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Palyazatunkban 3 f6 kérdéscsoportra kerestiik a valaszt:

1. A hipotalamusz paraventrikularis magjaban elhelyezkedo, stresszel kapcsolatos
parvocelluléris neuronok GABAerg és hisztaminerg beidegzésének strukturalis es
funkcionalis vizsgélata.

1.1. A GABAerg innervacio

1.1.1. Ultrastrukturalis vizsgalatok

A stresszvélasz szabalyozasaban lényegesek azok az ellen6rzé folyamatok, melyek a

stresszvélasz leéllitaséért felelosek. A PVN CRH neuronjainak gatlé szabalyozéasaban a

negativ szteroid feedback (Isd a beszdmolo 3. pontja) mellett a GABAerg gatlasnak is

jelentés szerep jut. Kordbbi munkainkban elséként igazoltuk, hogy GABAerg neuronok
szimmetrikus (gatld) szinapszisokkal végzédnek a CRH neuronokon. A jelen beszamolési
periodusban végzett kutatasainkban azt vizsgaltuk, valtozik-e a GABAerg innervacio
krénikus stressz hatasara? Az allatokat 3 hétig, naponta kétszer killénbdz6 pszichogén
stresszoroknak tettiik ki. A krénikus stressz allapotot az allatok tomeg gyarapodasanak
lassulésa, a mellékvesek tomegének ndvekedése illetve a csecsemoémirigy sorvadasa
igazolta. Kontroll, és krénikusan stresszelt allatok paraventricularis magjaban pre-
embedding CRH és posztembedding GABA immunreakciot végeztiink és az ultravékony
sorozatmetszeteket diszektor sztereoldgiai modszerrel elemeztik.

Krénikus stressz hatasara a PVN parvocelluléris szubdivizidjaban szignifikansan
emelkedik a térfogat-egységre vonatkoztatott szinapszis szam.

A GABAerg szinapszisok dsszes szama valamint a CRH neuronokon végz6dé
GABAerg szinapszisok szdma is emelkedik, ami arra utal, hogy kronikus stressz
soran egy Uj egyensulyi allapot alakul ki a serkent6 és gatlo bemenetek kozt.
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1.1.2. Funkciondlis vizsgalatok a GABAerg rendszer vonatkozasaban

A GABAerg rendszernek nemcsak a kronikus, hanem az akut stresszben is jelentos
szabalyoz6 szerepe lehet. A PVN CRH-t termel6 sejtjeinek GABAerg innervacioja a
PVN kozeli, GABAerg "gytribsl™ ered, de nem ismertik ezen rendszer funkcidjat a
stresszel-kapcsolatos CRH neuronok vonatkozasaban.

GADG67-GFP transzgenikus egértorzs felhasznalasaval c-Fos immediate early gén
aktivacios marker és a GABAerg neuronokat jelzé6 GFP egyuttes kimutatasaval
bizonyitékokat szolgaltattunk arra vonatkozoan, hogy akut stressz hatasara a gatlo
GABAEerg rendszer is aktivalodik.
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1.2 Hisztaminerg innervacio:

1.2.1. Strukturdlis vizsgalatok

A hisztamin jelentds szerepet tolt be szamos élettani folyamat szabalyozasaban, tébbek
kozt a neuroendokrin szabalyozé folyamatokban és a vegetativ funkciok
szabalyozasaban. Ennek ellenére a regulacio funkcionalis anatomiai alapjai sem fény-
sem elektronmikroszkdpos szinten nem voltak ismertek.

e Preembeding immunreakciok kombinéciojaval hisztaminerg rostokat
mutattunk ki a paraventricularis magban, a CRH neuronokkal szoros
kontaktusban.

e Elektronmikroszkdpos vizsgalataink azonban nem mutattak ki szinaptikus
kapcsolatot a hisztaminerg rostok és a CRH neuronok kozoétt, ami a hisztamin
neuromodul&cios hatasat valdszinusiti.

Ezzel a részfeladattal kapcsolatban a kisérleti munka befejez6dott, az eredmények
dokumentélva vannak, hamarosan tervezzik egy kdzlemény 6sszeallitasat.

1.2.2. Funkcionalis vizsgéalatok
1.2.2.1. A hisztaminerg neuronok szerepe a stresszvalasz szabalyozéasaban

Funkcionalis vizsgalatiank jelentés heterogenitast mutattak ki a hisztaminerg
tuberomammillaris neuronok stressz-indukalta aktivalodasaban. Kulonbozé
fizikalis és emocionalis akut stresszorokat alkalmazva c-Fos aktivitas marker és
hisztidin decarboxylase in situ hibridiz&cios hisztokémia kombinalasaval
kimutattuk hogy a hisztaminerg neuronok stresszor es almag specifikusan
aktivalodnak a hatso hipotalamuszban. Vizsgélataink elsoként mutattak ra ezen,
egysegesnek tartott neuronpopulécié funkciondlis kiillénbdzésegére.
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1.2.2.2. A hisztamin szerepe a taplalékfelvétel szabalyozasaban

A hipotalamikus hisztamin a stresszvalasz szabalyozasan kivil szerepet jatszik a
taplalékfelvétel és a metabolizmus szabalyozasaban. Az OTKA tamogatés keretében
folytattuk azon vizsgalatainkat, melyek a hisztamin metabolikus szabalyzé szerepére
vonatkoztak hisztidin dekarboxylase enzim génkitott (HDC-KO) egereken.

e A hisztamin szintézisére képtelen egerek egy specifikus metabolikus fenotipust
mutatnak: idésebb korban elhiznak, az epididimélis fehér zsirszovet mennyisége
nagymertékben megnd, glukéz intolerancia és hiperleptinémia alakul ki az
allatoknal.

e A hiperleptinémia oka a viszceralis fehérzsirszovet megnovekedése.

e A HDC-KO egerekben a leptin rezisztencia nem vezetheto vissza sem a
hipotalamusz, sem a méj leptin receptorainak (ObRB) csokkenésére, sem a
hipotalamuszban a JAK-STAT szignal transzdukcids dtvonal hibajara.
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2. Hogyan torténik a hipotalamusz paraventrikularis magjaban (PVN) stresszel
kapcsolatos kortikotropin-releasing hormon (CRH), arginin vazopresszin (AVP) valamint
az oxytocin OXY gének szabalyozésa kiilonb6zé stresszmodellekben? Milyen
transzkripcios faktorok szabalyozzak a PVN endokrin és autondm mukddeseket
szabalyozd sejtcsoportjaiban a neuropeptid génexpressziot?

2.1. Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a paraventrikularis mag stresszel
kapcsolatos neuroszekrécios neuronjaiban a CRH es az AVP gének akut fizikai stressz
hatasara idoben eltéréen és mas molekularis hatdsmechanizmus alapjan indukalédnak. A
jelen OTKA tdmogatés keretében vizsgalatainkat kiterjesztettik méas kihivasok hatasanak
vizsgéalatara.

A GABAerg gatlo tonus felfliggesztése a PVN-ben szelektiven a parvocellularis AVP
génexpresszid fokozddaséhoz vezetett, sem a CRH expressziot a parvocellularis
neuronokban sem az AVP expressziét a magnocellularis neuronokban nem
befolyasolta.

Kapcsolddé publikacio:
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Kimutattuk, hogy egy specialis immunkihivés, az anafilaxias reakcio is aktivalja a
CRH és az AVP génexpressziot a PVN-ben, de a két gén expresszidjanak indukcioja
ebben az esetben idében eltér a fizikai stresszor esetében tapasztalttol. Az AVP
génexpresszid fokozddas is, hasonléan a CRH génhez igen gyors, maximumat 15
perccel az immunkihivas utan éri el. Ez a jelenség arra utal, hogy a parvocellularis
neuronokban az AVP génexpressziot tobb transzkripcio-regulacios mechanizmus
illetve szignal transzdukcios utvonal szabalyozhatja.

2.2. Tovabbi vizsgalatainkban a metabolikus kihivasok hat&sat tanulméanyoztuk a
paraventrikuléris mag neuropeptidjeinek expresszidjara. A Dallman munkacsoport
kozolte, hogy mellékveseirtott allatok fokozott CRH expresszidja nemcsak a klasszikus
kortikoszteroid kezeléssel, hanem magas kal6ria tartalm( szachardz oldat itatasaval is
visszaszorithatd. Mivel a mellékveseirtas patkanyokon nemcsak a CRH, hanem az AVP
expressziojat is jelentés mertékben fokozza a parvocelluaris neuronokban, celunk az volt,
hogy kimutassuk, vajon a metabolikus feedback hasonloképpen miikédik-e az AVP
génexpresszidjanak szabayozasaban. Kiserletink varatlan eredményeket hoztak:




1. Nem sikertlt megerésiteniink, hogy a szachar6z oldat hosszutava itatasa
csokkentene a ADX-indukalta CRH expressziot.

2. A szachardz itatas hatastalan maradt az ADX hatéasara fokoz6dé AVP
génexpresszidra a hipofizeotrop, neuroszekréciés neuronokban.

3. A cukoritatas (a mellékveseirtastol fuggetlenil is) AVP génexpressziot indukalt
a paraventrikularis mag autondm projekcios neuronjaiban.

4. A cukoritatas hatasa az autonom projekcios neuronokban specifikus volt az
AVP génre, mert sem az oxytocin mRNS, sem a peptid tartalom nem véltozott.

5. Kimutattuk, hogy a Fra2 transzkripcios faktor alkalmas markere a krénikusan
aktivalédott neuronoknak, mert Fra-2 aktivalédott ADX hatasara a PVN

Kdézlemény: Bali B, Bosca Z and Kovacs KJ (2005) Neuroendocrine and Metabolic Challenges Recruit
Distinct Functional Domains in the Rat Hypothalamic Paraventricular Nucleus Endocrine Society Meeting
P1-116.

A téméban még egy kiegészitd kisérlet befejezése szlikséges, és az ezzel kiegészitett anyagot fogjuk
publikalni 2007-ben.

3. Neuropeptid genexpresszio tanulmanyozasa in vitro, organotipikus hipotalamusz
szeleteken.

3.1. A kortikoszteroid gatlas vizsgalata organotipkus szelet tenyészeteken

Az organotipikus szelet kultdra alkalmas eszkdznek bizonyult a hipotalamikus
neuropeptid génexpresszio szabalyozasanak tanulmanyozasara. Elénye, hogy a szovet
megorzi az in vivo kornyezetre jellemzé citoarchitecturat, a neuronon-neuron, neuron-
glia kapcsolatokat, de nem tartalmazza azokat az extrahipotalamikus bemeneteket,
melyek bonyolitjak a szabalyozasi képet. A hipotalamikus szeletkultura ezen elényet
hasznéltuk ki annak a régen fennallo kérdesnek az eldontésére, hogy van-e kzvetlen
szteroid feedback hatas a paraventrikularis magban.

Eredményeink a kdvetkezék:

1. A kortikoszteron és a dexametazon gatoljak a CRH génexpressziot a
hipotalamusz organotipikus tenyészeteiben.

2. A szteroid hatés kdzvetlen, nem fuigg a neurondlis bemenetektdl, mert az akcios
potencidlok gatlasa tetrodotoxinnal nem befolyésolta a szteroidok gatlo hatasat.

3. A forskolin indukélta CRH expresszio kortikoszetroidokkal gatolhatd és nem
fligg a neuralis inputok aktivitasatol.

Ezen eredményeink a paraventrikularis mag CRH neuronjain kifejtett kozvetlen

kortikoszetroid feedback hatést igazoljak.

Kapcsolddé publikacio:
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A munkatervben szerepelt, hogy a CRH-hoz hasonléan megvizsgaljuk a szteroidok
hatasat az AVP expressziora is, de id6kozben egy hasonlo témaju kdzlemény jelent meg
japan szerzok tollabol, igy a tovabbiakban csak a CRH expresszid szabalyozésaval
foglalkoztunk. Eredményeink kézirat formajaban, kozvetlenil elkildés elétt vannak (J.
Neuroendocrinology).

3.2. A lokélis GABAerg gétlas hatasnak vizsgalata a PVN-re organotipikus szelet
tenyészetekben

A GABAerg gétlas felfiiggesztése a hipotalamusz szelet tenyészetben szelektiven
fokozta a c-Fos expresszidt a PVN-ben és emelte mind a CRH mRNS mind az AVP
hnRNS mennyiségeét.

Eredményeink arra utalnak, hogy a lokalis GABAerg input gatlé hatassal van mind
a CRH, mind az AVP génexpresszidra a PVN stresszel kapcsolatos neuronjaiban.

Kapcsolddo publikacio:
Bali B and Kovéacs KJ (2003): GABAergic control of neuropeptide gene expression in the parvocellular
neurosecretory neurons of the hypothalamic paraventricular nucleus Eur J Neurosci. 18:1518-1526

4. Egyéb, a szerz6désben nem szerepld, de (részben) ezzel a tamogatassal megvalosult
eredményeink.

A paraventrikularis mag kiemelt jelentéseggel bir a a neuroendokrin és az vegetativ
stresszvalasz szabalyozésaban, integralasaban. A neuroendokrin stresszvalasz afferens és
efferens szabalyozasarol viszonylag sok adat all rendelkezésre ismereteink hianyosak az
autonom miikodések vonatkozéasaban. Ezért, és tovabbi vizsgalatok megalapozésaként
bevezettlk laboratériumunkban a retrograd virusjel6lési technikat, mely alkalmas az
egyes szervek autondm beidegzésében résztvevé neuronhaldzat felderitésére.
Neuroendokrin immunoldégiai vizsgalatainkhoz kapcsolodik az a kisérletsorozat,
amelyben feltérképeztik a csontvelé autondm beidegzésében szerepet jatszo kozponti
idegrendszeri struktirakat. E kisérletek "melléktermékeként" irtuk le azokat a elemi
immunoldgiai folyamatokat az agyban, melyek a mikroglia kdzvetitésével zajlanak és a
virusfert6zott neuronok eliminalaséra vezetnek.



