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1. Bevezetés
A stressz fogalma a mindennapi életben széles korben elterjedt, gyakran halljuk,

olvassuk ezt a szot. Kiilonb6z6 tudomanyteriiletek is hasznaljak, bar a mai napig nincsen
altalanosan elfogadott definicidja. A stresszt az élettudomanyok altal definialtan, mint
betegséget, sajatos korallapotokat kivaltd tényezot tekinthetjiik. Az altalanos vélekedéssel
ellentétben a stressz maga nem betegség, hanem egy betegségsorozat elinditdja lehet,
ugyanakkor a kronikusan fennéllo betegségek komoly megterhelést jelentenek a szervezet
szamara ¢€s a kronikus stresszre jellemzd tiinetegyiittest hozzak 1étre. Ismert, hogy a tartésan
stressznek Kkitett személyek immunrendszere legyengiil, gyakrabban jelennek meg
fertézések, és a rakos megbetegedések szama is novekszik [1]. A kronikus stresszel
kapcsolatba hozhato betegségek kozé sorolhatd a gyomorfekély [2], a magyar lakossagot is
egyre nagyobb szamban érinté magas vérnyomas [3] és cukorbetegség is [4]. Régota ismert
tény, hogy a stressznek a termékenység szabalyozasaban is nagy szerepe van [5]. A
pszichiatriai rendellenességek koziil a depresszié [6], a skizofrénia [7], a post traumas
stressz betegség [8] és a szorongasos korképek kialakuldsaval hozhato Osszefliggésbe. A
probléma Osszetettségét mutatja, hogy az emlitett mentalis betegségek tovabbi fizikalis és
mentalis problémakat vonzanak maguk utan (,,enyhébb” esetben a dohdnyzast, az
alkoholizmust, a drogfiiggdséget, szélsdséges esetben az Ongyilkossagot, on- ¢&s
kozveszélyességet), amelyek - mintegy 6rdogi korként - maguk is stresszként szolgalnak a
szervezet szamara.

Az Egészségiigyl Vilagszervezet eldrejelzése szerint egy évtized mulva a stresszel
igen szoros kapcsolatot mutatd depresszid lesz a fejlett vilagban az egyik leggyakoribb
betegség [9]. A felnétt lakossag 6-15%-a esik at életében egyszer egy depresszids epizodon
[10]. Magyarorszagon kb. 400 000 depresszios beteg van, de csak toredékiiknél ismerik fel
a betegséget, és még kevesebb azok szama, akik a megfeleld terapiaban részesiilnek.
Munkank soran Selye Janos elméletébdl kiindulva [11] a stresszt a szervezet bonyolult és

Osszetett valaszanak tekintjliik minden, a szervezetet érintd negativ kihivasra.
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1.1. Stresszelméletek

Fontos tudomanytorténeti mozzanat volt az a felismerés, hogy az €16 szervezet mind
a belsd bioldgia rendszerének valtozasaira, mind pedig a kiils6 kdrnyezetbdl érkezd
negativ, esetenként pozitiv ingerekre, valtozasokra azonos modon képes reagalni. Selye
Janos fogalmazta meg az ,,altalanos adaptaciés szindroma elméletét” és a ,,Stressz”
fogalmat, mellyel 6rokre beirta magat a tudomanytorténetbe [11]. Alapveté megfigyelései
koz¢ tartozott az, hogy kiilonféle ingerek — az ingerektdl fiiggetlen modon - nagyon hasonld
valaszreakciokat valtanak ki a szervezetben. Ezek a mellékvesék megnagyobbodadsa, a
csecsemomirigy visszafejlodése, a gyomrot €s a beleket érintd fekélyek megjelenése. A
kivaltd ingercket stresszornak, ezen tiineteket Osszefoglald néven pedig ,, stressz-
szindromdnak” nevezte el és a gliikkokortikoid hormonok tartds és fokozott elvalasztasaval
hozta kapcsolatba. Felismerte azt is, hogy a gliikokortikoidok alapveté fontossaguak a
szervezet védekezoképességének fenntartasaban. Bar a gliikokortikoidok szerepe bizonyos
¢lettani funkciok vonatkozasaban jol ismert - a kardiovaszkuldris tonus fenntartasa, az
Immunrendszer mikodésének gatlasa, energia raktar mobilizalas - a stresszfolyamatok
vonatkozasaban napjaink kutatasainak sikertil Gijjabb és tijabb kérdésekre valaszt adnia.
Selye munkéssadgabol kiindulva, illetve vele parhuzamosan szdmos mas stresszelmélet
1étezik, melyek mas és mas nézOpontbol kozelitik meg és értelmezik a stressz fogalmat.

Alan Munck elmélete szerint a gliikokortikoidok elsédleges funkcidja egy sajatos
,,onkorlatozo” szerep a stresszre adott valaszokban. Vagyis megakadalyozzak azt, hogy
ezen valaszok elszabaduljanak és a szervezetben lejatszodo folyamatok karosak legyenek
az egyénre nézve. Munck ezen elméletét latszanak alatamasztani azok a kisérletek, melyben
a glikokortikoidok tartés elvonasa kronikus gyulladdasos korképek megjelenését
eredményezi [12].

Bruce McEwen sajatos oldalrol kozeliti meg a homeosztazis fennmaradasanak és a
stressznek a kérdéskorét. Elméletében egy homeosztatikus €s egy allosztatikus rendszert
jelenit meg. A homeosztatikus rendszerben a paraméterek csak egy nagyon sziik
tartomanyon beliil valtozhatnak, és ezen paraméterek mérhetetleniil nagy valtozasai az

egyed halalat is okozhatjak. Az allosztatikus rendszerben azonban a paraméterek egy



tagabb tartomanyon beliil képesek a valtozasra és éppen ezek a valtozasok lesznek azok,
amelyek allandosagot biztositanak az egyed szamara. Ebben a megkdzelitésben az endokrin
rendszer és ezen beliil is a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HHM tengely) az
allosztatikus rendszerek mintapéldaja. Egyes kutatok szerint az allosztazis jelenségének
1étezése kérdéses, fogalmanak bevezetése sziikségtelen [13].

Elgondolkodtatdo modellt allit fel Gerald Hiither. A stresszt nem a homeosztatikus
paramétereket befolydsold folyamatnak irja le, hanem mint a torzsfejlédés, a szelekcid
egyik eszkozét [14]. Elméletében arra vilagit ra, hogy minden egyed rendelkezik egy
ugynevezett ,,archaikus stresszvalasszal”, mely genetikailag kodolt, ennél fogva sziik
keretek kozé szoritott. A torzsfejlédést kovetve, a magasabb rendli gerincesek felé haladva
az archaikus stresszvalasz egyre bonyolultabb viselkedési mintazatokkal egésziil ki. Vagyis
a stressz jelentdsége ebben a modellben az, hogy a stresszvalasz soran bekovetkezo
sajatsagos tanulasi folyamatok megvaltoztatjak az egyedek viselkedési stratégiait és az
egyed eljuthat a stresszhez vald adaptacid szintjére (kontrollalhatd stressz). Amennyiben
azonban az egyed tartos stresszhelyzetben van, stlyos patologiai valtozasok alakulhatnak
ki. Ilyenek példaul a gonadotrép funkciok csokkenése, a depresszid, melyek
nagymértékben csokkentik az egyed szaporodasra vald képességét, ezaltal az adott
genotipus eltlinhet a populaciobol. Hiither elméletét alatamaszthatja, hogy a
stresszfolyamatokban kitiintetett szerepti glitkkokortikoidok receptorai legnagyobb szamban
a tanulasi, emociondlis folyamatokban kozponti szerepet jatszé limbikus teriileteken

talalhatoak [15].

1.2. Stresszorok

Meglehetdsen nehéz dolgunk van, ha arra késziiliink, hogy a kiilonb6zd
stresszorokat  csoportositsuk, hiszen rengeteg szempont szerint tehetjiik ezt.
Csoportosithatjuk  6ket intenzitasuk (er6s vagy gyenge) alapjan. Beszélhetiink
pszicholégiai (pl. ujdonsag stressz, szocialis elkeriilés), fizikai (pl. ,,foot-shock”, fertézés,
vérzés [16]), metabolikus (pl. hipoglikémia, hipertonias s6 injekcio, ¢hezés [17])

stresszrol. Lehet a stressz kognitiv (pl. mozgaskorlatozas - restraint), vagy nem Kkognitiv
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(pl. fertézés) [18]; illetve szisztémas (pl. ozmotikus stressz stimulus vagy kardiovaszkularis
veszélyhelyzet) vagy neurogén (fizikai, pl. immobilizacio) [19].

A stresszkutatds mai nézetei szerint alapvetden két f6 irdnyvonalat vazolhatunk fel a
stresszorok csoportositasaban. A csoportositas alapja az, hogy vajon a stressz
feldolgozasaban magasabb eldagyi struktarak (pl. limbikus teriiletek) részt vesznek-e vagy
sem. A fizikai stresszorok valamely homeosztatikus paraméter viszonylagos allanddsagat
veszélyeztetik, ezek példaul metabolikus, ozmotikus, immunoldgiai megterhelést
jelentenek. Jellemzd, hogy az agykérgi aktivacid minimalis, a stresszorok kozvetleniil
aktivaljak az agytorzsi viszceroszenzoros kdzpontokat. Innen az ingeriilet egyszerti, néhany
neuronos palydkon keresztiil jut el a HHM tengelyhez. A neuronalis bemenetek tobbfélék
lehetnek és az aktivalt teriiletek is a stresszor természetétdl fiiggnek. A baroreceptorok, a
tapcsatorna, a sziv, a mdj, a légzérendszer kemoreceptorai a nucleus tractus solitarii-n
keresztiil érik el a hipotalamuszt [20, 21]. A plazma ozmolalitds valtozasai a
cirkumventrikularis szervekre vannak hatassal [22], mig a testhémérséklet valtozasai a
hipotalamusz termoreceptiv teriileteit aktivaljak [23].

Pszichogén stresszorok példaul a megszokottdl eltéré kornyezet, a bezartsag,
immobilizaci6. Ebben az esetben sokkal Osszetettebb szomatoszenzoros (esetenként
nociceptiv) ingerek azok, melyek a HHM tengely fokozott miikodését valtjak ki.
Pélyakovetéses ¢és 1ézios vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a prefrontdlis
cortex, a hippokampusz, az amigdala elsédleges szerephez jut ezen stresszorokra adott
endokrin valaszok kialakitasaban [24-27].

Noha az eldbb emlitett két f6 csoportba besorolhatjuk valamennyi stresszort, valdjaban
minden stimulus fizikai és pszichogén elemeket egyarant magaba foglal eltéré aranyban.

Még az irodalom sem egységes a stressz idébeni fennallasanak megitélésével
kapcsolatban. Ezen szempont alapjan beszélhetiink akut, kronikus, valamint a két
kategoria kozé esé szubakut stresszrdl. Az irodalom nagy része az akut stresszfolyamatok
tanulmanyozasarol szol, hiszen ez kivanja a legkevesebb munkat és ez okozza a
legkevesebb szenvedést az allatoknak. Nehézséget jelenthet azonban az akut stressz
megfogalmazasa: az allatok 0j kornyezetbe helyezése torténhet 5-10, de akar 30-60 perces

idStartamra is, és egy immunvalaszt kivaltd egyszeri lipopoliszacharid (LPS) injekcio
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aktivalo hatasa még napok mulva is kimutathato. Altalanos kovetkeztetések levonasahoz
célszerti tobbféle stresszor Osszehasonlitdsa, akkor is, ha mindegyiket akut hatastinak
tekintjiik is.

A human patofizioldgias vonatkozdsok szempontjabol azonban sokkal nagyobb a
jelentdsége a kromikus stressznek. Az allatkisérletekben alkalmazott iddskala itt is elég
széles. Az 5 naptol (streptozotocinnal kialakitott cukorbetegség [28]) az 5-9 hétig (a
depresszid6 modellnek szamitdo kronikus enyhe stressz [29]) sokféle idétartammal
talalkozhatunk az irodalomban. Az ismétlddések hatasara haromféle valaszkészség valtozas
johet létre. 1.) az ismétlédd stresszorra deszenzitizacid, mig egy 0j stimulusra fokozott
érzékenység johet létre. 2.) az ismétlddd ingerre ugyan nincs adaptacio, de az 0j ingerre
hiperaktivitds figyelheté meg, mely fOként ismételt fijdalmas ingerekre, és inzulin
hipoglikémia esetén alakul ki. 3.) csokkent, elnyujtott stresszhormon valasz [30]. Mivel
mindharom esetben a HHM tengely miikddése eltéré mértékben, de megtartott, ezért
feltételezték, hogy a szabalyozds oly modon valtozik, hogy a megemelkedett
gliikokortikoid szintek negativ feedback hatasa kevésbé érvényesiil. Kimutattak, hogy a
hipotalamuszban a neuropeptidek &sszetétele eltolodik. A gliikokortikoidok negativ
visszacsatolasara kevésbé érzékeny vazopresszin (arginine vasopressin, AVP) mennyisége
megnd [31]. Ezekbdl az adatokbol Mary Dallman [32] és Greti Aguilera [30] arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az AVP lenne a HHM tengely {6 hipotalamikus szabalyozdja
kronikus stressz soran. Sajat vizsgalataink megkezdése eldtt ez az elmélet kezdett szélesebb
korben elfogadottd valni, bar bizonyitd erejlinek szamitod vizsgalatok hidnyoztak (pl. AVP

hianyos allatokon kialakul-e a kronikus stressz).

1.3. A hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely

A stresszvalaszok kialakitasaban szamos agyi teriilet vesz részt, melyek a vegetativ,
az endokrin, és a magatartasi valaszkomponensek finom 6sszehangoldséaval teszik lehetové
az egyed szdmara a talélést. Ugyan a kiilonbozd stresszorok eltérd agyi teriileteket

mozgositanak a kozponti idegrendszerben, az ingerek minden esetben a végsd feldolgozas
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helyére, a hipotalamuszban talalhato hipofizeotrop kissejtes (parvocellularis) neuronokba
futnak be. A feldolgozandd ingerek hatasara ezek a sejtek kortikotropin elvalasztast
serkentd6 hormont (CRH) és AVP-t juttatnak az agyalapi mirigy sajatos portalis
keringésébe. A portalis vérbe jutott CRH és AVP fokozza a hipofizis eliilsé lebenyének
(adenohipofizis)  adrenokortikotrop  hormonjanak  (adrenocorticotropin, ACTH)

termel0dését, mely végsd soron a mellékvesék kéregallomanyaban talalhatd sejtek

crer

nagy neuroszekrécios
kis neuroszekrécios sejtek

sejtek Q@ ,,C)’,f)

a hormon véndorlisinak
irinya

4 az agyalapi mirigy
nyele

| | az agyalapi mirigy
| hitsé lebenye

hajszAlér hlozat

1. dbra
A hipotalamusz-hipofizis rendszer
sdt.sulinet.hu

1.3.1. A hipotalamusz

1.3.1.1. A nucleus paraventricularis hypothalami anatomiaja és peptidjei
A hipotalamusz paraventrikularis magja (PVN) a harmadik agykamra két oldalan
elhelyezkedd sejtcsoport, szovettani metszeteken Nissl festéssel (magnocellularis sejteket

festi) jellegzetes alakjarol konnyen felismerhetd (2. abra).

L. _ 2 2 = Magnocellularis
Magocsltis ——— (@Rl S
AVP; OXT & \‘é £ AVP; OXT
DS ;J-'.'
E ; ? pp
2. abra

A hipotalamikus PVN felépitése és almagjai
dp = dorzalis parvocellularis almag, mp = medialis parvocellularis almag, pp = periventricularis

parvocellularis almag, vp = ventralis parvocellularis almag, M= magnocellularis neuronok
http://www.endotext.org/neuroendo/neuroendo3b/neuroendo3b_4.htm

13



A mag a benne taldlhatd sejtek felépitése, alakja, peptidtartalma, afferens és efferens
kapcsolatai alapjan tobb jol elkiiloniil6 almagra oszthato.

A mag oldalso, felsd részében taldlhatéak a nagysejtes (magnocellularis) neuronok. Az
elsédleges hormontartalmuk alapjan ezeket vazopresszinerg és oxitocinerg sejtekre
oszthatjuk. Mindkét sejt a két 6 hormonon kiviil tovabbi peptideket is termel, valamit az
AVP és az oxitocin (OT) egyetlen sejtben is jelen lehet és kiilonb6zo é€lethelyzetekben (pl.
laktacio) a koexpresszid mértéke megvaltozik [33]. Ezek a neuronok a hipofizis hatso
lebenyébe kiildik rostjaikat.

A mag medialis része a parvocellularis neuronokat tartalmazza, melyek egy része
neuroendokrin, mas része pedig autonom funkcidval bir. Neuroendokrin sejtcsoportokat az
anterior és a dorzalis medialis parvocellularis, illetve a periventrikuldris teriileteken
talalunk. Ezen sejtek axonjai az eminencia mediana teriiletén végzOdnek a hipofizis
kapillarisrendszerén és a szerv eliilsd lebenyének hormontermelését szabalyozzak. A
vegetativ funkcidju sejtek a neuroendokrin sejtektdl elkiiloniilten, dorzalisan helyezkednek
el (,,dorsal cap”). Ezen parvocellularis rostok kilépve a hipotalamuszbdl az agytorzs és a
gerincvel6 preganglionaris kdozpontjaiban végzédnek.

Az egyes sejtcsoportok nem csak anatomiajukban és elhelyezkedésiikben, hanem
funkcionalisan is eltérnek egymastol. A periventrikularis teriiletek jellemzé hormonja a
szomatosztatin, mig a tireotropin elvalasztast serkentdé hormon (TRH) termelé neuronok
elsdsorban a periventrikularis teriiletekrdl lateralisan elhelyezkedd részeken talalhatoak. A
CRH termel6 sejteket a TRH neuronoktol még lateralisabban talaljuk. Mind a
magnocellularis, mind a parvocellularis sejtcsoportokra jellemzé hogy a sejtek nem
kizardlagosan egy neuropeptidet, hanem azok egy csoportjat termelik. A TRH, CRH sejt
stb. elnevezés arra utal, hogy mi a sejt f6 hormonja, neuroaktiv anyagja.

A parvocellularis sejtekre kiilondsen jellemz6, hogy nem egyetlen, hanem tobb neuropeptid
jelenléte is kimutathato egy adott sejtcsoport sejtjeiben (koexpresszid). Igy példaul jelen
vannak enkefalinok, galanin, angiotenzin Il, neurotenzin ¢s az AVP [34]. Az AVP
kivételével ezen hormonok jelentdsége a stressz szempontjabol kevésbé vizsgalt. Jellemzo,

hogy a koexpresszid folyamatosan fenndll, de mértéke dinamikusan valtozik.
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1.3.1.2. Kortikotropin elvalasztast serkenté hormon (CRH)

A stresszvalaszok kialakitasaban az elsédleges szerep a CRH-nak tulajdonithat6, az
emldsok tobbségében ez az elsé szamt molekula, amely a hipofizealis adrenokortikotropin
(ACTH) elvalasztasat fokozza. A 41 aminosavbol all6 polipeptid egy 196 aminosavas
prepro-CRH molekulabol enzimatikusan hasitodik ki. A kozponti idegrendszerben a
legnagyobb CRH sejtpopulaciéot a PVN parvocellularis neuronjai adjak. Normal
koriilmények kozott a sejttestekben CRH csak nagyon kis mennyiségben mutathato ki, mig
az eminentia mediana zona externa-hoz futé axonokban jelentds a hormonmennyiség [35].
A CRH tartalmt vezikuldk ebben a térben tarolodnak és stimulus hatdséara iiriilnek a
hipofizis portalis keringésébe. A kdzponti idegrendszerben nem a PVN az egyetlen tertilet,
ahol CRH immunreaktivitds kimutathato. CRH termeld sejtek megtalalhatéak a
supraopticus, a periventricularis és medialis preopticus régioban. Extrahipotalamikusan
foként az agykéregben, az amigdala centralis magjaban, a locus coeruleusban és a
kisagyban mutathatok ki CRH sejtek [36]. Ezen kiviil a periférias szervekben is, mint
példaul a placentdban, a herében, a mellékvesék veldallomanydban, a petefészkekben,
tiidében is kimutathatdé CRH jelenléte [37].

Korabbi vizsgalatok két receptor jelenlétét tartak fel, melyek felelések a CRH
hatasainak kozvetitésében. Mindkét receptorban kozos, hogy 7 transzmembran doménnel
rendelkezé G-fehérje kapcsolt proteinek, mindkét receptor serkenti az adenilat-ciklaz
aktivitasat, s igy az intracellularis CAMP-protein kinaz A (PKA) szignaltranszdukcios
kaszkadon keresztiil hatnak.

Az l-es tipusi CRH receptor (CRH-R1) egy 70 kDa molekulatomegti fehérje. Nagy
affinitassal koti meg a CRH-t. Elsésorban a hipofizis eliilsé lebenyét alkotd sejtek
membranjaban talalhatdé meg. El6fordul még az amigdala medidlis és bazolateralis
magjaban, a neocortexben, a kisagy sejtjeiben [38, 39].

A 2-es tipusi CRH receptorok (CRH-R2) ugyan kisebb affinitast mutatnak a CRH
iranyaba, de mas, részben szekvencia homolog anyagokat, igy példaul urokortinokat
(mintegy 45%-os szekvenciahomologiat mutatnak a CRH-val: az urokortin I, urokortin 11,

urokortin 1l1) nagy affinitassal kotnek meg. Funkcionalis valtozatai kozil a CRH-R2a-
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foleg szubkortikalisan, szinte kizarolag a limbikus strukturakban van jelen, mig a CRH-R2[3
periférias elhelyezkedésii [40, 41].

A stressz altal indukalt HHM tengely aktivacidban a CRH-R1 t6lt be kdzponti szerepet és
ez a receptor tehetd feleldssé a stresszhez kapcsolhato viselkedési elemek megjelenésért is.
Ezt CRH-R1 génkiiitott egerekkel végzett kisérletek is alatimasztjak. Ezek az egerek a
kiilonféle viselkedéstesztek soran csdkkent szorongéast mutatnak, valamint benniik csékkent
mértéki a HHM tengely stresszreaktivitasa is. Hasonlé eredményeket mutatnak a szelektiv
CRH-R1 antagonistakkal végzett kisérletek is [42-44].

1.3.2. A hipofizis

A HHM tengely kovetkezé eleme, a hipofizis, kettds eredetii szerv, amely a
koponya toroknyergében (sella turcica) helyezkedik el. A szerv hatuls6 lebenye, a
neurohipofizis, idegi eredeti, a harmadik agykamra kitiiremkedésébol alakul ki. Ezzel
ellentétben az eliilsé lebeny, az adenohipofizis, ham eredetii, a Rathke-tasak szarmazéka

(3.4bra).
harmadik agykamra
diencephalon

3rd wentricle
diencephalon chiasma opticum

neurohipofizis

“ adenofipofizis
Rathke-tasak —} e

denoh byl
’t Rathlke's pouch - L
[
3. ébra
A hipofizis fejlodése

http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/hypopit/histo_pit.html

Funkcionalisan is két részre kiilonil a szerv. Mig a neurohipofizis a hipotalamusz
magnocellularis sejtjeiben termel6dé AVP-t és OT-t raktarozza, addig az adenohipofizis a
hipotalamusz parvocellularis sejtjeibdl szarmazo serkentd €s gatlé hormonok hatasara sajat
hormonok termelésével reagal. Ezen hormonok a nagyvérkoron keresztiil a periférids
szervek hormontermelését szabalyozzak. A stressz szempontjabol a CRH/AVP szabalyozas

alatt allo kortikotrop sejtek fontosak, melyek ACTH-t termelnek.
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1.3.2.1. Adrenokortikotrop hormon (ACTH)

Az ACTH egy 39 aminosavbol allé egylancu polipeptid, amely egy prekurzor
molekula, a proopiomelanokortin (POMC) részeként termelddik. A molekularis
atalakulasok soran a prekurzorbol 3 f6 termék hasad ki. Az els6 az N-terminalis fragment,
melybdl késobb az enzimatikus hasitasok soran a kozépsé lebenyben a y-MSH lesz. A
masodik maga az ACTH, melybdl a hipofizis kozti lebenyében a a-MSH ¢és a kortikotropin
szerli kozépso lebeny hormon (CLIP) hasad ki. A harmadik pedig a p-lipotropin (f-LPH),
amelybdl a k6zéps6 lebenyben tovabbi hormonok, a y-LPH (ebbdl késébb a B-MSH), B-
endorfin (ebbdl késébb a met-enkefalin) vagodik ki (4. abra).

Proopiomelanocartin

w»
Amino-terminal fragment ACTH p—Lipatropin

[ | | | | | |

. » P
—mSH a—t5H CLIP = Lipatropin B—E ndarphin
] L 1] || || |

p—t5SH Met-enkephalin
4. abra

A POMC molekula és a bel6le kihasad6 peptidek
vivo.colostate.edu

Az eliilsé lebenybdl felszabaduld6 ACTH a mellékvese kérgének mindharom zoénajaban
fokozza a hormontermelést és szekréciot. Fokozza a mellékvese kérgi sejtjeinek koleszterin
felvételét, és a szteroid hormonok szintézisének limitald 1épését, a koleszterin-pregnenolon
atalakulasat is katalizalja. Az ACTH kotéséért felelds receptor az iigynevezett melanokortin
receptor csalad tagja. Kozos jellemzéje az eddig 6t tagot szamlalo csaladnak, hogy
mindannyian 7 transzmembran doménnel rendelkeznek és G fehérje kapcsoltak. Az ACTH
a melanokortin receptor 2 (MC2R) specifikus agonistaja. A receptorhoz vald kotédés az
adenilat ciklaz-cCAMP-PKA utvonalat aktivalja [45].
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1.3.3. Mellékvese

A tengely harmadik szintje, a mellékvese fejlodéstani szempontbol szintén Gsszetett

szerv. A kéregallomany a mezoderma szdrmazéka, mig a veldallomany neuralis ektoderma

eredetii (5. abra) [46].

Capsule - ] Capsule

t—Zona glomerulosa 4

- Zona fasciculata —
Adrenal cortex —

— Zona reticularis—{

Adrenal medulta 2 | adronal medulla—| §8

5. dbra
A mellékvese makroszkopos és mikroszkopos felépitése
capsule= a mellékvese ktdszovetes tokja, adrenal cortex= mellékvesekéreg,

adrenal medulla= mellékveseveld
http://www.endocrinesurgery.net.au/adrenal-anatomy/

A mellékvesevel6é (medulla) allomanyat hél;’)zatos gerendakba rendezddott un. kromaffin
sejtek alkotjak. A gerendak kozott szinuszok talalhatoak. A  kromaffin sejtekben
membrannal hatarolt szekrécios granulomok talalhatok, melyek a hormonokat raktarozzak.
A kromaffin granulumok tartalma adrenalin vagy noradrenalin, chromograninok
(vivéfehérjék), ATP, enkefalinok stb. A sejtek 80%-a adrenalint, 20%-uk noradrenalint
valaszt el.

A kéregallomany mikroszkopikusan és funkcionalisan 3 részre oszthat6 (5.4bra):

e A legkiils6é zona glomerulosa vékony réteg, kozvetleniil a kotészovetes
tok alatt. Sejtjei fészkekbe rendezddnek. A sejtcsoportokat szinuszoid
kapillarisok veszik koriil. Sejtjei termelik a mineralokortikoidokat. Ezen
hormonok a so- és vizhdztartis f§ szabalyozéi, a Na* és a K™ ionok
anyagcseréjében vesznek részt.

e A koOzéps6 zona fasciculata sokszogli sejtjei a felszinre merdleges

gerendakat képeznek. A gerenddk kozott, velilkk parhuzamosan futnak a
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szinuszok. A réteg sejtjei termelik a gliikokortikoidokat. A hormonok
sokrétli hatassal vannak a szervezet egészére. Fokozzdk a fehérje
lebontast, a majban fokozodik a glikogenezis és glikoneogenezis,
csokkentik a vérben keringd immunsejtek szamat, ezaltal
immunszupressziv hatast fejtenek ki. Korlatozzak a gyulladasos
folyamatokat, csokkentik a csontképzddést.

e A belsé zona reticularis halozatos sejtkotegekbdl all, melyek kozott
szinuszok futnak. A sejtek elsédleges szerepe a szexudlszteroidok

szintézise (elsésorban dehidroepiandroszteron, androszténdion).

A gliikokortikoidoknak (ember esetében foleg a kortizolnak, mig ragcsalokban elsdsorban a
kortikoszteronnak) jut elsddleges szerep a stresszfolyamatok szabdlyozasaban (6. 4bra).
Szteroid voltuknak koszonhetéen a sejtek membranjan szabadon képesek atdiffundalni, f6

hatasukat intracellularis magreceptorokon keresztiil fejtik ki.

Kortizol Kortikoszteron

6. abra
A kortizol és a kortikoszteron molekulaszerkezete. A piros kor a két molekula k6zotti egyetlen hidroxilcsoportbeli
kiilonbséget jelzi.
en.citizendium.org
A magreceptorok egyik csoportja az |.-es tipusu receptor vagy mineralokortikoid
receptor (MR). Ezek a receptorok igen nagy affinitassal kotik meg a kortikoszteront és a
kortizolt, ezen kiviil az aldoszteront. Az MR eloszlas az agyon beliil specifikus mintazatot

mutat, féleg a limbikus rendszerben mutathatd ki jelentds szdmban (lateralis szeptum,
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amigdala, hippokampusz [47]). A ll.-es tipusi receptor (gliikkokortikoid receptor, GR)
sokkal szélesebb korii elterjedést mutat, kevésbé specifikus, mint az MR. Megtalalhat6 a
legtobb agyteriileten, pl. az agytorzsben, a limbikus rendszerben, a neokortexben €s az
adenohipofizisben is. Affinitasa a kortizolhoz, és a kortikoszteronhoz kisebb, mint az MR-
¢, ugyanakkor a szintetikus dexametazont nagy affinitassal koti. Mind a két receptor
jellemzd6je, hogy a nuklearis receptorok hatalmas csaladjanak tagjai. Tulajdonképpen
ligandok altal aktivalt transzkripcids faktorok, és szerkezetileg 3 doménbdl allnak. 1.) a C-
termindlisan megtalalhaté domén a ligandkotohely; 2.) a molekula kdzepén helyet foglald
domén a DNS kotéséért felel, mig 3.) a molekula N-terminalis vége a transzaktivacios
kotohely. Sajatsagos a szteroidok altal kozvetitett hatas. A receptorok C-terminalis része a
citoplazmaban helyezkedik el és ott hésokk proteinekkel (Hsp 70, Hsp 90) alkot komplexet.
Szteroid hormon kotédés hatasara ezek a dajka Hsp molekuldk levalnak a C-terminalis
részrél, az MR esetében helyet adva egy masik szteroid-receptor komplexnek. A GR nem
dimerizal6dik, hanem tgynevezett transzkripcios faktorokat kot. A dimerizacio, illetve a
transzkripcids faktorok kotdédése utan képes a hormon-receptor komplex a sejtmagba
vandorolni. A sejtmagban Kkitiintetett DNS szakaszokhoz kotédik, majd a célgének
transzkripcidjat pozitivan vagy negativan szabalyozza. Ez a gliikokortikoid hormonok lasst
genomialis hatasanak az alapja [48].

Létezik egy Ugynevezett gyors, nem-genomialis hatds is, mellyel a
gliikkokortikoidok befolyasolni képesek az idegrendszer neuronalis aktivitasat [49, 50]. Ez
fliggetlen a génexpresszio valtozasaitol, gyorsan kialakul. A jelenség oka feltehetéen az,
hogy a szteroid hormonok a sejtmembranon valo athaladasukkor kélesonhatasba 1épnek a
membranfehérjékkel, ezzel pedig azok mitkodését, igy végso soron a sejtek, sejtcsoportok
aktivitasat valtoztatni képesek.

A HHM tengely szabalyozdsdanak egyik kulcspontja: A gliikokortikoid feedback

A gliikokortikoidok attdl fliggben, hogy szintjik alacsony, vagy magas,
eltéréképpen szabdlyozzak a HHM tengely miikodését. Alacsony szintjiik mellett
fennmarad a HHM tengely miikddése, mig magas szintjiik mind az ACTH, mind a CRH
elvalasztasat gatolja [51-53]. A feedback soran mind az MR-ek, mind a GR-ek fontos

szerephez jutnak, am mas-mas modon. A gliikokortikoidok termel6dése jellegzetes napi,
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azaz cirkadian ritmust mutat. Emberben reggel, patkanyokban este (mivel ¢jszaka aktivak),
¢bredés elott a legmagasabb a plazma kortizol, illetve kortikoszteron szintje. Stresszmentes
koriilmények kozott az MR-ek kotik meg a glitkokortikoidokat, mig a GR-ek nagyfoku
telitddése csak a reggeli oOrakban, a hormonszint maximuman, illetve stressz soran
figyelhet6 meg. Ezen megfigyelésekre alapozva mondhatjuk, hogy a cirkadian cstics idején
bekovetkez6 HHM tengely aktivalodas korlatozasahoz elengedhetetlen a GR-ek jelenléte,
hiszen az MR-ek nagy szazalékban mar telitettek. Ertelemszeriien az adenohipofizis GR
rendszere is csak a magas Kkortikoszteron szintek esetében aktivizalodik [54].
Feltételezhetéen a MR rendszer az, amely a HHM tengely bazalis miikodését szabalyozza,
az alaptonus beallitasat, durvahangolast végez a rendszeren. A GR rendszer ugyanakkor a
cirkadian csucs idején, illetve a HHM tengely aktivalodasa soran 1ép eldtérbe, negativan
szabalyozza annak miikodését, és a periférias stresszvalaszok kialakitasat koordinalja [53].
A gliikkokortikoid feedback hipotalamikus és extrahipotalamikus osszetevoket egyarant
tartalmaz. Mellékvese irtott (adrenalectomia, ADX) allatokban megfigyelték, hogy
erdteljesen fokozodik a CRH termelése [55], emelkedik az AVP és CRH koexpresszio
mértéke, a POMC expresszio és az ACTH szekrécio. A folyamat a PVN kozelébe, vagy a
hippokampuszba implantalt dexametazonnal visszafordithatd [56-58]. A hippokampusznak,
illetve a limbikus teriileteknek Kkitiintetett szerepet tulajdonitanak a gliikokortikoidok
negativ visszacsatolasaban. Kisérletes koriilmények kozott a hippokampusz hipotalamikus
kapcsolatainak sériilése, vagy atvagasa (fornix, ventralis szubikulum) a plazma
kortikoszteron, illetve ACTH szintjének emelkedéséhez vezet, illetve AVP hiperszekréciot
is eredményez [59, 60]. A limbikus rendszer szerepét mutatja az is, hogy az eléagyi GR
rendszer zavara vagy hidnya markansan emeli a kortikoszteron szinteket. Ezzel egyiitt, mig
a PVN-ben nem valtozik sem a CRH mRNS szintje, sem a GR-ek mennyisége, az AVP
mRNS mennyisége masfélszeresére nd. Ezek alapjan feltételezhet, hogy az eldagyi
teriiletekrél induld negativ szabalyozas elsddleges célpontja a parvocellularis AVP. A
negativ feedback molekularis mechanizmusa részben mar tisztazott: Gliikokortikoidra
érzékeny rész (glucocorticoid responsive element, GRE) talalhat6 a CRH, az AVP és a
POMC gén promoter szakaszan, vagyis a génexpresszid kozvetlen szabalyozdsa igy

megvalosulhat [61].
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A depresszios betegekben megfigyelhetd patologiasan magas kortizol szintek is a korosan

vagy elégteleniil miik6do feedback-re vezethetéek vissza [42-44].

1.4. A stresszfolyamatok életkori sajatossagai: A perinatalis kor

Felndtt patkdnyokban az ACTH elvélasztasat elsésorban a PVN parvocellularis
neuroszekrécios sejtjeiben termelédé CRH és AVP szabalyozza. Ezen hormonoknak a
részvétele az ACTH felszabaditasaban feltehetdleg stresszorspecifikus [62]. Altalanosan
elfogadott, hogy a f6 ACTH szekretagdg a CRH, mig az AVP ezt a hatast fokozza [63].
Amig a felnétt korban lejatsz6dd folyamatokrdl, neuroendokrin szabalyozasar6l sok
ismerettel rendelkezik az irodalom, addig a HHM tengely fejlédésérél meglehetésen
keveset tudunk.

Kispatkanyokndl a HHM tengely mar a kés6é magzati korban is mitkdddképes. A
magzatokban magas kortikoszteron szinteket mutattak ki, és a magas hormonszint a
sziiletés utan 1s megfigyelhetd az 1jsziilottekben. A masodik posztnatalis napra a
kortikoszteron szintje jelentésen lecsokken és a 14. napig alacsony szinten marad [64, 65].
Ezalatt az id6 alatt a HHM tengely kiilonboz0 stresszorok (éter stressz, hideg stressz, anyai
deprivacio) altal kivaltott stresszvalasza erésen csokkent mértékii [66]. Az irodalomban ezt
stressz hiporeszponziv periodusként (SHRP) emlitik és emberek és patkanyok esetében is
megfigyelték. Az SHRP létezése egyértelmiien jelzi, hogy a HHM tengelynek, illetve a
szabalyozasi folyamatoknak egy érési folyamaton kell 4tesnie ahhoz, hogy a felndttkori
miikodési szintet elérje [66, 67]. Az SHRP alatt végbemend folyamatok nem kellden
tisztazottak. Egyes cikkek azt feltételezik, hogy a plazma meglehetésen alacsony
transzkortin  (gliikokortikoid kotd plazmafehérje) szintjének a kovetkezménye az
emelkedett nyugalmi kortikoszteron szint. Ennek eredménye pedig a hipofizis szintjén hat6
erdteljes negativ feedback [66, 68, 69]. Mas nézOpontok szerint a hipotalamikus ACTH
szekretagdgok alacsony termelddési szintje és/vagy transzportja az, mely stressz hatdsara
csokkent kortikoszteron valaszt eredményez [70]. Feltételezhetben a CRH gén
expressziojanak glitkokortikoidok 4ltali szabdlyozdsa még nem elég érett az SHRP alatt
[71]. Ezzel ellentétesen az AVP gén expresszidjanak szabalyozasa meglehetdsen koran

éretté valik [71, 72], ez pedig arra enged kovetkeztetni, hogy az SHRP alatt az AVP a 6
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faktor, amely az ACTH termelddését ¢és elvalasztasat szabalyozza [73, 74]. Az
intézetiinkben tartott és tenyésztett AVP-hianyos Brattleboro patkanyok megfeleld alanyai
annak vizsgalatara, hogy a korai posztnatalis id6ben lejatsz6dd (vagyis az SHRP alatti)
stressz aktivalta hormonalis valaszokat nyomon kdvessiik.

A Brattleboro torzsrél bovebben a ,,Mddszerek™ fejezet ,,Kisérleti allatok™ pontja

alatt irtam.

1.5. Vazopresszin (AVP)

Az AVP egy nagyobb molekula rEXON A }__rEXONB ! l EXON C _I—'—

(prepropresszofizin) részeként 5

.
8

.

szintetizalodik (7. abra). FO forrésa a

SP | AvP|  NP-I | cp |

hipotalamikus  szupraoptikus  mag

(SON) ¢és a PVN magnocelluléris sejtjei.

Ezen sejtekben termelédé AVP a [AVP] + | NPl |+ [ GP |
hipotalamo-hipofizealis ~ traktuson, a

7. abra
A vazopresszin gén és a vazopresszin molekula
SP=szignalpeptid, NP-11= neurofizin Il,
GP=C-terminalis glikopeptid

comprehensivephysiology.com

lebenyét, ahol az ugynevezett Gomori-féle testekben raktarozodik.

hipofizis nyélen keresztiil haladva éri el a

hipofizis  neurondlis  eredetli  hatsé

A neurohipofizis felépitése sajatsagos: gliaszert sejtek tomegébdl all, melyeknek
6nall6 hormontermelése nincsen, ugyanakkor rengeteg idegvégzddés taldlhatd itt,
melyeknek feltételezhetden a szabalyozasban van szerepe. AVP termelés szamos idegsejtre
jellemzd a kozponti idegrendszeren beliil és kiviil egyarant. A PVN magnocellularis
neuronjain kiviil jelen vannak AVP-t termel6 sejtek a bed nucleus of stria terminalisban
(BNST), a medialis és centralis amigdaldaban. A cirkadian valtozasokért felelds
szuprakiazmatikus mag (SCN) f6 neurotranszmittere is AVP [75, 76]. A HHM tengely
szabalyozasa szempontjabol kitiintetett szerepe van annak, hogy az AVP a CRH-val egyiitt
kolokalizaltan is termelédik a PVN parvocellularis sejtjeiben [30].

A vazopresszin hatasat 3 kiilonboz6 receptor kozvetiti. Ko6zos benniik, hogy
mindharom receptor 7 transzmembran doménnel rendelkezik és G-fehérje kapcsoltak. Az

1-es (V1) (Gq kapcsolt) tipusi receptor a foszfolipaz C (PLC)/inozitol trifoszfat
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(IP3)/diacil-glicerol (DAG) szignalizacios jelatvitelt ,,hasznalja”. A receptoron valo kotédés
eredménye az intracelluléris Ca®" szint megemelkedése. A Vla altipus a majban, az erek
simaizomzataban, herékben, szdmos mas periférias szovetben taldlhaté meg. A kdzponti
idegrendszerben patkanyok esetében a hippokampusz, az SCN, a ventralis tegmentalis area,
a szubsztancia nigra, a dorzalis rafe, colliculus superior, laterdlis szeptum teriiletén
mutathato ki [77]. V1b tipusanak f6 el6fordulasa a kdzponti idegrendszerben a hipofizis
eliils6 lebenyében van [78], de megtalalhaté még a szaglogumoban, a hippokampusz CA2
rétegének piramis sejtjeiben, az SCN, a kisagy és a kortex teriiletén is [79]. Megtalalhato
ezen kiviil perifériasan a hasnyalmirigy Langerhans-sziget sejtjeiben, a mellékvesében, a
vesében is [80].

A 2-es tipusu (V2) receptor szintén G fehérje kapcsolt (Gs), az adenilat-ciklaz/cAMP/PKA
szignalizacios Utvonalon keresztiil kozvetiti az AVP hatasat. Aktivalasdnak hatdsara
megemelkedik a vese gylijtOcsatornaiban a sejtek vizateresztése azaltal, hogy a sejtek
apikalis membranjaban nagy szamban jelennek meg az aquaporin-2 molekulak [81, 82].
Fokozddik ezen sejtekben a szabad viz visszavétele, csokken a vizelet mennyisége. A
receptorok {6 eldforduldsi helye a vese gylijtdcsatorndinak bazolateralis membranja.

Extrarenalisan egyediil a kisagyban mutattak ki [83].

1.5.1. Az AVP £6 hatasai [84]:

e Vizvisszatartas a vesében V2 receptor altal kdzvetitetten.

e Nagy dozisban a simaizmok kontrakcidjat okozza V1a receptor altal kdzvetitetten: a
vazokonstrikcid vérnyomas és pulzusszam emelkedést okoz, a gyomor és a belek
izomzatan fokozott mozgast valt ki.

e Mitogeén aktivitds V1a receptor kozvetitetten: kindzok foszforilacidja, DNS szintézis
és a sejtproliferacié fokozodasa [85].

e Feltételezhetéen direkt hatassal rendelkezik - a maj Vla receptorai altal
kozvetitetten - egyes metabolikus folyamatok szabalyozasara is: hiperglikémia,
gliikkozuria, csokkent gliikoz tolerancia (masodlagos hatas is a gliikokortikoidok

altal) [86].
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Mint ,belsé lazcsillapitd” a preoptikus régid, és az anterior hipotalamusz
termoregulacidés neuronjainak szabalyozasaban vehet részt [87]. Noha az AVP
elvalasztas fokozodésa lazas allapotokban eldny0s lehet, a nagy mennyiségii AVP
mar hatranyos.

Cirkadian ritmus: az emlésok viselkedési mintadzatara az egyedek cirkadian ritmusa
hatassal bir. A kozponti cirkadian ritmus kialakitasaban a SCN-nek jut a fGszerep.

Az els6 hormon, amit az SCN-ben nagy mennyiségben azonositottak az AVP volt

crcr

[89].

Fajdalomérzékelés: abban az esetben, amikor fajdalmas stimulus éri az egyedet,

fokozodik a PNV-ben az AVP termelddése és szekrécidja. Az agykamrakba adott

AVP a fajdalomkiiszob emelkedését, mig a lokalis AVP neutralizacid a

fajdalomérzet  fokozodasadt eredményezi. Ezekbdl az  adatokbol —arra

kovetkeztethetiink, hogy az AVP mint endogén antinociceptiv anyag van jelen a

PVN-ben [90, 91].

Szocialis viselkedés, interakciok:

1. agresszio, mely fiigg az 4llat szocidlis ,.el6¢letétol”, a kordbban megélt
¢lethelyzetektdl. A V1b receptorok nagy szama a hippokampusz CAZ2
mezdjében arra enged kovetkeztetni, hogy ennek a receptor altipusnak lehet
szerepe a szocialis memoria kialakitasaban, melynek a korabbi élethelyzeteknek
a tarolasaban lehet szerepe. Aranyhorcsogokkel végzett kutatdsok arra
vilagitanak ra, hogy a medialis preoptikus és az anterior hipotalamikus
teriileteken talalhatd Vla [92], illetve V1b receptorok [93] kozvetitette
szignaloknak is szerepe lehet az agressziv magatartds szabalyozasiban.
Génkilitott egerekben a VI1b receptorok kozvetitette szabalyozéas latszik az
elsédlegesnek [94, 95].

2. szocialis kapcsolatok, melyek ndvelik a szocialis biztonsagot, ezaltal
csokkenteni képesek a stresszt €s a szorongast. A pockokban a szocidlis
monogdmia (amely egyébként az emldsoknek kevesebb, mint 5%-ra jellemzd)

szorosan Osszefiigg az agyuk Vla receptor eloszladsaval. A monogdm pockoknal
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a lateralis szeptumban kisebb, mig az amigdalaban nagyobb az AVP
mennyisége, mint a poligam pockoknal [96]. Erés korrelacio all fenn a sziil6i
gondoskodas mértéke és az AVP szintek kozott is. Mig az AVP laterdlis
szeptumba torténd beaddsa a sziiléi magatartast erdsiti, addig Vla receptor
antagonistak annak mértékét csokkentik [97].

Hasonlo kiilonbségek figyelhetok meg mas fajokban is. Patkanyok esetében a
vemhesség késoi szakaszaban, a vajidas és a szoptatas alatt is emelkedett AVP
szintek mutathatok ki mind az SON, mind a PVN teriiletén [88]. Ennek egyik
kézenfekvdé magyarazata az lehet, hogy a vemhesség majd szoptatds alatt az
AVP segit fenntartani a szervezet viz- és sOhaztartasanak egyensulyat.

Tanulasi és memoria folyamatok: Nagy szerep tulajdonithatdo az AVP-nek a
szocialis interakciok soran lejatszodo folyamatok szabalyozasaban, igy példaul a
szocialis felismerés, a szocialis memorianyomok kialakitdsaban. Mig emberben
¢s foemldsokben a hallas és latas jut elsodleges szerephez, addig a ragcsalok
esetében a szaglas a legfontosabb érzékelés. Egy a Nature-ben megjelent
kozlemény alapjan feltételezhetjiik, hogy az olfaktorikus teriileten talalhatod
AVP részt vesz a szocialis felismerésben [98]. A laterdlis szeptum V1a
receptorainak is fontos a szerepe [99], valamint a hippokampalis V1b receptor
rendszer a memorianyomok rogzitése és ezen memorianyomok ,,visszahivasa”
kapcsan vesz rész a folyamatban. Ez a rendszer lehet tovabba a kulcsa a
szocialis felismerés altal kivaltott viselkedési valaszok megjelenésének [100].
Az elso, a viselkedési mintazatok €s az AVP kozotti kapcesolatot leird tanulmany
(egy shuttlebox segitségével végzett nem-Szocialis memoria teszt) a 1960-as
években jelent meg [101]. Azodta szamos cikk szamolt be az AVP és a nem
térbeli memoriat érintd tanulds, a memoria és kiilonosképpen a memorianyomok
»elohivasa” kozotti kapcsolatrol [88]. Tovabbi cikkek a Vla receptorok
fontossagarol irnak ennek a folyamataban [102]. Az endogén AVP jelenléte
sziikségesnek latszik a térbeli memoria kialakitasaban is. Ezt az is bizonyitja,
hogy a természetes mutacidé révén AVP hianyos Brattleboro patkanyok

munkamemoriaja kisebb mint egészséges kontroll tarsaiké [103].
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1.5.2. Az AVP hatasa stresszben

Az AVP nagy fontossdggal bir az adenohipofizis ACTH elvélasztasa
szempontjabol. Az AVP ugyan Onmagaban meglehetdsen gyenge ACTH szekretagdg,
ugyanakkor CRH jelenlétében, annak ACTH elvalasztast fokozo hatasat jelentGsen
potencirozni képes. Ezt in vivo és in vitro kisérletek is bizonyitjak [104]. Az ACTH
felszabadulas cAMP fiiggé. Ugyanakkor az AVP a hipofizis sejtek V1b receptorain
kotddve a PLC/IP3/DAG utat aktivalja. Az IP; a megemelkedett intracellularis Ca?" szint
révén az ACTH raktdrak gyors {iriilését eredményezi CRH-t6l fliggetlen mddon. A
sejtekben képz6d6 DAG ezzel parhuzamosan a protein kinaz C (PKC) ttvonalat aktivalja
és a CRH-R1-en keresztiili ACTH szekréciot fokozza. Vagyis az AVP a CRH/CRH-
R1/PKC/cAMP utvonalat képes indirekt modon felerdsiti, igy emelve az adenohipofizis
ACTH elvalasztasat [105]. Fontos hozzatenni azonban, hogy mig a CRH az ACTH raktarak
gyors triilését és az ACTH prekurzor POMC génjének atirodasat is fokozza, addig az AVP
a POMC atir6dasara nincsen hatassal.

Kiemelkedd jelentdsége van a stresszfolyamatok szabéalyozdsa szempontjabol
annak, hogy a magnocellularis neuronokon kiviil a parvocellularis neuronokban is
kimutathaté az AVP jelenléte. Nyugalmi koriilmények kozott a parvocellularis neuronok
AVP termelése rendkiviil alacsony, de a patkanyokndl a CRH termeld sejtek mintegy fele
AVP-t koexpresszal. Elhelyezkedésiik is sajatos a magon beliill. A CRH+/AVP+ sejteket
lateralisan és dorzalisan taldlhatunk, mig a CRH+/AVP- sejtek ventralisan és medidlisan
helyezkednek el. Megemlitend6 az is, hogy a két neuropeptid egyazon szekrécids
granulumban talalhaté meg [106]. Az egyes fajok esetében a kolokalizacié mértéke eltérd
lehet, illetve egy fajon beliil a CRH+/AVP+ sejtek aranyat az allat aktualis stressz allapota
és kortikoszteron szintje dinamikusan befolyasoljak. Példaul a CRH+ axon AVP+ is lesz,
ha az allat mellékveséjét kiirtjak (adrenalectomia, ADX) és ez a folyamat visszafordithato,
ha a glikokortikoidot poétoljuk [107]. Akut, illetve kronikus stressz hatdsara szintén
megvaltozik a CRH/AVP kolokalizaciojanak mértéke [108]. Akut stressz esetében gyors
CRH ¢és AVP iiriilés figyelhetd meg az axontermindlisokbodl a hipofizis portélis keringésébe
az eminentia mediana kiilsé zénajanak a teriiletén. Kronikus stressz esetében azonban a

CRH felszabadulasban nem tapasztalhato valtozas, viszont emelkedik az AVP ¢és az AVP
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mRNS mennyisége a PVN-ben [109], a CRH/AVP termelédés aranya az AVP javara
tolodik el. Egyes szerzok szerint a parvocellularis eredeti AVP kevésbé érzékeny a
gliikokortikoidok gatlo hatasara, mint a CRH [30, 32]. Vagyis a megemelkedett AVP szint
funkcidja, hogy a HHM tengely mitkodoképességét a kronikus stressz koriilményei kdzott
is fenntartsa. Tartdsan magas gliikkokortikoid szintek mellett is Iétre kell jonnie az egyed
tulélése szempontjabol elengedhetetlen hatasoknak [30].

A parvocellularis mellett a magnocellularis eredetli AVP is képes lehet az ACTH
felszabadulas kivaltasara. Kimutattak, hogy az eminentia mediana belsé zéndjaban az AVP
axonok varikozitasaibol (Herring testek) hormon szabadul fel [110]. A portalis vérben
jelentds mennyiségli AVP van jelen akkor is, amikor a parvocellularis sejtekben az AVP
expresszi6 nem mutathatd ki [111]. Ugyanakkor megemlitendd, hogy a parvocellularis
CRH ¢és AVP valaszt kivaltd stresszorok nincsenek hatdssal a magnocellularis AVP
sejtekre, az ADX-es allatok esetében a hianyzd negativ gliikokortikoid feedback a
magnocelluléris sejtek AVP expressziojat nem befolyasolja. Az is elgondolkodtatd adat,
hogy a gliikkokortikoid receptor szam a parvocellularis sejtekben magas, mig a
magnocellularis sejtek esetében elenyész6 [112].

Bar szamos tanulmany foglalkozik az AVP HHM tengelyre gyakorolt hatasaval, de
a fiziologias szerepérdl még nem alakult ki egyértelmli vélemény. Immunneutralizalas
bizonyitotta a szabalyozo szerepét restraint stressz (mozgaskorlatozas), éter belélegzés és
formalin injekcio stresszben, a nyugalmi szintekre gyakorolt befolyas nélkiil [113, 114]. A
V1b receptor Kiiitése egerekben az egyik torzs esetén csokkentette az alapszinteket [115],
mig egy masik esetben nem volt hatassal a reggeli és esti nyugalmi ACTH ¢és
kortikoszteron szintekre [18]. 30 perc mozgaskorlatozas vagy agressziv kontaktus hatasara
kialakult HHM tengely aktivacié nem kiilonbozott a vad és V1b receptor kiiitott egerekben,
mig a hipoglikémia, a lipopoliszacharid injekcié (LPS, bakteridlis infekcio modellje),
kényszres uszas (forced swim test, FST) és alkohol intoxikacid hatdsara szignifikansan
kisebb emelkedések jottek létre a génkiiitott allatokban [18, 115, 116]. Az akut hatasokkal
ellentétben nem talaltak kiilonbséget a kronikus mozgaskorlatozas [18], vagy az ismételt
LPS injekciok hatasara aktivalodott HHM tengely miikodésében a vad és V1b receptor
kititott allatok kozott [116]. V1b receptor szelektiv antagonista (SSR149415, Sanofi) kb.
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50%-kal csokkentette a mozgaskorlatozas hatasara megemelkedé ACTH szinteket [117] és
gatolta az éter belélegzés hatasat. Ugyanakkor az FST hatasara aktivalodo HHM tengelyre
hatastalan volt [118]. Természetes mutacidval létrejott Brattleboro torzzsel kapcsolatban
is eltéré eredmények lattak napvilagot [119, 120]. Altalaban normalis nyugalmi ACTH és
kortikoszteron szinteket tudtak kimutatni ezen térzs AVP hianyos egyedeiben [84], de a

stresszre adott valaszuk er0sen valtozo volt.

1.5.3. Az AVP jelentosége pszichiatriai betegségekben

Az érzelmi zavarok olyan hangulati valtozasok, amelyek magukba foglaljak az
unipoléris depressziot, szorongast, beleértve a generalizalt szorongast, poszt-traumas
stressz betegséget, panikot, fobiat és az obszessziv-kompulziv megbetegedést. Mindezen
egyik fontos szabalyozoja is ,,szerepet kap” [121].

Mivel a depresszi6 huméan megbetegedés, ezért elég nehéz megfeleld, 1)
antidepresszansok tesztelésére alkalmas allatmodellt talalni. Egy jo6 modellnek a humanhoz
hasonl¢6 etiologiaval, patofiziologiaval és hasonlo kezelési profillal kell rendelkeznie [122].
A forszirozott uszas teszt (angol: forced swim test, FST, behavioral despair) az egyik ilyen
elfogadott modell, bar ez elsdsorban 1) gydgyszerek tesztelésére €s nem az etioldgia vagy a
patofiziologia tisztazasara szolgal [123]. A teszt alapja, hogy ha az allatot 15 percre egy
vizzel telt edénybe helyezziik, akkor kezdetben kiizd, ki akar szabadulni, majd egy id6 utan
feladja, és az id0 nagy részét lebegd, immobilis pozitiraban tolti. Az antidepresszans
kezelés csokkenti a lebegés idétartamat. Az FST AVP elvalasztast indukal mind az SON,
mind a PVN magokbo6l [124], tovabba a szeptumbol [125] és az amigdalabol is [126].
Habar a plazma AVP szint emelkedés hidnya a centralis (parvocellularis) és periférias

Egy masik, széles korben alkalmazott modell, mely depresszid-szerii allapotot hoz
létre, a kronikus valtakozo enyhe stressz, vagy megjosolhatatlan stressz (chronic mild
stress, CMS, chronic unpredictable stress, CUS). A sorozatos stresszorok hatasara az allat

anhedoniassa valik, mely csokkent cukorpreferencian mérhetd [29, 127]. Egérben a CMS
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modellben az AVP antagonista SSR149415 (10 and 30 mg/kg, i.p.) cs6kkentette a fizikai
leromlast, a szorongast, valamint az FST-ben mért depresszio-szerl tiineteket [127].

Sajat megfigyelésiink szerint az AVP hianya a him Brattleboro patkanyokban nem
befolyasolta az allat mozgékonysagat sem az izomerét mérd fliggeszkedés (wire
suspension), sem a mozgaskoordinacio vizsgalatara szolgald forgo rad (rotarod) tesztekben
[128]. Néhany irodalmi adattal [129] ellentétben a mi allataink altalanos aktivitasa sem
kiilonbozott a kontroll allatokétol a nyilt tér tesztben (openfield). Mindezek alkalmassa
teszik a Brattleboro patkdnyokat az AVP szorongéas-depresszid tesztekben vald
alkalmazaséra, mivel ezen tesztek legtobbje aktiv mozgast igényel, s igy a mozgékonysag
valtozasai befolyasolhatjak a tesztbdl levont kovetkeztetéseket. Az AVP hidnyos allatok a
tovabbi tesztek soran kevésbé szorongtak és mutattak depresszid-szerii tlineteket és
hedonistabbak voltak, mint a kontroll allatok [128].

Az emelt keresztpallo (elevated plus maze, EPM) teszt a szorongas mérésére
szolgal. Ez a foldtdl 70cm-re 1évé két egymasra merdleges vékony (20cm széles) léc,
melyek koziil az egyik lécen a két szemben levd karnak oldalfala is van. A patkédnyok
szeretik a sziik, sotét jaratokat, ugyanakkor szeretik felderiteni a kdrnyezetiiket is. A
kevésbé szorong6 allat batrabb, tobb iddt tolt a nyilt, kevésbé védett karban. A klinikailag
hatékony szorongasoldok (pl. klordiazepoxid) novelik a nyilt karban eltoltott idét. Ezen
teszt alapjan keriilt elvalasztasra a LAB (low anxiety, kevéssé szorongd) és HAB (high
anxiety, nagyon szorong0) patkany-torzs. Feltételezhet6, hogy a LAB allatok csokkent
szorongasaért a centralis AVP alacsonyabb szintje lehet a felelés [130]. V1a receptor
antagonista adasa csokkentette a HAB allatok szorongés- és depresszid-szerii viselkedését
[131]. Napjainkban eltolodas figyelhetd6 meg a hagyomanyos allatmodellektdl az
endofenotipus vizsgalatok iranyaba [132]. Ebben a vonatkozasban kimutattak, hogy a HAB
allatokban van egy egyedi nukleotid polimorfizmus (angol: single nucleotide
polymorphism (SPN)), melynek hatasara fokozott a PVN-jilkkben az AVP atirasa, ami a
fokozottan szorong6 fenotipushoz vezethet [133].

A him Vla receptor kiiitott egerek szamos teszt soran csokkent szorongast mutattak
vad tarsaikhoz képest [134, 135]. Masrészr6l a V1a receptor a lateralis szeptumban torténd

tultermeltetése (overexpression) fokozta a szorongast [136]. Habar itt nagy kiilonbség volt
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megfigyelheté a nemek kozt. Ugy tiinik, hogy a himekkel ellentétben a ndstényeknél az
oxitocin (OT) jatszik fontosabb szerepet a szorongas szabalyozasaban [137].

Az AVP érzelmi zavarokban betolttt fontos szerepét tdmasztjak ald a kiilonféle
agyteriiletek célzott injekciojaval végzett kisérletek is. A szeptumba adott V1a mRNS
antisense oligonukleotid [138], illetve V1a antagonista [139] jelentdsen csokkentette a
szorongast anélkiil, hogy hatott volna a mozgékonysagra. Masrészrol Appenrodt ¢és
munkatarsai mind az intraszeptdlis, mind az intraperitonealis AVP injekciot
szorongascsokkentd hatdsunak talaltdk. Ez arra utal, hogy a szeptumon kiviil is lehet az
AVP-nek tamadaspontja [140]. A szeptumba vagy az amigdalaba adott Vla receptor
antagonista a szorongascsokkentd hatason kiviil csokkentette a depresszio-szeri tiineteket
is [125, 126].

Erdekes modon a V1b receptorok kiiitése nem vezetett kevésbé szorongd vagy
depresszid-szerli magatartds megjelenéséhez [94, 141]. Tovabba a specifikus Vb
antagonista SSR149415 nem volt szorongascsokkentd hatasi az EPM tesztben, ha a
lateralis szeptumba [142], csak ha a bazolateralis amigdalaba adtak [143].

Osszefoglalva megéllapithatjuk, hogy az AVP fontos szerepet jatszik a szorongasos-
depresszio-szerii allapotok kialakuldsaban. Mivel a tesztek legtobbje (EPM, FST) akut
valtozasokat mér, a depresszi6 pedig egy kronikus allapot, mely csak tartos (legaldbb 2 hét)
kezeléssel gyogyithatd, ezért sziikségesnek tlinik az AVP szerepének vizsgalata a CMS
tesztben is, nem csak az ismételt injekciokkal jar6 AVP antagonistaval (ami maga is

kronikus stressz), hanem a génkiiitott allatokkal is.
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2. Célkitiuzések
Kozelebb vihet az AVP HHM tengelyre gyakorolt hatdsanak megértéséhez, ha

egyetlen modell esetén vizsgaljuk a kiilonféle, intenzitasukban, modalitasukban eltérd
stresszorok hatasat. Az intézetiinkben tartott és tenyésztett Brattleboro patkanyok szolgaltak
allatmodellként vizsgélataink soran. A torzs egyedei megfeleld modellnek tekinthetok,
hiszen az AVP hianya ezen allatokban mar a sziiletéstl fogva ,természetesen” adott,
vagyis a vazopresszinerg rendszer manipuldcioja nem igényelt esetiinkben semmilyen extra
beavatkozast (pl. immunneutralizdcié injekcioval, AVP antagonistdk vagy agonistak
bejuttatdsa szervezetbe injekcidval, agyi 1€zios mitétek), mely kezelések maguk is
stresszorok. Lehetdségiink nyilt tehat egy atfogd kisérletsorozat elvégzésére, ezek alapjan
pedig a célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:
e A vazopresszin szerepének vizsgalata akut stresszhelyzetekben
1. Vazopresszin hianyos allatok akut stresszhelyzetekben
mutatott stresszvalaszanak vizsgalata
2. Vazopresszin hianyos allatok forszirozott tiszas tesztben
mutatott stressz reaktivitasa AVP retrodializis kisérletben
3. Vazopresszin hidnyos éallatok vizsgalata akut morfin
kezelés utani megvonasos helyzetben
e A vazopresszin szerepének vizsgdlata kronikus stresszhelyzetekben
1. A vazopresszin szerepének vizsgalata ismételt morfin
kezelés hatasara kialakul6 tolerancia utani megvonasos
stresszhelyzetben
2. A vazopresszin szerepének vizsgalata ismételt, 28 napos
mozgaskorlatozas (restraint) kisérletben
3. Kroénikus enyhe stressz vizsgalata, magatartasi hatasok
e A vazopresszin szerepének vizsgdlata perinatdlis korban
1. Kispatkanyok stressz reaktivitdsanak vizsgalata

2. Kiilonb6z6 nemi kispatkanyok stressz reaktivitasanak
vizsgélata
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3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok

3.1.1. A Brattleboro torzs

A kisérleteket az intézetiinkben tenyésztett him ivari Brattleboro patkdnyokon
végeztiik (a kispatkanyok esetén ndstényeket is vizsgéltunk). A Brattleboro torzs a Long
Evans patkanytorzsbdl alakult ki egy véletlenszeri autoszomas mutacidé révén. Az AVP
génje 3 exonbdl all. A peptid hormon egy prekurzor protein részeként szintetizalodik. Ez a
prekurzor protein a prepropresszofizin. Az elsé ,,A” exon kodolja a prekurzor molekulan
beliili szignal peptidet, az AVP-t, illetve a neurofizin molekula N-terminalis részét. A ,,B”
prepropresszofizin  molekula végén talalhatdé C-termindlis glikoproteint kodoljak.
Egészséges allatok PVN-jének magno- ¢s parvocellularis sejtjeiben a prepropresszofizin
molekula mér az atirédasa soran a sejtek endoplazmas retikulumaba transzportalodik.
Késébb a transz-Golgi haldzatban jelenik meg és neuroszekretoros vezikulumok
form4jaban kezdi meg utjat a hipofizis hatsé lebenye felé. A vezikuléris transzport soran
vagodik ki a prekurzor molekulabol az AVP, a neurofizin és a C-terminalis glikoprotein
egy di- és egy monobazikus hasitasi helyen torténd enzimatikus reakcid soran [144].
bekovetkez6 egyetlen nukleotid delécidja miatt egy ugynevezett -1-es frameshift mutacio
kovetkezik be (8.A abra) [145]. A delécio kovetkeztében megvaltozik az aminosav sorrend
a neurofizin molekula C-terminalis részén, eltinik a vad tipusban jelen 1év6 neurofizin és
C-terminalis glikoprotein kozotti hasitasi hely és a ,,stop kodonok™ és egy polilizin farok
jelenik meg a prekurzor molekula végén. A megvaltozott prepropresszofizin molekula
transzportja zavart szenved, szinte beragad az endoplazmatikus retikulumba. Ennek
kovetkeztében sem a AVP, sem a tobbi részmolekula nem vagodik ki, nem jelennek meg a
keringésben, igy funkciojukat sem képesek betolteni (mérhetetlen AVP szint: 8.B abra;
polidipszia: 8.C abra) [146].
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Az allatok hipotalamikus eredetli diabetes insipidusban szenvednek (di/di
genotipus). Ennek kovetkeztében joval nagyobb mennyiségben fogyasztanak vizet, mint a

mutaciot nem (+/+), vagy csak heterozigota (di/+) formaban hordozo6 tarsaik (8.C abra).

~G326 —0S
A pozicio—Gso6
Szignal peptid AVP Neurofizin II C- termindlis peptid
700 - B Vazopresszin szintek C Vizfogyasztas (ml/nap)
- (ng/hipofizis)
600 - 140 ~
500 - 120 | I
400 - 100 ~
80 A
300 -
60
200 40 1
100 - 20 A =
O T 1 O T 1
di/+ di/di di/+ di/di
8. abra

A: A vazopresszin génjében bekovetkezett pontmutacio helye; B: A kiilonbz6 genotipus allatok
hipofizisében mért vazopresszin szintje; C: A kiilonb6z6 genotipusu allatok vizfogyasztasa

A kisérletek soran a mutaciot homozigota (di/di) és heterozigota (di/+) formaban hordozo
allatokat hasonlitottuk 6ssze (9. abra). Noha a di/+-os allatok AVP szintje alacsonyabb,
mint a mutaciét semmilyen formaban nem hordoz6 +/+-os allatoké, ez mégis kielégitd
szintet biztosit a vizhaztartas szabalyozasahoz, ezért ezek az allatok megfeleld (irodalmilag
is elfogadott) kontrollként szolgalnak [147]. Mivel a Long Evans t6rzsb6l tobb mint 50
évvel ezeldtt alakult ki a Brattleboro torzs, igy ezeket az allatokat nem tekinthetjiik
megfelel6 kontrollnak, hiszen mas génekben is torténhetett olyan mutacio ez id6 alatt, mely
a korrekt Osszehasonlitast lehetetlenné teszi. Amennyiben nem Brattleboro kontroll
allatokat hasznaltunk, az adott kisérletek leirasanal ez kiilon jeloltem. A +/+ és di/+
genotipusu egyedek fenotipikusan nem kiilonboznek egymastol, ezen allatok pontos

genotipusat, csak nehézkes genetikai vizsgalatok utan allapithatjuk meg. A tenyésztés soran
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ezért a sziild parok genotipusat tigy valasztottuk meg (apa ,,di/di”, mig az anya kozel
normalis AVP szinttel rendelkez6 ,,di/+”), hogy a sziiletend6 utodok vagy a di/+ vagy a
di/di fenotipust mutassak. Ezek elkiilonitése a vizivas mérésével konnyen kivitelezhet6 (8.C
abra). Kérdéses esetben az utdlagos hipofizedlis AVP szint mérés volt segitségilinkre.
Korabbi kisérleteink arra mutatnak, hogy a di/+ genotipust anyak sikeresebben nevelik fel
utddaikat, mint di/di tarsaik, igy kisérleteink soran az ilyen anyaktol szarmazé utodokat
hasznaltuk [148]. Az utobbi években kitenyésztettiink egy kiilon +/+ vonalat is, melyeket

megprobalunk a heterozigota vonallal kozeli rokonsagban tartani.

9. dbra
A di/di (kisebb) és di/+ (nagyobb) genotipusu allatok kozotti méretbeli killonbség

Kép sajat forrasbol
3.1.2. Tartasi koriilmények

Az allatokat alland6, kontrollalt koriilmények kozott tartottuk (22° C + 1° C; 50-
70% paratartalom, 12 6ra vilagos/12 o6ra sotét ciklus, vilagitas kezdete: 07:00 ora), ahol
szabvanyos ragcsaldo taphoz (Charles River; Hungary) és csapvizhez szabadon
hozzaférhettek. Mivel a di/di fenotipussal rendelkezd 4llatok vizeletmennyisége
kiemelkedden magas, igy ezen allatokat a szokasos masnaponkénti almozas helyett naponta
almoztuk. A kisérletekhez hasznalt allatok tenyésztése, tartasa ¢és Kkisérletek alatti
felhasznaldsa megfelelt a mind a Munkahelyi Allatvédelmi Bizottsag (Kisérleti
Orvostudomanyi Kutatdintézet, Budapest, Hungary) magyar, mind a FEuropean
Communities Council Directive eurdpai eldirdsainak. Fajdalmas, vagy miitéti beavatkozas
kizardlag mély anesztézidban tortént, torekedve a minél gyorsabb és kiméletesebb
beavatkozasokra. A kisérletek sordn kizarélag a minimalisan sziikséges allat mennyiséggel

dolgoztunk.
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3.2. Mintavétel

3.2.1. Kronikus jugularis kaniil beiiltetése vérmintak vétele céljabol

Két nappal a kisérletek kezdete el6tt az allatokat anesztézia céljabol ketamin (50
mg/kg SelBruHa Allatgyogyaszati Kft, Hungary)-xylazine (20 mg/kg Spofa, Prague, Czech
Republic)-promethazinum chloratum (0,2 mg/kg, EGIS, Budapest, Hungary) keverék
intraperitonealis alkalmazasaval elaltattuk. A teljes anesztézia elérésekor az allatok jobb
jugularis vénajaba egy szilikon kaniilt helyeztiink (medical-grade silicone tubing; ID
0,64mm; OD 1,2 mm Dow Corning; MI; USA). A behelyezés utan a kaniilt az allatok bore
alatt atvezettlik a hati-nyaki régidhoz, majd heparinos fiziologias sooldattal feltoltottiik és a
kisérlet kezdetéig lezartuk. A kisérlet napjan heparinos fizioldgids séoldattal atmostuk,
majd egy hosszabb szilikon csé segitségével egy fecskendot csatlakoztattunk a vénaba
vezetett kaniilhoz az éber, szabadon mozg6 allaton végzett folyamatos vérvétel céljabol

(0,4 ml vér/ minta, levétele utan fizioldgias sdoldattal visszapotolva).

3.2.2. Vérminta nyerése farokvénabol

Az allatokat egy csébe helyeztiik, melybdl a farkuk szabadon kiloégott. A farokvénat
steril, egyszer hasznalatos szike pengével megvagtuk, majd a kiserkedd vért Eppendorf

csovekbe fogtuk fel (0,3-0,4 ml).

3.2.3. Vér és szovetmintak nyerése dekapitalassal

A feldolgozas soran az allatok csecsemOmirigyét, mindkét oldali mellékveséjét elére
lemért csovekbe, az allatok torzsvérét (kb. 7-10 ml) pedig jégen hiitott, Ko-EDTA (150ul
20 w/v % EDTA) tartalmt csovekbe gytijtottiik. A dekapitalas utan a koponyat felnyitottuk,
az agyakat eltavolitottuk és szarazjégen azonnal fagyasztottuk, a CRH és AVP mRNS in
situ hibridizacidig -70°C-on taroltuk. A hipofiziseket beagyazd médiumban szarazjég
segitségével azonnal lefagyasztottuk és az agyakhoz hasonléan a POMC mRNS in situ

hibridizacidig taroltuk.
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3.3. Mérések

3.3.1. Hormonmérések

1. A hormonszintek mérése soran a ,,radioimmuno assay (RIA)” mddszerét hasznaltuk.
Az ACTH méréshez sziikséges specifikus ellenanyagokat (nyulban termeltetett h-
ACTHy39 ellen) intézetiinkben fejlesztettiik ki [149]. Az ellenanyag magas
specificitassal rendelkezik az ACTH-ra. a-MSH-val vald keresztreaktivitasa 0,2%,
ugyanakkor nem mutat szignifikans keresztreakciot az y-MSH, ACTH31.04 ACTH 2s5.
39: ACTH 1.14: ACTH1.19 peptidekkel. Az egy kisérletbdl szarmazd plazmamintakat
mindig egy assay-ben mértiik. A mérésen beliili szoras 5,8% volt.

2. A Kkortikoszteron szintek mérése soran 10 pl plazmabol hataroztuk meg a
hormonszinteket szintén RIA moddszerrel. A specifikus ellenanyagot nytlban
termeltettiik kortikoszteron-3-karboximetiloxim-bovin serum albumin konjugat

ellen. 1'*®

jelolt karboximetiloxim-tirozin metilésztert hasznaltunk nyomjelzéként
(tracer). A plazma transzkortin reaktivitasat alacsony pH alkalmazésaval zartuk ki.
A kortikoszteron mérés szenzitivitasa 1 pmol, a mérésen beliili szérés 7,5 % volt.

3. AVP hormonmérések esetében a nyulbol szarmazo anit-AVP antitestet Dr.
Vecsernyés Miklos (Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar)
ajanlotta fel szdmunkra. A mérésen beliili szords 10,7%, a mérések kozotti szoras
17,7% volt. A kispatkanyok genotipizalasa soran az AVP tartalmat a teljes
hipofizisekbdl hataroztuk meg. A dekapitalds utan a hipofiziseket eltavolitottuk,
majd 100ul O0,IN sésavban durvan homogenizaltuk. Feldolgozasig -20°C-on
taroltuk. Felolvasztds utdn 5 percig forraltuk a mintdkat, majd ultrahangos
homogenizalast végeztiink. 100-szoros higitas utan mértilk meg a homogenatumok
AVP tartalmat.

4. Az OT szinteket Miinchenben mérték specifikus RIA-val. A plazma OT tartalmat
100ul minta extrahalasat kovetéen, a mikrodializis mintakat liofilizalast kovetéen
hatdroztak meg. A méréshatar 0,1pg/minta, mas peptidekkel vald keresztreakciod

<0,7% volt [145].

37



5. Az immunoreaktiv CAMP szinteket Brooker modositott modszerével mértiik [150,
151]. Az intézetiinkben a 2-o0-succinyl-CAMP-HSA ellen kecskében Kifejlesztett
antitest (No. 309) 0,00043 % keresztreakciot mutatott cGMP-vel, 0,00005 %-ot
ATP-vel és 0,00034 %-ot AMP-vel, lehetové téve a cAMP direkt meghatarozasat
még magas ATP koncentraciok esetén is. Az antitestet 1:8000 végsd higitasban
hasznaltuk. 2°0-szukcinil-cCAMP tirozin metilésztert a chloramine-T modszerrel
jodoztunk ¢€s ezt hasznaltuk radioaktiv ligandként. A kotott és szabad frakciok
elkiilonitése 1 ml jéghideg etanollal tortént. Az assay érzékenysége 0,05 pmol/csé

volt. Az intraassay variacio 7,1%. Egy kisérlet mintait egy assay-ben mértiikk meg.

3.3.2. In situ hibridizacio

3.3.2.1. Szovetel6készités

Az agyakat, illetve a hipofizisek eliilsé lebenyét bedgyazdé médiumban azonnal,
szarazjégen fagyasztottuk, majd a felhasznalasig —70°C-on taroltuk. A szdvetdarabokat
kriosztatban -17°C-on metszettiik. Az agyak koronalis metszetei koziil minden hatodik
16um-es metszetet, a hipofizisek esetében a szerv legnagyobb keresztmetszetl részébol 4
parhuzamos sorozatban, lemezenként 6db 16um-es metszetet szilanozott targylemezre

vettiink fel. A hibridizacidig a lemezeket —70°C-on taroltuk.

3.3.2.2. Hibridizacio

A lemezeket 4%-os paraformaldehid oldattal posztfixaltuk 60 percig, majd 2x5
percig steril kalium-foszfat pufferben (KPBS) mostuk. Mosas utdn egy ¢éjszakan at vakuum-
exszikkatorban szaritottuk. Szaritds utdn proteinaz-K-val emésztettiik (1 pg/ml 50 mM
Tris-ben, pH 8, ¢s 5 mM EDTA), acetilaltuk (0,25% ecet-anhidrid 0.1 M trietanolaminban
pH 8), majd felszalld alkoholsorban dehidraltuk a szoveteket (50%-70%-96%-abszolut
alkohol). Szaradas utan a **S-UTP-vel jel6lt riboproba (hibridizacios oldat:10” -10° dpm/ml;
50% formamid, 0,3M-os NaCl, 10nM TRIS, 2mM EDTA, 1x Denhardt oldat, 10% dextran
szulfat, 0,5 mg/ml élesztd tRNS, pH=8) 100 pl-ét a szovetekre pipettaztuk, majd a
lemezeket, vigyazva arra, hogy a fed6lemez ald buborékok ne keriiljenck, lefedtik. A
lemezekhez a feddlemezt DEPEX segitségével rogzitettilk, hogy a kiszaradasukat

elkeriiljiik (nedves kamra létrehozésa). A hibridizacié 58°C-on 12-16 6ran keresztiil zajlott.
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A hibridizacié utan a metszeteket 4x SSC-ben (saline-sodium citrate puffer) aztattuk
mindaddig, amig a fed6lemezek maguktol levaltak a targylemezrdl (1x SSC: 0,15M NaCl
¢s 15mM trindtrium-citrat; pH=7). A nem hibridizalodott egyszalu ribonukleinsavakat
ribonukledz A-val emésztettiik (20 mg/ml; TRIS-EDTA pufferben 0,5M NaCl).
SSC-ben 30 perces inkubacié kovetkezett.

A CRH mMRNS mennyiségének meghatdrozds a [35S]JUTP jelolt ribopréba
hasznalataval tortént. Ez a proba a CRH gén exonszekvencidjaval komplementer (a proba
Dr D. Richter, University of Hamburg, Germany nagylelk(i ajandéka volt). A hibridizacios
eljaras utan az exponalds imaging plate segitségével tortént 72 oran keresztiil. A plate-ek
leolvasasa fluorescens kép analizaloval tortént (FLA 000, Fujifilm, a leolvasas felbontasa
50 um). A kapott radiogrammokat az internetrél szabadon let6ltheté Image J szoftverrel
értékeltiik ki. A vizsgalt régio tertiletét korberajzoltuk, majd az atlagos sziirkeséget a hattér
értékével (egy szomszédos hipotalamikus teriilet atlagos sziirkesége) korrigaltuk. A CRH
MRNS-hez Osszegeztik a PVN (a mag anterior és a dorzalis medialis parvocellularis,
illetve a periventrikularis teriileteken) és az amigdala teljes kiterjedését (integralt denzitas=
Osszegzett (teriilet * feketedés)) [152].

Az AVP mRNS szinteket [35S]JUTP tartalmt riboprobaval hataroztuk meg, ami az
AVP exonszekvenciajaval volt komplementer (a 1,2kb templat Dr. K. Majo (Northwestern
University, USA) ajandéka volt). AVP mRNS esetében a hibridizalt lemezeket Kodak
NTB3 autoradiografids emulzidoba meritettiik, az exponalas ideje 3 nap volt. Az eléhivas D-
19-es eldhivo (Kodak) oldattal tortént. A PVN mikroszkopos képét digitalizaltuk (Sony
CCD kamera), a feldolgozas ezekrdl a képekrdl tortént. Az eziist szemcesék altal kibocsatott
szignal optikai denzitasat minden allat esetében 4-5 lemezen, Osszesen 50-60 egyedi sejt
esetében hataroztuk meg a PVN medialis, parvocellularis régioja felett (Isd. [145]) Image J
program segitségével. A mért értékeket a hattér értékével korrigaltuk (egy adott keretben a
sejt mellett 1évé nem vizsgalt teriilet értéke). A vizsgalt sejtek atlagos optikai denzitdsa
jelezte a PVN parvocellularis sejtjeinek AVP aktivitasat.

A POMC mRNS szinteket a POMC gén exonszekvenciajaval komplementer
[35S]UTP-val jelzett riboprobaval vizsgaltuk (az 1,2kb templatot magaba foglalo plazmid
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Dr. J Eberwine ajandéka volt (University of Pennsylvania, USA)). Ehhez az éallatok
hipofiziseib6l a 6 legnagyobb keresztmetszetii mintat vettilk fel targylemezre és ezek
esetében végeztiik el a hibridizacios eljarast. A mintdk kiértékelése soran a CRH mRNS
esetében leirt metddust hasznaltuk. A hibridizalt metszetek digitalizalt képén a szignal
atlagos intenzitasat hatdroztuk meg.

Az OT mRNS szint mérése a hipotalamikus PVN dorzalis parvocellularis, medialis
parvocelluléris és posterior magnocellularis régioiban tortént (Isd. 26.4bra). Az agymintak
metszésére ¢s hibridizdlasara Magdeburgban, a kiértékelésre Magyarorszdgon kertilt sor.
Az OT-ra specifikus DNS szekvenciat tartalmazé vektor Dr. Evita Mohr ajandéka volt
(Institute of Cellular Biochemistry and Clinical Neurobiology, Hamburg-Eppendorf
University, Hamburg, Germany). A metszetek hibridizacioja az AVP-nél leirt modszerhez
hasonloan, emulziéba martassal tortént. A kiértékeléshez az ImageJ szoftver “threshold”
funkciojat hasznaltuk, ahol az 5-nél tobb és 40-nél kevesebb pixelszami kiiszob feletti
foltot tekintettiik sejtmagnak. A program automatikusan kiértékeli a megadott teriileten
eléforduld sejtek szamat. A mérést 3-3 jobb és baloldali metszeten végeztiik el és a 6 mérés

atlaga szolgalt az allat jellemzésére.

3.3.3. A mellékvesék szovettani feldolgozasa

A paraffinba beagyazott mellékvesékbdl szankamikrotommal 15 um-es metszeteket
készitettiink, melyeket zselatinos targylemezre vettiink fel. A metszés utan a lemezeket
differenciald hematoxilin-eosin festékekkel festettiik. A megfestett lemezeket digitalizaltuk,
majd Imagel-vel hataroztuk meg a metszeteken a mellékvesekéreg vastagsagat.
Korberajzoltuk a mellékvesék kertiletét, majd a veldallomanyt €s a két teriilet kivonasaval

kaptuk meg a kéreg teriiletét.

3.3.4. Statikus inkubalas

A dekapitalt allatok hipofizisét és mellékveséjét eltavolitottuk, majd 8 kisebb
darabra vagtuk és 1 ml 37 °C-os Dulbecco Minimal Essential Medium-ban (DMEM)
(tartalmazott még: 2,5 g bovin serum albumin (BSA)/I, és gazkeveréket vezettiink bele:
95%0,-5%C0,) 2x1 o6ra idétartamban eléinkubaltuk.
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A 2 6rés preinkubacios 1d6 letelte utan a hipofizist 20 percig CRH tartalmti DMEM-
ben inkubaltuk. 20 perc utan a szervekrdl a médiumot eltavolitottuk, centrifugaltuk (3000g,
5 perc), majd a feliiluszot az ACTH szintek méréséig -20 °C-on taroltuk. A szervdarabokat
ovatosan 0Osszegyujtottiik, majd 250ul 0,IM sdésavban homogenizaltuk, centrifugaltuk
(3000 g, 5 perc), a feliiluszot a cAMP szintek méréséig -20 °C-on taroltuk.

A mellékvesékrél a preinkubéacios idé utdn a médiumot 15 percenként
Osszegyljtottiik, majd frissre cseréltiik 6sszesen 6-szor. A masodik 15 perces szakaszban a
szerveket ACTH tartalmtt DMEM-ben inkubaltuk szintén 15 percig. Az egyes frakciok utan
a szervekrdl a médiumot eltavolitottuk, centrifugaltuk (3000g, 5 perc), majd a feliiliszot a

kortikoszteron szintek méréséig -20 °C-on taroltuk (10. abra).

& < . < > = . ¢
. 4
2*60 perces 15 perces inkubécio 15 perces
preinkubécios 1072 10 ¢s10 M inkubacios
1do ACTH tartalma DMEM- 1dok
10. abra

A mellékvese inkubalas protokollja

3.3.5. Szuperfuzio

Acs és munkatarsai [153] modositott modszerét hasznaltuk [154]. A mellékvese
darabokat perfuzids oszlopokra helyeztiik és DMEM-mel mostuk. A eldkészitd perfuzio
soran a darabokat 1 oran keresztiil 100ul/perc sebességgel, majd egy tovabbi 6ran keresztiil
200ul/perc sebességgel dramoltattuk at a stabil kortikoszteron szekrécid elérése céljabol.
Ezutdn 5 perces frakcidkat gytjtottiink (1ml/frakcid). Az alapszekréciot az elsé 3 minta
alapjan hataroztuk meg, majd a médiumhoz 2*10"°mol/l ACTH-t adtuk 5 percre. 60 perc
kimosast kévetéen Gjabb, 10°mol/l ACTH adésara keriilt sor. Mind a szdvetmintakat
tartalmazo oszlopok, mind az ataramlo folyadék 37°C-on voltak tartva konstans gazaramlas
mellett. A frakciokat jéghideg csovekbe gytjtottiik és -20°C-on taroltuk a kortikoszteron

szintek meghatarozasaig.
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3.4. Kisérleti protokollok

3.4.1. Akut stressz Kisérletek

Az 1960-as években az AVP-t tekintették a HHM tengely legfobb szabalyozojanak, de
a CRH felfedezése, és az egy neuron=egy neurotranszmitter elv (Dale-elv) alapjan kikertilt
az érdeklédés kozéppontjabol. Uj ismeretek, modszerek birtokdban érdekesnek tiint ismét
felvetni azt a kérdést, milyen helyzetekben, milyen mértékben van szerepe az AVP-nek a
HHM tengely szabélyozasaban. Ennek vizsgalatira a kovetkezd kisérleteket végeztiik el

[155]:

3.4.1.1. Ujdonsag stressz (Novelty)

Az allatokat egy, a tetején nyitott mlianyag dobozba (40x36x20 cm) helyeztiik 10
percre, mely doboz nagyobb, mint az elézbleg altaluk megszokott allattartdé ketrecek és
elézetesen mar tobb allat szagnyomaival szennyezett volt. Az egymast kovetd kisérletek
soran a dobozt nem takaritottuk, igy azok vizelettel és széklettel szennyezettek voltak (az
erésebb szorongas kivaltasa érdekében). A kontroll allatokat a dobozukbol kivéve, a

stresszelt allatokat a 10 perces stressz utan azonnal dekapitaltuk.

3.4.1.2. Szocialis elkeriilés (Social avoidance)

Ebben a tesztben a szorongast egy intézetiinkben kidolgozott két kompartmentes
modszerrel idéztiik el [156]. A berendezés két, sszekotott kamrabol all, amely koziil az
egyikben egy ismeretlen Wistar patkany tartézkodik egy perforalt plexi dobozba zarva. A
tesztallatot 3 percre az iires térfélre helyezziik, majd a habitudcid utan kinyitva a két térfél
kozotti kaput tovabbi 5 percig megengedjiik, hogy szabadon bejarja az egész berendezést.
Az 5 perc végén az éllatok farkabol vért vettiink. A kontroll csoport tagjai az iires dobozba

sem kertiltek be.

3.4.1.3. Emelt keresztpallé teszt (Elevated plus maze (EPM))

Az emelt keresztpalld teszt az orvosi, biologiai kutatdsokban az egyik
leggyakrabban alkalmazott teszt. A teszt hasznalata soran az allatok 1) helyzetben mutatott
szorongasat mérjiik. Az allatokat a keresztpall6 (karhosszusag 50 cm, karszélesség 20 cm, a

pallok magassaga 70 cm) kdzepére helyeztiik orral a zart kar felé, majd az 5 perces teszt
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utan, a kontroll allatokt6l a dobozukbol vald kivétel utan azonnal vért vettiink a farokvéna

megvagasaval.

3.4.1.4. Lipopoliszacharid (LPS) injekcio

A kisérlet sordn az allatok steril, fizioldgias s6 oldatban feloldott Escherichia Coli
bakterialis lipopoliszacharidot (LPS, szerotipus 0111: B4) kaptak intraperitonealisan (ip)
300ug/2ml/kg koncentracioban az immunrendszer aktivizalasa érdekében. A kontroll
allatok ip fiziologids s6 injekciot kaptak. Az allatokat az injekcid beadédsa utan 1 6ra milva

dekapitaltuk.

3.4.1.5. Eter inhaldcié

Az allatokat egy éterrel atitatott, papirvattaval bélelt, fedett tivegedénybe helyeztiik
1 percre. Az ilivegbdl kivéve Oket, az orrukra éterrel atitatott vattat tartalmazo, konikusan
szikiilo csovet helyeztiink ujabb 2 percig anesztézidban tartva az allatokat, majd
visszahelyeztiik Oket a ketreciikbe. A kontroll allatokat a dobozukbdl kivéve azonnal, a

stresszelt allatokat a kisérlet kezdetétdl szamitott 10 perc mulva dekapitaltuk.

3.4.1.6. Hipertonias sé oldat injekcioja

A kronikus vénas kaniillel felszerelt allatok hasiiregébe 1,5 moélos NaCl oldatbél
100g testtdmegenként 1,5ml-t adtunk ip. igy a stressz tulajdonképpen kombinacidja volt az
ozmotikus, a térfogati és a fajdalom stimulusnak. Az allatokt6l a hipertonias so injekcio
elott kozvetleniil, majd utdna 5, 15, 30, 60, és 120 perc mulva 0,4 ml vért vettiink a
behelyezett jugularis kaniilon keresztiil. A kontroll allatok esetében fiziologias so oldatot

alkalmaztunk testtomegt6l fiiggd mennyiségben (1,5 ml/100g).

3.4.1.7. Anafilaktoid reakcio

A vena jugularisba iiltetett kaniilon keresztil friss, szilirt, steril fizioldgias so
oldatban feloldott tojasfehérjét (500 ml/11 s6 oldat) juttattunk be 1 ml/1 ttkg dozisban. A
vérmintakat (0,4 ml/minta) a korabban ismertetett mdédon a beadas el6tti percben, majd
utana 5, 15, 30, 60, 90, 120 perccel vettiik. A levett vér mennyiségét fiziologias sdoldattal
potoltuk.

43



3.4.1.8. ,Foot-shock” stressz (Iabra mért aramiités)

A kisérlet soran az allatokat egy 30x30x30 cm-es atlatszoé dobozba tettiik, melynek
az alja rézrudakbol all. 5 percen keresztiil minden 30. masodpercben az allatok elektromos
sokkot kaptak (0,8 mA, 50Hz frekvencia, 1 masodpercig). A kontroll allatokat szintén ebbe
a dobozba helyeztiik, de elektromos sokkot nem kaptak. A stressz megkezdése eldtti
percben, majd utana 5, 15, 30, 60, 90, 120 perc mulva a jugularis vénaba helyezett kaniilon

keresztiil vérmintakat gytjtottiink (0,4 ml/minta).

3.4.1.9. Ulcerogén, hidegben torténo immobilizacio

Az immobilizacids stressz sordn egy 4°C-os hideg helységben az allatok mind a
négy végtagjat rogzitettiik. A vizsgalat sordn a jugularis vénabol a 0., 30., 60., 120., 180., és
240. percben vért gyijtottiink (0,4 ml/minta). 4 6raval a kisérlet kezdete utan az allatok
gyomrat kivettiik, felnyitottuk és a kialakult fekélyeket megvizsgaltuk. Ebben a kisérletben
a Brattleboro kontrollok mellett Wistar patkanyokat is hasznaltunk, hogy megvizsgaljuk, a
heterozigotak részleges AVP hidnydnak hatasait is. A kontroll allatokat sajat dobozukban

tartottuk.

3.4.1.10. Mozgaskorlatozas (Restraint)

Ez a stressz a teljes immobilizaciondl enyhébb mozgaskorlatozasi forma. Az
immobilizacié esetén az allat nem képes semmilyen mozgasra. Mozgaskorlatozas esetében
az allatokat egy konikusan szlikiilé mlianyag csébe helyeztiik 1 6rdra. A csé sziik végén az
allat szabadon kapott levegét, masik végét papirvattaval szorosan kitomtiik, igy az allat
megfordulni ugyan nem tudott, de kisebb mozgasokra képes volt. A stressz megkezdése
elott, majd a stressz idOtartama alatt az 5., 15., 30., 60., és 120. percben a jugularis vénabol

vért vettiink (0,4 ml/minta). A kontroll allatokat sajat dobozukban tartottuk.

3.4.1.11. Szocialis ,,kudarc” teszt (Social defeat)

A teszt soran az allatot egy nala nagyobb tomegili Brattleboro sziildpar (kicsinyek
nélkiili) ketrecébe helyezziik 10 percre. A him allat megtamadta a nala kisebb betolakodot,
azaz a tesztallatunkat. Sériilés esetén a kisérletet azonnal befejeztiik, a tesztallatot

eltavolitottuk és ezt az allatot kizartuk az értékelésbdl. A teszt megkezdése el6tt majd, a
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15., 30., 60., 120. percben a jugularis vénabol vért vettiink (0,4 ml/minta). A kontroll
allatokat sajat dobozukban tartottuk.

3.4.1.12. Hipoglikémia

18 oras éheztetés utan az allatoknal ip Actrapid (gyors hatasu inzulin, 3NE/2ml/
ttkg; Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) injekcidval hipoglikémiat idéztiink eld, majd 1
ora mulva dekapitaltuk Oket. A részleges AVP hiany befolyasold hatasat ebben a
kisérletben +/+ dallatok felhasznédladsaval teszteltiik. Az dallatok vércukorszintjét egy
kereskedelmi forgalomban kaphaté vércukorszint-mérd késziilékkel mértiik (D-Cont
Personal, 77 Elektronika Kft., Budapest). A kontroll allatok ¢hezést kovetden ip fiziologias
sooldatot kaptak.

3.4.1.13. Forszirozott uszas stressz (forced swim test (FST))

Egy 50 cm magas, 30 cm atmérdji liveghengert 35 cm magassagig 24°C + 1C°
hémérsékletii csapvizzel toltottiink meg, majd az allatokat 10 percre a hengerbe helyeztiik
és a 0., 5., 15., 30,, 60., 90. percben vérmintakat gytjtottiink. Ebben a kisérletben egy
tovabbi kontroll csoportot is alkalmaztunk, hogy kizarjuk a periférids AVP hiany hatésait.
10 nappal a kisérlet megkezdése elétt a di/di genotipust allatok felének bdre ala
dezmopresszinnel (DDAVP, V2 receptor agonista, Ferring Lieciva) feltoltott (200 pl; 1
mg/ml) Alzet ozmotikus minipumpat (1 ul/6ra, 14 nap) helyeztiink. Az allatok masik fele
(di/di és di/+ genotipus) aloperacion esett at. 8 nappal késoébb az allatok jobb jugularis
vénajaba kaniilt helyeztiink, majd 2 nappal kés6bb elvégeztiik az FST-t.

3.4.1.14. A CRH érzékenység vizsgalata

3.4.1.14.1. In vivo tesztelés
40 ng/kg CRH-t (Sigma) adtunk be vénasan a jugularis kaniilon keresztiil felnott

him Brattleboro patkanyoknak és vérmintakat vettiink 0, 10, 20, 30, 45 és 60 perckor.

3.4.1.14.2. In vitro tesztelés: statikus inkubalas
Az adenohipofizis kivétele és feldaraboldsa utdna a 3.3.4.-es pontban leirtaknak

megfelelden jartunk el. 20 perc 5x10° M, illetve 5x10* M CRH stimulalas utin a
médiumbol ACTH, mig a szovetdarabokbol cAMP-t szinteket mértiink.

45



3.4.1.15. Mellékvese inkubalas
A mellékveséket a 3.3.4. pontban emlitett modon dolgoztuk fel. Az inkubalasok
soran 107410 és 10" M ACTH tartalmi DMEM-et alkalmaztunk.

3.4.1.16 AVP retrodializis a PVN-be [157]

Ezen kisérletek soran a di/di allatainkat +/+ kontrollokhoz hasonlitottuk. A
mikrodializis modszere a félig atereszt6 membranon vald anyagaramlas (diffazid) elvén
alapul. A membranon keresztiil torténd diffiiziét a membran porusnagysaga, a két oldala
kozotti koncentracié gradiens, a hémérséklet, és az aramoltatott mikrodializis folyadék
sebessége hatarozza meg. Abban az esetben, ha az extracellularis térben egy anyag
koncentraciéja nagyobb, mint a dializal6 folyadékban, akkor az adott anyag az
extracellularis tér fel6l a dializalé folyadék felé aramlik. Ha a koncentracid viszonyok
forditottak, akkor természetesen az agyagdramlés iranya is megfordul. Mivel a szoveti,
szamtalan faktor befolyasol, igy a koncentraciok megvalasztisa sarkalatos pontja a
kisérletek megtervezésének [158]. A specialis U-alaki mikrodializis mintavevék [158]
beiiltetése a Brattleboro patkanyok agyaba mély anesztézidban tortént, betartva a Sterilitas
szabalyait. A patkdnyok fejérdl a szort a célzott terlileten leborotvaltuk, fertOtlenitettiik,
majd a koponyat sztereotaxias késziilékbe fogtuk (David Kopf Instruments; Tujunga CA).
A fejbdr felnyitasa utan a teriiletet a koponyacsontig megtisztitottuk, majd a célzott teriilet
kozelében egy-egy acél csavart rogzitettiink a falcsontban és a homlokcsontban. A két
acélcsavar kozott egy elliptikus lyukat furtunk a koponyédba a kovetkezd koordinatak
szerint: a bregma-tol hatra 1,5 mm, a kozépvonaltol (sutura saggitalis) laterdlisan 1,6 mm
(jobb oldalra). Ezek utan a mikrodializis mintavevét 10° szogben jobb oldalra megdontve
lassan, de folyamatosan (hogy a sinus saggitalis sériilését elkeriiljiik) a koponya felszinétdl
szamitott 8,8 mm mélyre sillyesztettiik. A mikrodializis mintavevét a két acélcsavarhoz,
valamint a koponyacsonthoz rogzitettiikk fényre keményedd fogédszati cement segitségével
(Vivadent Dual Cement, Schaan, Lichtenstein).

A jobb vena jugularisba a korabbiakban ismertetett modon kaniilt helyeztiink vérmintak
gyljtése céljabol. A kaniilt a behelyezés utan heparinos, gentamicines (30.000 IU)
fizioldgias so6 oldattal toltottiik fel.
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A mutét utdn harom nappal az allatokat elokészitettiik a kisérlethez. A jugurélis véndba
iiltetett kaniilt egy hossz csO segitségével fecskendohoz kapcsoltuk. A mikrodializis
mintavevét pedig dsszekapcesoltuk a mintavételi Eppendorf csdvel, illetve a mikrodializalo
folyadékot dramoltatdo pumpaval (11. 4bra).

Az els6 kisérlet soran vér és mikrodializis mintdkat gy(jtottiink a 10 perces FST
elott, alatt és utan a 11.A abréanak megfeleld idépontokban (vérmintak), illetve
iddintervallumokban (a 100pl-es mikrodializis mintdkat 30 perc alatt gy(jtottik). A

masodik kisérletsorozat soran vérmintdk gytjtésére keriilt sor a 11.B &bran jelolt

idopontokban, mikozben az allatokba AVP (10 pg/ml; [deamino-Cys-Val-D-
Arg]vasopressin; Sigma, Taufkirchen, Germany) vagy Ringer oldatot jutattunk
retrodializissel.
A FST 10 perc
1. 30 perces 2. 30 perces 3. 30 perces 4. 30 perces 5. 30 perces 6. 30 perces
Vérmintak: T T T T
30 2 perccel a 15 perccel a 105 perccel a
- pere FST kezdete FST kezdete FST kezdete
utan utan utan
FST 10 perc
B >
! 2. [ZANR: BUAVE | AIAVPL LS UAVE D BAVRL
Vérmintak: T T T T
30. perc 2 perccel a 15 perccel a 105 perccel a
FST kezdete ~ FST kezdete FST kezdete
utan utan utan
11. abra

Forszirozott Uiszas tesztek és mintavételi protokoll
A. FST mintavételek. A nyilak a mikrodializatum és vérmintak gyijtésének idopontjat jelolik,
B. AVP retrodializis. A nyilak a vérmintak gytjtésének idépontjat jeldlik
3.4.1.17 Egyszeri morfin kezelés hatasa [159]
Az allatokat a korabban emlitett modon a jugularis vénaba helyezett kaniillel lattuk

el a kisérlet megkezdése el6tt 2 nappal. A kisérlet napjan az allatok 10mg/kg/ 2 ml dézisban
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egyszeri szubkutan (sc) morfin injekciét kaptak. Az injekcid elott kozvetleniil, majd az 5.,

15., 30., 60., 90. percben az allatoktol vért vettiink (0,4 ml/minta).

3.4.2. Kronikus stressz kisérletek

3.4.2.1. Krénikus morfin kezelés utani morfin megvonas hatasa [159]
Korabbi tanulmanyokat alapul véve [160, 161] az allatokat naponta kétszer, reggel
hét és este hét orakor 16 egymast kdvetd napon szubkutan morfinnal oltottuk a kdvetkezd

séma szerint:

1. tablazat
A kronikus morfin kezelés protokollja

di/+ vagy di/di
Kontroll (KK) Morfin (MK) Morfin (MM)
7 o6ra 196ra |7 6ra 19 6ra 7 o6ra 19 6ra
1. nap fiz. s6. fiz. s6 10 mg/kg 10 mg/kg | 10 mg/kg 10 mg/kg
2. nap fiz. s6. fiz. s6 20 20 20 20
3. nap fiz. s6. fiz. s6 30 30 30 30
4.-9. nap fiz. s6. fiz. s6 ...+10 mg/kg/nap ...+10 mg/kg/nap
10.-16. nap | fiz. sé. fiz. s6 100 100 100 100
fiz. s6 dekapitalas fiz. s6 dekapitalas 100 mg dekapitalas
Dekapitacio 17. nap 11 érakor 11 érakor 11 érakor

Az allatok az els6é 10 napban, naponta 10 mg/kg-mal emelked6 dozisban kaptak a morfint
elérve igy a 10. napra a 100 mg/kg-os dozist. A 11.-16. napig az allatok a megszokott
idopontokban 100 mg/kg doézisban kaptak sc injekciot. A 17. napon, vagyis a dekapitacio
reggelén az allatoktél a farokvéndbdl (a lehetd legkisebb stresszt okozva) vérmintat
vettiink. Minden csoportban az allatokat az utolso injekciot kovetd négy ora mulva, déleldtt
11 orakor dekapitaltuk. Utolso injekcioként a morfin kezelt allatok fele reggel 7-kor a
megszokott morfin helyett fiziologias sooldatot kapott (vagyis a morfin elvonas 16 oras;
MK csoport), mig a csoport masik fele a szokott idében 100 mg/kg dézisban ismét morfint
kapott (itt 4 6ras a morfin elvonas; MM csoport).

3.4.2.2. 28 napos ismételt mozgaskorlatozas (repeated restraint) [162]
Az allatokat 28 egymast kdvetd napon, naponta 1 orara egy konikusan sziikiild

mianyag csObe helyeztiik, az akut mozgaskorlatozas stressznél leirtak szerint. A stressz a
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kisérlet idétartama alatt minden nap ugyan abban az idoben kovetkezett be déleldtt 9 és 12
ora kozott. A 29. napon az allatok egyik felét kb. 24 6raval az utols6 mozgaskorlatozas utan
dekapitaltuk, amihez kontrollként stresszeletlen allatok szolgaltak. Az akut reaktivitas
vizsgélatdhoz eldzetesen stresszeletlen kontroll allatokat, illetve 28 mozgaskorlatozason
atesett allatokat a 29. napon egy 1 6ras mozgaskorlatozas stressznek tettiik ki és az 1 ora

végén azonnal dekapitaltuk oket (29R).

2. tablazat
A 28 napos mozgaskorlatozasos kisérlet csoportjai
di/+ di/di
Krénikus kezelés kontroll 28R kontroll 28R
Akut kezelés kontroll ‘ R| kontroll ‘ R| kontroll ‘ R| kontroll |R

Az akut stressznek ki nem tett allatokbol a mellékveséket eltavolitottuk. Az egyik
mellékvesét fixaltuk a mellékvese kéreg teriiletének meghatarozasa céljabol (Isd. 3.3.3.). A
masikat feldaraboltuk, és in vitro szuperfizidés rendszerben megmértik az ACTH

érzékenységét (3.3.5.).

3.4.2.3. Kroénikus valtakozé, enyhe stressz [163]

A Kkisérlet 6 hete alatt naponta 2 alkalommal a felnétt, him Brattleboro patkanyokat
a kovetkez6 enyhe stressz stimulusoknak tettiikk ki: vizmegvonds, éheztetés, az izomerd
mérésére hasznalt ,,wire suspension”; a motoros koordindciot vizsgalo ,,rotarod”; emelt
keresztpallo teszt, 30 illetve 60 perces mozgaskorlatozas farokvagassal, forszirozott uszds,
nedves, vagy megdontott doboz, egerektol szarmazo alom, a megszokottdl elérto
fényviszonyok alkalmazasa, tulzsufolas (3 allat egy dobozban) vagy egyediili elhelyezés 2-
48 oran keresztiil. Az utols6 héten kovettiikk az allat magatartasat (EPM, FST teszt). Az
allatokat minimum 24 o6rdval az utolsé stimulust kdvetéen dekapitaltuk. A szervsulyok
vizsgélata mellett vérmintdkat gyijtottiink hormonszint mérés céljabol, a hipofiziseken

POMC mRNS szint meghatarozast végeztiink.

3.4.2.4. Magatartas az emelt keresztpallon
Az akut stressznél leirt médon végeztiik a vizsgalatot. Az allatokat 5 percre az

EPM-re helyeztiik, a viselkedésiiket videora rogzitettiik és a magatartdsukat a H77,
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intézetiinkben Haller Jozsef altal fejlesztett elemzd program segitségével késdbb egy, a
kezeléseket nem ismerd személy elemezte. A vizsgalt paraméterek voltak: nyilt karban
toltott id6 (%), zart kari belépések szama (mennyiség), mint a mozgékonysag mértéke, €s a
nyilt kari aktivitds (nyilt/(nyilt+zart) kari belépések szama *100 (%)), ami a szorongas
mozgékonysag fliggetlen paramétere. Etologiailag fontos paraméterek koziil a mosakodast
(6ngondozéds az els6 mancsok segitségével, vagy a hatsé labakkal vakarozas); a
kockazatfelméré magatartast (stretched attend postures, SAP; felderitd mozdulat, mikor az
allat kinyulik, majd visszahuzodik anélkiil, hogy a végén valdjaban elmozdulna, a hatséd

laba mindvégig a helyén marad) €s a vertikalis mozgas dgaskodo paraméterét elemeztiik ki.

3.4.2.5. Magatartas az FST alatt

Az akut stressznél leirt modon folyt a vizsgélat. Az elsé nap az allatokat 15 percre
helyeztiik a vizzel telt hengerbe (depresszid-szert allapot eldidézése), de csak a masnapi, 5
perces uszast vettilk videora. Vizsgalt paraméterek: lebegés (floating): nincs érzékelhetd
mozgas az egyensulyozason kiviil; uszas (swimming): az allat mellsé labaival usz6
mozdulatokat végez, de ez nem tori at a vizfelszint; kiizdés (struggling): az allat mells6

labaival attori a vizfelszint; buvarkodas (diving): az allat feje a viz ala keriil.

3.4.3. Perinatalis Kkor vizsgalata

3.4.3.1. Kispatkanyok stressz reaktivitasanak vizsgalata [164]

A sziildparok kivalasztasakor a kovetkezd elveket alkalmaztuk: az anya mindig di/+,
mig az apa di/di genotipust. A megsziilet utdodok ezért vagy a di/+, vagy a di/di genotipust
mutattak. Mivel az allatok vizfogyasztasanak tesztelése csak az anyatol valo elvalasztas (21
napos ¢letkor) utan lehetséges, e kor elott csak az utdlagos AVP szintmérés utan
sorolhattuk be a kdlykoket a két genotipus valamelyikébe. Megjegyzendd még, hogy az
almokban nagyobb szammal sziilettek di/+, mint di/di genotipust allatok. A sziiloket és a
kolykoket specifikus patogén mentes (specific pathogen free, SPF) kornyezetben tartottuk
kontrollalt koriilmények kozott (12 6ra vilagos/12 ora sotét periodus, vildgos periddus

kezdete reggel 7 ora; 23°C+ 1C° relativ paratartalom 50-70%). A kisérletek soran az egy
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alomban sziiletett 6sszes kolykot felhasznaltuk, a nemek kozott kiillonbséget nem tettiink. A

kovetkezo vizsgalatokat végeztiik:

a)

b)

d)

f)

9)

Az egy alomba sziiletett kispatkdnyok felét 9 napos korukban 24 orédra
elvalasztottuk az anyjuktol. A kispatkanyok egy 1j, tiszta almot tartalmazé dobozba
keriiltek extra ¢lelem, viz vagy melegités nélkiil. A kispatkdnyokat az elvalasztasi
periodus utan dekapitaltuk, a térzsvért Ko-EDTA tartalmu csovekbe fogtuk fel.

A 9 napos kispatkanyokat az a) pontban leirtak szerint valasztottuk el az anyatol,
de a dekapitalas az elvalasztas utan 1, 4, 12 illetve 24 6ra mulva tortént.

4,9, 19 napos kispatkdnyokat valasztottunk el a fentebb leirt mdédon az anyjuktol és
24 6ra mulva, vagyis 5, 10, 20 napos korukban dekapitaltuk dket.

A kisérlet soran a kispatkdnyok stresszre adott valaszait vizsgaltuk. 10 napos
korukban a kolykoket sc 1ul/ttg fentanil-fluanizon kombinacidéval kezeltiik
(Hypnorm, Janssen Pharmaceuticals, Grove, Oxford, UK; a fentanil, mint u-6piat
receptor agonista gyakran alkalmazott szer a gyermeksebészetben). A kontroll
allatok hasonld dozisban fizioldgias s oldatot kaptak. Az injekcid utdn a kolykok
visszakeriiltek az anya mell¢, majd 60 perc elteltével az allatokat dekapitaltuk és a
torzsvért csovekbe gyljtottiik, az agyakat szarazjégen azonnal fagyasztottuk [165].
5, 10, 20 napos korukban a kispatkanyokat sc 1ul/ttg fentanil-fluanizon
kombinacioval kezeltiik a d) pontban leirtak szerint. A kontroll allatok hasonlo
dozisban fizioldgias so oldatot kaptak. Az injekcid utan a kolykok visszakertiiltek az
anya mellé, majd 30 perc elteltével az allatokat dekapitaltuk és a térzsvért csovekbe
gyljtottiik, az agyakat szarazjégen azonnal fagyasztottuk.

10 napos kolykok mellékveséjét a 3.3.4. pontban leirtaknak megfelelden kezeltiik.
102 M, 10 M ¢s 10™ M ACTH adasara keriilt sor (Isd. még 3.4.1.14. és
3.4.1.15.).

A 10 napos kispatkanyoknal egyszeri 250 ng/ttg dozist P1-24-kortikotropin
(Synacthen, CIBA, Baden, Switzerland) sc injekciot alkalmaztunk. Az injekcid
utdn a kispatkdnyokat visszahelyeztilk az anyjuk ala, majd 60 perc elteltével
dekapitaltuk Oket, a torzsvért hormonmérés céljabol osszegyljtottiik. A kisérlet

soran hasznalt dozis beallitasa el6zetes kisérleteink alapjan tortént. 2, 10, 50 ng/ttg
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3.4.3.2.

a)

b)

doézistt Synacthen nem okozott szignifikdns valtozast a kispatkdnyok ACTH
szintjében 15 perc elteltével az injekcid utan. Ugyanakkor a 250 ng/ttg dozis utan
15 perccel 2,5-szeres, 30 perccel késobb 2-szeres eltérés tapasztalhatd, majd 60
perc utan az ACTH szint az alap értékekre csokken vissza. Hasonl6 valtozasokat
figyelhettiink meg a kortikoszteron szintek esetén, ahol 15 perc utan 1,6-szeres, 30
perc utan 2,3-szeres, mig 60 perccel az injekcid utan 3-szoros kiilonbség

mutatkozik az alap allapotban mért kortikoszteron értékekhez képest.

Perinatalis kor: Nemek kozotti kiilonbségek [166]

9 napos kispatkanyokat a korabbiakban ismertetett mddon elvalasztottunk az
anyjuktol, majd 24 oraval késobb 10 napos korukban dekapitaltuk oket. A him és
ndstény kispatkanyokbdl szdrmaz6 mintakat kiilon kezeltiik.

10 napos kispatkanyokat éter stressznek tettiink ki a kdvetkezok szerint: A kontroll
csoport allatait (mindkét nembdl) az anyatol valo elvétel utan rogton dekapitaltuk.
Az egyszeres éter stresszelt csoport kolykeit éterrel atitatott vattat tartalmazoéd
50ml-es centrifuga csébe helyeztiik 3 percre, majd 10 perccel a kisérlet kezdete
utan dekapitaltuk 6ket (3 perc stressz + 7 perc varakozas). A kétszeres éter
stresszelt csoport allatait az elsé 3 perces stressz utan az anyatol elvalasztva
tartottuk, majd 60 perccel az els6 éter stressz megkezdése utdn ujbol 3 percre a

csObe keriiltek. A kisérlet kezdetétdl szamitott 70. percben dekapitaltuk dket.
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3.5. Statisztika

Az eredményeinket az atlag = SEM feltiintetésével abrazoltuk. Adatainkat az
Statistica programcsomag (Tulsa, OK, USA) ANOVA/MANOVA moduljaval értékeltiik
ki. Azoknal az eseteknél, ahol idOpontok szerinti ismételt vérvétel tortént ,repeated
measure” ANOVA analizist végeztiink (az id0 hatdsa). Azoknal a kisérleteknél ahol
egyetlen szempont szerinti 6sszehasonlitas tortént (pl. genotipus) az ,,egyutas” (,,one-way”’)
ANOVA-t hasznaltunk. Tobb szempont szerinti Osszehasonlitds esetén a megfeleld
ANOVA modul keriilt kivalasztasra. Azokban az esetekben ahol elvégezhetéek voltak a
,post-hoc” tesztek a Newman-Keuls modszert hasznaltuk. (Ettdl elérd eseteket a megfeleld
kisérlet eredményeinél kiilon jeloltem.) A szignifikancia szintjét p=0,05-nél allapitottuk
meg. A szovegben a fo hatasok keriiltek feltiintetésre, mig az abrdkon a ,,post-hoc”

Osszehasonlitdsok eredménye szerepel (eltérd esetben az abra-aldirasban jeleztiik).
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4. Eredmények

4.1. A felnott Brattleboro patkanyok akut stresszreaktivitasa

4.1.1. Ujdonsag stressz (Novelty stress)

Nyugalmi éallapotban a hormonszintek kozott nincsen kiilonbég a két genotipusban
(12. abra). AVP jelenlétében (di/+) mind az ACTH mind a kortikoszteron plazmaszintek
megemelkednek a 10 perces Gjdonsag stressz hatasara (stressz hatas mindkét hormonra:
p<0,01). Ezzel ellentétesen AVP hianyaban (,,di/di”’) elmarad az ACTH szintek emelkedése
(stressz ¢és genotipus interakcio: p<0,05). A stressz indukalta kortikoszteron szint

emelkedés mindkét genotipusban azonos (nincs interakcio).

100 - ** =750
g *%
= g
£ 757
3 E 5001
E 5
= 501 5}
= w
(@] o 250
< 251 =
(=]
¥
0 0
K S K S K S K S
di/+ di/di di/+ di/di
12. abra

Ujdonsag stressz. K=Kontroll, S=Stresszelt; ** p< 0,01 eltérés a kontrollhoz
képest, ## p<0,01 eltérés a di/+-hoz képest
4.1.2. Szocialis elkeriilés (Social avoidence)

A 8 perces szocialis elkertiilés stressz hatasara megemelkedd ACTH és kortikoszteron

szintek nem kiilonboztek a két genotipus kozott (3. Tablazat; stressz hatas: p<0,05).

4.1.3. Emelt keresztpallo teszt (EPM)

Az EPM kivéltotta ACTH szint emelkedés szignifikdnsan alacsonyabb volt a
,di/di”-s allatok esetében (3. Tablazat, stressz hatas: p<0,05; stressz és genotipus
interakcio: p<0,05). A kortikoszetron szintek esetén a genotipusnak nem volt hatdsa (stressz

hatés: p<0,05).
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Az ACTH és kortikoszteron szintek a stressz utani egyetlen idépontban.

3. Tablazat

*p<0.05; **p<0.01 szignifikans eltérés a kontroll csoporthoz képest; #p<0.05 szignifikans

eltérés a di/+ patkanyokhoz képest

Emelt
ACTH Alap Szocialis keresztpallé LPS Eter
(fmol/ml) | hormonszintek | elkeriilés teszt stressz stressz
110,5 = 2952 + 1027,6 +
23,9+ 3,0 17,6 209,2+ 314 106,1* 75,8**
di/+ (n=136) (n=18) (n=6) (n=10) (n=19)
83,5+ 999,8 +
21,0£1,5 22,7 121,6 £ 20,4# | 192,9 £ 98,7 89,3**
di/di (n=135) (n=9) (n=14) (n=10) (n=16)
Kortiko- Emelt
szteron Alap Szocialis keresztpallé LPS Eter
(pmol/ml) | hormonszintek elkeriilés teszt stressz stressz
962,9 + 7211 %
137,4+17,6 [339,5+76,5| 499,2+614 201,4** 64,1**
di/+ (n=142) (n=7) (n=6) (n=10) (n=19)
864,8 +
175,2+13,7 | 326,0+50,4 | 534,7+35,6 270,5** 791,8+ 73,8**
di/di (n=140) (n=5) (n=14) (n=10) (n=16)

4.1.4. Lipopoliszacharid (LPS) injekcio

Egy oraval az ip LPS injekcio utan szignifikins ACTH ¢és kortikoszteron szint
emelkedést tapasztaltunk a di/+-os allatok esetében (stressz hatas mindkét hormonra:

p<0,01). A di/di-s allatok esetében az ACTH szintje nem emelkedett (3. Tablazat; stressz és

genotipus interakcioja az ACTH esetén: p<0,05).

4.1.5. Eter inhal4cié

10 perccel a stressz kezdte utan mindkét genotipusban szignifikdns ACTH ¢és a

kortikoszteron szint emelkedést mértiink (3. Tablazat; stressz hatas: p<0,01; nincs

genotipus hatés és interakci6 sem).
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4.1.6. Hipertonias sé oldat injekcidja

Az ip injekcidoban alkalmazott hipertonias s6 oldat mindkét genotipusban ACTH
szint emelkedést valtott ki (13.A dabra; stressz hatas: p<0,01). Ha megfigyeljiik a
hormonszintek valtozasanak iddbeli lefutdsat lathatjuk, hogy mindkét genotipusban gyors
ACTH valasz alakult ki az injekcid hatasara és emelkedett hormonszinteket figyelhettliink
meg 2 oraval az injekciod utan is (1d6 hatas: p<0,01). AVP hianyos allatokban a ,,60 perces”
minta mutat csak eltérést a di/+ csoporthoz képest (genotipus hatas és stressz, ido,
genotipus interakcid: p<0,05). A kortikoszteron szintek esetében fokozatos szintbeli
emelkedést figyeltiink meg (0. perctdl a 30. percig), €s ez az emelkedett szint marad meg a
kisérlet végéig (stressz €s 1d6 hatas: p<0,01). A kortikoszteron valaszt az allatok genotipusa

nem befolyasolta.

1200
7007 inj. —O—dil+ K —/— di/+NaCl =
£ 1000
600 —@— di/diK —f— di/diNaCl E
E 500 . S 800
g + s
£ 400 y S
= w00 " X k5 600
P N
Q :3 %]
Z * 400
200 %
100 . ‘¥6 200
0] T T T T T T T T 0 T T T T T T T T
o] 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 12
1d6 (perc)
13. 4abra

Hipertonias s6 oldat
++ p< 0,01 eltérés a 0. perctdl, * p<0,05 ** p<0,01 eltérés a kontroll csoporttdl,
# p< 0,05 ## p< 0,01 eltérés a di/+-hoz képest

4.1.7. Anafilaktoid reakcio

A vena jugularisba injektalt tojasfehérje mindkét genotipusban igen erételjes ACTH
¢és kortikoszteron szint emelkedést valtott ki (14. abra; stressz és id6 hatas: p<0,01). Az
ACTH csucs a 15. és 30. perc kozott alakult ki. Ezt kdvetéen a di/+ allatoknal a 90. perc
kornyékén, a ,,di/di” allatoknal mar a 60. percre a hormon szintje az alapszint kozelébe
csokkent. AVP hianyaban szignifikdnsan kisebb az ACTH szint emelkedése (genotipus és
interakcidi hatasa: p<0,05). Mindkét csoportban gyors kortikoszteron szint emelkedést
figyeltiink meg (stressz és id6 hatas: p<0,01). A kortikoszteron szintek esetében nincs

genotipus hatas.
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14. abra
Anafilaktoid reakcio

++ p< 0,01 eltérés a 0. perctdl, **p<0,01 eltérés a kontroll csoporttol,
## p< 0,01 eltérés a di/+-hoz képest

4.1.8. ,,Foot-shock” stressz

Az éllatok behelyezése a ,,foot-shock” dobozba szignifikdnsan, de genotipustol
fiiggetlen moédon emelte mind az ACTH, mind a kortikoszteron szinteket (di/+ K és di/di K
csoport) (15. abra; id6 hatas: p<0,01). Egyszeri elektromos sokk képes volt tovabb emelni
az ACTH szintjét (stressz hatas: p<0,05), mig a kortikoszteron szintek esetén csak erre

utald tendenciat lathattunk (stressz hatas: p=0,08). Egyik hormon esetén se volt hatdsa a

genotipusnak.
750 =O— dil+K _ 1400
i =/ di/+FS § 1200 _ ++ +
FHE - =
? -@— di/diK g 1000
50007 RA\¢sex —A— dildiFS g
E § 800,
E 250 = % %07
Q TS 400 |
g 200
0 0 T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
1d6 (perc) Id6 (perc)
15. abra
Foot-shock

+p<0,05 ++ p< 0,01 eltérés a 0. perctdl, ** p<0,01 eltérés a kontroll csoporttdl
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4.1.9. Ulcerogén, hidegben torténé immobilizacio

A kisérletben di/+ és di/di allatok mellett Wistar kontrollokat is hasznaltunk (16.
abra). A stressz mindharom csoportban erdteljes ACTH és kortikoszteron szint emelkedést
valtott ki (id6 hatés: p<0,01). A di/+ genotipusu allatokban és a Wistar patkanyok esetében
hasonl6 volt az emelkedés mértéke, mig a di/di allatok csokkent ACTH szint emelkedést
mutattak a 60. percben (id6 és csoport interakcio: p<0,01). A kortikoszteron szintek esetén

nem volt kiilonbség a csoportok kdzott.

1250 ++ —O— dif+

2500 -
1000 e E 2000 -
= == Wistar E
£ 750 1 € 1500
o =
= ++ E
= 500 g 1000
g 3
Q 250 $ 50 4
Hideg_immobilizaco 5 Hideg immobikzacié |
03 T T 1 = 0 T 7 ]
0 180 240 0 60 120 180 240

120
|45 (perc) 1d& (perc)

16. abra
Ulcerogén hideg immobilizacios stressz
++p <0,01 eltérés a 0. perchez képest, # p<0,05 eltérés a di/+ csoporthoz képest

4.1.10. Mozgaskorlatozas (Restraint)

A mozgaskorlatozas kivaltotta ACTH szint emelkedés a cstcsat 15 percen beliil érte
el és a hormonszint a csucs kozelében maradt a stressz végéig, majd a kisérlet végére (120.
perc) az alapszint kozelébe esett vissza (17. dbra; id6 hatas: p<0,01). A kortikoszteron
szintek esetében fokozatos emelkedést figyeltiik meg a stressz 60 perce alatt (id6 hatés:
p<0,01). A kortikoszteron csucs hozzavetdlegesen a stressz 30. percére alakult ki, majd a
kisérlet végéig tartdsan magas szinten maradt. AVP hidnydban a stressz altal kivaltott
ACTH ¢és kortikoszteron szint emelkedés is csokkent mértékli volt (genotipus hatés €s 1d6-

genotipus interakcio: p<0,01).
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17. abra

Restrain teszt
+p< 0,05 ++ p< 0,01 eltérés a 0. perchez képest;
#p< 0,05 ## p< 0,01 eltérés a di/+ csoporthoz képest

4.1.11. Szocialis ,,kudarc” teszt (Social defeat)

A 10 perces agressziv interakcio elég erds stimulus volt ahhoz, hogy szignifikdnsan
emelkedett és hosszan tart6 ACTH ¢és kortikoszteron szint valtozasokat produkaljon (18.
abra; id0 hatads: p<0,01). AVP hidnydban csokkent mértékli a két hormon szintjének
emelkedése (id6-genotipus interakcio: p<0,01).

600

++

ACTH (fmol/ml)

Kortikoszteron (pmol/ml)

0 30 60 90 120 0 30 60 90 120

6 1d6 (perc
Id6 (perc) 18. 4bra (perc)

Szocialis kudarc teszt
Agr- az agressziv kontaktus 10 perce; + p< 0,05 ++ p< 0,01 eltérés a 0. perchez képest; #
p< 0,05 ## p< 0,01 eltérés a di/+ csoporthoz képest
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4.1.12. Hipoglikémia

A 18 oras ¢hezést kovetden mindharom genotipusban hasonléak voltak a
vércukorszintek (+/+: 4,67+0,1 mmol/l; di/+: 4,62+0,2 mmol/l; di/di: 4,45+0,2 mmol/I; 19.
abra). Intraperitonealisan alkalmazott Actrapid injekcid szignifikansan csokkentette
mindhdrom genotipusban a vércukorszintet (+/+: 2,48+0,05 mmol/l; di/+: 2,29+0,05
mmol/l; di/di: 2,00£0,1 mmol/l). Legnagyobb mértékii valtozast a di/di csoportban
figyeltiink meg (genotipus hatdsa: p<0,05). A vércukorszint ilyen erdteljes csokkenése
hatalmas ACTH ¢és kortikoszteron szint emelkedést valtott ki (19. abra; stressz hatas:
p<0,01). AVP hianyaban az ACTH szint emelkedése kevésbé kifejezett a +/+ és di/+
genotipusokhoz képest, ugyanakkor utobbi két csoport kozott eltérést nem tapasztaltunk
(genotipus hatds és stessz-genotipus interakcid: p<0,01). A kortikoszteron szintek

vonatkozdsédban nem tapasztaltunk genotipusok kozotti kiillonbséget.

1000] £3500 »
—~ i o
= ki £3000 >
= 4 & i
g750 = 2500 2
=] o
g H ©2000
T 500" IS /
3) £ 1500 %
< 4
~ 500]
ool = L R maRi}
+H+K ++A dii+K dil+A difdiK difdiA +4K ++A dif+K dif+A difdiK di/diA
19. abra

Hipoglikémia stressz
**p< 0,01 eltérés a kontroll csoporthoz képest;
## p< 0,01 eltérés a +/+ és a di/+ csoporthoz képest, K=kontroll, A= Actrapid kezelt

4.1.13. Forszirozott uszas stressz (FST)

Az ozmotikus minipumpa Utjan visszapotolt AVP (DDAVP, dezmopresszin)
szignifikansan csokkentette a di/di genotipusu allatok vizfelvételét (di/di: 103,9+8,3 ml/
nap; di/di DDAVP: 32,6+1,9 ml/ nap). Az FST szignifikdns ACTH ¢és kortikoszteron szint
emelkedést valtott ki mindharom csoportban (20. abra; id6 hatas: p<0,01). A centralis AVP
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szerepét latszik bizonyitani az, hogy hianyaban az ACTH szintje alacsonyabb emelkedést
mutatott, illetve a periférias AVP visszahelyezés a csokkent ACTH véalaszt nem volt képes
a normalis szintre emelni (csoport hatds és id6-csoport interakcio: p<0,05). A

kortikoszteron szintek esetében szignifikans kiilonbséget nem figyeltiink meg a csoportok

kozott.
2000 |4+ 20 9
—o— dif+ . 2000
1500 4 - di/di E
— e =
£ + —&— difdiD DAYVE £ 1500
= =
£ 1000+ & 5
g = 1000
= [
Q g
500 4 € 500 4
# 4
o A= : : : : : o
] 15 30 45 B0 78 =]
1dé (perc) Idd (perc)

20. abra
FST hatasa. + p< 0,05 ++ p< 0,01 eltérés a 0. perchez képest;
# p< 0,05 eltérés a di/+ csoporthoz képest; DDAVP: dezmopresszin kezelt; FS: az uszas 10 perce

4.1.14. A hipofizis eliils6 lebeny CRH érzékenység vizsgalata

4.1.14.1. In vivo tesztelés

A in vivo CRH stimulus (40 ng/kg iv) szignifikins ACTH és kortikoszteron
szekréciot okozott (21. abra; stimulus hatas: p<0,01). A di/di allatok ACTH termelése
alacsonyabb, mint di/+-os tarsaiké (genotipus hatas: p<0,01), ugyanakkor a kortikoszteron

szintek kozott eltérést nem tapasztalatunk.

CRH

200 =O— di/+ CRH e

700}

6001

—-@— di/di

5004

400

ACTH (fmol/ml)

3004

Kortikoszteron (pmol/ml)

. : : : : : : 200 . . : : : :
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
1d6 (perc) 1d6 (perc)
21. dbra
CRH érzékenység in vivo vizsgalata Brattleboro patkanyokban
+p<0,05, ++p<0,01 a 0 perchez képest; ##p<0,01 a di/+-hoz képest
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4.1.14.2. In vitro tesztelés: statikus inkubalas

Amikor az adenohipofiziscket CRH tartalm@i médiumban in vitro rendszerben
inkubaltuk, szignifikdnsan megemelkedett a szervdarabok cAMP ¢és ACTH termelddése
(22. abra; stimulus hatas: p<0,01). AVP hianyaban (di/di) az adenohipofizisek ACTH
termelése szignifikdnsan alacsonyabb volt (genotipus hatids: p<0,01), mig hasonld

kiilonbséget a cAMP szintek esetén ne figyelhettiink meg.

~ 8 ok €40007 *k
g *% =
5 6 g 3000
£ 4 T 2000 i
o =
=2 < 1000
o0
K__CRH K__ CRH kK cRH K CRH
di/+ di/di dil+ difdi

22. abra
CRH érzékenység in vitro vizsgalata cAMP és ACTH méréssel adenohipofizis darabkékon
**p<0,01 a kontroll kezeléshez képest; ##p<0,01 a di/+-hoz képest

4.1.15. Mellékvese inkubalas

A mellékvesék kortikoszteron termelését az ACTH doézisfiiggd mértékben emelte
(23. abra; dozis hatas: p<0,01). AVP hianyaban a di/di genotipusu allatok mellékveséinek
ACTH érzékenysége szignifikansan alacsonyabb volt, mint di/+ genotipusu tarsaiké, amit a
vizsgalt teljes periddus alatt kibocsijtott 6sszes ACTH mennyiségével jellemezhettiink

(AUC; 23.A abra; genotipus hatas: p<0,01).
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ACTH koncentraci6 (M) A 15 perces fracidk szama
23. abra
A mellékvese inkubalas eredményei
A: ** p< 0,01 * p<0,05 szignifikans eltérés az 10> M ACTH-hoz képest; ## p< 0,01 szignifikans eltérés
a di/+ csoporthoz képest;
B: ++ p< 0,01 szignifikans eltérés az els6 15 perces frakcidhoz képest; ## p< 0,01 szignifikans eltérés
a di/+ csoporthoz képest
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10" M ACTH tartalmi médium jelenlétében torténd inkubalas idofiiggd mdodon emeli a
szervdarabok kortikoszteron termelését (id6 hatas: p<0,01), de AVP hidnyaban
szignifikansan alacsonyabb mértékii ez az emelkedés (23. B abra; genotipus hatas és idd-

genotipus interakcid: p<0,01).

4.1.16. A vazopresszin hianyos allatok forszirozott uszastesztben mutatott

stressz reaktivitasa AVP retrodializises kisérletben

4.1.16.1. ACTH és kortikoszteron szintek valtozasa

FST stressz hatdsara mindkét genotipusban megfigyelhet6 az ACTH és
kortikoszteron szintek megemelkedése (24. abra; stressz €s id0 valamint interakcidjuk
hatdsa: p<0,01). ACTH esetében mar a masodik vérminta ACTH tartalma magasabb volt,
¢s a harmadik vérvételre az ACTH szintje tovabb emelkedett, de a genotipusnak nem volt
az emelkedésre hatdsa. Ugyanakkor a kortikoszteron esetében csak a 3. vérminta esetében
volt emelkedett a hormonszint, majd a negyedik minta hormontartalma mar csokkent ¢€s

ekkor a két genotipus kozott szignifikdns eltérés volt megfigyelhetd (genotipus hatas:

p=0,01).

T

1000 1 E
10007

T = O-+H+K %
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o) B-++FST F 7507
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£ B a
3 500 —o—di/di FST : 500

E o
= 250 2 .
T N 250

5 g

< oM S , E 0 -
1 2 3 4 X 1 2 3 4
vérmintak vérmintak
24. abra

FST hatasa a plazma ACTH és kortikoszteron szintjére
** p<0,01 szignifikans eltérés az els6é mintatol; ## p<0,01 eltérés a +/+ genotipushoz képest.
1. minta 30 perccel a tesz el6tt, 2. minta 2 perccel a 10 perces FST kezdete utan,
3. minta 15 perccel a teszt megkezdése utan, 4. minta 105 perccel a teszt megkezdése utn lett véve
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4.1.16.2. Oxitocin

A plazma OT szintjei hasonl6 valtozadsokat mutattak a +/+ ¢s di/di allatokban a 10
perces FST hatasara (25. dbra; stressz és 1d0 hatasa: p<0,01). Azonban a 105. percben
szignifikans eltérést tapasztalhattunk a két genotipus kozott, a di/di allatok esetén magasabb

OT szintekkel (stressz-id6-genotipus interakcio: p=0,01).
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25. abra

A plazma oxitocin szintjének valtozasa 10 perc FST hatasara.*p<0,05 **p<0,01 szignifikans eltérés az
elsé mintatol. 1. minta 30 perccel a tesz el6tt, 2. minta 2 perccel a 10 perces FST kezdete utan,
3. minta 15 perccel a teszt megkezdése utan, 4. minta 105 perccel a teszt megkezdése utan lett véve

4.1.16.3. Oxitocin és CRH mRNS in situ hibridizacio a PVN-ben

A PVN egész teriiletének vizsgéalata sordn az AVP hidnyos allatokban emelkedett
OT mRNS szinteket mértiink (26. abra; genotipus hatas: p<0,05). Ha az elemzést
lebontottuk a PVN alrégioira, akkor kideriilt, hogy a kiilonbség a medialis parvocellularis
tertiletnek volt kdszonhetd, mig a PVN tobbi vizsgalt terliletén szignifikans eltéréseket nem
tapasztaltunk, bar tendencia volt megfigyelheté az emelkedett OT mRNS szintre a hatsé
(posterior) magnocellularis teriileteken is (26.D abra; p=0,08). CRH mRNS esetében
kiilonbségeket nem mértiink a két genotipus kozott (+/+: 78,7+11,4 pixel/sejt; di/di:
89,9+2,7 pixel/sejt).
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26. abra

Oxitocin mMRNS in situ hibridzacié a PVN ben
A: Oxitocin mRNS tartalmu sejtek a +/+ genotipust allatokban; B: Oxitocin mRNS tartalmu sejtek a di/di
genotipusu allatokban; C: Az oxitocin szignal 6sszértéke a PVN-ben; D: A PVN egyes teriiletein mért
oxitocin szignal mértéke. pm: posterior magnocellularis teriilet, dp: dorzalis parvocellularis teriilet, mp:
medialis parvocellularis teriilet. *p<0,05 eltérés a +/+ genotipushoz képest

4.1.16.4. Az FST soran a PVN-bél nyert mikrodializis mintak elemzése

Az FST elott 60-30, 30-0 perccel, illetve kozvetleniil a teszt megkezdése utan (3.
minta: 0-30 perc), majd 30-60, 60-90, 90-120 percekben gyijtottiink mikrodializis
mintakat, mindegyiket 30 percen keresztiil (27.A ébra és 3.4.1.16.). Az AVP hianyos
allatok mikrodializdtumaiban szignifikdnsan magasabb OT szinteket lehetett kimutatni egy
iddintervallum kivételével (genotipus hatds: p<0,01). Az AVP szintek vizsgalata soran
megfigyelhettiik, hogy az FST hatasara (3. minta) az AVP szintje emelkedik a kontroll +/+
allatokban (27.B 4ébra). Vérakozasainknak megfeleléen, a di/di genotipust allatok

mintdiban az AVP mennyisége a detektalhatosagi hatar alatt volt.
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27. abra

Az FST soran gytijtott mikrodializis mintak OT és AVP tartalma
**p<0,01 eltérés a +/+ genotipushoz képest; Fisher’s LSD post hoc test

4.1.16.5. Szintetikus AVP retrodializis hatasanak vizsgalata FST alatt
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28. abra
Hormonszintek valtozasa AVP
retrodializise mellett a 10 perces
FST soran
*p<0,05, **p<0,01 az
vérmintahoz (-30perc) képest
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Azon allatokhoz képest, amelyek csak Ringer oldatot kaptak (AVP vivOanyaga, az
intracerebroventrikularis folyadék Osszetételének megfelelé oldat) a PVN-be az AVP
kezelés jelent6sen csokkentette az FST hatasara kialakuld6 ACTH és kortikoszteron szint
emelkedéseket (28. dbra; kezelés ¢és id6 hatds: p=0,01). Ezen tilmenden az AVP kezelés a
105. percben mérheté plazma OT szinteket is jelentdsen csokkenteni volt képes (kezelés

hatas és kezelés-1d6 interakcid: p<0,05).

4.1.17. Vazopresszin hianyos allatok vizsgalata akut morfin kezelés utan

Egyszeri, akut morfin injekcié jellegzetes bifazisos modon befolydsolta mind az
ACTH, mind a kortikoszteron szintek valtozasat (29. &bra; kezelés hatds és kezelés-1d6
interakcid: p<0,01). ACTH esetében mar az injekcié utani 5. percben szignifikans
emelkedés volt megfigyelhetd mindkét genotipusban. A gyors emelkedést gyors csokkenés
kovette (15. perc), majd a hormon szintje ujra (a 60. percig) folyamatosan emelkedd
tendenciat mutatott. A kortikoszteron szintek valtozasa kovette az ACTH szinteket, bar
kisebb fluktuacidkat mutatott. AVP hianyaban a di/di-s allatokban mindkét hormon szintje

kis mértékben ugyan, mégis szignifikdnsan alacsonyabb volt (genotipus hatas p=0,05).
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29. abra
Egyszeri morfin kezelés hatasa az ACTH és kortikoszteron szintekre
+p<0,05 ++p<0,01 eltérés a 0. perchez képest; **p<0,01 eltérés a fiziologias soval kezelt allatokhoz képest;
#p<0,05 ##p<0,01 eltérés a di/+ csoporthoz képest

67



4.2. A vazopresszin hianyos allatok kronikus stresszhelyzetekben

mutatott stresszvalaszanak vizsgalata

4.2.1. Kronikus morfin kezelés utani drogmegvonas hatasa
4.2.1.1. Szomatikus valtozasok
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30. abra

A kronikus morfin kezelés kivaltotta szomatikus valtozasok
n=18-41; ++p<0,01 eltérés a kezdd teststlyhoz képest; *p<0,05 **p<0,01 eltérés a fiziologias sdval kezelt
ugyanolyan genotipusu allatokhoz képest; #p<0,05 ##p<0,01 eltérés a di/+ csoporthoz képest.
A =testsulyvaltozasok, B= csecsemdmirigysuly valtozasok, C=mellékvesesuly valtozasok

Bar a di/di genotipusu allatok kiindulési teststlya alacsonyabb volt, a fizioldgias
sooldatot kapott kontroll allatok természetesen elvart testsuly emelkedése mindkét

genotipus esetén kialakult (30.A abra; id6 hatas: p<0,01). A kronikus morfin kezelést
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kapott allatok testsulya - fliggetleniil az allat genotipusatol - a kisérlet alatt csokkent
(kezelés-1d6 interakcio: p<0,01). Mindkét genotipusban a kronikus morfin kezelés hatasara
a relativ csecsemOmirigy (timusz) sulyok csokkentek (30.B abra; kezelés hatdsa: p<0,01),
mig a mellékvesék relativ stulya pedig nétt (30.C abra; kezelés hatasa: p<0,01). A

vazopresszin hidnyos allatokban a relativ timusz suly csokkenése kifejezettebb volt.

4.2.1.2. AVP mRNS szintek valtozasa a PVN-ben

A morfinnal kronikusan kezelt di/+-os éllatok esetében szignifikins AVP mRNS
szint emelkedést figyeltiink meg 4 o6rdval az utols6 morfin injekcid utdan (MM; 4 6rés
elvonas; 31. abra). Hosszabb elvondsi id6 esetén az mRNS szint emelkedés eltiinik (MK;
16 oras elvonas: 16 6raval az utolsdé morfin és 4 oraval az utols6 fiziologias so injekcio
utan). Varakozasunknak megfeleléen az AVP hidnyos allatokban a kiilonféle kezelések
nem befolyasoltdk az AVP mRNS mennyiségét, bar az alapszintek dsszemérhetden voltak a
di/+ allatokban tapasztaltakkal (valdsziniileg a mRNS proba felismeri a késébb
funkcionalisan inaktiv, de szekvencidjdban nem sériilt AVP részeket; genotipus hatas ¢és

kezelés-genotipus interakcio: p<0,05).
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31. abra

A PVN parvocellularis sejtjeiben mért AVP mRNS szint valtozas kronikus morfin kezelés hatasara.
*p< 0,05 szignifikans eltérés a fiziologias sdval kezelt csoporthoz képest,
## p< 0,01 szignifikans eltérés a di/+ csoporthoz képest
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4.2.1.3. CRH mRNS szintek valtozasa

A kontroll allatok PVN-jében a CRH mRNS szintje fokozatosan emelkedett a
krénikus morfin kezelés hatasara (32.A ébra). A 4 6rés elvonas (MM) hatdsara
marginalisan, mig a 16 6ras elvonas (MK) hatasara erdteljes szignifikdns emelkedést
figyelhettiink meg. Az AVP hidnya 6nmagaban képes volt a CRH mRNS szintjét emelni és
ezekben az allatokban a morfin kezelés, illetve a morfin elvonas mar nem okozott tovabbi

valtozasokat (genotipus hatés: p<0,05).
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32. abra

CRH mRNS szintek valtozasa a PVN-ben és az amigdalaban kronikus morfin kezelés hatasara
*p<0,05 eltérés a fiziologias soval kezelt allatoktdl; #p<0,05 eltérés a di/+ csoporttol

Az amigdala esetében a 16 oOras elvonas (MK) hatidsara egy emelkedd tendencia volt
megfigyelhetd a di/+-os allatokban (32.B é4bra). Ugyanakkor a CRH mRNS szintje alap
allapotban (kronikus fiziologids so kezelés, KK) szignifikdnsan magasabb volt az AVP
hianyos allatokban, mint di/+-os tarsaikban, és a morfin kezelés mind 4 (MM), mind 16
oraval (MK) az utolsé injekci6 utdn a di/+ genotipusu kontroll allatokban mérhetd szintre

csokkentette azt (genotipus hatas és kezelés-genotipus interakcio: p<0,05).

4.2.1.4. POMC mRNS szintek valtozasa az adenohipofizisben
A kréonikus morfin kezelés szignifikdnsan emelte a POMC mRNS mennyiségét a

hipofizis eliilsé lebenyében nemcsak 4, hanem 16 6raval az utolsé6 morfin injekcid utan is
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(33. abra; kezelés hatas: p<0,01). Mindkét genotipusban azonosak voltak a POMC mRNS

alap és a stressz utan mért értékei.
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4.2.1.5. Nyugalmi kortikoszteron szintek valtozasa

Az AVP hianya o6nmagadban is emelkedett nyugalmi kortikoszteron szinteket
okozott (34. abra; genotipus hatas: p<0,01). A kronikus morfin kezelés mindkét
genotipusban ugyanolyan mértékben emelte a kortikoszteron szinteket (kezelés hatdsa:

p<0,01) 600 -
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34. abra
Nyugalmi kortikoszteron szintek, *p<0,05 **p<0,01 eltérés a fizioldgias soval kezelt csoporthoz képest;
#p<0,05 eltérés a di/+ csoporthoz képest

4.2.1.6. Kronikus morfin kezelést koveto akut elvonas okozta hormonvaltozasok
A 4 6ras morfin elvonds hatdsa egyik genotipusban sem okozott szignifikdns ACTH

szint emelkedést, bar bizonyos mértékii emelkedd tendencia megfigyelhetd volt (35. dbra).
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A 16 oras elvonas szamottevo, igen erdteljes hormonszint emelkedést okozott, ami kisebb
értékii volt az AVP-hianyos allatokban (kezelés-genotipus interakcio:p=0,05).

A 4 6rés elvonas a di/+ csoportban szignifikdnsan emelte a kortikoszteron szintet, de
AVP hianyaban a di/di csoportban ez az emelkedés nem volt megfigyelhetd. A 16 6ras
elvonas mar hatéassal volt a di/di csoportra is, de itt az emelkedés szignifikdnsan kisebb volt,

mint kontroll, di/+ tarsaikban (genotipus hatas és kezelés-genotipus interakcio: p<0,01).
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35. abra

A kronikus morfin kezelést kovetd akut elvonas okozta hormon valtozasok
**p< 0,01 szignifikans eltérés a fizioldgias sdval kezelt csoporthoz képest; #p<0,05 szignifikans
eltérés a di/+ csoporthoz képest; +p<0,05 ++p<0,01 eltérés az 4 oras elvonashoz képest

4.2.2. A vazopresszin szerepének vizsgalata a kronikus, 28 napos

mozgaskorlatozas kisérletben

4.2.2.1. Testsuly és egyes szervsulyok valtozasai

A di/di genotipusu allatok kiindulasi testsulya alacsonyabb volt, mint normal AVP
szintll tarsaiké (di/+: 337+13g, di/di: 296+8g; n=39; p<0.01; 36. A 4bra). A kontroll allatok
teststilya a kisérlet alatt folyamatos iitemben ndvekedett attol fiiggetleniil, hogy melyik
genotipusba tartoztak (id6hatas: p<0,01). A kronikus stressz hatasara elmaradt a
testsulygyarapodas (stressz hatds: p<0,01). A 28 nap mozgaskorlatozas teststilycsokkentd
hatdsa mindkét genotipusban megfigyelhetd, de a di/+ allatoknal kifejezettebb (kronikus

stressz-genotipus interakcid: p<0,01).
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A csecsemomirigyek sulya mindkét genotipusban hasonlé médon csékkent (36.B
abra; kronikus stressz hatdsa: p<0.05), annak ellenére, hogy a di/di genotipusu kontroll

allatok esetén alacsonyabb volt a szervek kiindulési stlya (genotipus hatasa: p<0.01).
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4.2.2.2. Valtozasok a mellékvesében

Az ismételt 28 napos mozgaskorlatozas stressz hatdsara a heterozigota allatokban
emelkedett a mellékvesék sulya (37.A abra; kronikus stressz hatas: p<0,05). Annak
ellenére, hogy a di/di genotipusu allatok kiindulési szervsulya alacsonyabb volt, a valtozas
ebben a genotipusban is megfigyelhetd (nincs genotipus hatés, vagy interakcio).

A 28 napos stressz hatdsara emelkedett a mellékvesekéreg keresztmetszeti
tertiletének nagysaga is (37.B abra; kronikus stressz hatds: p<0,05). AVP hidnyaban

azonban az emelkedés kisebb mértékii volt (genotipus hatés: p<0,05).
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37. abra
A=A mellékvesék sulyanak valtozasa 28 napos mozgaskorlatozasos stressz esetén. *p<0,01 di/+ K-t6l
B=A mellékvesekéreg teriiletének valtozasa. #p<0,05 eltérés a di/+ 28R csoporttol
C=Kiilonb6z6 dézisi ACTH stimulusok hatasa a naiv és a korabban kronikusan stresszelt allatok
kortikoszteron elvalasztasara in vitro szuperfuzids teszt soran *p<0,05 az alapszekréciotol, #p<0,05 a
kronikus stressz hatasa

A kortikoszteron alapszintii in vitro szekrécidja a 28 napos mozgaskorlatozas utan
csokkent mértéket mutatott (37.C 4bra; kronikus stressz hatds: p<0,01). Az eldzetesen
krénikusan stresszelt allatokban mind az els6 mind pedig a masodik ACTH stimulus kisebb

kortikoszteron szekréciot indukalt (idO-stressz interakcid: p<0,05). A di/di genotipusu

allatok esetében az ACTH indukalta kortikoszteron valasz magasabb volt, bar a kiillonbség
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a két genotipus kozott nem szignifikdns. Ugyanakkor a madasodik stimulus hatasara
bekovetkezd valasz idogorbéje mar szignifikdnsan eltérd a két genotipusban (idé-genotipus

interakci6: p=0,02).

4.2.2.3. Valtozasok az mRNS szintekben
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38. abra
CRH mRNS és AVP mRNS szintjeinek valtozasa 28 napos mozgaskorlatozast kovetden Brattleboro
patkanyok PVN-jében

**p<0.0, *p<0.05 eltérés a kontroll csoporthoz képest, #p<0.05 eltérés di/+28R-t6l

A naiv allatok esetében nem tapasztaltunk kiilonbséget a két genotipus kozott a
PVN CRH mRNS tartalmanak vizsgalata soran (38. dbra). A 28 napos mozgaskorlatozas
stressz mindkét genotipusban a CRH mRNS szintjének emelkedését valtotta ki, AVP
hidnyos allatokban azonban az emelkedés kisebb mértékii volt (kronikus stressz-genotipus
interakcio: p<0,01).
Annak ellenére, hogy feltételezheté bizonyos eltérés az mRNS-ek eltéré bazissorrendje
miatt (az AVP génjében végbement mutacié miatt), a PVN parvocellularis neuronjaiban
mért alapszinti AVP mRNS szintek vizsgélata soran nem tapasztaltunk kiilonbéget a di/+
¢s di/di genotipusu allatok kozott (Isd. 31. 4bra is). 28 napos mozgéskorlatozas
szignifikdnsan megemelte ezen sejtekben az AVP mRNS mennyiségét, de ez az emelkedés
csak a di/+ genotipus esetén figyelhetd meg (kronikus stressz-genotipus interakcio:

p<0,01).
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39. 4dbra
A POMC mRNS szintje a hipofizis elsé lebenyében 28 napos ismételt mozgaskorlatozast kovetden
*p<0,05 a di/+-hoz képest

A hipofizis eliils6 lebenyében a POMC mRNS szintje a kontroll di/di allatokban
magasabb volt, mint di/+ genotipusu tarsaikban (39. abra). A kronikus stressz hatdsara a
POMC mRNS szintje a di/+ allatokban szignifikansan emelkedett, mig a di/di allatokban a
stressz nem eredményezett tovabbi mRNS szint emelkedést (kronikus stressz-genotipus
interakcio: p<0,01). Habar az 1 6ra mozgaskorlatozas nem optimalis a POMC mRNS
valtozasainak vizsgalata szempontjabol, de mégis megfigyelhetd volt, hogy az AVP hidnya
az akut POMC mRNS emelkedést is kivédte (4. Tablazat; akut stressz-genotipus interakcio:
p<0,05).

4. Tablazat
POMC mRNS szintje a hipofizis eliils6 lebenyében

POMC mRNS szintje a hipifizis eliilsé lebenyében (arbitrary unit)
di/+ di/di
Kronikus
kezelés kontroll 28R kontroll 28R
Akut
kezelés | kontroll R kontroll R kontroll R kontroll R
89,2+2.1 |99,6+2,7 | 99,4+2.2 103,4+3,6 | 106,6+3,3 |101,2+4,7 | 98,7+2,7 99,4+2,0
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4.2.2.4. Valtozasok a hormonszintekben

A nyugalmi ACTH szintek vizsgalata soran magasabb hormonszinteket mértiink a
di/di genotipust allatokban (40. abra). Egyszeri 1 6rds mozgéskorlatozas stressz (R)
mindkét genotipusban ACTH szint emelkedést okozott (akut stressz hatas: p<0,01), de
AVP hianyaban az emelkedés kisebb mértékii volt (akut stressz-genotipus interakcio:
p<0,01). 28 napos mozgaskorlatozas (28R) utan ismételten megmértilk az ACTH szintjét.
A kronikus stressz nem volt szignifikans hatassal a hormonszintekre, bar - hasonléan az
akut stresszhez - a két genotipus kozott kiilonbség fedezhet6 fel (genotipus hatas: p<0,01).
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40. abra
Plazma ACTH szintek a 28 nap mozgaskorlatozasos kisérlet 8 csoportjaban
*p<0,05; **p<0,01 a kontroll, akut stresszen at nem esett csoportokhoz képest; #p<0,05 a di/+ csoporthoz
képest

Az AVP hianyos allatokban a kortikoszteron alapszintje magasabb volt (41. dbra).
A 28 napos mozgaskorlatozas (28R) hatasara a hormon alapszintje a di/+ csoportban
megemelkedett, ugyanakkor a di/di csoportban a krénikus stressz tovabbi hormonszint
emelkedést nem valtott ki (kronikus stressz hatasa: p=0,05). Egyszeres, egy Oras
mozgaskorlatozas (R) hatdsdra mindkét genotipusban megemelkedett a kortikoszteron
szintje (akut stressz hatas: p<0,01), és AVP hianyaban az emelkedés kisebb mértékii volt
(genotipus hatds és akut stressz-genotipus interakcid: p<0,01). Hozzaszokds ebben az
esetben sem volt megfigyelhetd, a kronikus stresszelés utdn bekovetkezett ujabb

mozgaskorlatozas hatasara erételjes kortikoszteron szint emelkedés kovetkezett be.
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41. abra
Plazma kortikoszteron szintek a 28 nap mozgaskorlatozasos kisérlet 8 csoportjaban
*p<0,05; **p<0,01 a kontroll, akut stresszen at nem esett csoportokhoz képest; #p<0,05 a di/+ csoporthoz képest

4.2.3. Kronikus valtakozo enyhe stressz vizsgalata

4.2.3.1. Szomatikus paraméterek valtozasai

A di/di genotipusu allatok kiindulési testsulya alacsonyabb volt, mint di/+-0S
tarsaiké (di/+: 288+11g; di/di: 261+£13g, 42.A abra). A CMS gatolta a teststlyndvekedést
mindkét genotipusban (maximalis hatas a 2. és a 3. hét kozott; CMS hatéas és id6-CMS
interakcio: p<0,01). A kiinduldsi csecsemémirigy és mellékvese stlyok esetében is
megfigyelhetd volt, hogy AVP hidnydban azok kisebbek voltak (csecsemémirigy: di/+
341,6+/-21mg; di/di 299,8+/-23mg; mellékvese: di/+ 38,3+/-1,8mg; di/di 31,3+/-2,4mg).
Ezért a kronikus hatasok vizsgdlatanal a relativ stlyokat vettiik figyelembe. A kronikus
stressz a csecsemOmirigy relativ sulyat képes volt csokkenteni (42.B abra; CMS hatas:
p=0,05), azonban a kronikus hatdsok esetében altalaban megfigyelt mellékvesestly
emelkedés nem volt lathat6 (42.C abra). A 1ép relativ sulya nemcsak a CMS hatésara, de az
AVP hidny miatt is magasabbnak mutatkozott (42.D &bra; genotipus és CMS hatés:
p<0,01).
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CMS hatasara bekovetkezd szomatikus véltozasok $ p<0,05 és $$p <0,01 az 1 héthez képest *p <0.05 a di/+-
hoz képest; #p <0,05 a nem stresszelt csoportokhoz képest, +p<0,05 és ++p<0,01 a CMS hatasa; T1p<0,01 a
genotipus hatasa

4.2.3.2. Valtozasok a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelyen

A hipofizis eliilsé lebenyében mért POMC mRNS szint a CMS hatdsara
megemelkedett (43.A abra; CMS hatas: p<0,01). Az AVP hianya nem befolyasolta sem a
nyugalmi szinteket, sem a stressz indukalta mRNS szint emelkedést.

Az ACTH nyugalmi szintje a 6 hetes kronikus stresszelés hatdsara szignifikdnsan
emelkedett mindkét genotipusban (43.B abra; CMS hatas: p<0,05). A stressz indukalta
hormonszintek kozott kiilonbséget nem tapasztaltunk, a valtozds AVP hidnydban és
jelenlétében is azonos mértéki volt.

A kisérlet végén dekapitalt vérmintdkbol meghatarozott konrtikoszteron értékek
esetén (43.C abra) az alap kortikoszteron szint a di/di-s allatokban marginéalisan magasabb

volt, mint heterozigdta tarsaikban (genotipus hatas: p=0,07; Isd. 41. abra is). A CMS utan a
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di/+ allatok nyugalmi kortikoszteron szintje szignifikansan magasabb volt, mint a kiindulo6
értek (CMS hatés: p<0,01), mig a di/di allatok értékei nem valtoztak (CMS-genotipus
interakcio: p<0,05). Ezt alatdmasztottuk azzal is, hogy ha ugyanazon allatok farokvér
mintainak kortikoszteron tartalmat a kisérlet elsé és utols6 hetében hasonlitottuk Gssze

(43.D abra), akkor a valtozas szignifikansan alacsonyabb volt a di/di allatok esetén.
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43. abra

CMS hatasa a HHM tengely paraméterekre
A= POMC mRNS az adenohipofizisben, B=plazma ACTH szint, C= Kortikoszteron szint a plazméaban a
29. napon, D= Kortikoszteron szint valtozas a vizsgalati periodus alatt (farokvérbdl)
*#p<0.01 a kontrollhoz képest, ++p<0.01 és +p<0.05 a CMS {6 hatasa, #p<0.01 di/+ -hoz képest

4.2.3.3. Emelt keresztpallé teszt a szorongas mérésére

A szorongés fo paraméterét tekintve (nyilt karban t6lt6tt id6) csak egy tendencia
volt megfigyelhetd: a CMS hatasara kicsit kevesebb 1d6t toltottek az allatok a nyilt karban
(CMS hatés: p=0,09; 44.A ébra).
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Mivel a stresszelt allatok mozgékonyabbak voltak (44.C éabra; fokozott zart kari
belépés: p<0,05), érdemesnek tlint megvizsgalni a nyilt kari aktivitast (nyilt/(nyilt+zart)
kari belépések szdma; 44.B 4bra). Ebben az esetben a CMS szignifikansan csokkentette a
szorongas mozgékonysag fliggetlen paraméterét (CSM hatés: p<0,01), de ezt a hatast a

genotipus nem befolyésolta.
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Az emelt keresztpallon mutatott viselkedés CMS hatasara kontroll (di/+) és AVP hianyos (di/di)
allatokban.

+p<0,05, ++p<0,01 a kontroll, nem stresszelt csoporthoz; Tp<0,05 a di/+ genotipushoz (f6 hatas)

Az etologiai szempontbdl fontos viselkedésmintdkat tekintve a di/di 4allatok
kevesebbet mosakodtak (44.D 4bra; genotipus hatas: p=0,05). Az ugynevezett
kockazatfelméré magatartas (stretched attend postures, SAP) nem mutatott kiilonbséget a
csoportok kozt (44.E é&bra). Csak a vertikélis, dgaskodd mozgasban tapasztalhattunk
szignifikansan fokozott aktivitast a di/di allatok részérél (44.F ébra; genotipus hatas:
p<0,05).
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4.2.3.4. Forszirozott iszas, a depresszié-szerii magatartas méréje

Az FST az antidepresszansok preklinikai vizsgalatdra kiterjedten alkalmazott
modszer. Esetiinkben a CMS novelte a lebegéssel toltott idé mennyiségét (45. dbra; CMS
hatas: p=0,01), de erre a genotipus nem volt hatdssal. A tobbi paraméter (Gszas, kiizdés,
buvarkodas) nem mutatott valtozast sem a CMS, sem az AVP hiany hatasara (nem abrazolt
adatok).
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FST soran megfigyelhetd lebegési magatartds mennyisége a 2. napi 5 perces tesztperiodus soran.
++p<0,01 f6 hatas a kontroll, nem stresszelthez képest.

4.3. A vazopresszin szerepének vizsgalata perinatalis korban

4.3.1. Kispatkanyok stressz reaktivitasanak vizsgalata

Mivel a kispatkanyok genotipusat csak az elvalasztas utan lehet a vizfogyasztas
mérésével meghatarozni, kisérleteinkben indirekt modon, a hipofizisek AVP tartalma
alapjan utolagosan hataroztuk meg az egyes kolykok genotipusat (5. Téablazat). Igy a
kezeléseket teljesen random végeztiik, a felmeriilé beosztasi bizonytalansag miatt az egyes
csoportok elemszamat talméreteztiik. Abban az esetben, ha az AVP tartalom a
kimutathatdsagi szint alatt maradt, vagy ahhoz kozel volt, a di/di genotipusba soroltuk a
kolykot. 5. Tablazat

A hipofizis AVP tartalma 5-10-20 napos Brattleboro kispatkanyban, ** p<0,01 eltérés az 5 napos kortol
##p<0,01 eltérés a di/+-tol

AVP ( ng/szerv) di/+ di

¢letkor kontroll  |szeparalt |kontroll szeparalt

5 nap 16,1+0,8 |16,4+2 0,2+0,02## | 0,2+0,02##
10 nap 42,543 ** | 39,9+3** |0,3+0,05## | 0,4+0,13##
20 nap 41,444%% 144,944%* 10,4+0,04## | 0,9+0,05##
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4.3.1.1. HHM tengely aktivacié 24 6ras anyai deprivacié hatasiara 10 napos korban

Az anyjukkal maradd, kontroll kdélykdk nyugalmi ACTH szintjében nem volt
kiilonbég a két genotipus kozott (46.A abra). A di/+-os kolykokben a 24 6ras elvalasztas
kozel kétszeresére emelte az ACTH szinteket a nyugalmi allapothoz képest (szeparacid
hatasa: p<0,01), ugyanakkor a di/di-s kolykokben ez az emelkedés elmaradt (genotipus
hatés és szeparacid-genotipus interakcid: p<0,01).

A kortikoszteron szintek esetében jelentdsebbek a kiilonbségek (46.B dbra). A
kontroll allatok nyugalmi hormonszintjeit vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az AVP hidnyos
allatokban szignifikdnsan magasabbak a hormonszintek, mint di/+-os tarsaik esetében
(genotipus hatas: p<0,01). A 24 o6ras szeparacid mintegy 5-6-szoros emelkedést okozott
mindkét genotipusban, de az emelkedés nem kiilonbozott a genotipusokban (szeparacid

hatasa: p<0,01).
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46. abra
Az ACTH és kortikoszteron szintek valtozasa 24 oras szeparacio hatasara 10 napos patkanyokban
** p<0,01 eltérés a kontroll csoporthoz képest, ## p<0,01 eltérés a di/+ genotipushoz képest.

4.3.1.2. HHM tengely aktivacio 1, 4, 12, 24 6ras anyai deprivaciéra 10 napos korban

A di/+ genotipusu kolykok esetében mindegyik id6tartamtl anyai szeparacid ha csak
kis mértékben is, de szignifikansan emelte az ACTH szinteket (47.A abra; szeparacid
hatasa: p<0,01), a maximalis hatast, megkozelitoleg kétszeres emelkedést a 24 oOras
szeparacio valtotta ki (id6 hatas: p<0,05). Ezzel ellentétben az AVP hianyos allatokban
nem volt kimutathaté ACTH szint emelkedés, st a 24 6ras szeparacid hatdsara csokkenést
detektaltunk az anyjuk alatt tartott kontroll testvérekben mérhetd értékhez képest

(szeparacid-genotipus interakcid: p<0,01).

83



*%

40 [ dim
i B i
30
E
5
£ 2 .
= 10- TLT 1 4 12 24
g
#t
K T
1 4 12 24
10-

A szeparacid id6étartama (6ra)

it
3004
whip
250
200
150
1007 *x Fr
50 ##
K
1 4

1 4 12 24 12 24
A szeparaci6 idétartama (6ra)

Kortikoszteron (pmol/ml)

HHM tengely valasz 1, 4, 12, 24 éré;l?e{na;z:iadeprivécié hatasara 10 napos korban
Az értékek a kontroll csoport allatokhoz viszonyitott valtozasokat jelzik (Isd. 46. abra)
*p<0,05 **p<0,01 eltérés a kontroll kolykokhoz képest, ##p<0,01 eltérés a di/+ csoporthoz képest
A kortikoszteron szintek esetén az elvalasztas novekve idStartama egyre nagyobb és
nagyobb hormon-valaszokat valtott ki (47.B abra; id6é hatas: p<0,01). A legmagasabb
emelkedés a 24 oras elvalasztas esetén volt megfigyelhetd. Az AVP hidnyos allatok
magasabb alapértékei voltak (Isd. 46. abra) és benniik az 1 6ras szeparacié6 még nem valtott
ki szignifikans emelkedést. A tovabbi idOpontokban az emelkedés mértéke viszont nemcsak
a kontroll, anyjuk alatt maradé kispatkanyokhoz képest, hanem a di/+-os allatokban
megfigyelhetd szintekhez képest is magasabb volt (genotipus hatds, idé-genotipus és

szeparacio-genotipus interakcio: p<0,01).
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4.3.1.3. A HHM tengely aktivacio fejlédése a perinatilis korban

60
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20

ACTH (fmol/ml)

10
0

e

Eletkor (nap)

5 10 20

—o—dil+ K —e—di/+ Sz ——di/di K —a— di/di Sz

48. abra

24 oras elvalasztas kivaltotta ACTH szint valtozasok kiilonboz6 perinatalis életkorokban
**p<0,01 eltérés a kontroll kolykokhoz képest; ##p<0,01 eltérés a di/+ kdlykokhoz képest

K: Kontroll, Sz: Szeparalt

A 24 6ras anyai deprivaci6 szignifikans ACTH szint emelkedést valtott ki a

posztnatélis 6todik, tizedik, és huszadik napon is a di/+ genotipusu kispatkdnyokban (48.

abra; szeparacié hatasa: p<0,01). A legkisebb mértékli emelkedés a sziiletés utan 6todik

napon volt megfigyelhetd (korhatds: p<0,01). Azonban az AVP hidnyos kispatkanyokban

hasonlo valtozasokat egyik életkorban sem tapasztaltunk (genotipus hatés: p<0,01).
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49. abra

24 oras elvalasztas kivaltotta kortikoszteron szint valtozasok kiilonb6z6 perinatalis életkorokban
*p<0,05, **p<0,01 eltérés a kontroll kdlykokhoz képest; #p<0,05, ##p<0,01 eltérés a di/+ kolykokhoz

képest
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A nyugalmi kortikoszteron szintek az ¢életkor eldrehaladtaval fokozatosan
emelkedtek (49. abra; korhatas: p<0,01). Az AVP hianyos kolykokben minden életkorban
magasabb volt a szint, mint heterozigéta tarsaik esetében (nyugalmi értékekre genotipus
hatas: p<0,01). A 24 6ras anyai szeparacié mindkét genotipusban emelte a kortikoszteron
szinteket (szeparacid hatas: p<0,01), a legnagyobb mértékii valtozast a 10 napos allatok
esetében tapasztaltuk (kor-szeparacid interakcio: p<0,01). Az anyai elvalasztds hatasara

ugyanolyan mérvii kortikoszteron szekréci6 jott 1étre mindkét genotipusban.

4.3.1.4. Hypnorm kezelés hatasa 10 napos korban

Az ¢el6z6 kisérletekkel 6sszhangban az AVP hidnya nem befolyasolta az ACTH
nyugalmi szintjét (50.A abra). A Hypnorm kezelés hatasara a di/+ genotipusu kolykokben
az ACTH szintje 60 perc alatt kozel a 6-szorosara emelkedett (kezelés hatasa: p<0,01).
AVP hianyaban az ACTH szint emelkedése azonban elmaradt (kezelés-genotipus

interakcid: p<0,01).
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50. abra

Hypnorm kezelés hatasa 10 napos kispatkanyokban
**p<0,01 eltérés a fiziologias sot kapott kontrollokhoz képest, ##p<0,01 eltérés a di/+
kolykokhoz képest

A nyugalmi kortikoszteron szintek — szintén az el6zéekben megfigyeltekkel
Osszhangban — az AVP hidnyos allatokban szignifikdnsan magasabbak voltak (genotipus
hatds: p<0,01). AVP jelenlétében 60 perc alatt a kortikoszteron szint emelkedés
hozzéavetdlegesen 2,4-szeres volt (kezelés hatas: p<0,01). AVP hidnyadban azonban a
kortikoszteron emelkedés nem volt nagyobb, mint a di/+-ban tapasztalhatd valtozas (nincs
interakci6 a kezelés és a genotipus kozott), ellentétben az anyai elvalasztds okozta

hormonszint valtozasokkal (Isd. 4.3.1.2.) .
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4.3.1.5. A Hypnorm kezelés hatasa 5, 10, és 20 napos Kispatkanyokban

A Hypnorm injekcid 5 napos korban kozel 10-szeres ACTH szint emelkedést valtott
ki a di/+-os kdlykokben (51.A abra). A 10 és 20 napos patkanyokban az emelkedés mértéke
mar megkozelitdleg 50-szeres (korhatads és kezelés-kor interakcid: p<0,01). Az AVP
hidnyos 4allatokban az ACTH szint valtozdsok szignifikdnsan alacsonyabbak voltak
mindegyik életkorban (genotipus hatas és minden interakcidja: p<0,01).

A plazma kortikoszteron szintje a Hypnorm injekcio hatasara 5 és 10 napos korban
kozel a dupldjara, 20 napos korban mar a 3-szorosara emelkedett (51.B dbra; kezelés, kor és
interakciojuk: p<0,01). Ebben az esetben az AVP hidnya nem befolyasolta a

hormonszinteket.

2000 7 —o— dif+ C = 2000

—e—dif+H £
£ 1500 —&—difdi C £ 1500 b
3 —a—difdi H & w
£ 10004 E 10004 p=14-20
E B
< 5004 T 5 500 o -

* .E T s
= e
D T T 1 : D T T 1
5 10 20 5 10 20
Eletkar (nap) Eletkar [nap)
51. abra

A Hypnorm kezelés hatasa az ACTH ¢és kortikoszteron szintekre 5, 10, és 20 napos kispatkanyokban
*p<0,05, **p<0,01 eltérés a fiziologias sot kapott sajat genotipushoz képest;
#p<0,05, ##p<0,01 eltérés a di/+ csoporthoz képest

4.3.1.6. A mellékvesék ACTH érzékenységének vizsgalata

Az ACTH dozisfiiggéen emelte a mellékvesék kortikoszteron termelését (52. dbra,
Isd. felndttben 23. abra; kezelés hatasa: p<0,01). Az emelkedés AVP hianyaban nagyobb
mértékli volt (genotipus hatasa: p<0,01). A legalacsonyabb ACTH dozis (10'13 M)
alkalmazasa a kezelés utan 15 perccel valtja ki a legnagyobb kortikoszteron szekréciot.
Nem csak az Osszegzett hormonelvalasztas (AUC, area under the curve), hanem a 3.
frakcioban, azaz az 15 perces ACTH kezelést kovetden is szignifikdns kiilonbség
mutatkozott a genotipusok kozott, a di/di allatok fokozott hormonszekréciot mutattak (id6-

genotipus interakcio: p<0,05).
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In vitro mérhetdé mellékvese érzékenység 10 napos kispatkanyokban.
A= A vizsgaltat ideje alatt mérhetd Osszes hormonelvalasztas (AUC= area under the curve, gorbe alatti
teriilet); B= A 10*M ACTH stimulus hatésara bekévetkezd kortikoszteron elvalasztas
*p<0,05; **p<0,01 az alap frakcidhoz képest,#p<0,05 eltérés a di/+ csoporthoz képest

4.3.1.7. Exogén ACTH iranti érzékenység: Synacten kezelés 10 napos patkanyban

Szintetikus ACTH (Synacten 250ng/ttg) sc adasat kovetéen 60 perccel jelentds

kortikoszteron emelkedés volt kimutathatdé a

di/+ allatokban (53. abra, kezelés hatésa:

p<0,01). Mint el6z6 kisérleteink soran, itt is emelkedett nyugalmi kortikoszteron szinteket

mértiink az AVP hidnyos kispatkanyokban

(genotipus hatas: p<0,01). A kiilonféle

stresszekkel (anyai szeparacid, Hypnorm) osszhangban az AVP hianyos allatok stimulus

utani kortikoszteron szint értékei magasabbak

voltak, mint a di/+-os testvéreikben mérhetd

szintek, de az emelkedés mértéke hasonld volt a két genotipusban (di/+: 153£20%; di/di:

162+12%).

400 -
350 -
300 ~
250 +
200 -+
150 -
100 -

50 -

*%

Kortikoszteron (pmol/ml)
.'

**#

di/+ K di/+ Syn

di/diK  di/di Syn

53. abra

Kortikoszteron plazma szintek 60 perccel

250ng/g Synacten beadasat kdvetden.

**p<0,01 a kontroll, fiziologias s6 injekciot kapott allatokhoz képest; ##p<0,01 a di/+ allatokhoz viszonyitva
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4.3.2. Kiilonb6z6 nemii kispatkanyok stressz reaktivitasanak vizsgalata

4.3.2.1. 24 o6ras anyai szeparacio

A 24 6ras anyai szeparacio hatasara 10 napos kispatkanyokban az ACTH szintje
igen erdteljesen megemelkedett AVP jelenlétében (54. abra, Isd. 46.A abra is; szeparacio
hatsda: p<0,01). AVP hianyos allatokban ez az emelkedés nem volt megfigyelhetd
(genotipus hatas és szeparacid-genotipus interakcid: p<0,01). Néstény kolykok esetében a

hormonszint emelkedés magasabb volt, mint himekben (ivar hatasa: p= 0,05).
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54. abra

24 6ras anyai szeparacio hatasa kiilonb6z6 nemt kispatkanyok ACTH és kortikoszteron szintjeire
** p< 0,01 eltérés a kontroll kolykokhoz képest, # p= 0,057 ## p< 0,01 eltérés a di/+ genotipushoz képest
, + p< 0,05 eltérés a himekhez képest.

A kortikoszteron szintek vizsgélata soran megfigyelhettiik, hogy stressz hatisara
mindkét genotipusban emelkedett a hormonszint (55. abra, 1sd. még 46.B dbra; szeparacio
hatasa: p<0,01). Mind a nyugalmi szintek, mind pedig a stressz indukalta hormonszint
emelkedés magasabb volt AVP hidnyos allatokban (genotipus €s szeparacid-genotipus
interakci6: p<0,01). A ndstények kortikoszteron értékei magasabbak voltak (ivar hatas:

p<0,01).
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4.3.2.2. Ismételt éter stressz

Eter stressz alkalmazasa soran 600 **+

: , , L]
mintegy kétszeresére emelkedett a 500 ° Il
plazma ACTH szintje a di/+ allatokban = 400 *ok
s ismételt  éter  str tovabbi i
és ismételt éter stressz tova E 300 o -
emelkedést valtott ki (56. abra; stressz Ezoo _ - *#;##

, cr <
hatds: p<0,01). AVP hidnydban a
100
stressz  indukadlta ~ACTH  szint J:I "
0

emelkedés  szignifikdnsan  kisebb K E EE K E EE

o , L, dil+ di/di
mértéki  volt (genotipus hatds ¢és
stressz-genotipus interakcio: p<0,01). _ 55. dbra _

ACTH szintek valtozasa egyszeres és ismételt éter
A ndlstény allatok esetében a stressz hatasara *p<0,05 **p<0,01 eltérés a kontroll
. . csoporthoz képest; ##p<0,01 eltérés a di/+ csoporttol;

hormonszintek magasabb voltak, mint +p<0,05 eltérés a himektél

, , ) , K=kontroll
a himek esetében (ivar hatasa p<0,01). E= egyszeri éter belélegzés,

EE= kétszeri éter belélegzés

A plazma kortikoszteron szintje nyugalmi allapotban a di/di genotipust allatokban
magasabb volt (57. abra; genotipus hatas ¢és stressz-genotipus interakcio: p<0,01).
Egyszeres éter stressz kizarolag az AVP hidnyos ndstények esetében okozott szignifikans
hormonszint emelkedést (stressz-genotipus-ivar interakcid: p=0,05). Az ismételt stressz

esetében mar mindkét genotipusban

260 fli - megfigyelhetdek voltak a stressz
E 220 *x indukalta valtozasok.
)

%*
E 180 ** i
S 140 wo
2 #Ht
é 100 56. abra
£ A Kortikoszteron szintek valtozasa
S 60 egyszeri (E) és kétszeri (EE) éter
belélegzés hatasara 10 napos
20 kispatkanyokban. *p<0,05 **p<0,05

eltérés a kontroll csoporthoz képest;

EE
##p<0,01 eltérés a di/+ csoporttol

dil+ di/di
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5. Megbeszélés

5.1. A vazopresszin szerepének vizsgalata akut stresszhelyzetekben

5.1.1. Kiilonféle akut stresszhelyzetek hatasa

Akut stresszhelyzetekben az AVP-nek fontos, stresszorspecifikus szerep jut az
3 kiilonboz6 stresszvalasz tipust figyeltiink meg az AVP hidnyos dllatokban:

a) Csokkent ACTH és kortikoszteron valasz (morfin injekcid, agresszid teszt,
mozgaskorlatozas), vagyis az AVP mindkettd szabalyozasaban részt vesz.

b) Csokkent ACTH valasz, a kortikoszteron valasz szignifikdnsan nem kiilonbozik a két
genotipusban (Gjdonsag stressz, hipoglikémia, EPM), vagyis az AVP csak az ACTH
szintek szabalyozasara van hatassal.

€c) Az AVP hianyanak nincsen hatasa sem az ACTH sem pedig a kortikoszteron
szintjének szabalyozasara (szocialis elkeriilés, foot-shock, éter belélegzés stressz).

Feltételezhetd, hogy a kiilonb6zo stresszorok kivaltotta stresszvalaszok kiilonbozo
neuronalis utvonalakon keresztiil valosulnak meg, melyek koziil egyesek AVP tartalmu
idegsejteket is érintenek, mig masok nem [167]. A bevezetd részben mar targyalasra keriilt
a Stresszorok csoportositasdnak problémaja. Jelen esetben az altalunk felvazolt 3
stresszvalasz-lehetdség nem illeszthetd tokéletesen az ott emlitett egyik csoportositashoz
sem. Igy azt mondhatjuk, hogy az AVP az egyes stresszorok vonatkozasaban (esetleg azok
sO-viz haztartast befolydsold szerepével némileg Osszefliggésben) eltérd fajsullyal vesz
részt a HHM tengely aktivaciojaban az esetleges kategoriaktol fiiggetlentiil.

Jelentés megfigyelésiink az is, hogy a kortikoszteron szintek valtozasa a vérben nem
mindig tiikkr6zi az ACTH szintjének valtozasat (6. tdblazat). Az dsszefoglald tablazatbol
kiolvashato, hogy a stresszorok mintegy 70%-a esetén (18-bdl 13 stresszor) megfigyelhetd
a di/di genotipusu allatok csokkent ACTH valasza. Ebbdl a 13 esetbdl, azonban csak 4
esetében figyeltink meg csokkent kortikoszteron elvalasztast. Ez a jelenség nem
magyardzhatd pusztan azzal, hogy az ACTH csucs kordban jelentkezik, mint a

kortikoszteron cstcs (Isd. idogorbék). Esetlegesen magyardzhaté lenne a jelenség a
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mellékvesék fokozott ACTH érzékenységével, de felnétt AVP hianyos allatokban az
ACTH ¢érzékenység csokkenését figyeltiik meg (23. abra; tovabbi hasonlo6 tapasztalatok: in
vitro vizsgalatok: [168], in vivo vizsgalatok: [169]), igy ez sem ad magyarazatot az ACTH
¢és kortikoszteron valaszok disszociacidjara. Az ACTH ¢és kortikoszteron stresszvalasz
kozotti disszociacid megfigyelhetd volt V1b receptor antagonistakkal kezelt Sprague—
Dawley patkanyokban [170], illetve a V1b receptor kiiitott egerekben is [171]. Ez ravilagit
arra, hogy a jelenség nem jellemzd kizarélagosan egyetlen fajra, illetve torzsre, esetiinkben
a Brattleboro patkanyokra. Létezhetnek olyan kozvetitd molekuldk a szervezetben, melyek
kozvetleniil a mellékvesén hatva befolyésoljak a glitkokortikoidok elvalasztasat (58. abra).
Valéban, Bornstein és munkatarsai szamos ilyen lehetséges molekulat foglaltak 6ssze €s a
[172].

Eredményeink is aldtdmasztjdk az ugynevezett paraadenohipofizeédlis neuroendokrin

splanchnikus beidegzésnek tulajdonitottdk a legnagyobb jelentdséget

szabalyozas elméletét [173], ugyanakkor tovabbi vizsgalatok elvégzését teszik sziikségessé.

6. Tablazat
Kiilonféle akut stresszorok ACTH és kortikoszteron emel$ hatasanak dsszefoglalasa

Vérvétel ACTH valtozas Kort. Valtozas di/di-
Stressz modja di/di-ben ben
#: szignifikansan
) alacsonyabb, mint
1 | Ujdonsag dekapitalas di/+-ban nincs valtozas
2 | Szocialis elkeriilés farokvagas nincs valtozas nincs valtozas
3| EPM farokvagas # nincs véltozas
4]LpPs dekapitalas (#) nincs valtozas
5 | Eter stressz iv nincs valtozas nincs valtozas
6 Térfogati stressz iv # # 15 percnél
7 | Hiperténis s6 iv # nincs valtozas
8 | Anafilaktoid reakcié iv # nincs valtozas
9 | Foot-shock doboz iv nincs valtozas nincs véltozéas
10 | Foot-shock iv nincs valtozas nincs valtozas
11 | Mozgaskorlatozés iv # #
12 | Szocialis kudarc iv # #
Ulcerogén hideg
13| stressz iv # 60 percnél nincs valtozés
14 | Hipoglikémia dekapitalas # nincs véltozas
15| FsT iv # 5 percnél nincs véltozas
16 | Morfin kezelés iv # #
17 | NMDA kezelés iv nincs valtozas nincs valtozas
18 | Kainat kezelés iv # 5 percnél nincs valtozas
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57. abra

A mellékvese glitkokortikoid elvalasztasanak lehetséges fokozoi

Trends in Endocrinology and Metabolism

A magnocellularis eredeti AVP-nek rendkiviil fontos szerep jut a szervezet
vizhaztartasanak szabalyozasaban. Ugyanakkor ozmotikus stimulusok hatasara a
parvocellularis neuronokban is gyorsan valtozik az AVP mRNS szintje [174].
Kisérleteinkben azt vartuk, hogy az AVP-nek erbteljes szerepe lesz a HHM tengely
szabalyozasaban ozmotikus stimulust jelentd stresszhelyzetekben. A vizsgélatok eredménye
azonban nem erdsitette meg a feltételezéseinket és Brattleboro patkanyok esetében a
korabbi vizmegvonasos kisérletek hasonld eredményeket hoztak [175]. Az egyik lehetséges
magyarazat az lehet, hogy az OT az, amely AVP hianyaban az ozmotikus rendszert érint6
valtozasok, stresszhelyzetek soran atveszi a szabalyozast [176]. Valoban, a dializis
vizsgélatok soran emelkedett OT szinteket sikeriilt kimutatnunk a di/di allatok PVN-jében
(Isd. 4.2.3.; 26. és 27. abra) ¢és ismert, hogy az OT képes az AVP receptorokhoz kotédni
[176]. Megfigyeléseink szerint a ,térfogati” terhelésre (1,5ml/100g az i.p. hipertonias so
oldat kisérlet kontroll kezelést kapott allatai) a HHM tengely aktivacidja jelentdsen kisebb
volt az AVP hianyos allatoknal (csak kontroll allatoknal genotipus hatas: p=0,01). Ez az
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eredmény egybehangzik azzal, hogy a ,, térfogati” valtozasok (pl. vérveszteség) AVP szint
emelkedést okoz [177, 178].

Az alkalmazott stresszorok koziil az immunrendszer aktivalasa és a hipoglikémias

stimulus esetén figyelhettiik meg az AVP ACTH elvalasztas szabalyozasdban betoltott
jelentds szerepét a kortikoszteron szintekre gyakorolt hatds nélkiil. Eldbbiek esetében
erételjes aktivacio figyelheté meg a PVN-ben, kiilondsen az AVP tartalmi neuronok
esetében [179], bar az aktivacio nem kizarolagosan a parvocellularis neuronokra
korlatozodik. A tojasfehérje stressz esetében igen erdteljes volt a genotipusok kozotti
kiilonbség, mig az enyhébb ACTH emelkedést okozo LPS stimulusnal csak a di/+
allatokban volt megfigyelheté ACTH emelkedés, a di/di allatoknal nem. Ezen eredmények
Osszecsengenek VI1b receptor kiiitott egereken [18], és V1b antagonistakkal végzett
vizsgalatok eredményeivel [170] és alatamasztjak az AVP szerepét az immunrendszert (is)
aktivalo stresszorokra adott valaszok esetében.
Az inzulin indukalta hipoglikémia eseté¢ben az AVP felszabadulds a hipofizis portalis
keringésébe meghaladta a CRH felszabadulasat [180]. Az AVP szerepét a V1b receptor
kiiitott egerek tanulmanyozasaval is sikeriilt bizonyitani, nemcsak a vércukorszint
szabalyozas [181], hanem a HHM tengely aktivacio tekintetében is [18, 181]. Sajat
kisérleteink eredményeibdl arra kovetkeztettiink, hogy az AVP-nek erdteljes, bar nem
kizarolagos szerep jut az ACTH elvalasztas szabalyozasdban az inzulin indukalta
hipoglikémia soran. A V1b receptor génkiiitott allatokkal végzett kisérlet eredményeivel
szemben a Brattleboro patkanyokban az ACTH szint csokkenést nem kovette valtozas a
kortikoszteron szintekben.

Az AVP szerepe a HHM tengely alapszintii aktivitisanak fenntartasaban (az
ACTH és a kortikoszteron elvélasztdsdban) nem kellden tamogatott sem sajat vizsgélataink
[159, 182, 183], sem diabetes insipidusban szenvedd paciensekkel végzett vizsgalatok
eredményei alapjan [184]. Mind in vivo, mind pedig in vitro vizsgalatok ramutattak arra,
hogy a CRH kezelés hatasara bekovetkez6 ACTH elvalasztas kisebb mértékit AVP
hianyos allatokban [185]. Ezen eredmények alatamasztjak, hogy az AVP elsésorban a
CRH ACTH szekretagdg hatasat erésitheti [114, 174, 186].
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Magatol adodik az a feltételezés, hogy a Brattleboro patkdnyokban néhany
molekula, mint ,,AVP hianyt kompenzal6 anyag” lehet jelen. Nyugalmi koriilmények
kozott a CRH mRNS szintje magasabb di/di genotipusu allatainkban [128] (Isd. 32. abra,
bar az emelkedés nem nagyon markéns, csak az egész magra vonatkoztaott integralt
denzitas értékekben jelenik meg; 4.1.16.3. esetén nincs Isd. késobb). Ennek
ellentmondanak Krajer és munkatarsainak vizsgalatai [187]. Megfigyeléseik szerint sem a
hipotalamuszban sem pedig a portalis vérben nem valtozik a CRH szintje az AVP hianyos
Brattleboro patkanyokban. Amennyiben a kompenzald anyagokrél beszéliink egyértelmdi,
hogy az AVP-vel nagy szerkezeti hasonlosagot mutato OT-rél is beszélniink kell (lsd.
fentebb). Sajat megfigyeléseink szerint bar a PVN-ben megfigyelheté és mérhet6 az OT
MRNS mennyiségének emelkedése, ugyanakkor funkciondlisan a helyettesités nem
tokéletes (egyébként soha nem latnank csokkent ACTH és/vagy kortikoszteron szinteket)
[157]. Brattleboro patkanyok esetében a stresszvalaszok szabalyozasban szintén nagyon
fontos szimpato-adrenomedullaris tengely aktivitisa magasabb az AVP hianyos, di/di
genotipusu allatokban [188]. Az OT mellett szamos mas, eddig ismeretlen, vagy ismert, de
kevésbé kutatott anyag 1étezhet, amelyek az AVP hianyos allatokban atvehetik a hianyzo
AVP HHM tengely szabalyozod szerepét. gy tanulmanyok mutatnak ra, hogy a atrialis
natriuretikus peptid szintje di/di allatokban emelkedett [189], és Osszefiiggést talaltak a
hipotalamikus hisztaminerg és AVP rendszer kozott is [190].

A kisérletek soran felvetddhet az a kérdés, hogy vajon a heterozigota allatok
megfeleld kontrollként szolgéalnak-e. A kérdés megvalaszolasara egyes stressz kisérleteink
soran a megszokott heterozigdta kontrollok mellett tovabbi kontroll csoportokat (Wistar
patkanyok, +/+ genotipust Brattleboro patkanyok) hasznaltunk [147, 148]. Vizsgalataink
alatamasztottak korabbi megfigyelésinket. Mar egyetlen tokéletesen funkcionalo allél elég
ahhoz, hogy az AVP termelés normal szintet érjen el és a HHM tengely aktivacioja (pl.
ulcerogén-hideg stressz) ne szenvedjen zavart. A periférias AVP hianyaban kialakulo
diabetes insipidus mar Onmagéiban kronikus stressz allapotot eredményezhet, ennek
kovetkeztében csokkent stresszreaktivitas alakulhat ki tovabbi stresszorokkal szemben

[30]. Hogy kisérleteink soran kizarjuk a periférias AVP hatasat egy kisérletiinkben (FST)
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DDAVP tartalmi ozmotikus minipumpat alkalmaztunk, s bizonyitottuk, hogy a
bekovetkezett valtozasok esetében a centralis AVP hianynak volt szerepe.

Az AVP hianya els6sorban az ACTH szinteket befolyasolta, sokkal kevésbé volt
hatéassal a kortikoszteron szint emelkedésekre. Alapvetden elfogadott tény, hogy a HHM
tengely ,,végterméke” a kortikoszteron, ez felelds a hatasokért. Ugyanakkor az ACTH és
kortikoszteron elvalasztas nem feltétleniil mutat kapcsoltsagot. Mi lehet tehat az ,,értelme”
az ACTH szintek szabalyozasanak? Amellett, hogy jol ismert médon a glitkokortikoidok
felszabaditasat serkenti a mellékvese kéregbdl, nem elhanyagolhaté mas mellékvese kérgi
sejtekre gyakorolt hatdsa sem. ToObbek kozott befolyasolja ezen sejtek koleszterin
felvételét. Hatdssal van a szteroidok szintézisében résztvevd enzimeket kodold gének
miikodésére, igy a mineralokortikoidok révén kozvetve részt vesz a so-vizhdztartas
szabalyozasban. A szexualszteroidok elvélasztdsdnak befolyasolasaval pedig a nemi
érésben is fontos szerepet jatszik [191]. ACTH receptorok jelenléte egyértelmii a
mellékvese kérgi sejtjeiben [192], ugyanakkor megtalalhatoak még a zsirsejteken [193],
bérsejteken [194], illetve megtalaltak még Oket a szimpatikus ganglionokban is [195].

Egyes vizsgalatok az ACTH-t mint lehetséges immunmodulatort tartjak szamon [196].

5.1.2. Mikrodializis vizsgalatok

Az ehhez a sorozathoz tartoz6 kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
velesziiletett AVP hiany nem csokkentette a 10 perces FST hatasara bekovetkezd6 ACTH ¢és
kortikoszteron elvalasztdst a kezdeti idOpontokban. Viszont mig a +/+ genotipust
allatokban 105 perccel az uszas teszt megkezdése utan a plazma OT és kortikoszteron
szintjei az alap értékekhez tértek vissza, a di/di allatokban ezen hormonok szintje
emelkedett maradt. Amennyiben a PVN-ben megvizsgaljuk az OT mRNS, illetve az
extracellularis folyadék OT szintjét, szintén magasabb értékeket mértiink a di/di allatokban
a stressz elott, alatt és utan, mint a normal AVP szint( allatokban.

Szintetikus AVP retrodializis soran az FST hatasara mind az ACTH, mind pedig a
kortikoszteron esetében hasonld szekrécids mintazatot figyelhettiink meg a kontroll és AVP
kezelt di/di allatokban, bar a kezelés hatasara jelentdsen csokkent az Osszes szekrécid. A

kezelés elosegitette a plazma OT szintjének hamarabbi lecsengését is.
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Korabbi tanulmanyok arrél szdmolnak be, hogy 10 perces FST mar roviddel a teszt
utan csokkenti a vérplazma fagyaspontjat [124]. A vérplazma laktat szintjének és
iondsszetételének német kutatopartneriink  altal végzett vizsgalatai alapjan azt
feltételezhetjiik, hogy a plazma fagyaspont csokkenése nem a plazma megemelkedett
ozmolalitasdnak az egyértelmli eredménye. A csokkent fagydspont inkabb magyarazhat6 a
magas laktat szintekkel, mint az iondsszetétel (Na* és K* ion szint) valtozasaval, amelyek
korabbi, nem publikalt adatok szerint nem emelkednek meg a FST hatdsara. Jelen
kisérletben tapasztalt eredmények nem magyarazhatoak tehat egyszerien a +/+ és di/di
genotipusu allatok vérplazmainak eltéré ozmolalitasaval. Ezt az is alatdmasztja, hogy az
alap hormonszintek nem kiilonbdztek a két genotipus kozt, annak ellenére hogy a plazmak
ozmolalitdsdban (+/+: 307.2+4 mOsm/kgH,0; di/di: 330.8£3 mOsm/kgH,0O; genotipus
hatdsa: p<0.01) és Na’ ijon koncentracidjukban (+/+: 136.8+2.1mmol/l; di/di:
148.3+0.9mmol/l; genotipus hatasa: p<0,01) kiilonbségek figyelheték meg [197].

Némileg meglepd volt, hogy ebben a kisérletben az FST alatt, illetve roviddel utana
az ACTH és kortikoszteron szintekben nem volt kiilonbség a két genotipus kozott. Az
el6z6 kisérletsorozatban alkalmazott FST esetén a viz hdmérséklete és mélysége is eltérd
volt (24+1°C, a jelenlegi 21£1°C-szal szemben), illetve az el6z6 kisérletben 5 perces
mintavétel tortént, mig itt 2. és 15. perckor vettiink mintdkat. Valamint ott di/+, itt +/+ (agyi
miitéten is atesett) allatok szolgaltak kontrollként. Az anya genotipusanak befolyasold
hatasat kizarhatjuk [148], mivel mindkét kisérletben a di/di tesztallatok di/+ anyaktol
szarmaztak. Az el6z0 fejezetben részletesen targyaltuk a lehetséges kompenzald faktorokat.
Ebben a kisérletben a CRH mRNS szintekben nem talaltunk valtozasokat. Ez egy
modszertani finomitas kovetkezménye is lehet, mivel az el6z6 sorozatban (Budapesten
végzett vizsgalatok, MTA-KOKI) az integralt denzitdst, mig ebben a kisérletben az
emulzios el6hivast kovetd legnagyobb keresztmetszeten torténd elemzést alkalmaztuk
(német kutatopartneriinknél végzett vizsgalatok, Otto von Giiricke Universitat Magdeburg).
Az integralt denzitds érzékenyebb moddszer, mert a jel erdsségében és kiterjedésben
bekovetkezd valtozasokat Osszegzi, ugyanakkor alaposabb (minden meghatarozott szdmu
metszetet fel kell venni) és tobb munkat (allatonként 1 lemez helyett 4-5 lemez) igényel. A

masik kézenfekvé kompenzaciés molekula az OT. Ennek vonatkozasaban mar egyértelmii
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eredményt kaptunk nemcsak az mRNS szintjén tekintve, hanem az extracelluléris térbe az
idegsejtek szomajabol és a dendtritekbdl iiriilé (mikrodializis segitségével mérhetd)
peptidre vonatkoztatva is [198, 199].

megfigyelhettiik [124]: a di/di allatokban a magasabb centralis OT szintek ellenére a
plazma szintek nem kiilénboztek sem nyugalmi allapotban, sem a stressz utan kozvetleniil.
Ellenben 105 perccel a 10 perces FST kezdete utan mérheté OT értékek az AVP hianyos
allatokban nem ,,csengtek le”, hasonldan a kortikoszteron szintekhez. Ez az 1j adat még
arnyaltabba teszi a HHM tengely szabalyozasardl kialakult képet, bar tovabbra is nehéz
magyarazatot talalni az elnyujtott OT valaszra. Korabbi tanulmanyok arra vilagitanak ra,
hogy az FST gyors (2 percen beliili) és atmeneti, gyorsan lecsengé AVP felszabadulast
valt ki a plazmaba [124, 200]. A két eredmény Osszegzése alapjan nem mondhatjuk azt,
hogy az elhtizdddéan magas OT szint csupan az AVP hianyt kompenzalé mechanizmus
(hiszen ekkor gyors OT felszabadulast ¢és gyors hormonszint csokkenést varnank). Itt
érdemes megjegyezni, hogy a kiilonboz0 stresszorok hatasara szekretdlodo OT {6 forrasa a
PVN magnocelluléris sejtjei [201]. Véleményiink szerint az FST soran a PVN
intracellularis terébe jutd6 AVP lehet a kulcs az OT plazma-szintek gyorsabb
Jlecsengésében”. Ugy tiinik, hogy a felnétt Brattleboro allatokban nem kompenzalodik
teljes mértékig az AVP hidnya, s ez vezet a 105. percben megfigyelhetdé magas OT
szintekhez. Ez a magas plazma OT szint lehet a felelds az ugyanazon vérmintaban mérhetd
magasabb kortikoszteron-szintekért. Bar van néhany adat arra vonatkozodan, hogy az OT-
nak kozvetlen hatasa van a mellékvesék kortikoszteron termelésére [202], tovabbi
vizsgélatok sziikségesek annak bizonyitdsdra, hogy ezek az utvonalak a Brattleboro
patkanyokban is mitkddnek, azaz kielégitden magyarazzak a kapott eredményeket.

Az a hipotézisiink, hogy a PVN-ben helyileg felszabadulo AVP gatl6 hatasu lenne
az OT plazmaba torténd iiritésére, magyarazza a mikrodializis kisérletekben kapott
eredményeinket is. Nevezetesen a di/di allatok extracellularis terében mérheté magasabb
OT szinteket. Az in situ hibridizacios vizsgalataink is emelkedett OT MRNS szinteket
mutattak, de nemcsak a PVN magno-, hanem a parvocellularis részében is. Mivel ez a

parvocellularis rész beékel6dott magnocellularis sejteket is tartalmaz [203], az is
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elképzelhetd, hogy elsdsorban ezek a sejtek jarultak hozza az mRNS szint emelkedéséhez
[204]. Fontos megemliteniink, hogy az AVP hianyos allatok magasabb extracellularis OT
koncentracidja nemcsak nyugalmi allapotban, de akut FST stressz alkalmazésa esetén is
megfigyelhetd volt. Mint korabban emlitettiik, ez a stressz nemcsak az OT, hanem az AVP
intra-PVN elvalasztasanak emelkedését is okozza [124]. El6z6 vizsgalatok arra utaltak,
hogy a stressz hatasara a PVN-ben felszabadul6 AVP nemcsak autokrin, hanem parakrin
szabalyoz6 faktor is lehet. Feltehetfleg a parvocellularis sejtek CRH termelését
szabalyozza, s ezaltal a HHM tengely centralis komponensét befolyasolja [205].
Feltételezhetjiik, hogy a di/di allatok PVN-jének extracellularis terében mérheté magasabb

OT szint az AVP parakrin szerepének kompenzaldsara alakul ki. Valoban, a hipotalamusz

crer

OT a PVN-ben megtalalhato Vla [208] és V1b receptorokhoz [209] is képes kotddni,
legalabbis in vitro koriilmények kozott. Azaz a PVN megemelkedett extracellularis OT
szintje hozzajarulhat ahhoz, hogy jelen kisérletben nem talaltunk kiilonbséget az FST
hatasara megemelkedé ACTH és kortikoszteron szintekben.

A retrodializis kisérlet soran kapott ACTH, kortikoszteron és OT plazma szintek
lefutadsa a kontroll, Ringer oldatot kapott allatokban nagyon hasonlé volt a mikrodializis
kisérletben tapasztalathoz. Az AVP inverz mikrodializissel tortén0 beaddsanak
kovetkeztében (amivel megprobaltuk modellezni az AVP stresszre bekovetkezd endogén
elvalasztasat) kisebb ACTH (2. perckor) és kortikoszteron (15. és 105. perckor) szint
emelkedések jottek 1étre a 10 perc FST hatasara. Tobb, mint 10 éve feltételezték, hogy az
akut stresszorok hatdsara a PVN-ben termelddd és az extracellularis térbe jutdé AVP gatld
hatassal bir a HHM tengely miikodését tekintve [205]. Ezt jelen eredményeink is
alatamasztjdk. A HHM tengelyen valo hatdson tul az AVP retrodializis hatasara az OT
plazma szintjének lefutdsa is normalizalodott (105 perces érték). Ezek az eredmények azért
is kiilonosen érdekesek, mert a retrodializis csak az egyik oldali PVN-be tortént, igy
feltételezhetjiik, hogy a kétoldali kezelésnek még nagyobb hatasa lett volna. Retrodializis
kisérleteink eredményei igazoljak eldzetes feltevésiinket és Kkiterjesztik azzal a
megallapitassal, hogy az AVP a PVN-ben nemcsak a CRH termeld parvocelluléris, hanem

az OT termel6 magnocelluléris sejtek mitkdését is befolyasolja.
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Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a PVN-ben felszabaduld6 AVP parakrin
szignalként eldsegiti a plazma OT- és kortikoszteron-szintek normalizalédasat akut stresszt
kovetden. Az AVP hidnyos éallatokban a magasabb OT szintek részben kompenzalhatjak az

AVP HHM tengelyre gyakorolt hatasat (legalabbis az FST vonatkozédséban).

5.1.3. A vazopresszin hianyos allatok vizsgalata akut morfin kezelés utan

Ragcsalokkal végzett kisérletek alapjan ismert, hogy egyetlen morfin kezelés is a
HHM tengely aktivaciojat okozza (pl.[210]). A morfin megvonas egyiitt jar a HHM tengely
stimuladlasaval és fokozza a HHM tengely mindhdrom szintjén a hormonok elvéalasztasat
[161, 211]. Kisérletiink soran egyetlen, 10 mg/kg doézist sc morfin injekcio kétfazisu
ACTH ¢és kortikoszteron szint emelkedést valtott ki a patkanyokban. Feltételezhetéen az
elsé hormonszint emelkedés a morfin injekcid altal kivaltott fajdalom miatt kdvetkezett be.
A masodik fazis mar a morfin fiziologids hatdsdval magyarazhatd. A kisérlet
eredményeibdl latszik, hogy mar az egyszeri morfin injekcié is elnyujtott valtozasokat
eredményez, amennyiben a plazma ACTH- és kortikoszteron-szintjeit vizsgaljuk,
Osszehasonlitva a fiziologids so oldatot kapott kontroll 4llatokkal. A morfin injekcio altal
kivaltott ACTH emelkedés elsé fazisban az 5. percben, majd masodik fazisban a 60.
percben éri el a csucsot mindkét genotipusban.

Az AVP hatdsa az egész kisérleti periodus alatt felfedezhetd, hiszen annak
hianyaban a morfin indukalta hormonszint emelkedések kisebb mértékiiek. Ez ravilagit
arra, hogy az AVP sziikséges ugyan, de nem kizarolagos szerepti a morfin indukalta HHM
tengely aktivacioban. Itt emlitenénk meg azt is, hogy a di/di allatok esetében tapasztalt OT

szint emelkedés részben kompenzalhatta a centralis AVP hianyt.
5.2. Vazopresszin szerepe kronikus stresszben

5.2.1. Kronikus morfin kezelés utani megvonas

Az altalunk is alkalmazott tartés morfin kezelés (valdsziniileg az ismételt révid
morfin megvonasok hatasara) kronikusan aktivalja a HHM tengelyt [160, 161]. Annak

ellenére, hogy az AVP-nek jelentds szerepet tulajdonitottak a kronikus stressz altal kivaltott
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HHM tengely aktivacioban [30, 32], el6zetes kisérleteink mar utaltak ra, hogy az AVP
hidnyos Brattleboro patkdnyokban a kronikus stressz (2 hét ismételt mozgéskorlatozas
[183], vagy streptozotocin indukalta cukorbetegség [182]) altal kivaltott valtozasok nem
maradnak el. Valdban, jelen kisérletiinkben sem lattuk, hogy az AVP hidnya befolyésolta
volna a kronikus stresszre 1étrejovo szomatikus valtozasokat. Ugyanakkor hormonszintek
tekintetében mi a morfin elvonds okozta valtozasokra helyeztiilk a hangsulyt, ellentétben
korabbi tanulmanyokkal, melyek az ismételt morfin kezelés hatasaira koncentralnak [160,
161]. AVP hianyaban a drogmegvonas kivaltotta hormonszint emelkedések kisebb
mértekiliek voltak.

Ellentmondasosnak tiinhet, hogy a di/di genotipusti allatokban mérhet6 az AVP

MRNS szintje a PVN parvocellularis neuronjaiban. Jol ismert, hogy a homozigoéta ,,beteg”
allatok pontmutacié révén hibas AVP génjérdl torténik atiras mRNS-re, de az mRNS
,beragad” az endoplazmatikus retikulumba [146], valamint a génexpresszid mértéke az
életkor eldrehaladtaval csokken [146]. Az in situ hibridizacié soran felhasznalt AVP
riboproba szekvencidja olyan, hogy képes a mutans AVP mRNS-hez is kotédni. Igy a di/di
allatok PVN-jének parvocellularis sejtjeiben az AVP mRNS szintje normalisnak mérhetd,
bar nem szabalyozodik. Nincs adat arra vonatkozoan, hogy ez egy alland6 "készlet"-e vagy
némileg szabalyozott a szintje.
A di/+ genotipust, kontroll allatokban az AVP mRNS szintje igen hamar, mar 4 6raval az
utolsé6 morfin injekcié utan emelkedik. Erdekes, hogy a hosszabb idStartamu, 16 6ras
elvonds esetében mar nem tapasztalunk mRNS szint emelkedést, a folyamat a periodus
végére ,lecseng”. Ez a megfigyelés alatdmasztja kordbbi feltevésiinket, miszerint az AVP-
nek inkabb a rovid, mint a hosszi tdva HHM tengely aktivacidban, illetve annak
szabalyozasaban lehet szerepe. Houshyard és munkatarsai [211] cikkiikben arrdl szamolnak
be, hogy hosszabb idon keresztiil végzett morfin adagolas nem volt hatassal a PVN-ben
mért AVP mRNS szintjére, illetve Zhou és munkatarsai [212] tanulmanyaban lathatjuk,
hogy az amigdalaban mért AVP mRNS szint emelkedés csak a heroin elvonas korai
szakaszaban volt figyelheté meg.

Az altalanos vélekedéssel [30] Gsszhangban, a kronikus morfin kezelés hatasara

sajat kisérletiinkben is megemelkedett a PVN-ben a CRH mRNS szintje. Igen fontos
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megfigyelés, hogy a CRH mRNS szintjének valtozasai mintegy ellentétét képezték az AVP
mRNS szintekben megfigyelteknek. A 4 6ras elvonas nem [174], de a 16 6ras mar képes
volt emelni az mRNS szintjét, ez pedig azt sejteti, hogy az AVP-vel ellentétben a CRH
inkdbb a HHM tengely hosszabb tavu valtozasainak szabalyozasaban vesz részt. Az AVP
hidnyos allatokban emelkedett a CRH mRNS bazalis szintje - ez feltehetden egy a
lehetséges kompenzatdorikus mechanizmusok koziil - azt azonban nem tudjuk egyértelmiien
megmagyarazni, hogy a 16 oras elvonds miért nem valt ki tovabbi CRH mRNS szint
emelkedést. Lehetséges, hogy a di/di allatok emelkedett nyugalmi CRH mRNS szintje mar
egy maximalis szintet képvisel és tovabbi emelkedés nem lehetséges.

Az oOpiatok kivaltotta hatasok kialakitasaban nem kizarolag a HHM tengely elemei,
hanem extrahipotalamikus teriiletek, illetve mediatorok is részt vehetnek [213]. Ilyen agyi
teriilet lehet példaul az opioid elvonas esetén a centralis amigdala (CeA) amely gazdag
endogén opioid vegyiileteket termeld sejtekben. Tovabba korabbi tanulméanyokbdl ismert,
hogy az opioid, AVP és CRH rendszer kozott funkcionalis kapcsolat all fenn [212, 214].
Ennek ellenére nem tapasztaltunk szignifikins CRH mRNS szint emelkedést a morfin
kezelt allatok CeA-jaban, amit Houshyard és munkatarsai [211] is alatamasztottak.
Masfeldl azonban az opioid elvonas gatolta az amigdala CRH expresszigjat az AVP
hianyos allatokban [215].

Az ACTH prekurzor POMC mRNS-nek a szintje lassan emelkedett az elszenvedett
kezelések hatdsara, azaz ez is a hossztdva hatasokat tiikrozi, ahogyan mar masok is
megallapitottak morfin [216] és heroin [212] fiiggd patkanyokban. Kisérleteinkben mind a
rovid, mind pedig a hosszabb iddtartamti morfin elvonds hatdsara mérhetéen emelkedett a
POMC mRNS szintje a hipofizis els6 lebenyében, de ez az emelkedés nem fliggott a
genotipustol. Tehat esetlinkben az AVP hiany nem befolyasolta sem az alap, sem pedig a
stressz altal indukalt emelkedést.

A stressz Kkrénikussa valasat jelzik a testsulyok csokkenése, a mellékvese
hipertrofidja, a csecsemOmirigy beolvadasa, valamint az emelkedett kortikoszteron
alapszintek [217]. Mindezen elvaltozasok megfigyelheték a morfin-fiiggd allatainknal,
vagyis az altalunk is alkalmazott kezelési protokoll valoban kronikus stressz-szert allapotot

hozott 1étre [211, 217]. Habar a kiindul6 hipotézisiinket kénytelenek vagyunk elvetni, mivel
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az AVP hidnya egyik felsorolt paraméter valtozasat sem befolyéasolta. A di/di allatok
kisebbek, allando ivasi kényszeriik van, igy feltehetd, hogy ,nyugalmi” koriilmények
kozott is kronikus stressz allapotban vannak. Ezt alatdmasztja a magasabb ,nyugalmi”
kortikoszteron szintjiik is. Ennek megfeleléen feltehetjiik, hogy benniik tovabbi, kronikus
stresszre utald elvaltozasok nem képesek kifejlddni. Ennek ellentmond, hogy az AVP
hidnyaban még fokozottabb csecsemdmirigy beolvadas jott 1étre.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy az AVP-nek fontos szerepe van a
morfin elvonas altal kivaltott hormonalis valtozasok szabalyozdsdban, ugyanakkor nem

tulajdonithato neki szerep a HHM tengely kronikus hiperaktivitasanak a kialakulasaban.

5.2.2. Mozgaskorlatozas 28 napig

Eltéré id6tartami mozgaskorlatozasos kisérleteink ravilagitottak arra, hogy mar
akar 8 nap, napi egy 6ras mozgaskorlatozas hatasara is kialakulnak a kronikus stresszt jelzo
szomatikus paramétervaltozasok [183]. Az AVP hianya nem befolyasolta sem a szomatikus
valtozasokat, sem pedig a hipofizis eliilsé lebenyében mért POMC mRNS szint emelkedést,
akarcsak a kortikoszteron alapszintjének enyhe emelkedését. Felmeriilt ugyanakkor, hogy
akér 14 nap is kellden kronikusnak tekinthet6-e (Isd. 1.2.). Ezért ebben a kisérletben 28
napos, napi egy 6ras mozgaskorlatozast alkalmaztunk.

Az Osszes eddigi vizsgalatunk arra utalt, hogy a nyugalmi hormonszintek
fenntartasaban nincs szerepe az AVP-nek. Tobb vizsgalat is beszamol arrél hogy az AVP
alapszintjének szabalyozéasaban is részt vehet. Amennyiben ez a hatas érvényesiil, a di/di
genotipusu allatokban inkdbb alacsonyabb, mint magasabb ACTH ¢és kortikoszteron
szinteket kellett volna mérniink. Laulin és munkatarsainak [219] eredményei is kérdésessé
teszik az AVP nyugalmi stressz-hormon szekréciot fenntartd szerepét, bar az irodalomban
tobb ellentmond6 adatot is talalunk. Az ellentmondasok magyarazata lehet a nem megfeleld
kontrollok hasznalata [147], vagy az anya genotipusanak hibas megvalasztasa [148].
Ahhoz, hogy ennek a faktornak a szerepét minimalizaljuk a kisérleteinkben di/+ és di/di
genotipusu allatokat hasznaltunk, melyek di/+ genotipusu anyatol és di/di genotipusu apatol

szarmaztak. Lehetséges magyardzat az is, hogy az AVP hidnya a cirkadidn ritmus eltolodast
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eredményezi, vagyis egy adott vizsgalati idopontban a két genotipusban azonosak vagy
eltéréek is lehetnek a hormonszintek. Az €16 szervezetek ,,endogén oOrdjanak™ vizsgalata
régota kedvelt témaja a neurobiologianak. A kutatasok eredményeibdl tudjuk, hogy ez az
,endogén ora” az SCN, ahol nagy mennyiségben talalhatoéak vazopresszinerg sejtek [220].
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az AVP hidnya befolyasolhatja az egész SCN mitkddését
vagyis a melatonin termelés ritmikussaga is esetleg zavart szenved [221]. Bar a di/di allatok
ACTH termelésének ritmikussdga hasonlonak bizonyult mas fajokhoz, ugyanakkor a
fluktuacioé amplitadoja nagyobb volt [222].

A kronikus stressz egyik alapkérdése, hogy milyen szabalyozési folyamatoknak
koszonhetd a HHM tengely aktivitdsanak fennmaradasa a tartdosan magas plazma
glilkokortikoid szintek ellenére. Ennek egyik lehetséges magyardzata, hogy ilyen
koriilmények kozott emelkedett AVP elvélasztas figyelhetd meg [30, 32]. Osszehasonlitva
a 14 ¢és 28 napos mozgaskorlatozas stressz eredményeit azt lattuk, hogy a hosszabb
idotartamu stresszelés alatt hozzaszokas alakult ki az allatokban. A di/+ €s di/di genotipusu
kontroll 4llatokban a testsuly ndvekedése egyenletes volt, a ndvekedési gorbék
parhuzamosan futnak. Ezzel ellentétesen a stresszelt tarsaikban az elsé két hétben a
sulyndvekedés elmarad, am genotipustdl fliggetleniil a 3. héten ismét megindul, majd a
kisérlet befejezéséig egyenletes novekedés volt megfigyelhet6. A HHM tengely
hipotalamikus komponensét vizsgalva Ma ¢és munkatarsai [223] vizsgalataikban nem
tapasztaltdk a CRH mRNS szint emelkedést 14 napi mozgaskorlatozas hatasara, ellentétben
Makino és csoportja [224] igen. A 28 nap mozgaskorlatozas emelte a CRH mRNS
mennyiségét a PVN-ben. A CRH és AVP mRNS alapszintekben a két genotipus kozott
nem volt kiilonbség. A 28 napos stressz okozta mRNS emelkedések a di/di allatokban nem
voltak kimutathatdéak. Bar a kronikus stressz hatdsira létrejové CRH mRNS szint
emelkedés nem volt nagyon erdteljes, de mar a mérsékelten emelkedett CRH elvalasztas is
képes hatékonyan serkenteni a POMC termelédését [30]. Ebben a kisérletben a hipofizis
eliilsé lebenyében mért POMC mRNS alapszintje magasabb volt a di/di allatokban, mint a
di/+-0s testvéreikben. A kronikus morfin kezeléses kisérletnél a kontroll allatok is kaptak
sorozatos injekcidkat, amik befolyasolhattdk a mért ,,nyugalmi” és stresszelt szinteket. A

di/+ genotipusban a 28 nap stressz POMC mRNS szint emelkedést kivaltott ki, de nem
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novelte tovabb a di/di allatokban mért értékeket. Feltételezhetd, hogy a di/di allatokban a
magasabb POMC mRNS szint mar maximalis, ezt pedig a stressz nem képes tovabb
emelni. A kortikoszteron alapszintjének vizsgalata soran az eredményeink hasonldak
voltak.

28 nap mozgaskorlatozas hatasara kialakult testsuly és a HHM tengely mindharom
szintjének (CRH mRNS, POMC mRNS, kortikoszteron) valtozasai kisebb mértékiiek
voltak az AVP hidnyos allatokban, ezért arra kovetkeztethetlink, hogy elnyujtott stressz
soran az AVP szerepe valik fontossa a HHM tengely aktivitasanak fenntartasaban, kiilonos
tekintettel a kronikus stressz allapotok késdi fazisanak kialakulasara. Aguilera cikkében bar
elismeri a CRH lehetséges szerepét, kronikus stresszben inkdbb a PVN parvocellularis
sejtjei altal termelt AVP-t tekinti elsddlegesnek a stresszre adott valaszok kialakitdsaval
kapcsolatban. Megfigyeléseink alatdmasztjak véleményét, hiszen az AVP mRNS esetében
nagyobb mértékii emelkedést tapasztaltunk, mint CRH mRNS esetében (112+17% és
74£16% emelkedés).

A kifejezett HHM tengely valtozasokkal ellentétben a szomatikus paraméterek
(csecsemOmirigy beolvadas, mellékvese megnagyobbodas) nem mutattak ilyen egyértelmii
hatdsokat. A két genotipus kozti kiilonbségek nagyrészt elhanyagolhatéak voltak, bar a
teststilyok esetén lattunk némi kiilonbséget, ¢és a mellékvese kéreg vastagsaganak
megnodvekedése egyértelmiien hidnyzott az AVP hianyos allatokbol. Feltételezhetéen a
kronikus stresszre jellemzd szomatikus paramétervaltozasok nem kizarolagosan egyetlen,
hanem egy komplex rendszer szabalyozasa alatt allnak. Bar alapvetden ezeknek a
valtozasoknak a kialakitasaban a gliikokortikoidoknak tulajdonitanak szerepet [225], am
szamos mas faktor hatasat is szdmitasba kell venniink.

Feltételezheto lenne, hogy egy adott stresszor hosszabb idon keresztiili alkalmazéasa
habituaciot eredményez [30], de esetlinkben a 28 napos kronikus stressz allapotban akut
stresszre bekdvetkezd hormonszint emelkedések nem kiilonboztek az egyszeri akut stressz
hatasatol. Igaz, mindkét esetben jelentdsnek mutatkozott az AVP hiany hatdsa: mind az
ACTH-, mind a kortikoszteron szint emelkedése kisebb volt a di/di patkanyokban. A
habituaci6 jeleként a 28 napos kronikus mozgaskorlatozas stressz utan végzett mellékvese

szuperfuzios kisérleteink eredménye azt mutatta, hogy kronikus stressz hatasara a szervek
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ACTH ¢érzékenysége csokkent. Ez az eredmény sziikségessé teszi tovabbi vizsgalatok
elvégzését annak megvalaszolasara, hogy a csokkent ACTH érzékenység ellenére miért
nem tapasztalunk habituaciot a plazmaszintekben. Tovabba, munkank azt mutatja, hogy az
AVP hidnyos allatok mellékveséinek ACTH érzékenysége valamivel magasabb volt, mint
di/+-os testvéreiké (hasonléan a 10 napos allatokhoz; Isd. 52. abra). Ez ellentmond Wiley
¢s munkatarsai megfigyelésének, akik csokkent érzékenységet tapasztaltak a Brattleboro
patkanyokban [168], illetve sajat korabbi tapasztalatainknak is (Isd. 23. é&bra). A
modszertani kiilonbségen tal (statikus inkubalas és szuperfuzio) az alkalmazott ACTH
dézisa a masodik, emelkedett érzékenységet mutatdo felndtt allatokon végzett
kisérleteinkben nagyobb volt. Ezen ellentmondas ravilagit az irodalmi és sajat adataink
megerdsitésének fontossdgara. A statikus inkubdlds kétségtelen eldényein tal (egyszeriibb
kivitelezni, kevesebb mintat general) talan a szuperfizios modszer jobban modellezi a
szervezetiinkben a mirigyekhez aramlas révén jutd molekulak hatasat.

Az AVP mRNS szintek vizsgalata megmutatja azt, hogy a di/di genotipusu allatok
esetében az mRNS szint normalis a parvocellularis sejtekben a PVN-ben, ugyanakkor a
szint szabalyozdsa nem valosul meg. A magnocellularis vazopresszin részvétele a
stresszfolyamatok szabalyozasaban a mai napig vitatott, csoportunk nem tudta megerdsiteni
ennek szerepét. Az irodalomban azonban fellelhetd olyan cikk, mely beszamol arrél, hogy
ismételt mozgaskorlatozas hatdsara egyfajta strukturdlis 4talakulds figyelhetd meg a
magnocellularis sejtekben [226]. Kronikusan stresszelt allatokban a hipofizis kdzépso
lebenyének AVP tartalma csokkent, ugyanakkor a magnocellularis sejtek mRNS tartalma
valtozatlan maradt. Magyarazhatjuk ezt azzal, hogy a hormonszekrécié ugyan fokozodik,
de a szintézis nem tud 1épést tartani a fokozott iiriiléssel.

Osszefoglalva az AVP nem jatszik szerepet az alapszintii ACTH és kortikoszteron
szekrécid fenntartasaban, de az elnyujtott (28 napos) kronikus stresszre jellemzd allapot
kialakitasaban mar fontos. Két hetes stressz esetében nem mutatkoztak az AVP szerepének
jelei. Feltételezhetd, hogy az AVP szerepe a stresszreaktivitas fenntartasaban a stressz
iddtartamanak megnyulasaval valtozik, és ezek a valtozasok tobb mint két hét alatt

alakulnak ki.
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5.2.3. Kronikus valtakozo enyhe stressz (CMS) vizsgalata

Hogy korabbi eredményeinket mas kisérleti felépitésben is igazoljuk, a korabbiaktol
eltéré és idében is hosszabb kisérletsorozatot terveztink. A CMS nemcsak stressz, de a
depresszidé modellezésére is széles kdrben hasznalt, igy a HHM tengellyel parhuzamosan az
allatok depresszid-szerli magatartds mintait is tudtuk tanulményozni. A 6 hetes
kisérletsorozat eredményei igazoltak (szomatikus paraméterek valtozasa és a HHM tengely
valtozasai: POMC mRNS az adenohipofizisben, nyugalmi ACTH ¢és kortikoszteron szint
emelkedések), hogy a stressz kronikus volt. A szorongéds (megnétt zart kari aktivitds az
EPM-en) ¢és depresszio-szerli (tobb lebegéssel toltott id6 az FST-ben) magatartas is
megtigyelhetd volt a di/+ allatokban a 6 hetes CMS hatdsara. Az AVP hianyos allatokban
megfigyelt valtozdsok nagyon hasonléak voltak a di/+ genotipusi kontrollokban
megfigyeltekkel (kivéve a hidnyzé nyugalmi kortikoszteron emelkedést és némi tendenciat
a taplalékfelvétel és a szorongas befolyasolasara), mely arra enged kovetkeztetni, hogy a
CMS indukalta valtozasok kialakulésa fiiggetlen az AVP-tdl.

Korabbi 2 hetes kronikus stressz vizsgalataink soran nem sikeriilt igazolnunk az
AVP szerepét a kronikus stressz allapot kialakitasaban [159, 182, 183], de 28 nap soran a
szerepe sokkal fontosabba valt. Eppen ezért volt meglepé a jelen eredményiink. Bar azt is
mondhatjuk, hogy a HHM tengely ,,végrehajtd” molekulaja, a kortikoszteron érzékeny az
AVP jelenlétére. Gyakran lathatd megemelkedett ,,nyugalmi” kortikoszteron szint a
kovetkez6 stimulus varhato iddpontjdban. A CMS esetiinkben is létrehozta ezt a ,,nyugalmi
emelkedést”, de AVP hianyaban ez nem jott 1étre. Mar emlitettiik, hogy az ACTH szintek
nem feltétleniil futnak parhuzamosan a kortikoszteron-szintekkel. Kisérletiinkben a
latszolagos kiilonbség ellenére az ACTH és kortikoszteron szintek kozotti korrelaciod erdsen
szignifikans volt. Tovabbd a mellékvesék fokozott kortikoszteron elvélasztasanak
kovetkeztében kialakulod tiinetek (pl. csecsemOmirigy beolvadas) mindkét genotipus
esetében hasonldé mértékben voltak megfigyelhetéek. Meglepd modon a fokozott
elvalasztas mellett sem tapasztaltunk mellékvese hipertrofiat, mely a kronikus stressz egyik
jellemz6 tiinete és hattériil szolgalhat az emelkedett nyugalmi kortikoszteron elvalasztashoz
is. Feltehetdleg az altalunk alkalmazott stresszorok nem voltak elég erések ahhoz, hogy

mérhetd valtozasokat indukaljanak a mellékvesékben, annak ellenére, hogy a
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hiperkorticizmus fennallt (a plazma vizsgalatok alapjan), ami pedig erételjes valtozasokat
indokolt volna. Lehetséges, hogy a mellékvese szerkezetének sajatos atrendezddése all a
jelenség hatterében: a zona fasciculata esetleges kiszélesedése a tobbi réteg beolvadasa
mellett. Az is elképzelhetd, hogy ugyan a “nyugalmi” kortikoszteron szint kisebb a di/di
allatban, de a stresszreakcio lecsengése elhtizodobb (Isd. Mikrodializis kisérlet) igy az
atlagos kortikoszteron kinalat ugyanolyan lesz a di/di, mint a di/+ allatban.

Ismert, hogy a stressznek, a stressz hormonoknak ¢és kiilondsen a
gliikokortikoidoknak fontos szerepe van az allatok viselkedésének szabalyozasaban [227,
228]. Mivel az AVP hiany, valamint a CMS procedira nem befolyasolta az izomer6t vagy a
mozgaskoordinaciot, ezért tovabbi, az allatok valamilyen mozgasat feltételezd vizsgalatok
értelmezhetdek voltak. A szorongas klasszikus mércéjéiil szolgald nyiltkari aktivitds CMS
hatasara er6teljesen lecsokkent az EPM-en, aldtdmasztva egy szorongdbb fenotipus
kialakulasat. Szamos kordbbi vizsgalat utalt az AVP lehetséges szorongascsokkentd
szerepére (pl. [134, 138, 229]). Ezért azt gondoltuk, hogy a di/di allatokban fokozott
nyiltkari aktivitast tudunk majd megfigyelni. Ezzel ellentétben sem alap allapotban, sem
CMS utan nem sikeriilt az AVP szerepét bizonyitani a f0 paraméterek vonatkozasaban.
Habar a részletes vizsgalat szerint a CMS csak a di/+ allatokban eredményezett kevesebb
nyilt karban toltott idSt, arra utalva, hogy az AVP-nek mégis lehet szorongascsokkentd
szerepe. Griebel €s munkatarsai [127] bizonyitottak egérben, hogy a CMS hatasara
csokkent a nyilt kari belépések szama, és ezt a csokkenést V1b receptor antagonistaval
sikertilt kivédenilik. Arra gondolhatunk, hogy az AVP ¢lethosszig tartd hidnya a
Brattleboro patkdnyokban befolyasolhatja az AVP szorongascsokkentd szerepét
(masodlagos elvaltozasok pl. a dopamin rendszerben [230]). A fokozott mozgékonysag,
amit a fokozott zart kari belépéssel mértiink, szintén a CMS szorongéasfokozo hatasara
utalhat [231], bar szamos kisérletben nem talaltak hasonld valtozast kronikus stresszelések
utan [232]. Mindenesetre az AVP erre a paraméterre sem hatott. A mosakodasi magatartas
csokkent eléforduldsa a Brattleboro patkanyokban azonban egyértelmiien a csokkent
szorongast jelzi. A mosakodas egy stressz-csokkentd sztereotip viselkedés [233, 234].

Korabban azt talaltdk, hogy a fokozott mosakodas erdsen Osszefiigg a nyilt kar csokkent
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felderitésével és szorongascsokkentd kezelés csokkenti [233, 235-237]. Az AVP hatassal
ellentétben a CMS esetiinkben nem befolyasolta ezt a paramétert.

A depresszié-szerii viselkedés vizsgalatdhoz az FST-t alkalmaztuk. A depresszi6 a
HHM tengely kronikus hiperaktivitasaval jar egyiitt [238] és egyes agyteriileteken
emelkedett AVP szintek figyelhetéek meg [239]. Varakozasunknak megfeleléen a CMS
hatdsara megnétt a lebegéssel toltott id6. Sajnalatos modon nem sikeriilt bizonyitanunk az
AVP védd szerepét sem alap, sem stressz utani allapotban, bar egy eldzetes
kisérletsorozatunk nem stresszelt allatok esetében pozitiv eredményre vezetett [128].
Irodalmi adatok is arra utalnak, hogy a V1b antagonista kezelés csokkenti az egerek
lebegéssel toltott idejét [127]. Ugy tiinik, hogy az AVP érzékeny a kornyezeti faktorokra,
mivel el6zd, pozitiv kisérletiinkben 30cm, mig ebben a kisérletben 45cm-es vizmélységet
hasznaltunk.

Osszefoglalva, jelen, AVP hidnyos Brattleboro patkdnyokkal végzett vizsgalataink
azt mutatjak, hogy az AVP hidnya nem véd a CMS hatéasara kialakul6 HHM tengely ¢és
magatartasi valtozasoktol. Elképzelhetd, hogy az élethossziit AVP hidny kompenzalodik, de
ebben a kisérletben a PVN CRH mRNS szintek a di/di allatokban inkabb alacsonyabban,
mint magasabbak voltak (legnagyobb atmérd; di/+: 60,5+1,4 illetve di/di: 54,1+1,01
arbitrary unit). Feltehetd, hogy kronikus stressz soran a stressz szabalyozasdban fontos
harom neuropeptid (CRH, AVP, OT) egyensulyanak felbomldsa az, mely végiil a kimenet
(HHM tengely vagy magatartas) megvaltozasahoz vezet [240]. Valdszinlinek tlinik, hogy
az egyes tényezOk kolcsonhatasa és nem egyetlen faktor az, ami befolydsolja a magatartast,
illetve a betegségek patogenezisét. A kezelés tervezésénél az egész komplex rendszert

figyelembe kell venniink.
5.3. Stressz reaktivitas a perinatalis korban

5.3.1. A vazopresszin hatasa a Kispatkanyok stresszreaktivitasara

Kisérleteinkben a HHM tengely aktivitasat vizsgaltuk az SHRP alatt [66, 241].
Legfobb megfigyelésiink, hogy az AVP hidanyaban a di/di allatokban a stressz kivaltotta

ACTH vélasz csokken, az esetek nagy részében egyaltalan nem jelenik meg. Ezek alapjan a
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perinatalis korban az AVP lehet a kulcs szignal az ACTH elvalasztas szabalyozasaban,
legalabbis patkanyokban. Ezzel ellentétben az AVP hidnya a kortikoszteron valaszt nem
befolyasolta. Ez nem magyarazhaté meg egyértelmiien azzal, hogy az ACTH ¢s a
kortikoszteron elvéalasztasanak id6gorbéje eltérd, illetve azzal is csak részben oldhato fel az
ellentmondas, hogy a di/di kispatkdnyok mellékveséjének ACTH érzékenysége fokozott
volt.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a kortikoszteron szintje meglehetdsen alacsony,
bar mérhetd szinten van a neonatalis peridodusban, ugyanakkor kozel haromszorosara
emelkedett a sziiletés utani 20. napra [66, 242]. 24 o6ras anyai deprivacio és Hypnorm
injekci6 hatdsara a plazma ACTH és kortikoszteron szintje megemelkedett mindegyik
vizsgalt ¢életkorban. A di/+ genotipusi allatokban az életkor eldrehaladtaval a
stresszvalaszok egyre erdteljesebbek lettek, ami szintén a HHM tengely érését mutathatja.
Feln6tt allatokban egyszeri akut stressz 4 o6raval a stressz alkalmazasa utin CRH mRNS
szint emelkedést valt ki és ez az szint kdzel 24 6ran keresztiil fennmarad [243]. A 10 napos
kispatkanyokban az anyai deprivacié nem valtott ki CRH mRNS szint emelkedést, mely
alatamasztja azt a feltételezést miszerint a CRH szekrécid szabalyozasa éretlen és az AVP
szabalyozo6 szerepe kertil el6térbe.

Ellentétben a felnétt egyedekkel, akikben a CRH a f6 ACTH szekretagdg hormon
[244], addig a fiatal allatokban az AVP szamottevéen nagyobb mennyiségben termelddik,
mint a CRH [72, 245]. Ugyanakkor az AVP szerepe korlatozottnak is tlinik, hiszen jelenléte
vagy hianya az ACTH alapszintjét nem befolyasolta. Korabbi eredmények is ezt
tamaszthatjdk ald: az ACTH alapszintjének szabdlyozédsa filiggetlen a hipotalamuszba
beérkezo ingerekt6l [246]. A stressz-indukalt hormonszint emelkedések tekintetében
azonban az AVP szerepének fontossagat tamasztja ald a 8 napos kispatkdnyok passziv AVP
elleni immunizaldsa, amikor az AVP hidnyaban a hipoglikémia indukélta ACTH szint
emelkedés elmaradt [72]. Ezzel ellentétben a CRH elleni immunizalas hatastalan volt. Bar a
passziv CRH immunizalas hataséra eltiint a hideg-stressz indukalta kortikoszteron valasz az
SHRP idején [247] és hasonld kezelés az uretan indukalta ACTH szint emelkedést is
csOkkentette [65]. Ez alapjan az AVP szerepe stresszorspecifikusnak tinik [73, 248] (és Isd.

felndtt allatok akut stresszvalasza). Eredményeink részben tamogatjak ezen feltételezéseket,
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mivel az anyai deprivacié hatdsara az ACTH valasz az AVP hidnyos allatokban teljes
mértékben elmaradt, de a Hypnorm injekcié hatdsara ugyanezen genotipust allatokban
enyhe ACTH aktivacié még megfigyelhetd volt.

A legérdekesebb és egyben talan legmegddbbentébb tapasztalat az ACTH és a
kortikoszteron szekréciojanak teljes elkiiloniillése az AVP hianyos kisallatokban.
Normalis esetben az ACTH szekrécioja megeldzi a kortikoszteron elvalasztasat €s utobbi
szekrécigja szoros korrelacidban van az eldbbiével. Ezzel az altaldnos képpel szemben az
anyai deprivacié hatasara bekovetkezd valtozasok koziil az ACTH valasz hianyzik az AVP
hidnyos allatokban mig a kortikoszteron elvalasztasa sokkal erdteljesebb. Eredményeink
kizarjak annak a lehetdségét, hogy a jelenség oka a két esemény iddbeli eltolodasa lenne.
Hiszen mig az egyre hosszabb szeparacios id6k esetén a di/di genotipust allatokban az
anyai deprivacié a plazma kortikoszteron szintjét fokozatosan emelte, addig az ACTH
valaszok teljes egészében elmaradtak. Hasonld (bar nem magyarazott) jelenséget
olvashatunk Walker és munkatarsai cikkeiben [73, 248], ahol 10 napos Sprague Dawley
kispatkanyoknal az anyai deprivaciot kovetd 8 és 12 draban erdteljes kortikoszteron
elvalasztds mellett csak kismértékli ACTH szint emelkedés tapasztaltak. Korabbi
elmaradasa, ami pedig az anyai deprivacio értelemszerii velejaroja [73, 248]. Eppen ezért
volt fontos egy masik stimulus (Hypnorm injekcio) alkalmazasa, ahol szintén disszocialt
ACTH ¢és kortikoszteron valaszt tapasztaltunk. Az ebben az esetben alkalmazott 30, illetve
60 perces sziinet a taplalasban nem befolyasolhatta az eredményeket, ez természetes
esemény. Sziikséges megjegyezniink, hogy az injekcid beaddsa utdn mindegyik kispatkany
vissza lett helyezve az anyadllat mellé (bar kétségtelen, hogy az anya gondozo-taplald
magatartasat megzavartuk).

A szakirodalom egyes feltételezései szerint az ACTH és a kortikoszteron
magyarazhatéak. Mivel az AVP gatolhatja az ACTH/kortikoszteron szignaltranszdukciot
[249], az emelkedett mellékvese érzékenység annak lehet a kdvetkezménye, hogy az AVP
gatld hatasa hianyzik a di/di kispatkanyokban. Ez a jelenség feltehet6en csak egy azok
koziil, amelyek a mellékvesék ACTH érzékenységét fokozzak a di/di allatokban. Az eldbb
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emlitetteknek megfelelden ezekben az allatokban mar kismértékiit ACTH szint emelkedés is
magas kortikoszteron szekréciot eredményezne. Osszhangban ezzel a feltételezéssel, az in
vitro kisérletekben mért mellékvese ACTH érzékenység 87,9 %-kal nagyobb, amennyiben
10™ M, 62,2 %-kal nagyobb, ha 10" M és 57,6%-kal ha 10** M koncentracioju ACTH-
val kezeltlik a szerveket (a di/+ és a di/di allatokban mért érté¢kek egymdashoz viszonyitott
szazalékos aranya). Amennyiben az alap kortikoszteron szintekhez viszonyitottuk az

emelkedéseket a kdvetkezd eredményeket kaptuk (7.tablazat):

7. tablazat
ACTH érzékenység vizsgalata

Genotipus
ACTH
koncentracio | di/+ di/di
1083 Mm 85,5% | 158,9%
102 M 206,5% | 335,2%
101t M 212,4% | 334,9%

A di/di genotipusban a mellékvesék érzékenysége emelkedett volt minden koncentracid
esetében. Az ACTH valasz teljes hidnya az anyai deprivacié esetében irrelevanssa teszi
jelen helyzetben a mellékvesék érzékenységének kérdését. Habar a Hypnorm injekcid
alkalmazasa soran kismértékli ACTH valaszt kialakult a di/di kolykokben, a mellékvesék
érzékenységének kisfoku novekedése nem lehet magyarazat arra hatalmas ellentmondasra,
mely az ACTH ¢és a kortikoszteron elvalasztas mintazatdban tapasztalhat6. 10 napos di/+-0s
kolykok esetében az Hypnorm kezelés megemelte az ACTH és a kortikoszteron szinteket is
(236,8 fmol/ml és 132,7 pmol/ml) vagyis egy fmol ACTH szekrécidhoz 0,56 pmol
kortikoszteron kothetd. Amennyiben a szamokat a di/di genotipusban vizsgaljuk akkor a
kovetkezé eredményekre jutunk: Az ACTH szint az injekcid utan 28,2 fmol/ml volt, mig a
kortikoszteron szint a kezelés utan 109,1 pmol/ml volt. Vagyis ebben az esetben az arany
lényegesen eltér, hiszen egyetlen fmol ACTH szekrécidja 3,87 pmol kortikoszteron

elvalasztasat eredményezi. Vagyis hasonlé mennyiségli ACTH a di/di genotipusban kdzel
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7-szer nagyobb kortikoszteron szekréciot valt ki, mig az érzékenység nodvekedés kb.
masfélszeres volt.

Mivel az in vitro kisérleti modellekben a természetes kornyezetbdl érkezé kiilso €s belsd
ingerek hianyoznak [250], igy kisérletiinket in vivo modellben is megismételtiikk. Ebben az
esetben az in vitro tapasztalt emelkedett mellékvese érzékenységet nem tudtuk bemutatni
(ugyanolyan mértékii kortikoszteron emelkedés jott 1étre a di/+, mint a di/di allatokban).
Az vitro és in vivo kisérletek egyiittesen arra mutatnak ra, hogy a mellékves¢k ACTH
érzékenysége nem lehet kizardlagos magyarazata a disszocidlt ACTH és kortikoszteron
szekrécionak.

A két hormon kozotti disszociacido kordbban mar szamos tanulmany targya volt.
Walker és munkatarsai munkajaban [248] Sprague Dawley patkanyok esetében mutattak
be, hogy az anyai deprivacid és a hipoxia kivaltotta kortikoszteron vélasszal parhuzamosan
nem volt megfigyelhetd az ACTH szint emelkedése. Birkdk esetében a magzati korban
alkalmazott hipoxia szintén erdteljes kortikoszteron szint emelkedést valtott ki, de az
ACTH szint valtozasa elmaradt [251]. Ezekben az allatokban a kortikoszteron szint
emelkedése a mellékvesék nervus splanchnicus altali beidegzésétdl fiigg. Osszességében
arra kovetkeztethetiink, hogy a kortikoszteron elvélasztisa nem vagy csak gyengén fiigg az
ACTH-t6l az egyedfejlodés korai szakaszaban. Ugyanakkor Bornstein cikkében [252] arrol
olvashatunk, hogy felndtt egyedekben is létezik a kortikoszteron elvalasztdsdnak ACTH
fiiggetlen modja.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az AVP sziikséges ugyan az ACTH
stresszvalaszok érési folyamataban, de sem az AVP sem pedig az ACTH nem sziikséges a
kortikoszteron stressz valaszok kialakulasdban. A neonatalis korban induld érési
folyamatok és a stresszvalaszok szabalyozasanak tanulméanyozasa tovabbi kisérletek

elveégzését igénylik.

5.3.2. Kiilonb6z6 nemii kispatkanyok stresszreaktivitasanak vizsgalata

Bar a perinatalis korban a szexualis hormonok szintje nem tér el a két nemben,

kivancsiak voltuk, hogy a stressztengely szabalyozédsban sincs-e kiilonbség. Ehhez az

114



elézoekben is alkalmazott 24 oras anyai szeparacidt, valamint egy tovabbi U stresszort, az
éter belélegzést alkalmaztuk.

Korabbi tanulminyok beszamolnak arrdl, hogy a sziiletést kovetd idében
bekovetkezd események kiillonbozoképpen befolyasolja a him és a ndstény serdiilo, illetve
feln6tt egyedek stresszreaktivitdsat. Mozgaskorlatozas stressz hatasara a HHM tengely
aktivitdsa himekben csdkkent, mig a ndstényekben emelkedett a perinatalis manipulacio
késoi kovetkezményeként [253]. Bar a késoi kdvetkezmények merében masok lehetnek, a
sajat kisérleteinkben a perinatalis stimulusra ugyanolyan irdnyq, csak fokozott amplitadoja
stresszvalaszt figyelhettlink meg a ndstényekben a himekkel Osszehasonlitva. Hasonlo
eredményeket tapasztaltak abban az esetben is, amikor endotoxin indukalta valtozasokat
vizsgaltak: néstény kolykokben emelkedett volt a HHM tengely aktivitasa [254]. Az
ivarszervek eltavolitasat kovetden ezen szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a nemi
kiilonbségek alapja valamilyen gonadalis hatas lehet, ami himekben gatld, ndstényekben
pedig serkentd. Arra kovetkeztethetiink, hogy a HHM tengely szabalyozdsanak {6
mechanizmusai azonosak a két nemben, az alkalmazott stresszorok hatékony ACTH és
kortikoszteron emeldnek bizonyultak és az AVP hiany is mind a himeknél, mind a
ndstényeknél csokkentette az ACTH elvalasztast. Habar a rendszer érzékenysége masképp
van bedllitva, ami a ndstények magasabb stresszhormon emelkedésében nyilvanul meg.
Mint mésodlagos szignal, a magasabb gliikokortikoid szintek befolyasolhatjak a késdbbi
fejlodést.

Ebben a kisérletsorozatban is sikeriilt bizonyitanunk (rdadasul két, merében eltérd
stressz alkalmazasaval) az AVP ACTH szabalyozasban elfoglalt Kkitiintetett helyét a
neonatalis idészak alatt. Tulajdonképp AVP hianyadban nem jott 1étre mérhetdé ACTH
emelkedés sem az eldzéleg mar alkalmazott 24 6rds anyai szeparacio, sem az éter (egyszeri,
vagy kétszeri) belégzés hatasara. AVP kotOhelyek mar a prenatélis 20. naptol kimutathatok
mind a szeptumban, mind a lateralis retikularis magban. A perinatalis 20. és a posztnatalis
15. nap kozott az AVP kotéhelyek mindazon agyteriileteken megjelennek, ahol felnéttben
is megtalalhatok. Jelen kisérleteink is megerdsitik, hogy perinatalisan az AVP tekinthet6 az
ACTH elvélasztas f6 szabalyozojanak. Az eldzdekkel dsszhangban ez a szabalyozo szerep

azonban csak a stressz okozta emelkedésekre, és nem az alapaktivitds fenntartdsara
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vonatkozik. Muret és munkatarsai [72] inzulin hipoglikémias, valamint Levine [73] és
Avishai-Eliner [74] anyai szeparaciés munkai szintén alatimasztjak az AVP szabalyozo
szerepét. Erdemes megemliteni, hogy a 10 napos CRH-R1 génkiiitott egerekben a 24 oras
anyai szeparacido okozta ACTH emelkedés nem valtozott, habar a kortikoszteron valasz
fokozott volt, ami a CRH perinatélis gatlé szerepére utalhat (valdsziniileg az eldagyi és
limbikus teriiletekr6l) csokkent CRH mRNS ¢és emelkedett AVP mRNS szinteket
eredményezve az allat PVN-jében [255]. Néhany vizsgalat a CRH perinatalis szabalyozo
szerepét is alatamasztja. Ujsziilottekben a hideg stressz hatdsira megemelkedett a CRH
MRNS szintje a PVN-ben és mind a hideg [247], mind az uretan belégzés [68] hatasara
1étrejovo kortikoszteron valaszt a CRH elleni immunizalds kivédte. Ugyan kézenfekvo
magyarazat lenne a stresszorspecifikus hatds, de a disszertacioban harom, egymastol
alapjaiban kiilonboz0 stresszor esetében (anyai elvalasztas, Hypnorm injekcid, éter
belégzés) is sikeriilt bizonyitani az AVP ACTH szabalyozasban betoltott szerepét.
Elképzelhetd, hogy az AVP hianyos allatok hipotalamusza tobb CRH-t tartalmaz, mint
ahogy ezt a felndtt allatok esetén bizonyitottuk. Ezzel 6sszhangban az AVP toxikus kiirtasa
az ujsziilottek PVN-jében CRH mRNS emelkedést okozott [246], habar ez inkabb fokozott,
mint csokkent ACTH valaszokat okozna.

Az eldzd kisérletekkel dsszhangban itt is ACTH nélkiili kortikoszteron valaszt
tapasztaltunk. Egy lehetséges magyarazat lehet az is, hogy az AVP a mellékvesék szintjén
gatolja a kortikoszteron elvalasztast, azaz hidnyban kis ACTH is hatalmas kortikoszteron
valaszt képes kivaltani. Habar ez a magyarazat nem tlinik kézenfekvonek, mivel az anyai
szeparacio esetén semminemi ACTH szint emelkedés nem volt kimutathatd. Az is
lehetséges lenne, hogy a di/di allatok megemelkedett ,nyugalmi” kortikoszteron szintjei
gatoljak a tovabbi stresszre 1étrejovd ACTH elvalasztast. Ez a kérdés még tovabbi

vizsgalatokat igényel.
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6. Kovetkeztetések
A vazopresszin szerepe akut stresszben

1. Akut stresszhelyzetekben az AVP-nek stresszorspecifikus szerep jut a HHM tengely
szabalyozasaban, mely szerepe nem kothetd egyértelmiien egyik elézéleg felallitott
kategoriahoz sem.

2. Az ACTH ¢s kortikoszteron szekrécid disszocial, az AVP szerepe fontos az ACTH, de
kevésbé jelentds a gliikokortikoid elvélasztas szabalyozasaban.

3. A PVN-ben helyileg felszabadulé AVP gatld hatasa segiti az OT plazmaszintek stressz
(FST stressz) utdni normalizalodéasat. A plazma OT szintjének valtozéasa befolyasolhatja
a mellékvese kortikoszteron elvalasztasat is.

4. Az AVP fontos, de nem kizarolagos a morfin injekci6 hatasara létrejott HHM tengely
aktivacioban, mind az ACTH, mind a kortikoszteron vonatkozasaban.

A vazopresszin szerepének vizsgalata kronikus stresszhelyzetekben

1. Az AVP-nek fontos szerepe van a morfin elvonas altal kivaltott hormonalis valtozasok
szabalyozasaban, ugyanakkor nem tulajdonithat6 neki szerep a HHM tengely kronikus
hiperaktivitasanak, azaz a morfin-fiiggéségnek a kialakulasaban (2 hetes vizsgalat).

2. A kronikus stressz 14 naprol 28 napra valo kiterjesztése soran felszinre keriilt az AVP
HHM tengely alapaktivitdsanak fenntartasaban betdltott szerepe.

3. Az AVP elnyujtott stresszben betoltott szerepe azonban nem altaldnos, inkabb az azonos
stimulus ismétlddésére vonatkozik, mivel az AVP hianya nem véd a 6 hetes CMS
hatdsara kialakul6 HHM tengely és magatartasi valtozasoktol.

A HHM tengely szabalyozasa a perinatalis korban

1. A perinatalis korban az AVP lehet a kulcs szignal az ACTH elvalasztas szabalyozasaban,
legaldbbis patkanyokban.

2. A kortikoszteron elvalasztasa nem, vagy csak gyengén fiigg az ACTH-t6l az
egyedfejlodés korai szakaszaban.

3. Bar a korai fejlodés soran jelentds hormonalis eltérés nincs a nemek kozott, és a HHM
tengelylik mitkddésének szabdlyozd mechanizmusai is hasonloak, de a ndéstények mar

ekkor is stressz-érzékenyebbek.
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7. Osszefoglalas

A vazopresszin fontos szerepet jatszik a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (stressz)
tengely szabalyozasaban. Kisérleteink elvégzése el6tt az volt az altalanos vélekedés, hogy a
kronikus stresszfolyamatok soran né meg a molekula szerepe. Természetes mutacid révén
vazopresszin hidnyos allatokban vizsgéltuk a hormon szerepét. Az allattorzs lehetOséget
teremtett arra, hogy a stresszorok modalitasbeli és intenzitasbeli sokféleségét vizsgalhassuk
anélkiil, hogy a kiilonféle beavatkozasok (pl. antagonista kezelés, agyi 1ézidk stb.) extra
stresszének tennénk ki az allatokat. Kisérleteink sordn az akut és kronikus stressz szerepét
vizsgaltuk felndtt és perinatalis korban. Eredményeink raviladgitanak arra, hogy a
vazopresszinnek az akut stresszorok esetében az eddig ismert stresszkategoriakto fliggetlen
stresszorspecifikus szerepe van. A kronikus stressz kisérleteink eredményei alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a vazopresszinnek inkabb az akut, mint a kronikus stressz soran
lezajlo valtozasokban lehet szerepe. Perinatdlis korban a stressz altal kivaltott
adrenokortikotropin (ACTH, a stressztengely hipofizealis komponense) és a kortikoszteron
vazopresszin hianyaban elmarad az ACTH stresszvalasz, de a kortikoszteron valasz
jelentds. Arra kovetkeztettiink, hogy perinatalis korban a vazopresszin az az anyag, amely
az ACTH elvalasztasat szabalyozza, a kortikoszteron elvalasztasaban pedig az ACTH-n
kiviil mas anyagok is nagy szerepet kaphatnak. Tovabbi kutatdsok targya, hogy a
vazopresszinnek a szervezeten beliilli modulacidéja miképpen lehet segitségilinkre a tartds

stressz kivaltotta szomatikus és mentalis betegségek kezelésében.
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/. Summary
Vasopressin plays an important role in the hypothalamo-pituitary-adrenal axis

regulation as well as in stress-related disorders. A common view suggested that the role of
vasopressin is especially important during chronic stress. We used the naturally vasopressin
mutant Brattleboro rat as a model organism. This strain is a good choice for stress studies
as we could examined the role of vasopressin without any extra, stressful treatment. The
role of vasopressin was studies in the hypothalamo-pitutary-adrenocortical axis regulation
after different acute and chronic stimuli as well as during the perinatal period. After a big
experiment with 18 acute stressors we concluded that vasopressin has a stressor specific
role in acute changes of the hypothalamo-pituitary-adrenocortical (stress) axis. The chronic
stress studies lead to the conclusion that vasopressin may play a role in acute rather than
chronic stress changes. We observed that stress-induced adrenocorticotropin (ACTH, the
hypophyseal level of the stress axis) and corticosterone (the adrenal component) stress
response completely dissociated during the perinatal period. In vasopressin deficient
Brattleboro pups the ACTH stress response was missing but significant corticosterone
response was visible. Based on our results we concluded that during the perinatal period
vasopressin is the main hypothalamic secretagogue of the ACTH secretion and
corticosterone secretion could be regulated by other substances. Further studies required on
the modulation of the vasopressinerg system, which might bring us closer to the treatment

of stress-related somatic and mental diseases.
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