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1. BEVEZETES

1.1 A bypothalamus funkcioi
Az eml6s koztiagy (diencephalon) harom f6 részbol all: epithalamus, thalamus és
hypothalamus. A hypothalamus neve a gérog hypo (Und) = alatt” és thalamosz (Bxhapoq) =
,,8z0ba, terem” sz66sszetételbdl ered, mivel a hypothalamus a diencephalon ventralis részén, a
sulcus hypothalamicus alatt helyezkedik el, a III. agykamra alapjat képezi. Minden gerinces
allat rendelkezik hypothalamusszal, és funkciéi az evolicid soran szinte alig valtoztak. A
hypothalamus elsédleges és alapveté funkcidja a vegetativ idegrendszer és az endocrin
rendszer mukodésének Osszehangolasa illetve a homeostasis fenntartasa. Tobb évtizedes,
lassan egy évszazados kutatasi eredmények vilagitottak ra arra, hogy a hypothalamus egyes
magjaihoz ill. magcsoportjaihoz jol definialhatd, egymastdl eltéré szabalyozo funkcié kothetd.
Nem a teljességre torekedve néhany fontos és jol ismert, hypothalamicus teriilethez,
anatomiai képlethez kéthet6 funkeidt felsorolasszertien bemutatunk:
a) taplalékfelvétel és taplalkozasi viselkedés szabalyozasa, testsilyszabalyozas (nucleus
lateralis, nuclens ventromedialis, nucleus arcuatus)
b) folyadékfelvétel — szomjasag (nuclens paraventricularis)
c) testhémérséklet szabalyozasa (nucleus anterior et posterior)
d) alvas-ébrenlét (cirkadian) ciklusos szabalyozasa (nuclens suprachiasmaticus)
e) részvétel a memoriaval és viselkedéssel kapcsolatos folyamatokban ill. szexualis
viselkedés (nuclens mamillaris, nuclens ventromedialis)
f) vegetativ idegrendszer szabalyozasa (fractus hypothalamospinalis, medialis eldagyi koteg,
Jfasciculus longitudinalis dorsalis)
@) endocrin szabalyozas (bypothalamo-hypophysealis rendszer: magnocellularis magok: nuclens
paraventricularis et supraopticus, parvocellularis magok: nuclens arcuatus)

Az értekezésben azok a magok keriilnek funkcionalis szempontbdl bemutatasra, amelyek a
kutatasok fokuszaban alltak.

1.2 A nucleus suprachiasmaticus szerkezete és celluldris szervezédésének kialakuldsa
kiilonbizd nemii egyedekben

A nucleus suprachiasmaticus (SCN) all a legtobb ciklikus, megvilagitasi ritmushoz
kothetd (nappal-éjszaka) viselkedési, motoros aktivitasi, testhémérsékleti, alvasi folyamat és
viselkedési mintazat neuronalis szabalyozasanak hatterében. A mag glutamaterg beidegzést
kap a retina ganglion sejtjeit6l, amelyek a kilsé megvilagitas mértékérdl szallitanak ide
informaciét, de érdekes, hogy nem alapvet6 fontossaguak ezek a bemenetek a SCN ritmikus
mikodésének szabalyozasahoz, mert vak egyedekben is fennmarad a SCN ritmicitasa. A
SCN-ban szamos neurotranszmitter megtalalhatd, els6sorban vasopressin, vasoaktiv
intestinalis polypeptid (VIP), neuropeptid-Y (NPY), neurotenzin és rendkiviil komplex belsé
és kuls6é synapticus kapcsolatrendszere van. Leirtak dendro-dendritikus kapcsolatokat is a
SCN tertletén. Arrél azonban mind a mai napig kevés informacié all rendelkezéstinkre, hogy
a SCN miképpen képes a cirkadian ritmus létrehozasara, fenntartasara és szabalyozasara.

A SCN szerkezetében és méretében a kilonb6zé nemd egyedekben anatémiai
kilonbségek figyelhetéek meg: ragesalokban a him egyedek lényegesen nagyobb SCN-al
rendelkeznek, mas eml6sokben pedig a him és néstény egyedek SCN-dnak alakja tér el.
Szintén eltérés figyelheté meg a SCN belsé synapticus halézatiban és neuroendocrin
sejtcsoportokhoz valé projekcids viszonyaban is. Szamos adat utal arra, hogy a kilonb6zé
nemd egyedekben megfigyelhet6 egyértelml kilonbségek (pl. kiilonb6z6 cirkadian és
szezonalis ritmusok és ezekhez kapcsolédd lokomotoros aktivitas, ill. viselkedés, alvas-
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¢ébrenléti ritmus és endocrin funkciok) hatterében a szexualisan dimorph SCN szerkezet
hiazédik. Eppen ezért killonésen fontos, hogy a SCN szexudlis dimorfizmusat és annak
kialakulasat megértsiik, alapjait tisztazzuk.

Az agy szexualis differencialédasat szteroid hormonok iranyitjak, amelyek hatdsukat a
fejlédo agyszovetre j6l meghatarozott id6kozonként fejtik ki. Ezek az un. kritikus periédusok
him egyedek esetében a him nemi hormon, a tesztoszteron termelés maximumaival
(csucsaival) hozhatok Oszefiiggésbe. A tesztoszteront az aromataz enzim alakitja 6sztrogénné,
amely az agy nemi differencialédasaért nagymértékben felel6s. Ezért a kritikus periédusokban
emelkedett prenatalis tesztoszteron szint ,,nyersanyag’ szerepet tolt be, amely 6sztrogénné
transzformalédva az egyes agyi tertletek differencialédasanak kulcsszerepléje. Ezért
megvizsgaltuk a tesztoszteron idegrendszeri fejlédésre gyakorolt hatasat az SCN és az IGL
teriletén.

1.3 A bypothalamicus bypocretin (orexin) szerepe a féemldsok energiabdztartdsiban

Az energia-haztartas (energia-homeostasis) szabalyozasaban jol kortlhatarolhato
kozponti  idegrendszeri neuronalis halézatok vesznek részt, amelyek elsésorban
hypothalamicus teriileteken lokalizalodnak, és igen érzékenyen reagalnak kilsé metabolikus
jelekre. A human hypothalamus normal és kéros mikodésrdl kialakitott tudasunk nagy része
azonban olyan kisérletekb6l szarmazik, amelyben ragcsalokat hasznaltak, és nagyon kevés
ismeretink van féemlésok energia-haztartisanak hypothalamicus mechanizmusairol.
Kilonosképp nem tisztazott az, hogy a hypothalamicus peptiderg energia-szabalyozas
ragcsalokban mar régéta ismert haldzatainak féemlés megfelel6je milyen idegrendszeri
struktarakhoz kéthetd, illetve, hogy a két rendszer hasonlé felépitést és mikodésa-e?

A hypocretin (HCRT, orexin) nevl peptid kizardlag a hypothalamus teriletén
termel6dik  és régota ismert, hogy ragesalokban kulcsszerepet jatszik szamos endocrin,
autonom ¢és metabolikus  folyamatban. Kiloénb6z6 —anyagcesere-valtozasokat kévetéen
patkanyban szamos, j6l kértlhatarolhaté hypothalamicus neuronpopulaciéban ¢-fos termelés
indukalédik, amihez hasonlét majmokban is megfigyeltek. Ezt a megfigyelést felhasznalva arra
kerestiink valaszt, hogy a majom hypothalamicus HCRT sejtek és post-synapticus célsejtjeik
vajon aktivalédnak e anyagcsere-valtozast kovetSen.

1.4 A ghrelin szerepe a hypothalamicus energia-homeostasis szabdlyozdsdiban

A nemrég felfedezett ghrelin nevi hormon szamos fontos élettani funkcié mediatora:
befolyasolja a novekedési hormon szekrécidjat, az energiahaztartas szabalyozasihoz pedig
elengedhetetlen. Ez a peptid hormont elsésorban a gyomor mirigyeiben termelédik. A ghrelin
termelése és mRNS expresszidja megnovekszik sulyvesztés vagy csokkent energia-bevitel, ill.
inzulin-kivaltotta hypoglykémia hatasara. Megnovekedett kaloriabevitel vagy krénikusan
pozitiv energiamérleg esetén a ghrelin termelése és elvalasztasa csokken. Ezért azt
feltételezziik, hogy a ghrelin egyfajta, a tapcsatornabdl kozvetlentl kiindulé ,,taplalkozasi
jelz6tunkci6”-val rendelkezik. A ghrelin a novekedési hormon szekrécidjat serkenti, néveli a
taplalékbevitelt és csokkenti a zsir felhasznalasat a szervezetben. A ghrelin kézvetlentl noveli
az AGRP és NPY peptidek mRNS expresszidjat és a nucelus arcuatusban beinditja a ¢fos
termelést az AGRP és NPY tartalmi neuronokban. Frdekes, hogy a ghrelin a leptinnel
ellentétes hatast fejt ki a nucleus arcuatus NPY és AGRP rendszerére (az NPY és AGRP
immunpozitiv sejtek gazdagok leptin receptorokban).

Ezért azt thztik ki célul, hogy megvizsgaljuk, hogy a ghrelin milyen centralis
mechanizmusokon keresztil szabalyozza a taplalékfelvételben fontos szerepet jatszo
neuronalis halézatokat. Ehhez megvizsgaltuk a hypothalamicus ghrelin-expresszié mintazatat,
azt, hogy mely neuronokon vannak specifikus ghrelinkétéhelyek, és a ghrelin elektrofizioldgiai
hatasat.



dc_25 10

1.5 A nucleus arcuatus melanocortin rendszerének neuroanatémiai szerkezete és
szerepe a hypotbhalamicus szabdlyozdsban

A GnRH neuronok kilonleges hypothalamicus sejtek, hiszen fejlédésiik soran a
szagloplacodbdl migracié révén jutnak el az eléagyi preoptikus / Broca-féle diagonalis koteg
hatartertiletére. A GnRH sejtek a mediobasalis hypothalamus eminentia mediana tertletére
projektalnak, ahol a portalis keringésbe juttatjdk az altaluk termelt GnRH-t, ezaltal
szabalyozzak az anterior hypophysis sejtek LH-termelését. Szinte alig van informaciénk arrol,
hogy a GnRH expresszalo sejteknek mely egyéb agytertiletekkel van kapcsolata, ha egyaltalan
létezik ilyen. Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a GnRH sejtek axonterminalisai vajon
eljutnak-e a nucleus arcuatus POMC-termel6 sejtjeihez, ill. létezik-e kapcsolat a két rendszer
kozott. Mindkét rendszer kulcsszerepet jatszik a hyothalamicus funkcidkban: a GnRH sejtek a
szaparodasi funkcidkban mig a POMC sejtek a taplalkozas, az energiafelhasznalas és a gliikoz
homeostasis szabalyozasahoz elengedhetelenek.

Mivel a nucleus arcuatus POMC sejtjei alapvetd szerepet jatszanak a
taplalékfelvételben, mikoédésiikben bekovetkezé zavar alapvetéen befolyasolja  az
energiahaztartas szabalyozasat. Az inzulin és a zsirszovet altal termelt leptin szamos
hypothalamicus kézponton keresztil fejtik ki hatasukat. Amint azt korabban mar emlitettiik, a
nucleus arcuatus kilénésen gazdag leptin- és inzulin recpetorokban. Az ARC teriiletén ezek a
receptorok éppen az étvagycsokkenté hatasukrdl ismert POMC-expresszalo sejtek felszinén
fordulnak el6 legnagyobb mennyiségben. A POMC tartalmu idegsejtekhez szamos axon tér,
kozottik mind a GABA, mind a glutamat tartalmuakat megtalaljuk, amely a ARC neuronok
kiterjedt és sokszind neuronalis kontrolljara utal. Szamos eredmény tamasztja ala a serkent6 és
gatlé bemenetek ko6zotti egyensuly funkcionalis jelent6ségét és tudjuk, hogy ezen bemenetek
befolyasoljdk az anyagcsere-haztartast. Erdekes, hogy a legtébb POMC sejt csak az AMPA
receptorok GluR-1-es altipusat expresszalja és csak néhanyban fordul el6 a GluR-2-es altipus.

A POMC neuronokon a GluR-1-es altipus dominanciaja arra enged kévetkeztetni,
hogy a glutamat koétédést kévetben kialakuld calcium bearamlas (influx) egy kalcium-ko6té
fehérje, a parvalbumin indukciéjat okozza. Arra voltunk tehat a tovabbiakban kivancsiak,
hogy a ARC 6sztrogén kezelés hatasaira megnovekedett serkenté bemenetei befolyasoljak-e a
POMC sejtekben talalhaté parvalbumin expresszidjat? Ezért kontroll és 6sztrogénnel kezelt
allatok ARC-nak vizsgalatat végeztik el, és a parvalbumin szintjiének valtozasait kovettik
Osztrogén-kezelés hatasara.

1.6 A bypothalamus plasztikus szabdlyozomiikodésének szerepe az elbizdsban

A mai napig nem kelléen tisztazottak az elhizas hatterében hizédéd pathologias
folyamatok. Egyaltalan nem ismert, hogy magas kaloriatartalmua taplalék tartés fogyasztisa
esetén miért hajlamosak egyesek elhizni, masok pedig ellenallni a stulygyarapodasnak.

A patkanyokban megfigyelt taplalkozasfiggs elhizas szamos tekintetben megfelel az
embereknél tapasztalt elhizasi folyamatoknak: magas kaldriatartalmt taplalék hatasara
elhizasra hajlamos (Dzet Induced Obesity — DIO), és annak ellenallé (Diet Resistent — DR)
patkanyok ezen tulajdonsagai raadasul genetikailag 6roklédnek. Mivel a patkanyok ezen két
genetikai valtozata magas kaloriatartalma taplalék (High Calorie Diet - HCD vagy High Fat Diet
- HFD) fogyasztasa el6tt egyforman sovanyak, és ezért tulajdonképpen morfologiai és
anatomiai paramétereiknél fogva hasonldak, rendkivil hasznos modellallatok lehetnek az
elhizas pathogenesisének és idegrendszeri szabélyozasanak tanulmanyozasara. Segitségtikkel
megérthetjitk a human elhizas hatterében hiz6doé idegrendszeri folyamatokat.

Jelenlegi ismeretienk szerint a kézponti idegrendszer melanocortin rendszere a
testsalyszabalyozas primum movens™-e. Hibas melanocortin receptorokon (MC4R) keresztil
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zajlo jelatvitel, illetve nem megfelel6 mennyiségti funkcionalis endogén melanocortin agonista
(amely a hypothalamus POMC termel6 sejtjeiben termelédik) mind ragesalokban, mind pedig
emberben elhizasi hajlamot alakit ki (DIO,. Ezzel ellentétben, a nucleus arcuatus AGRP
expresszalé sejtjeinek célzott elpusztitaisa - amely neuronok termelik az MC4R inverz
agonistajat, ¢és fiziologias korulmények kozott a POMC neuronokhoz ténikus gatlast
kozvetitenek - a taplalékfelvétel megszinését, sulyos testsulycsokkenést, és végul halalt
okozhat. Ugyanakkor a POMC-expresszalé neuronok nem megfelel6 afferens stimulaciéja (pl.
nem megfelel6 leptin vagy inzulin mennyiség vagy szignalizacid) esetén csOkken a
melanocortin ténus a kézponti idegrendszerben, ami bizonyos esetekben hozzajarulhat az
elhizasi hajlam kialakulasahoz.

Az AGRP ¢és POMC neuronok transzkripcids szabalyozasa mellett (melyben
elsésorban a leptin, a ghrelin és egyéb afferens szignalmolekulak vesznek részt), a keringési
redszerben el6fordulé metabolitok lehetnek a melanocortin-AGRP rendszerre kozvetlen
hatassal, nevezetesen megvaltoztathatjak ezen idegsejtek tlizelési ill. aktivitasi mintazatat z
vitro. Mindemellett szamos bizonyiték tamasztja ala, hogy azok a specifikus hypothalamicus és
extrahypothalamicus neuronrendszerek kozott kialakult reciprok kapcsolatok - amelyek
kulcsszerepet jatszanak az energiahaztartas endocrin szabalyozasanak és az ezzel Gsszefiiggd
viselkedési mintazatok kialakitasaban - megvaltoznak metabolikus hormonok, pl. a leptin és a
ghrelin hatasara. Kuiloénosen a hypothalamicus POMC idegsejtekkel kapcsolatban allo
serkent6 és gatlé bemenetek reagalnak intenziven a periféras hatasokra, amelynek
eredményeképpen a testsilyszabalyozas zavart szenved. Ezek a megfigyelések vezettek ahhoz
a hypothesishez, miszerint a melanocortin rendszer bemeneti synapticus szervezédése ill.
plaszticitasa alapvetSen befolyasolja az Gn. ,,anyagcsere fenotipust”.

Ezt szem el6tt tartva, azt vizsgaltuk, hogy vajon a POMC neuronok kvalitativ és
kvantitativ bemeneti synapticus szervezddése kiilonbozik-e az elhizasra hajlamos és a nem
hajlamos allatok kozott, még azelétt, hogy az adott allatra jellemz6 anyagesere fenotipus
kialakulna, és hogy a kulénb6z6 metabolikus allapotokra adott valaszuk soran van-e
kilonbség a synapticus valasz tekintetében.

1.7 A bypothalamicus NTPDdz-3 purinerg rendszer celluldris szerkezetének
morfologiai és funkciondlis vizsgdlata

A purinerg rendszer részét képezé NTPDaz-3 immunreaktivitast kizarélag idegsejtek
mutatnak és a legtobb immunreaktivitas axonra emlékeztetd képletekben volt, elsésorban a
hypothalamus, a thalamus és a kozépagyi strukturak tertletén. Immunreaktiv sejttesteket
kizarélag a hypothalamus nucleus lateralisa és nucleus arcuatusa tertiletén lokalizaltak. Mivel
ezek a hypothalamicus magvak elsésorban a taplalékfelvétel és a reprodukcid szabalyozasaban
jatszanak igen fontos szerepet, feltételeztik, hogy az NTPDaz-3 is résztvesz ezen funkcidk
szabalyozasaban. Fzek a kovetkeztetések csupan az NTPDaz-3 fénymikroszképos
teltérképezésén alapultak, és nincsen informacionk ezen fontos purinerg jelatviteli rendszer
subcellularis megoszlasarol, architekturajardl, ami elengedhetetleniil sztikséges az NTPDaz-3
cellularis ~ funkcidinak megértéséhez. Ezért thztik ki célul, hogy feltérképezzik
immunhiszokémia és elektronmikroszképia segitségével az NTPDaz-3 intracellularis
elrendez6dését. Arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon az NTPDaz-3 a serkentd, a gatlo,
esetleg mindkét rendszerrel kapcsolatban van-e. Mivel a ventrobasalis hypothalamus ismerten
Osztrogén érzékeny, arra is kivancsiak voltunk, hogy osztrogén (173-6sztradiol, E2) hatasara
hogyan valtozik meg az NTPDaz-3 mennyisége ovariectomizalt, ill. ovariectomia utan E2-
kezelésen atesett néstény patkanyok hypothalamusa esetében.
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2. CELKITUZESEK

Kutatasunk legfontosabb célkitizése, hogy felderitsik a hypothalamicus rendszer
mikodésének egyes molekularis, szerkezeti és cellularis hatterét, hogy ezaltal jobban megértsiik
ezen komplex agyteriilet mutkodését és jelentéségét. Kutatdsainkat az alabbi kérdések
megvalaszolasa vezérelte.

A hypothalamicus nucleus suprachasmaticus felnétt allatban szexudlisan dimorph mag, amely
dimorphismus az embryonalis fejlédés soran alakul ki. Igen kevés ismerettel rendelkeziink a
nemek kozott kilonbségek kialakuldsanak mechanizmusardl, ezért kisérleteink soran a
kovetkezoket vizsgaltuk:

— Nemre specifikus sgdamban és elosglasban vannak- e jelen késdi prenatalis korban sjonnan kialaknlo
SCN és IGL nenronok?

— Megvaltoztik-e a késii prenatalis korban sjonnan kialakuld neuronok nemre specifikus s3dma és
eloszldsa a tesztoszteron hatdsira?

— Mibyen nenrokémiai termésetiiek az SCIN-ban és IGL-ben sijonnan keletkezett sejtek?

A taplalékfelvétel szabalyozasaban szerepet jatszo hypocretin-expresszalé neuronhalézat
ragcsalokban  igen jOl jellemzett, azonban a féemlésok esetében alig ismert az
anyagcserevaltozasok hatasara 1étrejové hypothalamicus synapticus valasz a HCRT rendszerben.

— Megvizsgdltuk tebdt, hogy milyen hatdssal van a3 anyagesere-viltogds a foemldsik  hypothalaniicus
hypocretin (orexin)-tartali sejtjeire és agok postsynapticus célsejtjeire?

A gyomor-bélrendszer altal termelt ghrelin hormon alapvet6 szerepet jatszik a taplalékfelvétel
szabalyozasaban, képes ellensulyozni a zsirszévet altal termelt leptin hatasat. Szamos adat utalt
arra azonban, hogy endogén eredetli ghrelin is kulcsszerepet jatszik a hypothalamus
energiahaztartast szabalyozé funkcidjaban. Kisérleteink soran a centralis ghrelin rendszer
cellularis és funkcionalis tulajdonsagaira voltunk kivancsiak és a kovetkez6 kérdésekre kerestiink
valaszokat:
— Mibyen hypothalamicus mechanizmusokon keres3tiil képes a ghrelin a leptin energiahdztartdsra gyakorolt
hatdsainak kiegyensiilyozdsdra?
— Miblyen szerepet jatsgik a ghrelin abban a komplex neuropeptid tartalmi idgerendszeri haldzatban,
amelyrol régota ismert, hogy kulcsszerepet jdts3ik a tapldlkozas és ag anyagesere s3abdlyozdsaban?

A hypothalamus nucleus arcuatus melanocortin rendszere kiterjedt specifikus kapcsolatai
révén nemcsak az energiahaztartas hanem a szexualis funkciok szabalyozasaban is alapvetd
szerepet jatszik. Az ARC POMC termel6 neuronjainak synapticus kérnyezete, kapesolatainak
jellege és az altaluk termelt neuropeptidek és felszini receptorok mennyiségi és mindségi
jellemz6i alapvetéen befolyasoljak ezen hypothalmicus mag funkcidjat. Ezért az ARC
cellularis és funkcionalis vizsgalata soran a kévetkez6 kérdésekre kerestiik valaszt:

Eljutnak-e a GnRH sejtek axontermindlisai a nucleus arcuatus POMC-termeld sejtjeibez, ill. létezik-e
reciprok kapesolat a két rendszer RoZott?

Befolydsoljak-e a POMC sejtekben talilhatd parvalbumin expresszidjat a nucleus arcuatus dsgtrogén
kezelés hatdsdra megnivekedett serkentd bemenetei?

Kiilonbozik-e a POMC nenronok kvalitativ és kvantitativ bemeneti synapticus szerveddése azelott, hogy
az adott dllatra jellemzd anyagesere fenotipus kialakulna?

A kiilonbozd metabolikus dllapotokra adott vilaszuk sordn mutatnak -e kiilonbséget a melanocortin
rendszer synapticus dtrendezddésében az, elhizdsra bajlamos és nem hajlamos dllatok?
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A purinerg jelatviteli rendszer tagja, az NTPDaz-3 ektonukleotidaz ragesal6 agyban kizardlag a
hypothalamus nucleus lateralis és nucleus arcuatus tertletén talalhat6 idegsejtekben termelédik.
Mivel mindkét mag alapvet6 szerepet jatszik a taplalékfelvétel és a szexudlis funkcok
szabalyozasaban, az NTPD-az-3 rendszer vizsgalata soran a kévetkezd kérdésekre kerestiink
valaszt:
— Miben a hypothalamicns NTPDadz-3 intracelluldris s3ervexddése illetve serkentd és gatld rendszerekekel
kialakitott kapesolata him patkdnyokban?
— Hogyan viltozik meg os3trogén hatdsdra a hypothalamicus NTPDdz-3 mennyisége ovariectomizilt, ill.
ovariectomia utdan IE2-kegelésen dtesett ndstény patkdnyokndl?

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Felbaszndlt gerinces dllatok

Leggyakrabban Sprague-Dawley patkanyokat és egereket hasznaltunk, ill egy esetben
majmot (Ceropithecus aethipos). A kisérleteket minden érintett intézet etikai és allatvédelmi
bizottsaga jovahagyta, azokat a hatalyos jogszabalyoknak és direktivaknak ill. rendeleteknek
megfeleléen végeztik. A kisérleteket embryonalis (E18), valamint felnétt, 3-5 hoénapos
Sprague-Dawley patkanyokon, C57BL/6] egereken, ghrelin-KO egereken, NPY neuronokban
sapphire-green fluorescent proteint (NPY-SFP) expresszalo transzgenikus egereken, green-
fluorescent proteint POMC sejtekben (POMC-GFP) expresszal6 transzgenikus egereken,
valamint majmon végeztik.

3.2 Kisérleti elrendezések és egyéb beavatkozdsok

A kisérletekbe vont allatok fajdalmat nem, az exterminalas el6tt csupan az altatoszer
beadasaval jar6 kellemetlenséget éreztek. A teljes érzéketlenség megallapitasa utan, a mellkas
megnyitasat kovetéen az allatokat a bal szivkamran keresztil perfundaltuk, majd az agy
kiemelése utan Vibratommal készitettiink altalaban kb. 50-90 pm vastag metszeteket.

Tesztoszteronkezelés, BrDU  beadds. A vemhes patkanyok egyenként, muianyag
ketrecekben voltak elhelyezve. A vemhes patkanyok egyik fele naponta tesztoszteron
proprionat (TP, 10mg/0.1 ml. szezam olaj) subcutan injekciét kapott a vemhesség 15.
napjatdl egészen szulésig. A kontroll allatok csak vivéanyagot (szezam olajat) kaptak subcutan
(n = 5, csoportonként). Minden vemhes patkany egyszeri, intraperitonealis 5-bromo-2’-
dezoxiuridin mitoticus jelzGanyagot tartalmazoé injekciot (50mg/kg testsuly, Sigma) kapott a
vemhesség 18. napjan (E18 — 18. embryonalis nap).

Osztrogén és Kolohicin kezelés. Az Ssztrogént bér ald beiiltethetd kristdlyos 6sztradiollal
toltott kapszulakon keresztil juttattuk az allatokba, melyeket anesztézia alatt Gltettik be
subcutan, intrascapularisan. A kontroll allatokba tires kapszulat helyeztiink. Kolchicin beadas
mindig a perfazié elétt 24 6raval tortént, intracerebroventricularisan, ketamin anesztézia alatt.

Tapldlék megvonds, ill. specidlis tapldlds

—  Majmok. A majmokat két csoportba osztottuk (n = 3 csoportonként). Az egyik
csoport 24 oOran keresztil nem kapott taplalékot, mig a masik csoport ad /libitum
fogyaszthatott..

—  Patkdnyok. Felnétt 7 honapos DIO és DR patkanyokat hasznaltunk fel taplalkozasi
kisérleteinkhez (outbred Srague-Dawley elhizasra hajlamos (DIO) és nem hajlamos (DR)
patkanyok, szelekiven tenyésztve). Az allatokat egyesével helyeztiik el ketrecekben, 22 °C-
ot, és 12 o6ras megvilagitasi ciklust alkalmaztunk. N = 6 db testsuly és életkor
szempontjabol megegyezé patkanyt vizsgaltunk egy csoportban, amelyek a kovetkezéek
voltak: DIO-SD, DIO-HFD, DR-SD, DR-HFD. Az allatok 3 honapig normal (standard)
vagy magas zsirtartalmu taplalékot kaptak. A testsuly hetente egyszer mértik. A
testOsszetételt minden patkany esetében NMR technoldgiaval vizsgaltuk (Teljes
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Testosszetétel Analizis, EchoMRI). A méréseket minden patkany esetében elvégeztitk a 3
hoénapos taplalasi periodus végén.

—  Egerek. Az NPY ill. POMC sejtek synapticus bemenetét elhizasra hajlamos ill. nem
hajlamos egereken is vizsgaltuk. 6 hetes C57BL/6] egerek GFP- NPY (C57Bl) és GFP-
POMC (C57 BI6) egerekkel keresztezett valtozatat standard vagy magas zsirtartalmu
taplalékkal etettink ad libitum 20 ill. 37 hétig. Az NPY és POMC sejtek synaptologiajat

20 hét utan vizsgaltuk a SD ill. HFD taplalt allatok agyabol készilt metszeteken. A

kapillarisok szamat és atmérGjét is kvantifikaltuk a metszeteken.

Immunoassay és Western Blot. A plazma leptin és inzulinszintje Luminex Multiplex
Analizatorral kertlt meghatarozasra. A plazma teljes ghrelin szintjének meghatarozasa
kereskedelmi forgalomban elérhetS, rutin radioimmunoassay vizsgalattal tortént. Standard
western blot eljarassal jelenitettiik meg az immunreaktiv savokat, amelyeket kemilumineszcens
rontgenfilmeken detektaltuk.

3.3 Immunbisztokémiai jelolések, ill. festések

Fluoreszeens jelolés: A metszeteket a primer antitestekkel torténd inkubacié utan
fluoreszcens festékkel jelolt szekundér antitestekkel torténé inkubdcié kévette, majd
targylemezre kertltek Vectashield (Vector) beagyazé anyag segitségével.

Immunperoxidaz, - immunhisgtokémia: primer antitestekkel torténé inkubacié utan a
szekundér antitest ebben az esetben biotinylalt, amit mosas utan ABC komplexben vagy
Extravidinben  tortén6é  inkubdcié  kovetett. Az  immunpozitiv — elemeket — 3,3’-
Diaminobenzidinnel (DAB) vagy tobbes jelolés esetén el6szor nikkel-ammoénium-szulfat-
konjugalt diaminobenzidinnel (Ni-DAB) jelenitettiik meg ismételt mosast kévetSen.

Kettis jelolés esetén az elsé 1épést mosas koévette, majd a masik vizualizalni kivant
megfelel6 szekundér antitesttel inkubaltuk a metszeteket, de ebben az esetben nem Nikkel-
ammoénium-szulfat-konjugalt  diaminobenzidin -~ (Ni-DAB), hanem DAB segitségével
jelenitettiik meg az immunpozitiv elemeket. Igy barna - fekete (esetenként sététkék),
egymastol jol és megfelel6en elkiilonitheté immunjelolt képleteket kaptunk. Hdrmas jelilés
esetén a metszeteket el6szor 24 o6ran keresztil HCRT és ofos antiszérumban inkubaltuk (a
HCRT az ARC teriiletén nincsen jelen a sejttestekben, a cfos viszont csak sejtmagokban
lokalizalodik), és az ABC modszer valamint Ni-DAB segitségével vizualizaltuk, ami feketés
szint eredményez. Az NPY jelolésére ezt koévetben kerilt sor, ,,hagyomanyos” DAB
reakcioval, amely barnas szint eredményezett.

Tiikor technika alkalmazdisa kolokalizdcid megillapitasihoz: BEgymast kévetd metszeteket
parositottuk, a par egyik felét (esetiinkben) NTPDaz-3, masik felét GAD primér ellenanyaggal
inkubaltuk, majd a standard immunhiszokémiai (peroxidaz) feldolgozason mentek keresztil a
metszetparok. A metszetparokat késébb Osszevetettik és a kolokalizaci6 mértékét
meghataroztuk. A mikroszképos feldolgozas soran minden esetben a metszetek felszinére
tokuszaltunk és digitalis képeket rogzitettiink kilonbozé nagyitasokkal. A metszet megfelel6
tertileteit az erek és a sejtek mintazata alapjan azonositottuk.

Pre- és posztembedding (bedgyazds elotti és utani) immunarany jelolés: A metszetek a peroxidaz
immunhisztokémianal emlitett moédon kertltek feldolgozasra a szekundér antiszérum
szintjéig. Mosas utan azonban 10 nm-es arany-jelolt antitesttel inkubaltuk 3 6ra hosszan,
szobahémérsékleten. A mosast és utéfixalast kovetéen OsO,-ban torténd posztfixalas
kovetkezett az elektrondenzitas novelése céljabol. Alkoholos és propilén-oxidos dehidralast
kovetéen a metszeteket Durcupan mugyantaban agyaztuk be. Posztembedding (beagyazas
utani) immunarany jelolés soran az elektronmikroszképos metszeteken a kovetkezo 1épéseket
végeztik el, 1 grid/csepp inkubaciés konfiguriciéban, standard postembedding technika
laklamazasaval. Ezt masodik immunarany jel6lés is kovetheti, esetiinkben GABA, ekkor a fent
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ismertetett lépéseket kell megismételni, de ekkor tengerimalac-anti GABA antiszérumot
hasznaltunk és a szekundér antitest 10 nm-es arany konjugalt anti-tengerimalac IgG volt.

3.4 Elektronmikroszképos feldolgozds

OsO,-ban torténd posztfixalas, majd uranil-acetatos inkubalds kévetkezett az
elektrondenzitas novelése céljabol. Alkoholos és propilén-oxidos dehidralast kéveten a
metszetek Durcupan ill. mégyantaban kertiltek beagyazasra, Aclar lapok koézé. Polimerizacié
és blokk-készités utan Reichert ultramikrotémmal készilt 70 nm vékony metszetek réz-
gridekre keriltek. A kontrasztozas Sato-féle dlommal tortént. A metszetek Philips TECNAI
ill. JEOL elektronmikroszképokban kertiltek megtekintésre és analizisre.

3.5 Statisztikai elemzések

Az adatok atlag + s.e.m.-ként (standard hiba) kertltek megadasra. A statisztikai
szignifikancia szinte P < = 0.05, minden kisérletben. A morfometriai analizis a minta
csoportba tartozasanak tudta nélkil, vakon lett elvégezve. Az adatok kiértékeléséhez Student-
féle t-probat vagy egyutas ANOVA Tukey's Osszehasonlité vizsgalatot hasznaltunk. Fisher
LSD post-hoc analizist hasznaltunk post-hoc tesztként, amikor arra sztikség volt.

4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1 A nucleus suprachiasmaticus szerkezetének prenatdlis kialakuldsa him és ndstény
egyedekben

A BrDU-jelilt sejteke megoszldsa a SCN és a IGL teriiletén

A hypothalamuson belil a BrDU jel6lt sejtek egyértelmtien azonosithatéak voltak az
area preopticus medialis, area preopticus lateralis, a hypothalamus anterio-lateralis tertiletein,
valamint a stria terminalis magvaiban. BrDU jel6lt sejtek nagy szamban voltak jelen a SCN, a
nucleus arcuatus és a nucleus tubero-mammilare teriiletén is

A SCN Kkérgi (shell) és kozponti teriileteit (core) neuropeptid-Y (NPY) immunfestés
segitségével hataroztuk meg, amely szelektiven a SCN kézpont, core tertiletén fordul el6. A
BrDU jelolt sejtek a SCN teljes rostrocaudalis tengelye mentén el6fordultak. Megallapitottuk,
hogy a sejtszamban nem volt kiilonbség az egyes SCN szegmensekbdl szarmazé metszetek
kozott. A SCN-on belil, a BrDU jelolt sejtek a dorsalis szegmensben dominaltak, a kéreggel
hataros tertleten. Ennek ellenére, a SCN koézponti teriiletének ventralis részén is
megfigyeltink BrDU jel6lt sejteket. Az IGL tertletén a BrDU jel6lés sokkal visszafogottabb
volt és elsésorban kisebb sejtmagok jelolédtek.

Nemi kiilinbségek a SCN és IGL teriiletén a BrDU jelilt sejteke megoszlasdaban

Statisztikai elemzéssel kimutattuk, hogy a BrDU jel6lt sejtek szama csokken a SCN
teriiletén prenatalis tesztoszteron kezelés hatasira. Erdekességképpen, a sejtszam nem
kilonbozott szignifikansan a him és néstény egyedek kozott. A BrDU jelolt sejtek szama
ugyanakkor egyes alrégiokban killénbséget mutatott a nemek kézott a SCN rostrocaudalis
tengelye mentén. Statisztikailag szignifikinsan kimutathaté volt, hogy ez a nemek koézott
megfigyelt BrDU jel6lésbeni kilonbség a prenatalis  tesztoszteron-kezelés hatasanak
koszonhetd.

Hasonléan, a SCN caudalis részén talalhaté6 BrDU jel6lés szignifikansan tSbb sejtet
érintett a csak vivéanyaggal kezelt néstények esetében, mint a him egyedek ugyanezen
terilletén, és a killonbség tesztoszteron kezelés esetén is megmaradt. A SCN tébbi részén
tesztoszteron kezelés hatasara a BrDU jelélt sejtek szama dramaian csékkent. Altalanossagban
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megallapithaté azonban, hogy a SCN koézponti és kérgi tertiletei k6zott nem volt detektalhato
kilonbség a tesztoszteron hatas szempontjabol.

Nem talaltunk szignifikans kilonbséget a rostralis SCN BrDU-jel6lt sejtszamaban a
metszetek  Osszehasonlitd  vizsgalatakor. Tesztoszteron kezelés hatasara ugyanakkor
szignifikansan csokkent ebben a rostralis subregioban a BrDU jel6lt sejtek szama, és a
tesztoszteron ezen hatasa sokkal nyilvanvalobb néstényekben.

A BrDU jelilt sejtek fenotipusanak meghatirozdsa

A SCN ventrolateralis teriiletén talaltunk VIP-BrDU kett6sjelolt sejteket. A ventralis
teriileten igen szembetlindek voltak. A legtobb VIP-BrDU kettdsjelolt sejt a ventrolateralis
SCN kézponti teriiletén (core) fordult eld, ill a chiasma opticum tertiletén talaltunk még ilyen
populaciét. BrDU jelolést egyaltalan nem talaltunk GFAP-t expresszalé asztorcytakban.
GFAP immunoreaktiv gliasejtek nagyobb mennyiségben a SCN ventromedialis tertletén
lokalizal6dtak, mig a BrDU jelolt sejtek a SCN dorsolateralis részén voltak nagyobb szamban
jelen. SCN tertletén mind a kérgi, mind a kézponti részen eléfordultak calbindin
immunreaktiv sejtek, killonosen a medialis tertleten, az anterio-posterior sik mentén. Kettés
immunjel6lést alkalmazva jol lathatova valt, hogy a két marker igen markans kolokalizaciot
mutat.

Megbeszélés

BrDU-jelolés  segitségével megallapithatd tehat, hogy milyen nemek kozotti
kilonbségek fordulnak el6 a SCN teriletén. Eredményeink egyértelmien jelzik, hogy a
kritikus periodus alatt keletkezé SCN sejtek szexualisan differencialtak.

Eredményeink kimutattak, hogy a néstény kontroll allatok tobb BrDU-jel6lt sejttel
rendelkeznek a medialis és caudalis SCN tertleteken, mint a himek, ill., hogy a kisérletek soran
alkalmazott tesztoszteron kezelés dramaian lecsékkenti a BrDU jelolt sejtek szamat a néstény
SCN teljes tertletén.

A kettés immuncitokémiai jelolésekkel sikertlt kimutatnunk, hogy az E18. napon
keletkez6 sejtek neurokémiailag valtozatosak, és egyik specifikus fenotipus proliferacidjahoz
sem kotheté kizardlagosan a BrDU-jelolés. A BrDU-jelolt sejtek lokalizacidja alapjan
megallapithatjuk, hogy a jeldlt sejtek koziil a VIP pozitivak a SCN kézponti részén, az AVP-
pozitivak a kérgi teriileteken, a calbindin immunpozitiv sejtek pedig mind a kozponti, mind
pedig a kérgi teriileteken megtalalhatéak. Jollehet a BrDU-jelolt sejtek elsésorban a dorsalis
régié kozponti és periférias teriiletén koncentralédtak, olyan sejtek, amelyek a ventralis SCN-
ban lokalizalédtak szintén expresszaltak VIP-t. Kutatasi eredmények ravilagitottak, hogy a
patkany és horcsog SCN ventralis tertiletei korabban kifejlédnek, mint a dorsalis részek, és
csak kevés sejt proliferaciojat figyelték meg a fejlédés kései szakaszaban. VIP sejteket
megfigyeltek az SCN fejlédés korai szakaszaban is. Eeredményeink szerint azonban biztosan
torténik VIP tartalmu sejtproliferacié a patkany SCN fejl6désének kései szakaszaban is.

Kilonosen érdekes azonban a BrDU és a calbindin kolokalizacié kiterjedt mivolta. A
calbindin azon kalcium-kot6 fehérjék kozé tartozik, amelyek igen fontos szerepet jatszanak az
agy fejlédésében, meghatarozzak egyes sejtpopulaciok sorsat azaltal, hogy apoptosist, vagy
proliferaciot indukalnak, esetleg védelmet nyujtanak neurokémiai karos behatasok ellen. Ezért,
lehetséges, hogy a calbindin, vagy akar mas kalcium-pufferolasra képes kalcium-koté fehérjék
kulcsszerepet jatszanak a SCN  szexualis dimorphismust eredményezé szerkezetének
kialakitasaban.

Mivel a feln6tt néstény agyban az IGL tertletén nagy mennyiségben talalhat6 szteroid
hormon receptor, és ez a terilet kiterjedt kapcsolatokkal rendelkezik olyan neuroendocrin
sejtcsoportokkal, amelyek egyértelmien szexualisan differencialéodott fizioldgias funkciéval
rendelkeznek, azt vartuk, hogy az IGL teriletén a BrDU-jel6lés mintazatban is lesznek a
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kilonb6z6 neml egyedekben kiillonbségek. A SCN-al ellentétben azonban nem tudtunk
kimutatni ilyet a E18. napon. A jeldlt sejtek alacsony szamabodl kévetkezteve valdszintsithetd,
hogy az IGL teriiletén a sejtproliferacié nincs szinkronban az SCN-ban zajlé6 hasonlé
folyamatokkal.

Eredményeink tehat egyértelmien bemutattdk, hogy a SCN teriiletén szexualisan
dimorph sejtpopulaciok talalhatodak, és a néstény egyedekben tobb ilyen sejt talalhatd, amelyek
az aromatizacios aktivitas csucsan keletkeztek. Ez a sejtpopulacié nagy valdszintGséggel
résztvesz a szex-specifikus folyamatok szabalyozasaban, amelyek elsésorban reprodukcios és
viselkedési mintazatokban jelentkeznek.

4.2 A bypocretin (orexin) bypothalamicus szabdlyozé-mechanizmusa féemlésokben

HCRT a majom hypothalamusban

Immunhisztokémiai festést kévetben a majom hypothalamus HCRT mintazata
megfelelt a mar korabban megfigyelt mintazatnak. HCRT immunpozitiv sejttestek kizardlag a
lateralis hypothalamusban, a fornix korili régidban és valamivel kisebb mennyiségben a
dorsomedialis hypothalamusban voltak jelen. A HCRT immunpozitiv sejtekbdl projektald
axonok gazdag halézatot alakitottak ki szamos hypothalamicus magban. Nem tapasztaltunk
egyértelmd és nyilvanvald eltérést az éheztetett és kontroll allatok HCRT immunreaktiv
struktaraiban.

c~fos immunreaktivitds

Kontroll majmokban a medialis preopticus area (MPOA), a periventricularis régio, a
paraventricularis tertlet (mind a parvo- ill. magnocellularis részek), az anterior hypothalamus,
a nucleus suprachiasmaticus, nucleus arcuatus dorsomedialis és ventromedialis teriiletén volt
homogén, egyenletes megoszlasu, mérsékelt mennyiségl cfos jelolt sejtmag. Az éheztetett
allatokban azonban a cfos-jelolt sejtek mennyisége jelentésen kilonb6zott a  kontroll
allatokban megfigyelt megoszlastol, az alabbi terileteken figyeltink meg szignifikdnsan
magasabb mennyiségl ¢fos immunreaktiv sejtet: MPOA, lateralis hypothalamus prefornicalis
terllete, nucleus arcuatus, nuclei dorsomediales.

c~fos a HCRT sejtekben

ofos immunreaktivitast mindkét megvizsgalt csoport (kontroll és éheztetett) HCRT
termel6 sejtjeinek sejtmagjaiban ki lehetett mutatni. Nem volt kiilonbség a kontroll és az
¢heztetett allatok HCRT-jelolt sejtjeinek atlagaban sem. Ugyanakkor a ¢-fos-t expresszald sejtek
mennyisége a HCRT sejtek szazalékos aranyahoz viszonyitva egyértelmien és szignifikinsan
magasabb volt az éheztetett allatokban a kontroll allatokhoz képest.

HCRT-immunreaktiv synapsysok a c-fos tartalmii sejteken

Azokon a teriileteken, ahol sziginifikinsan megemelkedett ¢heztetést kévetéen a ¢-fos
szintje (ezek a MPOA, nucleus arcuatus, lateralis hypothalamus prefornicalis tertlete, nucleus
dorsomedialis), akar a kontroll, akar az éheztetett csopotot vizsgaltuk, nem talaltunk olyan c-
fos immunreaktiv sejtet, amellyel ne alakitott volna ki synapticus kapcsolatokat tobb HCRT
immunopozitiv axon is. A synapticus kapcsolat fajtajat elektronmikroszképos szinten
megvizsgaltuk és minden esetben aszimmetrikus synapsysnak bizonyult a kapcsolat. A nucleus
arcuatusban, ahol megemelkedett éheztetést kovetden a c-fos expresszidja, és NPY sejtek is
jelen vannak, a HCRT tartalmi boutonok az NPY/cfos kettSsjelolt sejtek kozelében
helyezkedtek el.
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Megbeszélés

Kutatasi eredményeinknek koszonhetben el6szor nyertiink betekintést a f6emlésck
anyagcsere-szabalyozasaban résztvevé HCRT-tartalmd hypothalamicus szignaltranszdukcids
rendszerbe. Az, hogy révid taplalékmegvonas hatasara is erételjesen aktivalodik a lateralis
hypothalamicus HCRT rendszer, amelynek rdadasul kiterjedt kapcsolatai vannak a
homeostasis szabalyozasaban fontos szerepet jatszé egyéb hypothalamicus kozpontokkal arra
enged kovetkeztetni, hogy a f6emlés hypothalamicus HCRT rendszernek fontos koordinald
szerepe van a kilénb6z6 autoném, endocrin és metabolikus folyamatokban.

Egy korabbi tanulmanyban, a majom nucleus arcuatusaban er6teljes HCRT
innervaciot irtak le, ahol a HCRT immunreaktiv axonok NPY tartalmu sejteket innervaltak.
Hogy ez a f6eml6s6kben leirt arcuatus-NPY rendszer részt vesz-e a HCRT taplalkozast
szabalyozé funkcidjaban még nem tisztazott, de ragecsalokban mar nagyrészt bebizonyosodott
egy ilyen funkcié. Mindenesetre az a jelen munkaban megfigyelt szervez6dés, hogy a ARC
¢hezés hatasara aktivalodé NPY sejtjei HCRT bemenettel rendelkeznek, alatimasztja ezt a
feltételezést. Ugyanakkor az is lehetséges, hogy az éheztetés hatasaira a HCRT neuronok
aktivalédasara csak késébb, a ARC aktivalasa utan keril sor. Az ARC NPY sejteit nagy
valoszintiséggel védelmezi a véragy-gat, ill. az ARC kozvetlen lateralis hypothalamicus
Osszekottetése majmokban nem kifejezett. Az is valdszindsithetd, hogy a HCRT rendszer jol
ismert alvas-ébrenléti szabalyozasi funkcéja szenved zavart az éheztetés soran, és ez
befolyasolja a HCRT szabalyozasi funkcioit.

4.3 A Gbhrelin szerepe a bypothalamus energiabdztartdst szabdlyozé funkcidjiban

A ghrelin agyi expresszidja

Ghrelin-immunreaktiv sejttesteket lokalizaltunk mind a patkany, mind pedig az egér
hypothalamusban. Ezen sejttestek egy folyamatos sav mentén helyezkedtek el, amely
kitoltotte a lateralis hypothalamus (LaH), a nucleus arcuatus (ARC), a ventromedialis
hypothalamus (VMH), a dorsomedialis hypothalamus (DMH) és a nucleus paraventricularis
(PVN) kozotti teriletet, ill. benyomult a harmadik agykamra ependymalis rétegébe.
Ugyanezekkel az antiszérumokkal ghrelin knock-out egerekben nem taldltunk sem ezeken az
agyteriileteken, sem pedig a gyomorban jel6l6dést.

Ghrelin  er6teljesen  expresszalédott axonokban is, ¢és az immunjelolés az
axonterminalisokban gyakran an. ,,denz-core” vezikulakkal asszocialédott. A ghrelin-tartalmu
axonterminalisok szamos hypothalamicus magot innervaltak, tobbek kozétt az ARC, DMH,
LaH ¢és PVN magokat. Az energiahaztartas szabalyozasiban fontos szerepet jatszo
hypothalamicus kézpontok kéziil a nucleus arcuatus tertiletén fordultak el ghrelin tartalma
boutonok, ahol az NPY/AGRP és a POMC (pro-opiomelanocortin) tatrtalmi neuronok
dendritjeivel és  sejttestjeivel hoztak létre  synapticus  kapcsolatokat. Fény-  és
elektronmikroszképos  egyes- és  kettOs-immunhisztokémiai  jelolések  hasznalataval
egyértelmivé valt, hogy a ghrelin tartalmd boutonok kozvetlen synapticus kapcsolatokat
hoznak létre NPY és GABAerg axonterminalisokkal az ARC és PVN tertiletén.

A ghrelin elektrofizioldgiailag mérhetd hatdsa

A ghrelin novelte az NPY sejtek aktivitasat, a megnovekedett aktivitds a kimosast
kovetben viszatért eredeti szintjére. Bz a hatas azt valdszinGsiti, hogy a ghrelin megnoveli az
NPY és AGRP felszabadulast a nucleus arcuatus NPY/AGRP célneuronjainal.

Patch-clamp elektrofiziologiai beallitast hasznalva, vizualisan azonositani tudtunk
POMC idegsejteket a nucleus arcuatus tertletén, és azt figyeltik meg, hogy 50-100 nM ghrelin
hatasaira a POMC neuronokra érkezé spontan gatlé postsynapticus aramok (spontaneous
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inhibitory postsynapitc currents (IPSCs) frekvencidja megnévekedett, akar 300%-kal is. A
GABA POMC neuronokra gyakorolt hatasaval parhuzamosan a POMC idegsejtek spontan
aktivitasa lecsokkent és egy kismértékd, de szignifikans hyperpolarizaciés hatas jelentkezett,
amely értelemszerden ezen neuronok akcidés-potencial frekvencidjanak csokkenésével jart.

A GABA, receptorok (GABA,R) picrotoxinnal t6rténé blokkolasa nem valtoztatta
meg a POMC neuronok ghrelin-kivaltotta, ami azt val6szintsiti, hogy a ghrelin nem a GABA,
hanem valamilyen egyéb faktor felszabadulasat serkentette. Legvaloszinibb, hogy az NPY
felszabadulas novekedett, amely viszont képes a POMC neuronok hyperpolarizacidjara. Ha
GABA,R ¢és a POMC neuronokon eléfordulé NPY Y1 receptor altipust egyiittesen
blokkoltuk, a ghrelin-kivaltotta hyperpolarizacié eltint, ugyanakkor paradox médon a ghrelin
POMC neuronokra gyakorolt depolarizaciés hatasa jelent meg. Ez a hatas nagy
valoszintséggel a ghrelin NPY/AGRP/GABA termindlisok AGRP szekrécidjat serkentd
hatasaval hozhaté Osszefiiggésbe, mivel az AGRP antagonizal a POMC neuronok auto-
inhibitoros melanocortin-3-receptorain keresztul kivaltotta tonikus gatlasaval.

NPY adagoliasa minden esetben meggatolta a PVN ghrelin szenzitiv neuronjainak
IPSC-jét. Megtigyeltiik, hogy a ghrelin és az NPY ugyanazon PVN neuronok ugyanazon
bemeneteire fejti ki hatasat, hasonlé médon.

A PVN ghrelin-szenzitiv neuronjainak neuropeptid-fenotipusanak meghatarozasahoz
a perforalt patch-clamp kisérletek végén biocytinnel toltottik fel ezeket a sejteket és CRH ill.
TRH (thyreotrop-serkenté hormon, thyrotropin — releasing hormon) tartalmukat vizsgaltuk
immuncytokémiai médszerekkel. A huszbdl nyolc neuron CRH immunpozitiv volt, ebbdl a
nyolcbdl hét mutatott csokkent IPSC-t ghrelin hatdsara. A hiszbol minddssze ketté neuron
expresszalt TRH-t, és ezek koztl egyik sem volt ghrelin-szenzitiv .

Megbeszélés

A ghrelin nenronok anatimidja

Az altalunk megfigyelt ghrelin-immunreaktiv neuronok egy folyamatos sav mentén
helyezkedtek el a lateralis hypothalamus (LaH), a nucleus arcuatus (ARC), a ventromedialis
hypothalamus (VMH), a dorsomedialis hypothalmus (DMH) és a nucleus paraventricularis
hypothalami (PVN) teriletén. Ez a kilonleges megoszlas nem esik egybe egyik ismert,
hypothalamicus  energia-haztartast szabalyozé neuronpopulacié megoszlasaval —sem.
Feltételezhet6 ezért, hogy a ghrelin igen fontos szerepet jatszik a kézponti idegrendszerben
mint endogén faktor, a mar ismert periférias hormon-hatasan tul.

Az elektronmikorszképos vizsgalatok alapjan egyértelmd, hogy a ghrelin jelen van
hypothalamicus neuronokban, valamint, hogy ghrelin tartalmd axonterminalisok olyan
hypothalamicus peptiderg rendszerekkel allnak kapcsolatban, amelyek az anyagcsere
szabalyozasaban alapvet6 jatszanak (mint pl. az AGRP ill. POMC termel6 idegsejtek a nucleus
arcuatusban, vagy a CRH ill. TRH termelé neuronok a nucleus paraventricularisban). A
ghrelin és az NPY rendszer kozotti egyértelmd anatémia kapcsolat mindenképpen megerdsiti
a ghrelin szerepét a taplalékfelvétel idegrendszeri neuronkoreinek szabalyozasaban.

A ghrelin miikidés kozponti idegrendszeri modellje

A felvazolt anatémiai és fiziologiai eredmények alapjan létrehoztuk a ghrelin energia-
haztartas szabalyozasaban bet6ltott szerepét bemutaté modellt. A ghrelin expresszald
hypothalamicus sejtpopulacié egybeesik a hypothalamus internuclearis teriiletével, pont ahova
a nucleus suprachiasmaticusbol 1ill. a ventralis lateralis thalamus tertletérél érkezik projekcio.
Mivel a cirkadian és napi ritmusért els6sorban a nucleus suprachiasmaticus felel kézésen a
thalamus ventralis lateralis tertiletével, megalapozott azt feltételezni, hogy az altalunk leirt
kézponti ghrelin neuronhaldzat felel6s a cirkadian ill. vizualis informacidk taplalékfelvételt
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szabalyoz6  célneuronokhoz  valé  eljuttatasaért, amely  egybevag a  ghrelin
taplalkozast/taplalkozasi viselkedést aktival6 hatasaval is.

A hypothalamicus ghrelin neuronok efferens terminalisai megfelel6 és hatékony
kapcsolatot hoznak létre ahhoz, hogy megvaltoztassak ill. moduldljak a GABAerg NPY
tartalmu terminalisok muakodését (Id. szines abra) Bemutattuk, hogy a ghrelin stimulalja az
NPY/AGRP neuronok aktivitasat, elsGsorban az axontermindlisokra kifejtett hatdsin
keresztil. Ez a megnovekedett aktivitds nagy valdszinlséggel megnoveli az NPY/AGRP
neuronokbdl a neuropeptidek és neurotranszmitterek felszabaduldsat. Errél a folyamatrol
viszont igen régbta ismert, hogy integrald szerepet tolt be a taplalékfelvétel beinditasaban és
az energiafelhasznalas csokkentésében. Ezért elmondhatjuk, hogy az altalunk leirt
hypothalamicus ghrelin neuronhalézat valészindleg kulcsszerepet jatszik majd mind a human
medicinaban az elhizas elleni harcban, mind pedig az allati takarmanyozas tertletén.

CRH

Ghrelin

Ghrelin

A ghrelin és egyéb hypothalamicus neuronkérék kapcsolatanak sematikus abrazolasa. A
ghrelin aktivitds hypothalamicus modellje. A hypothalamicus ghrelin tartalma axonok az NPY
tartalmu termindlisokat presynapticusan érik el a ARC és a PVN teriletén. A ghrelin GHS
receptorokhoz kotédik és ezeken keresztill fejti ki hatasat, amely 4dltal az NPY axonterminalisok
aktivitisa megnd. A ghrelin a GABA felszabadulasat is serkenti, és nagy valdszintséggel az NPY és
AGRP felszabadulast is megnéveli. Ez a megnévekedett GABA és neuropeptid felszabadulas
szabalyozza a POMC és CRH neuronok postsynapticus aktivitasat. A vérarambol ide jutéd ghrelin is
a GHS receptorokon keresztil fejti ki hatasat, de nem valészind, hogy ilyen médon fizikailag
hozzafér a PVN teriletén talalhaté GHS-receptorokhoz.

4.4 A nucleus arcuatus melanocortin rendszerének celluldris szerkezete és szerepe a
szaporodds és a taplalkozds idegrendszeri szabdlyozdsaban

A melanocortin és a GnRH rendsger anatonriai viszonya

Szamos esetben figyeltiik meg, hogy a POMC jel6lt sejttestek kézvetlen kapesolatban
voltak GnRH-immunjel6lt boutonokkal. A megvizsgalt 100 bouton kozul 25 POMC
immunreaktiv sejttest és/vagy proximalis dendrit alakitott ki kézvetlen kapesolatot GnRH-
pozitiv axonnal. Korrelalt elektronmikroszképos vizsgalataink alatdmasztottak, hogy ezek
direkt, fizikai kapcsolatok GnRH axonterminalisok és a POMC tartalmu sejttestek kozott.
Ugyanakkor egyik elektronmikroszképban megvizsgalt kapcsolat sem bizonyult klasszikus
synapticus membranspecializacionak.
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Osztrogén-kezelés hatdsa a melanocortin rendszer parvalbumin expressidjara

A kontroll (nem 0&sztrogén- kezelt) patkanyok ARC neuronjainak parvalbumin-
tartalmat vizsgalva azt talaltuk, hogy hogy csak kevés idegsejt expresszalja ezt a kalcium-kétd
fehérjét. Osztrogén-kezelés hatasira azonban a parvalbumint expresszalé sejtek szama
dramaian megemelkedett. Kontroll allatokhoz képest a parvalbumin immunpozitiv sejtek
szama novekedett azésztrogén kezelt allatokban.

Ismert, hogy az 6sztradiol megnéveli az arcuatus magban a POMC neuronok serkenté
bemeneteinek szamat még a GluR-2 receptoraltipus hianyaban is. Mivel a GluR-2—es altipus
kalcium influxot indukal amely megnévekedett parvalbumin expresszioval jar, megvizsgaltuk,
hogy vajon az Gsztrogén megnéveli-e az arcuatus mag POMC neuronjainak parvalbumin
expressziojat. Azt talaltuk, hogy mindegyik parvalbumin expressziét mutaté neuron egyben
POMC tartalmu is volt.

Megbeszélés

GnRH immunreaktivitis a nuclensban

A leptinhez hasonlbéan, a gonadalis szteroid hormon, az Osztrogén is képes -
hypothalamicus szabalyozéfunkcidjan keresztil - a taplalékbevitelt és a testzsir mennyiségét
csokkenteni, ezzel parhuzamosan megnovelni az energiafelhasznalast, mind allatokban, mind
pedig emberben, nemtdl fliggetlentl. Valéjaban az 6sztrogén hypothalamicus GnRH neuron-
halézatara kifejtett hatasa szitkséges ahhoz, hogy megtorténjen a GnRH  szakaszos
felszabadulasa, amely végtl is a LH j6 ismert pulzalé felszabadulasi mintajat eredményezi.
Egyértelmt tehat, hogy mind a gonadalis input, mind pedig az anyagcsere aktualis allapota
(amelyért nagyrészt a leptin felel6s) erGteljes hatast gyakorol a GnRH neuronok aktivitasara,
¢és ezaltal a gonadalis tengely megfelel6 mikodésére. Ugyanakkor nem ismert, hogy ezek a
GnRH neuronok vajon kapcsolatban dllnak-e azokkal a melanocortin tartalmd neuronokkal,
amelyek kulcsfontossaguak az enegiahaztartas szabalyozasaban. Eredményeink egyértelmien
kimutattak, hogy a nucleus arcuatus tertiletén talalhaté GnRH tartalmu efferensek kozvetlen
kapcsolatban vannak a POMC expresszalo sejttestekkel. Ugyan nem lattunk klasszikus,
synapticus membranspecializaciét a két rendszer kozott, de a kozvetlen fizikai kapcsolat
morfologiailag megalapozza, hogy a GnRH axonok befolyasoljak tudjak a POMC sejtek
elektromos tulajdonsagait.

A parvalbumin expresszio viltozdsa dsztrogén-hatdsra

Kisérleteink soran azt is megfigyeltik, hogy Osztrogén hatasira megnovekszik a
POMC sejtek parvalbumin expresszidja. Ismert az Osztrogén taplalékbevitelt és elzsirosodast
csOkkent6 hatasa is. Ennek megfelel6en feltételezhetd, hogy a magasabb 6sztrogén szint
megnoveli a POMC sejtekbe iranyulé kalcium influxot, ami nagy valdszintséggel a POMC
sejtek aktivabb tiizelését és a fent leirt szisztémas hatasokat eredményezi.

Az 6sztradiol hypothalamicus plaszticitast befolyasolé hatasat mar régbta ismerjitk. A
nucleus arcuatusban az 6sztradiol szignifikansan csokkenti a synapticus denzitisok méretét
(feltehetéen GABAerg afferensek érintettek) és a glutamat receptorok szamanak emelésén
keresztiil noveli a serkenté neurotranszmissziét. Eppen a POMC sejtek esetében figyelték
meg, hogy az 6sztradiol noveli a serkentd synapticus bemenetek szamat a sejttestjeiken és a
POMC ténust, amely végul csokkené taplalékbevitelben, valamint testzsir- és
sulycsokkenésben realizalodik. Feltételezhet6, hogy a hypothalamicus taplalkozas-szabalyozo
neuronkordk az energiahaztartas egyik alapveté és nem elhanyagolhatd részét képezik. A
leptin és Osztrogén receptorok hypothalamicus kolokalizacidja felveti annak lehet&ségét, hogy
az Osztradiol, a leptinhez hasonléan, kézvetleniil a melanocortin sejteken hat és ugyanazokat a
synapticus plaszticitasért felel6s géneket aktivalja, mint a leptin.
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Az Osztrogén POMC neuronokban parvalbumin expressziot fokozé hatasa
valoszintileg a megnovekedett AMPA-receptor medialta glutamaterg aktivacié indirekt,
valamint a megnévekedett kalcium influx kézvetlen kovetkezménye lehet. Elképzelhetd, hogy
a melanocortin sejtek ilyen moédon védekeznek a megnévekedett kalcium-influx sejthalalt
indukalé hatasa ellen, tehat a parvalbumin termelés egy protektiv mechanizmus a POMC
sejtekben.

Az Osztrogén parvalbumin expressziot serkenté hatiasa révidtavon  ésszert
mechanizmusnak tinik, hiszen igy a POMC sejteket ugy lehet kalcium-influx fiigeé moédon
gyorsabb tiizelésre birni, hogy kézben nem karosodnak. Azonban, ha ez a kalcium bearamlas
kronikus méreteket olt, a POMC sejtek nem képesek fenntartani a megnovekedett aktivitast
és apoptotikus sejtpusztulasi folyamatok beindulasa varhaté. Ismert, hogy magas Gsztrogén-
dézisok hatasara a hypothalamus POMC sejtjei szelektiven elpusztulnak. Az még tisztazasra
var, hogy csak az Osztrogén képes ilyen hatast kivaltani a POMC sejtekben, vagy mas, ezen
sejtek aktivitisat novelni képes egyéb faktor is hasonlé eredményre vezet. Ennek a
folyamatnak a tisztazasa donté fontossagu lehet a kilonb6z6 taplalkozassal, természetes
oregedéssel, elhizassal kapcsolatos korképek kéroktananak megértéséhez, és hozzajarulhat
ahhoz, hogy olyan gyoégyszereket tudjunk kifejleszteni amely a POMC sejtek ténusat
effektiven tudjak befolyasolni.

4.5 A bypothalamus plasztikus szabdlyozomitkodésének szerepe az elbizdasban

A DIO és DR patkanyok testtémege nem kulénb6zott a kisérletek kezdetén és nem
volt testsuly-kiilonbség a kisérletek végén sem, abban az esetben, ha standard taplalékot
fogyasztottak az allatok. Ez arra utal, hogy a két allat-torzs kézotti anyagesere és elzsirosodasi
kilonbség csak magas kaloriatartalmu vagy magas zsirtartalmu taplalék fogyasztisa esetén
jelenik meg,.

A POMC sejtek synapticus bemeneti szervezidése DIO és DR patkdnyokban

Standard taplalékbevitel estén, illetve amikor még a testsuly és az anyagcsereprofil a
két patkanytorzs kozott hasonléd volt, a DIO patanyok POMC neuronjai t6bb synapticus
kapcsolattal rendelkeztek, mint a DR patkanyok ugyanezen sejtjei. A DR patkanyok POMC
sejttestjein az aszimmetrikus és szimmetrikus synapticus kapcsolatok szama nem kilénbozott,
azonban DIO patkany POMC sejttestjein szignifikinsan tobb szimmetrikus, gatlé synapticus
kapcsolatot talaltunk, mint serkentd, asszimetrikusat.

Harom hoénapos magas zsirtartalma taplalék (HFD) bevitelt kovetéen a
hypothalamicus ARC POMC neuronjainak synapticus kapcsolatai mindkét patkanytérzsben
megvaltoztak: a DR patkanyok esetében megnévekedett a teljes synapsys-szam a standard,
kiindulasi allapothoz viszonyitva. HFD bevitel soran a DIO patkanyokban azonban ezzel
ellentétes, synapsys-szam csOkkenést tapasztaltunk. A serkentd (tehat aszimmetrikus)
synapticus kapcsolatok szama egyik kisérleti felallisban sem mutatott szignifikans eltérést.
Standard taplalékbevitel esetén a DIO patkanyok jollakottsagérzés kivaltasaért felelés POMC
sejttestjein tObb gatlé synapticus kapcsolat volt, mint a DR patkanyok POMC sejtjein,
természetesen hasonlo taplalkozas esetén.

Asztroglia a DIO és DR patkanyokban

A HFD-n tartott DIO patkanyok esetében, a POMC sejtek sejttestjein alacsonyabb
synapsys-szamot  regisztraltunk, ugyanakkor a sejtek felszinén a gliaboritottsag
megnovekedett. DIO  patkanyok melanocortin  sejtjeinek felszinén szignifikansan t6bb
asztrocyta-végtalp fordult el6, mint a DR allatok neuronjainak felszinén.
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A melanocortin rendszer synapticus bemeneteinek vizsgilata egerekben standard és magas kaloriatrtalmii
taplalkozds esetén

A tovabbiakban GFP-NPY és GFP-POMC expresszalé egértorzseken vizsgaltuk meg
az NPY/AGRP és POMC sejtek bemeneti synapticus szerkezetét killonb6z6 kalétiatartalma
taplalasi kondicidkat alkalmazva. Megfigyeltiik, hogy HFD taplalast kovetéen mind a POMC-
mind pedig az NPY-expresszal6 neuronok felszinére érkez6 synapsys-szam lecsokkent,
azonban eltérést tapasztaltunk a két rendszer valtozasai kozott: mig a synapsys-szam
csokkenés a POMC sejtek esetén a szimmetrikus, gatlé kontaktusokat érintette elsGsorban,
addig az NPY sejtek esetében az aszimmetrikus, serkenté bemenetek szama csokkent.

Hypothalamicus gliasejte vigsgalata egerekben standard és magas kaloriatrtalmii taplalkozas esetén

A patkanytorzseken végzett megfigyeléseinknek megfeleléen, HFD  taplalas
eredményeképpen megnétt a nucleus arcuatusban a GFAP immunjelolt profilok mennyisége
a GFP pozitiv sejtek koérnyezetében pedig megnétt a glianyulvanyok mennyisége. Mind a
POMC mind pedig az NPY-expresszaldé sejtek esetében szignifikinsan nétt a glialis
boritottsag a HFD taplalasa egerek esetében, a standard taplalkozasu tarsaikhoz viszonyitva.
Amikor ezeket a sejteket elekronmikroszképpal megvizsgaltuk azt talaltuk, hogy a nucleus
arcuatus POMC ¢és NPY expresszalo sejtjeinek az erekhez valé viszonya dramaian
megvaltozott. Standard taplalas estén gyakran el6fordult, hogy a POMC és NPY tartalmu
sejtek erek kozvetlen szomszédsagaban helyezkedtek el. Ilyen elrendezédés esetén, a
neuronalis profilokat egy vékony glia(nyulvany)-réteg valasztotta el az ereket bélel6 endothel
sejtektol.

Megbeszélés

Az elhizasra hajlamosité tényez6k ill. az ,elhizasi rezisztencia” moégott hiazoédo
molekularis hattér igen kevéssé ismert. A kisérleteinkben hasznalt polygenetikus DIO és DR
patkany- és egér modellek jol kozelitk a human populaciéban jelentkezé elhizasos
pathomechanizmusokat. A legnagyobb elénye ezeknek az allatoknak, hogy még az elhizas
el6tti allapotban vizsgalhatok rajtuk az elhizas hattérben huzédé molekularis mechanizmusok.
A DIO patkanyok szamos jellemz&ikben eltérnek a hasonld testzsir-mennyiséggel rendelkez6
DR tarsaiktol. Ugyanakkor a mai napig semmilyen synaptologiat érinté hattérmechanizmust
nem sikertilt azonositani, ami a mar meglévé ill. HFD taplalas hatasara kialakulo
kilonbségekért felel6s lenne.

A POMC nenronok synapticus kapesolatrendszere DIO és DR patkdnyokban

Eredményeink kimutattak, hogy az elhizasra hajlamos DIO patkanyok a DR
patkanyokhoz képest szignifikans és tipikus kiilonségeket mutatnak a POMC neuronok
synapticus kapcsolatrendszerében, még hasonlé anyagcsere allapot és standard taplalasi
korilmények kozott is. A még nem elhizott DIO allatok nucleus arcuatus POMC sejtein
megnovekedett gatld tonus figyelheté meg DR tarsathoz képest. Ez a synapticus organizacio
ravilagit arra, hogy miért hajlamosabbak a DIO patkanyok elhizasra HFD taplalas esetén.
Azonban amint a magas kaloria- és zsirtartalma taplalék bevezetésre kerilt, a DIO és DR
allatok POMC neuronjai egészen kilonb6z6 synapticus plaszticitassal reagalnak a
megvaltozott metabolikus allapotra. Bzt az a tény tamasztja ala, hogy a DIO allatok POMC
idegsejtei  (amelyek muakodésiket tekintve anorexigén hatastak!) elvesztik synapticus
kapcsolataik egy részét, de a megmaradt bemenetek kozil magasabb a serkenté synapsysok
aranya, mig a DR allatok POMC neuronjai HFD taplalas hatasara tobb synapticus bemenetet
fogadnak, és az Gjonnan kialakult kapcsolatok kézott tobb a gatld hatasu.
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Taplilkozas indnkdlta astrocyta viltozdsok

Mindkét modell-rendszer esetében megfigyelhet6 volt, hogy megvaltozott a sejttestek
kozvetlen koérnyezetében és a neuropilben megfigyelheté astrocyta-profilok mennyisége
(,,reaktiv gliosis”) HFD taplalas hatisara. Frdekes parhuzam figyelheté meg a metabolikus
valtozas hatasara bekévetkezé gliavalasz és a 1ézi6 (ill. trauma) hatasara kialakul6 ,tavoli glia
valasz” (remote astrocytic response) kozott. Korabbi elektronmikroszképos vizsgalataink
soran ugyanis megfigyeltiik, hogy a corpus geniculatum laterale kisérletes 1ézidjat kévetSen a
primer vizualis kéregben megnoévekedett mind a GFAP immunfestés, mind az astrocyta
végtalpak mennyisége. A metabolikus hatas eredményeképpen létrejott reaktiv gliosis sok
tekintetben megegyezik a korabban megfigyelt tavoli gliavalasz esetén megfigyelheté gliosissal.
Mindkét esetben a synapticus bemenetek szamanak lokalis valtozasa volt megfigyelhetd.
Ugyankkor reaktiv gliosis gyakran gyulladasos folyamatok kiséréjelensége is lehet. Annak
megértése azonban, hogy HFD taplalas hatasara milyen folyamatok zajlanak le a nucleus
arcuatusban, amelyek ilyen iranyban befolyasoljak az asztrocytakat, még varat magara.

4.6 NTPDdz 3 bypothalamicus szervezddése, funkcidja és energiabdztartisban
betoltort szerepe

Fény-és elektronmikroszfedpos vizsgilatok

Elektronmikroszképos vizsgalataink megallapitottak, hogy NTPDaz-3 immunreaktiv
a nyulvany-szerd struktirak kozott mind dendritek, mind pedig axonok el6fordulnak. A
dendritekben el6fordult cytosolban lokalizalédé, ribosomakhoz —asszocialédott, il
mitokondrialis jel6lés. Myelinizalt axonokban ¢és axon-terminalisokban azonban csak
mitokondrialis immunreaktivitas volt megfigyelhet6. Immunreaktivitas gyakran fordult el6
aszimmetrikus (feltehet6en serkent6) synapticus membran-specializacié koézelében, de
szimmetrikus, azaz feltehetéen gatld synapsysok esetében nem taldltunk NTPDaz-3
immunjel6lést.

Az LaH és ARC magvak sejttestjeiben az immuncsapadék a cytoplasmaban
elsésorban  szabad ribosomakhoz kot6édott, azonban a jelolés donté  tobbsége
endoplasmaticus reticulumhoz asszocialédott ribosomak kozelében volt megtalalhatd. A
mitokondriumokhoz  kétheté  NTPDaz-3  immunreakcié — els6sorban  azok — belsé
membranjahoz asszocialédott. Az immunjeldlt mitokondriumok jellemz&en aszimmetrikus
synaptycus memranspecializaciok kozelében helyezkedtek el (serkenté synapsysok), mind a
presynapticus terminalis, mind pedig a postsynapticus profilokban, valamint a dendritekben
egyarant el6fordultak.

Western blot; az ds3trogén hatdsa a hypothalamicus NTPDaz expresszidjdara

Mivel NTPDaz-3 immunreaktiv sejtek a hypothalamus teriiletén csak a LaH és az
ARC tertletén fordultak elS, izolalt medialis és lateralis hypothalamicus szévetmintakat
vettiink az ovariectomizalt és az Gsztrogén kezelt allatokbdl, és megvizsgaltuk western blot
technikaval, milyen hatiassal van az Osztrogén kezelés a hypothalamicus NTPDaz-3
expressziojara. Mind id6-, mind pedig 6sztrogén-fliged eltéréseket figyeltiink meg a lateralis és
a medialis hypothalamicus teriileten. Ugyanakkor az NTPDaz-3 enzim idébeni valtozasai
eltér6 mintazatot mutatott a két terilet kézott. A LaH teriletén az enzim mennyisége
szignifikans emelkedett az E2 subcutan beadasat kovetd 4-12 6ra elteltével, majd a beadast
koévetben 16-26 6raval fokozatosan visszatért az eredeti (ovariectomizalt allatnal megfigyelt)
exresszios szintre. Ettdl eltérd valtozasokat detektaltunk a medialis hypothalamus tertletén: 6-
10 6raval az E2 kezelést kbvetSen az enzim szintje megemelkedett, majd gyorsan visszaesett a
kontrol szintre, amit egy masodik emelkedés kovetett 22-26 6raval az eredeti E2 beadast
koévetben. Tehat a lateralis hypothalamus tertiletén csupan egy enzim-expresszios csucs, mig a
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medialis hypothalamus tertletén (ahol a nucleus arcuatus is megtalalhat6) két ilyen enzim
termelési csucs jelentkezett.

Megbeszélés

Fény és elektronmikroszkdpia

Korabbi tanulmanyok alapjan az ismert volt, hogy az NTPDaz-3 kizarélag
neuronokban és azok nyulvanyaiban van jelen. Kisérleteinkben ezt megerdsitettiik, és leirtuk
immunreaktiv sejttestek jelenlétét a LaH és a ARC tertiletén, a tobbi hypothalamicus teriileten
azonban csak immunreakt{v nydlvanyok (axonok ill. dendritek) jelenlétét detektaltuk, gyakran
erek kozelében, azokkal szoros morfolégiai kapcsolatban.

A korrelalt fény- és elektronmikorszképos vizsgalatok kimutattak, hogy az NTPDaz-3
a sejtmembran bizonyos, jol kortlhatarolhat6é szegmensében van jelen. Ez 6sszhangban van
az NTPDazokrdl kialakult kotrabbi ismereteinkkel, hiszen ezen enzimek transzmembran
tehérjeként foszforilalt nukleotidokat hidrolizalnak a sejten kivil. A sejten beltil az NTPDaz-3
kisebb mennyiségben szabad riboszémakhoz asszocialédva, de elsésorban endoplasmaticus
reticulum felszinéhez kotott ribosomak kozelében fordult el6. Az immunjel6lés harmadik
fontos helyszine a sejten belil mitochondriumokhoz asszocialéodott. Mivel jelolt
mitochondriumok elsésorban serkentd, aszimmetrikus synapsysok kozelében fordultak eld,
feltételezhet6, hogy az NTPDaz-3 aktivitas elsésorban a serkenté synapticus mukodéshez
kotédik funkcionalisan, és nem jatszik jelentds szerepet a gatlé funkcidkban.

Osztrogén hatdsa a hypothalamicus NTPDaz-3 express3idjara

Kisérleteink azt mutattak, hogy egyszeri E2 subcutan beadasat kovetéen az NTPDaz-
3 expresszi6 megnoévekedett mindkét hypothalamicus tertileten mar néhany o6raval a kezelést
koévetben, azonban az expresszidé idébeli lefutisa a két tertleten kilonb6z6é mintazatot
mutatott. Mivel a mediobasalis hypothalamus (ahol a nucleus arcuatus is elhelyezkedik)
kulcsszerepet jatszik a bifazikus gonadotrép szekrécidban (vagyis a gonadotrép szekrécid
pozitiv- ¢és negativ-feedback szabalyozasaban is részt vesz), feltételezziik, hogy a
hypothalamus medialis részében az NTPDaz-3 részt vesz a gonadotrép hormonok 6sztrogén
altal kifejtett szabalyozasaban. Korabban megfigyelték, hogy az E2-kivaltotta gonadotropin
felszabadulast kovetéen, E2 fliged synapticus reorganizacié torténik a hypothalmicus
neuronokon. Az E2 kozvetlen hatasaként a serkent6 synapsysok szamanak gyors emelkedését
figyeltik meg, és ezen megnovekedett serkenté bemenetek nagy valdszintséggel érintik az
NTPDaz-3 expresszalé sejteket is, hiszen t6bb aszimmetrikus serkenté synapticus
specializacié tébb ATP felhasznalast jelent, ami értelemszertien tobb NTPDaz-3 tartalmu
mitochondrium jelenlétét teszi sztikségessé.

A lateralis hypothalamusbodl szarmazo6 mintakon az NTPDaz-3 expresszidjanak szintje
4 6raval az E2 beadast kévetéen megemelkedett, majd fokozatosan lecsokkent, és késGbb
visszaallt az ovariectomizalt allatban talalhat6 szintre. Korabbi tanulmanyokbdl tudjuk, hogy a
lateralis hypothalamus NTPD4z-3 expresszalo sejtjeinek tilnyomo tobbsége hypocretint is
expresszal. Ezekrdl az idegsejtekrdl ismert, hogy koézvetlen befolyast gyakorolnak a nucleus
raphe serotoninerg sejtjeire és ezaltal részt vesznek az alvas-ébrenléti ciklus szabalyozasaban.
Tehat elképzelhet6, hogy az E2 alvas-ébrenléti ciklust szabalyozé hatiasa az NTPDaz-3
expresszalo sejtek aktivitasan keresztil manifesztalodik.
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5. O0SSZEFOGLALAS

Munkank célja az volt, hogy jobban megérthessiik a hypothalamus homeostasisban
betoltott szabalyozé funkcidit és olyan 4j informacidkhoz jussunk, amelyek elmélyitik ezen
igen komplex agytertiletrdl kialakitott tudasunkat. Ezért a hypothalamus bizonyos specifikus
magcsoportjait vizsgaltuk meg, elsésorban neuroanatémiai médszerekkel, amely altal szamos
uj cellularis, szerkezeti és mikodési elvre bukkantunk.

A hypothalamusban taldlhaté a cirkadian ritmus kialakitasaért felelGs nuclens
suprachiasmaticus. A SCN-r6l mar régdta ismert, hogy szerkezetében és méretében a kilonb6z6
nemi egyedekben anatémiai kiilonbségek figyelhetéek meg, nemcsak ragesalokban, hanem
mas emlSsben is. Ez a szexualis dimorphismus huzédik meg a kilonb6z6 nemt egyedekben
megfigyelheté jellemzé kilonbségek (pl. kilonb6z6 cirkadian és szezonalis ritmusok és
ezekhez kapcsolédo lokomotoros aktivitas, ill. viselkedés, alvas-ébrenléti ritmus és endocrin
funkciok) hatterében. Ismert tény az is, hogy a nemek kozotti eltérés alapvetSen az
embryonalis fejlédés soran alakul ki, amikor a hypothalmus egyes magcsoprotjai, ill. azon
beltl a kilonb6zé neuropeptid tartalmu sejtpopulaciok differencialédnak. Mivel a szteroid
hormonoknak  rendszerez8, struktara kialakité szerepik van a  hypothalamicus
neuronhaldzatok fejlédésére, kézenfekvd volt, hogy megvizsgaljuk, gyakorolnak-e hatast a
szetroidok az SCN fejl6désére.

—  Kutatdsi eredményeink egyértelmiien ramutattak, hogy ag embryonalis fejlidés kritikus periddusa
alatt keletkezd SCN sejtek s3excudlisan differencidlodnak és hogy a ndstény kontroll dllatok tobb
tijonnan Reletkezett sejttel rendelkeznek a medialis és candalis SCIN teriileteken, mint a himek.

—  Eredményeink szerint a tesgtoszteron kegelés dramaian  lecsokkenti dijonnan  keletkezd sejtek
szamat a ndstény SCIN teljes terviletén.

—  Tovabba megdllapitottuk, hogy az SCIN setdifferencidliddsa legaldbb ag embryonalis 18. napig
Jfolytatidik, de az IGL feriiletén a sejtprolifericid nines sginkronban az SCN-ban zajlo hasonld
Jfolyamatokkal.

A hypothalamus az energia-haztartast alapvetéen a taplalékfelvétel szabalyozasan
keresztil  képes  bfolyasolni.  Ragcsalok  hypothalmicus  szabalyozérendszerének
neuroanatomiai alapjait viszonylag behatéan ismertik, azonban a féemlésok megfelel6
szabalyozérendszerének hypothalmicus neuoanatémai alapjairdl nem alltak rendslkezésre
adatok. Megvizsgaltuk tehat, hogy féemlésokben is megtalalhaté-e az a hypothalmicus
hypocretin rendszer, amelyrél ragesalokban mar bebizonyosodott, hogy a taplalékfelvételben
alapvet6é szerepet jatszik. Kisérleteink soran a hypocretin rendszer hypothalamicus
szervez6dését és annak reakcidjat vizsgaltuk megvaltozott anyagceserekorilmények kozott
majomban.

—  Leirtuk  a  fiemlisok  metabolifus — szabdlyozdasban — résztvevd  HCRT-tartalpii
hypothalamicus szignaltranszdukcios rendszer nenroanatimiai organigdcigjit;

—  Megfigyeltiik, hogy a nuclens arcnatus éhegés hatdsdara aktivalodé NPY sejtei HCRT
bemenettel rendelkeznes;

—  Megdllapitottuk, hogy a ragesalokhog hasonldan, rivid taplalékmegvonds hatdsira
erdteljesen aktivalodik a lateralis hypothalamus HCRT rendszere foemlisikben

Ismert, hogy a gyomor-bélrendszerben felszabadul6 ghrelin homonalis dton
befolyasolni tudja a taplalékfelvételt, és részben kompenzalja a zsirszévet altal termelt leptin
hatasat. Korabbi vuzsgalatok azonban kimutattak, hogy a véragygaton nem képes a keringd
ghrelin a hypothalamicus energiahaztartast-szabalyozé kozpontokhoz eljutni, ezért felmertilt
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annak lehet6sége, hogy létezik egy endogén, centralis ghrelin-expresszalé halézat a
hypothalamus teriilletén. Megvizsgaltuk tehat, a kozponti idegrendszer ghrelin-termel6
sejtjeinek neuroanatéomial szervez6dését és funkcionalis jellez6it. Munkank egy 4j, eddig nem
ismert ghrelint expresszal6 hypothalamicus sejtpopulaciot irt le.
—  Lelrtuk a ghrelin hypothalamicus neuroanatomiai organizdcigjat, megosgldsat és megdllapitottufk,
hogy e rendszer nem esik egybe egyik ismert, lypothalamicus energia-haztartist s3abalyozo
neuronpopulicio megoszlasdaval sem.
—  Elektronmikroszkdpos  vigsgdlatok — alapjan — egyértelmiivé vdlt, hogy a  ghrelin  jelen van
hypothalamicus neuronokban, valamint, hogy ghrelin tartalmii axontermindlisok olyan hypothalamicus
peptiderg rendszerekkel dllnak kapesolatban, amelyek az anyagesere sgabdlyozdsdban knlesszerepet
Jatsganak.
—  Bemutattuk, hogy a ghrelin stimuldlja a nuclens arcuatus NPY [ AGRP neuronok aktivitasdt,
elsdsorban ag axontermindlisokra kifejtett hatdsdn keresztiil.

A hypothalamicus energia-homeostasis szabalyozasaban mar régbta ismert a nucleus
arcuatus melanocortin  rendszerének alapvetd szerepe. Az arcuatus mag POMC termel6
sejtjel nemcsak a taplalékfelvétel, de bizonyos szexualis funkcidk soran is kulcsszerepet
jatszanak. A POMC sejtek kiterjedt synapticus kapcsolataik révén szamos hypothalamicus
szabalyozémechanizmus megkertlhetetlen ¢épitékével. PL: a leptin  GnRH  aktivitasra
gyakorolt hatasat a nucleus arcuatusban talalhaté pro-opiomelanocortin (POMC) neuronok
kozvetitik, de az is ismert, hogy a POMC tartalmu idegsejteket szamos GABA (gatlo) ill.
glutamat (serkentd) axon idegzi be, amely a ARC neuronok kiterjedt és sokszini neuronalis
kontrolljara utal és tudjuk, hogy ezen bemenetek befolyassal birnak az anyagcsere-haztartasra.
Kivancsiak voltunk arra, hogy az arcuatus mag POMC sejtjei kozvetelen kapcsolatban allnak-e
a GnRH rendszerrel és hogyan valtozik meg ezen sejtek neurokémiai jellege szteroid nemi
hormonok (pl. 6sztrogén) hatasara.

—  Kisérleti eredményeink egyértelmiien kimutattak, hogy a nucleus arcuatus teriiletén talilhaté GnRH
tartalmi efferensek kigvetlen kapesolatban vannak a POMC expresszdlo sejttestekfkel, agonban e a
kapesolat nem klasszikus synapticus jellegi.

—  Megfigyeltiik, hogy a nucleus arcuatus POMC neuronjainak csak igen kevés sgdazaléka expresszil
parvalbumint, azonban ds3trogén hatdsdra a parvalbumint expressdlo  sejtek  szdma  drdamaian
megemelkeedik.

A hypothalamus alapveté szerepet jatszik a taplalkozassal Osszefiiggd elhizas
kialakitasaban és létrjottében. Ismert, hogy vannak olyan egyedek ill. egyének, amelyek
elhizasra hajlamosabbak, mint tarsaik, de ennek a kilonbségnek az okat, esetleges
idegrendszeri hatterét nem, vagy csak alig ismertitk. Az el6bb vazolt jelenség idegrendszeri ill.
neuroanatéomai hatterét azonban rendkiviil jol lehet vizsgalni olyan modellallatokon, amelyek
genetikailag ismert elhizasi hajlammal rendelkeznek. Amennyiben az ilyen allatok
hypothalmicus szabalyozérendszerének —cellularis szervez6dését  hasonlitjuk  elhizasi
hajlammal nem rendelkezé egyedekhez, szamos 4j informaciéhoz juthatunk, és megérthetjiik
az elhizas hatterében all6 idegrendszeri plasztikus folyamatokat.

—  Eredményeink kimutattik, hogy az elbizdsra hajlamos DIO patkdnyok a DR patkdnyokhoz
képest  szignifikdns  és  tipikus  killonségeket  mutatnak a POMC  neuronok  synapticus
kapesolatrendszerében, még hasonld anyagesere dllapot és standard taplalasi kiriilmények kozott is;

—  Megdllapitottuk, hogy magas kaldriatartalmi taplilkozas hatdsira mind a POMC, mindpedig ag
NPY' sejtekre érkezd teljes synapsys-szam  lecsikkent és ennek a synapsys-szdam  csikkenésének
htterében a POMC sejtek esetében a gatld kontaktusok, az NPY sejtek esetében pedig a serkentd
bemenetek s3dmdnak vitogdsa jatsgotta a dintd szerepet;
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—  megfigyeltiik, hogy megndtt a settestek kivetlen kirnyexetében és a neuropilben megfigyelbet
astrocyta-profilok mennyisége (,,reaktiy gliosis”).

Mivel a purinerg jelatviteli rendszer tagja, az NTPD4z-3 ektonukleotidaz ragesalé agyban
kizardlag a hypothalamus nucleus lateralis és nucleus arcuatus tertiletén talalhato idegsejtekben termel6dik
¢és mindkét mag alapvetS szerepet jatszik a taplalékfelvétel és a szexudlis funkcok szabalyozasaban,
megvizsgaltuk az NTPD-4z-3 rendszer cellularis szervez&dését.

—  Megfigyeltiik, hogy NTPDdaz-3 immunreaktiv sejttestek vannak a LLAH és a ARC feriiletén, mig
a hypothalamus tobbi teriiletén elsdsorban erekfkel kapesolatot kialakito immunpozitiv profilokat lehetett
vizualizdlni,

= Kimutattuk, hogy subcellularisan az INTPD-az-3  elsdsorban — sejtmembrin-szegmensekbez,
riboszdmatkhog, endoplasmaticus reticulumbog; és mitochondriumokhoz assgocidlddik.

—  Megdllapitottuk, hogy az NTPDaz-3 elsisorban serkentd tipusi sejtekben termelidik. Kisérleteink
kimutattik, hogy egyszeri 0s3trogén-beaddst kivetden az N'TPDdaz-3 expresszio mdr nébany oraval a
kezelést kivetden megnivekedett mind az LLAH, mind az ARC teriileten, azonban ag express3io
1ddbeli lefutisa a két teriileten kiilonbozd mintazatot mutatott.
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A tudomdnyos munkdssdgot meghatdrozo egyéb kozlemények
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Roéviditések jegyzéke

AGRP: aguti related protein

AMPA: a-amino-3-hydroxil-5-metil-4-isoxazol-propionat

ARC: nucleus arcuatus

ATP: adenozin trifoszfat

AVP: arginin-vasopressin

AVPV: anteroventralis preopticus area

BDNF: brain derived neurotrophic factor

BrDU: 5-bromo-2’-dezoxiuridin

CRH: corticotropin-releasing hormon

DAB: 3,3’-Diaminobenzidin

DIO: diet induced obesity - elhizasra hajlamos allat

DMH: dorsomedialis hypothalamus

DR: diet-resistent — elhizasra nem hajlamos allat

E2: 17B8-6sztradiol

GABA: gamma amino-butiric acid - gamma-amino vajsav

GAD: glutamin acid decarboxylase - glutaminsav dekarboxilaz enzim

GFP: green fluorescens protein — z6ld fluoreszkalé fehérje

GH: growth hormone — névekedési hormon

GluR: glutamat receptor

GnRH: gonadotropin realising hormone

HCD: high calorie diet — magas kaloriatartalmu taplalék

HCRT: hypocretin (masnéven orexin)

HFD: high fat diet — magas zsirtartalmu taplalék

IGL: intragenicularis lemez

IPSC: spontan gatlé postsynapticus aram - spontaneous inhibitory postsynapitc
current

IR: immunreaktfv

LH: luteinizalé hormon

LaH: lateralis hypothalamus

MC4R: melanocortin receptor 4-es altipus

MPOA: medialis preopticus area

NPY: neuropeptid Y

OVX: ovariectomia, ovariectomizalt (értelemszertien)

P450aro: P450 aromataz

POMC: pro-opiomelanocortin

PVN: nucleus paraventricularis

SFP: sapphire fluorescent protein - zafirzold fluoreszkal6 fehérje

SCN: nucleus suprachiasmaticus

SD: Standard diet — normal/standard taplalas

VIP: vasoaktiv intestinalis polypeptid

VMH: ventromedialis hypothalamus
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenek el6tt halaval és koszonettel tartozom szileimnek, szeretetével és elfogult
bizalmaval mindig mellettem all6 édesanyamnak, az oktaté és tudomanyos kutaté munka
iranti érdeklédésemet felkelté édesapamnak, valamint erét ado szeretetitkkel nyugalmat és

harmonikus hatteret biztosit6 feleségemnek és gyermekeimnek.

Ko6szonettel tartozom 6sszes tanszéki munkatarsamnak, akiknek taimogatasat és
segitségét mindvégig éreztem. Kozuluk is ki kell emelnem Dr. Racz Bence egyetemi
adjunktus nevét, aki kulontsen a disszertacié Osszeallitasaban volt nélkilézhetetlen
segitségemre. Koszoném Dr. Halasy Katalin egyetemi tanarnak hasznos tandcsait és kilon
koszonet illeti Dr. Hajos Ferenc egyetemi tanart, aki hasz évvel ezel6tt a neurobiolégia
iranyaba terelte érdekl6désemet. K6szoném Kovats Adriennek aldozatkész munkajat az

adminsztracio atvallalasaért.

Nagy szeretettel és halaval gondolok Dr. Horvath Tamasra, a Yale Egyetem
professzorara valamint feleségére, egyben munkatarsara, Sabrina Dianora, akik tébb
alkalommal is befogadtak, nem csak laboratériumukba, de otthonukba is. Koszonettel
tartozom a Yale Egyetem Horvath professzor altal vezetett tanszék és laboratérium 6sszes
dolgozéjanak, akik segitségemre voltak a kisérletek végzésénél, és akik nélkiil disszertaciom
el sem késztlhetett volna. A Yale Egyetem szellemiségének meghatarozé szerepe volt abban,

hogy a tudomanyos gondolkodast mas szemmel nézzem.
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