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1. BEVEZETES

Az anyasag jelentds sziilés utani viselkedésbeli, illetve élettani valtozasokkal jar
¢s a megvaltozott helyzethez a kdzponti idegrendszernek is alkalmazkodnia kell. Ezt
modellalatban, kivaloan vizsgalhat6. Egy komplex neuronhalozat felelés ezért, melynek
kulcseleme a hipotalamuszban taldlhatd medialis preoptikus area és arcuatus mag.
Elébbi az anyai viselkedésben, mig utobbi a laktacid szabalyozasdban jatszik kozponti
szerepet. Hipotézisiink az volt, hogy az ezen agyteriileteken utdodgondozas soran
megvaltozott expressziot mutatd inzulinszert ndvekedési faktor (IGF) rendszer — IGF-1
¢és annak legjelentésebb, 3-as tipusu kotéfehérjéje (IGFBP-3) — szerepet jatszik az anyai

adaptacio szabalyozasaban.

1.1. Az anyai viselkedés idegrendszeri hattere patkanyokban

Az utédgondozas fontos része a reprodukcionak, a zavartalan anyai viselkedés
elsGsorban az egészséges utddok felnevelése miatt fontos. Emellett human Klinikai
vonatkozasa is van, ugyanis az ebben az iddszakban jelentkezd, anyakat érintd korképek
gyakoriak és nagyon stlyosak is lehetnek. Az enyhe depresszidval és szorongassal jaro
un. posztpartum blues, vagy baby blues 3 naptol 6 hétig is tarthat, az anyak akar 80%-at
is érintve. Ennél ritkabb, de igy is jelentds az anyak 10-15%-nal megjelend posztpartum
depresszio. A skala véglete az 1000-bdl kb. egy anyanal megjelend stlyos pszichdzis
(Pawluski és mtsai. 2017). Ilyenkor a n6k nem csak magukban, hanem gyermekiikben is
kart tehetnek. Ezen korképek hatasos kezelése még nem ismert, tobbek kozott ezért is
fontos az anyai magatartas szabalyozasanak és kialakulasanak megértése, amiben a
patkanyok kivald modellként szolgalnak.

A patkdnykolykok éretleniil sziiletnek, mozogni Onalléan nem tudnak és a
testhomérsékletiiket sem képesek szabalyozni. Ezért az anya fészket épit, amelyben a
kolykok tartozkodhatnak, €és ott gondozza Oket. Foléjiikk hajolva egy jellegzetes 6vo-
védo testtartast vesz fel, nyalogatja-tisztogatja az anogenitalis régidjukat, amennyiben
pedig a kolykok a fészektdl tavolabb keriilnek, visszahordja oda dket egyenként.
Ezenkiviil az anyak félelemérzete csokken, megnd folyadék- és taplalékfelvételiik és

agresszivva valnak a betolakoddkkal szemben. Ezzel ellentétben a sziiz néstények a
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kolykokkel szemben elkeriild, sokszor agressziv, timado viselkedést mutatnak. Tehat az
apro, magatehetetlen, segitségre szoruld kolyok, mint inger két teljesen ellentétes
reakciot képes kivaltani, attol fiiggden, hogy anyaallatrol, vagy terhességen még nem
atesett szliz ndstényrdl van sz6. Az anyai viselkedés idegrendszeri szabalyozéasa ezért
remek példaja a szocidlis viselkedést iranyitdé neuronalis halozatok plaszticitdsanak. Az
idegrendszer alkalmazkodasat eme megvaltozott helyzethez nevezziikk anyai
adaptacionak.

végével megjelend hormonalis valtozasok jatszanak kulcsszerepet. A patkany
vemhessége sordn a progeszteron koncentracidja végig magas, az dsztrogéné alacsony,
azonban sziiléskor ez megfordul. A prolaktin szintje a vemhesség elsé felében még
magas, napi rendszerességel szekrécids csucsok jelentkeznek, majd a vemhesség
masodik felében minimalis prolaktin koncentracio mellett a placentaris laktogének
szintje emelkedik meg egészen a sziilésig. Azonban az anyai viselkedés a sziilés utani
(posztpartum) iddszakban akkor is fennmarad, amikor ezek a hormonok mar nem
tudnak jelentds hatast kifejteni. A sziiléskor még magas Osztradiol/progeszteron
hanyados mar azel6tt lecsokken, amikor még az anyai motivacié igen magas szintii. Sot,
amikor az anyai viselkedés a legerdteljesebb, az ovarialis eredetli szteroidok szintje
kifejezetten alacsony (Bridges 2015). A patkanyok esetében a posztpartum iddszak 21
napos ¢€s két nagyobb szakaszra oszthatd. A korai és késoéi posztpartum idészak kozti
hatar a 11. nap. El6bbiben a kolykok még kisebbek és tehetetlenebbek, ezért az anyai
motivacid magas szintll, a laktacio és az altala okozott metabolikus terhelés az anya
szamara még kevésbé jelentds. A késdi iddszakban az anyai motivacido mar csokken és a
kolykok gondozasa, taplalasa, nagymértékil laktacio kertilnek elétérbe. Ebbdl kifolydlag
az anyai motivacid és viselkedés a korai posztpartum idszakban, mig a laktacio és az
altala okozott metabolikus-endokrin valtozasok a késdiben vizsgalhatoak jobban. A
hormonok mellett a kolykok feldl jové szomatoszenzoros ingerek is nagyon fontos
szerepet jatszanak az anyai magatartds fenntartdsaban. Amennyiben sziilés utan
kozvetleniil elvessziik az anyaktol a kolykoket (deprivalt anyék), a 7. posztpartum napra
jelentdsen lecsokken az anyai viselkedés kolykok jelenlétében, a 10. napon pedig mar a
szliz ndstényekhez hasonld magatartast tapasztalhatunk, amellett hogy a laktacio is
megsziinik (Orpen ¢és Fleming 1987). A szliz ndstényekben is kialakulhat anyai
viselkedés, amennyiben huzamosabb ideig kolykok kozelében tartézkodnak, ezt

nevezziik anyai szenzitizacionak. A ndstény eleinte elkeriili a kolykoket, 3-4 nap utan

9
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mar elviseli a kdzelségiiket és 7 nap utan el is kezdi gondozni 6ket (Rosenblatt 1967).

rrrrr

masok annak a kolykok hatdsara bekovetkezd fenntartasaért.

1.1.1. Hormonalis valtozasok szerepe az anyai viselkedés kialakitasaban

Az egyik legfontosabb hormonalis valtozas a terhesség végén a progeszteron
szint jelents csokkenése ¢s ezzel egyidejlileg az osztradiol és laktogén (placentaris
laktogének, illetve prolaktin) szintek emelkedése. Az dsztradiol nagyon fontos tényezd
az anyai viselkedés beinditasaban, a gesztacido 16. napjan elvégzett hiszterektomia és
ovarektomia (16HO) utan beadott dsztradiol-benzoat 48 ora elteltével anyai viselkedést
indukalt, tovabba sziliz ndstényeknek subcutan (s.c.) adagolva ugyanez a hatés
kovetkezett be (Bridges 2015, Siegel és Rosenblatt 1975). Az 0Osztradiol hatasat
vélhetdleg az a-tipusu Osztrogén receptoron (ER-a) fejti ki a kdzponti idegrendszeri
anyai adaptacié szempontjabol lényeges teriileteken. A progeszteron szint, mint
emlitettem jelentdsen lecsokken a terhesség végén. 1ddzit6-eldkészitd szerepe van,
minél hosszabb ideig van magas szinten, annal érzékenyebb lesz az anya a kolykok feldl
JjOovO ingerekre, amikor hirtelen lecsokken ez a magas szint. Ugyanakkor az dsztradiol
altal eldsegitett anyai viselkedést képes gatolni a progeszteron (Numan 1978, Siegel és
Rosenblatt 1975). A prolaktin, illetve vemhes anyakban a placentaris laktogének nem
csak az anyai magatartast kialakulasat segitik el6, hanem elengedhetetlenek hozza.
Prolaktint szekretdld agyalapi mirigy implantditumot helyezve a vese tokjaba,
hipofizektomizalt, gonadektomizalt, terhességnek megfeleld progeszteron-osztradiol
kezelésen atesett szliz ndstényekben stimulalta az anyai viselkedést, amire hipofizis és
prolaktin hidnyaban a szteroid kezelés nem volt képes (Bridges és mtsai. 1985).
Hipofizektomia nélkiil, a D2 receptor antagonista bromokriptinnel gatolva a prolaktin
szekréciot, az elébb emlitett modellben gatolni tudtdk az anyai viselkedést (Bridges és
Ronsheim 1990). Sziiléskor és azt kovetden jelentés valtozast mutat az oxytocin szint
is. Vaginocervicalis stimulacio, illetve szoptatasi inger hatasara aktivalodnak a
hipotalamusz paraventrikularis (PVN) ¢és supraopticus (SON) magjanak oxytocin
neuronjai. A hipofizis hatsé lebenyébdl a keringésbe jutd oxytocin segiti a méhizomzat
¢s az emlémirigy csatorndinak 0sszehuzddasat, azonban a vér-agy gaton vald nehézkes
atjutdsa miatt a kozponti idegrendszerre nincs hatassal. A paraventrikularis mag sejtjei
azonban szamos agyteriiletre kiildenek oxytocin rostokat, igy neurotranszmitterként

érdemes foglalkoznunk most az oxytocinnal. Az oxytocin fontos szerepére mutat ra az,
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hogy anyaknak kozvetleniil sziilés utan icv. beadott oxytocin receptor antagonista
megakadalyozza (van Leengoed és mtsai. 1987), mig ovarektomizalt sziiz ndstényeknek
centralisan adagolt oxytocin el@segiti az anyai viselkedés kialakulasat. Az antagonista
hatas azonban 5 nappal a sziilés utdin mar nem mikodik, ezzel is igazolva, hogy az
oxytocinnak az anyai viselkedés indukcidjaban fontos szerepe van (Fahrbach és mtsai.
1985, Pedersen ¢és mtsai. 1982).

1.1.2. Az anyai viselkedés kozponti idegrendszeri centruma, a medialis preoptikus
area (MPOA)

Az eddig emlitett hormonoknak — laktogének, dsztradiol, oxytocin — a terhesség
végén / sziiléskor van szereplik az anyai adaptacidé meginditasaban, késdbb annak
fenntartasaban a kolykok feldl jovo szenzoros ingerek, elsGsorban szomatoszenzoros
bemenetek jatszanak foszerepet. Azaz a hormonalis hatasok aktivalnak egy olyan agyi
halézatot, amely a kolykok feldl jové ingerekre immaéaron nem averziv reakcidval,
hanem gondoskodéssal vélaszol. Ennek a halézatnak a kozponti eleme a hipotalamusz
részén talalhato, a harmadik agykamratol a periventrikularis preoptikus teriilet valasztja
el. Két f6 része kiilonithetd el, a ventromedialisabb elhelyezkedésli nucleus preopticus
medialisra (MPN) és a dorsolateralis area preopticus medialisra (MPA). Az MPN-en
beliil tovabbi harom szubdivizid, centralis, lateralis és medialis kiilonitheto el.
Funkciondlis szempontbol még az MPOA-hoz kothetd a tdle dorsolateralisan
elhelyezkedd nucleus interstitialis striae terminalis (BNST), ami szintén szerepet jatszik

az anyai viselkedés szabalyozasaban (1. abra).

11



DOI:10.14753/SE.2018.2171

ac
' BNST
v MPA
MPN f
A
MPOA

och j' T ey

1. Abra: A medialis preoptikus teriilet neuroanatomiaja patkanyban

Luxol Fast Blue festéssel (A) kék szinnel lathatok a myelinizalt rostok, mig
krezilibolyaval a sejtek. A rostralis hipotalamusz medialis preoptikus aredja (MPOA)
két fobb részre oszthatd, a ventromedialis nucleus preopticus medialisra (MPN) és a
dorsolateralis medialis preoptikus aredra (MPA). Az MPOA-hoz funkciondlisan
kapcsolodik a nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) (Dobolyi 2009). 3V — 3.

agykamra, ac — commissura anterior, och — chiasma opticum

Ezeken a teriileteken a neuronok jelentds része aktivalodik anyakban a c-Fos
expresszi6 mintazatanak 3 dimenzids vizsgalata alapjan (Renier és mtsai. 2016). Az
MPOA elektromos vagy az axonokat érintetlentil hagyd nagyobb teriiletli excitotoxikus
laesioja megsziinteti az anyai viselkedést (Numan és mtsai. 1988), dorsalis részének, az
MPA-nak kisebb kiterjedésii kétoldali karosodasa pedig a fészeképitést és a kolykok
visszahordasat zavarta meg (Jacobson ¢és mtsai. 1980). Az MPOA kulcsszerepét
igazolja, hogy az itt talalhat6 galanin sejtek genetikus ablacidja megsziintette az anyai
viselkedést, a kolykok visszahordasat a fészekbe ¢és agressziv reakciot valtott ki
anyakbol kolykok jelenlétében, valamint optogenetikus aktivacioja himekben
megsziintette az agressziot és kolykokkel szembeni gondoskodo viselkedést vont maga
utan (Wu és mtsai. 2014). Az MPN medialis szubdiviziojaban irtak le kizarélag a
posztpartum iddszakban ppMCH-t (prepro-melanin-koncentral6 hormon) expresszald
sejteket, amelyek MCH (melanin-koncentrald hormon) immunreaktivitast is mutatnak
(Knollema ¢és mtsai. 1992). A ppMCH mRNS ¢és MCH mennyisége fokozatosan
novekszik a laktacid eldrehaladtival, maximumat a sziilés utani 19. napon éri el. A

medialis MPN MCH sejtjei az anteroventralis periventricularis, periventricularis
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magokba ¢€s a ventromedialis hipotalamusz ventrolateralis szubdivizidjaba projicidlnak
¢és reproduktiv funkciokat, illetve az anyai motivaciot képesek befolyasolni (Rondini és
mtsai. 2010). Mivel az MCH szintje a kolykok elvalasztasahoz koézeledve novekszik
meg jelentésen, ezért valdszinli, hogy az anyai motivacidé csokkenésében jatszik
szerepet a kés6i posztpartum idészakban. Ezt tamasztja ala, hogy beadasa az MPOA-ba
megnoveli a kdlykok fészekbe visszahordasdhoz sziikséges idot, illetve a fészeképitést
is megzavarja (Benedetto és mtsai. 2014).

Az anyai viselkedésre tekinthetiink ugy, mint egy motivald tényezd altal
kivaltott cselekvésre, melynek célja a jutalom — esetiinkben a kolyok - elérése, ezért is
beszélhetiink anyai motivaciorél. Az anyai viselkedésnek ez alapjan van egy
célorientalt, motivalo tényez0 megszerzésére irdnyuld része, ez a kolykok megkeresése
¢és visszahordésa a fészekbe, illetve egy élvezeti / fogyasztasi része, melynek sordn a
testkdzelben 1évo kolykok fel6l jové ingerekre folyamatosan és reflexbdl
gondoskodassal valaszol az anya. Tehat mig a visszahordas egy célorientalt viselkedés,
a kolykok nyalogatasa, védése-Ovasa fogyasztoi viselkedésnek tekintheté (Numan
2015). A célorientalt rész vizsgalhatd a kondicionalt helypreferencia teszttel, melynek
soran két — az allat szdmara is megkiilonboztethetd — egymas kozt atjarhatdé doboz
egyikében kolykokkel tartozkodik az anya tobb napon keresztiil, majd a tesztfazis soran
a két most mar ires doboz koziil inkabb azt valasztja, amelyben a kolykokkel
tartozkodott. Az MPOA mindkét aspektusban kulcsszerepet jatszik, ugyanis gétldsa
megsziinteti a visszahordast, és a kondiciondlt helypreferenciat (Mattson és Morrell
2005, Pereira és Morrell 2010), illetve a gondoskodo viselkedést is.

Az MPOA az a valosziniileg legfontosabb idegrendszeri kdzpont, ahol a mar
emlitett hormonok képesek kifejteni anyai viselkedést elosegité hatasukat. Amennyiben
az MPOA-ba adtak be centralisan Osztradiolt, azonnal megjelent az anyai viselkedés.
Ezzel szemben mas hipotalamikus tertiletekre injektalva 2-3 nap késést figyeltek meg
(Numan ¢s mtsai. 1977). Az Osztradiol az anyai magatartds kialakuldsdnak
szempontjabol fontos gének transzkripciojat segiti elé: az oxytocin receptor
expresszidjat noveli, érzékennyé téve ezaltal az MPOA-t az oxytocin hatdsra
(Champagne és mtsai. 2001, Young és mtsai. 1998), ezenkiviil a Fos expressziot is
fokozza. A prolaktin anyai viselkedésre kifejtett hatasanak tamadaspontja is az MPOA,
mint azt prolaktin lokalis beadasaval kimutattak (Bridges és mtsai. 1990). Szintén
megmutattak, hogy prolaktin receptorok talalhatok az MPOA-ban és expressziojuk

megnd a laktacioé alatt (Dobolyi és mtsai. 2014), tovabba prolaktin injektalasa fokozza
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az intracellularis jelatvitele szempontjabdl fontos STATS foszforilacigjat is az MPOA
neuronjainak nagy részében (Brown és mtsai. 2011, Brown és mtsai. 2010). Prolaktin
receptor antagonistajanak kétoldali beadasa az MPOA-ba pedig késlelteti az anyai
viselkedés megjelenését szliz ndstényekben mintegy 2 nappal (Bridges és mtsai. 2001).
A prolaktin rendkiviil fontos szerepére mutat ra azon Ujabb vizsgalat is, melyben a
prolaktin receptorok szelektiv, akut kilitése problémamentes terhesség és sziilés utan a
kolykok teljes negligalasat okozta, olyan mértékben, hogy a kolykok el is pusztultak
(Brown ¢és mtsai. 2017). A szoptatas is eldsegiti az anyai motivaciot. A tejkilovellési
reflex és a szoptatas indukalta prolaktin szekrécié palyajanak egy fontos pontja talalhato
a talamusz posterior intralaminaris komplexumaban (PIL), ahova a perifériarol, a
kolykok feldl jovo ingerek érkeznek. Ezen a teriileten talalhatd egy sejtcsoport, amely
39 aminosavbol allé tuberoinfundibularis peptidet (TIP39) expresszal. Ezek a neuronok
nem csak az arcuatus magba vetlilnek, hogy a szoptatds indukalta prolaktin
szekrécioban részt vallaljanak, hanem az MPOA-ba is, ezaltal kapcsolatot teremtve a
szoptatas és az anyai viselkedés kozott. Receptoranak, a parathormon 2-es receptornak
(PTH2-R) az antagonistaja a preoptikus teriiletre beadva negativan befolyasolja a
kondicionalt helypreferenciat anélkiil, hogy a prolaktin szintet befolyasolna, amelynek
szoptatds indukalta emelkedése elmarad, ha az antagonistat az arcuatus magba
injektaljak (Cservenak és mtsai. 2010, Cservenak és mtsai. 2013, Palkovits és mtsai.
2010). A szoptatasi inger mas uton is befolyasolhatja az MPOA miikodését: a
paraventrikularis mag (PVN) magnocellularis szubdiviziéjanak arginin-vazopresszin
(AVP) sejtjeinek génexpresszios aktivitasa szoptataskor megemelkedik €s az MPOA-
ban AVP szabadul fel az anyai viselkedéshez kothetden, valamint a Vla tipusi AVP
receptor expresszidja is novekszik az MPOA-ban. A V1a receptor blokkolasa pedig az
anyai agressziot csokkenti (Bosch és mtsai. 2010). Tehat a hormonalis hatasoknak —
Osztradiol, prolaktin, oxytocin, TIP39 -, amelyek az anyai adaptaciot eldsegitik, mind az
MPOA-ban van a f6 tamadaspontja.

A neuroendokrin hatasok mellett a kolykok felél jové szomatoszenzoros ingerek
is aktivalo hatassal vannak a MPOA neuronjaira. A specialis ultrahullamhosszu
tartomanyba esd akusztikus hallasi ingerek és a szaglési ingerek is serkentd bemenetét
képezik a preoptikus teriiletnek (Hashimoto és mtsai. 2001, Okabe és mtsai. 2013). Az
MPOA-ban, anyakban szdmos gén expresszidja megvaltozik. A mar emlitett Fos,
prolaktin receptor mellett az MCH, 4-es tipusi dopamin receptor (Drd4), dopamin

transzporter (Dat), p-1-es tipust opioid receptor, 2A tipusu szerotonin receptor, amylin,
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illetve a jelen disszertacio f6 témajat jelentd IGFBP-3 (inzulinszeri ndvekedési faktor
3-as tipust kotéfehérjéje) expresszidja is jelentdsen megvaltozik (Akbari és mtsai.
2013, Dobolyi 2009, Driessen ¢s mtsai. 2014). A kolykokkel valdo kontaktus és
folyamatos ingerek, illetve a hormonalis hatasok tehat képesek megvaltoztatni egyes
gének expresszidjat. Ezen epigenetikus hatdsokat kiilonb6zé enzimek kozvetitik a
genom felé. A hiszton-acetilazok acetil csoportok hozzaadasaval semlegesitik a pozitiv
toltésti hisztonfehérjéket, és ezaltal gyengitik kotddésiiket a negativ toltésit DNS-hez.
gy a kromatin fellazul és a transzkripcids faktorok kénnyebben hozzaférnek. Ezzel
ellentétesen hatnak a hiszton deacetil-transzferazok és a DNS-metiltranszferazok, amik
a citozinhoz kapcsolnak metilcsoportot. A kromatin uwjrarendezédése tehat a mar
korabban emlitett génexpresszids valtozdsokhoz vezet. A MPOA neuronjaihoz érkezd
hormondlis ¢és neuronalis ingerek a kolykokkel valé kontaktus kovetkeztében
gyakrabban ismétlddnek és sejten beliili jelatviteli utakat aktivalnak, melyeknek
végallomasa olyan hiszton-acetilazok aktivalasa, mint a Creb-binding-protein (Crebbp).
gy képesek a szomatoszenzoros ingerek és a hormonalis valtozasok sejtszinten egy

komplex magatartasformat aktivalni és fenntartani (Dobolyi és mtsai. 2014).

1.1.3. Az anyai viselkedést szabalyozo egyéb neuronalis halozatok és mitkodésiik
1.1.3.1. A defenziv kor miikodése sziiz nostényekben

Ahogy kordbban emlitettem, a szliz ndstényekre patkdnyokban a kolykok
elkeriilése, elutasitasa jellemz6. Ezt az averziot egy Osszetett neuronhalozat miikodése
okozza, amelyet nevezhetiink defenziv kornek is. Ezt a kort a kolykok feldl jovo
szagingerek képesek aktivalni. Ezt tdmasztja ala, hogy olyan szliz ndstényekben,
amelyeknek szaglasat kiiktattak, a szenzitizacidhoz sziikséges id6 7 naprol 2 napra
csokkent. Sziilés utan ellenben a kolykok feldl jové szagok mar pozitiv reakciot
valtanak ki, nem pedig elkeriilést. Ezek a szaginformaciok a f6- és jarulékos
szaglogumokbol serkentd rostokon a medialis amygdaldba (MeA) jutnak. A MeA tobb
hipotalamikus magba is projicial: ventralis divizidja az MPOA-ba, illetve az anterior €s
ventromedialis hipotalamikus magokba (AHN, VMN). Sziiz ndstényekben a MeA-bol
eredd rostok az ipsilateralis AHN-t és VMN-t aktivaljak, ezeken a teriileteken meg is nd
a Fos expresszio kolykok jelenlétében (Sheehan és mtsai. 2001). Az AHN-bol és VMN-
bol a kozépagyban talalhato periakveduktalis sziirkeallomanyba (PAG) tovabbitodik az

informécio, ez a terlilet lesz felelés az elkeriilo—ellenséges valaszért a kolykokkel
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szemben, melyet az innen eredd leszalld rostok inditanak be, illetve az innen felszalld

rostok az MPOA-ba jutva gatoljak annak miikddését (Rizvi és mtsai. 1992). (2. abra)

1.1.3.2. 4 defenziv kor gatlasa anyakban

Sziilés utan a defenziv kor gatlas ald keriil és a kolykok feldl jovo ingerek egy
anyai viselkedést kivaltd neuronalis halozaton keresztiil keriilnek feldolgozasra, amelyet
az egyszeriség kedvéért nevezziink anyai kornek. A terhesség végén, sziiléskor
jelentkez0 hormonalis valtozasok atalakitjak az MPOA miikddését, amely tertilet
neurondlis efferenseinek egyik célja a defenziv kor gatldsa. Ezt tdmasztja ala, hogy a
dorsalis MPOA anyakban aktivalodo idegsejtjei kozt szép szammal talalhatoak
GABAerg, gatld sejtek (Lonstein és De Vries 2000), illetve az MPOA dorsolateralis
része projicial a PAG-ba (Rizvi és mtsai. 1992). Azonban nem csak az MPOA képes
gatolni a defenziv kort: a PVN oxytocinerg sejtjei sokfelé vetiilnek az agyban, koztiik az

amygdalaba is, amely fontos pontja a defenziv kornek (Numan 2015). (2. abra)

1.1.3.3. Az anyai kor célorientalt viselkedésekert felelds része — az MPOA és a
mezolimbikus dopaminerg rendszer kapcsolata

Az MPOA tobb irdanybol is kap az anyai viselkedés szempontjabol fontos
aktivalo bemenetet. A PVN-bdl oxytocinerg és a MeA-bol glutamaterg rostok, a PIL-
bol szarmazo TIP39 axonok és a medialis prefrontalis cortexbdl (mPFC, patkanyban
infralimbikus kéreg) jovO glutamaterg afferensek mind az anyai kor aktivaciojat segitik
el6. Az MPOA anyakban aktivalodo sejtjei glutamaterg rostokat kiildenek a ventralis
tegmentalis area (VTA) dopaminerg sejtjeihez (Geisler és mtsai. 2007, Numan és
Numan 1997), amelyeket a PVN-b6l jové oxytocinerg bemenetekkel szinkronban
serkentenek (Shahrokh és mtsai. 2010). Ez a serkentés pedig egy nagyobb mértéki
(Champagne ¢és mtsai. 2004). Az itteni dopaminerg végzddések axo-axonikus
szinapszisokban gatoljak D1 receptorokon keresztiil a basomedialis és basolateralis
amygdalabodl érkezd, NAs GABAerg sejtjeit aktivalo glutamaterg rostokat, ezaltal a
NAs ventralis pallidumra (VP) kifejtett gatld hatdsa megsziinik és a VP anyai
viselkedésért felelos kimeneti neuronjainak miikddése felszabadul a gatlas alol (Numan
¢és mtsai. 2005, Numan és mtsai. 2005). Ennek a halozatnak van kulcsszerepe az anyai

viselkedés fenntartasaban és anyai memoria kialakulasaban is (Numan 2015). (2. abra)
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2. abra: az anyai viselkedést szabalyoz6 neuronhalézatok

7061d vonalak — serkentés, piros vonalak - gatlas

Szliz ndstényekben a kolykok felél jovo szaginformaciok a f{6- és jarulékos
szaglogumokbol (OB és AOB) serkentd rostokon a medialis amygdalaba (MeA) jutnak,
ami az anterior ¢€s ventromedialis hipotalamikus magokba (AHN, VMN) projicial. Az
AHN-bOl és VMN-bdl a koézépagyban taldlhatd periakveduktalis sziirkealloméanyba
(PAG) tovabbitoédik az informécio, ez a teriilet gatolja a medialis preoptikus area
(MPOA) ¢és nucleus interstitialis striae terminalis (BNST) miikodését és felelds az
elkeriilo—ellenséges valaszért a kolykokkel szemben.

Anyakban MeA aktivalni tudja az MPOA-t, igy a szagingerek anyai viselkedést
valtanak ki. A kolykok feldl érkezd szomatoszenzoros ingerek, a hormonalis hatdsok
(oxytocin, prolaktin - PRL, osztadiol — E2), a talamusz posterior intralaminaris
komplexumabol (PIL) szarmazd TIP39 €s a medialis prefrontalis kéregbdl (mPFC) jovo
glutamaterg afferensek is aktivaljak az MPOA / BNST-t. Innen induld glutamaterg
efferensek a PVN oxytocinerg rostjaival egyiitt aktivaljak a ventralis tegmentalis area
basolateralis és basomedialis amygdalabol (BLA, BMA) érkezé aktivalo afferenseket.
Ezaltal a ventralis pallidum (VP) felszabadul a gatlas alol és megjelenhet a kolykok
jelenlétében az anyai viselkedés. Mindemellett az MPOA / BNST gétolja az AHN-t és

VMN-t, azaz az elkeriil6 viselkedéshez vezetd neuronhalozatot.
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1.1.3.4. A kyphosis, mint egy specialis anyai viselkedés szabalyozasa - az MPOA és
PAG kapcsolata

Kimutattak, hogy a PAG ventrolateralis része felelés a patkany anyak
jellegzetes, kyphosisnak nevezett gondozd tartdséért, melyben domborti hattal és
nyujtott végtagokkal hajolnak kdlykeik folé. A kyphosis eredetileg a gerinc anatdomiai
domborulatat jelenti, melynek ellentéte a lordosis, azaz a homorulat. A patkanyok a
gondoz6 testtartds felvételekor domboritjdk gerinciiket, ezért is nevezzik ezt
kyphosisnak. Ez az anyai magatartdas korabban mar emlitett fogyasztoi / élvezeti
aspektusanak legjellemzobb viselkedésformaja. Amennyiben egy laesio a ventrolateralis
PAG-ot érinti, a kyphosis megsziinik, viszont a célorientdlt anyai magatartasformak,
mint példaul a kolykok visszahorddsa a fészekbe, megmaradnak (Lonstein és Stern
1997). Az MPOA neuronjainak egy része gatolni képes a VTA-t (Tobiansky és mtsai.
2013), igy elképzelhetd, hogy az MPOA egyik sejtpopulacioja aktivalja a ventrolateralis
PAG-ot és gatolja a VTA-t, ezaltal csokkentve a célorientdlt anyai magatartast és

serkentve a fogyasztdit, egy masik pedig pont az ellenkezdjét teszi.
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1.2. A prolaktin szabalyozasa és funkcioi

A sziilés utan nem csak az anyai viselkedés jelenik meg, hanem a szoptatas is
megkezdddik. A laktacio és az ehhez sziikséges nagyobb mértékii prolaktin szekrécid az
egyik legfontosabb posztpartum élettani valtozas, amihez sziikség van a kdzponti

crer

egész szervezetére, eldsegitve a megvaltozott allapothoz valo alkalmazkodast.

1.2.1. A prolaktin jellemzése

A prolaktin egy polipeptid hormon, amelyet elsésorban az eliilsd hipofizis
lebeny laktotrof sejtjei szekretalnak. A patkanyban 197, az emberben 199 aminosavbol
allo lanc alkotja a prolaktinmolekulat, amelyen beliil harom, ciszteinek kozott fennalld
diszulfidhid is van. Az aminosavlanc 50%-a a-hélixbe rendezddik, a tobbi része pedig
hurkokat alkot. Az eliilsd hipofizis lebeny sejtjeinek 20-50%-at teszik a laktotrof sejtek,
aranyuk természetesen fiigg az egyed szexualis-€lettani allapotatdl. Patkanyban ezek a
sejtek lateroventralisan helyezkednek el, mintegy a kozépsO lebenyhez kapcsolodo
gylirit formalva. Nem csak a laktotrof sejtek képesek azonban prolaktint szekretélni,
hanem a mammoszomatotrof sejtek is, amelyek egy atmeneti populadcid, ugyanis
novekedési hormont is termelnek és Osztrogén hatasara laktotrofokka differencialoédnak
(Freeman ¢s mtsai. 2000). Prolaktin az agyban tobb helyen is termelddik, expresszioja
kolokalizaciot mutat a B-tipust Osztrogén receptorral és igy befolyasolhatd a gonadalis
szteroidok 4ltal, ovarektomia csdkkenti, mig Osztrogénkezelés ndveli mennyiségét
(DeVito és mtsai. 1992, DeVito és mtsai. 1991). A hipotalamuszban tobb teriileten is
leirtak prolaktint: paraventrikularis, periventrikularis, arcuatus, supraopticus magokban,
illetve az MPOA-ban (Grattan és Kokay 2008). A placenta a prolaktinhoz hasonld
placentaris laktogént termel, mig a decidua a terhesség korai fazisaban egy J-tipusu
prolaktinszer(i proteint és mindkettd képes kotddni a prolaktin receptorahoz, igy azzal
hasonl6 hatasokat kifejteni. A decidua mellett, terhességen kiviil a patkanyok
myometriumaban is képzddik prolaktin, érdekesség, hogy amig el6bbi esetben a
progeszteron serkentd, itt gatlo hatést fejt ki a prolaktin termelddésére. Szoptatd patkany
anyak emldjének epitheliumsejtjeiben is szintetizalodik prolaktin, ez a tejbe keriilve
elsésorban a kolykok neuroendokrin- ¢és immunrendszerének fejlodését segiti.
Ezenkiviil a limfocitdkban is irtak le prolaktin expressziot, azonban ennek élettani

jelentésége egyelére nem ismert (Freeman és mtsai. 2000).
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1.2.2. A prolaktin hatasai

A prolaktin receptor (PRLR) egy transzmembran receptor, amely extracellularis,
intracellularis és transzmembran domainnel rendelkezik. A prolaktin PRLR dimerhez
kotédése inditja be kiilonbozo, az intracellularis domainhez ko6tédé tirozin-kinazok
foszforilacidjat. Az igy aktivalt Janus-asszocidlt kinaz 2 (Jak2) foszforildlja a
receptorhoz vonzott STAT-ot, amely dimert képezve a sejtmagba transzlokalddik, hogy
ott befolyasolja a transzkripciot. A prolaktin hatasait sejten beliil leginkabb a STAT5a
és 5b kozvetitik (Trott és mtsai. 2012). A PRLR nagyon sokféle szdvetben ¢€s sejtben
expresszalodik: csontban, zsirszovetben, emésztdcsatornaban, nemi szervekben, bérben,
immunrendszerben, a hipofizisben és az agyban. A kozponti idegrendszerbe a
keringésben jelen 1évé prolaktin  tobbféleképpen is bejuthat. A mediobasalis
hipotalamuszba, ahol elsésorban a hipotalamusz-prolaktin tengely feedback
szabalyozasaban van szerepe, a vér-agy gat hianyossaga révén tud eljutni. Mas agyi
régiok eléréséhez viszont eldszor at kell jutnia a vér-liquor gaton. A plexus choroideus
epithelsejtjei  expresszalnak PRLR-t, igy egy még pontosabban nem ismert
mechanizmus segitségével a prolaktin a vérbdl rajtuk keresztiil a liquorba juthat. A
PRLR expresszidja a plexus choroideusban folyamatosan emelkedik a terhesség, majd a
laktacid soran és a kolykok elvalasztdsa utdn egy héttel a megtermékenyités eldtti
szintre esik vissza (Augustine és mtsai. 2003). A prolaktin rendkiviil sokrétii hatasainak
van egy kozOs funkcidja, segiteni az anya egész szervezetének alkalmazkodni az
2015). Az anyai viselkedésben jatszott szerepér6l mar korabban irtam, igy most ezen

kiviili fontos hatasaival foglalkozom a kévetkezdkben.

1.2.2.1. Prolaktin szerepe az emlémirigyben

A hormon nevét onnan kapta, hogy a laktaciot segiti eld, igy kézenfekvd, hogy
legfontosabb az eml6t érintd hatdsa: az emlOmirigy fejlodésében, a lactogenesisben és a
galactopoiesisben jatszik fontos szerepet. Elengedhetetlen az emlémirigy lobulusainak
¢s alveolusainak fejlédésében a terhesség idején. A szérum alap prolaktin szintje
emelkedik a terhesség kés6i fazisdban, cstcsat a sziilés kornyékén éri el, majd
fokozatosan csokken a posztpartum iddszakban. Az emld epitheliumsejtjeinek

differencialodasat segiti el a prolaktin, igy ezek a sejtek képesek lesznek a
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lactogenesisre, szerkezetilk megvaltozik, polarizalodnak és tejben 1évd fehérjéket
kezdenek termelni (Trott és mtsai. 2012). Amennyiben sziilés eldtt bromokriptinnel
gatoltak a prolaktin szekrécidt tehenekben, a sziilés koriili prolaktin csucs elmaradt,
ugyanigy a sziilés utani elsé 10 napban a szoptatds indukalta prolaktin szekrécio is,
valamint a tejhozam is 45%-al csokkent (Akers és mtsai. 1981). Sziilés utan a
galactopoiesisben, azaz a szoptatds altal eldsegitett, kordbban megalapozott,

tejelvalasztas és tejhozam fenntartdsaban van szerepe a prolaktinnak.

1.2.2.2. A prolaktin metabolikus hatasai

A prolaktin terhesség soran, illetve a posztpartum iddszakban is szerepet jatszik
a glukéz homeosztazisban, illetve a testsuly- €s taplalkozas szabalyozasdban. Fokozza
az inzulin és a 2-es tipusu glukéz transzporter (GLUT2) expresszidjat a Langerhans-
szigetek [-sejtjeiben, ezaltal eldsegiti a glukéz indukalta inzulin szekréciot.
Amennyiben a terhesség sordn ez az adaptacié elmarad, az geszticios diabetes
kialakulasahoz vezethet (Grattan 2015). A terhességhez, majd a szoptatashoz is jelent6s
taplalékfelvétel-novekedés, hiperfagia tarsul, ennek Ilétrejottében szintén fontos a
prolaktin hatasa. Ezen iddszakokban a neuropeptid Y (NPY) expresszioja fokozodik,
mig a pro-opiomelanocortiné (POMC) és a leptin receptoré csokken az arcuatus magban
(Ladyman és mtsai. 2010). A prolaktin orexigén hatasat a PVN-en keresztiil fejtheti ki,
ugyanis erre a terliletre beadva jelentdsen fokozza a taplalékfelvételt (Sauve és

Woodside 2000).

1.2.2.3. Prolaktin hatasa a fertilitasra

A hyperprolactinaemia mind ndékben, mind férfiakban lehetséges oka az
infertilitdisnak. Emberben és patkdnyban, ebben az esetben az LH pulzusok amplitudoja
¢és frekvencidja is lecsokken. A rostralis periventrikularis teriileten (RP3V) talalhato
kisspeptin neuronok feleldsek a pulzatilis GnRH szekrécié szabalyozasaért, amely az
emlitett LH pulzusokat indukalja. PRLR-t kimutattak a kisspeptin sejteken, sot azt is,
hogy a prolaktin csokkentette a Kiss1 gén expressziojat (Grattan 2015).

1.2.2.4. Prolaktin szerepe az anyai neurogenezisben
Feln6tt agyban néhany helyen lehetséges csak neurogenezis, ezek koziil az egyik

a szubventrikularis zoéna (SVZ), amely az oldalkamra mellett helyezkedik el. Az SVZ-
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ben képzddott 0j sejtek a rostralis migracidés utvonalon keresztiil érik el a bulbus
olfactoriust. Ennek patkanyokban kitiintetett szerepe van, mivel a szaglas nagyon fontos
a tajékozodasban és az anyai gondozd magatartisban is. Az SVZ-ben nem
expresszalodik PRLR, viszont a terhesség kezdetén, napi kétszer jelentkezd szérum
prolaktin csucsok gatlasaval a terhesség soran bekovetkezd itteni neurogenezis gatlodik.
A prolaktin tehat valamilyen indirekt mechanizmussal hat. A prolaktin indukalta
terhességi neurogenezis elmaradasa pedig a sziilés utani idészakban megndvekedett

szorongassal és az anyai viselkedés zavaraval jar (Larsen és Grattan 2012).

1.2.2.5. Prolaktin hatasa a stresszvalaszra

A szilés koriili és utdni idGszakban érzelmi, valamint fizikai stresszorokra a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely altal adott hormonalis valasz és a
szimpatikus  idegrendszer  aktivacidja  nagymértékben  lecsokken, egyfajta
szorongasmentes altalanos nyugalom jellemz0 a szervezetre. Prolaktin mind akut, mind
kronikus icv. beaddsa szliz ndstényekben csokkentette a stressz indukalta ACTH és
kortikoszteron szekréciot, illetve a restraint stresszre adott valaszt. Ezt a centralis
amygdala aktivaciojanak és a PVN CRH expresszidjanak csokkentésével érte el
(Donner és mtsai. 2007). Ezzel szemben a PRLR down regulacidja a HPA tengely
stresszvalaszdnak gatlas aloli felszabaduldsat okozta szoptaté anydkban (Torner és

mtsai. 2001).

1.2.3. A prolaktin szekréciéja

adenohipofizisbdl felszabadulé hormonétdl. Egyrészt elsdésorban gatld hatas alatt all,
nem ismert klasszikus serkentd, hipotalamikus eredetli hormon, azaz valamilyen
prolaktin releasing faktor (PRF), gy mint a gonadotrop hormonok esetében a GnRH, a
novekedési hormonndl a GHRH, vagy a TSH esetén a TRH. Az agyalapi mirigy
laktotrof sejtjei egy folyamatos, tonusos gatlds alatt allnak, ennek hianyaban joval
vérben leginkabb ennek a gatlo hatasnak a kiiktatdsaval, vagy fokozasaval lehet
szabalyozni. Az is kiilonbség a tobbi hipofizealis hormonhoz képest, hogy a prolaktin
hipotalamikus eredetli szabalyozé faktora a dopamin, azaz egy katekolamin

neurotranszmitter, nem valamilyen peptid jellegli hipotalamikus hormon. Végiil pedig
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mivel a prolaktin célszerve nem egy endokrin szerv, ezért a klasszikus hormon medialta
feedback kor sem ugy mikddik, mint mas eliilsd hipofizis altal szekretalt hormonok
esetében. Itt egyetlen, révidre zart visszacsatolds ismert: a szekretalt prolaktin maga hat
a hipotalamuszra, szabalyozva ezzel sajat felszabadulasat a laktotrof sejtekb6l (Grattan

¢és Kokay 2008). (3. abra)

3V

TIDA

=]
>

3. abra: a prolaktin (PRL) szekréci6 szabalyozasa
sejtek folyamatos gatlds alatt allnak az arcuatus mag (Arc) tuberoinfundibularis
dopaminerg (TIDA) neuronjai altal a portalis keringésbe szekretalt dopamin (DA)
révén. Magasabb prolaktin szekréci6 a gatlas aloli felszabadulas altal érhetd el. A TIDA
neuronok a 3. agykamra (3V) két oldalan a nucleus arcuatus dorsomedialis részén

talalhatok.

1.2.3.1. A hipotalamo-hipofizedlis dopaminerg rendszer
A hipotalamuszban tobb dopaminerg sejtcsoport is talalhato. Az All-es a
posterior hipotalamuszban, A12-es az arcuatus magban, A13 a zona incertaban, A14 a

periventrikularis magban és A15 a lateralis €s ventralis hipotalamuszban. Ezek koziil az
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A12 és Al4 vesz részt a prolaktin szekrécid szabdlyozasaban. Kozottiik tovabbi harom
csoportot kiilonboztethetiink meg: a tuberoinfundibularis dopaminerg neuronokat
(TIDA), a tuberohipofizealis dopaminerg neuronokat (THDA) és a periventrikularis
hipofizealis dopaminerg neuronokat (PHDA). A TIDA neuronok sejttestei a nucleus
arcuatus dorsomedialis szubdivizidjaban helyezkednek el és axonjaik az eminentia
mediana kiilsé zonajaban végzddnek, hogy ott liritsék neuroszekrétumukat, a dopamint
az arteria hypophysealis superior kapillarisainak perivaszkularis terébe. A dopamint
ezutan a hosszu portalis erek szallitja az adenohipofizisbe, ahol a laktotrof sejtek
prolaktin szekréciojat gatolja. A THDA sejtek a rostralis arcuatus magban
elhelyezkedve kiildik axonjaikat az agyalapi mirigy hatso lebenyébe ¢és pars
intermediajaba, a PHDA sejtek axonjai pedig kizardlag az utdbbi teriileten végzddnek.
A neurohipofizisbe szekretalt dopamint az arteria hypophysealis inferior agai, a kis
portalis erek szallitjdAk az adenohipofizisbe, tehat szerepiik ugyanaz, mint a TIDA
sejteknek, viszont jelentdségiik a prolaktin szekrécid szabalyozasaban elenyészd. Azt
nem tudjuk, hogy az avaszkularis pars intermediaban taldlhaté idegvégzddésekbdl
felszabaduldé dopamin hogyan befolyasolja a prolaktin felszabadulast (Ben-Jonathan és
Hnasko 2001). A TIDA neuronok elektrofiziologiai vizsgalata soran jelentds oszcillacio
figyelhetd meg, hiperpolarizalt (,,down”) és depolarizalt (,,up”) allapotok valtjak
egymast, egy ilyen down-up ciklus 20 mésodpercig tart. A depolarizalt fazisban 4 Hz-es
spontan tiizelési frekvencia figyelheté meg. Mindemellett a TIDA sejtek egymas kozti
gap junction-6k segitségével szinkronizalhatjak mikodésiiket. Ennek a fazisos
aktivacionak szerepe az lehet, hogy az egymast kovetd depolarizalt allapotok soran
megndvekszik a Ca®" koncentracié az eminentia mediandban 1évé axonterminélisokban
¢és a dopamintartalmu vezikuldk kitiritése erdteljesebb mértékben torténhet meg egy-egy
Ujabb depolarizacié alkalmaval. Ezaltal maximalizalhat6 a portéalis keringésbe juttatott
dopamin mennyisége, amely egyenletesen magas tud maradni, mivel a fazisossagot
megszlri a neurovaszkularis kapcsolat (Lyons és Broberger 2014). A laktotrof sejteknek
spontan aktivitdsuk van, nincs sziikségiik hipotalamikus eredetli aktivaciora,
fesziiltségfliiggd Ca2+ csatorndkon keresztiil torténd Ca2+ bedramlds stimulalja a
prolaktin  szekréciot. Gi fehérje tipusu jelatvitelhez kapcsolt 2-es tipusu
dopaminreceptor taldlhaté (D2R) a laktotrof sejtek felszinén, ezen keresztiil fejti ki
hatdsat a dopamin: masodperceken beliil hiperpolarizdlja a membrant és ezaltal

felfliggeszti a Ca2+ bearamlast, 6rdk alatt csokkenti az adenilat cikldz aktivitast és
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ennek kovetkeztében a prolaktin expressziot, hosszii tdvon pedig a laktotrof sejtek

osztddasat (Ben-Jonathan és Hnasko 2001).

1.2.3.2. A prolaktin feedback mechanizmusa és megvaltozasa a laktacio soran

Ahogyan azt mar a korabbiakban emlitettem, a hipotalamusz-prolaktin
hormonalis tengely egyetlen feedback mechanizmusa a prolaktin altal a TIDA sejtekre
kifejtett negativ visszacsatolas. PRLR taldlhato ezeken a sejteken, és prolaktin
beadasara fokozodik a tirozin-hidroxildz enzim (TH) expresszidja, az eminentia
medianaban a dopamin metabolizmus, illetve a dopamin szekrécidja a portalis
keringésbe. Dopamin 2 receptor agonista bromocriptin beaddsa esetén viszont csokken a
vér prolaktinszintje és a TIDA sejtek dopamin termelése, TH expresszidja (Arbogast és
Voogt 1991, Lookingland és mtsai. 1987). A TH-re kifejtett hatas azért fontos, mert ez
az enzim a katekolamin szintézis els6 és egyben sebesség meghatarozo 1épése. A TH
mennyiségét expresszidja hatdrozza meg leginkdbb, aktivitdsat pedig foszforildcioja
szabalyozza. A patkdnyok TH enzime 4 kiilonb6z6 helyen foszforilalhato: a Ser§, 19,
31 ¢és 40 poziciokban. Jelentés hatdsa az enzim miikodésére a Ser3l és 40
foszforilacidjanak van. A Ser31-et az ERK1/2 és a Cdk5 (ciklin dependens kinaz-5), a
Ser40-t a PKA, illetve a MAPK (mitogén aktivalta protein kinaz) foszoforilalja. A
Ser31 foszforilacidja noveli a TH enzim stabilitasat, az altala katalizalt tirozin — L-
DOPA atalakulas sebességét, valamint a reakciohoz sziikséges tetrahidrobiopterin
szubsztratra vonatkozo Km-et is csokkenti (Daubner és mtsai. 2011, Tekin és mitsai.
2014). A prolaktin egyrészt a protein kinaz A és C medialta intracellularis jelatviteli
utvonalakon keresztiil foszforilacioval aktivalja a TH enzimet és ezaltal fokozza a
dopaminszintézist, valamint hosszabb tdva hatasként a TH expresszigjat is a STATSb
mediélta jelatvitel segitségével (Ma és mtsai. 2005). A TIDA sejtek tiizelési mintazatat
is megvaltoztatja a prolaktin hatds, ugyanis masodpercek alatt négyszeresére emeli a
tiizelési frekvenciat, egyfajta tonusos aktivaciot eldidézve a mar emlitett fazisos helyett,
amely egy még nagyobb mértékii dopamin felszabadulést idéz eld (Lyons és Broberger
2014). Ez a feedback mechanizmus egészen a terhesség késoi szakaszaig fennmarad.
Terhesség alatt a hipofizis altal szekretalt prolaktin mennyisége ugyan csokken, viszont
a placentaris laktogének is képesek aktivalni a TIDA sejteket. Sziilés utdn azonban, a
laktacio alatt folyamatosan egyfajta fizioldgias hyperprolactinaemia jellemzd, szoptatas
indukalta prolaktin szekrécidos hullamokkal. Tehat a feedback mechanizmus nem

miikddik a laktacio idején. A TIDA sejtekben kevesebb dopamin képzddik, mivel a TH
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expresszidja ¢és foszforilacio altal torténd aktivacidja az eminentia mediandban
jelentdsen csokken. Ugyanakkor ezek a neuronok ugyanolyan érzékenyek maradnak
elektrofiziologiai szempontbol a prolaktinra, csak a tiizelésiik nincs szinkronban a
portalis keringésbe leadott dopamin mennyiségével, joval kevesebb dopamint
szekretdlnak, mint azeldtt (Romano és mtsai. 2013). Az tovabbra is kérdés, hogy
egyrészt mi okozza a TH enzim expresszidjanak ¢és aktivacidjanak csokkenését.
Masrészt, ha a TIDA sejtek dopaminszekrécios képessége eleve alacsony, hogyan jon
létre a szoptatasi inger hatasara egy gyors prolaktin csucs, elég-e a dezinhibicid vagy

szlikség van egy prolaktin releasing faktorra. (4. abra)
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4. abra: a prolaktin (PRL) feedback mechanizmusa

Amikor nincs laktacio, a prolaktin serkenti a TIDA neuronokban a tirozin-hidroxilaz

crcr

crer

okbol nem miikddik a laktacié idején, ez az oka a folyamatosan fennald fiziologids

hyperprolactinaemianak.
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1.2.3.3. A TIDA sejtek miikédését szabalyozo faktorok

Ahogyan kordbban emlitettem, a kozponti idegrendszerben a prolaktin
szekréciot elsOsorban indirekt moédon, a TIDA sejtekre hatva képesek befolyasolni
kiilonb6z6  faktorok. A norepinefrin, illetve epinefrin kozvetitette adrenerg
modulacionak a stressz-indukalta prolaktin felszabaduldsban lehet szerepe, ugyanis a
TIDA neuronok sejttestén phenyletanolamin-N-metiltranszferazt (PNMT) tartalmazo
idegvégzodések talalhatok (Hrabovszky és Liposits 1994). A szerotonin szintén a
prolaktin szekréciot segiti el6, a nucleus raphe dorsalisbol eredé szerotoninerg rostok
kozvetetten, a hipotalamusz paraventrikularis magjan keresztiil hatnak gatlolag a
dopaminerg sejtekre (Bagdy 1996). A hisztamin intracerebroventrikularis injekcioja
megemeli a prolaktin szintet, direkt hatdsat H2-receptorokon keresztiil fejti ki, mig a
preszinaptikus H3-receptorokon mas neurotranszmitterek hatasat modulalja. Az
arcuatus mag dopaminerg neuronjai rendelkeznek p és k opioid receptorokkal, tovabba
megfigyelték, hogy a naloxon elnyomja az ovulacid eldtti prolaktin hullamot és
csokkenti a laktalo anyak prolaktinszintjét. Ez mind arra enged kovetkeztetni, hogy az
endogén opioidok gatld hatast fejtenek ki a TIDA sejtekre, ezaltal kozremiikodve a
preovulacids, a szoptatds- ¢és a stressz indukalta prolaktin felszabaduldsban (Freeman és
mtsai. 2000). Galanint tartalmazé axonok is végzédnek a TIDA neuronokon, gatld
hatast kifejtve azokra, csokkentik a felszabaduld6 dopamin mennyiségét (Nordstrom és
mtsai. 1987). A mar emlitett TIP39 egy neurotranszmitter, a PTH2-R egyetlen ismert
endogén agonistdja. A TIP39-et tartalmaz6 idegvégzdodések és a PTH2-R-ral rendelkez6
neuronok érintkeznek és egybeesést mutatnak egymassal a tobbek kozt a hipotalamusz
arcuatus magjaban (Faber és mtsai. 2007). Kimutattdk, hogy patkdny anyakban,
kolykok jelenlétében a talamusz posterior intralaminaris komplexumaban (PIL)
talalhato TIP39-sejtek aktivalodnak és projicidlnak az arcuatus magba, ahol PTH2-R-
okon hatnak, melyek altal valosziniileg TIDA sejteket gatlo interneuronokat aktivalnak,
igy segitve a prolaktin felszabadulast. A PTH2-R gatlasa megsziinteti a szoptatas
indukalta prolaktin szekréciot (Cservenak és mtsai. 2010). Az elébbiekkel ellentétben az
acetilkolin, a PACAP (pituitary adenylil-cyclase activating polypeptide), a kalcitonin, a
neuropeptid Y (NPY), a bombezin, az angiotenzin és a neurotenzin (utobbi aktivitasa
laktaciokor  er0sodik, medidtor szerepet betdltve a  prolaktin  feedback
mechanizmusaban) stimulalja a TIDA neuronokat, ezaltal gatolva a prolaktin szekréciot
(Freeman ¢és mtsai. 2000). Az oxytocin, amelynek a laktidcioban ¢és az anyai

viselkedésben is fontos szerepe van, eldbbiben a tejkilovellésnél, érdekes moédon szintén
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a TIDA sejteket aktivalja, depolarizalja Oket, eldidézve ezzel a prolaktin szekrécio
gatlasat (Briffaud és mtsai. 2015).

1.2.3.4. Létezik-e prolaktin releasing faktor (PRF)?

A legtobb faktor, amely a prolaktin szekréciot szabalyozza, indirekt médon teszi
ezt, a TIDA neuronokra hatva, azonban néhany a hipofizis prolaktin termelését
kozvetleniil is képes serkenteni. Az Osztradiol a laktotrof sejtekre hat, fokozza a
prolaktin expresszidjat. Egy klasszikus releasing faktornak viszont a hipotalamuszban
kéne termelddni és onnan szekretalddni a portalis keringésbe, majd serkenteni a
laktotrof sejtek mitkddését. Tobb lehetséges PRF-et is vizsgaltak mar, igymint a TRH-t,
oxytocint, galanint, vagy a vazoaktiv intestinalis polipeptidet (VIP). Utobbi nem
emldsokben az elsddleges PRF ¢és emlésokben is fokozza a prolaktin szekréciot,
valamint mind a hipotalamuszban, mind a hipofizisben jelen van. Azonban releasing
faktornak mégsem nevezhetjiik, ugyanis nincs nagyobb koncentracidban jelen a portalis
keringésben, mint barhol masutt a vérben, tovabba szintje nem emelkedett akkor,
amikor a prolaktin szekrécio jelentésebb. Dopamin receptor antagonista alkalmazasaval
ellenben elérhetd a szoptatas altal indukalthoz hasonld prolaktin csucs, ami arra utal,
hogy inkabb a TIDA sejtek gatlasa, mint egy még fel nem fedezett PRF felelos a
laktaciohoz kapcsolddd magas prolaktin szintért (Grattan 2015).
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1.3. Az inzulinszeri novekedési faktor-1 (IGF-1)

Az inzulinszerii novekedési faktor-1 (IGF-1) egy evolucids szempontbol 6si
peptid, amelynek sejtek talélését, osztodasat, szovetek gyogyulasat eldsegitdé hatasa
régodta ismert. A vérben keringé IGF-1 elsddleges forrasa a maj, melyben a novekedési
hormon (GH) hatasara képzddik és szabadul fel, igy vallalva fészerepet a novekedési
hormon tengelyben. Mindazonaltal IGF-1 egyéb periférids szovetekben is termelddik
GH hatasara, igy a majbol szdrmazo IGF-1 a keringd mennyiségnek mintegy 70%-at
adja (Yakar és mtsai. 1999). Fontos szerepe van abban is, hogy kapcsolatot teremt a
novekedési hormon tengely és mas neuroendokrin rendszerek, mint példaul a
hipotalamo-hipofizealis-gonad tengely, illetve a prolaktin felszabadulas — laktacio
kozott. Hatasat az IGF-1 az IGF1-receptoron (IGF-1R) keresztiil fejti ki, ez egy tirozin-
kinéz tipusq, sejtfelszinen taldlhato receptor. Az IGF-1 az extracelluléris térben, illetve a
keringésben a 6 IGF kotofehérje (IGF binding protein — IGFBP) valamelyikéhez kotott
allapotban van jelen. A majban termel6dott IGF-1 tobb, mint 99%-a IGFBP-hez
kotodik, ezen beliil is 75-90%-ban az IGFBP-3-hoz. Az IGFBP-k nagyobb affinitassal
kotik meg az IGF-1-et, mint az IGF-1R, befolyasolva ezzel az utobbi kettd interakciojat,
amely az IGFBP-3 esetében az IGF-1 hatasainak gyengitését jelenti.

1.3.1. IGF-1 a kozponti idegrendszerben

Az utobbi években keriilt 1atotérbe az IGF-1 kozponti idegrendszeri szerepe. Az
agyban neuronok és gliasejtek is kifejezik az IGF-1-et (Fernandez és Torres-Aleman
2012), foleg a sziiletés koriili idészakban a kéreg, hippocampus, kisagy, agytorzs,
hipotalamusz és gerincveld teriiletén (Bach és mtsai. 1991), majd felndttkorban is
hasonlé mintazatban, csak joval kisebb mennyiségben. Ugyanakkor az IGF-1 receptor
(IGF-1R) expresszidja ennél jelentésebb, ami a perifériardl szarmazo IGF-1 kdzponti
idegrendszeri hatasara utal. A keringé IGF-1 képes atjutni a vér-liquor gaton a plexus
choroideusban talalhat6 IGF-1R és LDL receptor related protein 2 (LRP2) segitségével
(Fernandez ¢és Torres-Aleman 2012). A vér-agy gaton vald atjutas az adott agyteriilet
neuronjainak aktivitasatol is fligg. Az aktiv szinapszisokbdl glutamat szabadul fel,
aminek kovetkeztében bizonyos vazoaktiv mediatorok (PGE2, ATP, arachidonsav
szarmazékok) mennyisége megnd a neurovaszkuldris egységben. Ezek a mediatorok

stimulaljak az érfalban talalhato MMP-9-et, amely lehasitja az IGFBP-3-at a vérben
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keringé IGF-1-r6l, igy a biologiailag hozzaférhetd IGF-1 szintje megemelkedik,
kotddhet receptorahoz €s ezaltal a lumenbdl az ér bazolateralis felszinére juthat at. Ez a
mechanizmus segiti az IGF-1 szintjének ndvekedését aktiv agyteriileteken (Nishijima ¢€s
mtsai. 2010). Az IGF-1 kozponti idegrendszeri hatasai igen sokrétiiek. Sejtszinten
befolyasolja a szinaptikus neurotranszmissziot. Akut IGF-1 beadas 40%-al noveli az
1 szintli génmoddositott egerekben teljes mértékben hidnyzik az LTP a hippocampusban
(Trejo és mtsai. 2007), ellenben az IGF-1 er6siti az LTP-t vad tipust, felnétt patkanyok
hippocampusaban és medialis prefrontalis kérgében (Burgdorf és mtsai. 2015). A
szinaptikus struktirara is hatassal van: noveli a synapsin 1 és PSD-95 expressziojat
(Corvin és mtsai. 2012), fokozza a magas fesziiltségfiiggd Ca-csatornak aktivaciojat és
kozvetlen hatassal van az L és N tipust Ca-csatornak ionaramlasara (Xing és mtsai.
2006). IGF-1 génkiiitott egérben ezzel szemben abnormalis a synaptotagmin és a
synaptophysin eloszlasa és szintje, rovidebbek a dendritek, kisebb a dendritikus tiiskék
stirisége (Dyer és mtsai. 2016). Az IGF-1 kozponti idegrendszeri hatasainak klinikai
vonatkozasa is van. Az agy fejlédésében fontos szerepet jatszik, erre utal az embrionalis
€s magzati korban magas expresszios szintje. Ebbdl kifolyolag terapias lehetdségként
meriil fel olyan betegségekben, melyek a kozponti idegrendszerben a neuronok kozti
kapcsolatok koros fejlodésével jarnak. Az IGF-1 rendelkezik gyors és hossza tavh
antidepresszans-szerti hatdsokkal is, melynek hatterében az allhat, hogy ndveli a
szinaptikus kapcsolatok er6sségét a hippocampusban ¢és a medialis prefrontalis
kéregben, megkonnyiti a plaszticitast a hippocampusban (Burgdorf és mtsai. 2015).
Antidepresszans-szeri hatasait allatkisérletekben mar kimutattak erdltetett Giszasteszttel
és szukroz preferencia teszttel is (Duman és mtsai. 2009). Mindezt alatamasztja, hogy a
szérum IGF-1 szint pozitiv hangulati allapotokkal pozitivan, mig a depresszid
sulyossdgaval negativan korreldl (Burgdorf és mtsai. 2015). Végil érdemes
megemliteni, hogy az IGF-1-nek fontos szerepe van az Alzheimer-kor patogenezisében
is: védelmet nytjt mind a tau hiperfoszforilacidja, mind a B-amyloid felhalmozddasa
ellen. Mindezek alapjan érthetd, hogy az IGF-1 nem csak a kdzponti idegrendszer

fejlodése soran, hanem felndtt korban is jelentds hatassal van az idegsejtek miitkodésére.

1.3.2. IGF-1 neuroendokrin funkcio6i
Az IGF-1 hipotalamo-hipofizealis rendszerre kifejtett hatasa tobb neuroendokrin

szabalyozasi tengelyt is érint, funkcionalis kapcsolatot teremtve koztiik. Mint kordbban
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mar emlitettem az IGF-1 els6sorban, mint a novekedési hormon tengely része ismert,
GH hatasara termelddik foleg a majban, igy a GH hatasainak kozvetitdje a periféria felé.
Fontos szerepet tolt be terhesség soran is, ugyanis az anyabol a magzathoz juté IGF-1
elengedhetetlen a magzat fejlédéséhez. Azonban a novekedési hormon tengelyben
nemcsak mint kozvetitd, hanem mint hosszu tava negativ feedback modulator is részt
vesz: az agyalapi mirigyen és a hipotalamuszon keresztiil hatva csokkenti a GH
keresztiil gatolja azok miikodését, ugyanis ezek szelektiv kilitése a vérben 1évéo GH
szintjének emelkedéséhez vezet (Gahete és mtsai. 2011, Yamasaki és mtsai. 1991). Az
periventrikularis magjabol szdrmazo gatld hatdsu szomatosztatin, illetve az arcuatus
magbol szarmazod serkentd hatasi GH releasing hormon (GHRH). Az IGF-1 ezen
neuronokra is hatassal van, ezaltal a hipotalamusz szintjén is negativ feedback
szabalyozast valdsit meg. Agykamraba (icv.) torténd beadasa patkdnyokban csokkenti a
1983), emellett fokozza a szomatosztatin és csokkenti a GHRH expresszidjat (Sato és
Frohman 1993). Emberben is megfigyelték, hogy IGF-1 adasara a GH pulzusok
frekvenciaja csokkent, amibdl az ezért felelés hipotalamikus GHRH gatlasara
kovetkeztethetlink (Steyn és mtsai. 2016).

A hipotalamuszban nem csak a szomatotrép, hanem a gonadotrop tengely
miikodésére is hatassal van az IGF-1, kapcsolatot teremtve ezaltal a két neuroendokrin
tengely kozott, mely kapcsolatnak pubertaskor komoly jelentdsége van, amikor a
szervezet novekedését-fejlodését kell Osszehangolni a nemi éréssel. Egyfeldl a
gonadotropin releasing hormont (GnRH) expresszalo sejteken, a hipotalamusz
preoptikus teriiletén, vannak IGF-1 receptorok (Wolfe és mtsai. 2014). Az IGF-1 in
vitro serkenti a GnRH expressziét (Anderson és mtsai. 1999), valamint az IGF-1
receptor egy antagonistaval (JB1) torténd gatlasa in vivo csokkenti a GnRH sejtek
aktivitasat (Sun és mtsai. 2011). Méasfeldl az IGF-1 serkenti prepubertalis iddszakban az
anteroventralis periventrikularis (AVPV) teriileten talalhatdo kisspeptin neuronok
kisspeptin expresszidjat (Hiney és mtsai. 2009). A nemi érésben és a pubertas alatt tehat
fontos szerepet jatszik az IGF-1, kimutattdk, hogy icv. beaddsa sietteti a pubertas
kezdetét is (Hiney és mtsai. 1996). Ezzel Osszhangban a pubertds idészakaban
jelentdsen emelkedett a hipotalamusz IGF-1 expresszidja, mig a reproduktiv

oregedéskor ez nagymértékben lecsokken (Wolfe és mtsai. 2014).
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A GH ¢és az IGF-1 0sszefliggésben van a laktacioval is. Prolaktin hidnyaban a
tejhozam felére csokken, teljes leapadast GH ¢€s prolaktin egyiittes megvonasaval lehet
elérni (Madon és mtsai. 1986). A GH sziikséges a normal tejtermeléshez, a tapanyagok
beépitésének és a kivalasztd sejtek aktivitasanak serkentésével (Etherton és Bauman
1998), valamint emberben is fokozza a tejelvalasztast (Milsom és mtsai. 1992). Ennek
megfelelden a szoptatds GH szekréciot indukal és ez a GHRH gatlasaval blokkolhat6
(Terry és mtsai. 1977, Wehrenberg ¢és Gaillard 1989). Az IGF-1 a hipofizisben a
laktotrof sejteken 1€vo receptoran keresztiil hatva serkenti a prolaktin felszabadulast és a
sejtek tulélését (Fruchtman és mtsai. 2000, Fruchtman és mtsai. 2002), valamint az
emlOmirigyben fokozza a tejelvalasztast, gatolja a lobulo-alveolaris epithelsejtek
apoptozisat a késoi laktacios periodusban (Hadsell és mtsai. 2002, Prosser és Davis
1992, Prosser és mtsai. 1996). Ezenkiviil az IGF-1-rdl sejtkulturaban kimutattak, hogy
serkenti a Stat5 termel6dését, ami a prolaktin altal aktivalt intracellularis jelatviteli at
Osszefliggésben eddig még nem vizsgaltak, ugyanakkor valosziniisithetd valamilyen
emelkedés, mert egyfeldl a GH szekrécidja is fokozodik, masfeldl a prolaktin is képes

serkenteni a m4j IGF-1 termelését (Murphy és mtsai. 1988).

1.3.3. Az IGF-1 aktivalta intracellularis jelatviteli utak

Az IGF-1 hatasait a sejt fel¢, mint korabban emlitettem az IGF-1R kozvetiti. Ez
egy tirozin-kinaz tipusu sejtfelszini receptor, amely diszulfidhidakkal Gsszekapcsolt
az2B2 heterotetramer struktirabol all. Az a-alegységek a sejtfelszinen kiviil, az IGF-1
megkotéséért feleldsek, mig a B-alegységek az intracellularis tirozin-kinaz aktivitasu
domainek (Czech 1989). IGF-1 kotédése az a-alegységhez, a P-alegységek
autofoszforilaciojat valtja ki, amelynek a kovetkezménye két fontos sejten beliili
jelatviteli  atvonal  aktivacidja. Az egyik a PI3K/mTOR/AKTI tvonal
(foszfatidilinozitol-3 kinaz/mammalian target of rapamycin/szerin-treonin specifikus
protein-kinaz AKT), a masik MAPK/ERK kaszkad (mitogén aktivalt protein
kin4z/extracellularis szignal regulalt kindz). A PI3K aktivalja az AKT kinazt, amelynek
kovetkezménye az mTOR aktivalasa. Ez utobbi elésegiti a transzlaciot az S6-kindz-1
(S6K1) és az 4E eukariota transzlacio iniciacios faktor 1 (EIF4E) segitségével, igy jarul
hozza a sejt taléléséhez és a sejtvaz atalakuldsahoz. Az S6K1 a sejthalalt gatolja a Bel-
2-asszocialt apoptdzis agonista (BAD) gatld foszforilacigjaval, mig az AKTI1
aktivalodasa a FOXO apoptotikus utvonal gatlasahoz vezet. A RAS-Rafl-MEK1/2-
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ERK1/2 utvonalon keresztiil sejtmotilitast, -talélést és -osztddast eldsegité gének
expresszidjat képes eldsegiteni az IGF-1 (5. abra) (Costales és Kolevzon 2016, Dyer és

mtsai. 2016).

Rafl

MEK

1/2

ERK

[ S6K1 ] [EIF4E 1 172
Proteinszintézis Génexpresszié

Transzlacié Tulélés
Apoptozis gatlasa Differencidcioé

5. abra: Az IGF-1 altal aktivalt intracellularis jelatviteli utvonalak

Az IGF-1 kotddése receptorahoz tobbféle sejten beliili jelatviteli Gtvonalat aktival,
melyeken keresztiil a génexpresszidra, transzlacidra, protein szintézisre, valamint a
talélésre, differenciaciora és apoptozisra Ki tudja fejteni hatasat (Costales és Kolevzon
2016).

AKT: szerin-treonin specifikus protein-kinaz AKT; EIF4E: ERK 1/2: extracellularis
szignal regulalt kinaz; Grb2: growth factor receptor bound-2; IRS-1: inzulin-receptor
szubsztrat 1; MEK 1/2: mitogén aktivalt protein kindz; mTOR: mammalian target of
rapamycin; PI3K: foszfatidilinozitol-3 kinaz; Rafl: rapidly accelerating fibrosarcoma
kinase protein; S6K1: S6-kinaz-1; Shc: Src és kollagén homolog; SOS-1: son of
sevenless-1;

33



DOI:10.14753/SE.2018.2171

1.3.4. Az Inzulinszerii novekedési faktor 3-as tipusu kotéfehérjéje (IGFBP-3)

Az IGFBP-3 egy harmas komplexben koti az IGF-1-et az in. acid-labile subunit-
tal (ALS) egyiitt. Ez a harmas komplex modulélja az IGF-1 hatésait, befolyasolva a
szabad-effektiv IGF-1 mennyiségét, IGF-1 raktarként is funkcional, valamint az IGF-1
féléletidejét jelentdsen megnoveli. Ezenkiviil az IGF-1R-al is képes interakcioba 1épni,

gatolva ezzel a ligand kotédését a receptorahoz.

1.3.4.1. Az IGFBP-3 szerkezete

A humén IGFBP-3 28,7 kDa tomegii és 264 aminosavbol all. Egy tasakként
képzelhet6 el, amely az IGF-1-et a belsejében megkoti és korbeveszi. Harom domain
kiilonithetd el: N-termindlis domain, kozépsd régidé és C-termindlis domain. Az N-
terminalis domain 87 aminosavbol all, ebbdl 12 cisztein alkot 6 diszulfidhidat. Ez a
domain felelds elsésorban az IGF-1 kotésért és szerkezete ennek a leginkabb hasonld a
tobbi IGFBP-hez. A kozépso régio 95 aminosavat tartalmaz, ez a leginkabb kiilonbdzo a
tobbi IGFBP-hez képest, itt hatnak a poszttranszlacios modositdsok. Hérom
glikozilacios hely talalhato itt, a modositas 40-43 kDa-ra noveli a protein méretét,
tovabba negativan hat az IGFBP-3 sejtfelszinnel kialakithaté kolcsonhatasaira, a
foszforilacio pedig megnoveli az IGF-1-hez valo affinitast. Ebben a régioban hatnak az
IGFBP-proteazok, amelyek a protein degradalasaval az IGF-1 felszabadulasat segitik
el6. A C-terminalis domain is ciszteinben gazdag, 3 diszulfidhiddal, illetve az N-
terminalishoz hasonléan felelés az IGF-1 kotésért, igy kialakul a mar emlitett
tasakforma. A merev diszulfidhidak nagyon fontosak az IGF-1 megkotésénél, ezenkiviil
akadalyozzak térbeli elhelyezkedésiikkel. Az ALS-hoz vald kotdédésnél is ez a régio
jatszik kulcsszerepet (Firth és Baxter 2002, Jogie-Brahim és mtsai. 2009, Ranke 2015).

1.3.4.2. Az IGFBP-3 és az anyai adaptacio lehetséges kapcsolata

Az anyai adaptacié kulcsszerepet jatszo szabalyoz6 kozpontja a korabbiakban
mar emlitett medialis preoptikus area, ahol a sziilés utan jelentds génexpresszios
valtozasok torténnek. Kutatocsoportunk hipotézise egy korabbi vizsgalat soran az volt,
hogy az anyakban megvaltozott expressziot mutatd gének szerepet jatszanak a kdzponti
microarray vizsgalatot végzett kutatocsoportunk (Dobolyi 2009), hogy megtudjak mely

gének expresszidja valtozik meg jelentésen az MPOA-ban laktalé anyakban a mar
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korabban emlitett deprivalt anydkhoz képest, melyeknek kdlykeit a sziilés utan azonnal
elvették és emiatt nem tortént meg az anyai adaptacid. Ezen dallatok a vizsgalat
idépontjaban mar nem laktaltak, és nem mutattak utédgondozé viselkedést sem. Ennek
a vizsgalatnak az eredményeit ujraértékeltiik €s Osszehasonlitottuk egy hasonlo
microarray kisérlettel (Driessen és mtsai. 2014). Osszesen 21 olyan gén volt laborunk
microarray eredményei kozt, amely magasan szignifikans valtozast mutatott (p < 0,007),
a legnagyobb, 25-sz6r6s valtozast az islet amyloid polipeptid, azaz amylin mutatta,
expresszioja laktalé anyakban joval magasabb volt. Az amylint, mint 0j, anyai
adaptacioban fontos szerepet jatszd neuropeptidet sikeriilt leirni (Szabo és mtsai. 2012).
Tovabbi 5 gén expresszidja 2-4-szeresére emelkedett laktald anyakban €s ezek koziil az
IGFBP-3 volt az, amelyet a masik kutatocsoport microarray vizsgalata soran is

kimutattak, mint fontos, megnovekedett expresszidju gént (1. tdblazat).
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1. tablazat: A preoptikus teriilet microarray vizsgédlata soran magasan szignifikans

valtozast mutato gének

Azokat a géneket mutatja a tablazat,

amelyeknek expresszioja p < 0,007

szignifikancidji kiilonbséget mutatott laktald és deprivalt anydk preoptikus teriileteinek

Osszehasonlitdsakor. A legnagyobb mértékli valtozast az amylin (islet amyloid

polipeptid) mutatta, rajta kiviil még 5 gén expresszidja mutatott 2-4-szeres novekedést

laktalo anyakban. Az IGFBP-3 esetében egy masik kutatdcsoport is valtozast tapasztalt.

p :Illilrtgézl?: Géntermék neve RefSeq lL(Jén‘;Gene
0,00001 25,732 islet amyloid polypeptide NM_012586 Rn.11394
0,00015 0,466 similar to RNA binding motif protein 3 XM_001063211 Rn.18057
0,00016 0,422 aldo-keto reductase family 1, member B7 NM_053781 Rn.32702
0,00031 0,469 S100 calcium-binding protein A4 NM_012618 Rn.504
0,00034 0,442 microtubule-associated protein tau NM_017212 Rn.2455
0,00045 0,415 similar to macrophage scavenger receptor 2 XM_001067252 Rn.76819
0,00050 0,438 procollagen, type 111, alpha 1 NM_032085 Rn.3247
0,00052 0,465 similar to aldo-keto reductase family 1, member C19 XM_001062695 Rn.16371
0,00052 0,392 similar to ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 6 XM_001056025 Rn.8484
0,00059 0,359 KiSS-1 metastasis-suppressor NM_181692 Rn.66008
0,00060 0,490 hypothetical protein XM_001066258 Rn.139226
0,00069 0,367 calbindin 3, (vitamin D-dependent calcium binding protein) NM_012521 Rn.9974
0,00084 0,373 asialoglycoprotein receptor 1 (hepatic lectin) NM_012503 Rn.44300
0,00144 0,401 similar to procollagen, type I, alpha 1 XM_001081230 Rn.2953
0,00200 2,653 ELL associated factor 2 NM_172047 Rn.20681
0,00207 3,720 dopamine receptor 4 NM_012944 Rn.10159

similar to Paired mesoderm homeobox protein 2 (PRX-2) (Paired-
0,00277 0,415 related homeobox protein 2) XM_001079701 Rn.93004
0,00281 2,186 insulin-like growth factor binding protein 3 NM_012588 Rn.26369
0,00537 2,473 follistatin NM_012561 Rn.162557
0,00546 0,439 ring finger protein 141 NM_001001800 Rn.127990
0,00685 2,152 selectin, endothelial cell NM_138879 Rn.10359

Ezért az IGFBP-3-at és a t6le mikodésben nem elvalaszthatdo IGF-1-et, tehat az

IGF-1 — IGFBP-3 rendszert valasztottuk kutatdsaink targyaul. Hipotézisiink igy a

kovetkezoként irhato le: Az IGF-rendszer szerepet jdatszik a kozponti idegrendszer

anyai adaptdcidjdiban.
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2. CELKITUZESEK

1. Az IGFBP-3-ra vonatkoz6 microarray eredmények validalasa

a.) Az IGFBP-3 esetében a microarray soran a preoptikus teriileten jelentkez6 MRNS
szint emelkedés igazolhat6-e kvantitativ RT-PCR-rel, tekintettel a microarray-k soran
nagy szdmban el6fordulé fals pozitiv eredményekre?

b.) Az IGFBP-3 laktalo anyakban emelkedett preoptikus expresszidja hol lokalizalodik

a microarray-hez és RT-PCR-hez hasznalt disszektalt teriileten beliil?

2. IGF-1 anyai motivaciora valé hatasa

a.) Van-e hatasa IGF-1 vagy IGFBP-3-inhibitor agykamraba adagolasanak az anyai
motivaciora?

b.) Az anyai motivacié valtozasai egyiitt jarnak-e a szorongas-szer(i viselkedés és a

motoros aktivitas IGF-1 kezelés hatasara tortén0 megvaltozasaval?

3. Az IGF-1 laktaciora kifejtett hatasa

a.) IGF-1 prolaktin szekréciora kifejtett hatasanak vizsgalata anyapatkanyokban
Hatéssal van-e a kronikus IGF-1 kezelés a szoptatas altal kivaltott szérum prolaktin
szint emelkedésre?

b.) Az IGF-1 hatas hatterében all6 lehetséges mechanizmusok elemzése

Az IGF-rendszer fontos eleme, az IGFBP-3 expresszalodik-e a prolaktin szekréciot
szabalyozd tuberoinfundibularis dopaminerg (TIDA) sejtekben?

Viltozik-e az IGFBP-3 expresszidja a laktacioval sszefliggésben a TIDA sejtekben?
Hogyan hat az IGF-1 a TIDA neuronok miikodését meghatarozo tirozin-hidroxilaz
enzim expresszidjara in vivo és in vitro?

Hogyan hat az IGF-1 a tirozin-hidroxilaz enzim aktivitaisit meghatarozo

foszforilacidjara in vitro?

s rer

a.) IGF-1 koncentraci6 vizsgalata a szoptatassal és az azaltal indukalt prolaktinnal
Osszefiiggésben

Hogyan valtozik a szérum IGF-1 szint szoptatas hatasara anyaallatokban?

Van-e 6sszefliggés a prolaktin és az IGF-1 szintek kozott a szoptatas soran?
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b.) IGF-1 beadas periférias IGF-1 koncentraciora kifejtett hatasanak vizsgalata
Milyen hatasa van az akut és a kronikus intracerebroventrikularis IGF-1 beadasnak a

szoptatas soran bekovetkez6 IGF-1 szérum szint valtozasokra?
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3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Allatkisérleteinket a Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosaganak 44009/2013-as engedélyével végeztiik. Osszesen
112 db, 250-300 g sulyd, ndstény Wistar patkanyt hasznaltunk fel kutatasainkhoz (2.
tablazat). Az A4llatokat laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk, vizhez &s
patkanytaphoz vald szabad hozzaféréssel, automata fény- és homérsékletszabalyozasi
viszonyok kozott (21-23 °C, 06:30-18:30 vilagos, 18:30-06:30 sotét periodus). A
kisérletek el6tt ketrecenként harmasaval voltak elhelyezve, majd paroztatas céljabol két
ndstény és egy him volt egyiitt 7 napon keresztiil. Ezek utan a potencialisan vemhes
anyakat, majd a kolykeiket gondoz6 anydkat, illetve deprivalt anyédkat is egyéni
ketrecekben taroltuk. Anesztézidhoz az ozmotikus minipumpak, agykamrai, illetve
jugularis kantilok beiiltetése, valamint perfuzié elétt 0,3 ml/300 g ketamint (67 mg/ttkg)
és 0,2 ml/300 g xylazint (13 mg/ttkg) tartalmazé keveréket alkalmaztunk

intramuscularisan beadva.
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2. tablazat: Az egyes altalunk elvégzett kisérletek soran felhasznalt allatok
A tablazat az egyes vizsgalatok soran felhasznalt allatok szamat, tipusat (laktaldo vagy
deprivalt anya; kezelt vagy kontroll), a vizsgalathoz sziikséges egyes kisérletek

metodikajat, valamint azt tartalmazza, hogy a sziiletés utdni hanyadik napon kertilt sor

az adott kisérletre.

) Sziiletés
Vizsgalat Allatok szama utani Kisérlet metodikaja
nap

IGFBP-3 mRNS szint n
mérése a preoptikus | o LaKtalo es 8 11, RT-PCR

.. deprivalt anya
tertileten
IGFBP-3 expresszio
helyének ¢€s
mértékének vizsgalata 6 laktalo és 6 11 In situ hibridizacios hisztokémia
a preoptikus teriileten deprivalt anya ' (ISHH)
¢és a nucleus
arcuatusban
36 lakidl 2. ozmotikus minipumpak beiiltetése
aktal6 anya:
IGF-1 hatésa az anyai | 10 ACSF, 10 IGF- 4-9. spontan anyai viselkedés vizsgalata
motivaciora 1, 8 NBI-31772 ¢és 6. kolyok visszahordasi teszt
8 DMSO kezelt
7. emelt keresztpallo teszt
IGE-1 hatisa a 2. ozmotikus minipumpék beiiltetése
szoptatas indukalta 15 laktalé anya: 8 13. jugularis kaniilok beiiltetése
prolaktin, illetve IGF- . ' -
1 szekréciora és a ACSerS 7ItIGF-1 14. vérvétel prolaktin és IGF-1 méréshez
. eze
TIDA sejtek TH 14 6 ACSF és 6 IGF-1 kezelt anyanal:
expresszidjara : TH ISHH

IGFBP-3-at és TH-et
expresszalo sejtek ) .
kolokaliziciojanak | 5 laktaloanya | 1. IGFBP-3 ISHH & TH
- immunhisztokémia
vizsgalata a nucleus

arcuatusban
Szoptatas hatésa az o 13. jugularis kaniilok beiiltetése
. ., 14 laktal6 anya -

IGF-1 koncentraciora 14. vérvétel prolaktin és IGF-1 méréshez
Akut IGF-1 beadas 13 laktalé anya: 6 2-4. Icv. kaniilok betiltetése
iﬁ*gjlizliasfg%t_afzss ACSFés7IGF-1 | 13, Jugularis kaniilok beiiltetése

prolaktin szekréciora kezelt 14. vervétel prolaktin és IGF-1 méréshez
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3.2. Preoptikus teriilet mikrodisszekcidja

A sziilés utani 11. napon eltavolitottuk 9 laktaldé és 8 olyan anya agyat
mikrodisszekcié céljabol, amelyeknek kolykeit elvettik azonnal sziilés utan (2.
tablazat). Mint azt mar a bevezetében emlitettem, a 11. napon mar egyaltalin nem
figyelhetd meg anyai viselkedés, illetve laktacio a deprivalt anyakban, ezzel szemben a
kolykeiket gondozo anydkban az anyai motivacio €s szoptatas is ekkor, a posztpartum
1d6szak kozepén, magas szinten van. A preoptikus teriiletet disszekaltuk borotvapenge
segitségével a kovetkezd hataroknal: korondlisan a chiasma opticum elétt, illetve 2 mm-
re ettdl caudalisan, tovabba horizontalisan a comissura anterior felett, végiil saggitalisan
2 mm-re a kozépvonaltol. A minta igy nem csak a preoptikus teriiletet, hanem a Broca-
féle diagonalis kdteget, comissura anteriort, tractus opticust €s a ventralis pallidumot is
tartalmazta. A disszekalt szovetet azonnal szarazjégen fagyasztottuk le, majd -80°C-on

taroltuk.

3.3. RT-PCR (reverse transcriptase — polymerase chain reaction)
A teljes RNS-t Trizol® reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével

izolaltuk a fagyasztott preoptikus mintakbdl, illetve a lizalt primer hipotalamikus
majd deoxiribonukleinaz I enzimmel kezeltiik (Invitrogen). Ezutan Superscript II reverz
transzkriptaz kit segitségével (Invitrogen) cDNS-t szintetizaltunk a gyarto utasitasainak
megfelelden, amit 10x-ére higitottunk ki és 2,5 pl-t hasznaltunk fel beldle templatként a
PCR reakcidoban. A PCR reakci6 soran SYBR Green festéket (Sigma, St. Louis, MO,
USA) és iTaq DNS polimerazt (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
alkalmaztunk és 12,5 pl 6sszmennyiségekben végeztiik el a kovetkezd koriilmények
kozott: 3 perc 95°C-on, majd 35 fél perc 95°C-os és 60°C-os, illetve 1 perc 72°C-0s
inkubaciobol  all6  ciklus.  Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt  (GAPDH)
hasznaltunk  housekeeping génként. A  kovetkezd primereket hasznaltuk:
ACAGCCAGCGCTACAAAGTT ¢és GCGGTATCTACTGGCTCTGC az IGFBP-3-
hoz, GCTACCGAGAGGACAGCATC és GCACCATAAGCCTTCAGCTC a TH-hoz,
illetve TGCCACTCAGAAGACTGTGG ¢és GTCCTCAGTGTAGCCCAGGA a
GAPDH-hoz. Az attorési ciklusszdmokat (Ct) az alapvonalhoz igazitott amplifikacios
gorbe alapjan kaptuk meg. A GAPDH-hoz viszonyitott értékeket a kdvetkezd képlettel
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szamoltuk  ki:  log(CtcarpH)-Ctacrers  or  TH)). Az eredmények  statisztikai

Osszehasonlitdsat kétmintas t-proba segitségével végeztiik el.

3.4. Hisztologiai modszerek

3.4.1. In situ hibridizacios hisztokémia (ISHH)

Az in situ hibridizacids hisztokémidt kutatdcsoportunk korabbi gyakorlatdnak
megfelelden végeztiik (Dobolyi 2009, Vincze €s mtsai. 2010). A kdvetkezd primerparok
segitségével hipotalamikus cDNS-t amplifikaltunk PCR reakcioval, az IGFBP-3
esetében: A: ACAGCCAGCGCTACAAAGTT ¢és GCGGTATCTACTGGCTCTGC,
illetve B: CCTTGTTGGAGACCCTGGTA ¢és TCACACCCTGTATTGCCAGA,
valamint TH esetében: GCTACCGAGAGGACAGCATC és
GCACCATAAGCCTTCAGCTC. A PCR  reakcid6 termékét  (amplikont)
gélelektroforézissel megfuttattuk, hogy ellendrizziik bazisparhossza megfelel-e az elére
szamitott értéknek. A gélbdl kitisztitott cDNS-t TOPO TA klonozo6 vektorokba iiltettiik,
melyeket kémiai transzformaldssal alkalmassa tett E. coli baktériumokba juttattunk
(TOPO TA Cloning Kit®, Invitrogen). A baktériumokbol a probakat tartalmazod
plazmidokat kitisztitottuk a PureLink Plasmid Miniprep Kit® (Invitrogen) segitségével.
A tisztitott plazmidokat hasznaltuk egy kovetkezd PCR reakci6 templatjaként, melyben
IGFBP-3-ra illetve TH-re specifikus primerparokat alkalmaztunk melyek tartalmaztak a
T7 RNS polimeraz felismerd helyet is. Végiil az igy keletkezett cDNS probe-okat
szekvenalassal ellendriztiik. 6 laktalod, primipara patkany anya és 6 korban egyezd
deprivalt anya agyat a sziilés utani 11. napon, valamint 6 IGF-1 és 6 ACSF kezelt
kontroll anya agyat a 14. napon tavolitottuk el (2. tdblazat). A szdvetet azonnal
lefagyasztottuk szarazjégen, majd -80°C-on taroltuk. Az in situ hibridizacids
hisztokémidhoz 12 pm vastagsagli metszeteket készitettiink koronalis sikban kriosztat
segitségével (CM3050 S, Leica Biosystems, NuBlloch, Németorszag) +3,5 mm és -6 mm
kozott a bregmdhoz képest, amiket pozitivan toltott lemezekre vettiink fel (Superfrost
Ultra Plus®, Thermo Scientfic, Watham, MA, USA). A lemezeket kiszaritasuk utan -
80°C-on taroltuk felhasznaldsukig. Hibridizalashoz eldkezeltiik a metszeteket: 4%-0S
formaldehidben 10 percig fixaltuk, 2x5 percet mostuk PBS-ben, majd 10 percre ecetsav-
anhidridet tartalmazo trietanolaminba tettiik a lemezeket (1,3 | trietanolaminban 3,25 ml
ecetsav-anhidrid). Ezutdn 2xSSC-be, majd desztillalt vizbe martottuk néhanyszor.
Végiil egy etil-alkohol felszalld toménységi sor kdvetkezett (70%, 80%, 95%, 100%). A
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hibridizaciohoz a cDNS probe-okbol antiszenz, *S-UTP-vel radioaktivan jelslt RNS
probe-okat készitettiink a MAXI Script® transzkripcids kit (Ambion, Austin, TX, USA)
segitségével. Radioakivitasuk méréséhez 5 ml szcintillacios folyadékot és 1 pul RNS
probe-ot kevertiink 6ssze. Ezt kés6bb olyan higitasban vittiik fel a metszetekre, hogy
targylemezenként a beiitésszam percenként 1 millio legyen. Ez alapjan hibridizacios
oldatot készitettiink a radioaktivan jelolt RNS probe-bdl, nukleinsav mixb6l, DEPC
kezelt vizbdl, SM-0s DTT-bél, 10%-0s SDS-b6l, 10%-0s NTS-bdl, illetve hibridizacios
pufferb6l (IM TRIS-HCI, 250mM EDTA, 4M NaCl, 100% formamid, 50%
dextranszulfat, 50x Denhardt oldat). EbbOl az oldatbol 80 pl-t tettiink egy lemezre,
lefedtiik, majd nedves kamraban hibridizaltuk egy éjszakan at 65°C-os hémérsékleten.
Ezt kovetd napon leoldottuk a fed6lemezeket 4xSSC-ben, majd a metszeteket DTT-t is
tartalmazo 4xSSC-ben mostuk tobb alkalommal. Ezutan a maradék egyszalit RNS-t RN-
az A puffer (200 ml 5SM NaCl, 20 ml 1M pH 7,6 TRIS, 1 ml 0,5M pH 8,0 EDTA, 4 ml
40 mg/ml RNAse A (Sigma)) hozzaadasaval bontottuk le. A pufferben tortént inkubacio
végeztével 2x, 1x SSC-ben, majd DTT-t is tartalmazo 0,5x és 0,1x SSC-ben mostuk a
metszeteket. Végiil a mosast felszallo alkoholsor zarta (1 perc 70%-0s, 80%-0s, 90%-0s,
95%-0s, 100%-o0s alkoholban). A metszeteket autoradiografias emulzidoba meritettiik
(Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) majd 3 hétig 4 °C fokon taroltuk siététben. A
metszeteket Kodak Dektol developer-rel hivtuk el6, majd Kodak fixaloval fixaltuk,
egyenként Giemsa-val festettiik végiil lefedtiik Cytoseal 60-al (Stephens Scientific,
Riverdale, NJ).

3.4.3. Immunhisztokémia és in situ hibridizacios hisztokémia kombinacidja

A sziilés utani 11. napon disszekaltuk 5 laktalé anya agyat, majd a beldliik
késziilt metszeteket in situ hibridizaciés hisztokémia és immunhisztokémia
kombinaciojanak vetettiik ala (2. tablazat). IGFBP-3 probe-bal torténd hibridizacio utan
lebontottuk a maradék egyszali RNS-t, illetve elvégeztiik a megfeleld mosasi 1épéseket,
majd a felszallo alkoholsor és autoradiografids emulzioba martas elétt nedves
kamrakban TH immunhisztokémidhoz hasznaltuk fel a metszeteket. El6szor 3%-0S
Bovine Serum Albumin-ban (BSA) inkubaltuk a lemezeket, majd egérben termelt TH-
elleni primer antitesttel (1:1000 higitas, MAB5280, Chemicon®, EMD Millipore,
Billerica, MA, USA). Ezutan loban termelt egér IgG elleni szekunder antitesttel
kezeltiik a metszeteket (1:1000 higitas, Vector Laboratories®, Burlingame, CA, USA)

egy oran keresztiil, valamint ABC komplexszel 2 6ran keresztiil (1:500 higitas, Vector
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Laboratories®). Végiil 0,1 M koncentracidju foszfat pufferben (PB) oldott 0,02 %-0s
3,3-diaminobenzidinnel (DAB, Sigma) és 0,003 %-os hidrogén-peroxiddal tettiik
lathatova az antitesttel jelolt sejteket. Az immunhisztokémiai festés végeztével felszallo

alkoholsor, majd emulziéba martas, el6hivas, végiil lefedés kovetkezett.

3.4.3. Mikroszkopia és képfeldolgozas

A metszeteket egy Olympus BX60 tipusu, sotétlatdteres kondenzorral is
felszerelt fénymikroszkoppal vizsgaltuk meg. A képeket SPOT Xplorer digitalis CCD
kamera (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) segitségével, 4-40x
objektivvel, 2048 x 2048 pixeles felbontasban. A képeket Adobe Photoshop CS 8.0
programmal szerkesztettik meg a ,Szintek” és ,,Szinezet/Telitettség” funkciok
alkalmazésaval. A képek teljes felbontasat a végsé valtozatokig megdriztiik, amelyek

300 dpi felbontasra allitottunk be.

3.4.4. Az in situ hibridizaciés jel denzitometrias analizise

Sotétlatdteres mikroszkopos felvételeket készitettiink, 10x-es vagy 4x-es
objektivet hasznalva azokrol a metszetekr6l, amelyeken az IGFBP-3 illetve TH
hibridizacios jel a leger6sebb volt az MPOA-ban, arcuatus magban, paraventricularis
magban ¢€s a zona incertdban. Minden képet két részre osztottunk ugy, hogy az egyik
rész az autoradiografids jelet tartalmazza, a masik pedig mint hattér-kontroll szolgaljon.
A pixelszamot kiszamoltuk a kiilon-kiilon a két teriileten az ImageJ 1.47 v (National
Institutes of Health, USA) programmal. A két érték kozti kiilonbséget (jelolt rész —
hattér) hasznaltuk az IGFBP-3 és TH mRNS hibridizacios jel mértekének kvantalasara.
A két csoport egyes agyteriileteinek denzitdsait kétmintis t-proba segitségével

hasonlitottuk Ossze.

3.5. Miitéti technikak

3.5.1. Agykamrai (icv.) kaniil és ozmotikus minipumpa beiiltetése

Az IGF-1 és IGFBP-3 anyai motivaciora kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz sziilés
utani masodik napon 4 csoportra osztottuk a patkany anyakat: icv. ACSF-el (n=10),
ACSF-ben oldott IGF-1-el (n=10), illetve 1% DMSO-t tartalmazé ACSF-ben oldott
NBI-31772-vel (IGFBP ligand inhibitor) (n=8) és 1% DMSO-t tartalmazé ACSF-el

(n=8) kezelenddkre. A laktaciora vald hatast vizsgalatdhoz 2 csoportra osztottuk az
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anyakat: icv. ACSF-el (n=8) és ACSF-ben oldott IGF-1-el kezeltekre (n=7) (2.
tablazat). Ozmotikus minipumpakat (ALZET® Micro-Osmotic Pump Model 2002,
Durect™, Cupertino, CA, USA), melyek 14 napon keresztiil folyamatos €s egyenletes
adagolast biztositanak, toltottiink fel ACSF-el (147 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 2 mM
CaCl2, 1 mM MgCI2, pH=7,2), IGF-1-el (4 pg/ul, 48 pg/nap; Peptide Sciences™,
USA), NBI-31772-vel (1,66 pg/ul, 19,92 pug/nap; Merck, Darmstadt, Németorszag) és
DMSO-val (1%, ACSF-ben oldva; Sigma Aldrich). A pumpakat egy subucutan
tasakban helyeztiik el a hat boére alatt, igy az allatok nem tudtak azt sem fogukkal, sem
labaikkal roncsolni. Ezutan agykamraba vezetheté kaniilokhoz (ALZET® Brain
Infusion Kit, Durect) csatlakoztattuk a pumpakat és gondoskodtunk a rendszer
légmentességérdl. A kaniil beiiltetéséhez elaltattuk az dllatokat, majd rogzitettiik ket a
stereotaxids késziilékben. A koponya folott elmetszettiik a bort, majd egy kb. 1 mm
atmérdji lyukat furtunk a koponya bal oldaldba, a bal oldalkamra f6l¢, amelynek
felkereséséhez a kovetkezod koordinatakat hasznaltuk: AP -0,5 mm, ML 1,4 mm, DV 3,6
mm. Miutan a lyukba bevezettik a kaniilt az oldalkamra eléréséhez sziikséges
mélységben, mikrocsavarokkal és cranioplasticus cementtel rogzitettilk a koponyahoz.
A miitét utan a lehetséges fertézések elkeriilése végett 5 napon keresztiil Tardomyocel®
comp. III antibiotikumot (0,1 ml/ttkg, Bayer, Leverkusen, Németorszag) kaptak az
allatok sc.

Az akut IGF-1-beadas hatasanak vizsgalatahoz felhasznalt 13 laktald patkany
anyaba a sziilés utani 4. napon {iltettiik be az icv. kaniilt (ALZET®) (2. tablazat). Ezutan
a 8. naptol kezdve naponta 15 percet jatszottunk az allatokkal a karunkon jaratva dket,
hogy az ember kozeli jelenléte az icv. beadds soran minél stresszmentesebb legyen
szamukra. A szoptatds alatti vérvétel napjan a kolykok visszaadésa el6tt kozvetleniil, 5
perc alatt egyenletesen és lassan IGF-1-et (0,2 pug/ul, 6sszesen 5 ul 5 perc alatt; n=7)
vagy ACSF-et (5 pul 5 perc alatt; n=6) adtunk be icv. Ezaltal a szoptatas kezdete utan
20-30 perccel érhette el célpontjat a beadott IGF-1 és igy a szoptatds indukalta

hormonszint valtozasok csicspontjan fejthette ki hatasat.

3.5.2. Kaniil beiiltetése a vena jugularisba

A sziilés utani 13. napon, ketamin-xylazin anesztézia (Isd. kordbban) mellett 25
mm hosszu steril polietilén kaniiloket iiltettiink be patkany anyakba. A nyak ventralis
oldalan a kozépvonaltdl jobbra metszést ejtettiink a boérén, mely caudalisan a

kulcscsontig huzdédott. Tompan preparalva felkerestiik a v. jugularist és elvalasztottuk a
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kornyezé szovetektdl egy szakaszon. Cranialisan elkotottik az eret, majd ez alatt
metszést ejtettiink, amibe Ovatosan bevezettik a milanyag kaniilt, amelyet stabilizalo
buboré¢ka folott szintén elkotéssel rogzitettiink az ér belsejében. Ezt az elkotést a
mellizomhoz varrtuk tovabbi biztositas céljabol. A hat kozepén, a lapockak kozott
vezettiik ki a fizioldgias sooldatban oldott heparinnal (1:10 higitas) feltoltott kaniilt,
amelynek szabad végét egy keskeny fémdugdval zartuk le.

3.5.3. Vérvételezés szoptatas el6tt és alatt

A kaniil beiiltetését kovetd napon vért vettliink az allatoktol, hogy a szoptatas
altal kivaltott prolaktin, illetve IGF-1 szérumszint-valtozast megmeérjiik. E10sz6r mieldtt
4 oréra elvettiik a kdlykoket anyjuktol, mésodszor a négy ora izolacio utan, kdzvetleniil
a kolykok visszaadasa el6tt, majd 5, 10, 15, 30 és 60 perccel a kolykok visszaadasa,
azaz a gondozas kezdete utan. Minden alkalommal 0,3 ml vért vettiink le és ugyanennyi
fiziologias sooldatban oldott heparinnal (1:10 higitas) potoltuk a folyadékveszteséget. A
vérmintakat 4°C-on 10 percig centrifugaltuk 12.000 g sebességgel, majd a feliiltiszot -

20°C-on taroltuk a prolaktin-, illetve IGF-koncentraciéo méréséig.

3.6. Viselkedésvizsgalatok

3.6.1. Spontan anyai viselkedés

36, ozmotikus minipumpaval €s hozza kapcsolt icv. kaniillel felszerelt, laktald
patkany anya viselkedését vizsgaltuk Fodor és mtsai. modszerének alapjan (Fodor és
mtsai. 2012). Az ozmotikus minipumpa beiiltetése utan 1 nap felépiilési id6t kaptak az
allatok, majd a sziilés utani 4. napt6l kezdve, 5 napon keresztiil vizsgaltuk spontan anyai
viselkedésiiket naponta harom alkalommal, 60 percen keresztiil. Kétszer vilagosban
(8:00-9:00, illetve 13:00-14:00), egyszer sotétben (19:30-20:30). Ez alatt a 60 perc alatt
3 percenként figyeltiilk meg egy-egy anya viselkedését, ami igy 6ranként 20, dsszesen 5
nap alatt 300 megfigyelést jelentett. Kodokkal jeldltiik, milyen viselkedést végeztek az
anyak a megfigyelés pillanatdban a kdvetkezOk koziil: high kyphosis (HK): az anya
kinyujtott végtagokkal és gorbiilt hattal a kolykok folé hajol; licking-grooming (LG): az
anya nyalogatja-tisztogatja a kdlykoket; prone nursing (PN): az anya gondozza a
supine nursing (SN): az anya gondozza a kdlykeit, de csak passzivan, az oldaldn vagy

hatan fekve teszi ezt; fészken kiviil (0): az anya fészken kiviil van, nincs kontaktus a
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kolykokkel. A kapott adatok alapjan kiszamoltuk az egyes viselkedések szazalékos

aranyat az 0sszes megfigyelésen beliil.

3.6.2. Kolyok-visszahordasi teszt

Ugyanazokon a laktald patkany anyakon, melyeken a spontan anyai viselkedést
is vizsgaltuk, a sziilés utani 6. napon kolyok-visszahordasi tesztet végeztiink el. Ekkor
még a kolykok nem képesek onalldéan visszamaszni a fészekbe, ezért volt érdemes ezt az
idOpontot valasztani. A kolyok visszahordasi teszt soran a kolykoket 10 percre
elvalasztottuk anyjuktol és tavol tdle, egy masik ketrecben helyeztiik el dket. A 10 perc
leteltével 3 kolykot visszatettiink az anyai ketrec kiilonb6zd sarkaiba tavol a fészektdl,
majd 5 percen keresztiil vizsgaltuk mennyi 1d9 telik el az els6 kolyok felvételéig, illetve
az utolsd kolyok fészekbe torténd visszahordasaig. Mivel a visszahordas altalaban
béven 2 perc alatt megtortént, ezért a kdlykeiket nem visszahordd anyak esetében 3
percet adtunk meg visszahordasi idonek, csokkentve ezzel a szorast, amit egy 5 perces

érték megadasa okozott volna.

3.6.3. Emelt keresztpallé teszt

Az ozmotikus minipumpaval felszerelt laktalo patkany anyakon a spontan anyai
viselkedés, illetve a kdlyok-visszahordas vizsgalata mellett a sziilés utani 7. napon emelt
keresztpallo tesztet is elvégeztiink. A keresztpallo fekete milanyagbol késziilt, 80 cm-rel
fold feletti karokkal, a karok szélessége 15 cm, hossza 50 cm, a k6zépsé négyzetes
teriilet 15x15 cm és a zart kar falai 70 cm magasak. Minden allat tesztelése eldtt a
pallok feliileteit vizzel és alkohollal mostuk le, majd megszaritottuk. A patkany anyakat
a kozépso négyzetes teriiletre helyeztiik fejjel a zart kar felé, majd 5 percig vizsgaltuk
viselkedésiiket. A nyilt karokban t61tott id6 szdzalékos aranyat szamoltuk ki az 5 percen
beliil, illetve a nyilt karba lépések aranyat az Osszes zart vagy nyilt karba torténd
belépéshez képest (belépés: az allat testének legalabb 2/3-a az adott karban helyezkedik
el), a szorongds-szerli viselkedés indikatoraként, valamint a belépések szamat a

mozgékonysag mérésének céljabol.
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3.7. Hormon mérések

3.7.1. Prolaktin radio-immuno-assay (RI1A)

alapjan radio-immuno-assay (RIA) modszer segitségével végeztik el (Cservenak és
mtsai. 2013). A chloramine-T moddszert alkalmaztuk a jodinacidhoz, illetve protein A-t
(BactASorb, Human Rt, Godolld, Magyarorszag) a kotott és szabad hormon
elkiilonitéséhez. Az adatok Osszegytiijtéséhez, valamint a gorbére illesztéshez sziikséges
szamitasokhoz LKB Wallac 1272 CliniGamma gépet illetve szoftvert hasznaltunk
(PerkinElmer®, Waltham, MA, USA). Az assay-eken beliili variancia 10%-0S, az
assay-k kozotti pedig 14%-o0s volt. Minden mintat duplikatumban mértiink le.

3.7.2 IGF-1 ELISA

A szérum IGF-1 koncentracidjanak méréséhez IGF-1 Rat ELISA Kit-et
hasznaltunk (Invitrogen™). Elészor 100 ul mintat, illetve a standard higitasi sor egyes
tagjait mértiink be a megfelelé wellekbe, majd az egész plate-t 2,5 o6ran keresztiil
inkubaltuk, amit 1 Oran keresztiil 80x higitasti biotinilalt antitesttel, majd 200x-0s
higitasu Streptavidin-HRP-vel 45 percen keresztiil valo inkubacio kovetett. Az el6hivas
TMB Substarte-tal tortént sotétben 30 percig, ezt STOP oldattal allitottuk le. Végiil
ELISA plate olvasd segitségével mértik meg az abszorbanciat, amit a program
segitségével a standard higitasi sor gorbéjéhez képest koncentracioknak feleltettiink

meg.

3.8. Primer mediobasalis hipotalamikus sejtkultarak eloallitasa
Osszesen 30, patogénmentes, ujsziilott Wistar-patkanyt (Charles-River
Laboratories, Wilmington, MA, USA) dekapitaltunk tizes csoportokban a sziiletésiik
utan, majd a mediobasalis hipotalamuszt izolaltuk. A szdvetblokkokat azonnal jéghideg
médiumba tettiik, amely 2% B27-et, 49% Dulbecco’s modified Eagle’s medium-ot,
49% F12 médiumot és penicillin-streptomycint tartalmazott (DMEM-F12-B27-P/S,
Gibco®, Life Technologies). Ezutan ebben a médiumban eldszér homogenizaltuk és
centrifugaltuk a szovetet 4 percig 3000 rpm sebességgel, majd a feliiliszot eltavolitottuk
¢s 2 ml 0,1 % DMEM-ben higitott Trypsint adtunk a pellethez. Ebben 4 percig, 37°C-0s
vizflirddben inkubéltuk a szoveti homogenizdtumot, majd 2 ml 0,5% DNazt és 1%

BSA-t tartalmaz6 DMEM-P/S oldatot adtunk hozza, dsszekevertiik és 4 percig 3000
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rpm sebességgel centrifugaltuk. Ezutan ismét leszivtuk a feliiluszét, 2 ml DMEM-F12-
B27-P/S-el kevertiik 6ssze a pelletet és 4 percig 3000 rpm sebességgel centrifugaltuk.
Ezt a Iépést kétszer is megismételtiik, majd az igy kapott pelletet DMEM-F12-B27-P/S-
ben oldottuk fel, ugy hogy a koncentracio 3,9x10° sejt/ml legyen. Ebbél 0,5 ml-t illetve
1 ml-t dltettiink ki polilizinnel bevont wellekbe, végiil a plate-ket 37°C-0s 5% CO2-0s
leveg6ji inkubatorba helyeztiik. Az inkubatorban toltott elsd 24 6ra utdn a médium felét
wellenként lecseréltiik kontroll DMEM-F12-B27-P/S médiumra illetve ebben oldott 25
kicseréltiik a leirt modon és 5. napon hasznaltuk fel a sejteket tovabbi vizsgalatokhoz. A
kisérletek 4 nap kezelés utdn torténd kivitelezése egyrészt az in vitro tenyésztés
szempontjabol volt elényds, masrészt az ozmotikus minipumpads in vivo kezelésnél is 4

nap utan jelentkezett az anyai motivaciora kifejtett hatas.

3.9. Western blot analizis

A sejtkulturak IGF-1 vagy kontroll kezelése utan eltavolitottuk a médiumot,
ezutan kétszer foszfat pufferrel (PB) mostuk, majd RIPA lizis pufferrel (1 M Na-
ortovanadat, 1 M NaF, Triton X100, TNE puffer: Trisma, EDTA, NaCl, pH = 7,4) ¢és
proteaz inhibitorral (40 pl proteaz inhibitor / 1 ml RIPA) kevertiik 0ssze a sejteket
pipettahegy segitségével. Az utobbi RIPA + proteaz inhibitor oldatban gy(jtottiik dssze
a sejteket a plate-bol és 4°C-on, 16000 rpm-mel centrifugaltuk 6ket. Ezt kovetéen
megmértiik az egyes mintak protein koncentracidit és 1 pg/ul-re egyenlitettiik ki, majd
Laemmli-puffert (1% bromofenol kék, 1,5 M Trisma, 99,5% glicerol, Na-dodecil
szulfat, B-merkaptoetanol) adtunk hozza ¢s 90°C-on melegitettiik 5 percen keresztiil.
Gélben torténd futtatas utan a fehérjéket membranra (0,45 um polivinil-difluorid,
Amersham™ Hybond™, Life Sciences) vittiik at, amit 2 6rdn keresztiil 3%-0S BSA
oldatban blokkoltuk. Ezutan primer antitestekkel kezeltiik a mebranokat 24 oran
keresztiil (1:1000, nyulban termelt anti-Ser31-foszfo-TH, SAB4300674, Sigma;
1:10000, nyulban termelt anti-Ser40-foszfo-TH, T9573, Sigma; 1:1000, nyulban termelt
anti-TH, AB152, Millipore; 1:2000, egérben termelt anti-B-111-tubulin, T8578, Sigma)
¢s szekunderrel 1 o6ran keresztiil (1:10000, peroxidaz jelolt kecskében termelt anti-nyul
vagy anti-egér IgG; Jackson Immuno Research). Az el6hivashoz a membranokhoz
Clarity™ Western ECL szubsztratot adtunk (Bio-Rad), majd ChemiDoc™ MP (Bio-

Rad) késziilékkel detektaltuk a kemilumineszcens jelet. Végiil a savok intenzitasat
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ImageLab (Bio-Rad) program segitségével szamitottuk ki. A foszfo-TH - TH
intenzitasok aranyat a kovetkezOképpen szamoltuk ki: (foszfo-TH intenzitas/B-111-
tubulin intenzitds)/(TH intenzitas/B-Ill-tubulin intenzitds), majd a kapott értékeket

kétmintas t-teszttel hasonlitottuk 6ssze.

3.10. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést STATISTICA 13.2 program (Dell Inc., Round Rock, TX,
USA) segitségével végeztiikk el. A normalitast Shapiro-Wilk teszttel ellenériztiik. Az
RT-PCR eredmények, in situ hibridizacids szignal denzitasok, emelt keresztpalld
tesztek, spontan anyai viselkedés vizsgalat, kolyok visszahordasi teszt, kolykok 1 ora
szoptatas alatti sulyvaltozdsa és a Western Blot intenzitdsok Osszehasonlitdsakor
kétmintés t-probat alkalmaztunk. Az IGF-1 kezelés szoptatas indukalta prolaktin, illetve
IGF-1 szekréciora kifejtett hatdsdnak elemzésekor kétszempontos ismételt méréses
varianciaanalizist és Newman-Keuls post-hoc tesztet alkalmaztunk. A variancidk
homogenitasat Levene-teszttel ellendriztilk. A szoptatds hatasat az IGF-1 szekrécidra
egyszempontos ismételt méréses varianciaanalizissel és Dunnett-féle post-hoc

crer

Spearman-féle rangkorrelacioval elemeztiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az IGFBP-3-ra vonatkozo6 microarray eredmények validalasa

4.1.1. A preoptikus teriilet microarray vizsgalatandal tapasztalt IGFBP-3 expresszio
fokozdds ellendrzése kvantitativ RT-PCR-rel

Tekintettel a microarray eredmények kozott esetlegesen felmeriild nagyszamu
fals pozitiv adatra, igazolnunk kellett, hogy valos az IGFBP-3 esetében tapasztalt tobb,
mint kétszeres emelkedés laktalé anyakban. Ezért 9 laktalo és 8 deprivalt anyabol
disszektaltuk a preoptikus teriiletet (6. abra) RT-PCR-hez, amely soran sikertilt
szignifikansan magasabb IGFBP-3 mRNS szintet kimutatnunk laktalé anyakban
deprivalt anyakhoz képest. Az IGFBP-3 mRNS szint (10000 * IGFBP-3 mRNS
szint/GAPDH mRNS szint) 134,28+19,90 volt laktal6é anyakban és 42,86+5,71 deprivalt
anyakban, mikozben a GAPDH mRNS szintjében nem volt kiilonbség a két csoport
kozott. (7. abra)

e g ™ / ; kr-\"\\ b . d
y y / \ // “~ P
R o
CP
,/ . y . teech 3 \

\]?i:’eéma +(i,6' mm Bregma -0,7 mm Bregmz;+1,4 mm

6. abra: a disszektalt preoptikus teriilet
A disszektalt preoptikus teriilet hatarai coronalisan a chiasma opticum (och) el6tt, 2
mm-re ettdl caudalisan, horizontalisan a comissura anterior (ac) felett, végiil
saggitalisan 2 mm-re a kozépvonaltol. A minta igy nem csak a preoptikus teriiletet,
hanem a Broca-féle diagonalis koteget (DB), comissura anteriort (ac), tractus opticust és
a ventralis pallidumot is tartalmazta. AHA — anterior hipotalamikus area, f — fornix, CP

— caudatus putamen, MPN — nucleus preopticus medialis
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7. abra: IGFBP-3 expresszio valtozasa a preoptikus teriileten
RT-PCR-rel szignifikinsan magasabb IGFBP-3 mRNS expressziot sikeriilt kimutatni
laktalé anyakban (n=9) deprivalt anyakhoz (n=8) képest. *: p < 0,05

4.1.2. Az IGFBP-3 expresszio helyének és mértékének vizsgalata a preoptikus teriileten
in situ hibridizdcios hisztokémiaval (ISHH)

Miutan RT-PCR-el sikeriilt igazolnunk a microarray soran tapasztalt fokozott
IGFBP-3 expresszidt a preoptikus terlileten, megvizsgaltuk azt, hogy hol talalhatéak az
IGFBP-3-at laktal6 anyakban nagyobb mértékben expresszalod sejtek. Ehhez ISHH-t
hasznaltunk, két kiilonb6zo, nem-atfedé szekvenciakat tartalmazo in situ hibridizacids
probe-al, melyek ugyanazt az eloszlasi mintazatot mutattak, ezzel igazolva a kapott jel
specificitasat IGFBP-3-ra. Az autoradiografias jel a medialis preoptikus aredban
(MPOA), azon beliil is a nucleus preopticus medialisban (MPN) volt a legerésebb (8.
abra A-B). A jel denzitdsanak kvantilasa megmutatta, hogy laktaléo anyakban joval
magasabb volt az IGFBP-3 mRNS szint, mint deprivaltakban, ez is igazolta a
microarray és RT-PCR eredményeket. A denzitometrids intenzitas 2357,4+168,8 AU
volt a laktaloé anyak MPOA-jaban és 719,5+157,92 AU a deprivaltaknal (8. abra C).
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8. abra: IGFBP-3 in situ hibridizaciés hisztokémia a preoptikus teriileten

A-B: A sotét latotérrel késziilt felvételeken a fehér jel mutatja az IGFBP-3 mRNS
elhelyezkedését, a radioaktivan jeldlt in situ hibridizécios probaknak kdszonhetden. A 3.
agykamra (3V) két oldaldn, medialis preoptikus magban (MPN) lokalizalédnak
tilnyomorészt az IGFBP-3-at expresszalo sejtek. MPA — dorsolateralis medialis
preoptikus area. A 1épték 400 pm-t jelol.
C: A denzitometrias analizis eredményét abrazold diagram azt mutatja, hogy laktalo
anydkban szignifikdnsan magasabb intenzitdsu hibridizacios jelet detektaltunk a
medialis preoptikus areaban (n = 6-6). Az intenzitas arbitrary unit-ban (AU) van
kifejezve. ***: p < 0,001

4.2. Az IGF-1 anyai motivaciora valé hatasa

4.2.1. IGF-1, illetve IGFBP-3-inhibitor agykamraba adagoldsanak hatasa az anyai
motivaciora

Az |IGF-rendszer anyai motivacidra kifejtett hatdsat a kovetkezoképpen
vizsgaltuk: IGF-1-et, valamint egy IGFBP-3 ligand inhibitort (NBI-31772) icv. adtunk
be patkany anyaknak kaniilhoz csatlakoztatott ozmotikus minipumpa segitségével. Az
ozmotikus minipumpat, amely folyamatos, lassi adagolast biztosit, a sziilés utani 2.
napon iiltettiik be patkdny anydkba. Az anyadk egy csoportjat IGF-1-el kezeltiik, az 6
kontrolljaikat ACSF-el (n=10, mindkét csoportban), mig egy masik csoportot 1%-0sS
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldott NBI-31772-vel, kontrolljaikat 1%-0s DMSO-val
(n=8, mindkét csoportban). A DMSO ACSF-ben volt feloldva. A sziilés utani 6. napon
kolyok visszahordasi tesztet végeztiink az allatokkal és jelentésen megnyult idoket
mértiink az IGF-1-el, illetve NBI-31772-vel kezelt csoportoknal. 4-5-sz6r hosszabb
iddbe telt a kezelt anydknak a kontrollokhoz képest, hogy az elsé kolykot visszavigyék
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a fészekbe (IGF-1: 71,9 £ 12,9 s, ACSF: 15,3+4,7 s (p < 0,01); NBI-31772: 36,6+11,9 s,
1% DMSO: 7,8£1,5 s). Az 6sszes kolyok visszahordasa pedig 3,7-szer hosszabb ideig
tartott az IGF-1-el kezelt anyaknal, mint az ACSF-el kezelteknél, azonban az NBI-
31772-vel kezelteknél ebben nem volt kiilonbség a kontrollokhoz képest (IGF-1:
180,2+21,6 s, ACSF: 48,9+6,7 s (p < 0,001); NBI-31772: 113£27,6 s, 1% DMSO:
1114£32,3 s) (9. abra). A sziilés utani 4. naptol kezdve 5 napon keresztiil vizsgaltuk az
allatok spontan anyai viselkedését, amelyet 5 viselkedési forma szazalékos aranya
alapjan irtunk le: high kyphosis, licking/grooming, prone nursing, Supine nursing,
mother out of the nest. Az anyakat naponta 3 alkalommal 1-1 6ran keresztiil figyeltiik,
oranként 20 megfigyelést végezve és nem taldltunk kiilonbséget az egyes csoportok

spontan anyai magatartasa kozott (3. tablazat).

A. B.
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9. abra: IGF-1 és IGFBP-3 inhibitor (NBI-31772) hatasa a kolykok
visszahordasara

A-B: Laktalo anyak agykamrajaba a sziilést koveté 2. naptol kezdve ozmotikus
minipumpak segitségével folyamatosan adagoltunk ACSF-et (n=10), vagy DMSO-t
ACSF-ben oldva (n=8) kontrollként, illetve IGF-1-et (4 ng/ul ACSF-ben oldva; n=10)
és NBI-31772-t (1,66 pg/ul DMSO-ACSF-ben oldva; n=8).
A: Az IGF-1 agykamrai beadasa szignifikansan novelte az elsé kolyok felvételéhez és
az Osszes kolyok visszahordasahoz sziikséges idot. **: p < 0,01; ***: p < 0,001
B: Az IGFBP-3 ligand inhibitor NBI-31772-vel tortént kezelés az els6 kolyok

felvételéhez sziikséges 1dOt ndvelte meg szignifikansan.
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3. tablazat: a kezelt és kontroll dllatok spontan anyai viselkedése
A sziilés utani 4. €s 9. nap kozott az allatok spontan anyai viselkedésérdl mutat adatokat
a tablazat. A szazalékok az egyes viselkedésformak ardnyat jelzik a napi 60, 6sszesen

300 megfigyelésen beliil.

ACSF IGF-1 DMSO NBI-31772
high kyphosis (%) 26+2.34 2143+222 23.8+198  23+2.68
licking/grooming (%) 7.03+0.54 5.13+0.73 6+0.84 7.96 +£1.43
prone nursing (%) 21.14+8.15 21.71+£791 24.62+ 1546 20.22+5.24
supine nursing (%) 523+4.17 7.17+5.4 776 £791  6.8+4.56
fészken kiviil (%) 42 £3.08 4571 +£3.1 390+£5.08 449+472

4.2.2. A szorongas-szerii viselkedés és a motoros aktivitas vizsgadlata

Az éllatokat a sziilés utani 7. napon emelt keresztpalld tesztnek vetettiik ala,
hogy megvizsgaljuk: kezelés hatasara torténik-e valamilyen valtozés a szorongas-szerti
viselkedésiikben, vagy motoros aktivitasukban. A belépések szamaban, mint a motoros
aktivitds indikatoraban, nem volt kiilonbség a kezelt és kontroll csoportok kozott,
tovabba egyik kezelés sem okozott valtozast a nyilt karba 1épések szdzalékos aranyaban,

amely a szorongas-szerl viselkedés markere (4. tablazat).

4. tablazat: A kezelt és kontroll allatok emelt keresztpallo tesztben nyujtott
teljesitménye

A sziilés utani 7. napon emelt keresztpalld tesztet végeztiink veliik. A tablazat az 6ssz-
belépésszamot, azaz az éllatok helyvaltoztatasdnak gyakorisagdt mutatja az 5 perces
vizsgalat alatt, valamint a nyilt karba 1épések szézalé¢kos aranyat az Gsszes belépéshez

viszonyitva, azaz milyen aranyban valasztotta az allat a nyilt kart a zart helyett.

ACSF

IGF-1

DMSO

NBI-31772

belépések szama 10.57 +£2.01

11.4+£1.65
nyilt karba 1épések (%) 46.33 £3.24 36.36+6

12+1.78

46.66 +4.51 45.22+5.07

11+1.58
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4.3. IGF-1 laktaciora kifejtett hatasa

4.3.1. IGF-1 hatasa a szoptatas indukalta prolaktin szekréciéra

Az IGF-1 anyai motivaciora kifejtett hatasa utan az anyai adaptacié masik fontos
elemét, a laktacidt vizsgaltuk, annak is kulcspontjat, a szoptatds indukalta prolaktin
szekréciot. Agykamraba adagoltunk IGF-1-et (n=7), illetve kontrollként ACSF-et (n=8)
ozmotikus minipumpak segitségével ugyanabban a kisérleti elrendezésben, mint az
anyai motivacid vizsgalatakor. A szoptatds indukalta szérum prolaktin szint
valtozasokat a sziilés utani 14. napon vizsgaltuk. A kolykok 4 orara torténd izolacidja
elétt mért prolaktin koncentraciok 166,3+0,3 és 103,96+22,35 ng/ml voltak az ACSF,
illetve IGF-1 kezelt csoportokban. A 4 6ras szeparacid végére a prolaktin koncentracio
egy nagyon alacsony, bazalis szintre csokkent: 9,35+2,07 és 5,96+0,74 ng/ml-t mértiink
kozvetleniil a kolykok visszaadasa el6tt. Miutan a kdlykoket visszaadtuk anyjuknak,
azonnal megkezdddott a szoptatds, amely gyors szérum prolaktinszint emelkedést
okozott. A kolykok visszaadasa utan 5, 15, 30, 60 perccel a kovetkezd koncentraciokat
mértiik (ng/ml-ben): 51,59+14,44; 156,14+25,42; 236,45+23,94; 174,1+27,94 az ACSF-
kezelt anyakban, valamint 14,44+5,67; 33,17+10,63; 93,2+25,73 és 75,06+£27,4 az IGF-
1-kezelt anyakban. Az IGF-1 hatisat szoptatds indukalta prolaktin szekrécidra
kétszempontos ismételt méréses varianciaanalizissel elemeztiik. A kezelés hatasa
szignifikans volt (p < 0,001; F=33,85), az id6-kezelés interakcid (p < 0,01; F=3,34) és
az eltelt id6 hatasa is (p < 0,001; F=17,69). Az id6, mint szempont a szoptatast
jelentette, ugyanis az id9 elteltével ennek megléte valtozott. A masodik id6pontban mar
4 or4ja nem szoptattak az anyak, kolykeiktdl elkiilonitve voltak, viszont a harmadik
id6pontban 5, a negyedikben 15, az 6todikben 30, a hatodikban 60 perce szoptattak
kolykeiket. fgy a masodik és a korabbi illetve kés6bbi idépontok kozotti szignifikans
eltérésért a szoptatas tehetd feleléssé. Newman-Keuls post-hoc analizist alkalmaztunk,
hogy azonositsuk azokat az id6pontokat, amikor kiilonbség van az IGF-kezelt és
kontroll csoportok kozott: 15, 30 és 60 perccel a kdlykok visszaadasa, azaz a szoptatas
kezdete utan szignifikdnsan alacsonyabb volt a kezelt anyak prolaktin szintje. Tehat a
statisztikai elemzés megmutatta, hogy az IGF-1 jelentdsen csokkenteni tudja a szoptatas
indukalta prolaktin szekréciot (10. abra). Ezt tamasztja alda az IGF-kezelt anyak
kolykeinek kisebb mértékii sulygyarapodasa 1 6ra szoptatas alatt: 7,5+1,8 g, szemben az
ACSF-kezeltek 11,1+1,4 g stlyaval (11. abra).
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10. abra: IGF-1 hatasa a szoptatas indukalta prolaktin szekréciéra
Prolaktinmeérés céljabol hat alkalommal vettiink vért az allatoktol a sziilés utani 14.
napon: elészor 5 perccel a kolykok elvétele eldtt; masodszor mieldtt a kdlykoket
visszaadtuk 4 ora izolacid utdn az anyjuknak; harmadik, negyedik, 6tddik és hatodik
alkalommal pedig 5, 15, 30 és 60 perccel a kolykok visszaaddsa (azaz a szoptatas
kezdete) utdn. A diagram ennek megfeleléen a szérum prolaktin koncentracidkat
mutatja IGF-1-el kezelt (n=7, piros) és kontroll anyakban (n=8, kék) az elvalasztas €s
szoptatas soran. A vizszintes tengely a vérvételek idOpontjait mutatja, az egyes pontok
kozti tavolsadg nem ardnyos a koztiik eltelt idovel. A tengely alatt sziirke nyilak jelzik az
izolacio és szoptatas peridodusait. A kezdeti idopontban az IGF-1 kezelt allatok szérum
prolaktin koncentracidja valamivel alacsonyabb volt, viszont ez a kiilonbség Newman-
Keuls post hoc teszttel elemezve nem volt szignifikans. Az izolacié egyforman alacsony
szoptatas alatt jelentdsen emelkedni kezdett a prolaktin koncentracio, azonban az IGF-1
kezelés szignifikdnsan gyengitette ezt az indukcidt, ez a hatas 15, 30 és 60 percnél is

lathato kiilonbséget eredményezett (***: p < 0,001; **: p < 0,01)
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11. abra: Kolykok sulyvaltozasa egy ora szoptatas alatt
A kolykdk 4 orat anyjuktol izoldlva toltottek, majd amikor visszatértek, megkezdddott a
szoptatds. Megmértiik az almok stlydt az anyahoz visszaadas el6tt, majd egy oOra
elteltével. Az igy mért kiilonbséget mutatja a diagram ¢és lathato, hogy az IGF-1 kezelt
anyak kolykeinek sulya szignifikdnsan kisebb mértékben emelkedett a szoptatas

hatasara. *: p < 0,05

4.3.2. Az IGF-1 hatas hatterében all6 lehetséges mechanizmusok

4.3.2.1. IGFBP-3 expresszio a tuberoinfundibularis dopaminerg (TIDA) sejtekben

A Dbevezetében mar emlitettem, hogy a prolaktin szekrécid f6 szabalyozoi
hipotalamikus szinten az arcuatus mag dorsomedialis szubdivizidjaban talalhato TIDA
neuronok, melyeknek legfébb immunhisztokémiai markere a tirozin-hidroxildz (TH).
Megvizsgaltuk, hogy ezek a sejtek laktalo anyakban expresszaljak-e az IGF-rendszer
fontos elemét, az IGF-1-et funkcionalisan inaktiv komplexben megkotni képes IGFBP-
3-at, ezért kombinaltuk a TH immunhisztokémiat IGFBP-3 in situ hibridizacios
hisztokémiaval (ISHH). Nagymértékli kolokalizaciot taladltunk: a TIDA neuronok
67,3%-a tartalmazott IGFBP-3-at és az IGFBP-3 neuronok 85,9%-anak volt pozitiv a
TH immunreaktivitasa (n=5). Ez azt mutatja, hogy a prolaktin szekréciot szabalyozo
TIDA sejtek expresszaljak az IGF-1-et szekvesztralni és ezaltal hatasat semlegesiteni

képes IGFBP-3-at (12. abra).
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12. abra: IGFBP-3 in situ hibridizacios hisztokémia és TH immunhisztokémia
kombinaciéja a dorsomedialis nucleus arcuatusban (dmArc)
A-B: Az IGFBP-3 mRNS-re specifikus radioaktivan jelzett probe kotddési helyeit
mutatjdk a fekete szemcsék, mig a TH immunopozitiv sejtek barna szintiek. Azt
lathatjuk, hogy az arcuatus mag dorsomedialis szubdivizidjaban a TH enzim ¢és az
IGFBP-3 mRNS nagymértékben kolokalizacidt mutat, azaz a TH pozitiv sejtek IGFBP-
3-at expresszalnak. 3V — 3. agykamra; em — eminentia mediana. Lépték az A részen 400

pum a B részen 100 um.

4.3.2.2. ATIDA sejtek IGFBP-3 expresszioja laktalo és deprivalt anydkban

In situ hibridizacios hisztokémiat alkalmaztunk, hogy megvizsgéaljuk van-e
kiilonbség TIDA-sejtek IGFBP-3 expressziojaban laktaldo és deprivalt anyak kozott
(n=6, mindkét csoportban). A nucleus arcuatus dorsomedialis szubdivizidjdnak ISHH
jele joval erdsebb volt laktald anydkban és ezt a szignifikdns kiilonbséget a denzités
kvantalasa is aldtdmasztotta. A paraventricularis magban is taldltunk feltind jelet,
azonban itt nem tapasztaltunk kiilonbséget a két csoport kozott. A denzitometrias
intenzitds az arcuatus magban 3187104 AU volt laktdld anyak, mig 1066+132 AU
deprivalt anyak esetében, ezzel szemben a paraventricularis magban 2102,2+523,9 AU

és 1856+6006,1 voltak az értékek (13. abra).
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13. abra: IGFBP-3 expresszio a nucleus arcuatusban (Arc) és paraventricularisban
(PVN)

A-B: Az in situ hibridizacids hisztokémidrol késziilt sotétlatoteres felvételeteken a fehér

pontok jelzik az IGFBP-3 mRNS lokalizacidjat a nucleus paraventricularisban (PVN) és

arcuatusban (Arc). A PVN-ben hasonlo a jel intenzitasa laktalo (A1) és deprivalt

anyakban (A2). Ezzel szemben az arcuatus magban joval erdsebb expresszid lathato

laktalo anyakban (B1), mint deprivaltakban (B2).
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C: A nagy nagyitasu vilagos latoteres felvételeken a B1-B2 képeken bekeretezett teriilet
lathaté. A fekete pontok az egyes autoradiografias szemcséknek felelnek meg az
arcuatus mag dorsomedialis szubdivizidjaban. Laktalo anyakban (C1) egyértelmiien
erosebb jel lathato, mint deprivaltakban (C2).

D: A denzitometrias analizis kimutatta, hogy az IGFBP-3 in situ jel intenzitasa
szignifikdnsan magasabb volt laktald anyakban a deprivaltakhoz képest a nucleus
arcuatusban, amig a PVN-ben nincs kiilonbség. ***: p < 0,001

3V — 3. agykamra. Lépték: A és B 800 um, illetve C esetében 200 um.

4.3.2.3. IGF-1 hatasa a TIDA sejtek TH expressziojara in VIVO

Mivel tudjuk, hogy a TH enzim a dopaminszintézis sebesség-meghatarozo eleme
¢s mennyisége illetve aktivitasa alapvetden befolyasolja a TIDA sejtek altal szekretalt
dopamin mennyiségét, megvizsgaltuk milyen hatdssal van az IGF-1 agykamrai beadasa
az enzim expressziojara a TIDA neuronokban (A12 sejtcsoport). ISHH-t alkalmaztunk,
hogy a TH expresszid szintjét megmérjiikk az A12 dopaminerg sejtcsoportban €s a zona
incertdban, amely szintén dopaminerg sejteket (A13 sejtcsoport) tartalmaz, de a laktacid
szabalyozasaban nem vesz részt. A hibridizacios jel sokkal erdsebb volt az ozmotikus
minipumpa segitségével 12 napon keresztiil IGF-1-el kezelt 4llatok arcuatus magjaban,
mint az ACSF kezeltekében (n=6, mindkét csoportban). Ugyanakkor a zona incerta
jelintenzitasaban nem volt kiillonbség a két csoport kdzott. A denzitometrids intenzitas
az arcuatus magban kétszerese volt az IGF-1 kezeltekben a kontrollokhoz képest:
6990,5+980,4 AU ¢s 3667,5£858,6 AU. A zona incertdban nem tapasztaltunk eltérést:
21185,5£2074,5 AU és 24844,3£1160,4 AU. (14. abra)
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14. abra: TH expresszio IGF-1-kezelt és kontroll allatok nucleus arcuatusaban
(A12) és zona incertajaban (A13)
IGF-1-el (n=6) és ACSF-el (n=6), mint kontrollal icv. folyamatosan kezelt laktalo anyak
agyaban vizsgaltuk meg in situ hibridizacids hisztokémidval a TH expressziot.
A: A sotétlatoteres felvételeken lathatjuk, hogy a TH expresszio (fehér pontok) jelentds
volt a zona incertaban (A13-as dopaminerg sejtcsoport) és a nucleus arcuatusban (A12-
es dopaminerg sejtcsoport), viszont utobbi teriileten az IGF-kezelt anyakban (Al)
lényegesen nagyobb mértékii volt a kontrollokhoz (A2) képest.
B: A nagy nagyitasa vildgos latoteres felvételeken az A1-A2 képen bekeretezett
dorsomedialis arcuatus magot lathatjuk. Az autoradiografias szemcsék (fekete pontok)
stirlisége joval magasabb kezelt anydkban (B1), mint kontrollokban (B2).
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C: A jelintenzitas kvantifikdldsandl az arcuatus magban IGF-1 hatasara kétszeresére
emelkedett expressziot tapasztaltunk, mig a zona incertdban nem volt kiillonbség a két
csoport kozott. *: p < 0,05

3V — 3. agykamra. Lépték: A 1 mm és B 100 um

4.3.2.4. IGF-1 hatasa a TIDA sejtek TH expressziojara in vitro

Mediobasalis hipotalamikus sejtkulturakat készitettiink 0jsziilott patkanyokbol,
amelyeket 4 napon keresztiil IGF-1-et tartalmazé (12,5 pg/ml) illetve kontroll
médiumban tartottunk. Valos idejii RT-PCR-el megvizsgélva lathattuk, hogy az IGF-1
kezelés szignifikansan fokozta a TH mRNS expressziot. A TH mRNS szint a GAPDH
mRNS szintjének aranyaban kifejezve 0,34+0,1 volt IGF-1 kezelt és 0,08+0,03 kontroll
kultarakban (15. abra).
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15. abra: IGF-1 hatasa a mediobasalis hipotalamusz TH expressziéjara in vitro
Mediobasalis hipotalamikus sejtkultirak (n = 4-4) TH expressziojat mértiik meg RT-
PCR-el. A 4 napon keresztiil tartdé IGF-1 kezelés (12,5 pg/ml) kb. négyszeresére emelte

a TH expressziot, amit a diagramon a GAPDH aranyaban abrazoltunk. *: p < 0,05

4.3.2.5. IGF-1 hatasa a TH enzim foszforilaciojara in vitro

A mediobasalis hipotalamikus sejtkulturdkat kontroll médiumban tenyésztettiik 4
napon keresztiil, majd az 5. napon egyik csoportjukat 30 percig IGF-1-et tartalmazo
médiumban tartottuk (12,5 pg/ml), a mésikat pedig kontroll médiumban. A 30 perces
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id6tartamot azért valasztottuk, mert a szoptatds indukalta prolaktin szekrécid esetén is
ennyi id6 utdn jelentkezett a markans IGF-1 hatas. Ezutdin Western Blot analizisnek
vetettiik ala a kulturakat, foszfo-TH-re specifikus antitesteket hasznalva. A Ser31-es és
Ser40-es foszforilacids helyet vizsgaltuk, a Ser31-nél IGF-1 hatdsara nagyobb mértéki
foszforilacié kovetkezett be, mig Serd40-nél nem volt szignifikans kiilonbség a két
csoport kozott. Az eredményeket a foszfo-TH intenzitasok TH intenzitdshoz valo
aranyaban adtuk meg. Ser31: 1,05+0,09 az IGF-1 kezelt és 0,58+0,08 a kontroll
kultarakban. Ser40: 0,31+£0,04 az IGF-1 kezelt és 0,29+0,03 a kontroll kulturakban (16.

abra).
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16. abra: A TH enzim foszforilaciéja IGF-1 kezelés hatasara in vitro
A mediobasalis hipotalamikus sejtkultarak sejtjeit 30 perc IGF-1-et tartalmazd (n=6)
illetve kontroll médiumban (n=6) t6rténd inkubacio utan lizaltuk és foszforilacios helyre
specifikus antitestekkel megmértiik a TH foszforilacidjat a Ser31-es és 40-es helyen
Western Blot analizissel. A diagramon lathatd eredmények azt mutatjak, hogy a 31-es
helyen az IGF-1-kezelés fokozott foszforilaciot okozott, ezzel szemben a 40-es helyen

nem volt valtozas. **: p < 0,01
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osszefiiggésben

4.4.1. IGF-1 koncentracio valtozasa a szoptatassal és az azaltal indukalt

prolaktinnal dsszefiiggésben

4.4.1.1. IGF-1 és prolaktin koncentrdcio valtozasa szoptatas soran

Laktalé anyak (n=14) szérum IGF-1 és prolaktin koncentracidéit mértiik meg
szlilés utani 14. napon: a kolykok 4 ora hosszl izolacioja elétt, a kolykok visszaadasa
elétt, majd 15, 30 és 60 perccel a visszaadas utan. A kolykok elvalasztasa elott az IGF-1
koncentraci6 69,38+8,1 ng/ml és a prolaktin 142,86+14,3 ng/ml volt. A kolykok
izolacidja nem volt hatassal az IGF-1 szintre, ami 72,63+4,39 ng/ml volt az izolacio
végén, ezzel szemben a prolaktin a kordbban tapasztaltakhoz hasonléan nagyon
alacsony szintre csokkent: 12,46+2,3 ng/ml. A kolykok visszaadasa utan azonnal
megkezdddott a szoptatas, ami a prolaktin koncentracid gyors emelkedését valtotta ki,
amely mar 15 perc utan szignifikans volt és 30 perc utan érte el csucspontjat (ng/ml-
ben): 138,16+22,33 (15 perc utan), 200,98+27,28 (30 perc utan) és 133,83+21,08 (60
perc utan). Az IGF-1 koncentraci6 szintén szignifikans emelkedést mutatott a szoptatas
hatasara (ng/ml-ben): 79,98+5,56; 121,18+8,53 ¢és 97,65+10,08. Egyszempontos,
ismételt méréses varianciaanalizissel elemezve az eredményeket, kimutathatd hogy a
szoptatas hatassal volt az IGF-1 koncentraciora (F=10,8 és p < 0,001), amely 30 perccel
a kolykok visszatérése utan érte el maximumat (p < 0,001; Dunnett-féle post hoc

analizis) (17. abra).
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17. abra: Szoptatas indukalta IGF-1 és prolaktin szekrécio
A diagram az izolacidé és szoptatas fazisai alatt mért IGF-1 és prolaktin szinteket
mutatja. Ot alkalommal tortént vérvétel, ezt abrdzolja a vizszintes tengely nem
idéaranyosan: a kolykok elvétele elott, a kolykok visszaadasa eldtt 5 perccel, majd 15,
30 és 60 perccel a kolykok visszatérése, azaz a szoptatds kezdete utdn. Az IGF-1
koncentracidja nem valtozott az izoldcio alatt, mig a prolaktiné egy nagy alacsony
szintre csokkent. A szoptatas egy szignifikans emelkedést okozott a prolaktinnal mar 15

perc, az IGF-1 esetében 30 perc elteltével. ***: p < 0,001

4.4.1.2. A szérum IGF-1 szint korrelacidja a prolaktinszinttel szoptatas sordan

A kolykok visszaaddsa utan megkezdddd szoptatas jelentdés IGF-1 szérumszint
emelkedést indukalt, amelynek lefutdsa egyezett a prolaktinéval. Ezért megvizsgaltuk,
hogy van-e korrelacio a két hormon koncentracioja k6zott a szoptatas soran. Spearman-
féle rangkorrelacioval szignifikans eredményt kaptunk (p < 0,05), a korrelacios

koefficiens 0,29 volt (18. abra).
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18. abra: a szérum IGF-1 és prolaktin koncentracié korrelacioja
A pontfelhd diagram azon vérvételi mintak prolaktin és IGF-1 koncentracidit mutatja,
amelyeket 15, 30 és 60 perccel a szoptatas kezdete utan vettiink le. Szignifikdnsan

pozitiv korrel4ciot talaltunk a két hormon értékei kozott.

4.4.2. IGF-1 beadas hatasa periférias IGF-1 koncentraciora
4.4.2.1. Kronikus IGF-1 beadds hatasa a szoptatas indukadlta IGF-1 emelkedésre

Anyak egy csoportjanak (n=7) IGF-1-et adagoltunk icv., ozmotikus minipumpéak
felhasznalasaval, egy masik csoport (n=7) pedig kontrollként ACSF-et kapott. A
minipumpakat a sziilés utani 2. napon iltettiik be és csatlakoztattuk kaniilokhoz, majd a
14. napon mértilk meg a szoptatds indukalta IGF-1 szinteket, a korabban leirtakhoz
hasonld6 moédon és a kovetkez6 eredményeket kaptuk (ng/ml-ben): 88,31+9,46;
91,32+48,7; 78,5+9,14; 149,74+9,97; 77,51+6,05 a kontroll csoportban és 100,33+9,49;
95,34+9,53; 104,3+7,57; 110,13+9,03; 128,07+10,16 az IGF-1-el kezelt csoportban. Az
eredményeket kétszempontos, ismételt méréses varianciaanalizissel elemezve
kimutattuk, hogy mind a szoptatas (p < 0,001), mind a kezelés (p < 0,001) szignifikans
hatassal volt a szérum IGF-1 koncentraciora. Newman-Keuls post-hoc analizissel arra
jutottunk, hogy mig a kontroll csoportban 30 perc utan szignifikdnsan magasabb volt a
szérum IGF-1 szintje a szoptatas el6tti értékhez képest (p < 0,001), addig a kezelt

csoportban jelentds késés - maximum 60 perc utdn - és egy joval enyhébb, kevésbé
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szignifikans emelkedés (p < 0,05) volt észlelhetd. Ennek megfeleléen 30 perc utan a
kontroll csoport koncentracidja volt magasabb (p < 0,01), 60 perc utan a kezelt csoporté

(p <0,01) (19. ébra).
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19. abra: Kronikus icv. IGF-1 beadas hatasa a szoptatas indukalta IGF-1
szekréciora
A diagram az IGF-1 anyak IGF-1 szérum koncentracioit mutatja az izolacio és szoptatas
periodusai alatt. A vizszintes tengelyen az 5 vérvétel idOpontjat lathatjuk nem
idéaranyosan elhelyezve. A sziiletés utani 2. naptol tartd kronikus icv. IGF-1 beadas
megsziintette a szoptatas indukalta IGF-1 szekrécids csticsot, ami az ACSF-et kapott
kontrollok esetében 30 percnél tapasztalhatd. A diagram folott lathatdo kék csillagok
jelolik a kontroll csoport esetében a szoptatas kezdete eldtt és 30 perc szoptatds utdn
mért IGF-1 koncentraciok kozti szignifikans kiilonbséget. A 30 perces értek folotti
fekete csillagok azt mutatjak, hogy ebben az idépontban a kontrollok IGF-1
koncentréciodja szignifikdnsan magasabb volt a kezeltekénél. A kezelt allatokban 60 perc
utan szignifikdnsan magasabb volt a szérum IGF-1 koncentracidja a szoptatas kezdete
eldtti (piros csillagok a diagram f6lott) és a kontroll csoport ugyanezen idépontbeli

értékénél (fekete csillagok). **: p < 0,01; ***: p < 0,001
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4.4.2.2. Akut IGF-1 beadds hatasa a szoptatas indukdlta \GF-1 emelkedésre

A hosszu id6tartamt, folyamatos IGF-1 beadas utdn a gyors, akut IGF-1 hatést
vizsgaltuk meg. IGF-1-et (n=7), illetve ACSF-et (n=6) adtunk be icv. 5 perccel a
kolykok visszaadasa, azaz a szoptatas kezdete eldtt és megmértiik a szérum prolaktin és
IGF-1 szinteket a korabban mar emlitett elrendezésben. Az eredményeket kétutas,
repeated-measures ANOVA-val értékelve nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
szoptatds indukalta IGF-1, illetve prolaktin szintekben a két csoport kozott. Mindkét
csoportban 15 perccel a kolykok visszaaddsa utdn jelentésen emelkedtek a
hormonszintek. A szérum IGF-1 koncentraciok a kdvetkezOk voltak (ng/ml-ben):
51,4+7,79; 53,54+5,25; 83,8248,44; 86,66+£10,14 ¢és 97,12+10,82 IGF-1 kezelt
anyakban, valamint 54,09+10,21; 48,2+4,65; 78,16+7,55; 93,16+12,47 és 96,06+£8,33 a
kontroll csoportban. A szérum prolaktin koncentraciok a kovetkezok voltak (ng/ml-
ben): 108,16+17,2; 15,25+3,92; 102,87+36,92; 146,4+33,53; 115,2+29,98 IGF-1-el
kezeltekben és 124,68+6,33; 19,48+6,03; 118,42+31,97; 139,15+49,55; 135,48+23,84 a
kontrollokban (20. abra).
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20. abra: akut IGF-1 icv. beadas hatasa a szoptatas indukalta IGF-1 és prolaktin
szekréciora
szoptatasi periodusok alatt. A vizszintes tengelyen a vérvételek idépontjai 1athatok, nem
idéaranyosan abrazolva. A kolykok visszaadasa eldtt 5 perccel IGF-1-et (0,2 ng/ul),
illetve ACSF-et adtunk be icv. az anyaknak. A kezelés sem a prolaktin sem az IGF-1
koncentraciokra nem volt hatassal, a szoptatdas mindkét hormonnal 15 perc elteltével
szignifikans emelkedést okozott, mind a kezelt, mind a kontroll csoportban, és a magas

koncentraci6 60 percig fennmaradt. *: p < 0,05
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5. MEGBESZELES
5.1. Az IGFBP-3 indukcidja anyakban

Az IGFBP-3 egyike volt annak az 5 génnek, amelynek expresszidja
szignifikansan emelkedett volt laktalé anyak preoptikus teriiletén deprivalt anyakhoz
képest kutatocsoportunk egy kordbbi microarray kisérletében ¢és ugyanerre az
eredményre jutott egy masik vizsgalat is (Dobolyi 2009, Driessen és mtsai. 2014).
Mivel a microarray vizsgalatok sordn nagy a fals pozitiv eredmények ardnya (Wang és
mtsai. 2003), RT-PCR-el megmértiik az IGFBP-3 mRNS szinteket laktalo és deprivalt
anyakban a preoptikus teriileten. A microarray eredményt sikertilt validalni, ugyanis az
IGFBP-3 expresszidja haromszoros volt laktalo anyakban a deprivaltakhoz képest.
Emellett ISHH-val is sikeriilt igazolnunk az IGFBP-3 expresszi6 fokozodasat a medialis
preoptikus areaban (MPOA), pontosabban azon beliil a nucleus preopticus medialisban
(MPN) (Leko és mtsai. 2017). Mint mar korabban ismertettem, az MPOA fontos az
anyai adaptacio szabalyozasaban, ezért jogosan feltételezhettiik, hogy az IGFBP-3
megemelkedett expresszidja szerepet jatszik a kozponti idegrendszer anyai
MPN-ben talalhatok, annak is centralis és medialis, 3. agykamridhoz kdzelebbi részén.
Ezen a teriileten jelentdsen megnd az aktiv neuronok szama sziilés utan, illetve sziiz
ndstényekben is kolykok jelenlétében, ugyanakkor nem ez a legaktivabb régi6 az anyai
gondozas soran az MPOA-n beliil (Tsuneoka és mtsai. 2013). Az MPN centralis teriilete
bemenetét a hipotalamusz periventricularis zonajabol, a limbikus rendszer feldl, a
felszallé noradrenerg rostokbol és a bed nucleus of stria terminalisbol (BNST) kapja
(Simerly és Swanson 1986), ez utobbi az MPOA mellett szintén fontos szerepet tolt be
az anyai adapticid szabdlyozdsidban. Szamos helyre projicial, tobbek kozt az
anteroventralis periventricularis, anterior periventricularis, paraventricularis és arcuatus
magokba, a hipotalamusz ventromedialis és dorsomedialis magjaba, a PAG-ba, BNST-
be és VTA-ba (Simerly és Swanson 1988), tehat olyan helyekre, amelyek az anyai
viselkedést szabdlyozd neuronhaldzatok részei. A periventricularis €s arcuatus
neuronok, a paraventrikularis mag szintén neuroendokrin szempontbdl fontos a magno-
és parvocellularis sejtjei  miatt (AVP, oxytocin, CRH), a ventromedialis

hipotalamuszmag a bevezetében emlitett defenziv anyai neuronhalozat része, a PAG a
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kyphosis kivitelezésében fontos, a VTA pedig a mezolimbikus dopaminerg rendszer

részeként az anyai viselkedés célorientalt aspektusaban jatszik kulcsszerepet.

5.2. Az altalunk vizsgalt IGF-rendszer szerepe az anyai motivacio6

szabalyozasaban

Az IGF-1 anyai motivaciora kifejtett hatdsat vizsgaltuk a tovabbiakban, ezért
IGF-1-et, illetve egy IGFBP ligand inhibitort, NBI-31772-t adagoltunk icv.
folyamatosan, ozmotikus minipumpa segitségével. Ezaltal a szabad, effektiv IGF-1
mennyiségét noveltiik meg direkt modon, illetve indirekt uton, kotéfehérjéjének
gatlasaval. Az NBI-31772 nagyobb affinitassal tud kotédni az IGFBP-hez, felszabaditva
az IGF-1-et a funkcionalisan inaktiv komplexb6l (Malberg és mtsai. 2007). Ez a
modszer a preoptikus teriileten laktalé anyadkban nagyobb mértékben termel6dé IGFBP-
3-at tudta semlegesiteni, ravilagitva a megndvekedett expresszid lehetséges szerepére.
Az NBI-31772 nem IGFBP-3-ra specifikus IGFBP-inhibitor, ugyanakkor az
extracellularis térben az IGF-1 dont6 részét az IGFBP-3 koti meg, ezért hasznalhattuk
az IGFBP-3 szerepének vizsgalatara ezt az inhibitort. Hossza ideig tartd centralis
beadassal folyamatosan magas IGF-1 koncentraciot és biologiai hozzaférhetdséget
tudtunk biztositani a hipotalamuszban és habar az IGF-1 képes atjutni a vér-agy gaton,
mi nem alkalmaztunk periférias beadast, mivel az paradox mddon képes csokkenteni a
kozponti idegrendszeri IGF-1 szintet (Trueba-Saiz és mtsai. 2017). Az elnyujtott,
kronikus kezelés segitségével a hosszabb latenciaji, neuroplasztikus hatasok is
vizsgalhatoak voltak. Amig az akut centralis IGF-1, illetve NBI-31772 beadasnak
szorongascsokkentd (anxiolitikus) és antidepresszans hatasai vannak (Hoshaw és mtsai.
2008, Malberg és mtsai. 2007), addig a folyamatos adagolds a neuronok, példaul
dopaminerg sejtek tulélésére és plaszticitasara hat (Mysoet és mtsai. 2015, Quesada és
mtsai. 2008). Vizsgalataink soran nem is észleltiik ezeket az anxiolitikus hatasokat,
mivel az emelt keresztpallo tesztben egyik kezelés sem befolyasolta a nyilt karba
1épések szazalékos aranyat, ami a szorongéas mértékének fontos markere (Leko és mtsai.
2017).

A kezelések a kolyok visszahordasi tesztben novelték mind az elsd kolyok
felvételéig, mind az Osszes kolyok fészekbe valod visszahordasaig eltelt id6t (Leko és
mtsai. 2017). Ezek az eredmények azt jelentik, hogy az IGF-1 csokkentette az anyai

motivaciot, mivel a kolykok visszahordasa, mint célorientdlt viselkedés az anyai
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motivacio indikatora és az anyai adaptacio fontos eleme (Bridges 2015). Ugyanakkor a
spontan anyai viselkedés vizsgalatakor kideriilt, hogy az anyai viselkedés egyéb elemeit
nem befolyasolta a kezelés, illetve az emelt keresztpallo teszt eredményei azt mutattak,
hogy az allatok motoros aktivitdsa és szorongas-szerli viselkedése sem valtozott meg
(Leko és mtsai. 2017). Az, hogy a kolyok-visszahordads karosodasa nem jart egyiitt a
spontan anyai viselkedés és gondozas csokkenésével, az anyai magatartds ezen két
elemének egymastdl elkiiloniilt szabalyozasaval magyarazhat6. Mar régen kimutattak,
hogy az MPOA dorsolateralis kapcsolatainak szelektiv roncsolasa csak a kolykok
visszahordasat zavarta meg (Terkel és mtsai. 1979). A kdzépso posztpartum idészakban,
a 12.-21. nap kozott figyelhetd meg, hogy mig a visszahordas gyorsasaga fokozatosan
csokken, egyéb gondozo viselkedési formdak véltozatlan intenzitdst mutatnak. Ezt
magyarazhatnd egyszeriien az is, hogy az iddsebb, 6ndllobb helyvaltoztatisra képes
kolykoknek nincs sziiksége az anyjuk segitségére a fészekbe vald visszajutashoz, igy
nem érkeznek feldliikk olyan ingerek, amik a visszahordast irdnyitd neuronhaldzatok
milkodését fenntartanak (Numan 2015). Azonban egy érdekes vizsgalat mas
szempontokra mutatott ra: Na-csatorna gatlo, jelatviteli aktivitast csokkentd bupivacain
beadasa az MPOA-ba a sziilés utani 7. napon gyengitette, mig a 14. napon fokozta a
visszahordast (Pereira és Morrell 2009). Azt is kimutattdk, hogy a nyultveld Al, A2
katekolaminerg sejtcsoportjaibél az MPOA-ba érkezd noradrenerg rostok gatoljak a
kolykok visszahordasat, igy valdsziniileg a kozépsd-késd posztpartum iddszakokban e
rostok miikodésének gatlasa vezetett az elobb emlitett motivacidfokozodashoz (Smith és
mtsai. 2012). Tehat amig a noradrenerg neurotranszmisszid erésodik a sziilést kovetd
masodik héttél kezdve és ez fokozatosan csokkenti a kolykok visszahorddsanak
intenzitasat, addig a gondozd viselkedés vaéltozatlan marad. Az is felmeril az
eredményeink értelmezése soran, hogy az IGF-1 beadasnak, illetve az IGF-1 szintet
indirekt moédon emel6 NBI-31772 beadasanak miért nem volt szorongascsokkentd
hatasa az emelt keresztpalld tesztben, holott az irodalom alapjan ezt varhattuk volna
(Malberg és mtsai. 2007). Az anyai adaptacid soran csokken a szorongas, ez foleg az
elsd posztpartum héten figyelhetdé meg és a kolykok kozelségével, a feléjiik jovo
szenzoros ingerekkel és az anyai motivacioval van dsszefiiggésben. (Lonstein 2005). A
kolykok jelenléte az MPOA mar emlitett noradrenerg afferenseinek gatlasaval teszi
lehetévé, hogy az MPOA ¢és a BNST Kkifejthesse GABAerg gatld hatdsat a szorongést
eldsegité amygdalara és PVN-re (Lonstein 2007, Pawluski és mtsai. 2017). Az IGF-1

anxiolitikus hatasat vélhetdleg semlegesitette kisérleteink soran az anyai motivaciot
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csokkentd hatas, amely az anyai adaptacioval jard szorongascsokkenést gyengitette.
Amig a sziilés koriili hormonalis valtozasok elsdsorban az anyai viselkedést iranyito,
bevezetdben ismertetett neuronhaldézatok mikkodését inditjak be az MPOA-n keresztiil,
mas kevésbé feltérképezett faktorok felelosek az anyai viselkedés fenntartasaért a
posztpartum idészakban (Bridges 2015). Az altalunk vizsgalt IGF-rendszer valoszintileg
ez utobbiak kozé tartozik és egy 10 elemet jelent az anyai adaptacid kdzponti
idegrendszeri szabalyozasaban.

Felmeriil a kérdés, hogy az IGF-1 min keresztiil fejti ki anyai motivaciot
csokkentd hatasat a kozponti idegrendszerben. Az IGF-1 egy alapvetden aktivalo
tulajdonsagu faktor, igy valdsziniisithetd, hogy egy anyai viselkedést gatld sejttipus
miikddését serkenti az MPOA-ban. Erre a szerepre kézenfekvd lehetdségnek tlinnek a
bevezetoben mar emlitett MCH-neuronok. Az IGFBP-3-at expresszalo sejtek az MPN-
ben az MCH sejtekhez nagyon hasonld lokalizaciét mutatnak és ezen sejtek MCH
termelésének a feltételezett szerepe az anyai motivacid csokkentésében van a
posztpartum iddszak végéhez kozeledve. Az MCH beadédsanak rdadasul nagyon hasonld
hatdsai voltak az IGF-1 beadashoz, ugyanis az anyai adapticio elemei koziil csak a
kolyok visszahordast befolyasolta jelentdsen (Benedetto €s mtsai. 2014). Ezek alapjan
elképzelhetének tartjuk, hogy az IGF-1, illetve az IGFBP-inhibitor beadas az MCH
sejtek miikodését segitve csokkentette az anyai motivaciot. Laktald anydkban viszont
fokozodik ezekben a sejtekben az IGFBP-3 expresszidja, amely szekvesztralni képes a
perifériar6l vagy mas hipotalamikus teriiletekrol szarmazd IGF-1-et, semlegesitve

ezaltal az IGF-1 MCH-sejteket serkentd, anyai motivaciot gyengit6 hatasait (21. abra).

5.3. IGF-rendszer laktaciot befolyasolo hatasanak mechanizmusa

Az anyai adaptacio soran létrejovo élettani valtozasok egyik legfontosabb eleme
a laktacio, ezért kiillondsen fontosnak tartottuk annak vizsgalatat, hogy az IGF-1 milyen
hatassal van rd. Ragcsalokban a laktaciot a kolykok feldl jovo ingerek irdnyitjak, a
szoptatas jelentés emelkedést valt ki a szérum prolaktin koncentracidjaban (Cservenak
¢s mtsai. 2010). Az ACSF-el kezelt kontroll anyakban sikeriilt megfigyelniink ezt a
szoptatas indukalta kiugréo mértékii prolaktin szekréciot. Ezzel szemben az IGF-1-kezelt
allatoknal ez a prolaktinszint emelkedés szignifikansan kisebb volt, az IGF-1 jelentdsen

csokkentette a szoptatds indukalta prolaktin szekréciot. A kolykok egy ora szoptatas

alatti sulynovekedése is kisebb volt, ami az alacsonyabb prolaktinszint okozta csokkent
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tejtermelés kovetkezménye. Az, hogy az IGF-1 hipotalamikus szinten befolyasolni tudja
a prolaktin szekréciot, 4j eredménynek tekinthetd (Leko és mtsai. 2017). Kordbban az
IGF-1 hatasat reprodukcios folyamatokra mas apektusokbol mutattdk meg. A hipofizis
szintjén az IGF-l-nek van ismert hatdsa a laktdciora, itt a laktotrof sejtek
differencialodasat és osztodasat serkenti (Hikake és mtsai. 2009, Stefaneanu és mtsai.
1999). Mindemellett az IGF-1 szerepére a reproduktiv neuroendokrin funkciok
hipotalamikus szabalyozasaban mar korabbi kutatidsok is ramutattak, a gonadotropin-
releasing hormont (GnRH) termeld sejtek mitkodését befolyasolja. IGF-1 beadasa a
GnRH szekréciot serkentette (Hiney és mtsai. 1996, Hiney és mtsai. 2009), mig
antagonizaldsa csokkentette a pozitiv Osztradiol feedback-et és az azaltal kivaltott
luteinizalé hormon (LH) hulldmokat (Sun és mtsai. 2011, Todd és mtsai. 2007).

A laktacio esetén — a kolyok-visszahordashoz hasonldan — azt tapasztaltuk, hogy
az IGF-1 az anyai adaptacioval szemben hat, csokkenti a prolaktin szintet szoptatés
soran, ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a prolaktin szekrécidt hipotalamikus
szinten szabalyoz6 TIDA neuronok kifejezik-e az IGFBP-3-at, ugyanis az IGF-1 anyai
motivaciora kifejtett hatasanak elemzésekor lathattuk, hogy az IGFBP-3 nagyon fontos
szerepet  jatszott. In situ  hibridizdcidés  hisztokémiat kombinaltunk TH
immunhisztokémiaval és sikeriilt kimutatnunk, hogy a TH pozitiv TIDA neuronok
expresszalnak IGFBP-3-at (Leko és mtsai. 2017). A tirozin-hidroxildz enzim a
katekolamin szintézis elsd 1épésében tirozin - L-DOPA atalakuléast katalizalja és az
egész szintézis sebesség meghatarozo 1épése. Az L-DOPA-bol ezutin a DOPA
dekarboxildz enzim dopamint hoz létre. Teh4t a dopaminerg sejtekben TH és DOPA
dekarboxilaz is jelen van. Ez azt is jelenti, hogy egy TH pozitiv sejt nem feltétlentil
dopaminerg. Az arcuatus magban talalhatok olyan TH pozitiv sejtek, amelyekben nincs
DOPA-dekarboxilaz, ezeket L-DOPA sejteknek nevezziik. Azonban tudjuk, hogy ezek a
sejtek a ventrolateralis szubdivizioban vannak és nagyrészt GHRH pozitivak, a
dorsomedialis szubdivizioban viszont tulnyomoérészt olyan neuronok talalhatok, amik
TH mellett DOPA-dekarboxilazt is tartalmaznak, azaz dopaminszintézis torténik
(Ershov és mtsai. 2002, Komori és mtsai. 1991, Zoli és mtsai. 1993). igy
elhelyezkedésiik alapjan valdszintisithetjiik, hogy a TH sejtek, amelyek IGFBP-3-at
expresszalnak, dopaminerg sejtek, tuberoinfundibularis dopaminerg neuronok. A ko-
lokalizacids aranyokbdl az latszott, hogy nem minden TIDA sejt expresszal IGFBP-3-at
(67,3%), azonban a nucleus arcuatus dorsomedialis szubdivizidjaban megjelené IGFBP-

3 expresszi6 szinte kizarolag a TIDA sejtekhez kothet6 (85,9%) (Leko és mtsai. 2017).
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Ahhoz, hogy alatamasszuk hipotézistinket, miszerint az altalunk vizsgalt IGF-
rendszer szerepet jatszik a laktacid hipotalamikus szabalyozasaban, amellett hogy
kimutattuk az IGFBP-3 expressziot a TIDA sejtekben, tanulmanyoznunk kellett
valtozik-e ez az expresszio a laktacioval Gsszefliggésben. Ehhez in situ hibridizacids
hisztokémiat hasznaltunk, laktalé és deprivalt patkdny anyédkat hasonlitottunk Ossze.
Sikeriilt leirnunk IGFBP-3 expressziot a nucleus arcuatus mellett a PVVN-ben, raadasul
elobbiben szignifikansan nagyobb mértékben expresszalodott az IGFBP-3 laktalo
anyakban, mig a PVN-ben az expresszid mértéke nem fliggott a laktaciotol (Leko és
mtsai. 2017). A keringésb6l szarmazo IGF-1 el tudja érni a hipotalamusz sejtjeit, a
PVN-ben ki is tudtdk mutatni a perifériarél szdrmazo6 radiokativan jelolt IGF-1-et
(Reinhardt és Bondy 1994). Emellett az arcuatus magban és a PVN-ben is jelen van az
IGF-1R altal aktivalt sejten beliili utvonal egyik kulcseleme az IRS-1 (Baskin és mtsai.
1993). A PVN-ben azt is kimutattdk, hogy az oxytocin és vazopresszin sejtek
expresszalnak IGF-1-et, s6t IGF-1 immunpozitivak is, illetve autokrin/parakrin
hatasokat tud itt kifejteni az IGF-1 (Zhou és mtsai. 1999). A PVN teriiletén tehat
indokolhatdé az IGFBP-3, mint IGF-1-et befolyasolo faktor jelenléte, azonban
eredményeink szerint az IGFBP-3 szintje nincs a laktacioval Osszefiiggésben. A
dorsomedialis arcuatus mag TIDA sejtjeiben ezzel szemben laktacid soran nagyobb
mértékben expreszalodik IGFBP-3, feltételezésiink szerint azért, hogy az IGF-1
prolaktin szekréciot csokkentd hatasait semlegesitse.

Ezek utan azt vizsgaltuk meg, hogy az IGF-1 hogyan hat a TIDA neuronok
miikodésére €s ezaltal kozvetetten a prolaktin szekrécidra, milyen sejtszintli folyamatok
allhatnak az IGF-1 laktaciot hipotalamikus szinten csokkentd hatasa mogott. Az IGF-1
kotddése receptorahoz annak autofoszforilacigjahoz vezet, ami sejten beliili jelatviteli
utakat indit be. Legfontosabb a Ras-ERK1/2 és PI3K-Akt tvonalak aktivalasa. Az IGF-
1 a dopaminerg neuronok tulélését is ezen a két utvonalon keresztiil segiti, ezt
elsésorban eddig a nigrostriatalis dopaminerg rendszerben vizsgaltak (Ayadi és mtsai.
2016, Quesada ¢és mtsai. 2008). IGF-1 génterdpia ndstény patkanyok hipotalamikus
dopaminerg diszfunkcidjat is képes volt kezelni, csokkentve ezaltal az ennek
kovetkeztében megjelend hiperprolaktinémiat €s ndvelve a TH pozitiv neuronok szamat
(Herenu és mtsai. 2007, Schwerdt és mtsai. 2017). Mi arra az eredményre jutottunk,
hogy az IGF-1 fokozta a TH expressziot a TIDA sejtekben laktaldo anyakba ozmotikus
minipumpa segitségével icv. adagolva, illetve in vitro is hasonlo hatast tapasztaltunk

primer mediobasalis hipotalamikus sejtkulturakban (Leko és mtsai. 2017). Az IGF-1-r6l
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mar kimutattdk, hogy chromaffin sejtekben ndveli a TH mennyiségét, azonban ez a
hatas a hipotalamusz dopaminerg sejtjeinél eddig nem volt ismert (Dahmer és mtsai.
1991, Hwang és Choi 1995). Az IGF-1 kétédése receptorahoz aktivalja a Ras-ERK1/2
intracellularis jelatviteli utvonalat és az ERK a Nurrl (nuclear-receptor related 1),
illetve az AP-1 (activator-protein-1) segitségével tudja erdsiteni a TH gén
transzkripcidjat (Tekin és mtsai. 2014, Zhang és mtsai. 2007). Emellett az IGF-1 a TH
foszforilaciojat is fokozta a Ser31-es foszforilacios helyen in vitro, névelve ezzel az
enzim aktivitasat. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy az IGF-1 az ERK1/2 utvonal
aktivalasaval fokozta a TH enzim mukodését. Foszforilacids helyekre specifikus
antitesteket hasznaltunk a Western Blot analizisnél és jelintenzitasukat a TH-hez képest
fejeztiik ki. Az eredményekbdl lathatd, hogy a Ser31-es foszfo-TH mennyisége kozel
azonos volt a TH-el, mig a Ser40-nél sokkal jelentdsebb volt. Ezenkiviil az IGF-1
kezelés szignifikdnsan emelte a Ser31-nél foszforildlt TH mennyiségét a
sejtkultarakban. Ezaltal a TIDA sejtekben nagyobb mennyiségii dopamin termelédhet
IGF-1 hatasara. Ez egy gyors, dopaminerg sejteket aktivalo hatasa az IGF-1-nek, amit
eddig még nem mutattak ki (Leko és mtsai. 2017).

A TH enzim expresszidjanak és foszforilacidjanak nagyon fontos szerepe van a
laktacios hiperprolaktinémia fenntartasaban és a szoptatds indukalta prolaktin
szekrécioban. A prolaktin negativ visszacsatolast képes megvaldsitani, azaltal hogy
serkenti a TIDA sejtek miikodését: noveli a TH expressziojat, fokozza a sejtek tiizelési
frekvenciajat és ennek kovetkezményeként a dopamin felszabadulast a portalis
keringésbe. Laktacié idején a prolaktin ugyanugy tudja emelni a TIDA neuronok
tiizelési frekvencidjat, azonban ez nem jar dopamin felszabadulassal, a negativ feedback
valtozas a laktacidhoz kothetden (Romano €s mtsai. 2013), viszont a dopaminszintézis
joval kisebb mértékii. Laktacio alatt a TH expresszioja és foszforilacidja mellett az
altala szintetizalt L-DOPA mennyisége is jelentésen csokken, 4 ora szeparacidé a
kolykoktdl azonban mindharom értéket megemeli (Demarest és mtsai. 1983, Feher és
mtsai. 2010, Wang és mitsai. 1993). Tehat a szoptatds sordn tapasztalt kisebb
mennyiségli dopaminszekréci6 a TH enzim alacsonyabb expressziojanak €s
aktivitasanak a kovetkezménye. Ezaltal a hipofizis prolaktin szekrécidja felszabadul a
gatlds alol és a magasabb prolaktinszint nem képes negativ visszacsatoldst

megvalositani, igy szoptatds hatasara jelentdsen megemelkedhet a prolaktin
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koncentracio a vérben. Az IGF-1 a TH expresszio fokozasaval és foszforilacid altali

aktivacigjaval tudja a szoptatas indukalta prolaktin szekréciot csokkenteni (21. abra).

5.4. Az IGF-1 szérumbeli koncentracidjanak valtozasai a laktacioval

osszefiiggésben

Tovéabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogyan valtozik a szérum IGF-1
koncentracioja a szoptatas alatt. Az IGF-1 képes atjutni a vér-agy gaton ¢és hatni a
hipotalamuszban. Ezt a hatast képes az ott termeldédott IGFBP-3 lokalis szinten
befolyasolni. Kimutattuk, hogy az IGF-1 serkenti a TIDA sejtek miikodését és ezaltal
csokkenti a szoptatas indukalta prolaktin szekrécidt, ezt a hatasat az IGF-1-nek pedig ki
kell védeni. Igy az volt a hipotézisiink, hogy azért van sziikség az emelkedett IGFBP-3
expressziora, mert az IGF-1 szintje is valtozik laktacio soran.

Feltételezésiinknek megfeleléen kisérleteink soran elséként sikeriilt leirnunk a
szoptatas indukalta IGF-1 szekréciot, amely 30 perc utan éri el csucspontjat (Leko és
mtsai. 2017). Habar laktalo és nem laktald anyak szérum IGF-1 szintje kozott nincs
szamottevd kiilonbség (Escalada és mtsai. 1997), a kolykok 4 6ra hosszl izolacidja utan
elkezd6d6 szoptatds egy jelentds, hullamszerii IGF-1 szekrécidt valt ki, amely
maximumat 30 perc utan éri el, és 60 perc utan lecseng. Ez az id6beli lefolyas nagyon
hasonlit a szoptatas indukalta prolaktin szekréciora és talaltunk is szignifikans pozitiv
korrelacidt a két hormon szérumbeli koncentracidi kozott a szoptatds soran (Leko és
mtsai. 2017). A szérumszint gyors emelkedésének forrasa a maj lehet, ugyanis ez a
szerv termeli a keringd IGF-1 70%-at (Yakar és mtsai. 1999). A szoptatas kétféle
modon is képes indirekt Gton indukdlni az IGF-1 szekréciot. Egyrészt a szoptatds a
GHRH serkentésével GH szekrécidhoz vezet (Terry és mtsai. 1977, Wehrenberg és
Gaillard 1989), ami fokozza az IGF-1 felszabadulast és termelddést, masrészt a
prolaktin is képes ugyanerre a majban (Murphy €és mtsai. 1988). A szoptatds indukalta
IGF-1 szekrécionak élettani jelentdsége is lehet tekintettel a bevezetében emlitett
laktotrof sejteket, illetve az emlOmirigy lobulo-epithelialis sejtjeit érintd pozitiv
hatasaira.

A szoptatds indukalta IGF-1 szekrécié hatterében allo lehetséges szabalyozo
mechanizmusokat is megvizsgaltuk. Hosszabb id6n keresztiil folyamatosan adagoltunk
IGF-1-et icv., ozmotikus minipumpa segitségével, ahogy tettiik azt korabbi kisérleteink

soran. Ez a kronikus IGF-1 beadds gyakorlatilag megsziintette a szoptatds indukalta
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IGF-1 szérumszint-emelkedést (Leko és mtsai. 2017). Bar 60 perc utan szignifikansan
magasabb volt az IGF-1 koncentracid, mint a szoptatas kezdetekor, kérdéses hogy ez az
emelkedés biologiailag is szignifikans-e, azaz a szoptatds indukalta cstcs csak
megkésett, vagy pedig ez csak egy fiziologids ingadozas kdvetkezménye. A 60 percnél
késobbi hatasok feltérképezéséhez tovabbi kisérletek sziikségesek. A kronikus IGF-1
adagolas kifejthette ezt a hatast a GH vagy a prolaktin szekrécid csokkentésén keresztiil
is. A novekedési hormon tengelyen beliil az IGF-1 negativ visszacsatolassal hat a GH-
ra. 2 Oraval a kisérletek el6tt icv. beadva csokkenti a GH pulzusok amplitadojat (Abe és
mtsai. 1983), illetve egy héten keresztiil icv. adagolva a hipotalamuszban csokkenti a
GHRH ¢s fokozza a szomatosztatin expresszidjat (Sato és Frohman 1993), igy
kozvetetten csokkenti a GH szekréciot. Azt pedig sajat kisérleteinkbdl tudjuk, hogy az
IGF-1 csokkenti a szoptatas-indukalta prolaktin szekréciot is (Leko és mtsai. 2017).

Az IGF-1 beadasa kozvetleniil a szoptatds kezdete eldtt ezzel szemben
hatastalannak bizonyult: nem hatott a szoptatds indukalta IGF-1 é&s prolaktin
szekréciora. Ennek oka az lehet, hogy az IGF-1 génexpresszios szinten fejtette ki hatasat
mind a GHRH-ra és szomatosztatinra, mind pedig a TH enzimre és altaluk kozvetve a
GH és prolaktin szekréciora. Ennek a hatasnak a megjelenéséhez pedig tul rovid 1d6 allt
rendelkezésre. Mindemellett a szoptatas indukalta IGF-1 és prolaktin szekrécid gorbéje
mas lefutdst mutatott még a kontroll allatokban is, mint icv. beadas nélkiil, vagy
kronikus beadas esetén. Mar 15 perccel a szoptatds kezdete utan szignifikans
emelkedést tapasztaltunk mindkét hormon esetében €s ez a magas szint megmaradt 60
perc utan is (Leko és mtsai. 2017). Ezt a gorbék lefutdsaban tapasztalt kiillonbséget
magyarazhatja az akut icv. beadas okozta stressz: meg kell fogni az allatokat, valtozik a
liquor mennyisége rovid id6 alatt. A stressz fokozhatja a prolaktin szekréciot (Freeman
és mtsai. 2000), ami a kortikoszteronnal egyiitt hozzajarulhat az IGF-1 szint magasan
tartasahoz 60 percnél hosszabb ideig.

Tehat a szoptatds akar a prolaktin, akar a GH szekrécié fokozéasan keresztiil
kronikusan adagolt IGF-1 képes gatolni vagy a TIDA sejtek dopamintermelésére hatva
a prolaktin kozvetett gatldsaval, vagy pedig a GH-ra hatva negativ visszacsatolassal. A
szoptatds kovetkeztében tapasztalhato magasabb IGF-1 szérumszint kedvezd hatassal
van a hipofizis laktotrof sejtjeinek prolaktintermelésére, illetve az emlOmirigy
tejelvalasztasara, vérkeringésére és lobulo-alveolaris epithelsejtjeinek talélésére. A

hipotalamuszban azonban a TIDA neuronokban serkentené a TH enzim expresszidjat €s
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foszforilacié altali aktivalodasat, ezaltal a dopamintermelést, ami viszont a hipofizis
laktaci6 soran nagyobb mennyiségli IGFBP-3 expressziora a TIDA sejtekben (21. abra).

Ez a hipotézis egy kiilonleges neuroendokrin szabalyozasi formara vilagit ra:
neuronok képesek egy adott hormon rajuk iranyul6 hatasait gatolni oly moédon, hogy
megnovelik kotéfehérjéjének kifejez6dését. Mas hormonok esetén is vannak hasonld
megfigyelések a hipotalamuszban. A kortikoszteroid-koté globulin (CBG) képes
befolyasolni a stresszhormon miikodését (Jirikowski és mtsai. 2007, Sivukhina és
— SHBG) is ismert a kozponti idegrendszeri jelenléte (Herbert és mitsai. 2005).
Expresszidja a hipotalamuszban a reproduktiv allapotnak megfelelden valtozik, igy
szerepe lehet az ovaridlis szteroidok centralis hatdsainak befolyasoldsaban (Sendemir és
mtsai. 2006).

Eredményeink tehat a laktacio és anyai viselkedés szabalyozasanak olyan, eddig
nem ismert elemére mutatnak rd, amely altal kozelebb juthatunk a bevezetd soran
emlitett, anyai magatartast érintd, diszfunkciondlis anyai adaptacidval jard korképek

sikeres klinikai kezeléséhez.
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csokkent anyai csokkent prolaktin
motivacio szekrécio

B.

ac

Ty
o _IGFBP-3| 0 -
| TIDA,j IGFBP-sl@

1

fokozott anyai fokozott'prolaktin

motivacio szekrécio

21. abra: a laktaci6 és anyai motivacio IGF-rendszer altali szabalyozasanak
lehetséges modellje

A: Szliz néstényekben és deprivalt anyakban a hipotalamikus, vagy keringésbol
szarmazo IGF-1 fokozza anyai motivaciot gatld, feltehetéleg MCH-neuronok MCH
expressziojat a preoptikus teriileten ¢s a TH enzim expressziojat, illetve foszforilacio
altali aktivalasat a TIDA neuronokban. Igy ezek a sejtek tsbb MCH-t, vagy dopamint
termelnek, ami gatolja az anyai motivaciot és a prolaktin szekréciot

B: Laktalo anyakban az MCH ¢és TIDA neuronokban emelkedik az IGFBP-3
expresszidja, ami semlegesiteni tudja az IGF-1 hatasait. Az IGF-1 MCH- és TIDA
stimuldlé hatdsai megsziinnek, ennek kovetkeztében az MCH és dopamin termelés
csokken, igy az anyai motivacio és a prolaktin szekrécid felszabadulhat a gatlas alol. A
szoptatds alatt hidba emelkedik meg az IGF-1 szint a keringésben, a hatasokat
semlegesiteni tudja a nagyobb mértékben termel6d6 IGFBP-3.

ac — commisura anterior, Arc — nucleus arcuatus, f — fornix, MPN — nucleus preopticus

medialis, och — chiasma opticum, 3V — 3. agykamra

81



DOI:10.14753/SE.2018.2171

6. KOVETKEZTETESEK

1. Anyékban fokozddik az IGFBP-3 expresszidja a medialis preoptikus areaban,
illetve az arcuatus mag dorsomedialis szubdiviziéjaban. RT-PCR-el igazoltuk a
preoptikus teriiletr6l szarmazd microarray eredményeket, ISHH-val pedig
lokalizéltuk a megnovekedett IGFBP-3 expressziot a nucleus preopticus

medialisba és az arcuatus mag TIDA neuronjaiba.

2. IGF-1, valamint IGFBP-3 antagonista elnytjtott idejii centralis beadasa novelte
a kolykok visszahordasahoz sziikséges i1d6t, azaz csOkkentette az anyai
motivaciot. A hatds specifikus volt az anyai motivaciora, ugyanis a spontan
anyai viselkedést, a szorongés-szerii viselkedést és az altaldnos aktivitast nem

befolyasolta.

3. Hosszu ideig tartdé IGF-1 kezelés csokkentette a szoptatds indukalta prolaktin

szekréciot.

4. Az IGF-1 a TIDA sejtekben serkenti a dopaminszintézis szempontjabol

crer

enzim aktivald hatasu foszforilaciojat a Ser31-es helyen in vitro.

5. Elsoként sikeriilt leirnunk a szoptatds indukalta IGF-1 szekréciot. Az IGF-1
szérumbeli koncentracidja jelentds emelkedést mutat a szoptatas kezdetétdl és
30 perc utdn éri el csucsat, szignifikans korrelaciét mutatva a prolaktinnal.
Elnyujtott idejli centralis IGF-1 beadas megsziintette ezt az indukciot. Ezzel
ellentétben az akut, rovid idével a szoptatas el6tt tortént IGF-1 beadas nem volt

hatdssal sem a prolaktin, sem az IGF-1 szekréciora.
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7. OSSZEFOGLALO

A sziilés utani, Gn. anyai adaptacié soran az idegrendszer alkalmazkodik a
megvaltozott allapothoz, ennek kovetkezményei jelentds viselkedésbeli és élettani
valtozasok, amelyek patkanyban, mint modellallatban kivaléan vizsgalhatoak.
Mindezekért egy komplex neuronhalézat felelds, aminek kulcspontjai az anyai
motivacié esetében a medialis preoptikus area (MPOA), mig laktacional az arcuatus
mag. Ujraértékelve kutatocsoportunk preoptikus teriiletrél szarmazé korabbi microarray
vizsgalatanak eredményeit, hipotézisiink az volt, hogy az inzulinszerli ndvekedési
faktor-1 (IGF-1) szerepet jatszik a kozponti idegrendszer anyai adaptacidjaban. Az IGF
3-as tipusu kotéfehérjéjének (IGFBP-3) - amely a legfontosabb kotofehérje és gatolni
képes az IGF-1 hatasait - a microarray soran tapasztalt expresszidé novekedését az anyai
motivacio szempontjabdl fészerepet jatszo MPOA-ban sikeriilt igazolnunk RT-PCR-el,
emellett a medialis preoptikus magba (MPN) lokalizadltuk az IGFBP-3-at kifejezd
sejteket. IGF-1 és egy IGFBP-3 ligand inhibitor (NBI-31772) elnytjtott idejii centralis
beadasa novelte a kolykok fészekbe torténd visszahordasanak idejét, azaz specifikusan
csokkentette az anyai motivaciot. Az IGF-1 beadas emellett a szoptatds indukalta
prolaktin szekréciot is szignifikdnsan csokkentette, aminek kovetkezménye volt a
kolykok kisebb mértékii stilygyarapodasa egy oOra szoptatas alatt. A prolaktin szekréciot
hipotalamikus  szinten az arcuatus mag dorsomedialis részén talalhato
tuberoinfundibularis dopaminerg (TIDA) neuronok szabalyozzak, amelyekrol
kimutattuk, hogy laktdlo anyadkban joval nagyobb mennyiségben expresszaljak az
IGFBP-3-at kozvetlenill a sziilés utan kolykeiktdl elvalasztott (deprivalt) anyakhoz
képest. Az IGF-1 fokozta ezekben a sejtekben a dopamintermelésben kulcsszerepet
jatszo tirozin-hidroxilaz (TH) enzim expresszidjat, akarcsak in vitro vizsgalataink soran
primer mediobasalis hipotalamikus sejtkultiraban, ahol az enzim foszforilacio altali
aktivalasat is serkentette. Elsdként sikeriilt leirnunk a szoptatds indukalta IGF-1
szekréciot, amely korrelal a prolaktinéval. A szérum IGF-1 szint 30 perccel a szoptatas
kezdete utan éri el cstcsat, a hosszl ideji centralis IGF-kezelés pedig gatolja ezt a
hullamot. Az akut IGF-1 beadasnak ezzel szemben nem volt hatasa egyik hormon
szoptatas indukalta valtozasaira sem. Tehat szoptatas soran emelkedik a szérum IGF-1
koncentracidja ¢€és ez centralisan az anyai adaptacid ellen fejthet ki hatast,
feltételezhetéen ezért emelkedik meg az IGFBP-3 expresszioja az arcuatus magban €s a

MPOA-ban.
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8. SUMMARY

Postpartum physiological and behavioral changes in the mother are important
part of the reproduction and the central nervous system has to accommodate to these
severe changes. This accommodation is called as maternal adaptation of the central
nervous system. It is organized by complex neuronal circuits including the medial
preoptic area (MPOA) and arcuate nucleus which are responsible for maternal
motivation and lactation, respectively. We re-evaluated our previous microarray study
of the preoptic area comparing lactating and pup-deprived rat dams (mothers whose
pups were taken away right after delivery) and hypothesized that insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) could play a role in maternal adaptation of the central nervous system.
We succeed in validating the results of the microarray study with RT-PCR, because IGF
binding protein-3 (IGFBP-3) — which is the major carrier protein of IGF-1 and can
inhibit its effects by sequestration - showed higher expression in MPOA of lactating
mothers and its MRNA was localized to the medial preoptic nucleus (MPN) with in situ
hybridization histochemistry. Prolonged intracerebroventricular (icv.) administration of
IGF-1 and an IGFBP-3 ligand inhibitor (NBI-31772) lengthened the pup-retrieval time
which means a specific reduce in maternal motivation. Furthermore, IGF-1
administration decreased suckling-induced prolactin release and consequently the
weight gain of pups during 60 minutes of suckling. Prolactin secretion is under the
hypothalamic control of tuberoinfundibular (TIDA) neurons of dorsomedial arcuate
nucleus and we showed the maternal induction of IGFBP-3 expression in these cells.
IGF-1 elevated the expression of tyrosine-hydroxylase (TH) in TIDA neurons in vivo
which is important because TH is the rate-limiting enzyme of dopamine synthesis. In
addition, we discovered the same induction and increased activation of TH by
phosphorylation according to IGF-1 administration with in vitro experiments in primary
mediobasal hypothalamic cell cultures. Our novel finding was the description of
suckling-induced IGF-1 release, which correlates with prolactin, reaches its maximum
30 minutes after the start of suckling and is diminished by prolonged icv. IGF-
treatment. However, acute IGF-1 administration had no effect on suckling-induced
changes of these two hormones. In conclusion, IGF-1 serum level is increased during
suckling, which would inhibit maternal adaptation in the central nervous system.
IGFBP-3 induced in MPOA and arcuate nucleus may be able to counteract this action of

IGF-1 by possibly sequestering it from the extracellular space.
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