Sigma, R2625). Az el6zdleg
ismertetett modon pCI-SEP_NR2B plazmiddal, illetve secretagogin siRNS-sel
transzfektadltam a sejteket. A kovetkez6 napon inkubatorral ellatott mikroszkopba
(EVOS FL Auto 2, Thermo Fisher) helyeztem a plate-t, és a médiumot fizioldgias
oldatra (130 mM NacCl, 5.4 mM KCI, 1 mM MgSOs4, 1 mM NaH2PQO4, 1 mM CaCl,, 5
mM glikoz és 25 mM HEPES; pH 7.4) cseréltem. A savas médium (130 mM NacCl, 5.4
mM KCI, 1 mM MgSO4, 1 mM NaH2POs, 1 mM CaCl,, 5 mM gliikdz, 25 mM HEPES,
4-morpholineethanesulfonic acid; pH 6.0) alkalmazéasat kovetd 3 percben képeket
készitettem. Végul az ammadnium-kloridot tartalmazé oldat (80 mM NaCl, 5.4 mM KCl,
1 mM MgSOs4, 1 mM NaH2POs4, 1 mM CaClz, 5 mM glukoz, 25 mM HEPES, NH4CI;
pH 7.4) kovetkezett. A felvételek 40x objektivvel késziltek.

3.11 Human mintéak

Human mintadk: Az emberi szdvetmintdkat a Prof. Palkovits Miklds altal vezetett
Human Agyszovet Bank és Laboratorium bocsatotta elérhetévé szamomra (l&sd: 3.
tablazat). A mintak dngyilkossagban elhunyt, valamint kontrollként hasznalt, hasonld
életkoru neurodegenerativ elvaltozas jeleit nem mutaté emberekbdl szarmaztak.

A mintak fehérjetartalmat Western blot modszerrel allapitottam meg és hasonlitottam
0ssze, melynek sordn az allatkisérleteknél alkalmazott technikakhoz hasonlé mddon

jartam el.
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3. tablazat: A kisérletek soran felhasznalt human amygdala mintak

Azonosito | Halal oka Eletkor Nem Poszt-mortem | Analizis
(év) idé (Ora)

# 20 Akut 37 N6 2 WB, IHC
tiidogyalladas

#90 Szivinfarktus, 78 N6 15 WB, IHC
tiidéembolia

#125 Szenilis paranoid | 80 Férfi 4 WB, IHC
pszichdzis

#170 Aramiités 37 Férfi |8 wWB

# 220 Tudéembolia 63 Férfi 3,5 WB

# 228 Embdlia 27 Feérfi 8 wB

# 236 Fulladas 21 Feérfi 11 wB

# 256 Hasnyalmirigy 67 Férfi 10 wWB
rak

# 281 Stroke 74 Feérfi 2,5 wB

#138 Szuicid 52 Férfi 3 wWB

#171 Szuicid 31 Férfi 8 WB

# 243 Szuicid 35 Férfi 6 WB

3.12 Képalkotas, kvantitativ analizis

Képalkotas: A képfeldolgozas sordn az immunfluoreszcens mintakat konfokalis lézer-
pasztaz6 mikroszkdppal (Zeiss LSM780) vizsgéaltam, az ehhez kapcsol6dd kvantitativ
analiziseket pedig ZEN szoftverrel végeztem.

A beagyazas utan (,,post-embedding”) arannyal konjugltatott ultravékony metszeteket
JEOL tipusu elektronmikroszkdpban vizsgaltam meg (JEOL 1200 EMX).

Western blot analizisnél a membrant el6hivas (Biorad ChemiDoc MP) utdn ImageLab
programmal elemeztem ki (ImageLab 3.01, Bio-Rad).

A viselkedésbiologiai kisérletekr6l késziilt videofelvételeket kétféleképpen elemeztem:

Solomon Coder-rel az egyes viselkedési elemek hosszat rogzitettem, és EthoVision-nel
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(Noldus EthoVision 10.1, Noldus Information Technology, Netherlands) pedig a
mozgasi mintazatokrol készitettem intenzitasfiiggd térképet (,,heat map image”).
A mikroszkoppal elkészitett, és a megfeleld szoftverrel kielemzett felvételeket

CorelDraw X7 képszerkesztd programmal illesztettem Ossze.

Statisztikai analizisek: A statisztikai analiziseket Statistica szoftverrel vegeztem
(StatSoft, 13.2 verzid). A hisztokémiai, és a Western blot vizsgalatok eredményeinek
kiértékelésekor Student-féle t prébat, mig a viselkedésbiologiai kisérleteknél ANOVA
varianciaanalizist alkalmaztam. A FRAP kisérlet adatai IBM SPSS Statistics szoftverrel
kerlltek elemzésre, ahol Shapiro-Wilks’s-, és Mann-Whitney teszttel, illetve Student-
féle t probaval végeztilk a statisztikai analiziseket.

A Kkapott ertékeket statisztikailag szignifikansnak tekintettem, amennyiben p-értékik

Kisebb volt 0,05-nél. Ezt az dbrékon csillaggal jeldltem.
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4. Eredmények

4.1 A secretagogin-tartalmd neuronok morfoldgiaja, és eloszlasa az amygdala
komplex kiilonb6z6 alegységeiben

Az emlés amygdala egy Osszetett agyi reégid, mely fejlédéstani és funkcionalis
szempontbdl tobb részre oszthatd fel. Patkany agyvelob6l (n=3) készult
sorozatmetszeteken végzett immunhisztokémiai eljaréssal elkészitettem a secretagogin-
tartalmG neuronok eloszlasi térképét az amygdala egész terlletén (7. abra). Ezek a
neuronok ugyan kiilonb6z6 gyakorisaggal, de minden alegységben megtalalhatéak. A
legtdbb secretagogin-pozitiv sejt a centréalis-, és az extended amygdala teriletén
figyelhetd meg. A centrdlis amygdala lateralis részén joval magasabb jelintenzitas
mérhetd, mint a medialis-, vagy a kapszularis diviziokban (4/B &bra). Az extended
amygdala mindkét részét, illetve az eliilsé magokat a Secretagogin-immunoreaktiv
sejtek gazdag populacidja jellemzi. A bazolaterdlis amygdaladn belll secretagogin-
tartalmu sejteket legnagyobb szamban az eliils6-, és a dorzolaterdlis tertleteken
fedeztem fel, a hats6 magokban kevesebb immunoreaktiv neuron figyelhet6 meg. A
legkevesebb secretagogin-tartalmd neuront a kortikalis terlileteken talalhatunk.

A secretagogin-immunoreaktiv sejtek morfoldgiai szempontb6l multipolérisak (8/A, B,
B., C1, D, F, G abra), megfigyeltem ugyanakkor néhany ovalis sejttesttel rendelkezo,
orso-alaku, bipolaris sejtet is (8/C,, E abra). A dendritfak alakja valtozatos, felszinuk
sima, dendrittiiskék nem jellemzdek. Hasonld sejtalaktani megfigyeléseket az
interneuronokkal kapcsolatban tettek kordbban patkany amygdalaban (Mcdonald 1982,
Sah és mtsai 2003).
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7. abra: A secretagogin-pozitiv neuronok expresszios térképe patkany amygdaldban

A szbvettani vizsgalatok secretagogin-pozitiv idegsejteket mutattak ki a patkany amygdala
komplex minden alegységében, kiilénds tekintettel a centralis régiora. A piros pottyok a relativ
stiriiséget jelolik.

AA, anterior amygdaloid area; ACo, anterior cortical amygdaloid nucleus; AHIPL,
amygdalohippocampal area, posterolateral part; BLA, basolateral amygdaloid nucleus,
anterior part; BLP, basolateral amygdaloid nucleus, posterior part; BLV, basolateral
amygdaloid nucleus, ventral part; BMP, basomedial amygdaloid nucleus, posterior part; CeC,
central amygdaloid nucleus, capsular part; CeL, central amygdaloid nucleus, lateral division;
CeM, central amygdaliod nucleus, medial division; CxA1-CxA3. cortex-amygdala transition
zones, layers 1-3; EAC, sublenticular extended amygdala, central part; EAM, sublenticular
extended amygdala, medial part; LaDL, lateral amygdaloid nucleus, dorsolateral part; LavVM,
lateral amygdaloid nucleus, ventromedial part; MeAD, medial amygdaloid nucleus, ant dorsal;
MePD, medial amygdaloid nucleus, posterodorsal part; MePV, medial amygdaloid nucleus,
posteroventral part; PLCo, posterolateral cortical amygdaloid nucleus; PMCo, posteromedial
cortical amygdaloid nucleus; STIA, bed nucleus of stria terminalis, intraamygdaloid division.
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8. dbra: Secretagogin-tartalma neuronok morfol6giaja patkany amygdalaban

A secretagogin immunfestés féként multipolaris neuronokat (A, Bi, Bz, Ci, D, F, G), elvétve
bipolaris idegsejteket (Co, E) jeldl.

BLA basolateral amygdaloid nucleus, anterior part; CeC central amygdaloid nucleus, capsular
part; EAM sublenticular extended amygdala, medial part; IMG amygdaloid intramedullary
gray; MeAD medial amygdaloid nucleus, ant dorsal; MeAV medial amygdaloid nucleus,
anteroventral part; PLCo posterolateral cortical amygdaloid nucleus. Méretskala: 10 pm.
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4.2. A secretagogin-pozitiv idegsejtek interneuron-jellegének meghatarozésa

Az idegsejteket axonjaik alapjdn hagyoméanyosan két nagy csoportra oszthatjuk:
projekcios-, és interneuronokra. A projekcids neuronok axonjai a sejttesttél messze, mas
struktaraban végzodnek, tavoli agyterlletekkel teremtve ezzel kapcsolatot. Ezzel
szemben az interneuronok axonjai a kozelben végzddnek, dusan arborizalnak, a
kozvetlen kornyezetiikben 1év6 idegsejtek miikodését szabalyozzak, azokat haldzatba
integraljak.

Kovetkez6 kérdésem ennck megfeleléen az volt, hogy a secretagogin-tartalmd
idegsejtek projekcids- vagy interneuron tipustak-e. Sejtalaktani megfigyeléseink (ld.
elébb) els6é megkozelitésben utobbira engedtek kdvetkeztetni, igy a kérdést tobb tovabbi
modszerrel kdzelitettem meg.

Els6ként in vivo retrograd palyakdvetést végeztem patkanyokban. Ennek soran retrograd
palyakovetd anyagot, biotinilalt dextran amint juttattam be harom ismert amygdalaris
projektiv teruletre: a striatumba, a nucleus accumbensbe, és a bed nucleus of stria
terminalisba (9/A, B, C abra). A kiértékelés soran BDA*/scgn® kettdsjelolt sejteket
kerestem a centralis és bazolateralis amygdala teriiletén, hiszen az itt megfigyelhetd
BDA jel6l6dés a sejt projekcios neuron jellegére utal (9/A2-As, B2-Bs, Co-C3 dbra). Az
emlitett terliletek kozil, csak a striatumba vald beadast kovetéen talaltam kett6sjelOlt
sejtet: tobb sz&z retrograd feltoltott sejtbél minddsszesen egyet. Ez az eredmény a
morfologiai tipizalassal 6sszhangban arra utal, hogy a secretagogin-immunoreaktiv
sejtek patkdny amygdalaban interneuron-jellegiiek.

Maisodszor olyan neurokémiai markerekkel valo egyiittes el6fordulést kerestem, melyek
jellemzdéen interneuronokban figyelhetéek meg (10. 4&bra). Az amygdalaris
interneuronokat jol jellemzi a kozponti idegrendszerben el6forduld kalciumkotd
fehérjék expresszidja. Harom ilyen fehérjével, calbindinnel, calretininnel, és
parvalbuminnal végeztem tobbszords immunhisztokémiai festést a secretagoginnal valo
kolokalizacio, és ezzel az interneuron-jelleg megerésitésének a vizsgalatara (Morys és

mtsai 1999, Kemppainen és Pitkanen 2000).
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9. dbra: A secretagogin-pozitiv idegsejtek projekcios neuron-jellegének vizsgalata patkany
amygdalaban

Retrograd palyakdvetés a striatum (A-A3), a BNST (B-Bs), és a nucleus accumbens (C-Cs)
teriiletérdl. Az amygdala centrolateralis (As, Bs, Cs) teriletén nem taldlhatéak kettdsjelolt
(scgn*/BDA") sejtek.

A fehér nyilak a BDA"/scgn’ sejteket, a fekete nyilak a BDA/scgn™ sejteket jelzik.

BDA biotinylated dextran amine; BLA basolateral amygdaloid nucleus; BNST bed nucleus of
stria terminalis; CE central amygdala; CeL centrolateral amygdala; Scgn secretagogin.
Meéretskala: 500 Hm (Al, Bl, Cl), 300 pm (Az,Bz,Cz), 10 Hm (A3,A4,83,B4,C3,C4,).

Azt tapasztaltam, hogy a secretagogin mindharom fehérjével kolokalizal, am
alegységenként és markerekként eltéré denzitassal és mintazattal. Eredményeim szerint
a parvalbumin-tartalmd secretagoginnal jel6lt neuronok 15-25%-ban vannak jelen a
bazélis amygdala lateralis részében, a centromedialis, illetve az eliilsé amygdalaban
(10/A-A” abra). A Kettésjelolt sejtek kétharmada koriil lektin-tartalmd, Wisteria
fluribunda agglutininnel (WFA) jelolhetd extracellularis matrix is kimutathatd, ami a
gyorstiizel interneuronokra jellemz6 perineuralis halot jeloli (Bruckner és mtsai 1993,

Celio és mtsai 1998). A calretinin-pozitiv idegsejtek secretagoginnal csak a
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bazomediélis és a centralis divizibkban mutathatéak ki egyutt, 15-20%-os el6fordulasi
gyakorisaggal (10/B-B” abra). A jeldlt sejtek 30%-aban calbindin és secretagogin
egyuttesen van jelen a bazolateralis és centralis alegységekben, illetve Kkisebb

denzitasban a bazomedialis, és az eliils6 régiokban (10/C-C” abra).

A“( scah € ov € wra B"” €scon  Qen C" ¢ scan € cvo-29¢
€ scan/ev
R < double 0 ( double

( PV/WFA

triple

10. &bra: A secretagogin kolokalizacidjanak vizsgélata mas kalcium-koté fehérjékkel

A patkany agyvelékon végzett té6bbszords immunhisztokémiai festések megmutattak, hogy a
secretagogin parvalbuminnal legnagyobb meértékben a bazolateralis alegységben kolokalizal,
ahol a kettdsjelolt sejtek aranya 20% (A-A). A calretinin (B-B”) és a calbindin (C-C”)
immunfestés is a centralis amygdala lateralis régidjban mutatja a legnagyobb jelintenzitast a
secretagogin-tartalmu neuronokban.

AA anterior amygdaloid area; CB calbindin; CeA central amygdaloid nucleus; CR calretinin;
BLA basolateral amygdaloid nucleus; BMA basomedial amygdaloid nucleus; EA extended
amygdala; PV parvalbumin; Scgn secretagogin; WFA Wisteria Floribunda Agglutinin.
Méretskala: 300um (a, b, ¢), 10um (4°, B’, C’).
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Harmadszor, az ultrastruktira szintjén is tettem megfigyeléseket: megvizsgaltam,
milyen tipust végzédeéseket képeznek a secretagogin-tartalmd terminalisok. Az
amygdalaban vizsgalodva secretagogin-immunoreaktivitast bizonyitd DAB-csapadékot
mind pre- mind posztszinaptikus kompartmentben talaltam. Azok a szinapszisok,
melyekben secretagogin-immunjelet a preszinaptikus oldalon talaltam, jellemzden
szimmetrikus tipustak voltak, ami az interneuronok altal képzett gatlé kapcsolatra
jellemz6. Az ezekkel Kkapcsolatos képanyagot a secretagogin intracellularis
lokalizaciojat ismertet6 fejezetben mutatom be (12. abra).

Végul megvizsgaltam az amygdala teruleten — kulonds tekintettel a centrolateralis
régidra- a secretagogin-tartalmu neuronok axonhal6zatat virusinjektalt (AAV-hSyn-
DIO-mCherry) secretagogin-Cre egerek agyvelejébdl késziilt metszeteken (11. &bra). A
fluoreszcnes fehérje erds expresszidjanak koszonhetden a secretagoginnal jeldlt
idegsejtek axonjainak das, lokalis halozata jol nyomonkdvethetd, ami ezen sejtek
interneuron-jellegét tovabb erdsiti.

A secretagogin-tartalmu sejtek multipolaris, tuske nélkili dendritfaval jellemezhet
kilalakja, a palyakdvetési vizsgalat eredményei, a kiilonboz6 kalciumkoté markerekkel
val6  kolokalizacio, valamint a szimmetrikus szinapszisok preszinaptikus
kompartmentjéban valo eléfordulas mind arra utalnak, hogy ezek a sejtek patkany
amygdalaban az interneuralis hal6zathoz tartoznak.

11. abra: A centralis amygdala secretagogin-tartalmu neuronjainak axonhéal6zata
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Virusinjektalt (AAV8-hSyn-DIO-mCherry) secretagogin-Cre egér centrolateralis amygdalajabol
készllt mikroszkdpos felvétel. Az mCherry fluoreszcens fehérje a secretagogin tartalmd sejteket
jeloli (A), melyeknek ezéltal az interneuronokra jellemzé lokélis axonhalozata élesen
kirajzolodik (A°). Méretskala: 15um (A), 4um (4°).

4.3. A secretagogin intracellularis lokalizaciojanak vizsgalata

Az eddigi kisérletekkel megmutattam a secretagogin-tartalmu idegsejtek el6fordulasi
mintdzatat és morfologiai sajatossagait patkdny agyvel6ben, illetve tobb kiilonb6zo
maodszerrel bizonyitottam interneuron-jellegiiket. A kovetkezékben a secretagogin
sejten bellli lokaliz&cidjara voltam kivancsi.

Az amygdalaris neuronokban a secretagogin kompartmentalizaciojanak vizsgalatat
els6ként elektronmikroszkoppal végeztem. Az elektronmikroszkopos felvételeken a
DAB-csapadék altal jel6lt secretagogin minden sejtalkotoban megtalalhat6, azonban
tlnyom6 tobbségben az aszimmetrikus szinapszisok posztszinaptikus oldalan
figyelhet6ek meg (12/C-D’ abra). DAB-csapadék mutathatd ki ugyanakkor axonokban,
és szimmetrikus szinapszisok preterminalis kompartmentjeiben is (12/A, B abra). Erre a
megfigyelésre a secretagogin-tartalmi idegsejtek interneuron jellegével kapcsolatban az
el6zo fejezetben mar utaltam.

Osszességében az elektronmikroszképos vizsgalatok soran tett megfigyeléseim a varttol
eltérd eredménnyel szolgaltak. Laborunk kordbbi munkai, és mas szakirodalmi adatok
alapjan secretagogin-tartalma neuronokat eddig féként preszintaptikus terminalisokban
irtak le, ahol funkcidja a vezikularis exocitozishoz kotheté (Gartner és mtsai 2007,

Alpar és mtsai 2012, Romanov és mtsai 2015, Alpar és mtsai 2018).
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12. dbra: A secretagogin intracellularis lokalizacidjanak ultrastrukturalis vizsgalata

A patkanybol késziilt elektronmikroszkopos felvételeken secretagogint jelolé DAB csapadékot
figyelhetiink meg az interneuronokra jellemzé szimmetrikus szinapszisok preszinaptikus
terminélisaiban (A,B). Leggyakrabban a secretagogin a posztszinaptikus denzitds teriletén
fordul el6 (C-D’).

ax axon; d dendrite; prt pretermindlis axon; s szinapszis; ss szimmetrikus szinapszis.
Méretskala: 200nm (A), 200nm (B), 100nm (C), 70nm (C’), 100nm (D), 10nm (D).

Az elektronmikroszképos vizsgalati eredményekb6l kiindulva a secretagogin
posztszinaptikus lokaliz&cidjanak a meger6sitésére patkany agyvel6bol izolalt (,,punch-
olt”) amygdala mintakbol el6bb szinaptoszoma-, majd pre-, és posztszinaptikus denzitas
frakciot  készitettem. A  sejtfrakcidk azonositasat, illetve fehérjetartalmuk
Osszehasonlitasat Western blot analizissel végeztem (13. &bra). Ehhez két szinaptikus
markerként ismert molekulat: a preszinaptikus vezikulakra jellemz6 synaptophysint, €s
a posztszinaptikus denzitas 95 fehérjét valasztottam. Mennyiségiik alapjan elmondhatd,
hogy mind a szinaptoszoma-, mind pedig a pre-, és posztszinaptikus frakcid izolalasa
sikeres volt, a mintak tisztasdga megfelel6nek bizonyult.
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13. abra: A secretagogin eléfordulasa a szinaptikus frakciokban

A secretagogin mennyisége a sejtfrakcionalasi eljarasokkal kinyert szinaptikusus
kompartmentekben. A teljes, patkany amygdaldban talalhaté secretagogin nagyrésze a (PSD-95
ellenanyaggal azonositott) posztszinaptikus denzitasban figyelheté meg. A preszinaptikus
frakciéban a secretagogin alig kimutathaté mennyiségben van jelen.

kDa kilodalton, PSD-95 posztszinaptikus fehérje 95, Scgn secretagogin.

A 13. abran lathatjuk, hogy a posztszinaptikus frakcioban Western blot vizsgalattal
jelentds secretagogin-immunoreaktivitas mérhet6, ezzel szemben a preszinaptikus
frakcidban a secretagogin mennyisége alig kimutathat6. A kontrollként szolgélé teljes
amygdala mintdkban mindharom marker jelenléte megfigyelhetd.

A secretagogin kompartmentalizaciojanak a vizsgalatara hasznalt mindkét médszer azt
igazolja, hogy a secretagogin fehérje jellemzéen az amygdalaris idegvégzOdések
posztszinaptikus oldalan van jelen.

A kovetkezOkben posztszinaptikusan el6forduld, lehetséges interaktiv partnereket
kerestem, hogy kozelebb kerlljek az amygdalaban talalhaté secretagogin-tartalmd
idegsejtek funkciojanak megfejtéséhez. Ehhez rendelkezésemre allt egy laborunk altal
kordbban elkészitett tdmegspektrometriai adatsor, mely a secretagoginhoz kapcsolédd
fehérjéket listdzza (Hanics és mtsai 2017). Ebben a secretagogin interaktiv partnereként
azonositottam az idegsejtek posztszinaptikus terminalisaira jellemz6 N-metil-D-

aszparaginsav tipusd ionotrép glutamat receptor 2-es alegységét. Ez a receptor a
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kalcium intracellularis mennyiségének a szabalyozésa, a jelatviteli folyamatokhoz
kothetd sokrétii  funkcidja, illetve az amygdalaris mechanizmusokban bet6ltott
kulcsszerepe miatt keltette fel a figyelmemet.

Az NMDA receptor és a secretagogin  kozotti  kapcsolatot  els6ként
immunprecipitaciéval vizsgéltam (14. &bra). Ennek sordn patkany amygdala
homogenizatumbdl egy specidlis magnes segitségével nyertem ki a secretagogin
interaktébmat, mely a secretagoginon Kkivul az ahhoz kapcsolodé molekuldkat is
tartalmazza. A Western blot analizis kimutatta, hogy az NMDA receptor 2 tipusu AB
alegysége megtaldlhaté a secretagogin interaktomaban. Ebbél azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a secretagogin és az NMDA receptor 2AB alegységek interaktiv

partnerek.

Scgn Ctrl
(kecske) (kecske)
IgG IgG
NR2AB (nyul), 'l

180kDa

Scgn (egér), “
32kDa ¥

‘)

14. dbra: Az immunprecipitacié alapjan az NMDA receptor 2-es alegysége a secretagogin
kotépartnere

A patkany amygdalabol végzett immunprecipitacio kimutatta, hogy a secretagogin és az NR2B
alegység egymas interaktiv patnerei.

ctrl kontroll (“non-target”), kDa kilodalton, IgG immunoglobulin G, NR2AB N-metil-D-
aszpartat receptor 2-es tipusu alegység AB variansa, Scgn secretagogin.

A kovetkez6 kisérletemben in vitro patkany amygdalabdl készitett primer
sejttenyészeten vizsgaltam a secretagogin és az NMDA receptor 2AB alegység egydttes
eléfordulasat (15. abra). A nano-rezolicids mikroszkoppal készitett felvételeken (15/C-
D” abra) lathatjuk, hogy in vitro a secretagogin és az NMDA receptor 2AB alegysége
ugyanabban a szubmembran régidban koncentralodnak, helyenként egymassal

kolokalizalnak.
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A fenti kisérletek egyhanglan azt mutatjdk, hogy az amygdaléris neuronokban a
secretagogin jellemzdéen posztszinaptikusan fedezhet6 fel, ahol az NMDA receptor 2AB

alegységével all kozvetlen kapcsolatban.

s N2ABY -
| I I !
15. 4bra: A secretagogin és az NR2AB alegyseg kolokalizacios vizsgalata in vitro primer
sejttenyészeten

Az NR2AB+ sejtek secretagogint is expresszalnak patkanybdl szarmazd primer amygdala
sejttenyészeten (A, B). A nanorezollcids eljarassal készilt felvételeken a két molekula
kolokalizacidja lathato (C-D”). A fehér nyilak az NR2AB+-, a fekete nyilak a scgn+
felhalmozddasokat-, mig a kettds nyilak a kolokalizacios helyeket jel6lik.

NR2 NMDA receptor 2-es alegység, Scgn secretagogin. Méretskala: 15um (4, B), lum (C”,
D”).
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4.4 A secretagogin viselkedésbioldgiai szerepének vizsgalata

Munkdm kovetkez6 szakaszdban a secretagogin amygdalaban betoltétt szerepére
0sszpontositottam, igy gorcsé ala vettem azokat a sejtélettani folyamatokat, melyek
ezen az agyterileten jellemzdéen el6fordulnak.

A fenyegetettseg, vagy a veszélyhelyzet — Ggy, mint a klasszikus félelem kondicionalas
— dltal el6idézett védekezési viselkedésmechanizmus sordn az amygdala komplex
szerepe kiemelked6 jelentOséggel bir. A kilvilaghol érkezé ingerek az amygdalaban
integralédnak, ahonnan a feldolgozott informacio az effektor-régiok iranyaba
tovabbvetulve végul a valaszreakciok kivaltasat eredményezi. Ezekhez a folyamatokhoz
éppugy, mint a hozzajuk kotheté szinaptikus plaszticitas kialakuldsahoz egyarant
nélkilozhetetlen az NMDA receptor 2B-tipusu alegysége (Groc és mtsai 2006).
Ezeknek a szakirodalmi adatoknak az ismeretében a soron kovetkezé kisérlet egy
klasszikus Pavlovi kondicionalés volt (6/A abra).

Az altalam alkalmazott protokollban a kondicionalt, semleges inger egy 80 decibel
erdsségll hang volt, melyhez aramiitést tarsitottam. Annak érdekében, hogy az éllatok
szdmara Onmagaban a kornyezet (kisérleti doboz) semmiképpen se jelentsen
fenyegetettséget (mely folyamat az amygdalan kiviil a hippokampuszhoz is kothetd
lenne), a kisérlet utolsd napjan tébb paramétert is megvaltoztattam (Phillips és Ledoux
1992).

A felnott patkanyokon végzett félelem kondicionalas utdn az izolalt amygdalék felét
immunprecipitacioval, masik felét pedig Western blot analizissel vizsgaltam (16. abra).
Kivancsi voltam a secretagoginhoz kapcsol6do, illetve az 6sszes NMDA receptor
mennyiségére is. A Western blot analizis a szakirodalomban megtalalhaté adatoknak
megfeleléen, a stresszelt allatokban kimutatta az NMDA receptor 2-es alegység-,
valamint a foszforilalt Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase %2) mennyiségének
emelkedését, ami egyuttal tikrozi a kisérlet sikerességét (16/A-A’ abra). A
fehérjeelemzesbdl az is kideriilt, hogy a secretagogin szintje a két csoportban kdzel
azonos, a kezelés hatasara tehat nem valtozott. Ezzel szemben a secretagoginhoz
kapcsolédd NMDA receptor 2-es alegységének mennyisége lényegesen nagyobb volt a

stresszelt allatokban, mint a kontroll csoportban (16/B &bra).
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A viselkedések elemzése soran azt tapasztaltam, hogy a félelem kondicionélas
paradigméjanak megfelelden a kontoll allatok alig, vagy egyaltalin nem mutattak
ledermedési reakciot, ellentétben a stresszelt egyedekkel.

A fenti eredmények alapjan félelem kondicionalas soran a veszélyinger hatdsara a
secretagogin tobb NMDA receptor 2es alegységével teremt kozvetlen kapcsolatot. Ez
feltételezi a secretagogin klasszikus kondicionélassal kivaltott viselkedésbioldgiai
hatdsmechanizmusban bet6ltott szerepét.

A 1
ctli  FC
Scgn, . B
32kDa D A , =
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16. &bra: A félelem kondicionalas hatésa a secretagoginra

A félelem kondicionadlas hatasara bekovetkezd molekularis mechanizmusok, és szinaptikus
valtozasok memoria kialakulasahoz vezetnek. A folyamat soran az NMDA receptor szintjének
megemelkedése egy jelatviteli kaszkadot indit be, melynek fontos allomasa az Erkl/2
foszforilcidja. A félelem kondicionalt patkanyok amygdalajabol készilt Western blot analizis
kimutatta a kezelt allatokban az NR2AB-, és a P-Erk1/2 mennyiségének névekedését, ami a
kisérlet sikerességét tikrozi (A-A4°). Ezzel szemben a secretagogin mennyisége a Kkisérlet
hatdsara nem valtozott. Immunprecipitciéval a secretagoginhoz kapcsolédé NR2AB
mennyiségének a novekedése figyelhets meg (B).

ctrl control, Erk1/2 extracellular signal-regulated kinase, FC félelem kondicionalt csoport, 1gG
immunoglobulin G, IP immnprecipitacié, NR2AB N-Metil-D-aszpartat 2-es alegység AB
varians, P-Erk1/2 foszforilalt Erk1/2, Scgn secretagogin

*: p<0,05

A secretagogin fehérje viselkedeésben bet6ltott szerepének tovabbi vizsgalatara a fentebb
ismertetett kiserletet olyan egerek felhasznalasaval ismeételtem meg, melyekben a
secretagogin expresszidjat egy génszekvenciaba ékelt terminacios jel gatolja (scgn”). A
célom az volt, hogy secretagogin hianyaban figyelhessem meg a félelem kondicionalas
hatasara kialakulé viselkedésbeli valtozasokat.
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A kondiciondlas a secretagogin-hianyos allatokban is kivaltotta a védekezési reakciot
(,,freezing”), melynek intenzitdsa a vad tipusu egerekhez képest mérsekelten nagyobb
volt (17/A abra), béar statisztikai kilonbséget nem tudtam kimutatni. A Kisérleti
csoportok kozott, a freezinggel tOltott idében tapasztalt eltérés Kkicsi, illetve a
csoportokon bellili szords nagysaga is nagy. Ez a génkiiitott allatoknal eléfordulo
kompenzaciés mechanizmussal magyardzhatd: konnyen elképzelhetd, hogy a
secretagogin funkcidjat részben vagy egészben mas molekulak vették at az
egyedfejlodés soran. Lényeges szempont tovabba, hogy a secretagogint az érzelmi
viselkedés kodzpontjaként szdmon tartott limbikus rendszer szinte minden részében

megtalalhatjuk, igy teljes hianya az allat minden viselkedésformajat érintheti.

A B

) wt Scgn , B’

S Ragadozo6 szag teszt

E 80 -

'8 60 — RER Kontroll ‘

e I T~ Ctd 300 B0 90
(o)) [ | ’ N’ N\

2 40 | v TR e
S 1| g .__“ g’ Ragadozo szag ‘ .

o 201|5|s| |5|5] g~ SN,

LT. x|L£l x|l &, N 2 %

17. &bra: A secretagogin szerepe az averziv viselkedésben

A secretagogin-hianyos (scgn™) egereken végzett félelem kondicionalas soran a scgn’ egerek
félelemi reakcidja valamelyest erdteljesebb volt, a kondiciondlt hang alatt tobb idét toltottek
mozdulatlanul, de a kiildnbség nem szignifikans (A).

A ragcsalokban a természetes ragadozo szaga 6nmagaban kivaltja az elkerilési védekezési
reakciot abban az esetben is, ha korabban még nem talalkoztak a ragadozéval. Ez az 6szténds
valaszreakcio jellemzden a teljes mozdulatlansdgban nyilvanul meg. A jelenség vizsgalatara
macska vizelettel atitatott alom kisérleti dobozba helyezése a legelterjedtebb eljaras (B). A
kisérlet utan a kezelt allatok amygdalajabdl végzett immunprecipitac6 megmutatta, hogy a
ragadozO szaganak hatasdra a secretagoginhoz kapcsolédott NR2AB mennyisége
melgno"vekedett, kiilonésen amikor a kisérlet és a dekapitacio kézott tébb ido (90 perc) telt el
(BY).

ctrl kontroll, kont hangok kozotti peridodus, NR2AB N-metil-D-aszpartat 2-s alegység AB
varians, Scgn secretagogin, wt vad tipusu allat

*: p<0,05

Az eddig ismertetett viselkedésbiologiai vizsgalatok megmutattdk a secretagogin

szerepét a veszélyinger altal Kkivaltott védekezési mechanizmusokban, és az ehhez
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kapcsolddd molekuléris folyamatokban. A természetben a leggyakrabban el6forduld
fenyegetettséget a ragadozd megjelenése jelenti. Ennek kovetkeztében egy ragadozo
szaganak az érzekelése az els6 pillanattol kezdve erGs hatassal van a ragcsalokra még
akkor is, ha azok korabban sosem tapasztaltak hasonlot. Ez az allatokbdl egy
velesziletett, 6sztonds védekezési reakciot valt ki, mely az egyedfejlédés soran mar a
szliletés utani tizedik napon megjelenik (Ganella és Kim 2014). A folyamat kdzpontja
az amygdala, és fontos résztvevé eleme az NMDA receptor 2-es alegység. Az eddigi
magatartasbioldgiai eredményeim, és a fentebb ismertetett 0Osszefliggések miatt
érdekesnek tartottam a védekezési viselkedésnek ebben a forméajaban is megvizsgélni a
secretagogin szerepet.

A jelenség tanulmanyozasara feln6tt patkanyokat rovid idére egy Kisérleti dobozba
helyeztem, amibe nem kezelt, illetve macska vizelettel atitatott almot tettem (17/B
abra). A kezelés utdn 30, 60 és 90 perccel tortént az amygdalédk izolalasa. A
secretagogin interaktdéma immunprecipitacioval torténé kinyerését kovetéen az NR2AB
szintjét vizsgaltam.

A kondicionalasi Kkisérletekben tapasztaltakhoz hasonléan-, a ragadoz6 szaga
onmagaban kivaltotta az elkerulési viselkedest (freezing), melynek soran ugyancsak
novekedett a secretagoginhoz kapcsolodé NR2AB szintje (17/B' 4abra). A
legmarkénsabb szintemelkedést azoknal az egyedeknél tapasztaltam, amelyeknél a
leghosszabb (90 perc) volt az expozicio.

Az eddig elvegzett kisérletek alapjan az amygdalaban foként posztszinaptikusan
lokalizal6do secretagogin képes az NMDA receptor 2AB alegységéhez kapcsolddni, és
ezen a kapcsolaton keresztll olyan intracellularis jelatviteli folyamatokat befolyasolni,

melyek az allatok talélését eldsegitd viselkedésbioldgiai valtozasokhoz vezetnek.
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4.5 A secretagogin fehérje NMDA receptorra kifejtett hatasa

A secretagogin viselkedésbiologiai szerepének a tanulményozasa utdn, a kovetkezo
Iépésben azt szerettem volna megvizsgalni, hogy a secretagogin milyen hatast fejt ki az
NMDA receptor milkodésére. Mivel a receptor altal kozvetitett intracellularis
valtozasok secretagogin nélkil is kivaltottdk a vart viselkedésformat (esetiinkben a
ledermedési reakciot), igy a valaszt a receptor aktivalodasdhoz sziikséges korabbi
fazisokban kerestem.

A tetramer szerkezeti NMDA receptor aktivalodasanak feltétele, hogy az alegységek
Osszeszerel6dési helyiikre, a posztszinaptikus membranhoz széllitddjanak. A receptor
csak ezutdn képes rogzilni a membranban. A hipotézisem tehat az volt, hogy a
secretagogin szerepe az alegységek membranhoz-val6 eljutasaban (,trafficking”-ben),
illetve az ahhoz t6rténd kihorgonyzodasaban lehet.

Els6ként azt vizsgaltam meg, hogy a secretagogin mennyiségének a csokkenése hatéssal
van-e a 1472-s tirozin helyen torténdé NR2B foszforilaciéra, mely a receptor
membranban valé rogzilését befolyasolja (Lavezzari és mtsai 2003). Egy erre a
foszforilacidés helyre specifikus ellenanyaggal vizsgaltam a foszforilalodott NR2B
mennyiségét in vitro, patkany eredetii insulinoma sejtvonalban (INS-1E) secretagogin
géncsendesitést kovetden.

A Kkiértékelés soran azt tapasztaltam, hogy a kevesebb secretagogint tartalmazo,
géncsendesitett sejtek foszfo-NR2B mennyisége kisebb volt a kontroll sejtekhez képest,
mig az 0ssz- NR2B mennyisége valtozatlan maradt (18. 4&bra). Ebbdl arra
kovetkeztethetilink, hogy a secretagogin az NMDA receptor 2B alegységének a 1472-s
tirozin helyén torténé foszforilaciojat segiti eld, ezaltal befolyassal bir a receptor

sejtfelszini mennyiségének a szabalyozasara.
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18. &bra: A secretagogin hatadsa az NR2B 1472-s tirozinjan torténé foszforilacidjara in
vitro

Az NMDA receptor posztszinaptikus membranban torténd rogziiléséhez sziikséges az NR2B
alegység foszforilacidja a 1472-s tirozinon. Az insulinoma sejtvonalon végzett secretagogin
géncsendesités hatdsara a sejtek foszforilalédott NR2B-tartalma is kevesebb, a P-NR2B és a
secretagogin mennyisége korrelal (A-4°).

ctrl control, NR2B N-metil-D-aszpartat receptor 2B alegység, P-NR2B NMDA receptor 2B
alegyseg 1472-s tirozin foszforilalt forméja, Scgn-KD secretagogin géncsendesirés.

*:p<0,05

A secretagogin NMDA receptor plazmamembranhoz torténd kapcsolddasaban betoltott
szerepét tovabbi Kisérletekkel vizsgaltam. Kivancsi voltam az NR2B sejten bellli
lokalizacidjanak véaltozasara a secretagogin fehérje mennyiségének a fliggvényében.
Ehhez SHSY-5Y sejteket egy specialis GFP-konstrukcidval jeldlt NR2B-t tartalmazo
plazmiddal (Super Ecliptic phluorin, SEP) transzfektaltam, ezt kovet6en pedig a
secretagogin expressziojat géncsendesitéssel csokkentettem (19/A, Al abra). Fixalas
utdn a konnyebb detektalhatosag érdekében anti-GFP immunfestést végeztem. Erre
azeért volt sziikség, mert a SEP pH-érzékenysége miatt fixalt metszeteken a fluoreszcens
jel nehezebben detektalhato.

Konfokalis mikroszkdppal mértem a sejtekben taldlhaté NR2B mennyiségét
(fluoreszcencia intenzitasat) harom kiilonboz6 régioban: a sejtmaghoz-, és a

nyulvanyokhoz kozeli, illetve a koztiik 1év6 teriileteken (19/B abra). A kapott értekeket
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Osszevetettem a kiilonbozé kezelési csoportok kozott. Ennek alapjan az NR2B
mennyisége a kontroll csoportokban magasabb, mint a kevesebb secretagogint
tartalmazd sejtekben. Ez a mennyiségi eltérés a harom vizsgalt tertlet kozil a
nyulvanyokhoz kozeli helyeken a legmarkansabb, éppen ott, ahol az NMDA receptor
0sszeszerelddése ¢€s aktivacidja torténik.

A fejezetben eddig targyalt két kisérlet megerdsiteni latszik azt az elképzelést, mely
szerint a secretagogin az NR2B-vel vald dsszekottetésén keresztll befolyasolni tudja az

NMDA receptor rogzlilését a posztszinaptikus membranban.
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19. &bra: A secretagogin hatasa az NR2B alegység intracellularis lokalizaciéjara in vitro

Humadn eredetii neuroblasztoma sejtvonalat SEP-NR2B plazmiddal transzfektalva azt
tapasztaljuk, hogy a sejtek NR2B-tartalma secretagogin géncsendesités hatasara lecstkken (A,
A1). A jelintenzitds-kiilonbséget kiilon mérve a belsd-, centralis-, és periférids részeken
elmondhatd, hogy a kevesebb secretagogin-tartalmu sejtekben leginkdbb a periférias részeken
mérhetd kisebb SEP-NR2B jel (B).

NR2AB N-metil-D-aszpartat 2-es alegység AB varians, Scgn KD secretagogin
géncsendesités.*:p<0,05

Az eddigi eredményekbdl kiindulva a kovetkez6 kisérlettel az volt a célom, hogy
kimutassam a secretagogin szerepét az NR2B alegység plazmamembranhoz torténd

kijutasaban (,.trafficking”-ben) in vitro. A sejtekbe ezesetben is olyan plazmid
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konstrukciot juttattam be, melyben az NR2B alegyseg kémhatésra érzékeny GFP-vel
jelolt. A SEP hasznalatanak el6nye a trafficking vizsgalatokban, hogy a fluoreszcencia
csak extracellularis kémhatdson detektalhatd (Sankaranarayanan és mtsai 2000).
Amennyiben a jel6lt molekula savas kémhatasi kompartmentben taldlhato, a jel
kioltodik. Ennek alapjdn a mért fluoreszcens jel er6sségébdl kovetkeztethetiink a jelolt
molekula sejtfelszini mennyiségére, és vizsgalhatjuk a receptor transzportfolyamatait
(Ashby és mtsai 2004).

FRAP analizis (florescence recovery after photobleaching) soran a kivalasztott sejt
meghatarozott tertletén lézerrel fakitunk (,,bleaching”), ezzel Kkioltva az &sszes
fluoreszcens jelet. A sejtekben zajl6 diffizionak koszonhetéen Uj molekuldk kerlilnek a
fakitott tertletre, aminek kovetkeztében a fluoreszcens jel egy idé utan ujra
detektalhatd. A jel visszatérésének idejébol és er6sségébdl kapott értékek a jelolt
molekulank mennyiségét tiikrozik, illetve 0Osszevethetéek a kiillonbozo kezelési
csoportok kozott.

A kisérlet soran SHSY-5Y sejteket SEP-NR2B plazmiddal transzfektaltam, és Kis
interferald6 RNS hozzaadasaval csokkentettem a secretagogin mennyiségét. A FRAP
analizis kiértékelésekor dsszehasonlitottam a géncsendesitett-, és a kontroll sejtekben
talalhaté NR2B szintjét, illetve fakitas utan a visszatérd jel intenzitasat (20. abra).

A 20. &bra B grafikonjan lathatd, hogy a sejtekben a SEP-NR2B fluoreszcencia
intenzitadsa szignifikansan csokkent secretagogin géncsendesités hatasara, tehat a
secretagogin szintjének a csokkenése kevesebb membranhoz rogzilt NR2B jelhez vezet.
Az eddigiekkel 6sszhangban ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a secretagogin
mennyiségének csokkenése az NR2B membranhoz val6 kijutadsaban zavart okoz. Ennek
megfeleléen a fakitott membranszakaszokban a fluoreszcens jel visszatérése a
géncsendesitett sejtekben lassabb volt, illetve a kontroll sejtekben tapasztalhatohoz

képest kisebb intenzitasu, és kevésbé meredek lefutasd gorbét kaptunk (20/A &bra).
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20. abra: A secretagogin és az NR2B alegység kapcsolatanak vizsgalata FRAP analizissel

FRAP analizis soran a secretagogin-géncsendesitett sejtekben a sejtfelszini NR2B mennyisége
kevesebb a kontroll sejtekben tapasztalhatéhoz képest (B). A fakitas (bleaching) utan a kevesebb
secretagogint tartalmazo sejtekben a sejtfelszini NR2B alegységet jel6lo fluoreszcens jel késobb
tért vissza (A), és kisebb amplitiidoval, amibél az NR2B kisebb mennyiségére kiovetkeztethetiink.
Scgn KD secretagogin géncsendesités. *:p<0,05

A FRAP analizis soran azt tapasztaltuk, hogy amennyiben a secretagogin mennyiségét a
sejtekben csokkentjlk, az NR2B alegység sejtfelszini mennyisége is lecsokken. Mivel a
FRAP soréan csak a sejtfelszini molekulak fluoreszcenciajat tudjuk mérni, igy felvetodik
a kerdes, miszerint a secretagogin gén csendesitése nem okozza-e a receptor jeldlt
alegységének csokkenését az egész sejtben, nem csupan a sejtfelszinen. Ehhez egy
olyan kontroll Kisérletet végeztink el, melynek soran semleges, savas, és l0gos
kémhatast médiummal kezeltiik a sejteket mindkét csoportban (21. abra). A fiziologias
oldat (aCSF) alkalmazasakor a jelintenzitas az elvarasainknak megfeleléen alakult: a
géncsendesitett sejtekben kisebb jelintenzitast, kevesebb NR2B alegységet mértink

(21/A, B abra). A médium savasitdsanak hatasara mindkét csoportban csokkent a pH-
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érzékeny fluoreszcens jel mennyisége (21/A’°, B’ abra). Az ammonium-klorid-tartalmd
oldat hasznalataval az eddigiektdl eltéréen a sejtekben talalhatdé Osszes NR2B
mennyisegét detektalhatjuk. Esetiinkben nagyobb jelintenzitds ndvekedés volt

tapasztalhatd a géncsendesitett sejtekben (21/A”, B”, C abra).
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21. dbra: Az NR2B alegység sejtfelszini és intracellularis mennyisége secretagogin
géncsendesités hatasara.

Fiziologias korilmények kozott (aCSF) a pH-érzékeny SEP-NR2B plazmid terméke a
sejtfelszinen detektalhatdé (A,B), ahol kisebb jelintenzitast tapasztalhatunk a secretagogin
géncsendesitett sejtekben. A SEP-NR2B jel savasabb kézegben (pH 6.0) gyengult, de az
ammonium-kloridos (NH4CI) kezelés hatasara visszatért (A-B”) mindkét kezelései csoportban.
Az aCSF oldatban detektalt értékhez képest az NH4Cl oldat hatdsara a jelintenzitas névekedése
csak a secretagogin gencsendesitett sejtekre volt jellemzé (C).

aCSF artificial cerebrospinal fluid, ctrl kontroll, NH4Cl ammonium-klorid, scgn-KD
secretagogin géncsendesités. *:<0,05

A fenti kisérlettel bebizonyosodott, hogy a FRAP analizis soran tapasztalhatd
sejtfelszini  NR2B csokkenés nem annak koszonhetd, hogy ezen alegység
0sszmennyisége kevesebb a secretagogin géncsendesitett sejtekben, hanem valoban a

sejtfelszinen talalhat6, sejtmembranhoz régzilt alegység mennyisége a kevesebb.
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4.6 A secretagogin szerepe a stresszvalaszban

A veszélyhelyzetben kialakult védekezesi folyamat soran stresszhelyzetbe keriilnek az
allatok, ami szamos élettani valtozast von maga utan. A klasszikus stresszvalasz a
hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese Gtvonalon (HPA axis) keresztil valosul meg,
melyben a hipotalamusz paraventrikularis magjanak CRH -tartalm( neuronjai jatszanak
kulcsfontossagu szerepet (Selye és Fortier 1949, Bale és Vale 2004, Mcewen 2008). A
stressz hatasara felszabadul6 CRH aktivalja az agyalapi mirigy adrenokortikotrop
hormon termelését, mely vegil a mellékvesekéregben kortizol és glukokortikoidok
elvalasztasat stimulélja (Swanson és Sawchenko 1980, Kovacs és Sawchenko 1996). A
kortizol felszabadulasa a HPA utvonaltdl fuggetlenil, kdzvetlenil a limbikus-, és a
jutalmazo rendszer aktivalasa altal is megtérténhet (Sapolsky 2003).

Kutatdcsoportunk  korabbi  eredményei megmutattdk, hogy a hipotalamusz
paraventrikularis magjaban a secretagogint kifejezo idegsejtek gazdag sejtpopulacidja
figyelheté meg, ahogy a rilizing hormonok leadéasi helyén, az eminentia mediana
teriletén is (Romanov és mtsai 2015). Leirtak tovabba, hogy a secretagogin-pozitiv
sejtekre CRH-immunaktivitas is jellemz6, illetve hogy ezek a sejtek stressz hatésara
aktivalddnak (Romanov és mtsai 2015, Alpar és mtsai 2018).

A felsorolt ismeretek tiikrében kivancsi voltam arra, hogy a secretagoginnak az
amygdalaban is van-e szerepe a stresszvalasz kialakitasaban. A szakirodalom alapjan a
centréalis amygdala terliletén szamos CRH-t kifejez6 neuron talalhat6 (Palkovits 2000).
Els6 1épésben ezeknek a sejteknek a secretagogin-tartalmat vizsgaltam. CRH-GFP
transzgenikus egerekbdl készitett sorozatmetszeteken secretagogin immunfestést
abra). A vizsgalat sordn nem talaltam olyan sejtet, amely egyarant mutat secretagogin-,
¢s CRH immunoreaktivitast. A kettdsjelolt sejtek hidnya arra enged kovetkeztetni, hogy
az amygdaldban talalhatd secretagogin-tartalmd neuronok nem vesznek részt a

klasszikus stresszvalasz kivaltasaban.
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CRH-GFP/*

22. abra: A secretagogin el6fordulasa CRH-GFP egeér centralis amygdaldjaban

A secretagogin® (fekete nyilak, A:’), és a GFP-vel jelolt CRH* sejtek (fehér nyilak, A;) a
centralis amygdalaban kiilon sejtpopulaciét alkotnak.
CeL central amygdaloid nucleus lateral part, CRH kortikotrop rilizing hormon, Scgn
secretagogin. Méretskala: 50um (A), 20um (A1, Av').

A kovetkezO lépésben az akut fajdalom altal okozott stresszvalaszt vizsgéltam
patkanyban. Az amygdalaris neuronokban a stresszor egy korai gén, a c-fos
aktivalodasat valtja ki (De Francesco és mtsai 2015). Ebben a kisérletben formalin
injekciot adtam patk&nyok hats6 combjaba, majd vizsgaltam a bazolateralis és centralis
amygdalaban kifejez6d6 c-fos el6fordulasat (23. &bra). Az idegsejtek kozott nem
talaltam secretagoginra és c-fosra is immunopozitiv sejtet, tehat a secretagogin-tartalmu
neuronok akut fajdalom hatasara nem aktivalodtak.

A stresszhatds vizsgalatara végzett Kkisérleteim eredményei alapjan a secretagogin
fehérje az amygdalaban els6sorban azokat a stresszfolyamatokat szabalyozhatja,
melyekben a kondicionalt stressz jelen van, de mas, félelemhez kapcsolt

mechanizmusokban is szerepet jatszhat.
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23. abra: A c-fos expresszidjanak vizsgalata akut formalin stresszt kovetéen patkany
amygdalaban.

A formalin injekcio altal okozott akut stressz a c-fos korai gén expresszidjat eredményezi, ami
azonban az amygdalaris secretagogin-pozitiv sejtekben nem mutathato ki (A, A1 ”).

Fekete nyilak: scgn* (A; ), fehér nyilak: c-fos* (A;) sejtek.

CeL central amygdaloid nucleus lateral part, BLA basolateral amygdaloid nucleus, Scgn
secretagogin. Méretskala: 80uM (A), 15uM (A1, Az, As)

69



DOI:10.14753/SE.2021.2544

4.7 Secretagogin-tartalmd neuroncsoport azonositasa, €s Szerepe egér
centrolateralis amygdalajaban

Az eddigi kisérletek alapjan a secretagogin fehérje eldsegiti az NMDA receptor 2B
alegységének a sejtmembranhoz torténd rogziilését, mely egy foszforilacids 1épésen
keresztil valosul meg.

A tovabbiakban arra voltam kivancsi, hogy pontosan mi a secretagogin-tartalmu
neuronok funkcioja az amygdalaban, illetve hogy ezek a neuronok 6nall6 sejtcsoportot
alkotnak-e. Ehhez elGszor azt szerettem volna megtudni, hogy milyen magatartasbeli,
és/vagy molekuléris valtozast valt ki az amygdalaban talalhaté secretagogin-tartalmu
idegsejtek gatlasa, illetve aktivalasa in vivo.

A Kkérdés megvalaszolasahoz scgn-Cre egerek centralis amygdalajaba injektaltam
bilateralisan kiilonboz6 viruskonstrukciokat (Krashes és mtsai 2011). Ezen konstrukciok
nagy elonye, hogy CNO injekcidval a kivant id6ben, a kisérlet adott napjan
indukalhatdak, és tipustdl fiiggden a Cre-expresszid gatlasat, illetve aktivalasat valtjak
ki. A beadott virusmennyiség megfeleld kivalasztasdval, illetve a koordinatak
betartdsaval a kisérlet térben is szabalyozhatd: adott sejtcsoportok miikodését
vizsgalhatjuk meg adott terileten. A miitétek utan harom héttel az egereken félelmi
kondicionalas tesztet végeztem, igy lehetéségem nyilt a centralis amygdalaban talalhatd
secretagogin-tartalmd neuronok félelem kondicionalasban betdltott szerepének a
vizsgalatara (24. abra).

Az agyvel6kbdl késziilt sorozatmetszeteken ellendriztem a beadasi helyeket. Ezt
megkonnyitette a viruskonstrukcioban taldlhatd, secretagogint jel6l6 mCherry
fluoreszcens fehérje, melynek er6s expresszidja sejtalaktani ¢és palyakovetési
megfigyeléseket is lehetové tett. Az injektalas teriiletén a terminalisok szépen
kirajzolddtak, tavolabbi tertileten projekciokat nem talaltam (11. &bra).

A kiilonbozé kezelési csoportok viselkedésmintézatait a kisérlet soran rogzitett
videofelvételek elemzésével készitettem el. A kiértékelése soran azt tapasztaltam, hogy
a gatlo virussal injektalt egerek ,(freezing” reakcidja intenzivebb volt a kontroll
allatokhoz képest: tobb, mint kétszer annyi id6t toltéttek mozdulatlanul (24/A, C &bra).
Ennek megfelelden a kisérlet alatt megtett tdvolsagban is markans eltérést tapasztaltam:
a secretagogin-gatolt egerek a kondicionald doboz joval kisebb terlletét jartak be (24/B,
C’ abra).
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Mindkét adatsor azt mutatja, hogy a centrélis amygdala tertiletén a secretagogin hianya
a védekezési, freezing reakciok fokozodashoz vezet. Itt fontos megjegyezni, hogy — bar
Iényegesen kisebb kiilonbséggel- a secretagogin génkiutltt egerekkel végzett félelem

kondicionalas ugyanezt az eredményt mutatta.
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24. abra: Secreteagogin-Cre egerek viselkedésmintazatbeli kilénbségei félelem
kondicionalés soran

Félelem kondiciondlas soran a veszélyt jelzé hanginger az dllatokbdl védekezési valaszreakciot
valt ki, amelynek legjellemzobb formaja a mozdulatlan ledermedés, a freezing reakcio. A gatlo
virussal injektalt secretagogin-Cre egerek hosszabb ideig freezingelnek (A, C), a kisérleti
dobozban kevesebbet mozognak (B, C’), tehdt erdteljesebb védekezési reakciot produkdlnak a
kontroll allatokhoz képest.

ctrl kontroll. *:p<0,05
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Haubensak és munkatarsai a centrdlis amygdala lateralis tertiletén talalhatd protein
kindz C delta immunoreaktiv sejtcsoport célzott gatlasakor ugyanezt a megnovekedett
dermedesi reakciot tapasztaltdk (Haubensak és mtsai 2010). Ezek olyan interneuronok
(,,CeL-off sejtek™), melyek gatoljak a centromedialis amygdala projekcids neuronjait,
igy azok nem tudnak projekciokat kuldeni a védekezési (,.freezing”) reakciok
kKivaltaséért felelds agyi régiok felé, a PKCo-tartalml sejtek gatldsaval diszinhibicio
kovetkezik be, amit a megndvekedett dermedési reakcidval tapasztalhatunk. Ugyanezt
figyelhetjik meg a secretagogin-tartalmu neuronok célzott gatlasa esetén is.

A sajadt eredményeimet 0Osszevetve a szakirodalomban fellelheté adatokkal, a
tovabbiakban arrél szerettem volna megbizonyosodni, hogy a secretagogin-tartalmd
neuronok azonosak-e a centrolaterlis amygdalaban korabban leirt PKCé+ CeL-off
sejtekkel. Egerek agyvelejébol készilt metszeteken immunfestést végeztem, amely
kimutatta a PKCd-, és a secretagogin-tartalmi idegsejtek kolokalizaciojat (25. &bra). A
secretagogint kifejez6 neuronok 92%-ban bizonyultak PKCé-pozitivnak, mig utobbi

sejtcsoport csupan 26%-aban mutathato ki secretagogin.

25. &bra: A secretagogin és a PKCd Kkolokalizaciéja a centrolaterdlis amygdala
neuronjaiban

A centrolateralis amygdala tertletén a secretagogin-tartalmii sejtek PKCo-t is Kifejeznek.
Fehér nyilak: Scgn+/PKCo+, fekete nyil: PKCo+/Scgn-, sziirke nyil: Scgn+/PKCo-.
PKC6 protein kindaz C d, Scgn secretagogin.Méretskala: 15um (A-A").
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A magatartasbioldgiaval kombinalt kemogenetikai kisérletekbdl fény derilt arra, hogy a
centrolateralis amygdalaban a secretagogin-tartalmd neuronok a szakirodalombol mar
Ezek, a PKCo-t kifejez6, gatlo interneuronok a félelmi kondicionalas soran kivaltott

valaszreakciok intenzitasat csokkentik, a centromedidlis alegység gatlasan keresztul.

4.8 A secretagogin fehérje eléfordulasa és funkcioja az ember amygdalajaban
Emberi amygdala mintakbol készitett sorozatmetszetek felhasznalasaval elkészitettem a
secretagogin fehérje expresszios térképét (26. abra). A secretagogin el6fordulasi
mintazata hasonlé a patkdnyban tapasztaltakéhoz. Human mintak esetében is
secretagogin-tartalmu neuronokat a legnagyobb szamban és denzitasban a centralis
amygdala terlletén figyeltem meg, ezen belll is a laterdlis régidban. Nagy jelintenzitas
tapasztalhaté még a bazolateralis alegységen belll a dorzalis, az intermedialis, valamint
a ventrolaterdlis részeken. A patkany metszeteken latottaktol eltér6en, az ember
centralis amygdalajaban a medialis régidban joval tobb secretagogin-tartalmd neuront
talalunk. A legkevesebb secretagogin-immunoreaktiv sejtet a medidlis-, és a kérgi
amygdala tertletén figyeltem meg.

A sejtalaktani vizsgalatok sordn azt tapasztaltam, hogy a secretagogin-immunoreaktiv
neuronok tobbsege emberi amygdalaban is multipolaris, interneuronokra jellemz6
morfologiat mutat (27. abra). Kisebb szamban bipolaris idegsejtek itt is
megfigyelhetdek, illetve a bazolateralis alegysegben elvétve piramissejt-szerli neuronok
is el6fordulnak. A human mintakon végzett eloszlasi-, és morfologiai vizsgalatok tobb
hasonlosagot is felfedtek az emberben-, és a ragcesalokban 1évé amygdalaris
secretagogin-tartalmu neuronok kozott. Ez alatdmasztja a ragcsaldkon végzett kisérletek
jelentdségét, illetve eldvetiti ezek preklinikai hasznanak lehetéségét a human

betegségek vonatkozasaban.
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26. dbra: Secretagogin-pozitiv sejtek eloszlasa a human amygdalaban

BL
La

A secretagogin-pozitiv idegsejtek eloszldsa a human amygdala kiilonbozd diviziéiban (A, B). A
pirossal jelolt pontok a secretagogint kifejezé sejteket jelolik. A legnagyobb sejtdenzitis a
centrolaterdlis teriileten figyelheté meg, de sok secretagogin-tartalmi neuron talalhatd a
centromedidlis, illetve a bazolateralis amygdalaban is (As, Ba).

BL basolateral amygdaloid nucleus; CeL central amygdaliod nucleus, lateral division; CeM
central amygdaloid nucleus, medial division; BM basomedial amygdaliod nucleus; Me medial
amygdaloid nucleus; La lateral amygdaloid nucleus; BLVL basolateral amygdaloid nucleus,
ventrolateral part; BLD basolateral amygdaloid nucleus, dorsal part; BLI basolateral
amygdaloid nucleus, intermediate part; BLPM basolateral amygdaloid nucleus, posteromedial
part; BLPL basolateral amygdaloid nucleus, paralaminar part; PCo posterior cortical
amygdaloid nucleus.
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27. abra: A secretagogin-tartalma neuronok morfolégiaja human amygdalaban

A secretagogin-pozitiv idegsejtek morfoldgiai vizsgalata human amygdala mintakon végzett
immunhisztokémiai eljarassal. A secretagogin antitest féleg multipolaris neuronokat (A, B, C,
F), ritkdbban bipolaris idegsejteket (A1, C1, G) jeldl.

CeM central amygdaloid nucleus, medial division; CeL central amygdaloid nucleus, lateral
division; BLI basolateral amygdaloid nucleus, intermediate part; BLPL basolateral amygdaloid
nucleus, paralaminar part; BLVM basolateral amygdaloid nucleus, ventromedial part; BM
basomedial amygdaliod nucleus; PCo posterior cortical amygdaloid nucleus. Méretskala: 15

um.

Szamos neuropszichiatriai-, és neurodegenerativ betegség kothet az amygdala komplex
koros elvaltozasahoz, rendellenes mitkodéséhez. Depresszioban szenvedd, és skizofrén

betegek poszt-mortem vizsgalata alapjan ezeknél a betegségeknél az amygdala
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disztréfidgja mellett az NMDA receptor szintjének a csokkenése is kimutathatd (Balu
2016). Ezen irodalmi adatok, és az eddigi munkdm alapjan arra voltam kivancsi, hogy
az NMDA receptorral és az amygdalaval egyarant 0sszefliggesbe hozhatd
betegsegekben a secretagogin szintje miként valtozik. Ehhez a Human Agybankbdl
rendelkezésemre bocsatott szuicid-, illetve ezekkel korban megegyez6 kontroll
amygdala mintdk secretagogin tartalmat hasonlitottam 6ssze Western blot analizis
segitségével (28. abra). A kiértékelés soran azt tapasztaltam, hogy az 6ngyilkossagban
elhunytak mintaibol kimutathatd secretagogin szint lényegesen kevesebb a kontroll
mintakhoz képest.

A secretagoginnak a mennyiségi csokkenése, illetve az Ongyilkossagot elkovetokre
jellemzd mentdlis betegségek (depresszids, szorongas, poszttraumas stressz szindréma)
kozott a rendelkezésiinkre 4ll6 adatokbol nem vonhatunk le egyértelmi
kovetkeztetéseket, azonban a viselkedésbiologiai eredményekkel dsszevetve a jovoben
igéretes  kutatdsi témanak bizonyulhat. A huméan mintdk hozzaférési, és
felhasznalasanak technikai nehézségei miatt ez azonban nem tartozik a rovidtava

kutatasi céljaim kozeé.
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28. abra: A secretagogin szintjének valtozasa szuicid péaciensek amygdalajanak
posztmortem vizsgélatakor.

Szuicid egyedek amygdaléjanak posztmortem vizsgélata sordn a Western blot analizis kimutatta
a secretagogin szintjének a csokkenését a kontroll mintahoz képest.
ctrl kontroll, Scgn secretagogin. *:p<0,05
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5. Megbeszélés

5.1 A secretagogin-tartalmu idegsejtek az emlés amygdalaban az interneuronok

egy csoportjat jelolik

A temporalis lebenyben talalhaté amygdala komplexet kilonallé magcsoportok
alkotjak, melyek tovabbi magokra és divizidkra oszthatoak fel. Az altalanos felosztas
szerint a harom f6 alegységet a bazolatealis-, a centromedialis-, és a kortikalis
magcsoportok képezik. Kordbban magokra és diviziokra lebontva feltérképezték az
expresszidjat szamos neurdlis markerként is hasznalt kalcium-kot6é fehérjének, mint
példaul a calbindinnek, parvalbuminnak, calretininnek, calmodulinnak, vagy a
synaptophysinnek. Ezek a fehérjék sokrétii, és nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a
sejtek homeosztazisanak fenntartasaban éppugy, mint szamos sejtélettani folyamat
soran. A kalcium-kot6 fehérjék csaladjahoz puffer és szenzor fehérjék sorolhatdak.
Utobbiak kalcium-kotés hatéséra konformaciovaltozason mennek keresztil, ezzel
képessé valva kiilonbozé jelatviteli utak aktivalasara. A kalcium-szenzor fehérjék
Ujabban felfedezett tagjanak, a secretagogin fehérjének mind az eloszlasi, és
morfoldgiai, mind pedig a funkcionalis jellemz6i ez idaig ismeretlenek voltak az eml6s
amygdalaban.

Munkdm sordn els6ként patkany-, és emberi amygdala mintak feldolgozasaval
készitettem el a secretagogin-immunopozitivitast mutatd neuronok altalanos
jellemzését. Az expresszios térképek alapjan a secretagogin-tartalmud sejtek mindkeét
fajpan az amygdala minden divizidjdban egyarant jelen vannak. A sejtdenzités
kimagasl6 az amygdala centrolaterdlis részében. Mindkét fajban a Kkortikalis
magcsoportok secretagogin-tartalma bizonyult a legkevesebbnek. A legszembetiinébb
kilonbség, hogy emberben a centromedialis divizioban, illetve a bazolateralis
alegységeben is nagyszamu secretagogin-tartalmu idegsejt talalhato.

A secretagogin-tartalmi idegsejtek patkany, és ember amygdalaban egyarant az
interneuronokra jellemz6 morfologiai tulajdonsagokkal birnak: tébbséglk valtozatos
dendritfaval rendelkez6, multipolaris sejt. FOként a bazolateralis alegység teriiletén
talalhatunk kozottik bipolaris neuronokat, és piramissejt-szerti idegsejteket is, am ezek

ritkan fordulnak el6. A sejtalaktani vizsgalatoknal tapasztalt interneuralis jelleget erdsiti
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a virusinjektalt secretagogin-Cre egerek centrolateralis amygdalajdban megfigyelt
lokalis axonhal6zat.

A secretagogin fehérjét tartalmazo sejtek donté tobbségében olyan kalcium-kotd
fehérjek (parvalbumin, calretinin, calbindin) jelenléte is kimutathatd, melyeket a
szakirodalomban az interneuronokban el6forduld neuralis markerekként tartanak
szamon (Kemppainen és Pitkanen 2000). Mindemellett a centrolaterédlis régio
secretagogin-tartalmu neuronjai 92%-ban PKCé-t is kifejeznek, ami pedig a nemréegiben
karakterizalt CeL-off interneuronokat jellemzi.

A projekciés neuronoktdl eltéréen — melyek hosszU axonjaikkal képesek tavoli
agyterlletekre vetiteni — az interneuronok révid axonjai csak a sejttestiikhdz kozeli
halozatok kialakitasat teszik lehetévé. Ezért, ha ismert projektiv teriiletekre retrograd
palyakovetd anyagot (BDA-t) fecskendeziink be, azt a vizsgéalt agyterilet
interneuronjainak axonjai a tavolsdg miatt nem képesek felvenni. Palyakovetéssel
végzett vizsgalataink arra utalnak, hogy az amygdala secretagogin-tartalmd neuronjai
nem projekcids neuronok.

Az amygdala teriiletén a secretagogin-tartalmu idegsejteket mind morfoldgiai-, mind
projekcids sajatossagaik az interneuronok kozé soroljak. A kdzponti idegrendszerben az
interneuronok lokalis halozatot alkotnak, €s Osszehangolt miikddésiikkel a projekcios
neuronokat szabalyozzdk. Ez a szabalyozas megvaldsulhat gatlé hal6zat altal, vagy
éppen ellenkezdleg, diszinhibicid révén létrejovo serkentéssel. Az utobbi években az
amygdala kilonbozé alegységei kozOtt megvalosuld Osszetett magok kozotti
kapcsolatrendszerben az interneuronok szerepének egyre nagyobb jelentdséget
tulajdonitanak (Ehrlich és mtsai 2009). Funkci6jukat egyre tébb viselkedésbiologiai
mechanizmusban kimutattak. Habar az ezzel kapcsolatos szakirodalom folyamatosan

boviil, még szdmos felfedezésre varo részlet maradt.

78



DOI:10.14753/SE.2021.2544

5.2 A secretagogin fehérje leginkdbb az amygdalaris neuronok posztszinaptikus

terminalisaiban fordul elo

A secretagogint a hasnyalmirigy B sejtjeiben fedezték fel, ahol az inzulinvezikulak
kalcium-fiiggé drllésében jatszik szerepet. Kompartmentalizacios vizsgalata soran
kiderult, hogy ezekben a sejtekben 90%-ban a citoplazmaban lokalizalodik (Wagner és
mtsai 2000). A kés6bbiekben a secretagogint preszinaptikus terminalisokban jegyezték
le, ahol a vezikuléris exocitozisban tulajdonitottak neki szerepet (Alpar és mtsai 2012,
Romanov és mtsai 2015, Alpar és mtsai 2018). Az ultrastrukturalis vizsgalataink soran
mi is kimutattuk patkany amygdaldban a secretagogint szimmetrikus szinapszisok
preterminalis kompartmentjeiben, azonban posztszinaptikusan is megfigyeltiik a fehérje
jelenlétét. Szinaptikus molekuldk vizsgalatara alkalmas sejtfrakcionalési eljarasokkal
megmutattuk, hogy a secretagogin expresszidja az idegsejtek posztszinaptikus
terminalisaira koncentralodik. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy funkcidja a vezikularis
exocitozis helyett-, valamely posztszinaptikus kompartmentre jellemzé jelatviteli
mechanizmusban keresendé. Az intracelluldris Utvonalak katalizatorai a sejtfelszini
receptorok, és ioncsatornak. Az ionotrop glutamat receptorok kodzé tartoz6 NMDA
receptor fontos kulcsmolekulaja az amygdalahoz kothetd sejtélettani folyamatoknak,
mint a szinaptikus plaszticitas-, vagy a memoria kialakulasa. Ezenkivil az NMDA
receptor — mint kisérleteink alapjan a secretagin az amygdaléris neuronokban - az
idegsejtek posztszinaptikus membranjaban talalhatdé meg. Egy rendelkezésiinkre allo,
kordbbi tomegspektrometriai adatsort Ujraclemezve bukkant fel az NMDA receptor 2B
alegység (NR2B), mint a secretagogin lehetséges interaktiv partnere. Az ezt kovetd
immunprecipitaciés vizsgalat kimutatta, hogy az NR2B megtalalhaté a secretagogin
interaktdmajaban patkany amygdalaban. A tovabbiakban in vitro primer sejttenyészeten
végzett immuncitokémiai eljarassal mutattam meg a két fehérje kolokalizaciojat. Ez az
interakcid fontos szerepet toltott be kutatasom tovabbi, a secretagogin intracellularis

funkcidjanak vizsgalatara iranyulo szakaszaban.
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5.3 A secretagogin szerepe az NMDA receptor aktivaciojaban

Az NMDA-tipusi glutamat receptor egy idegsejtekben el6forduld heterotetramer
receptor, mely a szinaptikus plaszticitashoz kapcsolodo cellularis mechanizmusok
katalizatoraként kozismert. A receptort a posztszinaptikus membran depolarizacidja
aktivalja, ehhez azonban sziikséges az alegységek Osszeszerel6dése, €s a receptor
rogzulése a sejtmembranban. Utobbi horgonyzoéfehérjék segitségével valdsulhat meg,
melyekhez a receptor 2B alegysége képes kotddni. Ez a kapcsolat foszforilacio révén
jon létre, ami ugyanezen alegység 1472-s tirozinjan kévetkezik be.

Az NR2B és a secretagogin kapcsolatanak tovabbi vizsgalatahoz SEP-NR2B
konstrukcidt tartalmazd plazmidot hasznaltam (Kopec és mtsai 2006). Ez a plazmid egy
kulonleges, pH-érzékeny GFP szekvenciat tartalmaz. Ennek segitségével a jeldlt
molekula csak az extracellularis, magasabb pH-n detektalhatd, mert savas kémhatasu
kdzegben a fluoreszcencia kioltddik. A rendszer ezaltal alkalmas a vizsgalni kivant
receptor mozgaséanak, transzport-, és trafficking folyamatainak nyomonkdvetésere
(Ashby és mtsai 2004). Ezzel az NR2B plazmiddal és secretagogin siRNS-kel
neuroblasztoma sejteket kotranszfektalva megfigyeltem, hogy a géncsendesitett,
kevesebb secretagogint tartalmazé neuronok periférids tertiletein - ahol az NMDA
receptorok 6sszeszerelddése és aktivacioja zajlik - az NR2B-GFP jelintenzitas is kisebb.
Ennek alapjan a secretagogin nem csak interakitv partnere az NMDA receptor 2B
alegységének, hanem annak sejtfelszini mennyiségére is hatast gyakorol.

A fixalt metszeteken végzett megfigyelések feltételezték a secretagogin szerepét az
NMDA receptor transzportfolyamataiban. Ezek a mechanizmusok legjobban éldsejtes
(,,live-imaging”) technologiaval kovethetéek nyomon. Ilyen technoldgia az altalunk
alkalmazott FRAP is. Ugyanazt a sejtvonalat, plazmidot és transzfektalasi technikat
alkalmazva a sejten belili receptor-mozgéast is megvizsgéltam. A sejtekben mérhetd
alapszinti NR2B jelintenzitas is mar eltérd volt a géncsendesitett és a kontroll
sejtekben: a kevesebb secretagogin-tartalmd neuronokban kevesebb sejtfelszini NR2B
alegységet jeloléo GFP volt detektalhatd. Ennek megfeleléen a kontroll sejtekhez képest
a gencsendesitett neuronokban a fakitast kovetéen a fluoreszcens jel késébb, és kisebb
amplitadéval tert vissza. A FRAP Kkisérletben a riporter fehérje jelintenzitasabol
kovetkeztethetlink a jelolt molekula, esetinkben az NR2B alegység mennyiségére. A
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secretagogin géncsendesitésének kovetkeztében kevesebb NR2B horgonyzddik a
plazmamembranban. Ez a jelenség a secretagogin-receptor interakcié kovetkezménye,
és nem a gencsendesitett neuronok NMDA receptorainak ©6sszmennyisége miatt
tapasztalhatd. Utobbi lehetOségét egy kontroll kisérlettel kizartuk. A secretagogin tehat
kozvetlen hatassal van az NR2B sejtfelszini lokaliz&ciojara, ezaltal pedig az NMDA
receptor mikodésére, és az altala katalizalt sejtaktivacidos folyamatokra.

Az NR2B alegyseg a posztszinaptikus membranban horgonyzofehérjékhez kapcsolodik.
Az ehhez sziikséges, 1472-es tirozin foszforilaciot segiti el6 a secretagogin. Az in vitro
géncsendesitett neuronokban kisebb mértékii foszforilacio mérhetd a kontroll sejtekhez
képest, vagyis a secretagogin mennyisége korreldl az NR2B alegység Tyr-1472-s
foszforilacidjaval.

A secretagogin fehérje az NMDA receptor 2B alegységének a 1472-s tirozinjan térténd
foszforilacidjat segiti eld, ezaltal hatdst gyakorol a receptor posztszinaptikus
membranban torténé lokalizacidjara. A secretagogin-tartalma neuronok ebbdl fakaddan
befolyasoljdk az NMDA receptor kozvetitésével megvalosulé  cellularis

mechanizmusokat.
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54 A centrolateralis amygdalaban taladlhatd secretagogin-tartalmd gatlo
neuroncsoport szabalyozza a viselkedési valaszokat kondicionalt stressz soran

Az eddigi vizsgalataim alapjan a secretagogin fehérje az NR2B alegységgel valo
kodlcsonhatasan keresztll szabalyozhatja azokat a sejtélettani folyamatokat, melyekben
az NMDA receptornak kdzponti szerepe van. Az amygdala teruletére fokuszalva ezek a
mechanizmusok a tanulési folyamatokkal, illetve a viselkedési reakciok kivaltasaval
kapcsolatosak. A klasszikus félelem-kondicionalas lehet6séget ad arra, hogy az
amygdalahoz kothet6, tanulas révén Kialakulo viselkedésbioldgiai folyamatokat
tanulmanyozzuk. Az eddigi eredményeimet (a secretagogin expressziés mintazata és
interneuron-jellege) figyelembe véve figyelmem az amygdala centrolateralis
interneuronjaira iranyult. A centralis amygdalan belil miik6dé gatldé neuronhaldzatnak
egyre nagyobb jelent6séget tulajdonitanak a kondicionalt veszéllyel kapcsolatos
valaszreakciok kialakitasaban (Ehrlich és mtsai 2009, Haubensak és mtsai 2010). A
laterdlis divizio gatl6- (CeL-off), es aktivalé (CeL-on) sejtcsoportjain keresztil
szabalyozza a medialis divizio mikodését. Utobbi pedig projekcidkat kild a viselkedési
valaszok kivaltasaért felelds agyi régiok felé, az agytorzs és a hipotalamusz teriiletére. A
secretagogin  szerepét a centrolateradlis amygdala interneuralis halézataban
kemogenetikaval kombinalt félelem kondicionaldssal vizsgaltam. A kondicionalt
stresszre a kiilonbozo virussal (aktivalo, gatlo, kontroll) injektalt secretagogin-Cre
egerek eltérd valaszreakciot mutattak. A centrolateralis amygdala secretagogin-tartalmu
idegsejtjeinek gatlasa erbteljes hatdssal van az egerek védekezési magatartasara, mely
leginkabb a mozdulatlan ledermedés idétartamaban, illetve a kisérleti id6 alatt megtett
tavolsagban mutatkozik meg. A secretagogint gatlo virussal injektalt egerek sokkal tébb
ideig maradtak mozdulatlanok (,,freezing”), illetve kisebb teriiletet jartak be a
kondicional6 dobozban a kontroll, és az aktivalt csoporthoz képest. Haubensak és
munkatarsai (Haubensak és mtsai 2010) korabban ugyanilyen eredménnyel elvégeztek
egy hasonld kisérletet, amelyben PKC3-Cre egereket hasznaltak. Megallapitottak, hogy
a centrolateralis amygdala PKCd-pozitiv sejtjei azonosak az irodalomban korabban leirt
(Ehrlich és mtsai 2009) ,,CeL-off” sejtekkel, melyek alapallapotban gatoljak a centralis
amygdala medidlis diviziojanak projekcids neuronjait, ezaltal megakadalyozzak a PAG-
altal kivaltott védekezési viselkedés kialakulasat. Ezen sejtcsoport amygdalaris
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gatlasakor az egerek sokkal erételjesebb ,freezing” reakciot mutattak, akarcsak a
secretagogin-tartalmi neuronok esetében. A hasonlésagok tlkrében 0j hipotézist
allitottunk fel, mely szerint a secretagogin-pozitiv sejtek a CelL-off neuronok
csoportjaba tartoznak. A scgn-Cre virusinjektalt egerekbdl szarmazé mintakon végzett
PKCS immunfestés aldtdmasztotta, hogy a centralis amygdala teriiletén talalhato
secretagogin-tartalmu neuronok azonosak a PKCg-pozitiv CeL-off sejtcsoporttal. A
centrolateralis amygdalaban a secretagogin-tartalmu sejtek dont6 tobbsége, 92%-a
PKC3s-immunoreaktiv neuron.

A centrélis amygdala a kondicionalt félelemhez kapcsolddo stresszfolyamatokon kivill,
az akut stresszben, és a stresszorral kivalthato viselkedési reakcidkban is fontos (Kalin
és mtsai 1994, De Francesco és mtsai 2015, Zhang és mtsai 2017). A klasszikus
stresszvalasz soran megvaldsul6 hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese utvonalban a
CRH kulcsfontossagu szerepet tolt be. A szakirodalombdl mar ismert, hogy a centrélis
amygdala teriiletén CRH-t kifejez6é neuronok talalhatéak nagy mennyiségben (Palkovits
2000). CRH-GFP transzgenikus egereken végzett secretagogin immunfestés kimutatta,
hogy az amygdala komplexben a secretagogin-, illetve a CRH fehérjét kifejezo
idegsejtek kilon sejtcsoportot alkotnak. Ez a megallapitas alatdmasztja, hogy a
secretagogin-pozitiv sejtek PKCo-tartalmu ,,CeL-off” sejtek, melyekr6l tudni lehet,
hogy nem fejeznek ki CRH-t (Haubensak és mtsai 2010). Formalin injekcioval kivaltott
akut fajdalom okozta stresszt patkanyokon vizsgalva megmutattam, hogy a stresszor
altal kivaltott c-fos expresszidja az amygdalaris secretagogin-tartalmu neuronokban nem
jellemz6. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az amygdaldban a secretagogin-
tartalmu neuronok akut fajdalom hatasara nem aktivalodnak, illetve nem vesznek részt a
klasszikus stresszvalasz Kivaltasaban. A centrolaterdlis amygdaladban talalhatd
secretagogin-pozitiv  sejtpopulacio szerepe foként a kondicionalt stressz okozta

viselkedési valasz kialakitasaban van.
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6. Kovetkeztetések

e A sorozatmetszeteken végzett immunfestés alapjan elmondhat6, hogy mind az
emberi-, mind pedig a patkany és egér amygdalaban a legtobb secretagogin-
tartalmd neuron a centrdlis alegységben taladlhatd. Mindkét esetben a
legkevesebb immunoreaktiv sejtet a kortikalis teriileteken figyeltem meg.

e A secretagogin-tartalma sejtek foként multipolaris, interneuronokra-jellemzd
morfoldgiat mutatnak, ennek megfeleléen axonjaik a kozelben végzédnek.
Ezzel 6sszhangban a secretagogin kolokalizal tobb kalcium-koté fehérjével,
melyek eléfordulédsa leginkdbb interneuronokra jellemzd.

e Az intracellularis lokalizacio vizsgalatara végzett elektronmikroszkdpos-, €és
molekularis vizsgalatok a secretagogin fehérje posztszinaptikus el6fordulasat
igazoljak az amygdaléban.

e A posztszinaptikus membrénban lokalizal6d6, NMDA-tipust glutamat receptor
2B alegysége a secretagogin fehérje interaktiv partnere.

e A secretagogin szabalyozza az NR2B alegység posztszinaptikus membranban
torténd lokalizacidjat, ezéltal az NMDA receptor altal kozvetitett sejtaktivaciot.
A secretagogin mennyiségégnek a csokkentése kevesebb sejtfelszini NR2B-t
eredményez.

e A secretagogin szerepe az NMDA receptor 2B alegység foszforilaciojanak az
elosegitése, mely foszforilacid sziikséges a receptor membranba valo
rogzuléséhez.

e A secretagogin-tartalma neuronok, a centralis amygdala lateralis részében ,,Cel-
off” sejtcsoportként leirt, protein kinaz C deltat (PKCd) kifejez6 neuronok kdzé
tartoznak. Ennek megfeleléen gatlasukkal a centromedialis régié diszinhibicid
altal aktivalodni fog, mely igy célteriileteinek aktivalasaval viselkedésbeli
valtozasokat (megndvekedett ledermedési reakcid) eredményez.

e Az amygdaldban talalhatd secretagogin-tartalmd neuronok a kondicionalt
stresszfolyamatban vesznek részt.

e A secretagogin fehérje mennyisége szuicid egyedek amygdalajaban csokken,
ami a secretagogin szerepét feltételezi a félelmi diszfunkcioval gsszefliggésbe

hozhaté human betegségekben.
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7. Osszefoglalas

Az amygdalat a védekezési viselkedés kdzpontjaként tartjak szamon, igy kiemelten
fontos a veszélyingerre adott elkeriilési reakcio kialakitdsdban. Ezekben a
folyamatokban a centralis magok szerepe a legfontosabb, melyek miikodését GABAerg
idegsejtek kapcsolatrendszere hatarozza meg. Neurokémiai és neuroanatomiai jellegik
alapjan 0j idegsejt populéciét azonositottunk az egér, patkany és ember amygdalajanak
centrolateralis részében. Kemogenetikai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a sejtcsoport az
effektor régiok felé projicialo neuronokat géatolja. A félelem kondicionalds sorén
lejatszodod asszociativ tanulas NMDA receptor fiiggd folyamat. Kimutattuk, hogy a
sejtekben talalhato seceretagogin kalcium szenzor fehérje posztszinaptikus helyzeti, és
az NMDA receptor 2B alegységének a felszini sejtmembranba juttatdsdhoz sziikséges
folyamatot szabalyozza. Eredményeinket széles eszkoztarral értik el: a képalkotasban
fény, fluoreszcens-szuperrezollciés és  elektronmikroszképos  modszerekkel,
mennyisegi RNS- és fehérje analizisekkel kovettik a funkcionalis véaltozasokat, a
sejtalkotOkat és a szinapszisok kompartmentjeit szelektiv frakcionalasokkal kilonitettik
el, a valds ideji receptor alegységmozgasokat FRAP-mikroszkoppal végeztiik. In vivo
kemogenetikai beavatkozasokkal célzottan befolyasoltuk vizsgalt sejtjeink aktivitasat
viselkedés vizsgalatainkban, mig in vitro kortlmények kodzott géncsendesitéssel a
secretagogin-fiiggd sejtbioldgiai folyamatokat tanulmanyoztuk. Osszességében, egy
eddig kevésbé ismert kalcium-kot6 fehérje pontos funkcidjara vilagitottunk ra az
amygdala egy meghatéarozott teriiletének egy specialis sejtcsoportjaban, és tisztaztuk

annak viselkedésben betoltott szerepét.
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8. Summary

The amygdala is considered to be the center of emotional processes and defensive
behavior. It coordinates the avoidance response to the dangerous stimulus, specifically
during fear conditioning. The central nuclei are known to play an importan role in these
processes through the inhibitory system of GABAergic neurons. Based on their
neurochemical and neuroanatomical characteristics we identified a novel cell population
in the centrolateral amygdala of mice, rats and human. Using chemogenetics we showed
that these cells inhibit effector neurons which gate motor control. Associative learning
in fear conditioning is a NMDA receptor dependent process. We showed that the
calcium sensor protein secretagogin is localized in the postsynapse and shapes the
availability of the NMDA 2B subunit in the cell membrane. We combined a wide
methodology in our research: light-, superresolution and electron microscopy helped
morphological characterization, quantitative RNA and protein analysis to trace
functional changes, cell- and synaptic compartments were isolated using special
fractionations, whereas receptor subunit trafficking was diagrammed using real-time
FRAP microscopy. In vivo chemogenetics allowed us to control cell activity of the
targeted cell population in behavioural analysis, whilst secretagoginin-dependent
cellular machineries were identified using in vitro gene silencing. Conclusively, we
explored the exact cell biological role of a hithertho less characterized calcium sensor
protein in a specific neuron population of a select brain region and identified its role in

behaviour.

86



DOI:10.14753/SE.2021.2544

9. Irodalomjegyzék

Al-Hallag RA, Conrads TP, Veenstra TD and Wenthold RJ (2007). "NMDA di-heteromeric
receptor populations and associated proteins in rat hippocampus." J Neurosci 27(31): 8334-
8343.

Alheid GF (2003). "Extended amygdala and basal forebrain." Ann N Y Acad Sci 985: 185-205.

Alheid GF and Heimer L (1988). "New perspectives in basal forebrain organization of special
relevance for neuropsychiatric disorders: the striatopallidal, amygdaloid, and corticopetal
components of substantia innominata." Neuroscience 27(1): 1-39.

Alpar A, Attems J, Mulder J, Hokfelt T and Harkany T (2012). "The renaissance of Ca2+-
binding proteins in the nervous system: secretagogin takes center stage." Cell Signal 24(2): 378-
387.

Alpar A, Tortoriello G, Calvigioni D, Niphakis MJ, Milenkovic I, Bakker J, Cameron GA,
Hanics J, Morris CV, Fuzik J, Kovacs GG, Cravatt BF, Parnavelas JG, Andrews WD, Hurd YL,
Keimpema E and Harkany T (2014). "Endocannabinoids modulate cortical development by
configuring Slit2/Robol signalling." Nat Commun 5: 4421.

Alpar A, Zahola P, Hanics J, Hevesi Z, Korchynska S, Benevento M, Pifl C, Zachar G, Perugini
J, Severi I, Leitgeb P, Bakker J, Miklosi AG, Tretiakov E, Keimpema E, Arque G, Tasan RO,
Sperk G, Malenczyk K, Mate Z, Erdelyi F, Szabo G, Lubec G, Palkovits M, Giordano A,
Hokfelt TG, Romanov RA, Horvath TL and Harkany T (2018). "Hypothalamic CNTF volume

transmission shapes cortical noradrenergic excitability upon acute stress." EMBO J 37(21).

Andressen C, Blumcke | and Celio MR (1993). "Calcium-binding proteins: selective markers of
nerve cells." Cell Tissue Res 271(2): 181-208.

Ashby MC, De La Rue SA, Ralph GS, Uney J, Collingridge GL and Henley JM (2004).
"Removal of AMPA receptors (AMPARS) from synapses is preceded by transient endocytosis
of extrasynaptic AMPARs." J Neurosci 24(22): 5172-5176.

Bagur R and Hajnoczky G (2017). "Intracellular Ca(2+) Sensing: Its Role in Calcium
Homeostasis and Signaling.” Mol Cell 66(6): 780-788.

Bale TL and Vale WW (2004). "CRF and CRF receptors: role in stress responsivity and other
behaviors." Annu Rev Pharmacol Toxicol 44: 525-557.

87



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Balu DT (2016). "The NMDA Receptor and Schizophrenia: From Pathophysiology to
Treatment." Adv Pharmacol 76: 351-382.

Batiuk MY, de Vin F, Duque SI, Li C, Saito T, Saido T, Fiers M, Belgard TG and Holt MG
(2017). "An immunoaffinity-based method for isolating ultrapure adult astrocytes based on
ATP1B2 targeting by the ACSA-2 antibody." J Biol Chem 292(21): 8874-8891.

Bickart KC, Dickerson BC and Barrett LF (2014). "The amygdala as a hub in brain networks
that support social life." Neuropsychologia 63: 235-248.

Blechert J, Michael T, Vriends N, Margraf J and Wilhelm FH (2007). "Fear conditioning in
posttraumatic stress disorder: evidence for delayed extinction of autonomic, experiential, and
behavioural responses.” Behav Res Ther 45(9): 2019-2033.

Botta P, Demmou L, Kasugai Y, Markovic M, Xu C, Fadok JP, Lu T, Poe MM, Xu L, Cook
JM, Rudolph U, Sah P, Ferraguti F and Luthi A (2015). "Regulating anxiety with extrasynaptic
inhibition." Nat Neurosci 18(10): 1493-1500.

Brose N, Petrenko AG, Sudhof TC and Jahn R (1992). ""Synaptotagmin: a calcium sensor on the
synaptic vesicle surface." Science 256(5059): 1021-1025.

Bruckner G, Brauer K, Hartig W, Wolff JR, Rickmann MJ, Derouiche A, Delpech B, Girard N,
Oertel WH and Reichenbach A (1993). "Perineuronal nets provide a polyanionic, glia-
associated form of microenvironment around certain neurons in many parts of the rat brain."
Glia 8(3): 183-200.

Bucy PC and Kluver H (1955). "An anatomical investigation of the temporal lobe in the
monkey (Macaca mulatta)." J Comp Neurol 103(2): 151-251.

Burgoyne RD and Haynes LP (2012). "Understanding the physiological roles of the neuronal

calcium sensor proteins.” Mol Brain 5(1): 2.

Caillard O, Moreno H, Schwaller B, Llano I, Celio MR and Marty A (2000). "Role of the
calcium-binding protein parvalbumin in short-term synaptic plasticity.” Proc Natl Acad Sci U S
A 97(24): 13372-13377.

Calvigioni D, Mate Z, Fuzik J, Girach F, Zhang MD, Varro A, Beiersdorf J, Schwindling C,
Yanagawa Y, Dockray GJ, McBain CJ, Hokfelt T, Szabo G, Keimpema E and Harkany T
(2017). "Functional Differentiation of Cholecystokinin-Containing Interneurons Destined for
the Cerebral Cortex." Cereb Cortex 27(4): 2453-2468.

88



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Carafoli E and Krebs J (2016). "Why Calcium? How Calcium Became the Best
Communicator." J Biol Chem 291(40): 20849-20857.

Celio MR, Spreafico R, De Biasi S and Vitellaro-Zuccarello L (1998). "Perineuronal nets: past
and present." Trends Neurosci 21(12): 510-515.

Chareyron LJ, Banta Lavenex P, Amaral DG and Lavenex P (2011). "Stereological analysis of
the rat and monkey amygdala.” J Comp Neurol 519(16): 3218-3239.

Chen BS and Roche KW (2007). "Regulation of NMDA receptors by phosphorylation.”
Neuropharmacology 53(3): 362-368.

Ciocchi S, Herry C, Grenier F, Wolff SB, Letzkus JJ, Vlachos I, Ehrlich I, Sprengel R,
Deisseroth K, Stadler MB, Muller C and Luthi A (2010). "Encoding of conditioned fear in
central amygdala inhibitory circuits." Nature 468(7321): 277-282.

Cuenod CA, Denys A, Michot JL, Jehenson P, Forette F, Kaplan D, Syrota A and Boller F
(1993). "Amygdala atrophy in Alzheimer's disease. An in vivo magnetic resonance imaging
study." Arch Neurol 50(9): 941-945.

Cull-Candy SG and Leszkiewicz DN (2004). "Role of distinct NMDA receptor subtypes at
central synapses.” Sci STKE 2004(255): rel6.

Dalton GL, Wu DC, Wang YT, Floresco SB and Phillips AG (2012). "NMDA GIuN2A and
GIuN2B receptors play separate roles in the induction of LTP and LTD in the amygdala and in
the acquisition and extinction of conditioned fear." Neuropharmacology 62(2): 797-806.

De Francesco PN, Valdivia S, Cabral A, Reynaldo M, Raingo J, Sakata I, Osborne-Lawrence S,
Zigman JM and Perello M (2015). "Neuroanatomical and functional characterization of CRF

neurons of the amygdala using a novel transgenic mouse model." Neuroscience 289: 153-165.

Dingledine R, Borges K, Bowie D and Traynelis SF (1999). "The glutamate receptor ion
channels.” Pharmacol Rev 51(1): 7-61.

Dosemeci A, Tao-Cheng JH, Vinade L and Jaffe H (2006). "Preparation of postsynaptic density
fraction from hippocampal slices and proteomic analysis." Biochem Biophys Res Commun
339(2): 687-694.

Duvarci S and Pare D (2014). "Amygdala microcircuits controlling learned fear." Neuron 82(5):
966-980.

89



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Ehrlich I, Humeau Y, Grenier F, Ciocchi S, Herry C and Luthi A (2009). "Amygdala inhibitory

circuits and the control of fear memory." Neuron 62(6): 757-771.

Fadok JP, Krabbe S, Markovic M, Courtin J, Xu C, Massi L, Botta P, Bylund K, Muller C,
Kovacevic A, Tovote P and Luthi A (2017). "A competitive inhibitory circuit for selection of

active and passive fear responses." Nature 542(7639): 96-100.

Freund TF and Buzsaki G (1996). "Interneurons of the hippocampus.” Hippocampus 6(4): 347-
470.

Ganella DE and Kim JH (2014). "Developmental rodent models of fear and anxiety: from
neurobiology to pharmacology.” Br J Pharmacol 171(20): 4556-4574.

Gartner W, Lang W, Leutmetzer F, Domanovits H, Waldhausl W and Wagner L (2001).
"Cerebral expression and serum detectability of secretagogin, a recently cloned EF-hand
Ca(2+)-binding protein." Cereb Cortex 11(12): 1161-1169.

Gartner W, Vila G, Daneva T, Nabokikh A, Koc-Saral F, Ilhan A, Majdic O, Luger A and
Wagner L (2007). "New functional aspects of the neuroendocrine marker secretagogin based on
the characterization of its rat homolog." Am J Physiol Endocrinol Metab 293(1): E347-354.

Gewirtz JC and Davis M (2000). "Using pavlovian higher-order conditioning paradigms to

investigate the neural substrates of emotional learning and memory." Learn Mem 7(5): 257-266.

Groc L, Heine M, Cousins SL, Stephenson FA, Lounis B, Cognet L and Choquet D (2006).
"NMDA receptor surface mobility depends on NR2A-2B subunits.” Proc Natl Acad Sci U S A
103(49): 18769-18774.

Gu Y, Piper WT, Branigan LA, Vazey EM, Aston-Jones G, Lin L, LeDoux JE and Sears RM

(2020). "A brainstem-central amygdala circuit underlies defensive responses to learned threats."

Mol Psychiatry 25(3): 640-654.

Gut IM, Beske PH, Hubbard KS, Lyman ME, Hamilton TA and McNutt PM (2013). "Novel
application of stem cell-derived neurons to evaluate the time- and dose-dependent progression
of excitotoxic injury." PLoS One 8(5): e64423.

Hamilton JP, Siemer M and Gotlib IH (2008). "Amygdala volume in major depressive disorder:

a meta-analysis of magnetic resonance imaging studies.” Mol Psychiatry 13(11): 993-1000.

90



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Hanics J, Szodorai E, Tortoriello G, Malenczyk K, Keimpema E, Lubec G, Hevesi Z, Lutz MI,
Kozsurek M, Puskar Z, Toth ZE, Wagner L, Kovacs GG, Hokfelt TG, Harkany T and Alpar A
(2017). "Secretagogin-dependent matrix metalloprotease-2 release from neurons regulates
neuroblast migration." Proc Natl Acad Sci U S A 114(10): E2006-E2015.

Hanics J, Teleki G, Alpar A, Szekely AD and Csillag A (2017). "Multiple amygdaloid divisions
of arcopallium send convergent projections to the nucleus accumbens and neighboring
subpallial amygdala regions in the domestic chicken: a selective pathway tracing and
reconstruction study." Brain Struct Funct 222(1): 301-315.

Haubensak W, Kunwar PS, Cai H, Ciocchi S, Wall NR, Ponnusamy R, Biag J, Dong HW,
Deisseroth K, Callaway EM, Fanselow MS, Luthi A and Anderson DJ (2010). "Genetic
dissection of an amygdala microcircuit that gates conditioned fear." Nature 468(7321): 270-276.

Hevesi Z, Zelena D, Romanov RA, Hanics J, Ignacz A, Zambon A, Pollak DD, Lendvai D,
Schlett K, Palkovits M, Harkany T, Hokfelt TGM and Alpar A (2021). "Secretagogin marks
amygdaloid PKCdelta interneurons and modulates NMDA receptor availability.” Proc Natl
Acad Sci U S A 118(7).

Hunt S, Sun Y, Kucukdereli H, Klein R and Sah P (2017). "Intrinsic Circuits in the Lateral
Central Amygdala." eNeuro 4(1).

Izquierdo I, Furini CR and Myskiw JC (2016). "Fear Memory." Physiol Rev 96(2): 695-750.

Janak PH and Tye KM (2015). "From circuits to behaviour in the amygdala.”" Nature 517(7534):
284-292.

Johansen JP, Cain CK, Ostroff LE and LeDoux JE (2011). "Molecular mechanisms of fear
learning and memory." Cell 147(3): 509-524.

Jollant F, Lawrence NL, Olie E, Guillaume S and Courtet P (2011). "The suicidal mind and
brain: a review of neuropsychological and neuroimaging studies."” World J Biol Psychiatry
12(5): 319-339.

Kalin NH, Takahashi LK and Chen FL (1994). "Restraint stress increases corticotropin-
releasing hormone mRNA content in the amygdala and paraventricular nucleus." Brain Res
656(1): 182-186.

Kamat PK, Kalani A and Tyagi N (2014). "Method and validation of synaptosomal preparation
for isolation of synaptic membrane proteins from rat brain." MethodsX 1(2014): 102-107.

91



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Kemppainen S and Pitkanen A (2000). "Distribution of parvalbumin, calretinin, and calbindin-
D(28k) immunoreactivity in the rat amygdaloid complex and colocalization with gamma-

aminobutyric acid." J Comp Neurol 426(3): 441-467.

Kluver H and Bucy PC (1997). "Preliminary analysis of functions of the temporal lobes in
monkeys. 1939." J Neuropsychiatry Clin Neurosci 9(4): 606-620.

Kopec CD, Li B, Wei W, Boehm J and Malinow R (2006). "Glutamate receptor exocytosis and
spine enlargement during chemically induced long-term potentiation.” J Neurosci 26(7): 2000-
2009.

Kovacs KJ and Sawchenko PE (1996). "Sequence of stress-induced alterations in indices of
synaptic and transcriptional activation in parvocellular neurosecretory neurons.” J Neurosci
16(1): 262-273.

Krashes MJ, Koda S, Ye C, Rogan SC, Adams AC, Cusher DS, Maratos-Flier E, Roth BL and
Lowell BB (2011). "Rapid, reversible activation of AgRP neurons drives feeding behavior in
mice." J Clin Invest 121(4): 1424-1428.

Kreczmanski P, Heinsen H, Mantua V, Woltersdorf F, Masson T, Ulfig N, Schmidt-Kastner R,
Korr H, Steinbusch HW, Hof PR and Schmitz C (2007). "Volume, neuron density and total

neuron number in five subcortical regions in schizophrenia." Brain 130(Pt 3): 678-692.

Kunjiappan S, Panneerselvam T, Somasundaram B, Sankaranarayanan M, Parasuraman P, Joshi
SD, Arunachalam S and Murugan | (2018). "Design Graph Theoretical Analysis and In Silico
Modeling of Dunaliella Bardawil Biomass Encapsulated N-Succinyl Chitosan Nanoparticles for
Enhanced Anticancer Activity." Anticancer Agents Med Chem 18(13): 1900-1918.

Lavezzari G, McCallum J, Lee R and Roche KW (2003). "Differential binding of the AP-2
adaptor complex and PSD-95 to the C-terminus of the NMDA receptor subunit NR2B regulates
surface expression." Neuropharmacology 45(6): 729-737.

LeDoux JE (2000). "Emotion circuits in the brain." Annu Rev Neurosci 23: 155-184.

Lee EC, Yu D, Martinez de Velasco J, Tessarollo L, Swing DA, Court DL, Jenkins NA and
Copeland NG (2001). "A highly efficient Escherichia coli-based chromosome engineering
system adapted for recombinogenic targeting and subcloning of BAC DNA." Genomics 73(1):
56-65.

92



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Lendvai D, Morawski M, Negyessy L, Gati G, Jager C, Baksa G, Glasz T, Attems J, Tanila H,
Arendt T, Harkany T and Alpar A (2013). "Neurochemical mapping of the human hippocampus
reveals perisynaptic matrix around functional synapses in Alzheimer's disease." Acta

Neuropathol 125(2): 215-229.

Lewit-Bentley A and Rety S (2000). "EF-hand calcium-binding proteins." Curr Opin Struct Biol
10(6): 637-643.

Ling YZ, MaW, Yu L, Zhang Y and Liang QS (2015). "Decreased PSD95 expression in medial
prefrontal cortex (mPFC) was associated with cognitive impairment induced by sevoflurane
anesthesia." J Zhejiang Univ Sci B 16(9): 763-771.

Luo J, Wang Y, Yasuda RP, Dunah AW and Wolfe BB (1997). "The majority of N-methyl-D-
aspartate receptor complexes in adult rat cerebral cortex contain at least three different subunits
(NR1/NR2A/NR2B)." Mol Pharmacol 51(1): 79-86.

Maren S and Holmes A (2016). "Stress and Fear Extinction." Neuropsychopharmacology 41(1):
58-79.

Martinez-Garcia F, Novejarque A and Lanuza E (2008). "Two interconnected functional

systems in the amygdala of amniote vertebrates." Brain Res Bull 75(2-4): 206-213.

McDonald AJ (1982). "Neurons of the lateral and basolateral amygdaloid nuclei: a Golgi study
in the rat." J Comp Neurol 212(3): 293-312.

McDonald AJ (2003). "Is there an amygdala and how far does it extend? An anatomical
perspective." Ann N Y Acad Sci 985: 1-21.

McDonald AJ and Augustine JR (1993). "Localization of GABA-like immunoreactivity in the
monkey amygdala.”" Neuroscience 52(2): 281-294.

McDonald AJ, Shammah-Lagnado SJ, Shi C and Davis M (1999). "Cortical afferents to the
extended amygdala.” Ann N Y Acad Sci 877: 309-338.

McEwen BS (2008). "Central effects of stress hormones in health and disease: Understanding
the protective and damaging effects of stress and stress mediators.” Eur J Pharmacol 583(2-3):
174-185.

McGovern S, Maguire ME, Gurd RS, Mahler HR and Moore WJ (1973). "Separation of

adrenergic and cholinergic synaptosomes from immature rat brain."” FEBS Lett 31(2): 193-198.

93



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Merglen A, Theander S, Rubi B, Chaffard G, Wollheim CB and Maechler P (2004). "Glucose
sensitivity and metabolism-secretion coupling studied during two-year continuous culture in

INS-1E insulinoma cells." Endocrinology 145(2): 667-678.

Mikhaylova M, Hradsky J and Kreutz MR (2011). "Between promiscuity and specificity: novel

roles of EF-hand calcium sensors in neuronal Ca2+ signalling." J Neurochem 118(5): 695-713.

Mobbs D, Adolphs R, Fanselow MS, Barrett LF, LeDoux JE, Ressler K and Tye KM (2019).
"Viewpoints: Approaches to defining and investigating fear." Nat Neurosci 22(8): 1205-1216.

Morys J, Berdel B, Kowianski P, Majak K, Tarnawski M and Wisniewski HM (1999).
"Relationship of calcium-binding protein containing neurons and projection neurons in the rat
basolateral amygdala." Neurosci Lett 259(2): 91-94.

Mulder J, Spence L, Tortoriello G, Dinieri JA, Uhlen M, Shui B, Kotlikoff MI, Yanagawa Y,
Aujard F, Hokfelt T, Hurd YL and Harkany T (2010). "Secretagogin is a Ca2+-binding protein
identifying prospective extended amygdala neurons in the developing mammalian
telencephalon.” Eur J Neurosci 31(12): 2166-2177.

Mulder J, Zilberter M, Spence L, Tortoriello G, Uhlen M, Yanagawa Y, Aujard F, Hokfelt T
and Harkany T (2009). "Secretagogin is a Ca2+-binding protein specifying subpopulations of
telencephalic neurons.” Proc Natl Acad Sci U S A 106(52): 22492-22497.

Newman SW (1999). "The medial extended amygdala in male reproductive behavior. A node in
the mammalian social behavior network." Ann N Y Acad Sci 877: 242-257.

Ortega F, Gascon S, Masserdotti G, Deshpande A, Simon C, Fischer J, Dimou L, Chichung Lie
D, Schroeder T and Berninger B (2013). "Oligodendrogliogenic and neurogenic adult
subependymal zone neural stem cells constitute distinct lineages and exhibit differential
responsiveness to Wnt signalling.” Nat Cell Biol 15(6): 602-613.

Palkovits M (2000). "Stress-induced expression of co-localized neuropeptides in hypothalamic
and amygdaloid neurons.” Eur J Pharmacol 405(1-3): 161-166.

Pape HC and Pare D (2010). "Plastic synaptic networks of the amygdala for the acquisition,
expression, and extinction of conditioned fear.” Physiol Rev 90(2): 419-463.

Pereno GL, Balaszczuk V and Beltramino CA (2011). "Detection of conspecific pheromones
elicits fos expression in GABA and calcium-binding cells of the rat vomeronasal system-medial
extended amygdala.” J Physiol Biochem 67(1): 71-85.

94



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Phillips RG and LeDoux JE (1992). "Differential contribution of amygdala and hippocampus to
cued and contextual fear conditioning." Behav Neurosci 106(2): 274-285.

Pitkanen A, Savander V and LeDoux JE (1997). "Organization of intra-amygdaloid circuitries
in the rat: an emerging framework for understanding functions of the amygdala." Trends
Neurosci 20(11): 517-523.

Pitts MW, Kremer PM, Hashimoto AC, Torres DJ, Byrns CN, Williams CS and Berry MJ
(2015). "Competition between the Brain and Testes under Selenium-Compromised Conditions:
Insight into Sex Differences in Selenium Metabolism and Risk of Neurodevelopmental
Disease.” J Neurosci 35(46): 15326-15338.

Renner E, Puskas N, Dobolyi A and Palkovits M (2012). "Glucagon-like peptide-1 of brainstem
origin activates dorsomedial hypothalamic neurons in satiated rats." Peptides 35(1): 14-22.

Riedel A, Hartig W, Seeger G, Gartner U, Brauer K and Arendt T (2002). "Principles of rat
subcortical forebrain organization: a study using histological techniques and multiple
fluorescence labeling." J Chem Neuroanat 23(2): 75-104.

Rogstam A, Linse S, Lindgvist A, James P, Wagner L and Berggard T (2007). "Binding of
calcium ions and SNAP-25 to the hexa EF-hand protein secretagogin.”" Biochem J 401(1): 353-
363.

Romanov RA, Alpar A, Zhang MD, Zeisel A, Calas A, Landry M, Fuszard M, Shirran SL,
Schnell R, Dobolyi A, Olah M, Spence L, Mulder J, Martens H, Palkovits M, Uhlen M, Sitte
HH, Botting CH, Wagner L, Linnarsson S, Hokfelt T and Harkany T (2015). "A secretagogin

locus of the mammalian hypothalamus controls stress hormone release." EMBO J 34(1): 36-54.

Sah P, Faber ES, Lopez De Armentia M and Power J (2003). "The amygdaloid complex:
anatomy and physiology." Physiol Rev 83(3): 803-834.

Sankaranarayanan S, De Angelis D, Rothman JE and Ryan TA (2000). "The use of pHIuorins
for optical measurements of presynaptic activity." Biophys J 79(4): 2199-2208.

Sapolsky RM (2003). "Stress and plasticity in the limbic system." Neurochem Res 28(11):
1735-1742.

Schumann CM, Bauman MD and Amaral DG (2011). "Abnormal structure or function of the
amygdala is a common component of neurodevelopmental disorders.” Neuropsychologia 49(4):
745-759.

95



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Schumann CM, Hamstra J, Goodlin-Jones BL, Lotspeich LJ, Kwon H, Buonocore MH,
Lammers CR, Reiss AL and Amaral DG (2004). "The amygdala is enlarged in children but not
adolescents with autism; the hippocampus is enlarged at all ages." J Neurosci 24(28): 6392-
6401.

Schwaller B (2009). "The continuing disappearance of "pure" Ca2+ buffers." Cell Mol Life Sci
66(2): 275-300.

Schwaller B, Meyer M and Schiffmann S (2002). "'New' functions for 'old' proteins: the role of
the calcium-binding proteins calbindin D-28k, calretinin and parvalbumin, in cerebellar
physiology. Studies with knockout mice." Cerebellum 1(4): 241-258.

Selye H and Fortier C (1949). "Adaptive reactions to stress." Res Publ Assoc Res Nerv Ment
Dis 29: 3-18.

Sheline YI, Gado MH and Price JL (1998). "Amygdala core nuclei volumes are decreased in

recurrent major depression.” Neuroreport 9(9): 2023-2028.

Skarnes WC, Rosen B, West AP, Koutsourakis M, Bushell W, lyer V, Mujica AO, Thomas M,
Harrow J, Cox T, Jackson D, Severin J, Biggs P, Fu J, Nefedov M, de Jong PJ, Stewart AF and
Bradley A (2011). "A conditional knockout resource for the genome-wide study of mouse gene
function." Nature 474(7351): 337-342.

Skelton NJ, Kordel J, Akke M, Forsen S and Chazin WJ (1994). "Signal transduction versus
buffering activity in Ca(2+)-binding proteins." Nat Struct Biol 1(4): 239-245.

Stephenson FA, Cousins SL and Kenny AV (2008). "Assembly and forward trafficking of
NMDA receptors (Review)." Mol Membr Biol 25(4): 311-320.

Sudhof TC and Rothman JE (2009). "Membrane fusion: grappling with SNARE and SM
proteins." Science 323(5913): 474-477.

SunY, Qian L, Xu L, Hunt S and Sah P (2020). "Somatostatin neurons in the central amygdala

mediate anxiety by disinhibition of the central sublenticular extended amygdala.” Mol

Psychiatry.

Swanson LW and Petrovich GD (1998). "What is the amygdala?" Trends Neurosci 21(8): 323-
331.

96



DOI:10.14753/SE.2021.2544

Swanson LW and Sawchenko PE (1980). "Paraventricular nucleus: a site for the integration of

neuroendocrine and autonomic mechanisms." Neuroendocrinology 31(6): 410-417.

Tang YP, Shimizu E, Dube GR, Rampon C, Kerchner GA, Zhuo M, Liu G and Tsien JZ (1999).
"Genetic enhancement of learning and memory in mice." Nature 401(6748): 63-69.

Tao Y, Chen YJ, Shen C, Luo Z, Bates CR, Lee D, Marchetto S, Gao TM, Borg JP, Xiong WC
and Mei L (2013). "Erbin interacts with TARP gamma-2 for surface expression of AMPA
receptors in cortical interneurons.” Nat Neurosci 16(3): 290-299.

Tortoriello G, Morris CV, Alpar A, Fuzik J, Shirran SL, Calvigioni D, Keimpema E, Botting
CH, Reinecke K, Herdegen T, Courtney M, Hurd YL and Harkany T (2014). "Miswiring the
brain:  Delta9-tetrahydrocannabinol  disrupts cortical development by inducing an
SCG10/stathmin-2 degradation pathway." EMBO J 33(7): 668-685.

Veres JM, Nagy GA and Hajos N (2017). "Perisomatic GABAergic synapses of basket cells

effectively control principal neuron activity in amygdala networks." Elife 6.

Veres JM, Nagy GA, Vereczki VK, Andrasi T and Hajos N (2014). "Strategically positioned
inhibitory synapses of axo-axonic cells potently control principal neuron spiking in the
basolateral amygdala." J Neurosci 34(49): 16194-16206.

Wagner L, Oliyarnyk O, Gartner W, Nowotny P, Groeger M, Kaserer K, Waldhausl W and
Pasternack MS (2000). "Cloning and expression of secretagogin, a novel neuroendocrine- and
pancreatic islet of Langerhans-specific Ca2+-binding protein." J Biol Chem 275(32): 24740-
24751.

Weiskrantz L (1956). "Behavioral changes associated with ablation of the amygdaloid complex
in monkeys." J Comp Physiol Psychol 49(4): 381-391.

Wolff SB, Grundemann J, Tovote P, Krabbe S, Jacobson GA, Muller C, Herry C, Ehrlich I,
Friedrich RW, Letzkus JJ and Luthi A (2014). "Amygdala interneuron subtypes control fear
learning through disinhibition." Nature 509(7501): 453-458.

Zhang R, Asai M, Mahoney CE, Joachim M, Shen Y, Gunner G and Majzoub JA (2017). "Loss
of hypothalamic corticotropin-releasing hormone markedly reduces anxiety behaviors in mice."

Mol Psychiatry 22(5): 733-744.

97



DOI:10.14753/SE.2021.2544

10. Sajat publikaciok jegyzéke

A disszertaciéhoz kapcsolodd kdzlemények

Hevesi Z, Zelena D, Romanov RA, Hanics J, Ignacz A, Zambon A, Pollak DD, Lendvai
D, Schlett K, Palkovits M, Harkany T, Hokfelt TGM, Alpéar A. Secretagogin marks
amygdaloid PKC$ interneurons and modulates NMDA receptor availability. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2021 Feb 16;118(7):1921123118. doi: 10.1073/pnas.1921123118.
PMID: 33558223. (IF:9,412)

Zahola P, Hanics J, Pintér A, Méaté Z, Gaspardy A, Hevesi Z, Echevarria D, Adori C,
Barde S, Tor6esik B, Erdélyi F, Szabo G, Wagner L, Kovacs GG, Hokfelt T, Harkany
T, Alpar A. Secretagogin expression in the vertebrate brainstem with focus on the
noradrenergic system and implications for Alzheimer's disease. Brain Struct Funct.
2019 Jul;224(6):2061-2078. doi: 10.1007/s00429-019-01886-w. Epub 2019 May 29.
PMID: 31144035; PMCID: PMC6591208. (IF:3,298)

Alpéar A, Zahola P, Hanics J, Hevesi Z, Korchynska S, Benevento M, Pifl C, Zachar G,
Perugini J, Severi I, Leitgeb P, Bakker J, Miklosi AG, Tretiakov E, Keimpema E, Arque
G, Tasan RO, Sperk G, Malenczyk K, Maté Z, Erdélyi F, Szabd G, Lubec G, Palkovits
M, Giordano A, Hokfelt TG, Romanov RA, Horvath TL, Harkany T. Hypothalamic
CNTF volume transmission shapes cortical noradrenergic excitability upon acute stress.
EMBO J. 2018 Nov 2;37(21):100087. doi: 10.15252/embj.2018100087. Epub 2018
Sep 12. PMID: 30209240; PMCID: PMC6213283. (IF:11,227)

Hanics J, Szodorai E, Tortoriello G, Malenczyk K, Keimpema E, Lubec G, Hevesi Z,
Lutz MI, Kozsurek M, Puskar Z, Téth ZE, Wagner L, Kovacs GG, Hokfelt TG,
Harkany T, Alpar A. Secretagogin-dependent matrix metalloprotease-2 release from
neurons regulates neuroblast migration. Proc Natl Acad Sci U S A. 2017 Mar
7;114(10):E2006-E2015. doi: 10.1073/pnas.1700662114. Epub 2017 Feb 21. PMID:
28223495; PMCID: PMC5347634. (IF:9,504)

98



DOI:10.14753/SE.2021.2544

A disszertaciéhoz nem kapcsolodo kdzlemények

Beiersdorf J, Hevesi Z, Calvigioni D, Pyszkowski J, Romanov R, Szodorai E, Lubec G,
Shirran S, Botting CH, Kasper S, Guy GW, Gray R, Di Marzo V, Harkany T,
Keimpema E. Adverse effects of A9-tetrahydrocannabinol on neuronal bioenergetics
during postnatal development. JCI Insight. 2020 Dec 3;5(23):e135418. doi:
10.1172/jci.insight.135418. PMID: 33141759; PMCID: PMC7714410. (1F:6,205)

Pintér A, Hevesi Z, Zahola P, Alpar A, Hanics J. Chondroitin sulfate proteoglycan-5
forms perisynaptic matrix assemblies in the adult rat cortex. Cell Signal. 2020
Oct;74:109710. doi: 10.1016/j.cellsig.2020.109710. Epub 2020 Jul 9. PMID: 32653642.
(IF:3,968)

99



DOI:10.14753/SE.2021.2544

11. Kdszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Alpar Aldnnak,
aki szakmai és emberi tamogatasaval mindig mellettem allt. A tudomany iranti alazata,
és elhivatottsdga mindig kdvetendd példaként fog szolgalni szamomra.

Halaval tartozom Prof. Harkany Tibornak, akitdl Ilehetdséget kaptam a
kutatocsoportjdhoz csatlakozva 0 technoldgiak elsajatitasara, és aki nélkul a
disszertaciohoz szlikséges kézirat nem készilhetett volna el.

Kdszonettel tartozom a Kisérletes neuroanatomiai, és fejlédésbiologiai csoport
munkatarsainak, akik kozil Dr. Hanics Janos és Németh Andrea féradhatatlan
tirelmének, és szakmai precizitasanak sokat koszonhetek.

Kdsz6ndm az Anatomiai, Szdvet-, és Fejlédéstani Intézet valamennyi munkatarsanak!
Halas vagyok, hogy egy ilyen inspirdld és tdmogatd intézetben tdlthettem az elmult
éveket.

Koszondém Deak Szilvinek és Groti Zolinak, hogy a sziikséges kisérleti feltételeket
mindig biztositottak, még ha sokszor er6én feliill és id6korlat nélkiil kellett is ezért
dolgozniuk.

Munkam soran olyan kivald szakemberekkel volt lehetdségem egyiitt dolgozni, mint Dr.
Zelena Déra és Dr. Schlett Katalin, akik amellett, hogy szakmai fortélyaikat
megosztottak velem, motivaldan hatottak a gondolkodasomra.

Halas vagyok Prof. Sass Mikldsnak, akinek épit6 jellegti kritikai és iranymutatasai évek
Ota meghatarozo jelentdségliek az életemben.

Végul, de nem utolsé sorban kdszondm szileimnek, hogy mindig rendiletlenil
tdmogattak, batoritottak, €és a nehezebb idokben is segitettek a helyes irany

megtalalasaban.

100



