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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A hypothalamus anatémiai felépitése
Az emlds koztiagy (diencephalon) harom 6 részbdl all: epithalamus, thalamus

és hypothalamus. A hypothalamus neve a gorog hypo (Und) = ,alatt” és thalamosz
(Bdhapog) = ,szoba, terem” szOdsszetételbdl 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
funkcidi az evolucid soran szinte alig valtoztak. Anterior irdnybol a preopticus area
hatarolja (nucleus anterior-ként is ismert teriilet), ami a telencephalon része, de
funkcionalis szempontb6l a hypothalamushoz soroljuk. Lateral fel6l a subthalamus
anterior teriilete, a capsula interna és a tractus opticus hatarolja, mig posterior iranyban
a subthalamus és a mesencephalon tegmentalis része huzodik. Dorsalis felszinét a
nuclei dorsalis thalami hataroljak.

A hypothalamus szamos magcsoportot (nucleust) tartalmaz, a legkiilonfélébb
funkciokkal. A hypothalamicus magok osztalyozasa elsdsorban phylogenetikai,
fejlodéstani, cytoarchitekturalis, synapticus €s hisztokémiai alapon torténik. A legtobb
mayg ill. magcsoport felnétt allatban nem kiiloniil el, nehéz elhatarolni ket egymastol,
sokszor csak idegsejtek csoportosuldsa jelzi a neuropilben az egyes magok teriiletét.
Néhany erdteljes, myelinizalt palyarendszer ugyan megfigyelheté a hypothalamusban,
de sokkal jellemzébb ra a nem myelinizalt, diffuz kapcsolatrendszer. Modern
immunhisztokémiai, in-situ hybrdizacios és palyakovetési modszerek segitségével
napjainkra mar szinte az 0sszes hypothalamicus magcsoport neurokémiai, anatomiai €s
funkcionalis jellemz6it mélyrehatdan megismertiik.

A hypothalamus anteroposterior sikban chiasmaticus (supraopticus), tuberalis
(infundibulo-tuberalis), és posterior (mammilare) régidkra, mediolateralis irdnyban
pedig periventricularis, medialis (intermedier) €s lateralis zonadkra oszthat6 fel (Saper,

1990).

Periventricularis zona
A periventricularis zona a harmadik agykamrat kdzvetleniil hatarolja. A kamra

anterior faldban talalhat6 az Gn. organum vasculosum, ami a lamina terminalis része €s
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dorsalis iranyban a nucleus preopticus medialisban ¢€s a subfornicalis szervben
folytatodik. A chiasmaticus régi6 mindkét oldalan a nucleus praeopticus egy része, a
viszonylag kisméretli nucleus suprachiasmaticus (SCN), ill. a nucleus periventricularis
és paraventricularis (PVN) talalhat6. A tuberalis régioban a periventricularis
sejtcsoport kiterjed és a III. agykamra basalis részén 1étrehozza a nucleus arcuatus
(ARC) sejtcsoportjat, amely az eminentia mediana folott fekszik. A posterior régioban
talalhatd keskeny periventricularis zona lateralisan folytatodik a posterior
hypothalamicus areaban ¢és mogdtte a periaqueductalis sziirkedllomanyban. A
periventricularis zondban prominens, jol lathatd palyarendszerek futnak. Emberben ¢és
ragcsalokban a nucleus suprachiasmaticus hatarait rutin mikroszkopos készitményen
(pl. Nissl festés) nehéz megallapitani, de pl. vasopressin, VIP, somatostatin tartalmt
sejtei révén immunhisztokémiai jeloléssel jol elkiilonithetd. Fontos megjegyezni, hogy

a nucleus suprachiasmaticus szexualisan dimorph képlet.

Intermedier (medialis) zona

Ez a teriilet tartalmazza a legjobban elkiilonithetdé magokat. Itt talaljuk a
nucleus  paraventricularist, a nucleus supraopticust (SON), ’intermedier’
magcsoportokat, melyek szintén szexualisan dimorph teriiletek, a nucleus
ventromedialist (VMN) ¢és dorsomedialist (DMN), a corpus mammillarist (CM) és a
nucleus  tuberomammillarist (TMN). A chiasmaticus teriileten a nucleus
paraventricularis vastag sejtréteget hoz 1étre, amely felfelé és posterior iranyba kiterjed
a kamra aljatol egészen a sulcus hypothalami teriiletéig. Régcsalokban jol
elkiilonithetdek az egyes subnucleusok, de emberben csak igen nehezen.
Altalanossagban elmondhaté azonban, hogy a parvocellularis sejtek medialisan, mig a
magnocellularis neuronok ventrolateralisan helyezkednek el. Hasonlé magnocellularis
neuronok alkotjak a nucleus supraopticust, amely a tractus opticustol dorsolateralisan
helyezkedik el. A paraventricularis ¢és supraopticus magok sokkal jobban
vascularizéltak, mint a kornyezetiikben taldlhatd idegszovet. A tuberalis régidban a
nucleus ventromedialis jol elhatarolhatd, mert egy sejtszegény tertilet veszi korbe;, a
felette talalhato nucleus dorsomedialis hatarai sokkal kevésbé egyértelmiiek. A nuclei
mammillares mediales, amelyek a corpus mammillaris nagy részét képezik, igen jol

lathatéak emberben. Toliik lateralisan talalhato a nucleus tuberomammillaris, amelyet
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immunhisztokémiai modszerekkel hisztamin, galanin és GABA tartalmu neuronjai
révén lehet konnyen azonositani. Erdekes, hogy ez utobbi mag - csakigy mint a locus
coeruleus, vagy a raphe magok - diffuzan idegzik be a neocortex nagy részét, de a

hypothalamust és az agytorzs egyes teriileteit is elérik.

Lateralis zona
Ez a zona folyamatos a nucleus preopticustdl a nucleus lateralis hypothalmi-n
keresztiil a posterior hypothalamusig. A tuberalis régioban talalhatod nucleus tuberalis

lateralis még emberben is jol definialt képlet.

1.2 A hypothalamus funkcidi

A hypothalamus elsddleges €s alapvetd funkcidja a vegetativ idegrendszer €s az
endocrin rendszer miikodésének Osszehangoldsa illetve a homeostasis fenntartasa.
Tobb évtizedes, lassan egy évszazados kutatasi eredmények vilagitottak ra arra, hogy a
hypothalamus egyes magjaihoz ill. magcsoportjaihoz jol definidlhato, egymastol eltérd
szabalyoz6 funkcid kothetd. Nem a teljességre torekedve néhany fontos és jol ismert,
hypothalamicus teriilethez, anatémiai képlethez kothetd funkciot felsorolasszertien
bemutatunk:

a) taplalékfelvétel és taplalkozasi viselkedés szabalyozasa, testsulyszabalyozas

(nucleus lateralis, nucleus ventromedialis, nucleus arcuatus)

b) folyadékfelvétel — szomjusag (nucleus paraventricularis)

c) testhomérséklet szabalyozasa (nucleus anterior et posterior)

d) alvas-ébrenlét (cirkadian) ciklusos szabalyozasa (nucleus suprachiasmaticus)

e) részvétel a memoriaval ¢és viselkedéssel kapcsolatos folyamatokban ill.

szexualis viselkedés (nucleus mamillaris, nucleus ventromedialis)

f) vegetativ idegrendszer szabalyozasa (tractus hypothalamospinalis, medialis

eloagyi koteg, fasciculus longitudinalis dorsalis)

g) endocrin szabalyozas (hypothalamo-hypophysealis rendszer: magnocellularis

magok: nucleus paraventricularis et supraopticus, parvocellularis magok:

nucleus arcuatus)
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Az értekezes terjedelme és a hypothalamus rendkiviili komplexitisa nem teszi
lehetove, hogy az Osszes hypothalamicus magcsoport bemutatasra keriiljon; ezért csak
azok a magok keriilnek funkcionalis szempontbol bemutatdisra, amelyek az

ertekezésben ismertetett kutatasok fokuszaban dlltak.

1.3 A nucleus suprachiasmaticus szerkezete és cellularis
szervezddésének kialakulasa kiilonb6z6 nemii egyedekben

A nucleus suprachiasmaticus (SCN) all a legtobb ciklikus, megvilagitasi
ritmushoz kothetd (nappal-éjszaka) viselkedési, motoros aktivitasi, testhomérsékleti,
alvasi folyamat és viselkedési mintdzat neuronalis szabalyozasanak hatterében. A mag
glutamaterg beidegzést kap a retina ganglion sejtjeitol, amelyek a kiils6 megvilagitas
mértékérdl szallitanak ide informéciot, de érdekes, hogy nem alapvetd fontossaguiak
ezek a bemenetek a SCN ritmikus mitkodésének szabalyozasdhoz (Kornhauser et al.,
1996b), mert vak egyedekben is fennmarad a SCN ritmicitdsa. A SCN-ban szamos
neurotranszmitter megtalalhatd, elsdsorban vasopressin, vasoaktiv intestinalis
polypeptid (VIP), neuropeptid-Y (NPY), neurotenzin és rendkiviil komplex bels6 ¢€s
kiils6 synapticus kapcsolatrendszere van. Leirtak dendro-dendritikus kapcsolatokat is a
SCN teriiletén (Guldner and Wolff, 1996). Arrél azonban mind a mai napig kevés
informaci6 all rendelkezésiinkre, hogy a SCN miképpen képes a cirkadian ritmus
létrehozéasara, fenntartasara és szabalyozéasara. Emldsokben a SCN két f6 részbdl all: a
retinabol érkez6 bemenetek a ventrolateralis részen végzddnek, ahol elsésorban VIP
tartalma neuronok taldlhatéak. Ez a teriilet a SCN un. bemeneti (input) teriilete, mert
érkeznek még ide axonok a kozépagyi raphe magvakbdl ill. a thalamusbdl, a corpus
geniculatum laterale teriiletérél is. A SCN dorsomedialis teriilete ellenben gyér
afferentacidval rendelkezik, elsdsorban parvocellularis neuronokat tartalmaz, amelyek
arginin-vasopressin (AVP) immunreaktivak.

Ugyanakkor a SCN szerkezetében €s méretében a kiilonb6zé nemi egyedekben
anatomiai kiilonbségek figyelhetoek meg: ragcsalokban a him egyedek Iényegesen
nagyobb SCN-al rendelkeznek, mas emlosokben pedig a him és ndstény egyedek
SCN-anak alakja tér el (Gorski et al., 1978; Robinson et al., 1986; Swaab, 1995;
Hofman et al., 1996; Hutchison et al., 1999). Szintén eltérés figyelheté meg a SCN
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belsd synapticus halozataban ¢€s neuroendocrin sejtcsoportokhoz vald projekcios
viszonyaban is (Devries et al., 1981; Guldner, 1982, 1983; Horvath, 1997;
VanderBeek et al., 1997; Horvath et al., 1998). Szamos adat utal arra, hogy a
kiilonbozé nemii egyedekben megfigyelhetd egyértelmi kiilonbségek (pl. kiilonbozd
cirkadidn és szezonalis ritmusok ¢és ezekhez kapcsolddd lokomotoros aktivitds, ill.
viselkedés, alvas-ébrenléti ritmus és endocrin funkcidk) hatterében a szexualisan
dimorph SCN szerkezet huzodik (Gentry and Wade, 1976; Zucker and Morin, 1977,
Albers, 1981; Sodersten et al., 1981; Davis et al., 1983; Wever, 1984; Davis et al.,
1987; Schull et al., 1989; Atkinson and Waddell, 1997). Ezeknek a kiilonbségeknek a
human gydgyészatban is fontos szerepiik van, hiszen szamos cirkadidn ritmust érintd
human pszichiatriai korkép esetén is megfigyelhetdek nemek kozotti kiilonbségek.
Eppen ezért kiilonosen fontos, hogy a SCN szexualis dimorfizmusat és annak
kialakulasat megértsiik, alapjait tisztazzuk (Jones, 2001; Parry and Newton, 2001;
Turek et al., 2001).

Az agy szexualis differencidlodasat szteroid hormonok irdnyitjak, amelyek
hatasukat a fejlddé agyszovetre jOl meghatarozott idokozonként fejtik ki (Maclusky
and Naftolin, 1981; Arnold and Gorski, 1984; Segovia et al., 1999). Ezek az 1n.
kritikus periddusok him egyedek esetében a him nemi hormon, a tesztoszteron
termelés maximumaival (csucsaival) hozhatok Oszefiiggésbe (Hutchison et al., 1999;
Lephart et al., 2001). A tesztoszteront az aromatdz enzim alakitja 6sztrogénné, amely
az agy nemi differencidlodésaért nagymértékben felelds. Ezért a kritikus
periodusokban emelkedett prenatélis tesztoszteron szint ,,nyersanyag” szerepet tolt be,
amely Osztrogénné transzformalodva az egyes agyi teriiletek differencidlodasanak
kulcsszerepldje.

A nucleus suprachiasmaticus koordinalja a cirkadidn és szezonalis biologiai
ritmust és a ritmussal Osszefiiggésbe hozhatd viselkedési funkciok kialakitasaban is
fontos szerepe van (Moore, 1983). A SCN sejtejei kiilsé ingerek nélkiil is (pl. a fény
ritmicitdsanak hidnyaban) létrehoznak ill. fenntartanak egy majdnem pontosan 24 o6ras
ritmikus aktivitast (Kornhauser et al., 1996b; Kornhauser et al., 1996a).

Szamos kisérleti eredmény és vizsgalat utal arra, hogy a SCN (de egyéb
agyteriiletek esetében is) a szteroid hormonoknak rendszerezd, struktura kialakito

szerepiik van, és ezen funkciojuk a vizualis rendszerbdl érkezd informacidkon alapul,
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vagy legalabbis ezen informaciok integralo szerepet jatszanak
hatasmechanizmusukban. Példaul a korabban mar emlitett aromataz enzim jelen van a
fejlodé SCN, retina, tractus opticus, nucleus geniculatus valamint az 1n.
intragenicularis lemez (IGL) sejtjeiben is (Horvath et al., 1999b). Az IGL az a teriilet,
amely a thalamicus nucleus geniculatum laterale és dorsale kozott htizodik, és a SCN
cirkadian rendszerének miikodését szabalyozza projekcids kapcsolatai révén (Pickard,
1994; Moga and Moore, 1997; Moore et al., 2000). Feln6éttekben mind a SCN, mind a
IGL expresszal Osztrogén ill. progeszteron receptorokat (Shughrue et al., 1997;
Kruijver and Swaab, 2002). In vitro fenntartott SCN sejtek esetében is kimutathatd
mindkét receptor tipus (Su et al., 2001), ami arra utal, hogy az Osztrogén lokalisan
szintetizalddik, és mind a SCN mind az IGL differencialodasaban a tesztoszteron
kulcsszerepet jatszik, elsdsorban az aromataz aktivitasnak koszonhetden.

Ezért megvizsgaltuk a tesztoszteron idegrendszeri fejlddésre gyakorolt hatdsat e
két hypothalamicus teriileten. Kisérleteinkben a nemi kiilonbségeket a sejtosztodas
jelolésére elterjedten hasznalt 5-bromo-2’-dezoxiuridin (BrDU) segitségével (Dolbeare,
1996) térképeztiik fel mind a SCN, mind pedig az IGL teriiletén ill. meghatdrozzuk, hogy
a tesztoszteron milyen modulalé szerepet jatszik a SCN és IGL sejtszam kialakuldsédban a
kritikus periodus alatt (patkany esetében a prenatdlis aromatizacids aktivitdsban az

embryonalis 18 napon van a kritikus periddus (Lephart et al., 2001).

1.4 A taplalékfelvétel hypothalamicus szabalyozasa

A hypothalamus teriiletén olyan specifikus magcsoportok is talalhatok, amelyek
a perifériarol (altalaban vérkeringés utjan) érkezo szignal molekuldkat receptoraikon
felfogjak ¢s a taplaltsagi allapotnak, a szervezet pillanatnyi energiaigényének
megfelelden taplalékfelvételre, vagy éppen az étkezés abbahagyédsara utasitjak a
szervezetet. Tulzott energia felvétel esetén novekszik a testsuly, ami a leptin
felszabadulasat fokozza. A leptin els6sorban a fehér zsirszovetben termelddik és
elsddleges feladata a hypothalamicus szabalyozoérendszerek tajékoztatasa a szervezet
altalanos energiatartalékair6l. Novekvo zsirdepok és nagy zsirsejtek magas leptin
szintet eredményeznek, mig kisméretli zsirsejtek és csokkend zsirdepok csokkentik azt.
A leptin képes a nemi muikodést is befolyasolni. A vér-agy gaton atjutva a

hypothalamus nucleus arcuatusaban, illetve nucleus paraventricularisdban eldidézi
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olyan anorexigén peptidek felszabadulasat, amelyek bonyolult biokémiai folyamatok
sorat inditjak el. Ennek hatasara a szervezet felgyorsitja anyagcseréjét €s csokkenti
taplalékfelvételét. Ehezéskor a leptin szint lecsokken, ami az elébb emlitett
hypothalamicus magokban noveli a f6 orexigén neuropeptid, a neuropeptid Y (NPY)
felszabadulasat, ¢és ez a raktaroz6 folyamatok felé tolja el a szervezet
energiagazdalkodasat, ami fokozott taplalékfelvételre Osztonzi az ¢€l6lényt. A
taplalékfelvétel szabalyozasaval kapcsolatos kutatdsok foleg a hypothalamus
funkcidjanak pontos felderitésére iranyulnak. Amellett, hogy a hypothalamus
energiahdztartdsban betdltott szerepérdl egyre tobbet tudunk, vannak mas agyteriiletek
is, pl. a nucleus tractus solitarii (Ishizaki et al., 2003), a lateralis septum (Kovacs et al.,
2007), valamint az Edinger-Westphal mag (nucleus parasymphaticus nervi
oculomotorii) (Kozicz, 2003), amelyek ugyancsak részt vesznek a taplalékfelvétel
szabalyozasaban. A fent emlitett hypothalamicus teriiletek fontos szerepet jatszanak
egyes specifikus motivacidos cselekvések elinditasdban, mint pl. a taplalék
megszerzésére, a taplalék felderitésére, illetve elfogyasztasdra iranyuld

viselkedésmintazatok kialakitasaban.

1.5 A hypothalamicus hypocretin (orexin) szerepe a f6emlés6k
energiahaztartasaban

Az energia-haztartas (energia-homeostasis) szabalyozasaban  jol
koriilhatarolhatd kozponti idegrendszeri neuronalis halozatok vesznek részt, amelyek
elsdsorban hypothalamicus teriileteken lokalizalodnak, €s igen érzékenyen reagalnak
kiilsé metabolikus jelekre (Kalra et al., 1999). A human hypothalamus normal és kéros
miukodésrdl kialakitott tudasunk nagy része azonban olyan kisérletekbdl szarmazik,
amelyben ragcsalokat hasznaltak, ¢és nagyon kevés kozvetlen ismeretiink van
féemldsok energia-haztartasanak hypothalamicus mechanizmusair6l. Kiilonosképp
nem tisztazott az, hogy a hypothalamicus peptiderg energia-szabalyozas ragcsalokban
mar régota ismert haldzatainak fOemlés megfeleldje milyen idegrendszeri
strukturakhoz kothetd, illetve, hogy a két rendszer hasonlo felépitést €s mikodésii-e?

A hypocretin (HCRT, orexin) nevii peptid kizardlag a hypothalamus teriiletén
termelddik (De Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998) és régota ismert, hogy

ragcsalokban kulcsszerepet jatszik szdmos endocrin, autondm ¢és metabolikus
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folyamatban (Sakurai et al., 1998; Chemelli et al., 1999; Lin et al., 1999). Mind a
patkany, mind pedig a majom HCRT termel0 sejtei expresszalnak leptin receptorokat
¢s synapticus kapcsolatot alakitanak ki szamos centrélis, az endocrin, metabolikus €s
autdbmom szabalyozasban résztvevd hypothalamicus ill. agytérzsi kdzponttal (Horvath
et al., 1999a; Horvath et al., 1999c). A HCRT ¢és mas hypothalamicus teriiletek kozotti
synapticus kapcsolatok feltérképezése jo alapot szolgaltat ahhoz, hogy tudjuk milyen
synapticus kapcsolatok alkotjak a hypothalamicus neuronkdroket, azonban arrél nem
szolgaltat informaciot, hogy az adott kapcsolatrendszer miként miikddik és hogyan
jarul hozz4 az adott homeostaticus szabdlyozési funkcidhoz. Igen jol hasznéalhato
ennek tisztdzasara €s vizsgalatara az immuncytokémiailag konnyen kimutathatd c-fos
nevil fehérje, amely megbizhatd indikéatora a kiilonb6zé metabolikus folyamatokat
kiséro sejtaktivitasnak.

Kiilonb6z6 anyagcsere-valtozasokat kovetden patkanyban szadmos, jol
koriilhatarolhatd hypothalamicus neuronpopulacioban c-fos termelés indukalddik (Xu
et al., 1995), amihez hasonl6t majmokban is megfigyeltek (Caston-Balderrama et al.,
1998). Ezt a megfigyelést felhaszndlva arra kerestiink valaszt, hogy a majom
hypothalamicus HCRT sejtek és post-synapticus célsejtjeik vajon aktivalodnak e
anyagcsere-valtozast kovetden. Kisérleteinkben a HCRT rendszer valtozasat kovettiik

nyomon ¢heztetés hatasara.

1.6 A ghrelin szerepe a hypothalamicus energia-homeostasis
szabalyozasaban

A nemrég felfedezett ghrelin nevii hormon szamos fontos élettani funkcid
energiahdztartds szabalyozasahoz pedig elengedhetetlen. Ezt a peptid hormont A-
tipusu sejtek szekretaljak (de la Cour et al., 2001), és els6sorban a gyomor mirigyeinek
oxintikus sejtjeiben termelddik (Kojima et al., 1999; Sakata et al., 2002). De nem csak
a gyomor, hanem szamos mas szerv is termel ghrelint, igaz joval kisebb
mennyiségben. Ghrelin termelést talaltak a herékben (Tanaka et al., 2001), placentaban
(Gualillo et al., 2001), vesében (Mori et al., 2000), hypophysisben (Korbonits et al.,
2001), vékonybélben (Date et al., 2000), hasnyalmirigyben (Volante et al., 2002),
egyes lymphocytdkban (Hattori et al., 2001) és az agy is termel kis mennyiségben. A
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ghrelin termelése és mRNS expresszidja megndvekszik sulyvesztés vagy csokkent
energia-bevitel, ill. inzulin-kivaltotta hypoglykémia hatdsara (Cummings et al., 2001;
Toshinai et al., 2001; Tschop et al., 2001). Megnovekedett kaloriabevitel vagy
kronikusan pozitiv energiamérleg esetén a ghrelin termelése és elvalasztasa csokken.
Ezért azt feltételezziik, hogy a ghrelin egyfajta, a tdpcsatornabol kézvetleniil kiindulod
Htaplalkozasi jelzéfunkcié”-val rendelkezik (Horvath et al., 2001). A ghrelin a
felhasznalasat a szervezetben (Kojima et al., 1999; Arvat et al., 2000). Fontos kiemelni
azonban, hogy a ghrelin sulygyarapodést és zsirfelhalmozodast kialakitd miikodése
al., 2000; Nakazato et al., 2001). A ghrelin kozvetleniil ndveli az AGRP és NPY
peptidek mRNS expresszidjat és a nucelus arcuatusban beinditja a c-fos termelést az
AGRP ¢és NPY tartalmi neuronokban (Dickson and Luckman, 1997; Hewson and
Dickson, 2000; Wang et al., 2002). Erdekes, 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) (Horvath et al., 2001; Kamegai et al., 2001,
Tung et al.,, 2001; Tschop et al, 2002). A ghrelin NPY- és AGRP-fliggd
palyarendszerek ko-aktivacidja révén valoszinlileg endogén étvagyfokozd ¢és
energiaellato funkcioval rendelkezik (Kamegai et al., 2000; Shintani et al., 2001; Wren
et al., 2001; Tschop et al., 2002), mivel ghrelin antiszérum vagy ghrelin antagonistak
alkalmazdsa megakadalyozza a pozitiv energia-mérleg kialakuldsat (Nakazato et al.,
2001).

Mivel ghrelin elsdsorban a gyomor és a belek szekrécidja révén keriil a
vérkeringésbe, de hypothalamicus idegsejteken fejti ki hatasat, hatdismechanizmusaban
igen fontos, hogy hogyan jut at a vér-agy gaton. Egér kisérleti rendszerben meglepo
eredmények sziilettek a ghrelin transzportjaval kapcsolatban: acetilalt ghrelin minden
tovabbi nélkiil athaladt a agy > vérkeringés iranyban, de az ellentétes, vérkeringés =
agy irdnyu transzport szinte elhanyagolhatd (Banks et al.,, 2002). Megfigyelték
azonban, hogy vagotémidt kovetden a periférids ghrelin hypothalamicus hatésa
megszinik (Date et al., 2002), ami azt sugallja, hogy a ghrelin agyra gyakorolt direkt
hatasa endogén eredetli (Tschop et al., 2000; Nakazato et al., 2001). Ezért azt tiiztiik ki

célul, hogy megvizsgaljuk, hogy a ghrelin milyen centralis mechanizmusokon
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keresztiil képes a leptin energiahdztartasra gyakorolt hatasainak kiegyensulyozésara.
Ehhez megvizsgaltuk a hypothalamicus ghrelin-expresszié mintazatat, azt, hogy mely
neuronokon vannak specifikus ghrelink6tOhelyek, és a ghrelin elektrofiziologiai
hatasdt a korabban mar leptin-érzékeny idegrendszeri teriiletként azonositott
halozatokra. Tovabba megvizsgaltuk a ghrelin szerepét abban a komplex neuropeptid
tartalmu idegrendszeri halozatban, amelyrdl régodta ismert, hogy kulcsszerepet jatszik a
taplalkozas €s az anyagcsere szabalyozasaban, azt remélve, hogy ezaltal jobban

megérthetjlik a ghrelin energiahdztartas-szabalyozasaban betoltott szerepét.

1.7 A nucleus arcuatus melanocortin rendszerének
neuroanatémiai szerkezete és szerepe a hypothalamicus
szabalyozasban

A negativ energiaegyensuly jellegzetes fenotipusa jelenik meg hypothalamicus
hypogonadismus esetén (Bjorkelund et al., 1996; Judd, 1998). Az energiaraktarak
megfeleld telitettsége azonban ezt a folyamatot képes visszaforditani. Ez az evolucios
adaptacios mechanizmus teszi lehetové egyén ill. az egyed szamara, hogy tulélje
(,,kibojtolje”) azokat az idOszakokat, amikor nem all rendelkezésre elegendd
mennyiségi taplalék (Wade et al., 1996). Nostény egyedekben az energiaraktarak
megfeleld telitettségének még nagyobb jelentdsége van, hiszen legalabb 10% testzsir
sziikséges ahhoz, hogy a normalis ovulacios ciklus beinduljon (Frisch and McArthur,
1974). Hypogonadotrop hypogonadismus gyakran fordul elé a genetikus leptin-
szignalizacio elégtelensége miatt elhizott egyedekben (Caprio et al., 2001; Gao et al.,
2004). Leptin-elégtelenség esetén a zsirszovet felhalmozdodasa és az elhizas fokozodik
(Zhang et al., 1994). Olyan reproduktiv diszfunkciokkal rendelkezd egerekben,
amelyek genetikailag nem képesek leptin termelésre (az un. ob/ob egértdrzs), leptin
kezelés normalizalja a karosodott repoduktiv funkcidikat. Ez egyértelmiien arra utal,
hogy minimdlisak a leptin-deficiencia okozta azon agyi strukturdk fejlodési
rendellenességei, amelyek reprodukcids szabalyozasban vesznek részt (Chehab et al.,
1996). Leptin-elégtelenségben szenvedd betegeknél is megfigyelték, hogy leptin
kezelés visszaallitja a gonadotrop hormonok felszabaduldsat serkent6 (in. releasing)

crer

pubertaskori nemi fejlédést is (Chehab et al., 1996), ami arra utal, hogy a leptinnek
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kulcsszerepe van a reprodukcidé hypothalamicus szabalyozdsaban. Normal nemi
ciklusi noékben a leptin periférids szintjének valtozdsai pozitivan és eroteljesen
korreldlnak az LH és az Osztrogén szintjével (Licinio et al., 1998), ugyanakkor
hypothalamicus amenorrhoedban szenveddé ndkben mind az 4tlagos, mind a napon
beliili leptin ritmus karosodik ill. megvaltozik (Laughlin and Yen, 1997; Miller et al.,
1998). Erdekes, hogy a leptin képes visszaallitani a reproduktiv funkciokat éhezé
allatokban és emberekben egyarant, még akkor is, ha az energiatartalékok nem is
toltddnek fel ezzel parhuzamosan. Ad libitum taplalt egerekben pedig a leptin
felgyorsitja a szexudlis érési folyamatokat (Ahima et al., 1997; Chehab et al., 1997).
Nemrég figyelték meg, hogy egy rekombinans leptin képes volt az atlag 6sztrogén- és
LH- szintjének ¢és kibocsatasi frekvenciagjanak (in. LH ’pulzus’) novelésére is, és
javitotta a reprodukcios funkciokat hypothalamicus amenorrhoeaban szenvedd néknél
(Welt et al., 2004). Lipodisztrofias betegeknél leptin-kezelés hatdsara normalizalodik a
hypophysis és a gonadok kézotti kommunikacié (Oral et al., 2002). Ismert az is, hogy
patkanyokban, a leptin kozvetleniil a hypothalamusban fejti ki hatdsat és serkenti a
egyfajta ,.energiaszint-jelz6” szerepe van a hypothalamusban, amely a szaporodési
funkciok hypothalamicus szabalyozasanak elengedhetetlen feltétele. Amikor a leptin
szintje lecsokken vagy zavart szenved, az agy mintegy kikapcsolja a GnRH és az LH
hormonok ciklusat, amelynek eredményeképpen hypothalamicus hypogonadismus €s
ezzel egylitt terméketlenség alakul ki. A leptin GnRH aktivitasra gyakorolt hatasat a
nucleus arcuatusban taldlhatd pro-opiomelanocortin (POMC) neuronok kozvetitik
(Gao et al., 2004; Gao and Horvath, 2007). Ezek a neuronok kozvetlen kapcsolatban
allnak a GnRH termel6 sejtekkel (Leranth et al., 1988).

A GnRH neuronok kiilonleges hypothalamicus sejtek, hiszen fejlodésiik soran a
szagloplacodbol migracid révén jutnak el az eldagyi preoptikus / Broca-féle diagonalis
koteg hatarteriiletére (Schwanzel-Fukuda et al., 1992). A GnRH sejtek a mediobasalis
hypothalamus eminentia mediana teriiletére projektalnak, ahol a portélis keringésbe
juttatjak az altaluk termelt GnRH-t, ezéltal szabalyozzak az anterior hypophysis sejtek
LH-termelését (Schwanzel-Fukuda et al., 1992). Szinte alig van informacionk arrol,
hogy a GnRH expresszald sejteknek mely egyéb agyteriiletekkel van kapcsolata, ha
egyaltalan létezik ilyen. Ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a GnRH sejtek
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axonterminalisai vajon eljutnak-e a nucleus arcuatus POMC-termeld sejtjeihez, ill.
l1étezik-e kapcsolat a két rendszer kozott. Mindkét rendszer kulcsszerepet jatszik a
hyothalamicus funkcidkban: a GnRH sejtek a szaparodési funkciokban mig a POMC
sejtek a taplalkozas, az energiafelhasznalas €s a glilkéz homeostasis szabalyozasahoz
elengedhetelenek (Gao and Horvath, 2007).

Mivel a nucleus arcuatus POMC sejtjei alapvetd szerepet jatszanak a
taplalékfelvételben, mitkddésiikben bekovetkezd zavar alapvetden befolydsolja az
energiahaztartas szabalyozasat. Ismert, hogy az elhizas és a 2-es tipusu diabetes egyre
nagyobb méreteket 6lt az un. nyugati civilizdcioban. Mégis, a taplalékfelvétel és az
energiafelhasznalds kozotti egyensuly biologiai hatterét még nem teljesen ismerjiik
(Gao and Horvath, 2007). Az inzulin és a zsirszovet altal termelt leptin szamos
hypothalamicus kozponton keresztiil fejtik ki hatdsukat. Amint azt kordbban mar
emlitettlik, a nucleus arcuatus kiilondsen gazdag leptin- €s inzulin recpetorokban. Az
ARC tertiletén ezek a receptorok €ppen az étvagycsokkentd hatasukrol ismert POMC-
expresszalo sejtek felszinén fordulnak elé legnagyobb mennyiségben (Gao and
Horvath, 2007). A POMC tartalmt idegsejtekhez szamos axon tér, kozottilk mind a
GABA, mind a glutamat tartalmtiakat megtalaljuk, amely a ARC neuronok kiterjedt és
sokszinli neuronalis kontrolljara utal. Szamos eredmény tamasztja ala a serkentd és
gatld bemenetek kozotti egyensuly funkciondlis jelentoségét és tudjuk, hogy ezen
bemenetek befolyasoljak az anyagcsere-haztartast (Pinto et al., 2004; Gao et al., 2007;
Horvath et al., 2010). Elektronmikroszkdpos vizsgalatok kimutattak, hogy a POMC
neuronokon talalhat6 legtobb asszimetrikus synapsys glutamaterg és ezek a neuronok
AMPA receptorokat is expresszalnak (Gao et al., 2007). Erdekes, hogy a legtobb
POMC sejt csak az AMPA receptorok GluR-1-es altipusat expresszalja és csak
néhanyban fordul el a GluR-2-es altipus (Gao et al., 2007).

A POMC neuronokon a GluR-1-es altipus dominancidja arra enged
kovetkeztetni, hogy a glutaméat kotddést kovetden kialakuld calcium bedramlas (influx)
egy kalcium-kotd fehérje, a parvalbumin indukcidjat okozza (Moga et al., 2002). Arra
voltunk tehat a tovabbiakban kivancsiak, hogy a ARC 0sztrogén kezelés hatdsara
megnovekedett serkentd bemenetei befolyasoljak-e a POMC sejtekben talalhato

parvalbumin expresszidjat? Ezért kontroll és Osztrogénnel kezelt allatok ARC-nak
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vizsgalatat végeztiik el, és a parvalbumin szintjének valtozasait kovettiikk 0sztrogén-

kezelés hatasara.

1.8 A hypothalamus plasztikus szabalyozémiikédésének szerepe
az elhizasban

Az elhizas hatékony és biztonsagos gyogyszeres kezelése mind a mai napig
nem megoldott, aminek a legfdbb oka az, hogy nem kellen tisztazottak az elhizas
hatterében huzodd pathologias folyamatok. Egyéltalan nem ismert, hogy magas
kaloriatartalmu taplalék tartos fogyasztasa esetén miért hajlamosak egyesek elhizni,
masok pedig ellendllni a sulygyarapodasnak. A legelfogadottabb modell szerint a
teststily-szabalyozas hatterében kozponti idegrendszeri specifikus neuronhdlozatok
koordinacios miikodése all, amelyek a periférids energia-metabolizmust szabalyozzak
a kornyezeti ingerek, a keringd tdpanyagmolekuldk és az endocrin jelzérendszer
segitségével (Gao and Horvath, 2007).

A patkanyokban megfigyelt taplalkozasfiiggd elhizas szamos tekintetben
megfelel az embereknél tapasztalt elhizasi folyamatoknak: magas kaldriatartalmu
taplalék hatasara elhizasra hajlamos (Diet Induced Obesity — D10), és annak ellenallo
(Diet Resistent — DR) patkanyok ezen tulajdonsédgai rdadasul genetikailag 6roklddnek
(Levin et al., 1997; Levin and Keesey, 1998; Levin and Dunn-Meynell, 2000; Levin et
al., 2003). Mivel a patkanyok ezen két genetikai valtozata magas kaldriatartalmu
taplalék (High Calorie Diet - HCD vagy High Fat Diet - HFD) fogyasztasa elott
egyforman sovanyak, ¢és ezért tulajdonképpen morfologiai ¢és anatomiai
paramétereiknél fogva hasonloak, rendkiviil hasznos modellallatok lehetnek az elhizas
pathogenesisének és idegrendszeri szabalyozasanak tanulmanyozasara (Levin et al.,
1997; Levin and Keesey, 1998; Levin and Dunn-Meynell, 2000; Levin et al., 2003).
Segitséglikkel megérthetjik a human elhizads hatterében huzodd idegrendszeri
folyamatokat.

Jelenlegi ismeretienk szerint a kozponti idegrendszer melanocortin
rendszere a testsulyszabalyozas ‘primum movens’-e (Cone, 2006; Gao and Horvath,
2007). Hibas melanocortin receptorokon (MC4R) keresztiil zajl6 jelatvitel, illetve nem
megfeleld mennyiségli funkciondlis endogén melanocortin agonista (amely a

hypothalamus POMC termel6 sejtjeiben termelddik) mind ragcsalokban, mind pedig
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emberben elhizasi hajlamot alakit ki (DIO, Farooqi et al., 1999). Ezzel ellentétben, a
nucleus arcuatus AGRP expresszald sejtjeinek célzott elpusztitasa - amely neuronok
termelik az MC4R inverz agonistdjat, és fizioldgias koriilmények kozott a POMC
neuronokhoz ténikus gatlast kozvetitenek - a taplalékfelvétel megsziinését, sulyos
testsulycsokkenést, €s végiil halalt okozhat (Gropp et al., 2005; Luquet et al., 2005).
Ugyanakkor a POMC-expresszalé neuronok nem megfeleld afferens stimulacioja (pl.
nem megfeleld leptin vagy inzulin mennyiség vagy szignalizacid) esetén csokken a
melanocortin tonus a kdzponti idegrendszerben, ami bizonyos esetekben hozzajarulhat
az elhizési hajlam kialakulasahoz.

Az AGRP ¢és POMC neuronok transzkripcios szabalyozasa mellett (melyben
elsdsorban a leptin, a ghrelin és egyéb afferens szigndlmolekuldk vesznek részt), a
keringési redszerben eldforduld6 metabolitok lehetnek a melanocortin-AGRP
rendszerre kdzvetlen hatassal, nevezetesen megvaltoztathatjak ezen idegsejtek tiizelési
ill. aktivitasi mintazatat in vitro (Cai et al., 1999; Cowley et al., 2001; Cowley et al.,
2003). Mindemellett szamos bizonyiték tamasztja ala, hogy azok a specifikus
hypothalamicus és extrahypothalamicus neuronrendszerek kozott kialakult reciprok
kapcsolatok - amelyek kulcsszerepet jatszanak az energiahaztartds endocrin
szabalyozasanak és az ezzel Osszefliggd viselkedési mintazatok kialakitasaban -
megvaltoznak metabolikus hormonok, pl. a leptin és a ghrelin hatasara (Pinto et al.,
2004; Horvath and Gao, 2005; Abizaid et al., 2006; Diano et al., 2006; Gao et al.,
2007; Andrews et al., 2008). Kiilonosen a hypothalamicus POMC idegsejtekkel
kapcsolatban 4116 serkentd és gatlo bemenetek reagédlnak intenziven a periféras
hatasokra, amelynek eredményeképpen a teststlyszabalyozas zavart szenved (Horvath
and Diano, 2004). Ezek a megfigyelések vezettek ahhoz a hypothesishez, miszerint a
melanocortin rendszer bemeneti synapticus szervezodése ill. plaszticitdsa alapvetoen
befolyasolja az un. ,,anyagcsere fenotipust” (Horvath, 2005).

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 ko6zott, még azel6tt, hogy az adott allatra jellemz6 anyagcsere
fenotipus kialakulna, és hogy a kiilonb6z0 metabolikus allapotokra adott valaszuk
soran van-e kiilonbség a synapticus valasz tekintetében. Ehhez olyan Sprague-Dawley

patkany torzseket hasznaltunk, amelyek genetikusan elhizasra hajlamosak (DIO) vagy
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annak ellenalléak (DR) voltak, de normal (standard) taplalék fogyasztdsa esetén
(standard diet - SD) nem mutatnak kiilonbségeket (Levin et al., 1997; Levin and
Keesey, 1998; Levin and Dunn-Meynell, 2000; Levin et al., 2003). Ugyanezeket a
kérdéseket C57Bl6 egértorzs esetében is megvizsgaltuk, amelyek szintén standard

vagy magas kaloriatartalmu taplalékot kaptak.

1.9 A hypothalamicus NTPDaz-3 purinerg rendszer cellularis
szerkezetének morfoldgiai és funkcionalis vizsgalata

A sejten beliili purinerg szignaltranszdukcio mar évtizedekkel ezel6tt felkeltette
a kutatok érdeklodését. Ismert, hogy nukleotid-trifoszfatok (ide tartozik a legismertebb
adenozin trifoszfat, ATP is) nem csak intracellularis energiaraktarozasi funkcidval
rendelkeznek. Az ATP példaul hydrolizalt szairmazékai termelésének (ADP, AMP és
adenozin) szubsztratja is egyben, amelyek specifikus ligandként hatnak kiilonb6z6
purinerg receptorokon (pl. P,X, P,Y, Py) (Burnstock, 2007). Szdmos adat utal arra,
hogy a purinerg volt az evoluci6 soran elséként kialakult szignaltranszdukcios
rendszer (Appelbaum et al., 2007). Purinerg receptorok széles skalajat latjak el
specifikus liganddal az ATP hidrolizaciés aktivitassal rendelkezé transzmembran
ektonukleotiddz (NTPDazok) és 5’-ektonukleotiddz enzimek. Az ismert purinerg
ektonukleotiddzok koziil, a NTPD4z 1-3 tipusat patkany agyban is leirtak. NTPDaz-3
expressziot neuronokban, gliasejtekben és hamsejtekben figyeltek meg (Wang and
Guidotti, 1998), mig az NTPDaz-2 az idegrendszer fejlodésében jatszik fontos szerepet
(Braun et al., 2003). Az NTPDaz-3 klonozasa eloszor 1998-ban sikeriilt (Smith and
Kirley, 1998), késébb kimutattak, hogy az NTPDaz-3 mRNS az agyban és a
hasnyalmirigyben fordul el a legnagyobb mennyiségben (Chadwick and Frischauf,
1998). Az NTPDaz-3 idegrendszeri megoszlasat és lokalizacidjat csak nem régota
ismerjiik (Belcher et al., 2006). NTPD4z-3 immunreaktivitdst kizarolag idegsejtek
mutatnak és a legtobb immunreaktivitds axonra emlékeztetd képletekben volt,
elsdsorban a hypothalamus, a thalamus és a kozépagyi strukturak teriiletén.
Immunreaktiv sejttesteket kizardlag a hypothalamus nucleus lateralisa és nucleus
arcuatusa teriiletén lokalizaltak. Mivel ezek a hypothalamicus magvak elsésorban a
taplalékfelvétel és a reprodukcid szabdlyozdsaban jatszanak igen fontos szerepet,

feltételeztiik, hogy az NTPDaz-3 is résztvesz ezen funkcidk szabalyozasaban. Ezek a
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kovetkeztetések csupan az NTPDaz-3 immunhisztokémiai megjelenésének
fénymikroszkopos feltérképezésén alapultak, azonban nincsen informacionk ezen
fontos purinerg jelatviteli rendszer subcellularis megoszlasarol, architektardjarol, ami
elengedhetetleniil sziikséges az NTPD4z-3 cellularis funkcidinak megértéséhez. Ezért
tlztik ki célul, hogy feltérképezzilk immunhiszokémia ¢és elektronmikroszkdpia
segitségével az NTPDaz-3 intracelluléris elrendez6dését him patkanyokban. Arra is
kivancsiak voltunk, hogy vajon az NTPDaz-3 a serkentd, gatld, esetleg mindkét
rendszerrel kapcsolatban van-e. Ezért kolokalizaltuk az enzimet a glutaminsav
dekarboxilaz (GAD) enzimmel, amely a GABA gatld neurotranszmitter eléallitasahoz
sziikséges, ¢és kizarolag GABAerg profilokban lokalizalodik. Mivel a ventrobasalis
hypothalamus ismerten 0sztrogén érzékeny, arra is kivancsiak voltunk, hogy 6sztrogén
(17B-0sztradiol, E2) hatdsara hogyan valtozik meg az NTPDaz-3 mennyisége
ovariectomizalt, ill. ovariectomia utdn E2-kezelésen atesett ndstény patkdnyok

hypothalamusa esetében.
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2. CELKITUZESEK

Kutatasunk legfontosabb célkitlizése, hogy felderitsiik a hypothalamicus rendszer
miikodésének egyes molekularis, szerkezeti €s cellularis hatterét, hogy ezaltal jobban
megértsik ezen komplex agyteriilet miikodését és jelentdségét. Kutatasainkat az alabbi

kérdések megvalaszolasa vezérelte.

A hypothalamicus nucleus suprachasmaticus felnétt allatban szexualisan dimorph mag,
amely dimorphismus az embryondlis fejlodés soran alakul ki. Igen kevés ismerettel
rendelkeziink a nemek kozotti kiilonbségek kialakuldsanak mechanizmusardl, ezért
kisérleteink soran a kovetkezoket vizsgaltuk:

— Nemre specifikus szamban és eloszlasban vannak- e jelen késoi prenatalis korban
ujonnan kialakulo SCN és IGL neuronok?

— Megvaltoztik-e a kesoi prenatalis korban ujonnan kialakulo neuronok nemre specifikus
szama és eloszldasa a tesztoszteron hatasara?

— Milyen neurokémiai természetiiek az SCN-ban és IGL-ben ujonnan keletkezett sejtek?

A taplalékfelvétel szabalyozasaban szerepet jatszo hypocretin-expresszald neuronhaldzat
ragcsalokban igen jol jellemzett, azonban a fOemldsok esetében alig ismert az
anyagcserevaltozdsok hatasara 1étrejové hypothalamicus synapticus valasz a HCRT
rendszerben.

— Megvizsgaltuk tehat, hogy milyen hatdassal van az anyagcsere-valtozas a foemlosok

hypothalamicus hypocretin (orexin)-tartalmu sejtjeire és azok postsynapticus célsejtjeire?

A gyomor-bélrendszer altal termelt ghrelin hormon alapvetd szerepet jatszik a
taplalékfelvétel szabalyozasaban, képes ellensulyozni a zsirszovet altal termelt leptin hatasat.
Szamos adat utalt arra azonban, hogy endogén eredetli ghrelin is kulcsszerepet jatszik a
hypothalamus energiahaztartast szabalyozd funkciojaban. Kisérleteink soran a centralis
ghrelin rendszer cellularis és funkcionalis tulajdonsagaira voltunk kivancsiak €s a kdvetkezo
kérdésekre kerestlink vélaszokat:

— Milyen hypothalamicus mechanizmusokon keresztiil képes a ghrelin a leptin

energiahdztartasra gyakorolt hatasainak kiegyensulyozasara?
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— Milyen szerepet jatszik a ghrelin abban a komplex neuropeptid tartalmu idgerendszeri
halozatban, amelyrol régota ismert, hogy kulcsszerepet jatszik a taplalkozds és az

anyagcsere szabalyozasaban?

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 kdrnyezete,
kapcsolatainak jellege és az altaluk termelt neuropeptidek és felszini receptorok mennyiségi
¢s mindségi jellemzoi alapvetden befolyasoljak ezen hypothalmicus mag funkcidjat. Ezért
az ARC cellularis és funkcionalis vizsgalata soran a kdvetkezo kérdésekre kerestiik valaszt:
— Eljutnak-e a GnRH sejtek axonterminalisai a nucleus arcuatus POMC-termelo sejtjeihez,
ill. letezik-e reciprok kapcsolat a két rendszer kozott?

— Befolyasoljak-e a POMC sejtekben talalhato parvalbumin expressziojat a nucleus
arcuatus osztrogen kezelés hatdasara megnovekedett serkento bemenetei?

— Kiilonbozik-e a POMC neuronok kvalitativ és kvantitattv bemeneti  synapticus
szervezodese azelott, hogy az adott dllatra jellemzo anyagcsere fenotipus kialakulna?

— A kiilonbozo metabolikus dllapotokra adott valaszuk soran mutatnak -e kiilonbséget a
melanocortin rendszer synapticus dtrendezodésében az elhizasra hajlamos és nem

hajlamos allatok?

A purinerg jelatviteli rendszer tagja, az NTPD4z-3 ektonukleotidaz ragcsalo agyban
kizar6lag a hypothalamus nucleus lateralis és nucleus arcuatus teriiletén talalhato
idegsejtekben termelddik. Mivel mindkét mag alapvetd szerepet jatszik a taplalékfelvétel és a
szexualis funkcok szabalyozasaban, az NTPD-4z-3 rendszer vizsgalata soran a kovetkezd
kérdésekre kerestiink valaszt:

— Milyen a hypothalamicus NTPDaz-3 intracellularis szervezodeése illetve serkento és gatlo
rendszerekkel kialakitott kapcsolata him patkanyokban?
— Hogyan valtozik meg osztrogén hatasara a hypothalamicus NTPDdz-3 mennyisége

ovariectomizalt, ill. ovariectomia utan E2-kezelésen atesett nostény patkanyoknal?
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3. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Felhasznalt gerinces allatok

Az eml6s agy szerkezeti vizsgalatahoz a ragcsalok (és féemldsok) tokéletesen
megfelelnek, hiszen a legtobb, protein ellen késziilt antitestet ragcsalod antigének ellen
termeltek, ezért ezek az allatok az idegrendszer kutatasara a legmegfelelobb kisérleti
modellek. Leggyakrabban Sprague-Dawley patkanyokat és egereket hasznaltunk, ill
egy esetben majmot (Ceropithecus aethipos). A kisérleteket minden érintett intézet
etikai és allatvédelmi bizottsdga jovahagyta, azokat a hatdlyos jogszabalyoknak és
direktivaknak ill. rendeleteknek megfelelden végeztiik.

A kisérleteket embryonalis, valamint felndtt, 3-5 honapos Sprague-Dawley
patkanyokon (230-250g), C57BL/6] egereken (Enriori et al., 2007), ghrelin-KO
egereken, NPY neuronokban sapphire-green fluorescent proteint (NPY-SFP)
expresszald transzgenikus egereken, green-fluorescent proteint POMC sejtekben
(POMC-GFP) expresszalo transzgenikus egereken (Diano et al., 2003), valamint
majmon végeztik (3.5-4.0 kg). A majmok egy masik, kisérleteinkt6l fiiggetlen
vizsgalat soran petefészek-eltavolitason estek at (ovariectomia, ovx). Az allatokat
altalaban standard laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk, ad [libitum viz és

taplalkozas mellett, 12 6rds megvilagitasi periodusban.

3.2 Kisérleti elrendezések és egyéb beavatkozasok

A Kkisérletekbe vont allatok fajdalmat nem, az extermindlds el6tt csupan az
altatdszer (altaldban ketamin és xylazine keveréke) beadasaval jard kellemetlenséget
éreztek. A teljes érzéketlenség megallapitasa utan, a mellkas megnyitasat kovetden az
allatokat a bal szivkamran keresztiil perfundaltuk heparinizalt fiziologias so6oldattal,
majd kiilonféle Osszetételi 0,1M foszfat pufferben (PB) feloldott fixaloval (a
leggyakrabban 4% paraformaldehidet, 15% pikrinsavat és 0,1-2% glutdraldehidet
tartalmazott). Az agy kiemelése utan Vibratommal készitettlink 4ltalaban kb. 50-90 um

vastag metszeteket.

21



dc_25 10

Tesztoszteronkezelés és BrDU beadas

A vemhes patkdnyok egyenként, miianyag ketrecekben voltak elhelyezve. A
vemhes patkdnyok egyik fele naponta tesztoszteron proprionat (TP, 10mg/0.1 mL
szezam olaj) subcutan injekcidt kapott a vemhesség 15. napjatol egészen sziilésig. A
kontroll 4llatok csak vivéanyagot (szezam olajat) kaptak subcutan (n = 5,
csoportonként). Minden vemhes patkany egyszeri, intraperitonealis 5-bromo-2’-
dezoxiuridin mitoticus jelzdanyagot tartalmazo injekciot (50mg/kg testsuly, Sigma)
kapott a vemhesség 18. napjan (E18 — 18. embryondlis nap). Mivel a BrDU képes
atjutni a placentdn ¢és beépiil az oszt6do sejtekbe, a kezelés gyakorta hasznalatos a
fejlodé magzat osztodasban 1éve sejtjeinek megjelolésére. Hatvan nappal a
sziiletésiiket kovetéen a him és ndstény egyedeket random modon csoportokba

osztottuk és exterminaltuk.

Osztrogén kezelés

Az Osztrogént bor ald beiiltethetd kapszuldkon keresztiil juttattuk az allatokba.
A kristalyos Osztradiollal (Sigma, Németorszag) toltott 1cm hosszu, 1.98mm atmérdji
Silastic kapszuldkat (Dow Corning, USA) anesztézia alatt iiltettiik be subcutan,
intrascapularisan. A kontroll allatokba iires kapszulat helyeztiink. Az allatokat a

beiiltetés utan 4 héttel dolgoztuk fel.

Kolchicin kezelés
Kolchicin  beadds mindig a perfluzi6 elétt 24 o6rédval  tortént,
intracerebroventricularisan, ketamin anesztézia alatt (80ug kolchicin-HCl 20ul

fiziologias sooldatban).

Taplalék megvonas ill. specialis taplalas
Majmok

A majmokat két csoportba osztottuk (n = 3 csoportonként). Az egyik csoport 24
oran keresztiil nem kapott taplalékot, mig a masik csoport ad libitum fogyaszthatott.
Patkanyok

Feln6tt 7 honapos DIO és DR patkdnyokat hasznaltunk fel taplalkozasi
kisérleteinkhez (outbred Srague-Dawley elhizasra hajlamos (DIO) és nem hajlamos (DR)
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patkdnyok, szelekiven tenyésztve). Az allatokat egyesével helyeztiik el ketrecekben, 22
°C-ot, és 12 oOras megvilagitasi ciklust alkalmaztunk. N = 6 db testsuly és életkor
szempontjabol megegyezd patkanyt vizsgaltunk egy csoportban, amelyek a kovetkezdek
voltak: DIO-SD, DIO-HFD, DR-SD, DR-HFD. Az allatok 3 honapig normal (standard)
vagy magas zsirtartalmu taplalékot kaptak (Altromin, Lage, Németorszag). A standard tap
(Art. No. 1324) 4% zsirt, 50.5% szénhidratot és 19% fehérjét (w/w) tartalmazott 13%
(zsirbol), 63% (szénhidratbol), ill. 24% (fehérjébdl) kinyerhetd emésztés soran
felszabadul¢ teljes energiaval (11.8 kJ/g). A magas zsirtartalmu tap (Art. No. C1057) 15%
zsirt, 47% szénhidratot és 17% fehérjét (w/w) tartalmazott, 34% (zsirbol), 48%
(szénhidratbol), ill. 17% (fehérjébdl) kinyerhetd emésztés soran felszabaduld teljes
energiaval (11.8 kJ/g). Az étel és a viz ad libitum az allatok rendelkezésére allt. A testsuly
hetente egyszer mértiik. A testosszetételt minden patkany esetében NMR technologiaval
vizsgaltuk (Teljes Testosszetétel Analizis, EchoMRI). A méréseket minden patkény
esetében elvégeztiik a 3 honapos taplalasi periodus végeén.
Egerek

Az NPY ill. POMC sejtek synapticus bemenetét elhizadsra hajlamos ill. nem
hajlamos egereken is vizsgaltuk. Az egerek metabolikus fenotipusara vonatkozo adatok
egy korabbi publikacid targyat képezik (Enriori et al., 2007). Roviden: 6 hetes C57BL/6J
(Jackson laboratoires, Bar Harbor, ME, USA) egerek GFP- NPY (C57BIl ) ¢s GFP-POMC
(C57 BI6) egerekkel keresztezett valtozatat standard (Purina Lab Chow #5001, Ralston
Purina Corp, St. Louis, MO, USA) vagy magas zsirtartalmu (HFD - Rodent Chow
#D12451, Research Diets Inc. , New Brunswick, NJ, USA) taplalékkal etettiink ad libitum
20 ill. 37 hétig. A standard tap 12.1% zsirt, 59.8% szénhidratot és 28% fehérjét (w/w)
tartalmazott, 3.3 kcal/g kinyerhetd energidval, mig a magas zsirtartalmu tap 45% zsirt,
35% szénhidratot és 20% fehérjét (w/w) tartalmazott, 4.57 kcal/g kinyerhetd energiaval.
5db egér keriilt egy ketrecbe, melyek testsulya hetente lemérésre keriilt. A teljes HFD
taplalt populacio egy részénél 30%-os teststlygyarapodast tapasztaltunk 20 hét alatt (DIO
egerek), mig masik részénél minddssze 6% gyarapodas volt megfigyelhetd (DR egerek) a
standard taplalast kontrollcsoporthoz viszonyitva. Az NPY ¢és POMC sejtek
metszeteken. A kapillarisok szamat és atmérdjét is kvantifikaltuk a metszeteken (a nucleus
arcuatus teriiletérdl véletlenszerlien készitett 813x nagyitasti felvételt hasznaltunk,

csoportonként n = 5 allatbol).
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Immunoassay

A plazma leptin ¢és inzulinszintje Luminex Multiplex Analizatorral keriilt
meghatarozasra (Luminex Corp., Austin, TX, USA). A plazma teljes ghrelin szintjének
meghatarozasa  kereskedelmi  forgalomban  elérheté, rutin  radioimmunoassay

(PhoenixPeptides, Burlingame, CA, USA) vizsgalattal tortént.

Western blot vizsgalatok

A szovettani mintdkat homogenizaltuk 20mM Tris-HCL, pH 7.5, 150mM NaCl,
ImM PMSF, ImM EGTA, 1mM EDTA, 2,5 mM natrium-pirofoszfat ill. 1-beta-
glicerol foszfat és ImM Na;VO, oldatban, amelyek a kdvetkezd antiproteolitikus
komponenseket is tartalmaztdk: 10pg/ml leupeptin, 10 pg/ml pepstatin, 1pg/ml
aprotinin, valamint 1% TritonX-100 és 0,05% natrium dezoxikolat. Az ultrahangos
kezelés ¢és centrifugaldas utan (14000 x g 1 percig 2 celsius fokon) a
fehérjekoncentraciot BCA protein assay segitségével hataroztuk meg (Pirce Rockfort,
USA). A blot-membrant TBS-T ill. 5% zsirmentes tej oldataval blokkoltuk 1 6ran at,
majd a primer antiszérummal torténd inkubécio kovetkezett. Az immunreaktiv sdvokat
tisztitott, kemilumineszcens rontgenfilmeken detektaltuk. Minden blotrol tobb felvétel
késziilt és a film linearis tartomanyaba esdket hasznaltuk denzitometrids vizsgalatokra.
A Dbemutatott eredmények reprezentativ felvételek, amelyek legalabb harom,

egymastol fliggetlen kisérlet eredményét jol tiikkrozik.

3.3 Felhasznalt antitestek

Kisérleteinkben az aldbbi antitesteket ill. antiszérumokat hasznaltuk fel
eredmények fejezetben az egyes kisérleteknél adjuk meg, ill. az adott publikacio
tartalmazza.

Egér anti-BrDU (Beckton-Dickinson), Nyul anti-GAD (Sigma), Nyul anti
NTPDaz-3 (KLH14) (Terence Kirley laborjabol — 1d. (Belcher et al., 20006), nyul-anti
AVP (ICN), egeér anti-calbindin-D28K (Sigma), nyul anti-GFAP (Sigma), nyul anti
VIP (Immunostar) nyul anti-GnRH, eger anti-GFP (Sigma), kecske anti-c-fos
(Cambridge Research Biochemichals Inc.), nyul anti-HCRT (De Lecea et al., 1998;
Horvath et al., 1999a), nyul-anti ghrelin és nyul anti-TRH (Cowley et al., 2003).

24



dc_25 10

3.4 Fluoreszcens immunhisztokémia
A metszetek 20%-0s normal szérumban torténo blokkolasat

szobahdmérsékleten, 4-12 ora hosszan primer antitestekkel torténd inkubacio kovetett.
Mosas utan fluoreszcens festékkel jelolt szekundér antitestekkel torténd inkubacio
kovetkezett (Texas-Red konjugalt anti-nyul, fluoreszcein-konjugalt anti-egér, Vector).
Ujboli mosast kovetéen a metszetek targylemezre keriiltek Vectashield (Vector)

bedgyazd anyag segitségével.

3.5 Immunperoxidaz immunhisztokémia
A metszeteket a szabad aldehid-csoportok eltdvolitdsa végett 1% NaBH,

kezeltiik, ezt 3%-0s H,O, inkubécid kdvet, mindez 0,1M PB-ben, majd 20%-0s normal
szérumban torténd blokkoldst kovetden primer antitestekkel torténd inkubacid
kovetkezett, a fent leirt moédon. A szekundér antitest ebben az esetben biotinylalt, amit
mosas utan ABC komplexben (Vector) vagy Extravidinben (Sigma) térténé inkubacio
kovetett. Az immunpozitiv elemeket 3,3’-Diaminobenzidinnel (DAB) vagy tobbes
jelolés esetén eldszor nikkel-ammonium-szulfat-konjugalt diaminobenzidinnel (Ni-
DAB) jelenitettiik meg ismételt mosast kovetden. Kettds jelolés esetén (Sotonyi et al.,
2010b) az elsdé lépést mosas kovette, majd a mdsik vizualizalni kivant megfeleld
szekundér antitesttel inkubaltuk a metszeteket, de ebben az esetben nem Nikkel-
ammonium-szulfat-konjugalt diaminobenzidin (Ni-DAB), hanem DAB segitségével
jelenitettiik meg az immunpozitiv elemeket. Igy barna - fekete (esetenként sotétkék),
egymastol jol és megfelelden elkiilonithetd immunjelolt képleteket kaptunk. Harmas
jelolés esetén (Diano et al., 2003) a metszeteket el6szor 24 oran keresztiil HCRT és c-
fos antiszérumban inkubaltuk (a HCRT az ARC teriiletén nincsen jelen a sejttestekben,
a c-fos viszont csak sejtmagokban lokalizalédik), és az ABC modszer valamint Ni-
DAB segitségével vizualizaltuk, ami feketés szint eredményez. Az NPY jelolésére ezt
kovetéen keriilt sor, ,hagyomanyos” DAB reakciéval, amely barnds szint
eredményezett.

Tiikor technika alkalmazasa kolokalizacio megallapitasahoz: Egymast kovetd

metszeteket parositottuk, a par egyik felét (esetiinkben) NTPDéz-3, mésik felét GAD
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primér ellenanyaggal inkubaltuk, majd a standard immunhiszokémiai (peroxidaz)
feldolgozdson mentek keresztiili a metszetparok. A metszetparokat késobb
Osszevetettiik és a kolokalizacio mértékét meghataroztuk. A mikroszkopos feldolgozas
soran minden esetben a metszetek felszinére fokuszaltunk és digitalis képeket
rogzitettiink kiilonb6z0 nagyitdsokkal. A metszet megfeleld teriileteit az erek ¢és a

sejtek mintdzata alapjan azonositottuk.

3.6 Elektronmikroszkopos feldolgozas
OsOy4-ban torténd posztfixalas, majd uranil-acetdtos inkubalas kovetkezett az

elektrondenzitas ndvelése céljabol. Alkoholos €s propilén-oxidos dehidralast kovetden
a metszetek Durcupan ill. mugyantaban keriiltek beagyazasra, Aclar lapok kozé.
Polimerizacié €s blokk-készités utan Reichert ultramikrotdémmal késziilt 70 nm vékony
metszetek réz-gridekre keriiltek. A kontrasztozas Sato-féle o6lommal tortént. A
metszetek  Philips TECNAI ill. JEOL elektronmikroszkopokban  keriiltek

megtekintésre €s analizisre.

3.7 Pre- és posztembedding (beagyazas el6tti és utani)
immunarany jelblés
A metszetek a peroxiddz immunhisztokémianal emlitett modon kertiltek

feldolgozasra a szekundér antiszérum szintjéig. Moséas utdn azonban 10 nm-es arany-
jelolt antitesttel inkubaltuk 3 6ra hosszan, szobahdémérsékleten. A mosast és utofixalast
kovetden OsO,-ban torténd posztfixalas, majd uranil-acetatos inkubalas kovetkezik az
elektrondenzitas novelése céljabol. Alkoholos €s propilén-oxidos dehidralast kdvetden
a metszeteket Durcupan miigyantdban agyaztuk be. Polimerizacié és blokk-készités
utan ultramikrotommal késziilt 70 nm vékony metszetek réz-gridekre keriiltek. A
kontrasztozas Sato-féle oOlommal tortént. Posztembedding (bedgyazds utani)
immunarany jelolés sordn az elektronmikroszkdpos metszeteken a kovetkezd 1épéseket
végeztiik el, 1 grid/csepp inkubacios konfiguracidban: 2% perjod sav 10 perc, mosas
duplan desztillalt vizben, 2% natrium-metaperjodat 10 perc, mosas duplan desztillalt
vizben, mosas pH7.4 TBS 0.1% triton X-100 (TBST) 3x2 perc, TBST + 0.1% natrium-
borohydride és 50mM glicin10 perc, =BST + 2% BSA 10 perc, 1-2 6ra inkubaci6 a
primer antiszérumban (nyul-anti ghrelin) + TBST-2%BSA, TBST mosas 2x10 perc, 2

ora inkubacié 25 nm arany konjugélt anti-nytl IgG-vel, mosas duplan desztillalt
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vizben 3x3 perc. Ezt masodik immunarany jelolés is kovetheti, esetiinkben GABA,
ekkor a fent ismertetett 1épéseket kell megismételni, de ekkor tengerimalac-anti GABA
antiszérumot haszndltunk és a szekundér antitest 10 nm-es arany konjugalt anti-
tengerimalac IgG volt. Akkor tekintettiink egy axonterminalis profilt akar ghrelin akar
GABA pozitivnak, ha az adott boutonban lathatdé synapticus vezikuldk folott az
aranyszemcsék szama egy 0.5um’ teriileten legalabb haromszor magasabb volt, mint
egy random, barmilyen egyéb profilokat tartalmazé teriileten (pl. cytosol, egyéb
neurondlis vagy astrocyta profilok, stb) és ennek a kritériumnak az adott metszetet

megeldzd és azt kdovetd metszeten is teljesiilnie kellett.

3.8 Statisztikai elemzések
Az adatok atlag + s.e.m.-ként (standard hiba) keriiltek megadasra. A statisztikai

szignifikancia szintje P < = 0.05, minden kisérletben. A morfometriai analizis a minta
csoportba tartozasdnak tudta nélkiil, vakon lett elvégezve. Az adatok kiértékeléséhez
Student-féle t-probat vagy egyutas ANOVA Tukey's Osszehasonlitd vizsgalatot
hasznaltunk.

A longitudinalis adatokat faktoridlis 2 x 2 ANOVA segitségével hasonlitottuk
Ossze, ahol a kezelés (pl. tesztoszteron vs. olaj (vivoanyag) mint az elso faktor és a
nem (ndstény vs. him) mint masodik faktor szerepeltek. 2 x 2 x 2 ANOVA-t
hasznaltunk abban az esetben, amikor a kezelés, az allat neme, és pl. az SCN tertilet
(mag. vs. kéreg — core vs. shell) mint faktorok szerepeltek. Fisher LSD post-hoc
analizist hasznaltunk post-hoc tesztként, amikor arra stiikség volt.

Az adatokat az Excel (Microsoft) és a GraphPad Prism v.4 (GraphPad szoftver,

San Diego, CA) programok segitségével elemeztiik.
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4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1 A nucleus suprachiasmaticus szerkezetének prenatalis
kialakulasa him és néstéeny egyedekben

Eredmények

A BrDU-jelolt sejtek megoszlasa a SCN és a IGL teriiletén

BrDU jelolés egyértelmiien megfigyelhetd volt az agy teljes teriiletén, de

kiilondsen sok jeldlt sejt volt lathatd a periventricularis régioban, a neocortex teriiletén,
az amygdaldban ¢s az anterior hypothalamus teriiletén. A neocortex esetében az 1. és
II. cingularis és piriform corticalis rétegek jelolddtek kiilondsen intenziven. Szintén
denz jeldlést figyeltink meg a septum ¢és a caudalis putamen teriiletén. A
hypothalamuson beliil a BrDU jelolt sejtek egyértelmiien azonosithatoak voltak az area
preopticus medialis, area preopticus lateralis, a hypothalamus anterio-lateralis
tertiletein, valamint a stria terminalis magvaiban. BrDU jelolt sejtek nagy szamban
voltak jelen a SCN, a nucleus arcuatus €és a nucleus tubero-mammilare teriiletén is.
Figyelmiinket elsdsorban az SCN szexudlis differencialodasara foritottuk.
Az 4.1.1. dbra mutatja be a SCN rostralis, medialis és caudalis Un. ’core’ (a mag
kozponti része) és un ’shell’ (a mag periférias, kérgi teriilete) részeinek egy-egy
reprezentativ teriiletét. A SCN elobb emlitett 3 teriiletét a neuroanatomidban széles
korben elterjedt PAXINOS féle Atlasz segitségével (Paxinos and Watson, 1998) ill. az
elfogadott felosztas figyelembevételével hataroztuk meg (Moore et al., 2002).

A SCN kérgi ¢és kozponti teriileteit neuropeptid-Y (NPY) immunfestés
segitségével hataroztuk meg, amely szelektiven a SCN kozponti, core teriiletén fordul
elé (Moore et al., 2002). A BrDU jelolt sejtek a SCN teljes rostrocaudalis tengelye
mentén elofordultak. Sejtszam analizis segitségével megallapitottuk, hogy nem volt
kiilonbség a sejtszamban az egyes SCN szegmensekbdl szarmazd metszetek kozott
(BrDU jelolt sejt/metszet, P > 0.05; M rostralis SCN = 18.44+1.23; M medialis SCN =
21.81£1.26, M caudalis SCN = 19.12£1.62). A SCN-on beliil, a BrDU jelolt sejtek a

dorsalis szegmensben dominaltak, a kéreggel (shell) hataros teriileten.
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4.1.1. abra. Reprezentativ metszetek a rostralis (fels6 panel), medialis (kozéps6 panel) és
caudalis (alsé panel) nucleus suprachiasmaticus teriiletérol. A baloldali oszlopban NPY
immunfestett metszetek lathatéak, krezilibolya festéssel kombinalva. Az NPY festés jelenléte
kiiloniti el a ventralis rész kozponti (core - c) teriiletét a dorsalis kérgi (shell - s) teriilett6l. A jobb
oldali oszlop képein BrDU jeldlés lathato a bal oldali teriilet szintjének megfelelo SCN teriiletrol.
Skala: 50um
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Ennek ellenére, a SCN kozponti teriiletének (core) ventralis részén is
megfigyeltink BrDU jelolt sejteket. Az IGL teriiletén a BrDU jelolés sokkal
visszafogottabb volt és elsésorban kisebb sejtmagok jelolddtek, ami elsdsorban glidlis

jelolésre utal. Néhany esetben az IGL teriiletérdl teljesen hianyzott a BrDU jeldlés.

Nemi kiilonbségek a SCN és IGL teriiletén a BrDU jelolt sejtek megoszlasaban

Statisztikai elemzéssel kimutattuk, hogy a BrDU jelolt sejtek szama csokken a
SCN teriiletén prenatalis tesztoszteron kezelés hatasara (P < 0.05, 2x2 csoportok
kozotti ANOVA analizis, ami figyelembe vette a him-ndstény ill. a vivéanyag ill.
tesztoszteron kezelés kiilonbségeit, a SCN teljes teriiletére vonatkozoan).
Erdekességképpen, a sejtszam nem kiilonbozott szignifikdnsan a him és ndstény
egyedek kozott (P > 0.05). A BrDU jelolt sejtek szama ugyanakkor egyes alrégiokban
kiilonbséget mutatott a nemek kozott a SCN rostrocaudalis tengelye mentén. Példaul a
nostények medialis SCN teriiletén magasabb volt a BrDU jeldlt sejtek szama, mint a
him egyedek ugyanezen teriiletén (2x2 ANOVA, F,; = 4.23, P = 0.05), és a
tesztoszteron kezelés csokkentette a BrDU jelolt sejtek 0ssz-szamat (Fy,; = 13.3, P <
0.05). Statisztikailag szignifikdnsan kimutathatd volt, hogy ez a nemek kozott
megfigyelt BrDU jelolésbeni kiilonbség (Fi,; = 4.176, P = 0.05) a prenatalis
tesztoszteron-kezelés hatasanak koszonheto.

Post-hoc ANOVA analizis egyértelmien kimutatta, hogy csak vivéanyag
beadasat kovetden ndstény egyedekben a BrDU sejtek szama magasabb a SCN
teriiletén, mint a hasonldéan kezelt him allatok esetén, és a prenatalisan bejuttatott
tesztoszteron csokkentette a jelolt sejtszamot (Fisher LSD, P < 0.05). A SCN kéreg
(shell) ¢és a kozponti teriilet (core) jelolt sejtjeinek statisztikai elemzése hasonlod
eredményre vezetett, vagyis a csak vivoanyaggal kezelt ndstények esetében mind a két
tertileten tobb BrDU jelolt sejtet talaltunk, és ezt a jelolt sejtszamot a prenatalis

tesztoszteron kezelés szintén csokkentette (P < 0.05, 1d. 4.1.2. abra).
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4.1.2. abra A metszetenként regisztralt BrDU sejtek atlaga (=SE) a medialis SCN teriiletérol
prenatalisan tesztoszteronnal (10 mg/0.1mL) kezelt him (male) és nostény (female)
patkanyoknal. BrDU jeldlés elsésorban a SCN dorsolateralis részének kozponti, core’ teriiletén
ill. a kérgi teriileteken volt megfigyelhet6. A prenatalisan csak vivoanyaggal (olaj - oil) kezelt
nostények esetében sokkal intenzivebb BrDU jelolést detektaltunk a SCN kdzponti részének
dorsolateralis és kérgi teriiletén (*P < 0.05) Skala: 50 pm

Hasonléan, a SCN caudalis részén talalhaté BrDU jel6lés szignifikansan tobb
sejtet érintett a csak vivoanyaggal kezelt nostények esetében, mint a him egyedek
ugyanezen terliletén, és a kiilonbség tesztoszteron kezelés esetén is megmaradt (P <
0.05). A SCN tobbi részén tesztoszteron kezelés hatasara a BrDU jelolt sejtek szama
dramaian csokkent (P < 0.05). Jollehet a tesztoszteron csokkentette a BrDU jelolt
sejtek szamat a caudalis SCN teriiletén mind himekben, mind néstény allatokban, de
sokkal erételjesebb hatasa volt a ndstény egyedekben (4.1.3. 4bra). Altalanossagban
megallapithaté azonban, hogy a SCN kozponti és kérgi teriiletei kozott nem volt

detektalhat6 kiillonbség a tesztoszteron hatas szempontjabol.
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4.1.3. abra. A metszetenként regisztralt BrDU sejtek atlaga (£SE) a caudalis SCN teriiletérol
prenatalisan tesztoszteron proprionattal (10 mg/0.1mL) ill. vivoanyaggal kezelt him és
nostény patkanyoknal. BrDU jel6lés els6sorban a SCN dorsolateralis részének kdzponti, *core’
teriiletén ill. a kérgi teriileteken volt megfigyelhetd. A prenatalisan csak vivoanyaggal (olaj) kezelt
nostények esetében sokkal intenzivebb BrDU jeldlést detektaltunk a SCN kdzponti részének
dorsolateralis és kérgi tertiletén (*P < 0.05) Skala: 50 pm

Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a rostralis SCN BrDU-jelolt
sejtszamaban a metszetek 0sszehasonlitd vizsgalatakor. Tesztoszteron kezelés hatasara
ugyanakkor szignifikansan csdkkent ebben a rostralis subregioban a BrDU jelolt sejtek
szdma, ¢s a statisztikai elemzés kimutatta (egyutas post-hoc ANOVA amelyet Fisher
LSD teszt kovetett: P < 0.05), hogy a tesztoszteron ezen hatasa sokkal nyilvanvalobb
nostényekben. Ha a statisztikai analizis soran a nemek, a kezelés €s a SCN régioit is
(core vs. shell) figyelembe vessziik (un. 2 x 2 x 2 ANOVA-teszt), akkor egyértelmiien
kimutathat6, hogy a him allatok SCN kérgi (core) teriiletén tobb BrDU jeldlt sejt
fordul el6, mint a ndstények ugyanezen agyteriiletén (F,;; = 8.79, P < 0.05) ill.
tesztoszteron kezelés hatasara szignifikdnsan csokken a kontroll esetében megfigyelt
BrDU jelolt sejtszam (F,; ;7 =10.034, P < 0.05). Egyutas post-hoc ANOVA elemzés
szintén kimutatta, hogy a tesztoszteron hatdsnak kitett in utero ndstény embryok

szignifikansan kevesebb BrDU-jeldlt sejtet tartalmaztak, mint a tobbi csoportba tartozo
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allatok (Fisher LSD teszt, P < 0.05). Nem volt szignifikans kiilonbség a SCN anterior

tertiletének kérgi részén (4.1.4. ébra).
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4.1.4. abra. A metszetenként regisztralt BrDU sejtek atlaga (£SE) a rostralis SCN teriiletérol
prenatalisan tesztoszteronnal (10 mg/0.1mL) kezelt him és néstény patkanyoknal. BrDU
jelolés mind a kozponti, mind a kérgi teriileteken megfigyelheté volt a nucleus suprachiasmaticus
teriiletén. A prenatalis tesztoszteron kezelés csak ndstényekben csokkentette szignifikdnsan a
BrDU jel6lés mennyiségét a SCN-ban (*P < 0.05) Skala: 50 um

A BrDU jelolt sejtek fenotipusanak meghatarozasa

Az embryonalis fejlédés 18. napjan (E18) BrDU-jeldlt sejtek neurokémiai
tulajdonsagainak meghatarozasdhoz az agyszovetbol késziilt metszeteken kettds
immunhisztokémiai jelolést alkalmaztunk. Szadmos neurokémai markerrdl ismert, hogy
expresszalodnak a SCN sejteiben, pl. vasoactive intestinalis polypeptid (VIP) arginin-
vasopressin (AVP), glidlis fibrillaris savas fehérje (glial fibrillary acidic protein-
GFAP), ill. calbindin. A kettds jeloléses kisérletekhez hasznalt metszetek alacsony
szama nem tette lehetOvé ezen adatok statisztikai elemzését, mindenesetre azt
megallapithattuk, hogy a SCN BrDU-jelolt sejtei igen valtozatos neurokémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és a BrDU beadéasakor egyik sejtcsoport sem mutat

proliferaciot.
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BrDU és VIP immunreaktivitas

A SCN ventrolateralis teriiletén talaltunk kettOsjelolt sejteket. A ventralis
teriileten igen szembet{inéek voltak, a chiasma opticumba agyazodva helyezkedtek el.
Ahogyan az 4.1.5. abran is jol latszik, szamos VIP-et expresszalo sejt tartalmazott
BrDU-el jelolt sejtmagot. A legtobb VIP-BrDU kettdsjelolt sejt a ventrolateralis SCN
kozponti teriiletén (core) fordult eld, ill a chiasma opticum teriiletén talaltunk még

ilyen populéciot.

BrDU és AVP

A SCN Kkérgi teriiletén (shell) talalhato BrDU-jelolt sejtek hasonld megoszlast
mutattak, mint az AVP immunreaktiv sejtpopulacid, de kolokalizaciot csak ritkan
lehetett megfigyelni a két marker kozott ezen az agyteriileten. A hypothalamus mas
régidiban azonban, mint példaul a nucleus supraopticus és a medialis preopticus area

teriiletén e két marker kolokalizacidot mutatott.

BrDU és GFAP immunreaktivitas

BrDU jelolést egyaltalan nem taldltunk GFAP-t expresszald asztorcytakban.
GFAP immunoreaktiv gliasejtek nagyobb mennyiségben a SCN ventromedialis
tertiletén lokalizalodtak, mig a BrDU jeldlt sejtek a SCN dorsolateralis részén voltak
nagyobb szamban jelen. gy a két marker kozotti atfedés is minimélisnak bizonyult.
Olyan elrendezddés azonban megfigyelheté volt, hogy BRDU-jelolt sejteket GFAP

immunreaktiv nyulvanyok vesznek korbe.

BrDU és calbindin-D28K immunraktivitas

A SCN teriiletén mind a kérgi, mind a kozponti részen eléfordultak calbindin
immunreaktiv sejtek, kiilondsen a medialis teriileten, az anterio-posterior sik mentén.
Kettds immunjelolést alkalmazva jol lathatova valt, hogy a két marker igen markans
kolokalizaciét mutat. Ez egyébként a tobbi hypothalamicus magra is jellemzd volt,
példaul a preopticus és a supraopticus magokra is. Ugyanakkor megjegyzendd, hogy

nem az Osszes BrDU pozitiv sejt expresszalt calbindin-t.
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4.1.5. abra. Kettés immunjelolés BrDU és AVP (A) calbindin-D(28K) (B) és VIP (C)
neuronalis markerek kozétt a nucleus suprachiasmaticus teriiletén. Nagyon kevés BrDU
expresszald SCN sejt kolokalizal AVP jelolést mutatd sejtekkel (fekete nyil, A), ellenben sokkal
tobb BrDU jelolt sejt expresszal calbindint (B), mind a SCN kozponti, mind a kérgi teriiletén
(fekete nyil). Ugyan a BrDU jel6lés intenzivebb volt a kérgi részen €s a dorsolateralis rész
kdzponti részén, mégis néhany VIP tartalmu sejtben megfigyeltiink BrDU ko-expressziot (C - a
fehér nyilak kettds jelolt sejtekre (VIP-Texas-Red — piros, BrDU-fluorescein — zold), mig a
nyilhegy a csak BrDU jelolt sejtre mutatnak. Skala: 10 pm

Megbeszélés

BrDU-jelolés segitségével megallapithatd tehat, hogy milyen nemek kozotti
kiilonbségek fordulnak el6 a SCN teriiletén, amely elsdsorban az embryonalis 18.
napon legaktivabb aromatdz-enzim aktivitdsnak koszonhetd, amelynek eredménye
még felndtt allatban is kimutathatd. Eredményeink talmutatnak azokon az ismereteken,
amit a patkany SCN sejtproliferaciojarol eddig tudtunk, és egyértelmiien jelzik, hogy a

kritikus periddus alatt keletkezd SCN sejtek szexualisan differencialtak.
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Patkanyban a SCN sejtek proliferacidja az embryonalis 13. és 17. napok kozé
esik (Altman and Bayer, 1986). Eredményeink szerint azonban az SCN
sejtdifferencialddasa legaldbb az embryonalis 18. napig folytatodik, amit a SCN
metszetekben taldlhatd BrDU-jelolt sejtek jelenléte is alatamaszt. Az a tény, hogy
vannak a SCN teriiletén olyan sejtek, amelyek osztddnak amikor az aromatdz aktivitas
igen magas a hypothalamusban, ill. amikor az aromataz immunreaktivitas kimutathato
a SCN-ban, arra utal, hogy a lokalisan termelt 6sztrogén befolyasolhatja azon sejtek
szamat, amelyek a SCN-ban az EI8. napon osztddnak, és amelyek késébb
megmaradnak még a felndtt allat synapticus haldzataiban is (Horvath and Wikler,
1999; Lephart et al., 2001). Megjegyzendd, hogy a SCN teriiletén a sejtproliferacio a
E15. napon éri el maximumat, ezért eredményeink csak egy igen sziik sejtosztodasi
fazist érintenek.

Eredményeink egyértelmiien kimutattak, hogy a ndstény kontroll allatok tébb
BrDU-jelolt sejttel rendelkeznek a medialis és caudalis SCN teriileteken, mint a himek,
ill., hogy a kisérletek sordn alkalmazott tesztoszteron kezelés dramaian lecsokkenti a
BrDU jelolt sejtek szaméat a ndstény SCN teljes teriiletén. Annak a pontos
mechanizmusa, hogy hogyan jon létre a SCN-ban a BrDU-jelolt sejtek kozott nemi
kiilonbség, még nem ismert, de valoszintsithetd, hogy szteroid altal medialt
apoptotikus mechanizmusok huzodnak meg a hattérben. Hasonlo kovetkeztetésre
jutottak egyéb agyteriileteken, példaul az anteroventralis preopticus area (AVPV),
vagy a nucleus praeopticus szexudlisan dimorph teriiletén, ahol a szteroid hormonok
apoptédzist indukédlnak ¢és ennek erdményeképpen alakul ki a jol megfigyelhetd
szexualis dimorphysmus (Jacobson et al., 1985; Dodson et al., 1988; Arai et al., 1994).
A hypothalamus teriiletén a legtobb szexudlisan dimorph nucleus esetén
megfigyelhet, hogy him egyedekben nagyobbak, mint a ndstényekben. Ezekben az
idegmagvakban a tesztoszteronbol aromatizacioval eldallitott Osztrogén protektiv
hatasat tartjak feleldsnek azért, hogy a sejtek nem esnek a programozott sejthalal
aldozatava azaltal, hogy egyrészt anti-apoptotikus fehérjék szintetizaldsat (pl. Bcl-2)
(Zup et al., 2003), masrészt neuroprotektiv anyagok, példaul calcium-koté fehérjék
termelését serkentik (Stuart and Lephart, 1999; Brager et al., 2000; Zup et al., 2003).
Erdekeségképpen megjegyzendd, hogy az AVPV magot, amely néstényekben nagyobb

méretli, mint himekben, szintén megvaltoztatja a prenatalis tesztoszteron kezelés

36



dc_25 10

(Nishizuka et al., 1993; Sumida et al., 1993; Arai et al., 1994). Mas, szexualis
dimorphismust mutatd hypothalamicus régiokkal ellentétben, az AVPV magban a
tesztoszteron eldsegiti a sejthalalt, a SCN-hoz hasonldan, feltételezhetéen a Bcl-2 anti-
egerekben, amelyekben a Bcl-2 fehérje tultermelddik (overexpresszalt) nagyobb az
AVPV mag mérete, mint a fiziologias mennyiséget termeld egyedekben (Zup et al.,
2003). Ugyanakkor szamos eredmény mutat rd, hogy az aromatizalt androgének
neuroprotektiv hatasa az egyedfejlodés soran a célsejtek ERa receptorain keresztiil
medialodik, mig a fejlédd neuronok apoptosisat ezen sejtek ERP receptorai kozvetitik
(Nilsen et al., 2000). Mivel az ujsziilott patkdny SCN sejtei tilnyomorészt ER[
receptorokat tartalmaznak, lehetséges, hogy az Osztrogen-szenzitiv SCN sejtek
fokozott apoptotikus sejtpusztulason mennek keresztiil, pontosan akkor, amikor az
aromataz ¢és tesztoszteron termelés a cstcsan van. Alternativaként még az is szoba
johet, hogy az androgének ¢&s/vagy metabolitjaik csokkenthetik a SCN idegsejt
idejét és/vagy differencialodésat, nagyon korai embryonalis idészakban leallithatjak a
sejtproliferacidt, ill. megzavarhatjdk a SCN-ba iranyuld post-mitoticus sejtmigraciot
(Beyer et al., 1994; Beyer and Hutchison, 1997; Muller and Torrealba, 1998;
vagy tulélését indirekt modon a tesztoszteron és metabolitjai iranyitjak azokon az idegi
teriileteken, ahol magasabb az androgének és az Gsztrogén iranti érzékenység €s ezen
idegi teriiletek kapcsolatban allnak a SCN-al. Ezaltal a szteroid-expressziotol fiiggden
megvaltozik a SCN beidegzése, ami annak szerkezeti valtozaséaval jarhat egyiitt. Ilyen
tertiletek példaul az AVPV, a nucleus stria terminalis, vagy a nucleus raphe stria
terminalisa (de la Iglesia et al., 1999; Bethea et al., 2002).

Jelen kisérletekben nem talaltunk az anterior-posterior tengely mentén
kiilonbséget a BrDU jelolt sejtek mennyiségében az egyes SCN szegmensekben.
Részletes fejlodéstani vizsgalatok kimutattdk azonban, hogy patkanyban és horcsogben
a caudalis SCN sejtjei korabban differencidlodnak, mint az anterior SCN-ban talalhato
sejtek (Davis et al., 1983; Altman and Bayer, 1986). Ugyanakkor kimutattdk, hogy az
SCN kiilonb6zd szegmenseiben differencialodd és osztédd sejtek kozott nincsen

jelentés kiilonbség, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a sejtek nagyjabol
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hasonlé6 mennyiségben keletkeznek a SCN anterior-posterior tengelye mentén, még a
SCN keésoi fejlodési fazisaban is. Nemek kozotti kiillonbségek viszont csak azokon a
teriileteken figyelhetéek meg, amelyek a fejlodés késdbbi fazisaban differencidlédnak
(medidlis és caudalis SCN), jollehet a tesztoszteron hatdsa csokkenteni latszik a BrDU-
jelolt sejteket az egész SCN teriiletén.

A kettés immuncitokémiai jelolésekkel sikeriilt kimutatnunk, hogy az E18.
napon keletkez0 sejtek neurokémiailag valtozatosak, és egyik specifikus fenotipus
lokalizécioja alapjan megallapithatjuk, hogy a jelolt sejtek koziil a VIP pozitivak a
SCN kozponti (core) részén, az AVP-pozitivak a kérgi (shell) teriileteken, a calbindin
D (28K) immunpozitiv sejtek pedig mind a kdzponti, mind pedig a kérgi teriileteken
megtalalhatoak (Moore et al., 2002). Jollehet a BrDU-jelolt sejtek elsOsorban a
dorsalis régio kozponti és periférias teriiletén koncentralodtak, olyan sejtek, amelyek a
ventralis SCN-ban lokalizalédtak szintén expresszaltak VIP-t. Kutatasi eredmények
ravilagitottak, hogy a patkany és horcsog SCN ventralis teriiletei kordbban kifejlédnek,
szakaszaban (Altman and Bayer, 1986; Davis et al., 1990). VIP sejteket megfigyeltek
az SCN fejlodés korai szakaszaban is (Botchkina and Morin, 1995a). Eeredményeink
szerint azonban biztosan torténik VIP tartalmt sejtproliferaci6 a patkdny SCN
fejlodésének kései szakaszaban is.

Nem tisztazott, hogy az EI8. napon BrDU-jelolt sejtek termelnek-e
vasopressint. Megfigyeltiink ugyan néhany sejtet, amely AVP ¢és BrDU kettdsjelolést
mutatott, de csekély szdmban fordult csak eld ilyen sejt. Mivel a SCN periférias, kérgi
részén korabban, az E15. nap koriil torténik a neuronok proliferacidja (Altman and
Bayer, 1986), eredményeink nem meglepdek. Megjegyzendd, hogy az AVP jelolés
hianya technikai okokra 1is visszavezethetd, mivel jelen kisérleteinkben nem
alkalmaztunk kolchicin kezelést az immunfestés eldtt. Ismert, hogy kolchicin kezelés
hatasdra a SCN-ban bizonyos neuropeptidek immunhisztokémiai detektalhatdsaga,
mint pl. VIP vagy AVP csokken az idegrostokban és megnd a sejttestekben (Devries et
al., 1981).

Kiilonosen érdekes azonban a BrDU és a calbindin kolokalizacié kiterjedt

mivolta. A calbindin-D28K azon kalcium-koté fehérjek kozé tartozik, amelyek igen
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fontos szerepet jatszanak az agy fejlodésében, meghatidrozzak egyes sejtpopulaciok
sorsat azaltal, hogy apoptosist, vagy proliferaciot indukalnak, esetleg védelmet
nyujtanak neurokémiai karos behatasok ellen (Mattson, 1992). Az 0jsziilott patkany
SCN sejtjei expresszaljak ezt a fehérjét, azonban a calbindin-D28K immunreaktivitas
felndtt korra eltiinik errdl az agyteriiletrl (Ikeda and Allen, 2003). Erdekes, hogy e
fehérje hypothalamicus expresszioja szexualisan kiilonbozik az embryonalis fejlodés
kései szakaszaban, a him egyedekben tobb calbindin D-28K expresszalo sejt talalhato
az E17. — t0l a postnatalis 2. napig (P2) (Lephart, 1996a; Stuart and Lephart, 1999;
Brager et al., 2000). Mindezeket az eredményeket figyelembe véve, lehetséges, hogy a
calbindin D28K, vagy akar mdas kalcium-pufferolasra képes kalcium-kotd fehérjék
kulcsszerepet jatszanak a SCN szexudlis dimorphismust eredményezd szerkezetének
kialakitasaban.

Mivel a felnétt néstény agyban az IGL teriiletén nagy mennyiségben talalhato
szteroid hormon receptor, és ez a teriilet kiterjedt kapcsolatokkal rendelkezik olyan
neuroendocrin sejtcsoportokkal, amelyek egyértelmiien szexualisan differencialddott
fiziologias funkcioval rendelkeznek (Horvath et al., 1999b), azt vartuk, hogy az IGL
teriiletén a BrDU-jel6lés mintdzatban is lesznek a kiilonb6z0 nemii egyedekben
kiilonbségek. A SCN-al ellentétben azonban nem tudtunk kimutatni ilyet a E18. napon.
A jelolt sejtek alacsony szamabol kovetkezteve valdszintsithetd, hogy az IGL
tertiletén a sejtproliferacio nincs szinkronban az SCN-ban zajl6 hasonlé folyamatokkal
(Botchkina and Morin, 1995b).

A legtjabb fejlddéstani kutatasok arra utalnak, hogy a humén hypothalamus
fejlodése joval tobb analdgiat mutat a patkdnyéval, mint azt korabban gondoltuk
(Koutcherov et al., 2003). A biologiai 6ra szabalyozasaban résztvevd idegkdzpontok
kifejlédésének szekvencidja hasonld, csupan id6pontjadban van eltérés. Amig a
ragcsalok esetében a terhesség végén, addig az ember és egyéb foemlosok esetében
valamivel hamarabb, a harmadik trimeszter els6 heteire tehetd ezeknek az
idegkodzpontoknak a differencidlodasa és aktiv miikodési funkcidiknak beinduldsa
(Weinert, 2005). Az afferens és efferens kapcsolatrendszerek kialakuldsa mindkét
esetben még prenatalisan megkezdddik, de ennek befejezddése tulnyomo részben a
postnatalis iddszakra tehetd. A fejlodés titembeli eltérése ellenére ugy itéljik, hogy

eredményeink feltehetdleg jol adaptalhatoak human teriiletre is.
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Eredményeink tehat egyértelmiien bemutattak, hogy a SCN teriiletén
szexualisan dimorph sejtpopulaciok taladlhatoak, és a ndstény egyedekben tobb ilyen
sejt talalhatdo, amelyek az aromatizacids aktivitds csticsan keletkeztek. Ez a
sejtpopulacié nagy valészintséggel résztvesz a szex-specifikus folyamatok
szabalyozasaban, amelyek elsdsorban reprodukcios ¢és viselkedési mintazatokban

jelentkeznek.
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4.2 A hypocretin (orexin) hypothalamicus szabalyozo-
mechanizmusa féemlésékben

Eredmények

Kisérleteinkben eldszor meghataroztuk a keringési rendszerben talalhatd leptin
mennyiségét, és Osszehasonlitottuk az éhezd és normal taplalasa allatok leptin-szintjét.
A kisérletek kezdetén a két csoport nem kiilonbozott szignifikdnsan (Oh; 6.7+£0.9 vs.
6.5+0.7 ng/ml, P > 0.05), azonban az ¢heztetett allatokban a 24-6ras éhezést kdvetden

szignifikansan lecsokkent a leptin mennyisége (2.5+0.5 vs. 6.3+0.8 ng/ml, P < 0.05).

HCRT a majom hypothalamusban

Immunhisztokémiai festést kovetden a majom hypothalamus HCRT mintazata
megfelelt a mar korabban megfigyelt mintazatnak (Horvath et al., 1999a; Horvath et
al., 1999¢). HCRT immunpozitiv sejttestek kizarolag a lateralis hypothalamusban, a
fornix koriili régidban ¢és valamivel kisebb mennyiségben a dorsomedialis
hypothalamusban voltak jelen. A HCRT immunpozitiv sejtekbdl projektald axonok
gazdag halozatot alakitottak ki szdmos hypothalamicus magban. Nem tapasztaltunk
egyértelmi €s nyilvanvalo eltérést az ¢éheztetett és kontroll allatok HCRT

immunreaktiv struktiraiban.

c-fos immunreaktivitas

A szakirodalomnak megfeleléen (Caston-Balderrama et al., 1998), c-fos
immunreaktivitas szamos kiilonb6zé hypothalamicus teriileten lokalizalédik, mind a
kontroll, mind az éheztetett allatokban.

Kontroll majmokban a medialis preopticus area (MPOA), a periventricularis
régid, a paraventricularis teriilet (mind a parvo- ill. magnocellularis részek), az anterior
hypothalamus, a nucleus suprachiasmaticus, nucleus arcuatus dorsomedialis ¢és
ventromedialis teriiletén volt homogén, egyenletes megoszlasu, mérsékelt mennyiségii
c-fos jelolt sejtmag. Az éheztetett allatokban azonban a c-fos-jeldlt sejtek mennyisége
jelentésen kiilonbozott a kontroll allatokban megfigyelt megoszlastol (4.2.1. éabra

A,C). Eheztetett allatokban az alabbi teriileteken figyeltink meg szignifikdnsan
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magasabb mennyiségii c-fos immunreaktiv sejtet: MPOA (235 £22 vs. 489435, P <
0.05), lateralis hypothalamus prefornicalis teriilete (343+17 vs. 889+41, P < 0.05),
nucleus arcuatus (205+£34 vs. 341+42; P < 0.05), nuclei dorsomediales (276+41 vs.
452426, P < 0.05). Mas magokban is megfigyeltiink kiilonbségeket a c-fos
immunpozitiv elemek mennyiségében, azonban a kiilonbség az alabbi teriileteken nem
bizonyult szignifikansnak: a nucleus ventromedialis (224+36 vs. 196£13, P > 0.05), a
parvocellularis paraventricularis hypothalamicus magvak (246+27 vs. 316£39, P >
0.05) és a magnocellularis paraventricularis hypothalamicus magvak (325+40 vs.
287433, P > 0.05) teriiletén. Megjegyzendd, hogy a megvizsgalt alacsony allat-szam (n
= 3) lehet az oka annak, hogy nem tudtunk statisztikailag szignifikdns kiilonbséget
kimutatni ezen terilileteken, és nagy valoszinliséggel a mintaszam novelésével ezen
utobbi teriiletek is szignifikans kiilonbséget mutatnanak az éhezo és kontroll csoportok

kozott.
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4.2.1. abra. Fénymikroszkopos felvételek a majom prefornicalis (pf) teriiletérdl c-fos
immunfestést kovetéen kontrol (A) és éheztetett (fasted) allatokbél (B). Skala 100 um. A C-
panelen lathatoé oszlopdiagrammok mutatjak a c-fos immunreaktiv sejtek szamat a hypothalamus
kiilonb6zo régidiban ill. magjaiban kontroll (fehér oszlopok) és ¢éheztetett (fekete oszlopok)
allatokban.
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c-fos a HCRT sejtekben

c-fos immunreaktivitast mindkét megvizsgalt csoport (kontroll és ¢heztetett)
HCRT termeld sejtjeinek sejtmagjaiban ki lehetett mutatni (4.2.2A,D dbra). Nem volt
kiilonbség a kontroll és az éheztetett allatok HCRT-jeldlt sejtjeinek atlagaban sem
(502+24 vs. 535+£33, P > 0.05, 4.4.2E ébra). Ugyanakkor a c-fos-t expresszald sejtek
mennyisége a HCRT sejtek szazalékos aranyahoz viszonyitva egyértelmiien és
szignifikansan magasabb volt az ¢heztetett allatokban a kontroll allatokhoz képest (P <
0.05). Kontroll allatokban a lateralis hypothalamus prefornicalis teriiletén atlagban
135+35 HCRT immunreaktiv sejtben volt c-fos jelolés, amely a teljes HCRT sejtszdm
26.8%-4at tette ki. Ehhez képest az ¢heztetett allatokban 418+38 HCRT immunreaktiv
sejt tartalmazott c-fos jelolést, amely a teljes HCRT-jelolt sejtszam 78.1%-a volt (4.4.2
abra). A kontroll majmokban megfigyelt c-fos expresszalé és HCRT-t is tartalmazo
sejtek szama (135+35) a teljes c-fos expresszald sejtpopulacid (182+29) kb. 75%-at
tette ki a lateralis hypothalamus prefornicalis teriileten. Ez az arany az éheztetett
csoportban is hasonléan alalkult, mivel 418438 a teljes c-fos expresszald sejtbol

(562442) volt HCRT imunreaktiv is (4.4.2F abra).

HCRT-immunreaktiv synapsysok a c-fos tartalmu sejteken

Fénymikroszkopos vizsgalataink soran felfigyeltiink arra, hogy mind a kontroll,
mind az ¢heztetett allatok esetében a c-fos jelolt sejteket gyakran vette kdrbe szamos
HCRT immunpozitiv bouton (4.2.3 &bra). Azokon a teriileteken, ahol sziginifikdnsan
megemelkedett ¢heztetést kovetden a c-fos szintje (ezek a MPOA, nucleus arcuatus,
lateralis hypothalamus prefornicalis teriilete, nucleus dorsomedialis), akar a kontroll,
akar az ¢heztetett 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 elektronmikroszkopos szinten megvizsgaltuk
¢s minden esetben aszimmetrikus synapsysnak bizonyult a kapcsolat (4.2.3F &bra). A
nucleus arcuatusban, ahol megemelkedett ¢heztetést kovetden a c-fos expressziodja, €s
NPY sejtek is jelen vannak, a HCRT tartalma boutonok az NPY/c-fos kettdsjelolt
sejtek kozelében helyezkedtek el (4.2.4 abra).
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4.4.2. abra. Az éheztetés hatasira megjelent c-fos expressziéo Kkizarolag sejtmagokban volt
detektalhato (A és C). A perifornicalis régidban szamos c-fos jeldlt sejt (piros sejtmagok a B és D
panelen) expresszalt HCRT-t is. Skala: A és B 10 um, C és D 100 pm. E. c-fos immunreaktivitas
HCRT neuronokban (fehér oszlop) és teljes HCRT immunpozitiv neuron mennyiség (fekete
oszlop) kontroll és éheztetett allatokban. F. c¢-fos immunreaktivitdis HCRT neuronokban (fehér
oszlop) és teljes c-fos immunpozitiv neuron mennyiség (fekete oszlop) kontroll és éheztetett
allatokban.
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hataséara a sejtmagokban, HCRT tartalmu boutonokat figyeltiink meg az aktivalt sejtek kozelében
(A). Elektronmikroszkopias vizsgalatok (B, C) szerint ezek valoban synapticus kapcsolatok (a C
panelen a nyilak a synapticus membranspecializaciora mutatnak). Skala: 10 pm (A) és 1 um (B,
C).

4.2.4. abra. Az éhezés indukalta HCRT (ORX) synapticus boutonokkal kérbevett sejtek egy része
NPY immunpozitivitast is mutatott a nucleus arcuatus teriiletén. Skala 10 pm
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Megbeszélés

Kutatasi eredményeinknek koszonhetden el6szor nyertiink betekintést a
féemldsok anyagcsere-szabalyozasaban résztvevd HCRT-tartalmi hypothalamicus
szignaltranszdukcids rendszerbe. Az, hogy rovid téplalékmegvonas hatasara is
erbteljesen aktivalodik a lateralis hypothalamicus HCRT rendszer, amelynek raadasul
kiterjedt kapcsolatai vannak a homeostasis szabalyozasaban fontos szerepet jatszo
egyéb hypothalamicus kozpontokkal arra enged kovetkeztetni, hogy a féemlos
hypothalamicus HCRT rendszernek fontos koordindld szerepe van a kiilonb6zd
autondém, endocrin és metabolikus folyamatokban. Ezt a feltételezést alatimasztja az
is, hogy a HCRT szerepe mar jol ismert a téplalékfelvétel-, vérnyomds- és egyéb
funkciok szabalyozasanal. (Sakurai et al., 1998; Chemelli et al., 1999; Lin et al., 1999;
Samson et al., 1999; Kukkonen et al., 2002).

Egy korabbi tanulmanyban (Horvath et al., 1999a), a majom nucleus
arcuatusaban erdteljes HCRT innervéciot irtak le, ahol a HCRT immunreaktiv axonok
NPY tartalmt sejteket innervaltak. Hogy ez a fOemldsdkben leirt arcuatus-NPY
rendszer részt vesz-e a HCRT téaplalkozast szabalyoz6 funkcidjdban még nem
tisztazott, de ragcsalokban mar nagyrészt bebizonyosodott egy ilyen funkcid (Jain et
al., 2000; Lopez et al., 2002). Mindenesetre az a jelen munkaban megfigyelt
szervezOdés, hogy a ARC ¢éhezés hatasara aktivalodd NPY sejtjei HCRT bemenettel
rendelkeznek, aldtamasztja ezt a feltételezést. Ugyanakkor az is lehetséges, hogy az
¢heztetés hatasara a HCRT neuronok aktivalédasara csak késobb, a ARC aktivalasa
utan kertil sor. Az ARC NPY sejteit nagy valdszinliséggel védelmezi a véragy-gt, ill.
az ARC kozvetlen lateralis hypothalamicus 0sszekottetése majmokban nem kifejezett
(Horvath et al., 1999a). Az is valdszintsithetd, hogy a HCRT rendszer jol ismert alvas-
¢brenléti szabalyozasi funkcoja szenved zavart az €heztetés soran, és ez befolyasolja a
HCRT szabalyozasi funkcioit.

Leptin receptorok jelenlétét korabban mar kimutattak a lateralis hypothalamus
HCRT sejtjein (Horvath et al., 1999a), ¢és a leptinrdl ismert, hogy képes atjutni a vér-
agy-gaton (Bjorback et al., 1998). Ennek megfeleléen a HCRT sejtekben megfigyelt c-
fos génexpresszid valtozas az ¢heztetés hatasara bekovetkezd, egyre csokkend

periférias leptin szint kozvetlen kovetkezménye lehet. Ugyanakkor az ilyen, kiilondsen
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foemlosokon alkalmazott taplalékmegvonasos kisérleti elrendezések nem teszik
lehetévé egy adott hormon hatasanak pontos behatarolasat, mivel szamos, komplex
endocrin folyamat eredménye lehet a megfigyelt, detektalhatd eltérés a kontrollhoz
képest. Példaul, ragcsadlokban megfigyelték, hogy a keringd inzulin és/vagy gliikkoz
szintje szabalyozd hatast gyakorol a hypothalamicus HCRT rendszerre (Cai et al.,
1999). Eppen ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy a féemlés HCRT

rendszerének pontos szabalyozasi mechanizmusat megértsiik.
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4.3 A Ghrelin szerepe a hypothalamus energiahaztartast
szabalyozé funkciojaban

Eredmények

A ghrelin agyi expresszioja

Kojima és munkatarsai 1999-es kutatasai bebizonyitottak (Kojima et al., 1999),
hogy a ghrelin mRNS el6fordul az agyban, és hasonléképpen mi is talaltuk RT-PCR
analizissel a gyomorbdl és a hypothalamusbdl szdrmazoé mintak esetében egy 320
bazispar nagysagu terméket (4.3.1A &bra). Szekvendlds utan kideriilt, hogy a
bazissorrend tokéletesen megfelel a ghrelin ismert és publikdlt szekvencidjanak
(Kojima et al., 1999). Tovabba ghrelin knock-out egerek hypothalamusdban nem
talaltunk ghrelin mRNS-t, de (ugyanabbo6l az alombdl szarmazd) vad tipust egértdrzs
esetében hasonld expresszios mintazatot lattunk.

Ezt kdvetden harom, egymadstol kiilonbozé €s egymastol fiiggetleniil eléallitott
antiszérum segitségével vizsgaltuk a ghrelin jelenlétét a hypothalamusban. A western
blot vizsgéalat 13kDa molekulasulynak megfeleld teriileten jelzett mindhdrom
antiszérum esetében egyetlen savot, amely megfelel a még nem szekretalt ghrelin pro-
hormon molekulastlyanak (4.3.1. A abra). Ez megerdsitette, hogy a hypothalamusban
van ghrelin termelés.

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 tertiletet, ill. benyomult a harmadik agykamra
ependymalis rétegébe (4.3.1B ¢és 4.3.2A-C abrak). Ugyanezekkel az antiszérumokkal
ghrelin knock-out egerekben nem talaltunk sem ezeken az agyteriileteken, sem pedig a
gyomorban jelolddést (4.3.2D abra). Kolchicin kezelés hatasara a ghrelin-jelolt sejtek
szdma ¢€s a jelolés intenzitasa megndvekedett, amely szamos egyéb hypothalamicus
peptiderg rendszer esetén is megfigyelhetd. A ghrelin immunreaktiv neuronok

leggyakrabban bipolaris alaktiak voltak, de el6fordultak szogletesek is (4.3.2Cabra).
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4.3.1. abra. Ghrelin mRNS és peptid expresszio a hypothalamusban. A. Ghrelin expresszié a
patkany gyomor ¢és hypothalamus teriiletén. PCR termékek (feliil) 1.5% agaroz gélen lettek
szeparalva és ethidium-bromiddal megfestve. A western blot (alul) 13 kDa molekulastlynal mutat
immuneraktiv savot, amely megfelel a pro-ghrelin méretének. A ghrelin szintje a gyomorban tobb
nagysagrenddel magasabb, mint a hypothalamusban. B. Ghrelin immunreaktiv sejttestek (piros) és
projekcidik (piros pontok) sematikus abrazolasa a hypothalamusban és a kornyez6 teriileteken. A
mm értékek Bregmahoz viszonyitva értendok.
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Ghrelin erdteljesen expresszalodott axonokban is (4.3.1B ébra, 4.3.2C insert,
4.3.2E-L abrak), és az immunjel6lés az axonterminalisokban gyakran un. ,,denz-core”

vezikulakkal asszocialodott.

4.3.2. abra. Ghrelin a hypothalamicus neuronokban és efferenticiéjuk. A-C. A ghrelin
immunreaktiv (IR) sejttestek megoszlasa az ARC, PVN, DMH, és VMH magok kérnyezetében.
Az abrak (A-C) harom kiilonb6z6 primer antiszérum hasznalataval késziilt ghrelin immunpozitiv
sejtek mintazatat mutatjak. Skala (A-D) 300um. A C abran lathato insertek ghrelin immunpozitiv
sejttest és axon nagy nagyitasu képéit mutatjak, skala 10 um. D. Ghrelin immunfestés gyomorban
(als6 panelek) és hypothalamusban (fels6é panelek) vad tipusu (wt) és ghrelin knock-out (ko)
allatokban. E-G. Ghrelin immunpozitiv axonterminalisok (nyilhegyek) NPY- immunpozitiv (E),
POMC immunpozitiv (F) sejttestek kozelében a nucleus arcuatus teriiletén illetve CRH
immunpozitiv sejttest kdzelében (G) a PVN teriiletén. Skala E-G: 10 um. H. NPY- immunreaktiv
axonterminalis (piros) ghrelin immunreaktiv boutonnal (z6ld) kézvetlen appozicioban a PVN
teriiletén. 1.  Ghrelin  immunreaktivitds  axonterminalis  dense-core  vezikulaiban,
elektronmikroszkopos felvétel. Skala 1um az I-L panelekre egyarant. J. Szimmetrikus synapticus
membranspecializacio (fekete nyil) ghrelin-immunjeldlt axonterminalis (25nm-es immunarany
szemcs€k a dense-core vezikuldkon) és egy jeldletlen dendrit kozott. K. Kozvetlen synapticus
kapcsolat ghrelin (immunperoxiddz) és NPY tartalmii (25nm-es immunarany a dense-core
vezikulakon) terminalisok kozo6tt, elektronmikorszkopos felvétel. L. Kozvetlen synapticus
kapcsolat GABA (10nm-es immunarany szemcsék) és ghrelin (25nm-es immunarany a dense-core
vezikulakon) axontermindlisok kozott, amely presynapticusan viszonyban all egy TRH immun-
jelolt PVN sejttesttel.

50



dc_25 10

A synapticus membranspecializaci6 nem mindig volt tisztan lathatd, azonban a
mediobasalis hypothalamus teriiletén ez szinte megszokott jelenség. Amikor azonban a
synapticus kapcsolat lathaté volt, az Gray Il-es tipusu, szimmetrikus (gatlo)
synapsysnak bizonyult (4.3.2] é&bra). A ghrelin-tartalmi axonterminalisok szamos
hypothalamicus magot innervaltak, tobbek kozott az ARC, DMH, LaH ¢és PVN
magokat. Ghrelin immunoreaktiv boutonokat megfigyeltiink a hypothalamuson kiviil
is (pl. az amygdala, a thalamus paraventricularis magjaban és a lateralis habenula-
magban), de ezek anatomiai sajatsagait és szerepét nem vizsgaltuk tovabb.

Az energiahaztartds szabdlyozasdban fontos szerepet jatsz6 hypothalamicus
kozpontok koziil a nucleus arcuatus teriiletén fordultak eld ghrelin tartalmt boutonok,
ahol az NPY/AGRP ¢és a POMC (pro-opiomelanocortin) tartalmi neuronok
dendritjeivel és sejttestjeivel hoztak Iétre synapticus kapcsolatokat. Fény- ¢és
elektronmikroszkopos egyes- ¢és kettds-immunhisztokémiai jeldlések hasznalataval
egyértelmivé valt, hogy a ghrelin tartalmu boutonok kozvetlen synapticus
kapcsolatokat hoznak létre NPY és GABAerg axonterminalisokkal az ARC és PVN
teriiletén (4.3.2H,K,L. abrdk). A PVN teriiletén néhany ghrelin tartalmia axon

corticotropin-releasing hormon (CRH) sejteket innervalt (4.3.2G abra).

Ghrelin receptor-kotédés az agy teriiletén

A GH-szekretoros receptor (GHS-R), vagyis a ghrelin-receptor mRNS
hypothalamicus lokalizacigjarol allnak ugyan rendelkezésre adatok (Guan et al., 1997;
Willesen et al., 1999), ezen receptorok subcellularis megoszlasat azonban még nem
vizsgaltak. Hogy a ghrelin-hatas pontos neurondlis helyét meghatarozzuk, biotyn-
kotott ghrelin - molekulak kotodését vizsgaltuk coronalis agyi metszeteken. A
biotynilalt ghrelin olyan hypothalamicus struktirdkhoz kapcsolodott, mint az ARC
(4.3.3A,B abra), LaH (4.3.3c abra) ¢és PVN (4.3.3E abra). Mindharom régi6
expresszalja a GHS receptort. Ghrelin kotddést a neocortex teriiletén is megfigyeltiink
(4.3.3D 4bra). A biotynilalt ghrelin kétodés specifikus volt, mert nem biotinylalt
ghrelinnel torténd elé-inkubalds utan a jeldlés (és ezaltal a kotddés) teljes mértékben
megszint (4.3.3H-J abra). Ghrelin kotodést elsOsorban synapticus boutonokon
figyeltiink meg (4.3.3B-E 4abra). A hypothalamus teriiletén azok az axonterminalisok,
amelyek ghrelin kotodést mutattak igen gyakran NPY immunpozitivnak is bizonyultak
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(4.3.3F,G ébra). Gyakran volt megfigyelhet6 az egész hypothalamus teriiletén, hogy a
ghrelin és NPY tartalmu rostok egymashoz igen kozel haladtak (4.3.2H ¢és 4.3.2K

abra).

E G NPY
v
PVN
J

biot-ghrelin biot-ghrelin -~ biot+cold ghrelin

biot+cold ghrelin

4.3.3. abra. Ghrelin kotodés a hypothalamus teriiletén. A. Biotinylalt ghrelin kot6dést mutat a
kiilonb6z6 hypothalamicus magvak teriiletén (ARC, DMH, eminentia mediana). Az A panelen
lathatdo skala 300 pm és az A, H és J panelekre alkalmazand6é. B-E. Ghrelin kotddés
axonterminalisokhoz asszocialodik a nucleus arcuatus (ARC — B), a lateralis hypothalamus (LaH —
C), a neocortex (cortex - D) és a periventricularis hypothalamus (PVN — E) teriiletén. A
nyilhegyek jeldlt boutonokra mutanak. A C panelen lathato skala 10 um és a B, C ¢és E-G
panelekre alkalmazando. A D panel skalaja 10 pm, és a D, 1 ill. K panelekre alkalmazando. F. és
G. A ghrelin kotodést mutato axonterminalisok (F, piros fluoreszcencia, a zold nyilhegyek jelolt
axonterminalisokra mutatnak) gyakran NPY immunpozitivitast is mutattak (G, zold
fluoreszcencia, a piros nyilhegyek azokra az NPY-jelolt axonterminalisokra mutanak, amelyek az
F panelen piros nyilheggyel voltak jeldlve ghrelin pozitivitasuk miatt). H-J. A biotinylalt ghrelin
kotodése (H és 1) teljesen megszlinik, ha nem jelolt ghrelinnel k6zosen inkubaljuk (J és K
panelek). Az I és K paneleken a H és J panelek nagy nagyitasu részletét lathatjuk.
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A ghrelin elektrofiziologiailag mérhetd hatdsa

A ghrelin hypothalamicus hatasmechanizmusanak tovabbi megértéséhez in
vitro elektrofiziologiai vizsgalatokat végeztink egér és patkdny hypothalamus
szeleteken. Vizsgalatainkat elsésorban az NPY-ban gazdag ill. olyan hypothalamicus
tertiletekre koncentraltuk, ahol mar jol ismertek a leptin, AGRP ill. az NPY erételjes
fiziologiai hatasai ill. szabalyozo6 funkcioi. Ilyen tertiletek az ARC és a PVN (Powis et
al., 1998; Ahima et al., 2000; Cowley et al., 2001). Egyes hypothalmus szeleteket
zafir-z6ld fluoreszcens fehérjét (saphire-green fluorescent protein, SFP) expresszalo
transzgenikus egér agyabol készitettiikk. Az altalunk hasznalt egértorzs a fluoreszkalo
fehérjét kizarolag az NPY termeld sejtekben expresszalja (4.3.4A édbra).

A ghrelin 50 nM koncentracioban 4 percen beliil 3.7-szeresére novelte az NPY
sejtek aktivitasat (4.3.4B abra; n = 9); a megnovekedett aktivitas a kimosast kovetden
viszatért eredeti szintjére. Ez a hatds azt valoszinisiti, hogy a ghrelin megnoveli az
NPY és AGRP felszabadulast a nucleus arcuatus NPY/AGRP célneuronjainal.

Rendelkezésiinkre allt olyan transzgenikus egértorzs is (POMC-GFP egér),
amely a fent emlitett SFP-hez hasonl6 GFP-t, azaz green fluorscent protein-t kizardlag
POMC termeld idegsejtekben expresszalta (4.3.4A abra) (Cowley et al., 2001). Patch-
clamp elektrofiziologiai beallitast hasznalva, vizualisan azonositani tudtunk POMC
idegsejteket a nucleus arcuatus teriiletén, ¢és azt figyeltik meg, hogy 50-100 nM
ghrelin hatasara a POMC neuronokra érkezdé spontan gatldo postsynapticus aramok
(spontaneous inhibitory postsynapitc currents (IPSCs) frekvencidja megndvekedett,
akar 300%-kal is (atlag 149%+14%, n = 18, P < 0.0006, 4.3.4C abra). Ismert, hogy
ezekért az aramokért az NPY tartalma neuronok feleldsek (Cowley et al., 2001) és a
megfigyelt GABA felszabadulés idoben korrelalt a kordbban tapasztalt NPY neuronok
aktivitasnovekedésével (4.3.4B abra). Természetesen a GABA POMC neuronokra
gyakorolt hatasadval parhuzamosan a POMC idegsejtek spontan aktivitdsa 65%+19%-
kal lecsokkent (4.3.4D abra, n = 6) ¢és egy kismértékli, de szignifikdns
hyperpolarizacids hatas jelentkezett (4.3.4E abra, 0.4-t6] 13 mV-os tartomany, atlag
1.47£0.7 mV, P < 0.03, n = 34), amely értelemszeriien ezen neuronok akcids-potencial

frekvencidjanak csokkenésével jart.
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4.3.4. abra. A ghrelin megniveli az NPY sejtek spontin aktivitasat és a gatlo tonus
novelésével gatolja a POMC sejtek aktivitasat. A. A nucleus arcuatus NPY és POMC sejtjei
szelektiv. GFP  immunraktivitast mutattak a két kiilonb6z6 transzgenikus egértdzs
hypothalamusaban. B. 50 nM koncentracioban alkalmazott ghrelin megndveli a ARC NPY sejtek
spontan aktivitasat. (n = 9). C. Ghrelin megnoveli a POMC sejtekre érkezd spontan synapticus
GABA felszabadulas frekvenciajat (18 kisérlet reprezentativ grafikonja). D. 50 vagy 100 nM
ghrelin csokkenti a ARC POMC sejtek spontan aktivitasat (n = 6). E. 100 nM ghrelin csokkenti a
POMC sejtek spontan aktivitasat és enyhe hyperpolarizaciot okoz. 34 kisérlet reprezentativ
grafikonja. F. Ha a POMC neuronokra érkez6 NPY és GABA hatast gatolt (BIBP 3026 és
pikrotoxin alkalmazasaval), akkor a ghrelin depolarizalja a POMC neuronokat. 4 Kkisérlet
reprezentativ abrazolasa.

A GABA, receptorok (GABA,R) 100 uM picrotoxinnal torténd blokkolasa
nem valtoztatta meg a POMC neuronok ghrelin-kivéaltotta hyperpolarizacidjat (1.9+1.4
mV hyperpolarizacio, n = 9, nem szignifikdns), ami azt valdsziniisiti, hogy a ghrelin
nem a GABA, hanem valamilyen egyéb faktor felszabaduldsat serkentette.
Legvalosziniibb, hogy az NPY felszabadulas novekedett (Cowley et al., 2001), amely
viszont képes a POMC neuronok hyperpolarizaciojara. Ha GABA,R ¢és a POMC
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neuronokon el6forduldé NPY Y1 receptor altipust (Fuxe et al., 1997) egyiittesen
blokkoltuk (NPY Y1 specifikus blokkold segitségével — BIBP3226, 500 nM), a
ghrelin-kivaltotta hyperpolarizacio eltlint, ugyanakkor paradox moddon a ghrelin
POMC neuronokra gyakorolt depolarizdcios hatasa jelent meg. (4.3.4F é4bra). Ez a
hatds nagy valdsziniiséggel a ghrelin NPY/AGRP/GABA terminalisok AGRP
al., 1998), mivel az AGRP antagonizal a POMC neuronok auto-inhibitoros
melanocortin-3-receptorain keresztiil kivaltotta tonikus gatlasaval (Fong et al., 1997;
Cowley et al., 2001).

Megvizsgaltuk a ghrelin hatasat a PVN neuronalis aktivitasara. Ezen a tertlileten
végzOdnek a nucleus arcuatus NPY ¢és POMC tartalmii idegsejteinek axonjai.
Konvencionalis és perforalt teljes-sejt patch-clamp vizsgalatok kimutattak, hogy a
ghrelin a medialis PVN neuronok 73%-4nal a GABAerg bemenet aktivitasat
lecsokkentette (gatolta, 28%+15%, 4.3.5A ébra), mig a sejtek 27%-anal nem valtott ki
a ghrelin ilyen hatést. Kordbban mar bebizonyitottuk, hogy az NPY-nak igen hasonlo
hatdsa van ezekre a POMC neuronokra, amely els6sorban a presynapticus GABA
felszabadulas eredménye, tehdt nem a GABA-ra adott valasz megvaltozasa miatt
torténik (Cowley et al., 1999). Ezt a ghrelin kivaltotta valaszt ebben az esetben nem
kovette szignifikans valtozds a membran aram-fesziiltség viszonyaban, ami a ghrelin
presynapticus hatdsmechanizmusaval magyarazhat6. Mivel azonban a ghrelin
kolokalizal a PVN NPY immunreaktiv terminélisaival, megvizsgaltuk, hogy ez a hatas
esetleg az NPY-ra gyakorolt serkentésnek koszonheté-e. A 4.3.5A abra ghrelin-
kivaltotta valaszt add neuronjat ezért NPY Y1 és Y5 antagonistaval eldinkubaltuk
(BIBO 3304, 500 nM, Novartis 2, 500 nM), és a ghrelin hatds csokkenését vagy teljes
eltlinését figyeltilk meg (4.3.5B abra). 11-bdl 5 neuron esetében ez a NPY receptor
gatlo koktél” csokkentette a ghrelin-re adott valaszt 59% =+ 12%-al (n = 5, P <
0.0005), 4.3.5C abra).
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4.3.5. abra. Ghrelin hatdsa a hypothalamus nucleus periventricularis medialis
parvocellularis (mpPVN) neuronjaira. A. 30 Nm ghrelin IPSC-re gyakorolt hatasa egy mpPVN
neuron esetében. 2 grafikon egymasra vetitve lathato, kontroll és ghrelin jelenlétében rogzitve.
Insert: a teljes (ghrelin-kontroll) voltage ramp (-110 mV-tol -40 mV-ig) kivaltotta steady-state
membran aram valasz. B. Az (A) panelen bemutatott neuron ghrelin kivaltotta IPSC valasza Y és
Ys anatagonista jelenlétében. C. NPY antagonistdk jelenlétében a ghrelin valasz gyengiil az
mpPVN neuronokban. D. Ghrelin IPSC-re gyakorolt hatdsa a PVN neuronok esetében. E. NPY
IPSC-re gyakorolt hatasa a (D) panelen bemutatott neuron esetében. F. A ghrelin (fekete pontok,
30-100 nM) és NPY (fekete haromszogek, 100-300 nM) IPSC-re gyakorolt idébeni hatasa PVN
neuronok esetében.

NPY adagoldsa minden esetben meggatolta a PVN ghrelin szenzitiv
neuronjainak IPSC-jét. A 4.3.5D &bran lathato a PVN neuronok valasza ghrelin

adagolasra, mig a 4.3.5E abra mutatja az NPY kivaltotta valaszt ugyanebben a
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neuronpopulacioban. A ghrelin-szenzitiv neuronok ghrelinre (30-100 nM, n = 16) és
NPY-ra (100-300 nM) adott valaszanak nagysagat és idobeni lefutasat a 4.3.5F abra
mutatja be. Megfigyelhetd, hogy a ghrelin és az NPY ugyanazon PVN neuronok

ugyanazon bemeneteire fejti ki hatdsat, hasonl6 méddon.
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4.3.6. abra. PVN neuronok perforalt-patch felvétel és elektroporaciot koveté haromszoros
immunhisztokémiai jelolése. A. CRH-pozitiv (z6ld szin), de TRH negativ (piros szin) neuron,
amely az elektrofiziologids vizsgalat utan biocytinnel lett toltve (kék szin). A jobb also képen
mindharom marker egyiittlathato. Skala: 10 um. B. 100 nM ghrelin CRH neuronok IPSC-re
gyakorolt gatlé hatdsanak bemutatasa
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A PVN  ghrelin-szenzitiv  neuronjainak  neuropeptid-fenotipusanak
meghatarozasdhoz a perforalt patch-clamp kisérletek végén biocytinnel toltottiik fel
ezeket a sejteket (n = 20) és CRH ill. TRH (thyreotrop-serkentd hormon, thyrotropin —
releasing hormon) tartalmukat vizsgéltuk immuncytokémiai mddszerekkel. A huszbol
nyolc neuron CRH immunpozitiv volt, ebbdl a nyolcbol hét mutatott csokkent IPSC-t
ghrelin hatasara (4.3.6A és 4.3.6B abrak). A huszbol minddssze kettdé neuron

expresszalt TRH-t, és ezek koziil egyik sem volt ghrelin-szenzitiv (30-10 nM).
Megbeszélés

A ghrelin neuronok anatomiaja

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) teriiletén. A ghrelin-tartalmi neuronok
ilyen elolszlasa kiilonbozik a korabban megfigyelt anatomiai leirastol (Kojima et al.,
1999) és egy 1j, ghrelin tartalmu sejtcsoportra hivja fol a figyelmet. Ez a kiilonleges
megoszlas nem esik egybe egyik ismert, hypothalamicus energia-haztartast szabalyozo
neuronpopulacié megoszlasaval sem (ilyen rendszerek pl. az NPY, AGRP, POMC,
MCH, orexin, dopamin ¢és somatostatin) (Brownstein et al., 1975; Chronwall et al.,
1985; Zamir et al., 1986; De Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998; Haskell-Luevano
et al., 1999). Feltételezhetd ezért ezen 1), ghrelin-t expresszald sejt-halozat felfedezése
alapjan, hogy a ghrelin igen fontos szerepet jatszik a kozponti idegrendszerben mint
endogén faktor, a mar ismert periférias hormon-hatasan til (Kojima et al., 1999).

Az elektronmikorszkopos vizsgalatok alapjan egyértelmiivé valt, hogy a ghrelin
jelen van hypothalamicus neuronokban, valamint, hogy ghrelin tartalmu
axonterminalisok olyan hypothalamicus peptiderg rendszerekkel allnak kapcsolatban,
amelyek az anyagcsere szabalyozasdban alapvetd jatszanak (mint pl. az AGRP ill.
POMC termeld idegsejtek a nucleus arcuatusban, vagy a CRH ill. TRH termeld
neuronok a nucleus paraventricularisban). Ezen eredményeink anatomiai bizonyitékot
szolgaltatnak a ghrelin pre- ¢és postsynapticus NPY/AGRP/POMC ill CRH

rendszerekhez vald szoros kapcsoltsagara. Ezek a peptiderg rendszerek kulcsszerepet
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jatszanak a kozponti idegrendszeri energia-haztartds szabalyozasaban (Kalra et al.,
1999). A ghrelin-tartalmi axonterminalisok jelenléte az anyagcsere-szabalyozasban
alapvetd befolyassal bird hypothalamicus teriileteken (pl. arcuatus €s paraventricularis
magok) egyértelmilen arra wutal, hogy a hypothalamusban termel6dé ghrelin
befolyasolni tudja ill. moduldlhatja az energiahaztartds szabalyozasdban résztvevo
neuronpopulaciokat. A ghrelin és az NPY rendszer kozotti egyértelmli anatomia
kapcsolat mindenképpen megerdsiti a ghrelin szerepét a taplalékfelvétel idegrendszeri
neuronkoreinek szabalyozasaban (pl. az orexigén hatés szabalyozasaban).

Erdekes, hogy ghrelin immunjelélés nem csak a hypothalamus teriiletén, hanem
extrahypothalamicus teriileten is megfigyelhetd, példaul a neocortex teriiletén. Ez
felveti annak lehetdségét, hogy a periféridsan keringd ghrelin valamilyen modon
atjuthat a vér-agy gaton, és eléri ezeket a corticalis terlileteket, vagy az is lehetséges,
hogy a GHS (growth hormone secretagouge) receptornak mas endogén ligandja is
1étezik, illetve az sem kizéarhat6, hogy a ghrelin a mar jol ismert GHS receptoron kiviil

mas receptorhoz is képes kotddni.

A ghrelin élettani hatasa

A ghrelin-tartalmu boutonok és a hypothalamicus neuronok terminalisai kozott
megfigyelt szoros és kiterjedt appozici6 mar az anatémiai vizsgalatok soran is a
ghrelin presynapticus hatdsara utalt. Mind a kotédési adatok, mind a ghrelin
lokalizécioja azt sugallta, hogy a ghrelin a hypothalamicus neurotranszmisszio
modulécidjan keresztiil fejtheti ki hatadsat. A ghrelin NPY és AGRP rendszerekhez
valo kapcsoltsaga, amely a taplalékfelvétel szabalyozasaban is résztvesz (Kamegai et
al., 2001; Nakazato et al., 2001; Shintani et al., 2001; Tschop et al., 2002), valamint az
a tény, hogy periférias ghrelin adagolas esetén a c-fos expresszalodik az NPY
neuronokban (Wang et al., 2002) azt erdsiti, hogy a ghrelin hatasat az NPY tartalmu
idegsejteken fejti ki, ami nagyrészt egybeesik azzal a rendszerrel, amelyen a leptin
képes hatasat kifejteni (Spanswick et al., 1997). Valoban megfigyeltiik kisérleteink
soran, hogy a ghrelin depolarizaciot indukalt a nucleus arcuatus NPY neuronjain. A
megnovekedett NPY aktivitds kdvetkezményeit tovabb gondolva, a ghrelin POMC-
expresszald neuronokra kifejtett hatdsat is megvizsgaltuk a nucleus arcuatusban.

Elektrofiziologiai megfigyelésilink azt mutatta, hogy a ghrelin hyperpolarizalja ezeket a
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POMC idegsejteket az arcuatus magban, amely hatas valoszinileg GABAerg
NPY/AGRP neuronokhoz kothetd. Ez 0Osszhangban all szdmos korabbi kutatasi
eredménnyel, amelyek szerint a ghrelin ill. a GHS-R indukalta korai-gén expresszio
elsdsorban NPY/AGRP neuronokban figyelhet6 meg, és nem a POMC tartalmu
idegsejtekre jellemzd (Dickson and Luckman, 1997; Hewson and Dickson, 2000;
Wang et al., 2002).

A POMC neuronokra gyakorolt visszafogott gatld hatasa azonban nem
val6szinli, hogy elegend6 a ghrelin igen hatékony orexigén hatasanak kivaltasahoz
(Tschop et al., 2000; Kamegai et al., 2001; Nakazato et al., 2001; Wren et al., 2001,
Tschop et al., 2002). Ezért részletesebben vizsgaltuk az AGRP/NPY rendszer egy
korabban mar karakterizalt célteriiletét, a medialis parvocellularis PVN-t (mpPVN),
amely a taplalékfelvétel egyik kozponti szabalyozoteriilete (Cowley et al., 1999;
Pronchuk et al., 2002). Ez a teriilet a hypothalamicus ghrelin efferensek célteriilete, de
az itt talalhato vér-agy gat miatt a perifériasan keringé ghrelin nem fér a neuronokhoz,
igy a periférias ghrelin hatastol el lehet tekinteni (Banks et al., 2002).

A PVN, CRH ¢és TRH tartalmt sejtjeinek ghrelinre adott egyértelmiien
kiilonbozé valasza megfelel a mar ismert ghrelin kivaltotta, szintén eltérd
hypothalamus-hypophysis-mellékvese ~ és  hypothalamus-hypophysis-pajzsmirigy
tengelyeken megfigyelt szintén eltérd hatasnak (Arvat et al., 2000; Wren et al., 2000).
Az altalunk megfigyelt mpPVN neuronok fele nem mutatott kolokalizaciét sem a CRH
sem a TRH peptidekkel, és a megfigyelt neuronok koziil kilenc mutatott ghrelin-
kivaltotta IPSC amplitudd csokkenést ill. gatlast. Figyelembe kell azonban venni, hogy
a CRH ¢és a TRH immunfestés a parvocelluldris sejttestekben kolchicin kezelés
hatasara megndvekszik, azonban esetiinkben ezt nem tudtuk alkalmazni, mert ez a
kezelés megzavarta volna az elektrofiziologiai méréseket. Ezért a parvocellularis
neuronok tovabbi karakterizalasa elengedhetelen ahhoz, hogy a ghrelin pontos hatasat
megértsiik ezen az agyteriileten. Mindenesetre a taplalkozasra kifejtett hatasan kiviil
feltételezhetd, hogy a ghrelin megnoveli az NPY felszabaduldsat a CRH neuronokon
végz0d0 GABAerg termindlisokon, dizinhibicios hatast gyakorolva ezen
terminalisokra, amely stimuldlja a CRH felszabadulést a portalis kapillarishalozatba,
végil megnovekedett ACTH szekréciot valt ki a hypophysis megfeleld
sejtpopulacidjabol (Arvat et al., 2001).
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A ghrelin mitkodés kézponti idegrendszeri modellje

A felvazolt anatomiai és fiziologiai eredmények alapjan létrehoztuk a ghrelin
energia-haztartds szabalyozasaban betdltott szerepét bemutaté modellt. Munkank egy
Uj, eddig nem ismert ghrelin expresszald hypothalamicus sejtpopulaciot irt le. Ez a
tertilet egybeesik a hypothalamus internuclearis teriiletével, pont ahovd a nucleus
suprachiasmaticusbol (Watts et al., 1987; Horvath, 1997) ill. a ventralis lateralis
thalamus tertiletérdl érkezik projekcioé (Horvath, 1998).

Ghrelin

Ghrelin

POMC

4.3.7 abra. A ghrelin és egyéb hypothalamicus neuronkoérok kapcsolatanak
sematikus dbrazoliasa. A ghrelin aktivitdis hypothalamicus modellje. A
hypothalamicus ghrelin tartalmi axonok az NPY tartalmi termindlisokat
presynapticusan érik el a ARC és a PVN teriiletén. A ghrelin GHS receptorokhoz
kotodik és ezeken keresztiil fejti ki hatasat, amely altal az NPY axonterminalisok
aktivitisa megnd. A ghrelin a GABA felszabaduldsat is serkenti, és nagy
valészinliséggel az NPY és AGRP felszabadulast is megnoveli. Ez a megndvekedett
GABA és neuropeptid felszabadulas szabalyozza a POMC és CRH neuronok
postsynapticus aktivitasat. A vérarambol ide jutd ghrelin is a GHS receptorokon
keresztiil fejti ki hatasat, de nem valdszinii, hogy ilyen modon fizikailag hozzafér a
PVN teriiletén talalhatdé GHS-receptorokhoz.

Mivel a cirkadian és napi ritmusért els@sorban a nucleus suprachiasmaticus felel
kozosen a thalamus ventralis lateralis teriiletével, megalapozott azt feltételezni, hogy

az altalunk leirt kozponti ghrelin neuronhalézat felelés a cirkadian ill. vizualis
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informéaciok taplalékfelvételt szabalyozd célneuronokhoz valé eljuttatasaért, amely
egybevag a ghrelin taplalkozast/taplalkozasi viselkedést aktivalo hatasaval is
(Cummings et al., 2001).

A hypothalamicus ghrelin neuronok efferens termindlisai megfelelé ¢és
hatékony kapcsolatot hoznak létre ahhoz, hogy megvaltoztassdk ill. modulaljak a
GABAerg NPY tartalmu terminalisok mukodését (4.3.7 abra) Bemutattuk, hogy a
ghrelin  stimuldlja az NPY/AGRP neuronok aktivitdsat, elsOsorban az
axonterminalisokra kifejtett hatdsan keresztiil. Ez a megnovekedett aktivitas nagy
valoszinliséggel megndveli az NPY/AGRP neuronokbdl a neuropeptidek és
neurotranszmitterek felszabaduldsat. Errél a folyamatrdl viszont igen régéta ismert,
hogy integraldé szerepet tOlt be a taplalékfelvétel beinditasdban ¢és az
energiafelhasznalas csokkentésében. Ezért elmondhatjuk, hogy az altalunk leirt
hypothalamicus ghrelin neuronhalézat kutatasa valoszintileg kulcsszerepet jatszik majd
mind a huméan medicindban az elhizds elleni harcban, mind pedig az allati

takarmanyozas teriiletén.
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4.4 A nucleus arcuatus melanocortin rendszerének cellularis
szerkezete és szerepe a szaporodas és a taplalkozas
idegrendszeri szabalyozasaban

Eredmények

A melanocortin és a GnRH rendszer anatomiai viszonya

Korabbi megfigyeléseknek megfelelden a nucleus arcuatus teriiletén szamos
GnRH-immunjeldlt profil volt lathato. Elektronmikroszkopos vizsgélataink szerint a
GnRH rostok glidlis elemekkel alakitottak ki kapcsolatot, amelyek nagy
valoszinliséggel tanycytdk, amelyek célprofiljuk fel¢, az eminentia medialis portélis
capillérisai fel¢ haladtak (4.4.1. dbra).

&

g

4.4.1. abra. GnRH rostok elektronmikroszkopos képe a nucleus arcuatusban. (a.) A GnRH
rostok talnyomoé tobbsége athalad a ARC teriiletén az eminentia mediana iranyaba. A rostokat
tanycytak (T) veszik koriil. Esetenként azonban a rostok felszinén a tanycyta boritas folytonossaga
megszakad, synapticus vesiculak jelennek meg a GnRH rostokban, amint neuronalis profilokkal,
pl. dendritekkel (b) vagy dendrittiiskékkel (¢) érintkeznek. Skala: 1 ym

Kettds-jelolt fénymikroszkdpos anyagon szamos esetben figyeltiik meg, hogy a
POMC jelolt sejttestek kozvetlen kapcsolatban voltak GnRH-immunjel6lt boutonokkal
(4.4.2. abra). Az 5 allatban megvizsgalt 100 bouton koéziil 25 POMC immunreaktiv
sejttest és/vagy proximalis dendrit alakitott ki kozvetlen kapcsolatot GnRH- pozitiv
axonnal. Korrelalt elektronmikroszkopos vizsgélataink alatdmasztottak, hogy ezek
direkt, fizikai kapcsolatok GnRH axonterminalisok ¢s a POMC tartalmu sejttestek
kozott (4.4.2. dbra). Ugyanakkor egyik elektronmikroszkopban megvizsgalt kapcsolat

sem bizonyult klasszikus synapticus membranspecializaciénak.
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POMC

4.4.2. abra. GnRH tartalmu axonok POMC expresszal6 sejtek kozelében. a-c. Kettos
immunjeldlés hasznalataval GnRH tartalmi boutonokat (fekete nyilak) figyeltiink meg a nucleus
arcuatus POMC neuronjainak (barna neuronalis profilok) kozelében. Skala 10 pm. d-e.
Elektronmikroszkoppal megvizsgalva ezeket a kapcsolatokat azt tapasztaltuk, hogy a GnRH axon-
profilok (fekete nyil) kozvetlen appozicioban voltak a POMC neuronok perykarionjanak
membranjaval, kdzottiikk nem volt megfigyelhet6 glialis elem. Skala: 1 um.

Osztrogén-kezelés hatdsa a melanocortin rendszer parvalbumin expressziojdra

A kontroll (nem Osztrogén- kezelt) patkdnyok ARC neuronjainak parvalbumin-
tartalmat vizsgalva azt taladltuk, hogy hogy csak kevés idegsejt expresszalja ezt a
kalcium-kots fehérjét (4.4.3A,B dbra). Osztrogén-kezelés hatsira azonban a
parvalbumint expresszald sejtek szdma drdmaian megemelkedett (4.4.3A,C abra).
Kontroll allatokban 143412 parvalbumin immunpozitiv sejtet talaltunk/ARC (n = 5),
mig Osztrogén kezelt allatokban ez 1235+128-ra ndvekedett. A jelolt sejtek kisméretii

bipolaris morfoldgiaval rendelkeztek, amely az interneuronok jellegzetes morfologija.
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c

Parv-ir

s
Y Control

4.4.3. abra A-D. Osztrogén kezelés hatdsara (amely megndvelte a POMC sejtek glutamaterg,
serkentdé bemeneteinek szamat) megemelkedett a nucleus arcuatus (ARC) parvalbumin-
immunreaktivitast (Parv-ir) mutaté sejtek szama (A,B kontroll, CD dsztrogén kezelés). Skala A, C:
100 um, B, D: 10 pm.

Ismert, hogy az Osztradiol megnoveli az arcuatus magban a POMC neuronok
serkentd bemeneteinek szamat még a GluR-2 receptoraltipus hidnyaban is (Gao et al.,
2007). Mivel a GluR-2—es altipus kalcium influxot indukal amely megnovekedett
parvalbumin expresszidval jar (Naftolin et al., 1996), megvizsgaltuk, hogy vajon az
Osztrogén megnoveli-e az arcuatus mag POMC neuronjainak parvalbumin
expresszigjat. Azt talaltuk, hogy mindegyik parvalbumin expressziot mutatd neuron

egyben POMC tartalmt is volt (4.4.4.A,B abra).

4.4.4. abra. A, B Kettés immunfluoreszcens jelolés a nucleus arcuatusban. A
parvalbumintartalmi (Parv-ir) sejtek melanocortint (POMC-ir) is expresszalnak. A nyilak kettOs
jelolt sejtekre mutatnak.
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Megbeszélés

GnRH immunreaktivitas a nucleusban

A leptinhez hasonloan, a gonadalis szteroid hormon, az dsztrogén is képes -
hypothalamicus szabalyozofunkciojan keresztiill - a taplalékbevitelt és a testzsir
mennyiségét csokkenteni, ezzel parhuzamosan megndvelni az energiafelhasznalast,
mind allatokban, mind pedig emberben, nemtdl fiiggetleniil (Butera and Czaja, 1984;
Dubuc, 1985; Palmer and Gray, 1986; Gao and Horvath, 2007). Természetesen a
szaporodasra is alapvetd hatdsa van az Osztrogénnek, de ezt a hatdsat nem csak mint
periférasan keringd hormon, hanem a kozponti idegrendszeri szabalyozast
befolyasolva is kifejti. Az 0sztrogén szaporodasra kifejtett kozponti hatasa kozvetleniil
a ciklust szabalyoz6 hormontermeléshez kothetd. Valdjaban az 0Osztrogén
hypothalamicus GnRH neuron-halézatara kifejtett hatasa sziikséges ahhoz, hogy
megtorténjen a GnRH szakaszos felszabaduldsa, amely végiil is a LH j6 ismert pulzalo
felszabadulasi mintajat eredményezi (Herbison, 1998). A leptin fertilitasra kifejtett
jotékony hatasa is csak a GnRH rendszer fényében kap értelmet: képes visszaallitani a
GnRH ¢s a LH normalis szekrécids mintazatat, amely ezaltal visszaforditja a
hypothalamicus hypogonadismus tiineteit. Feln6tt ndstényekben a periféridsan
cirkuldld Osztrogént elsOsorban a petefészek termeli. Bizonyos enzimek, pl. a
cytokrom P450 aromatdz (P450aro) képes lokalisan tesztoszteronbol vagy
androgénekbdl Osztrogént eldallitani. A P450aro mennyisége a him agyban valamivel
magasabb, mint a ndstényekében (Roselli et al., 1984; MacLusky et al., 1985; Lephart,
1996b). Aromataz-deficienciaban szenvedd egerek mindkét neme zsirfelesleget
halmoz fel (Jones et al., 2000), és a him egyedekben nemzoképtelenséget eredményez
(Honda et al., 1998; Robertson et al., 1999). Emberek esetében mindkét nemnél
hypothalamicus hypogonadismussal ¢és infertilitassal hozzdk Osszefliggésbe az
aromataz deficienciat (Simpson, 1998; Bulun, 2000), amelybdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a lokalis Osztrogén szintézis nemcsak a homeostasis
fenntartasaban, hanem a reprodukcioban is fontos szerepet jatszik. Ennek megfeleléen
a P450aro nagy mennyiségben és szelektiven expresszalodik az anyagcserében
(ventromedialis hypothalamus) €és a reprodukcids szabalyozdsban (area preoptica)

fontos szerepet jatszo agyteriileteken (Naftolin et al., 2001).
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Egyértelmi tehat, hogy mind a gonadalis input, mind pedig az anyagcsere
aktualis allapota (amelyért nagyrészt a leptin felelds) erdteljes hatast gyakorol a GnRH
neuronok aktivitasdra, és ezaltal a gonadalis tengely megfeleldé miikddésére.
Ugyanakkor nem ismert, hogy ezek a GnRH neuronok vajon kapcsolatban allnak-e
azokkal a melanocortin tartalmii neuronokkal, amelyek kulcsfontossagtiak az
enegiahaztartds szabalyozasaban. Eredményeink egyértelmien kimutattak, hogy a
nucleus arcuatus teriiletén talalhato GnRH tartalmu efferensek kozvetlen kapcsolatban
vannak a POMC expresszalo sejttestekkel. Ugyan nem lattunk klasszikus, synapticus
membranspecializaciot a két rendszer kozott, de a kozvetlen fizikai kapcsolat
morfoldgiailag megalapozza, hogy a GnRH axonok befolyasoljak tudjdk a POMC
sejtek elektromos tulajdonsédgait. Természetesen tovabbi kutatdsoknak kell
megbizonyosodni arrél, hogy ezek a kapcsolatok serkentd vagy gatlé hatast
kozvetitenek-e a POMC sejteknek, valamint, hogy ez az Ujszeri kapcsolat milyen

hatassal van a melanocortin rendszer szabalyozo6 funkciodira.

A parvalbumin expresszio valtozasa osztrogén-hatdsra

Kisérleteink sordn azt is megfigyeltiik, hogy 0sztrogén hatdsara megndvekszik
a POMC sejtek parvalbumin expresszidja. Ismert az Gsztrogén taplalékbevitelt és
elzsirosodast csokkentd hatasa is (Gao et al., 2007). Ennek megfelelden feltételezhetd,
hogy a magasabb 0Osztrogén szint megnoveli a POMC sejtekbe iranyuld kalcium
influxot, ami nagy valoszinliséggel a POMC sejtek aktivabb tiizelését és a fent leirt
szisztémas hatdsokat eredményezi (Gao et al., 2007).

Az 0Osztradiol hypothalamicus plaszticitast befolyasold hatasat mar régota
ismerjiik (Naftolin et al., 1996; Gao et al., 2007). A nucleus arcuatusban az dsztradiol
szignifikansan csokkenti a synapticus denzitdsok méretét (feltehetben GABAerg
afferensek érintettek) és a glutamat receptorok szdmanak emelésén keresztiil ndveli a
serkentd neurotranszmissziét (Diano et al., 1997). Eppen a POMC sejtek esetében
figyelték meg, hogy az Osztradiol noveli a serkentd synapticus bemenetek szamat a
sejttestjeiken és a POMC tonust, amely végiil csokkend taplalékbevitelben, valamint
testzsir- és sulycsokkenésben realizalodik (Gao et al., 2007). Feltételezheto, hogy a
hypothalamicus téplalkozas-szabalyoz6 neuronkorok az energiahaztartas egyik

alapvetd és nem elhanyagolhato részét képezik (Horvath and Diano, 2004; Gao and
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Horvath, 2007). A leptin és Osztrogén receptorok hypothalamicus kolokalizacidja
felveti annak lehetOségét, hogy az Osztradiol, a leptinhez hasonléan, kozvetleniil a
melanocortin sejteken hat és ugyanazokat a synapticus plaszticitasért felelds géneket
aktivalja, mint a leptin.

Mind az alpha, mind a beta- tipusu Osztrogén receptor szerepet jatszhat az
Osztrogén elhizas-ellenes hatasaban (Geary et al., 2001; Liang et al., 2002; Roesch,
2006). Az 6sztrogén képes szabalyozni a BDNF és a postsynapticus denzitas-95 (PSD-
95) fehérjéinek mennyiségét az agyban (Scharfman and MacLusky, 2008; Waters et
al., 2009). Mindkét faktor kulcsszerepet jatszik a synapsysok kialakitdsaban ¢és
miikodésében ill. a serkentd és gatldo kapcsolatok kozotti egynsuly létrehozasaban.
Ismert, hogy az un. Stat3 transzkripcids faktor, amely a leptin-szignalizaci6 egyik
célpontja, a leptintdl, ill. leptin receptoroktol fliggetleniil is aktivalodik POMC
neuronokban (Gao et al., 2007). Valdszinli tehat, hogy a klasszikus, nuklearis
Osztrogén receptorokon keresztiili szignalizacié kapcsolédik a membranhoz-kotott
receptorokon folyo6 jelatvitelhez (Toran-Allerand et al., 2002) és ez a kettd egyiittesen
valtoztatjia meg a POMC sejtek bemeneti organizaciojat, tlizelési mintdzatat ill.
aktivitasat. Az 0sztrogén POMC neuronokban parvalbumin expresszidt fokozo hatasa
valésziniileg a megnovekedett AMPA-receptor medialta glutamaterg aktivacio
indirekt, valamint a megnovekedett kalcium influx kdézvetlen kdvetkezménye lehet.
Elképzelhetd, hogy a melanocortin sejtek ilyen modon védekeznek a megnovekedett
kalcium-influx sejthalalt indukdlé hatdsa ellen, tehat a parvalbumin termelés egy
protektiv mechanizmus a POMC sejtekben.

Az Osztrogén parvalbumin expressziot serkentd hatdsa rovidtdvon ésszerii
mechanizmusnak tlinik, hiszen igy a POMC sejteket ugy lehet kalcium-influx fiiggd
moédon gyorsabb tiizelésre birni, hogy kdzben nem karosodnak. Azonban, ha ez a
kalcium beéaramlas kronikus méreteket 6lt, a POMC sejtek nem képesek fenntartani a
megnovekedett aktivitast és apoptotikus sejtpusztulasi folyamatok beinduldsa varhato.
Ismert, hogy magas Osztrogén-ddzisok hatdsara a hypothalamus POMC sejtjei
szelektiven elpusztulnak (Desjardins et al., 1993). Az még tisztazasra var, hogy csak
az Osztrogén képes ilyen hatést kivaltani a POMC sejtekben, vagy mas, ezen sejtek
aktivitasat novelni képes egyéb faktor is hasonld eredményre vezet. Ennek a

folyamatnak a tisztazasa donté fontossagu lehet a kiilonboz6é taplalkozassal,
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természetes oregedéssel, elhizassal kapcsolatos korképek koroktananak megértéséhez,
¢s hozzajarulhat ahhoz, hogy olyan gydgyszereket tudjunk kifejleszteni amely a
POMC sejtek tonusat effektiven tudjak befolyasolni.
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4.5 A hypothalamus plasztikus szabalyozéomiikodésének szerepe
az elhizasban

Eredmények

DIO patkanyok tobb zsirt halmoznak fel magas kaloriatartalmu taplalék fogyasztasa
esetén, de nem kiilonboznek a DR patkanyoktol standard energiabevitel esetén

A DIO ¢és DR patkanyok testtomege nem kiilonbozott a kisérletek kezdetén
(4.5.1. abra) és nem volt testsuly-kiilonbség a kisérletek végén sem, abban az esetben,
ha standard taplalékot fogyasztottak az allatok (4.5.1. ébra). Ez arra utal, hogy a két
allat-torzs kozotti anyagcesere és elzsirosodasi kiilonbség csak magas kaloriatartalmt
vagy magas zsirtartalmu taplalék fogyasztasa esetén jelenik meg. Standard taplalkozas
(SD) esetén az MRI-vel végzett testtomeg-Osszetétel vizsgalatok nem mutattak a DIO
¢s DR patkanyok kozott eltérést (4.5.1B abra). Azonban korabbi tanulmanyokkal
egybehangzoan, a DIO patkanyok szignifikansan nagyobb testsullyal (4.5.1A abra) és
tobb testzsirral (4.5.1B abra) rendelkeztek DR patkdnyokhoz képest a 12 hétig tartod
magas kaloriatartalmu taplalék fogyasztasakor. Ennek megfelelden a plasma inzulin és
leptin szintje emelkedett volt és a keringésben mérhetd ghrelin szintje csokkent az
elzsirosodas novekedésével parhuzamosan (4.5.1C-E  4abra). FErdekes, hogy
hyperinsulinaemia csak a DIO patkanyokban alakult ki, jollehet mind a DIO, mind a
DR patkédnyok emelkedett plasma leptin szinttel rendelkeztek magas kaldriatartalmu
taplalék hatasara (4.5.1C,D 4bra). A plasma leptin-szintjének emelkedése azonban a
DIO patkényokban sokkal intenzivebb volt (4.5.1D &bra) illetve standard taplalék és
hasonlo testsuly esetén a DIO patkanyokban a ghrelin szintje alacsonyabb volt (4.5.1F.
abra).

A POMC sejtek synapticus bemeneti szervezodése DIO és DR patkanyokban

Standard téplalékbevitel estén, illetve amikor még a testsuly és az
anyagcsereprofil a két patkdnytorzs kozott hasonld volt, a DIO patdinyok POMC
neuronjai tobb synapticus kapcsolattal rendelkeztek, mint a DR patkdnyok ugyanezen
sejtjei (4.5.2A abra, P < 0.05). A DR patkanyok POMC sejttestjein az aszimmetrikus

(4.5.2B abra) és szimmetrikus (4.5.2C abra) synapticus kapcsolatok szdma nem
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kiilonb6zott (4.5.2A abra), azonban DIO patkany POMC sejttestjein szignifikansan
tobb szimmetrikus, gatldé synapticus kapcsolatot talaltunk, mint serkentd,

asszimetrikusat (4.5.2A é4bra, P <0.05).
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4.5.1. abra. DR és DIO patkanyok metabolikus fenotipusat bemutat6 abrak standard (SD)
és magas zsirtartalmu (HFD) taplalas soran. A. DR és DIO patkanyok testsuly ndvekedése SD
és HFD taplalas soran. B. DR és DIO patkanyok testzsir mennyisége SD ill. HFD talplas soran (a:
P < 0.05). C. DR ¢s DIO patkanyok inzulin szintjének valtozas SD és HFD taplalast kdvetden. (a:
P < 0.05). D. DR ¢és DIO patkanyok leptin szintjének valtozas SD és HFD taplalast kdvetden. (a:
P < 0.05). E. DR ¢és DIO patkanyok teljes ghrelin szintjének valtozas SD és HFD taplalast
kdvetden. (a: P < 0.05). Minden panelen az atlag + standard hiba (SE) kertilt feltiintetésre.
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2. abra. POMC sejtek synapticus bemeneti szervezddése DR és DIO patkanyok esetében. A.
Az oszlopdiagramm standard taplalas (SD) soran mutatja a POMC sejtek perikaryonjara érkezo
szimmetrikus és aszimmetrikus synapticus bemenetek szamat DR és DIO patkanyok esetében.
ab: P < 0.05 B,C. SD tiplalt DR ¢és DIO patkanyokbol szdrmazdé reprezentativ
elektronmikroszkopos felvételek a POMC sejtekkel synaptyzaldo aszimmetrikus, feltehetden
serkentd (+, B) és szimmetrikus, feltehetden gatld (-, C) synapsysokrol. D. Az oszlopdiagramm
magas zsirtartalmu taplalas (HF) soran mutatja a POMC sejtek perikaryonjara érkezo
szimmetrikus €és aszimmetrikus synapticus bemenetek szamat DR és DIO patkanyok esetében. E,
F. HFD taplalt DR (E) és DIO (F) patkanyok POMC sejtjeir6l késziilt reprezentativ
elektronmikroszkopos felvételek. Az E abran (DR HFD patkany) esetében axonterminalisokat
(4), mig az F abran (DIO HFD patkany) esetében zdlddel kiemelve glialis boritast figyelhetiink
meg a POMC sejtek felszinén. G. Az oszlopdiagramm a POMC sejtek perikaryonjara érkezo
Osszes synapticus bemenetek szamat mutatja DR és DIO patkanyok esetében SD és HFD taplalas
soran. (a: P < 0.05 DR HFD vs. DR SD; b: P < 0.05 DIO SD vs. DR SD; c: P < 0.05 DIO HFD
vs. DIO SD). H. Az oszlopdiagramm a POMC sejtek perikaryonjanak glialis takarasat mutatja
DR és DIO allatok SD ill. HFD taplalasa soran. a: P < 0.05.

Hérom honapos magas zsirtartalmu taplalék (HFD) bevitelt kovetéen a
hypothalamicus ARC POMC neuronjainak synapticus kapcsolatai mindkét
patkanytorzsben megvaltoztak: a DR patkanyok esetében megnovekedett a teljes

synapsys-szam a standard, kiindulasi allapothoz viszonyitva (4.5.2D 4bra, P < 0.05).
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HFD bevitel soran a DIO patkanyokban azonban ezzel ellentétes, synapsys-szam
csokkenést tapasztaltunk (4.5.2D abra, P < 0.05). A serkentd (tehat aszimmetrikus)
synapticus kapcsolatok szama egyik kisérleti felalldsban sem mutatott szignifikans
eltérést (DIO standard taplalékon, DIO HFD téaplalékon, DR standard taplalékon, DR
HFD taplalékon). Standard taplalékbevitel esetén a DIO patkanyok jollakottsdgérzés
kivaltasaért felelos POMC sejttestjein tobb gatlo synapticus kapcsolat volt, mint a DR
patkdnyok POMC sejtjein, természetesen hasonlo taplalkozas esetén (4.5.2A abra, P <
0.05). Megjegyzendo, hogy ez a kiilonbség eltiint harom honapos HFD taplalas esetén:
a DR patkdnyok POMC perikaryonjain a gatlé synapticus kontaktusok, mig a DIO
patkanyok POMC sejttestjein a serkentd synapsysok dominaltak (4.5.2D é&bra, P <
0.05). A POMC neuronok ezen forditott synapticus bemeneti szervezddését paradox
médon a DIO patkdnyok DR allatokéhoz viszonyitott magasabb teststlya kisérte
(4.5.1A abra). Az NPY ¢és AGRP sejttestek jelenléte patkanyban sajnos nem mutathat6
ki megbizhatoan, mivel az antitestek tobbsége csak az axonokban jelen 1évo
neuropeptidet jeloli meg. A POMC neuronok felszinén talalhaté teljes synapsys-szam
a DR allatokban emelkedett volt (4.5.2G é&bra, P < 0.05), mig a DIO patkanyokban
csokkent (4.5.2G abra, P <0.05).

Asztroglia a DIO és DR patkanyokban

A HFD-n tartott DIO patkdnyok esetében, a POMC sejtek sejttestjein
alacsonyabb synapsys-szdmot regisztraltunk, ugyanakkor a sejtek felszinén a
gliaboritottsaig megndvekedett (4.5.2F abra). DIO patkdnyok melanocortin sejtjeinek
felszinén szignifikdnsan tobb asztrocyta-végtalp fordult eld, mint a DR allatok
neuronjainak felszinén (4.5.2H abra, 39.46£5.67um  /100pum Vs.
22.84+2.74pum/100um; P < 0.001).

A melanocortin rendszer synapticus bemeneteinek vizsgalata egerekben standard és
magas kaloriatrtalmu taplalkozas esetén

A tovéabbiakban GFP-NPY ¢és GFP-POMC expresszalo egértdrzseken (C57BI6;
(Pinto et al.,, 2004) vizsgaltuk meg az NPY/AGRP ¢és POMC sejtek bemeneti
synapticus szerkezetét kiilonbozo kaloriatartalmu taplalasi kondiciokat alkalmazva.

Ezen egerek anyagcsere-paramétereit mar korabban leirtak, itt csak rdviden
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ismertetjliik (Enriori et al., 2007): 20 hét ad libitum HFD taplalékfogyasztast kvetden
az allatok elhiztak, hyperleptinémiasak lettek ill. leptin- €és inzulinrezisztencia alakult
ki benniik (Enriori et al., 2007). Ugyanakkor 20 hetes SD taplalas esetén nem alakultak
ki elhizasi tiinetek és mind leptinre, mind pedig inzulinra nézve érzékenyek maradtak
(Enriori et al., 2007). Megfigyeltiikk azonban, hogy HFD téplalast kdvetden mind a
POMC- mind pedig az NPY-expresszaldo neuronok felszinére érkezd synapsys-szam
lecsokkent (P < 0.05 vs. SD; 4.5.3A,B abra), azonban eltérést tapasztaltunk a két
rendszer valtozéasai kozott: mig a synapsys-szam csokkenés a POMC sejtek esetén a
szimmetrikus, gatld kontaktusokat érintette elsdsorban (4.5.3A é4bra), addig az NPY
sejtek esetében az aszimmetrikus, serkentd bemenetek szdma csokkent (4.5.3B 4bra).
Tehat, a HFD taplalt egerek POMC neuronjainak synapticus atrendezédése a DIO
patkanyoknal megfigyeltekhez hasonlitott, ami arra utal, hogy a magas zsirtartalmu
taplalékbevitel a gatlo tonus csokkenését valtotta ki. Az NPY sejteken pedig csokkent
a serkentd bemenetek szama, amely a sejtek aktivitasanak csokkenését vonhatja maga

utan.

Hypothalamicus gliasejtek vizsgadlata egerekben standard és magas kaloriatrtalmu
taplalkozas esetén

A patkénytorzseken végzett megfigyeléseinknek megfeleléen, HFD taplalas
eredményeképpen megnétt a nucleus arcuatusban a GFAP immunjelolt profilok
mennyisége (4.5.3 C,D), a GFP pozitiv sejtek kornyezetében pedig megnétt a
glianytilvanyok mennyisége. Mind a POMC mind pedig az NPY-expresszalo sejtek
esetében szignifikansan nétt a glidlis boritottsdg a HFD taplalasu egerek esetében, a
standard taplalkozasu tarsaikhoz viszonyitva (POMC: 0.363£0.02 vs. 0.246+0.03
um/100pmPOMC-GFP sejttestmebran, P < 0.05; NPY: 0.347+£0.018 vs. 0.23+0.04
um/100 umNPY-GFP sejttestmembran, P < 0.05). Amikor ezeket a sejteket
elekronmikroszkoppal megvizsgéltuk azt talaltuk, hogy a nucleus arcuatus POMC és
NPY expresszalo sejtjeinek az erekhez valod viszonya dramaian megvaltozott (4.5.3D-
G ébra). Standard taplalas estén gyakran eléfordult, hogy a POMC ¢és NPY tartalmu
sejtek erek kozvetlen szomszédsdgaban helyezkedtek el (4.5.3D abra). Ilyen
elrendezddés esetén, a neurondlis profilokat egy vékony glia(nyulvany)-réteg

valasztotta el az ereket béleld endothel sejtektdl (glialis végtalp, insert a 4.5.3D abran).

74



dc_25 10

Ezt a fajta elrendezodést a POMC ill. NPY sejtek sejttestjei €s dendritjei kdzott nem
lehetett megfigyelni elhizott, HFD taplalt egerek esetében (4.5.3F,G abra). Standard
taplalasu allatok (n = 4) esetében 25 db fent ismertetett glia- GFP-NPY vagy GFP-
POMC appozicido volt megfigyelhetd, mig elhizott, HFD taplalasu allatok (n = 4)
esetében egyszer sem tudtunk ilyen elrendezddést leirni ilyen (P < 0.00001).
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4.5.3. abra. SD és HFD taplalt DIO patkanyok NPY és POMC expresszalé neuronjainak
szinaptologidja a nucleus arcuatus teriiletén. A, B. SD ill. HFD taplalt patkanyok POMC (A)
és NPY (B) sejtjeire érkezo serkent6 és gatld synapticus bemenetek dsszetétele. a: P < 0.05, HFD
vs. SD értékek. C,D. GFAP-immunjeldlés SD (C) és HFD (D) taplalt allatok nucleus
arcuatusanak reprezentativ fénymikroszkopos felvételein. Skala: 10 um. E. Reprezentativ
elektronmikroszkopos felvétel SD taplalt patkdiny POMC perykarionja és ér kozott kialakult
kozvetlen kapcsolatarol. Az inserten nagyobb nagyitast képet lathatunk’glia limitans’ és POMC
sejt membranja kozott. A csillag a sejttest és az endothel sejt kozotti teret jelzi. A nyilak a
glianytlvany altal elfoglalt vékony rétegre mutatnak. Skala 1 pm. F, G. HFD taplalt allatbol
szarmaz6 elektronmikroszkopos felvételek mutatjak a GFP-immunopozitiv NPY sejttest és ér
kozott kialakult neuropil elrendezédését. Az F panelen a nyilak a sejttestre, mig a G panelen a
szinek a glianyulvanyokat emeli ki. Skala 1um.
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Kvantifikaltuk a kapillarisok mennyiségét is a nucleus arcuatus tertiletén a két
eltéréen taplalt egércsoportndl (ugyanazt az ARC teriiletet vizsgaltuk, ahol a
synapticus valtozasokat is megfigyeltiik) és nem talaltunk eltérést az erek mennyiségét
illetéen (n = 5 per SD vagy HFD csoport, 16.66+1.46/400pum vs. 12.25+2.25/400pum, P
=0.181, 4.5.4A,B abra). Az erek atmérdjének tekintetében azonban volt kiillonbség: a
HFD taplalasu egerek (n = 5) esetében az atlagos kapillarisatmérd szignifikansan
nagyobb volt a SD téplalasa egerek (n = 5) kapillarisaihoz viszonyitva (14.69+1.4 pym
vs. 8.97+ 0.6 um, P <0.01, 4.5.4C,D 4bra).
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4.5.4. abra. Kapillarisok (vessels) rendezédése és a GFAP, POMC és NPY transzkriptek
szintje a nucleus arcuatusban SD és HFD taplalt egerekben. A, B. Kis nagyitasu
elektronmikroszkopos képek a nucleus arcuatusbol SD taplalt (A) és HFD (B) taplalt egerekben.
Az nyilak a kapillarisokra mutatnak. Skala 10um. C. Az erek szamaban a két allatcsoport kozott
nem volt szignifikans eltérés. D. A HFD taplalt egerek ereinek az atmérdje szignifikdnsan nagyobb
volt a nucleus arcuatusban, SD téplalt tarsaikhoz viszonyitva. E: A HFD taplalt egerek GFAP
mRNS mennyisége szignifikansan nagyobb volt a nucleus arcuatusban, SD taplalt tarsaikhoz
viszonyitva. a: P < 0.05. F. A HFD taplalt egereck POMC mRNS mennyisége szignifikansan
nagyobb volt a nucleus arcuatusban, mint SD taplalt tarsaikban. a: P < 0.05. G. A HFD téplalt
egerek NPY mRNS mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb volt a nucleus arcuatusban, SD taplalt
tarsaikhoz képest. a: P < 0.05.
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A GFAP, POMC és NPY mRNS hypothalamicus expresszioja SD és HFD tapladlas
esetén

Mivel valtozasokat figyeltiink meg a glia (GFAP) ¢és az NPY/AgRP és POMC
sejtekre érkezd bemenetek synapticus szerkezetében, megvizsgaltuk a nucleus arcuatus
tertiletén a GFAP, NPY és POMC transzkriptjeinek mennyiségét 60 napig HFD téaplalt
ill. SD taplalt egerekben (4.5.4E-G éabra - GFAP: F.6.291, P < 0.03; POMC: F: 8.067,
P < 0.02; NPY F: 12.974, P < 0.002). A HFD taplalt egerek GFAP és POMC mRNS
szintje szignifikdnsan megemelkedett, mig az NPY mRNS szintje lecsokkent standard

taplalast alom-tarsaikhoz képest (4.5.4E-G ébra).

Megbeszélés

Vilagszerte intenziv kutatasok folynak annak érdekében, hogy megértsiik az
energiahdztartds  szabalyozasanak  hatterében  huz6dd  pontos  molekularis
mechanizmusokat. Ezeknek az erdfeszitéseknek koOszonhetben ma mar ol
behatarolhatoak azok az idegrendszeri teriiletek ¢€s kapcsolatrendszerek, amelyek a
teststilyszabalyozasban kulcsszerepet jatszanak. Azonban az elhizasra hajlamositd
tényezok ill. az ,,elhizési rezisztencia” mogott htizodd molekularis hattér igen kevéssé
ismert. Bizonyos ,,elhizasi-modell”-ként hasznalt genetikusan obéz allatok, mint pl. a
monogenetikus ob/ob egértorzs vizsgalata fontos betekintést adott bizonyos
szabalyozasi korok mikodésébe (Zhang et al., 1994), ugyanakkor nem bizonyult
hatékonynak a téplalkozas-kivaltotta elhizds molekularis mechanizmusainak
megértéséhez. A kisérleteinkben hasznalt polygenetikus DIO és DR patkany- és egér
modellek sokkal jobban kozelitik a humén populacioban jelentkezd elhizasos
pathomechanizmusokat. A legnagyobb elonye ezeknek az allatoknak, hogy még az
elhizas el6tti allapotban vizsgalhatok rajtuk az elhizés hattérben huz6dé molekularis
mechanizmusok. A DIO patkdnyok szdmos jellemzdikben eltérnek a hasonlo testzsir-
mennyiséggel rendelkezé DR tarsaiktol (Levin et al., 1997; Levin and Keesey, 1998;
Levin and Dunn-Meynell, 2000; Levin et al., 2003). Ugyanakkor a mai napig
semmilyen synaptologiat érinté hattérmechanizmust nem sikeriilt azonositani, ami a

mar meglévo ill. HFD taplalas hatasara kialakul6 kiilonbségekért felelds lenne.
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A POMC neuronok synapticus kapcsolatrendszere DIO és DR patkanyokban
Eredményeink kimutattak, hogy az elhizasra hajlamos DIO patkanyok a DR
patkanyokhoz képest szignifikéans és tipikus kiillonségeket mutatnak a POMC neuronok
synapticus kapcsolatrendszerében, még hasonld anyagcsere allapot és standard
taplalasi koriilmények kozott is. A még nem elhizott DIO 4llatok nucleus arcuatus
POMC sejtein megnovekedett gatld tonus figyelhetd meg DR téarsaihoz képest. Ez a
synapticus organizacié ravilagit arra, hogy miért hajlamosabbak a DIO patkanyok
elhizasra HFD taplalas esetén. Azonban amint a magas kaloria- és zsirtartalmu taplalék
bevezetésre keriilt, a DIO és DR allatok POMC neuronjai egészen kiilonb6zo
synapticus plaszticitassal reagalnak a megvaltozott metabolikus allapotra. Ezt az a tény
tamasztja ala, hogy a DIO allatok POMC idegsejtei (amelyek miitkodésiiket tekintve
anorexigén hatastak!) elvesztik synapticus kapcsolataik egy részét, de a megmaradt
bemenetek koziil magasabb a serkentd synapsysok aranya, mig a DR allatok POMC
neuronjai HFD téaplalas hatasara tobb synapticus bemenetet fogadnak, és az ijonnan
kialakult kapcsolatok kozott tobb a gatld hatasu. Tehat, mig a POMC idegsejtek
bemeneti synapticus kapcsolatainak Osszetétele pontosan eldrejelzi a HFD taplalas-
kivaltotta elhizdsi hajlamot, a HFD kivaltotta synapticus valtozasok ugyanakkor
nincsenek Osszhangban a DIO ¢és DR dllatok metabolikus fenotipusaval.
Elképzelehetd, hogy ennek hatterében fiziologids kompenzaciés mechanizmusok
huzodnak, annak érdekében, hogy a DIO allatokban novekedjen a POMC tonus. Azt is
megfigyeltiik, hogy a HFD taplalas kivaltotta elhizas synapticus atrendezddést indukalt
az egér nucleus arcuatus melanocortin rendszerében: mind a POMC, mindpedig az
NPY sejtekre érkezd teljes synapsys-szam lecsokkent HFD téplalds hatasara.
Ugyanakkor a synapsys-szdm csokkenésének hatterében a POMC sejtek esetében a
gatld kontaktusok, az NPY sejtek esetében pedig a serkentd bemenetek szamanak
vatozasa jatszotta a dontd szerepet. Ugyan a patkdny ¢€s az egér modell kozott
megfigyeltiink kiilonbségeket, az mindenesetre bizonyosan allithatd, hogy a POMC
sejteket befolyasold gatld tonus mindkét ragesalo-modell esetében megvaltozott,

nevezetesen lecsokkent.

78



dc_25 10

Taplalkozas indukalta astrocyta valtozasok

Mindkét modell-rendszer esetében megfigyelhetd volt, hogy megvaltozott a
sejttestek kozvetlen kornyezetében €s a neuropilben megfigyelhetd astrocyta-profilok
mennyisége (,reaktiv gliosis”) HFD taplalas hatasara. Erdekes parhuzam figyelhet6
meg a metabolikus valtozas hatdsara bekovetkezd gliavéalasz és a 1€zi6 (ill. trauma)
hatasara kialakulo ,tavoli glia véalasz” (remote astrocytic response) kozott. Korabbi
elektronmikroszkopos vizsgélataink soran ugyanis megfigyeltiik, hogy a corpus
megndvekedett mind a GFAP immunfestés, mind az astrocyta végtalpak mennyisége
(Hajos et al., 1990; Hajos et al., 1996). A metabolikus hatas eredményeképpen 1étrejott
reaktiv gliosis sok tekintetben megegyezik a korabban megfigyelt tdvoli gliavalasz
esetén megfigyelhetd gliosissal. Mindkét esetben a synapticus bemenetek szamanak
lokalis valtozasa volt megfigyelheto.

Ugyankkor reaktiv gliosis gyakran gyulladasos folyamatok kisérdjelensége is
lehet. Annak megértése azonban, hogy HFD taplalds hatdsara milyen folyamatok
zajlanak le a nucleus arcuatusban, amelyek ilyen iranyban befolyasoljdk az
asztrocytdkat, még varat magara. Feltételezziik, hogy az ARC-ban szamos tényezd
indukalhat reaktiv gliosist. EI0szor is, a folyamatosan és ciklikusan valtozo periférias
metabolit és hormonszint synapticus plaszticitast generalhat, amely ciklikusan koveti a
valtozasok ritmusat (Horvath, 2005). A gliasejtek megprobaljak kovetni ezt a
megnovekedett plasztikus valtozasi folyamatot, amely ezzel parhuzamosan magasabb
foku cellularis stresszel jar. Ugyanakkor a leptin és mas afferens faktorok kozvetlentil
i1s hatdssal vannak a gliasejtekre (Diano et al., 1998; Hsuchou et al., 2009) és
elosegithetik a gliasejtek proliferacigjat ill. serkentik a GFAP expresszidjat. Ez utobbi
lehetdség azért is valoszinl, mert megfigyelték, hogy Stat-3 KO egerekben (a Stat-3
egy downstream leptin szignalizaciés molekula gliasejtekben) stressz hatdsara sem
alakul ki reaktiv gliosis (Herrmann et al., 2008). Tovabb4, a leptin receptorok altal
kivaltott jollakottsag/teltség érzés reaktiv oxigéngyokok felszabaduldsat eredményezi a
POMC sejtekbdl (Andrews et al., 2008), amely kozvetlen kivaltd oka lehet a reaktiv
gliosisnak. HFD taplalas soran a POMC neuronok rendkiviil aktivak lehetnek, amit
synaptoldgiai vizsgalataink is alatdmasztanak: a POMC neuronok felszinén csokkent

mindkét fajban HFD taplalas ereményeképpen a gatldé synapsysok mennyisége és ezzel
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parhuzamosan a gatlo tonus. Ugyanakkor a HDF taplalt egerek NPY/AGRP
neuronjainak alacsonyabb szamban jelen 1év0 serkentd synapticus bemenetei arra
engednek kovetkeztetni, hogy ezen neuronok aktivitasa csokkent. Ezen NPY- ill.
POMC transzkriptek mRNS-expresszi6 megfeleld valtozasai megerdsitik azt
feltételezést, hogy a POMC neuronok aktivitdsa megndvekedett, az NPY tartalmu
sejteké lecsokkent, mig a GFAP mennyisége a megfigyelt astrocyta-szam
novekedésnek megfeleloen megnott.

Ha az altalunk megfigyelt jelenségeket egyiitt vizsgaljuk, akkor igen érdekes,
paradox helyzettel taldljuk szembe magunkat: az elhizdsra hajlamos allatok
melanocortin rendszerének magas kaldriatartalmu taplalasra adott synapticus valtozasa
teljesen, s6t maximalisan adekvat vélasz a periférids leptin-terhelésre (emlékeztetdiil,
az elhizds megnoveli a periféras leptin szintet). Ez meglepd a manapsag elfogadott
taplalkozasi modellekhez képest, amelyek szerint ezeknek az allatoknak leptin-
rezisztenciat kellene mutatniuk. Ezzel jelen eredményeink is 0sszhangban vannak,
hiszen a HFD taplalas és magas leptin-szint kivaltotta POMC neuronok synapticus
atrendez6dése hasonlosdgot mutat a kordbban ob/ob egerekben megfigyelt leptin-
kivaltotta synapticus valtozasokkal, amely egerek egyébként igen magas leptin-
érzékenységgel rendelkeznek (Pinto et al., 2004). Az is nyilvanvald, hogy a leptin
rezisztencianak nem az altalunk leirt HFD taplalas indukalta gliosis a kivaltdo oka
(Caro et al., 1996), hiszen az erek megnovekedett glidlis boritasa ellenére kialakult a
POMC sejtek jellemz6 synapticus atrendezddése, ahogyan az magas leptin szint esetén
varhato volt.

Elképzelheté tovabba, hogy hypothalamicus szeletek vizsgdlata soran a
felszabaduld a-MSH detektalt mennyiségét a gliosis eltorzithatja (Enriori et al., 2007),
mivel a gliasejt végtalpak fizikailag gatolhatjak egyrészt a leptin neuronokhoz jutasat
masrészt az a-MSH médiumba keriilését, igy a mért eredmények csak megfeleld
kritikaval haszndlhatoak fel az a-MSH kibocsatas kinetikajanak vizsgalatara. Sot, a
HFD téplalas soran megfigyelt csokkent melanocortin receptor (MC4R) kotédés nem
sziikségszertien a POMC neuronok csokkent szekretoros aktivitasara vezethetd vissza.
Nemrég leirtdk, a prolylkarboxipeptiddiz (PRCP) enzim jelenlétét azokon a

hypothalamicus teriileteken, ahol az a-MSH felszabadulas jellemzd, amely enzim
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hatékonyan inaktivalja az extracellularis a-MSH-t (Wallingford et al., 2009), ami
alternativ magyarazatot ad a csokkent a-MSH szintjére.

Az akut és kronikus energia-sziikségletr6l informaciot szallitdo afferens
szignalok kozponti idegrendszeri feldolgozasa egyre jobban érthetdbbé valik, azonban
még mindig nem ismerjilk pontosan azokat a neuronkordket, amelyek a testzsir
(adipozitas) mennyiségének ill. aranyanak valtozasat szabalyozzak. Nem ismert
pontosan az sem, hogy a szamos intra-neuronalis szignaltranszdukcios utvonal hogyan
képes szabalyozni az energia-egyensulyt. A rendszer alapjaul szolgéald ,,neurondlis
huzalozottsag” és a synapticus plaszticitas képviselte ,,flexibilitds” olyan lehetdségeket
rejtenek magukban, amelyek minden bizonnyal hozzéjarulnak majd ahhoz, hogy a
jovoben megérthessiik a testsuly szabdlyozas pontos mechanizmusat és az elhizas
kezelésére megfeleld gyogyszerek kifejlesztésére legyen lehetdség. Ugyan
meglehetésen jol ismert, hogy a jollakottsag érzéséért felelés hypothalamicus
melanocortin neuronokra serkentd hatast gyakorol a leptin, az 6sztrogén és a ghrelin is
(Pinto et al., 2004; Abizaid et al., 2006). Szinte bizonyos, hogy a hal6zat egyéntdl
fliggd variabilitdsa €s ezen neuronkordk altaldnos plaszticitasa az egyed fejlodése
soran alakul ki genetikus, epigenetikus és kornyezeti tényezOk hatdsara (Horvath,

2006; Plagemann, 2006; Barker, 2007; Bouret et al., 2008).
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4.6 NTPDaz 3 hypothalamicus szervezédése, funkcidja és
energiahaztartasban betéltott szerepe

Eredmények

Feény-és elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az NTPD4z-3 immunreaktiv elemek megoszlasa a korabban mar leirtaknak megfeleld
volt (Belcher et al., 2006). Fénymikroszkopos szinten mi is megfigyeltik, hogy
immunreaktiv sejttestek voltak a LaH és a ARC teriiletén, mig a hypothalamus tobbi
tertiletén elsdsorban erekkel kapcsolatot kialakité immunpozitiv profilokat lehetett
vizualizalni (4.6.1. abra). A sejttestek részletesebb vizsgdlata utan egyértelmiien
beazonosithatdak voltak a cytoplasmaban jelen 1€vd, immunpozitiv partikula jellegii
strukturak, valamint a sejtmembranhoz asszocialddott, szintén immunpozitiv pontszerii
szerkezetek (4.6.2AB abra). A sejtmembran elektronmikroszképos vizsgalata
kimutatta, hogy az immunreakcié denz végterméke csak a plasma membran jol koriilirt
szegmenseiben talalhat6 (4.6.2Bbl abra).

Elektronmikroszkopos vizsgalataink megallapitottak, hogy a jelolt nyalvany-
szerl struktarak kozott mind dendritek (4.6.2C14abra), mind pedig axonok eléfordulnak
(4.6.2C2 abra). A dendritekben el6fordult cytosolban lokalizalodd, ribosomakhoz
asszocialodott, ill. mitokondridlis jelolés. Myelinizalt axonokban és axon-
termindlisokban azonban csak mitokondrialis NTPD4z-3 immunreaktivitas volt
megfigyelhetd. Immunreaktivitds gyakran fordult el6 aszimmetrikus (feltehetéen
serkentd) synapticus membran-specializacidé kozelében, de szimmetrikus, azaz
feltehetden gatld synapsysok esetében nem talaltunk NTPDaz-3 immunjeldlést.

Az LaH ¢és ARC magvak sejttestjeiben megfigyelt szemcsés jeldlést tovabbi
elektronmikroszkopos vizsgalatnak vetettiik ala. A megfigyelt, fénymikroszkopban
szemcsézett immunreakcionak  megfeleld  elektrondenz  immuncsapadék a
cytoplasmaban elsdsorban szabad ribosomékhoz kotddott, azonban a jelolés dontd
tobbsége endoplasmaticus reticulumhoz asszocialédott ribosomak kozelében volt
megtalalhatdo. A mitokondriumokhoz kotheté NTPD4z-3 immunreakcié elsésorban
azok bels0 membranjdhoz asszocialédott (4.6.2D1-2abra). Az immunjelolt

mitokondriumok jellemzéen aszimmetrikus synaptycus memranspecializaciok
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kozelében helyezkedtek el (serkentd synapsysok), mind a presynapticus terminalis,
mind pedig a postsynapticus profilokban, valamint a dendritekben egyarant
eléfordultak. Jelolt mitokondriumok a sejttest cytoplasmajaban, a sejtmembranhoz

kozel is gyakran el6fordultak.

4.6.1. abra. Hypothalamicus NTPDaz-3 immunreaktiv sejtek erek kozvetlen
kozelében. A. NTPDaz-3 immunreaktiv sejttest (nyil) és (B ill. B1) nyulvanyok
(nyilhegyek) gyakran voltak megfigyelhet6ek kapillarisok (*) kozelében. Skala 20um.
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4.6.2. abra. NTPDaz-3 immunreaktiv profilok elektronmikroszképos viszgilata. A.
Szemcsézett immunreaktivitas (nyilak) feltehetéen riboszomakhoz kotott jelolésre utal. Skala 400
nm. B. Fénymikroszkopos vizsgalatok szemcsézettséget mutattak a sejtek periférias teriileteinek
kozelében (b1, skala: 50 pm). A bl’ inserten nyillal kiemelt pontszerii képletet
elektronmikroszkopban megvizsgalva extracelluldrisan helyez6dd, plasma-membranhoz k&t6do
Ni-DAB immuncsapadékot talaltunk (fehér nyil, a fehér nyilhegy citoplasmaticus jel6lésre mutat).
Skala 100 um. C1. NTPD4z-3 immunreaktiv dendrit reprezentativ elektronmikroszkopos képe.
Skala 0.5um. C2. NTPDé4z-3 immunreaktiv velGhiivelyes idegrost reprezentativ
elektronmikroszkopos képe. Az axonban immunreaktivitdst mutaté mitochondrium lathaté. Skala
Ium. D1. NTPD4z-3 immunreaktiv anyag dendritb6l szarmazé mitochondrium matrixaban (m) ill.
belsé membranjahoz kotédve (nyil). Skala 200 nm. D2. NTPD4az-3 immunreaktiv mitochondrium
(nyilak) dendritben (d) ill. egy aszimmetrikus synapsys kozelében és egy velOhiively nélkiili
idegrostban (a, fehér nyilak). Skala: 400 nm.
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NTPDaz-3 és GAD kolokalizacio

A megvizsgalt 320 NTPD4z-3 immunreaktiv sejttest koziil 29 szabalytalan,
betlirdédd (indentalt) sejtmagot tartalmazott. Mivel az ARC GABAerg neuronjaira
jellemz6 ez a fajta sejtmag-membran struktira (Leranth et al., 1985; Leranth et al.,
1991), megvizsgaltuk, hogy az NTPD4z-3 sejtek valoban expresszalnak-e GABA-t,
tehat gatld mikodésiiek-e. Az megvizsgalt 2540 GAD-immunreaktiv sejt egyike sem
expresszalt NTPDaz-3-at, amely arra utal, hogy az NTPDaz-3 elsdsorban serkentd
dik (4.6.3 abra).

tipusu sejtekben termeld
- - - ~“. : ," ¥ ".‘.

A M ks ~

QADS - R

4.6.3. abra GAD immunjel6lés (A) és NTPD4z-3 immunreakcié (B) a hypothalamusban
tiikortechnika alkalmazasaval. A nyilak Osszetartozo sejtparokra mutatnak. Egyik GAD
immunraktiv sejt sem mutat NTPDaz-3 immunreaktivitast. A csillagok az &sszetartozo
érprofilokat jelzik. Skala 50 pm.

Western blot, az osztrogen hatasa a hypothalamicus NTPDaz expressziojara

Mivel NTPD4z-3 immunreaktiv sejtek a hypothalamus teriiletén csak a LaH és
az ARC teriiletén fordultak eld, izolalt medialis ¢és lateralis hypothalamicus
szOvetmintakat vettlink az ovariectomizalt és az Osztrogén kezelt allatokbol, és
megvizsgaltuk western blot technikaval, milyen hatassal van az 6sztrogén kezelés a
hypothalamicus NTPDaz-3 expresszidjara (4.6.4. abra). Négy immunreaktiv savot
detektaltunk a nyul-anti-NTPDéz-3 polyklonalis antitest felhasznalasaval (160-170
kDa, 82-85 kDa, 60 kDa, ¢és 37 kDa molekulasulyoknak megfeleld tartomanyban). Egy
korabbi tanulmany, amely western blot vizsgéalatokhoz szintén ezt az antiszérumot
hasznalta, fibroblastok in vitro vizsgalatdnal szintén tobb immunreaktiv sav jelenlétét
detektalta, mig ovariectomizalt patkany thalamicus membranfrakcié vizsgalatakor

mindossze egy sav jelentkezett (Belcher et al., 2006).
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Ezért nem meglepd, hogy a rendkiviili 6sztrogén-érzékenységérdl ismert hypothalamus
vizsgalatakor tobb immunreaktiv sav jelentkezett kisérleteink soran. Ez a jelenség
nagy valoszinliséggel az enzim kiilonbozd struktaralis €s funkcionalis formajanak
koszonhetd. A 85 kDa sav az enzim teljesen glykozilalt formajat tiikkrozi, mig a 160-

170 kDa ¢és a 60 kDa savok az enzim dimer fromdjdra utalnak,

B Lat-HT Med-HT (4 hrs)
-— - 160

kDa
J— ) 85

kDa

kDa

Lat-HT Med-HT

4.4.4. abra. NTPDaz-3 expresszio szintje a néstény patkinyok hypothalamusaban. A. A
mintavétel helye: Med-HT — a hypothalamus medialis része amely a ARC-t tartalmazza; Lat-HT —
hypothalamus lateralis része, amely tartalmazta a nucleus lateralist. A mintavétel a Bregma szerinti
anterioposterior tengely 2.12 mm- t6l 4.52. mm ko6zott tortént. B. Reprezentativ immunoblot a
lateralis és medialis hypothalamus teriiletérél 4 oraval a 17B-0szradiol subcutan injekcidjat
kdvetden. Az enzim 82-85 kDa molekula-tdmegnek megfeleld forméja keriilt tovabbi vizsgalatra.

illetve a kozponti (’core’) proteint detektaljak. Vizsgalataink sordn a 85 kDa
molekulastlyt reprezentald sév valtozasaira fokuszaltunk, és mind 1d6-, mind pedig
Osztrogén-fiiggd eltéréseket figyeltiink meg a lateralis és a medialis hypothalamicus
tertileten (4.6.5. abra). Ugyanakkor az NTPDaz-3 enzim idébeni valtozéasai eltérd
mintazatot mutatott a két teriilet kozott. A LaH teriiletén az enzim mennyisége
szignifikans emelkedett az E2 subcutan beadasat kovetd 4-12 ora elteltével, majd a
beaddst kovetden 16-26 oraval fokozatosan visszatért az eredeti (ovariectomizalt
allatndl megfigyelt) exresszios szintre (4.6.5A abra). Ett6l eltérd valtozasokat
detektaltunk a medialis hypothalamus teriiletén: 6-10 o6raval az E2 kezelést kovetden

az enzim szintje megemelkedett, majd gyorsan visszaesett a kontrol szintre, amit egy
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masodik emelkedés kovetett 22-26 oraval az eredeti E2 beadast kdvetden (4.6.5B.
Abra).
A

NTPDase3 levels in the lateral hypothalamus
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4.6.5. abra. Az NTPDaz-3 hypothalamicus expressziéjanak idobeni lefutisa egyetlen
subcutan 178-6szradiol (E2) injekciét kovetéen. A 82-85 kDa immunreaktiv western blot savok
optikai denzitdsanak vizsgalata ovariectomizalt (ovx) és OVX + E2 kezelt allatok
hypothalamusaban 2-26 o6raval a beadast kovetden. A mintakat a beadast kovetd 2 Oras
id6intervallumokban vételeztiik. A. NTPDaz-3 expresszio a lateralis hypothalamusban E2 kezelést
kovetéen. B. NTPDaz-3 expresszid a medialis hypothalamusban E2 beadast kovetéen. C. Az E2
atlagos szintje a vérplasmaban egyetlen subcutan 17B-0szradiol (E2) injekciot kovetden
(vizoldékony, 23 ng/100g testomeg).
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Tehat a lateralis hypothalamus teriiletén csupan egy enzim-expresszids csucs, mig a
medialis hypothalamus teriiletén (ahol a nucleus arcuatus is megtalalhato) két ilyen
enzim termelési cstcs jelentkezett. Az Osztrogén tehdt mindkét hypothalamicus
teriileten hatast gyakorol az NTPDaz aktivitdsra, azonban a két teriilet 0sztrogén-

indukalta valtozasai eltéroek.
Megbeszélés

Feény és elektronmikroszkopia

Korabbi tanulményok alapjan az ismert volt, hogy az NTPDaz-3 kizarolag
neuronokban és azok nyulvanyaiban van jelen (Belcher et al., 2006). Kisérleteinkben
ezt megerdsitettiik, és leirtuk immunreaktiv sejttestek jelenlétét a LaH és a ARC
tertiletén, a tobbi hypothalamicus teriileten azonban csak immunreaktiv nyulvanyok
(axonok ill. dendritek) jelenlétét detektaltuk, gyakran erek kozelében, azokkal szoros
morfoldgiai kapcsolatban. Ez utdbbi megfigyelés azt valosziniisiti, hogy az NTPDaz-3
expresszalo sejtek vagy résztvesznek a periféria fel6l érkezd hormondlis szignalok
feldolgozasaban, vagy a sejtek eddig még nem tisztazott modon eldallitanak és a
véraramba bocsatanak hormonokoat vagy egyéb jelzOmolekuldkat. Ezen feltételezések
megerositéséhez természetesen tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy az NTPDaz-3
szignalizacids szerepét ebben a viszonylatban is megismerhessiik.

Az altalunk végzett korrelalt fény- ¢és elektronmikorszkopos vizsgalatok
kimutattdk, hogy az NTPDa4z-3 a sejtmembran bizonyos, jol koriilhatarolhatod
szegmensében van jelen. Ez Osszhangban van az NTPDazokrol kialakult korabbi
ismereteinkkel, hiszen ezen enzimek transzmembran fehérjeként foszforilalt
nukleotidokat hidrolizdlnak a sejten kiviil. A sejten belill az NTPDaz-3 kisebb
mennyiségben szabad riboszoméakhoz asszocialodva, de elsdsorban endoplasmaticus
reticulum felszinéhez kotott ribosomak kdzelében fordult eld. Ez nem meglepd, hiszen
a kisérletekben hasznalt antitestek els6sorban az NTPDaz kozponti ’core-’ fehérje
aminosavsorrendjét ismerték fel, ezért az antitestek specifikus kotddése mar
kozvetleniil a transzlacid utan lehetségessé valt. Az immunjel6lés harmadik fontos
helyszine a sejten beliil mitochondriumokhoz asszocialodott. Mivel jelolt

mitochondriumok elsésorban serkentd, aszimmetrikus synapsysok kozelében fordultak
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eld, feltételezhetd, hogy az NTPDaz-3 aktivitds elsdsorban a serkentd synapticus
mikodéshez kotédik funkciondlisan, €s nem jatszik jelentds szerepet a gatld

funkciokban.

NTPDaz-3 és GAD kolokalizacio

Az Gn. immunhisztokémiai tiikor-technikat alkalmazva meg is bizonyosodtunk
arrol, hogy egyetlen, GAD expresszalo sejttest sem tartalmazott NTPD4z-3 enzimet.
Ugyan nem vizsgaltunk meg minden lehetséges hypothalamicus synapsys-féleséget €s
gatlo funkcioval rendelkezd, de GAD-t nem expresszald sejtet a hypothalamus
teriletén (ilyenek példaul a dopaminerg gétldé sejtek, amelyek nem tartalmaznak
GABA-t), eredményeink mindenképpen azt sejtetik, hogy az NTPDaz-3 enzim
expresszidja elsdsorban a serkentd sejtekre és a serkentd neurtranszmissziora jellemzo.

A dendritekben mind szabad riboszémakhoz kotott, mind pedig mitochondrialis
jelolést megfigyeltiink. Myelinizalt axonokban és axonterminalisokban azonban csak
mitochondrialis jelolés fordul eld. Az axonokban megfigyelhetd jel6lés mindenképpen
arra utal, hogy az axontermindlisokon keresztiil torténd presynapticus jelatvitel
mitokondrialis ATP-biztositotta energiaszintjének szabdlyozasaban az NTPDaz-3

enzim aktivitdsa mindenképpen kulcsszerepet jatszik.

Osztrogén hatdsa a hypothalamicus NTPDdz-3 expresszidjdara

Amint azt mar korabban emlitettilk, a western blot szdmos, egymastol
kiilonb6zé molekulastlyoknal detektdlt NTPDé4z-3 immunreaktiv savokat. Ez a
jelenség arra utalhat, hogy a kiilonb6z6 savok az enzim kiilonbozd érettségli formait
detektaltak. Vizsgalataink soran az NTPDaz-3 immunreaktivitast szamos subcellularis
kompartmenthez  kototten — megfigyeltik  (plasma  membran,  ribosomak,
endoplasmaticus reticulum, mitochondrium). Ezért az is lehetséges, hogy az egyes
blot-savok az enzim mdas-mas ,mikro-kornyezethez” adaptalodott funkciondlis
formajat reprezentaljak.

Mivel a hypothalamus neuroendocrin tevékenysége nagyfoku E2 érzékenységet
mutat, feltételeztiik, hogy az 6sztrogén az NTPDaz-3 expresszidjara is hatast gyakorol.
Ezért megvizsgaltuk, hogyan valtozik az NTPD4z-3 expresszidja Osztrogén-kezelés

hatasara kontroll ¢€s ovariectomizalt ndOstény patkanyok lateralis és medialis
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hypothalamicus teriiletein. Kisérleteink azt mutattdk, hogy egyszeri E2 subcutan
beadasat kovetden az NTPDaz-3 expresszio megnovekedett mindkét hypothalamicus
teriileten mar néhany ordval a kezelést kovetden, azonban az expresszid iddébeli
lefutdsa a két teriileten kiilonb6z6 mintazatot mutatott. Mivel a mediobasalis
hypothalamus (ahol a nucleus arcuatus is elhelyezkedik) kulcsszerepet jatszik a
bifazikus gonadotrop szekrécidban (vagyis a gonadotrop szekrécid pozitiv- €s negativ-
feedback szabalyozasaban is részt vesz), feltételezziik, hogy a hypothalamus medialis
részében az NTPDaz-3 részt vesz a gonadotrép hormonok Osztrogén altal kifejtett
szabalyozasaban. A két csticsot produkalo NTPD4z-3 expresszid6 mindenesetre erre
enged kovetkeztetni. Példaul, szamos adat utal arra, hogy az NTPDaz-3 szerepet
jatszik a gonadotrop felszabadulds hypothalamicus szabalyozasaban. Korabban
megfigyeltiik, hogy az E2-kivaltotta gonadotropin felszabaduléast kovetden, E2 fiiggd
synapticus reorganizacio torténik a hypothalmicus neuronokon. Ezt a jelenséget ,,fazis-
fliggd synapticus atrendezddésként” irtak le (phased synaptic remodeling) (Naftolin et
al., 2007), amely a serkentd/gatld synapsysok ardnyanak specifikus, gonadotrop
feedback szabalyozas fiiggd (pozitiv- ill. negativ) megvaltozasat eredményezte. Az E2
kozvetlen hatdsaként a serkentd synapsysok szamanak gyors emelkedését figyeltiik
meg, ¢s ezen megnovekedett serkentd bemenetek nagy valdszinliséggel érintik az
NTPDaz-3 expresszalo sejteket is, hiszen tobb aszimmetrikus serkentd synapticus
specializacié tobb ATP felhasznalast jelent, ami értelemszertien tobb NTPDaz-3
tartalmi mitochondrium jelenlétét teszi sziikségesse.

Mind a lateralis, mind a medialis hypothalamicus funkciok kozott taldlunk
purinerg jelatviteli rendszerre épiildket (pl. A;, P,X receptorok altal medialt
szabalyozasok). A lateralis hypothalamus teriiletén talalhatdé hypocretin (HCRT,
orexin) tartalmt, NTPDaz-3 expresszalo sejtek pedig kdzvetleniil érintettek a purinerg
receptorok altal kdzvetitett neuronalis aktivitasban (Thakkar et al., 2002; Gordon et al.,
2005; Wollmann et al., 2005; Florenzano et al., 2006; Kittner et al., 2006; Seidel et al.,
2006; Knott et al., 2007). Mivel jelen kutatasainkban neuronalis sejmembranhoz kotott
NTPD4z-3 immunreaktivitast talaltunk mind az ARC, mind a LaH sejtjeiben, és E2
hatasara mindkét populacioban megnétt az NTPD-az expresszio, lehetséges, hogy

Osztrogén hatdsara megné a membranhoz-kotott NTPDaz-3 mennyisége - legalabbis
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atmenetileg - ami nagy valdszinliséggel a megnovekedett purinerg jelatvitellel egytitt
jaro6 sejtaktivitashoz sziikséges. Ennek bizonyitasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.
A lateralis hypothalamusbdl szdrmaz6é mintakon az NTPD4z-3 expresszidjanak
szintje 4 oraval az E2 beadast kovetéen megemelkedett, majd fokozatosan lecsokkent,
és 26 oOraval késobb visszadllt az ovariectomizalt allatban talalhaté szintre. Korabbi
tanulmanyokbol tudjuk, hogy a lateralis hypothalamus NTPDaz-3 expresszalo
sejtjeinek tulnyomé tobbsége (mintegy 97%-a) hypocretint (HCRT, Orexin) is
expresszal (Belcher et al., 2006). Ezekrdl az idegsejtekrol ismert, hogy kozvetlen
befolyast gyakorolnak a nucleus raphe serotoninerg sejtjeire €s ezaltal részt vesznek az
alvas-ébrenléti ciklus szabalyozasdban (Liu et al., 2002). Ismert, hogy az E2 is
befolyast gyakorol az ébrenléti (,, arousal ) szabalyozasra (Lee and Pfaff, 2008). Tehat
elképzelhetd, hogy az E2 alvas-ébrenléti ciklust szabalyoz6 hatdsa az NTPDaz-3
expresszald sejtek aktivitdsan keresztiil manifesztalodik. Ugyanakkor a lateralis
hypothalamus HCRT ill. NTPDaz-3 expresszald sejtjei nemcsak az E2 szamara
jelentenek hatékony szabalyozasi lehetOséget, de itt hat a gyomor-bélrendszerbdl
felszabaduld ghrelin hormon is. Tovabba ezek a neuronok jelentik a nucleus arcuatus
NPY ¢és AGRP tartalmu sejtjeinek egyik legnagyobb serkentd bemenetét, amelyek
aktivitasa szabalyozza a taplalékfelvételt (Id. az értekezésben kordbban ismertetett
eredményeinket). Ezen neuronok funkciondlis aktivitasaban bekovetkezd valtozasok
synapticus atalakulasi folyamatokat is indukalhatnak (Horvath, 2005). Ezért tobb, mint
valoszinli, hogy az E2-re adott valasz sordn a LaH NTPD4z-3 tartalma sejtjei
megnovekedett aktivitdsuk révén serkentik a ARC NPY/AGRP sejtek miikodését, ami
viszont megnovekedett NTPDaz expressziot eredményez mind a lateralis mind a
medialis hypothalamus teriiletén. Nagyon valoszinii tehat, hogy az Osztrogének

taplalkozas szabalyozasara gyakorolt hatasaban az NTPDaz-3 fontos szerepet jatszik.
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5. 0SSZEFOGLALAS

Munkank célja az volt, hogy jobban megérthessik a hypothalamus
homeostasisban betoltott szabalyozé funkcidit €s olyan 0j informacidkhoz jussunk,
amelyek elmélyitik ezen igen komplex agyteriiletrdl kialakitott tuddsunkat. Ezért a
hypothalamus bizonyos specifikus magcsoportjait vizsgaltuk meg, elsGsorban
neuroanatomiai modszerekkel, amely éltal szdmos 0j cellularis, szerkezeti és miikodési
elvre bukkantunk.

A hypothalamusban talalhaté a cirkadian ritmus kialakitasaért felelos nucleus
suprachiasmaticus. A SCN-rol mar régdta ismert, hogy szerkezetében és méretében a
kiilonb6zé nemii egyedekben anatomiai kiilonbségek figyelhetéek meg, nemcsak
ragcsalokban, hanem mas emldsben is. Ez a szexudlis dimorphismus huzodik meg a
kiilonb6zé neml egyedekben megfigyelhetd jellemzd kiilonbségek (pl. kiillonbozd
cirkadian ¢€s szezonalis ritmusok ¢és ezekhez kapcsolddd lokomotoros aktivitas, ill.
viselkedés, alvas-ébrenléti ritmus €s endocrin funkciok) hatterében. Ismert tény az is,
hogy a nemek kozotti eltérés alapvetden az embryondlis fejlodés soran alakul ki,
amikor a hypothalmus egyes magcsoprotjai, ill. azon beliil a kiilonb6z6é neuropeptid
tartalmu sejtpopulaciok differencialédnak. Mivel a szteroid hormonoknak rendszerezd,
struktira kialakité szerepilk van a hypothalamicus neuronhélozatok fejlédésére,
kézenfekvd volt, hogy megvizsgaljuk, gyakorolnak-e hatast a szetroidok az SCN
fejlodésére. Kutatasi eredményeink egyértelmiien ramutattak, hogy az embryonalis
fejlodés kritikus periodusa alatt keletkezd SCN sejtek szexualisan differencidlodnak és
hogy a ndstény kontroll allatok tobb wjonnan keletkezett sejttel rendelkeznek a
medialis és caudalis SCN teriileteken, mint a himek. Eredményeink szerint a
tesztoszteron kezelés dramaian lecsokkenti ujonnan keletkezd sejtek szamat a néstény
SCN teljes teriiletén. Tovabba megallapitottuk, hogy az SCN sejtdifferencialodasa
legalabb az embryonalis 18. napig folytatodik, de az IGL teriiletén a sejtproliferacio
nincs szinkronban az SCN-ban zajl6 hasonlo folyamatokkal.

A hypothalamus az energia-hdztartdst alapvetden a taplalékfelvétel
szabalyozasan  keresztil  képes  bfolyasolni. Ragcsalok  hypothalmicus
szabalyozoérendszerének neuroanatomiai alapjait viszonylag behatéan ismertiik,

azonban a foemldsok megfeleld szabalyozorendszerének hypothalmicus neuoanatomai
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alapjairdl nem alltak rendslkezésre adatok. Megvizsgaltuk tehat, hogy féemldsokben is
megtalalhato-e az a hypothalmicus hypocretin rendszer, amelyrdl ragcsalokban mar
bebizonyosodott, hogy a taplalékfelvételben alapvetd szerepet jatszik. Kisérleteink
soran a hypocretin rendszer hypothalamicus szervezOdését és annak reakcidjat
vizsgaltuk megvaltozott anyagcserekoriilmények kozott majomban. Leirtuk a
féemldsok metabolikus szabalyozasban résztvevd HCRT-tartalmi hypothalamicus
szignaltranszdukcids rendszer neuroanatomiai organizacidjat, megfigyeltiik, hogy a
nucleus arcuatus ¢hezés hatasara aktivalodd NPY sejtei  HCRT bemenettel
rendelkeznek, ¢és megallapitottuk, hogy a ragcsalokhoz hasonldéan, rovid
taplalékmegvonas hatdsara erdteljesen aktivaloédik a lateralis hypothalamus HCRT
rendszere féemldsokben

1999 6ta ismert, hogy a gyomor-bélrendszerben felszabadulod ghrelin homonalis
uton befolyasolni tudja a taplalékfelvételt, €s részben kompenzalja a zsirszovet altal
termelt leptin hatasat. Korabbi vuzsgalatok azonban kimutattak, hogy a véragygaton
nem képes a keringd ghrelin a hypothalamicus energiahaztartast-szabalyozo
kozpontokhoz eljutni, ezért felmeriilt annak lehetdsége, hogy létezik egy endogén,
centralis ghrelin-expresszald halozat a hypothalamus teriiletén. Megvizsgaltuk tehat, a
kozponti idegrendszer ghrelin-termeld sejtjeinek neuroanatdémiai szervezodését ¢és
funkcionalis jellez6it. Munkénk egy uj, eddig nem ismert ghrelint expresszalo
hypothalamicus sejtpopulaciot irt le. Leirtuk a ghrelin hypothalamicus neuroanatdémiai
organizacigjat, megoszlasat és megallapitottuk, hogy e rendszer nem esik egybe egyik
ismert, hypothalamicus energia-hdztartast szabalyozd neuronpopulacid6 megoszlasaval
sem. Elektronmikroszkopos vizsgalatok alapjan egyértelmiivé valt, hogy a ghrelin
jelen van hypothalamicus neuronokban, valamint, hogy ghrelin tartalmu
axonterminalisok olyan hypothalamicus peptiderg rendszerekkel allnak kapcsolatban,
amelyek az anyagcsere szabalyozasaban kulcsszerepet jatszanak. Bemutattuk, hogy a
ghrelin stimuldlja a nucleus arcuatus NPY/AGRP neuronok aktivitasat, els6sorban az
axonterminalisokra kifejtett hatdsan keresztiil.

A hypothalamicus energia-homeostasis szabdlyozdsaban mar régdta ismert a
nucleus arcuatus melanocortin rendszerének alapvetd szerepe. Az arcuatus mag
POMC termeld sejtjei nemcsak a taplalékfelvétel, de bizonyos szexualis funkciok

soran is kulcsszerepet jatszanak. A POMC sejtek kiterjedt synapticus kapcsolataik
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révén szamos hypothalamicus szabalyozomechanizmus megkeriilhetetlen épitékovei.
PL.: a leptin GnRH aktivitasra gyakorolt hatasat a nucleus arcuatusban talalhatd pro-
opiomelanocortin (POMC) neuronok kozvetitik, de az is ismert, hogy a POMC
tartalmua idegsejteket szamos GABA (gatlo) ill. glutamat (serkentd) axon idegzi be,
amely a ARC neuronok kiterjedt és sokszinli neurondlis kontrolljara utal és tudjuk,
hogy ezen bemenetek befolyassal birnak az anyagcsere-héaztartasra. 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. 0Osztrogén) hatdsara. Kisérleti eredményeink egyértelmiien
kimutattdk, hogy a nucleus arcuatus teriiletén taldlhaté GnRH tartalmu efferensek
kozvetlen kapcsolatban vannak a POMC expresszald sejttestekkel, azonban ez a
kapcsolat nem klasszikus synapticus jellegli. Megfigyeltiilk, hogy a nucleus arcuatus
POMC neuronjainak csak igen kevés szazaléka expresszal parvalbumint, azonban
Osztrogén hatasara a parvalbumint expresszalo sejtek szama dramaian megemelkedik.
A hypothalamus alapvetd szerepet jatszik a taplalkozassal Osszefiiggd elhizas
kialakitdsaban és 1étrjottében. Ismert, hogy vannak olyan egyedek ill. egyének,
amelyek elhizdsra hajlamosabbak, mint tarsaik, de ennek a kiilonbségnek az okat,
esetleges idegrendszeri hatterét nem, vagy csak alig ismertiik. Az elobb vazolt jelenség
idegrendszeri ill. neuroanatomai hatterét azonban rendkiviil jol lehet vizsgalni olyan
modellallatokon, amelyek genetikailag ismert elhizdsi hajlammal rendelkeznek.
Amennyiben az ilyen allatok hypothalmicus szabdlyozorendszerének cellularis
szervezddését hasonlitjuk elhizasi hajlammal nem rendelkezd egyedekhez, szamos 1j
informéciohoz juthatunk, és megérthetjiik az elhizds hatterében allo idegrendszeri
plasztikus folyamatokat. Eredményeink kimutattdk, hogy az elhizasra hajlamos DIO
patkanyok a DR patkdnyokhoz képest szignifikans ¢€s tipikus kiilonségeket mutatnak a
POMC neuronok synapticus kapcsolatrendszerében, még hasonld anyagcsere allapot
¢s standard taplalasi koriilmények kozott is. Megallapitottuk, hogy magas
kaloriatartalmu taplalkozas hatdsara mind a POMC, mindpedig az NPY sejtekre érkezd
teljes synapsys-szam lecsokkent és ennek a synapsys-szdm csokkenésének hatterében a
POMC sejtek esetében a gatld kontaktusok, az NPY sejtek esetében pedig a serkentd

bemenetek szamanak vatozasa jatszotta a dontd szerepet, ill. megfigyeltiik, hogy
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megnott a sejttestek kozvetlen kornyezetében és a neuropilben megfigyelhetd
astrocyta-profilok mennyisége (,,reaktiv gliosis”).

Mivel a purinerg jelatviteli rendszer tagja, az NTPDé4z-3 ektonukleotidaz ragcsalo
agyban kizarolag a hypothalamus nucleus lateralis €s nucleus arcuatus teriiletén talalhatd
idegsejtekben termelddik és mindkét mag alapvetd szerepet jatszik a taplalékfelvétel és a
szexudlis funkcok szabalyozasaban, megvizsgaltuk az NTPD-az-3 rendszer cellularis
szervezOdését. Megfigyeltiik, hogy NTPDé4z-3 immunreaktiv sejttestek vannak a LAH
¢s a ARC teriiletén, mig a hypothalamus tobbi teriiletén elssorban erekkel kapcsolatot
kialakité immunpozitiv profilokat Ilehetett vizualizdlni, ill kimutattuk, hogy
subcellularisan  az =~ NTPD-4z-3 elsdsorban  sejtmembran-szegmensekhez,
riboszomakhoz, endoplasmaticus reticulumhoz és mitochondriumokhoz asszocialodik.
Megallapitottuk, hogy az NTPD4z-3 elsésorban serkentd tipusu sejtekben termelddik.
Kisérleteink kimutattdk, hogy egyszeri Osztrogén-beadast kovetéen az NTPDaz-3
expresszid mar néhany o6raval a kezelést kovetden megnovekedett mind az LAH, mind
az ARC teriileten, azonban az expresszio id6beli lefutdsa a két teriileten kiilonb6zo

mintazatot mutatott.
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Roviditések jegyzéke

AGRP:
AMPA:
ARC:
ATP:
AVP:
AVPV:
BDNF:
BrDU:
CRH:
DAB:
DIO:
DMH:
DR:
E2:
GABA:
GAD:
GFP:
GH:
GluR:
GnRH:
HCD:
HCRT:
HFD:
IGL:
IPSC:

IR:
LH:
LaH:
MCA4R:
MPOA:
NPY:
OVX:

P450aro:

POMC:
PVN:
SFP:
SCN:
SD:
VIP:
VMH:

aguti related protein
a-amino-3-hydroxil-5-metil-4-isoxazol-propionat
nucleus arcuatus

adenozin trifoszfat

arginin-vasopressin

anteroventralis preopticus area

brain derived neurotrophic factor
5-bromo-2’-dezoxiuridin

corticotropin-releasing hormon
3,3’-Diaminobenzidin

diet induced obesity - elhizasra hajlamos allat
dorsomedialis hypothalamus

diet-resistent — elhizdsra nem hajlamos allat
17B-6sztradiol

gamma amino-butiric acid - gamma-amino vajsav
glutamin acid decarboxylase - glutaminsav dekarboxildz enzim
green fluorescens protein — zold fluoreszkalo fehérje
growth hormone — névekedési hormon

glutamat receptor

gonadotropin realising hormone

high calorie diet — magas kaldriatartalmu taplalék
hypocretin (masnéven orexin)

high fat diet — magas zsirtartalmu taplalék
intragenicularis lemez

spontan gatlo postsynapticus aram - spontaneous inhibitory postsynapitc
current

immunreaktiv

luteinizalé hormon

lateralis hypothalamus

melanocortin receptor 4-es altipus

medialis preopticus area

neuropeptid Y

ovariectomia, ovariectomizalt (értelemszertien)
P450 aromataz

pro-opiomelanocortin

nucleus paraventricularis

sapphire fluorescent protein - zafirzold fluoreszkalé fehérje
nucleus suprachiasmaticus

Standard diet — normal/standard taplalas
vasoaktiv intestinalis polypeptid

ventromedialis hypothalamus
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7. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenek el6tt halaval és koszonettel tartozom sziileimnek, szeretetével és
elfogult bizalmédval mindig mellettem all6 édesanyamnak, az oktat6 ¢és tudomanyos
kutatd6 munka iranti érdeklddésemet felkeltd édesapamnak, valamint er6t ado
szeretetiikkel nyugalmat ¢és harmonikus hatteret biztositd feleségemnek ¢és

gyermekeimnek.

Koszonettel tartozom 6sszes tanszéki munkatarsamnak, akiknek tdmogatasat
és segitségét mindvégig éreztem. Koziilik is ki kell emelnem Dr. Racz Bence
egyetemi adjunktus nevét, aki kiilondsen a disszertacido Osszedllitdsaban volt
nélkiilozhetetlen segitségemre. Koszonom Dr. Halasy Katalin egyetemi tanarnak
hasznos tanacsait ¢és kiilon koszonet illeti Dr. Hajos Ferenc egyetemi tanart, aki hiisz
évvel ezel6tt a neurobioldgia iranyaba terelte érdeklodésemet. Koszonom Kovats

Adriennek aldozatkész munkdjat az adminsztracié atvallalasaért.

Nagy szeretettel és halaval gondolok Dr. Horvath Tamasra, a Yale Egyetem
professzorara valamint feleségére, egyben munkatarsara, Sabrina Dianora, akik tobb
alkalommal is befogadtak, nem csak laboratoriumukba, de otthonukba is. Kdszonettel
tartozom a Yale Egyetem Horvath professzor altal vezetett tanszék és laboratorium
osszes dolgozéjanak, akik segitségemre voltak a kisérletek végzésénél, és akik nélkiil
disszertaiciom el sem késziilhetett volna. A Yale Egyetem szellemiségének
meghatarozo szerepe volt abban, hogy a tudomanyos gondolkoddst mas szemmel

nézzem.
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