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. Bevezetés

Napjaink egyik legfébb egészségiigyi problémaja a jarvanyszerli elhizas. Az
Amerikai Egyesilt Allamokban és Eurépaban, a lakossag tébb mint 60%-a talsulyos
vagy elhizott . Az elhizas nem csak esztétikai probléma, hanem jelentés kockazati
tényez6 példaul a kettes tipust cukorbetegség, daganatok és sziv- és érrendszeri
betegségek kialakuldsaban 2. Habar az elhizas jelentés hatassal van a népesség
egészségi allapotara és az egészséglgyi koltségvetésre, kezelésére nincs
mellékhatasmentes, hatékony, non-invaziv terapia. A gyogyszergyartd vallalatok
folyamatosan fejlesztenek elhizas ellenes gyodgyszereket, de az eddigi gyogyszer
célpontok nem bizonyultak megfelelének. Ezért fontos feltdrni Uj hatbanyag
célpontokat a hatékony elhizds ellenes gydgyszerek gyartdsahoz. Ehhez
elengedhetetlen az energiahaztartast szabalyozéd folyamatok pontosabb
megértése.

I.1 A hipotalamusz arcuatus magjanak szerepe az energiahaztartas
szabéalyozéasaban

A keringé hormonok, mint a leptin, grelin, kolecisztokinin, peptid YY és az inzulin,
informéaciot tovabbitanak a kdzponti idegrendszer felé az energiaraktarak aktudlis
allapotardl és az elfogyasztott taplalékrol 3. Ez a kommunikécié kritikus szerepet
jatszik az energiahaztartas szabéalyozasaban ®. E hormonok hatasanak kialakulasaért
felel6s rendszerek genetikai hibaja koros elhizashoz vezet, igy allatokban és
emberben is a leptin vagy a leptin receptor hianya és egerekben az inzulin receptor
centralis hianya sulyos elhizast okoz *8. Az arcuatus mag (ARC) az egyik
legfontosabb agyterllet, mely érzékeli az energiahaztartds valtozasait kozvetitd
hormonok hatasét 3. Ezt tAmasztja ala, hogy az ARC ujsziiléttkori kiirtasa néatrium
glutamét kezeléssel elhizést és leptin rezisztenciat okoz °. Az ARC-ban legalébb két
f6, az energiahaztartas szabalyozasaban jelentds szerepet jatszo idegsejtcsoport
helyezkedik el ® A ventromedialisan elhelyezkedé sejtcsoport serkenti a
taplalékfelvételt. E sejtcsoport két f6 peptid transzmittere a neuropeptid Y (NPY) és
az agouti-related protein (AGRP) 3. A peptid transzmitterek mellett az ugyancsak
taplalkozast serkentd hatast klasszikus ingeriiletatvivd, a GABA 2 is megtalalhaté e
sejtekben. Az NPY az egyik leghatékonyabb taplalkozast serkentd transzmitter 3. Az
NPY oldalkamraba torténd beadasa jelentdsen fokozza a taplalékfelvételt és a
stlygyarapodést és noveli a zsirlerakodast *3. Az NPY azonban nem kizarélag a
taplalkozas serkent hatisa miatt ndveli a testsulyt, ugyanis az NPY jelentsen
csokkenti az energialeadast is . Az NPY ezen hatasit a G-fehérje kapcsolt
posztszinaptikus Y1 és Y5 receptorokon keresztiil fejti ki *. Az AGRP szintén
csokkenti a taplalékfelvételt és gatolja az energialeadast *°. Az energiahaztartésra
kifejtett hatdsat az AGRP két centrélisan termel6dé melanokortin receptorhoz, a
melanokortin 3 és 4 receptorokhoz (MC3R és MC4R) kétédve fejti ki. Az AGRP e
receptorok endogén antagonistaja '°. Az energiahdztartasban bekovetkezd valtozasok
minkét peptid expresszidjat szabalyozzak az ARC idegsejtjeiben. Az éhezés serkenti,
a leptin kezelés pedig gatolja az NPY és AGRP expresszidjat >. Habar, az NPY és az
AGRP hidnya knock out (KO) egerekben nincs szamottevé hatassal az
energiahaztartasra; az ARC orexigén sejtjeinek kritikus szerepét mutatja, hogy
egerekben e sejtek felnéttkori kiirtdsa az allatok elhullasat eredményezd anorexiat
(étvagytalansagot) okoz *. A proopiomelanokortint (POMC) és a kokain- és
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amfetamin-regulated transcript (CART) peptidet szintetizal6 neuronok az ARC
lateralis részén helyezkednek el. E sejtek ellentétesen hatnak az energiahaztartasra,
mint az NPY/AGRP idegsejtek 3. Az alfa-melanocita-stimulalé hormon (a-MSH), a
POMC prekurzorbol keletkezik, és jol ismert az erés taplalkozas gatld hatasardl . Az
a-MSH kézponti idegrendszerbe valé adasa csokkenti a taplalékfelvételt és
egyidejiileg néveli az energialeadast °. Az a-MSH az MC3R és a MC4R agonistaja
18 A CART szintén gétolja a taplalékfelvételt és teljesen kivédi az NPY -indukélta
taplalkozasi valaszt *°. Jelenleg kevés informécié érheté el a CART energialeadasra
gyakorolt hatasarol. A CART receptorat még nem azonositottdk. A POMC/CART
idegsejtek is érzékelik a periférids energiahaztartassal kapcsolatos hormonokat,
példaul a leptint és az inzulint ®. E sejtek azonban masképp szabalyozédnak, mint az
NPY/AGRP idegsejtek. Az éhezés gatolja a POMC és a CART szintézisét, mig
leptin kezelés serkentSleg hat e gének expresszidjara °. Annak ellenére, hogy a leptin
receptor jelen van ezekben az idegsejtekben, a leptin indirekt, GABA sejtek altal
kozvetitett hatasa is fontos szerepet tdlt be a POMC/CART idegsejtek
szabalyozaséban %. Genetikai vizsgalatok is alatdmasztjdk a POMC/CART
idegsejtek energiahaztartas szabalyozasaban bet6ltott fontos szerepét. A POMC vagy
a MC4R hidnya KO egerekben kéros elhizast eredményez 2?2 Hasonl6képp
emberben a melanokortin rendszer elemeit érint§ mutaciok szintén elhizashoz
vezetnek. E mutacidk feleldsek a koros mértékii elhizas 6-10 %-ért, igy a human
monogénes elhizés szindrémak legnagyobb ismert csoportjat alkotjak . A CART
hianya kevéshé stlyos fenotipust eredményez 2. A CART KO egerekben csak
idéskori elhizas figyelhetd meg 2*. Emberben, egy CART gén polimorfizmus
(A1475G) és az elhizas asszociaciojat figyelték meg 2. Az ARC két taplalkozéssal
kapcsolatos idegsejt csoportja érzékeli és integrdlja az energiahaztartassal
kapcsolatos ~ szignadlokat és  tovabbitja az  ugynevezett  masodrendil
taplalkozasszabalyoz6 idegsejt csoportok felé. llyen sejtcsoportok példaul a
hipotalamusz paraventrikularis (PVN) és dorzomedialis magjai (DMN) és a
tuberomammilléris mag (TMN) hisztaminerg idegsejtiei. Az energiahaztartas
homeosztatikus szabalyozasa mellett, fert6zés és stressz 2> esetén is részt vesznek
az ARC sejtcsoportjai a taplalékfelvétel és az energialeadas szabalyozasaban.

I. 2 A PVN szerepe az energiahaztartas szabalyozasaban

A PVN, egy haromszdg alaki, a harmadik agykamra tetejénél szimmetrikusan
elhelyezkedé mag. Magnocelluléris és parvocellularis részre kilénil el %°. Az
oxitocint és vazopresszint termeld idegsejtek a magnocellularis részben talalhatok,
hormonjaikat az agyalapi mirigy hatso lebenyébe uritik 2*. A PVN parvocellularis
részét tovabbi 6 almagra oszthatjuk: anterior, periventrikularis, medialis, ventralis,
lateralis almagokra és a dorsal cap régiora 2. A periventrikularis és a mediélis
parvocellularis almagokban hipofiziotrop és nem-hipofiziotrop idegsejtek is
megtalalhatdk, mig a tobbi parvocellularis almagban nem-hipofiziotrop idegsejtek
helyezkednek el. A hipofiziotrdp idegsejtek az eminencia medidna (EM) kiilsé
z6ndjaba vetlilnek, ahol a hormonjaikat az extracellularis térbe Uritik a fenesztralt
kapillarisok kozelében 2’. E hormonok a portalis keringésen keresztiil jutnak az
agyalapi mirigy els§ lebenyébe, ahol a hormontermelést szabalyozzak. A
hormontermelésiik alapjan a PVN parvocellularis részében 3 tipusd hipofiziotrop
idegsejt talalhat6: szomatosztatint, kortikotropin-releasing hormont (CRH) és
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tirotropin-releasing hormont (TRH) termeld idegsejtek. A szomatosztatin sejtek
gatoljak az agyalapi mirigy altal termelt ndvekedési hormon szintézisét, mig a
hipofiziotrop CRH és TRH sejtek a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HHM)
és —pajzsmirigy (HHP) tengelyek kdzponti szabalyozéi. E neuroendokrin tengelyek
kritikus szerepet jatszanak az energiahaztartds szabalyozasaban. A PVN
parvocellularis magjaban elhelyezkedd nem-hipofiziotrop sejtek jelentés része az
autonom funkciok szabalyozasaért felelds. Ezek az Ugynevezett preautondm
idegsejtek a gerincveld és az agytdrzs energiahaztartds szabalyozasaban fontos
szerepet jatszo terileteire vetlilnek, mint a gerincvel6 intermediolateralis sejtoszlopa,
a nucleus tractus solitarii (NTS), a nervus vagus dorzalis magja, a parabrachialis mag
és a ventralis medulla katekolaminerg idegseijtjei 2. E magok kozvetitésével a PVN
sejtjei multiszinaptikus kapcsolatok révén szabalyozzak a hasnyalmirigy, a fehér és
barna zsirszovet (BAT), a maj és az izmok mitkodését 32 Az energiahaztartés
valtozdsanak hatasat tobb agyterilet is kozvetiti a PVN felé. Ezek kozll az egyik
legfontosabb az ARC 3. A mag orexigén (NPY/AGRP) és anorexigén
(POMCICART) idegsejtjei is disan beidegzik a PVN parvocellularis neuronjait 2.
Gyakran ugyanazt a parvocelluléris idegsejtet az ARC orexigén és anorexigén
idegsejtjei is beidegzik 2. Az energiahéztartés szabalyozasaban fontos szerepe van
az arcuato-paraventrikularis palyanak 3. Az NPY a PVN-ben jelentésen néveli a
taplalékfelvételt ', fokozza a szénhidrat felhasznalast *, és csokkenti az
energialeadast, illetve az egyes tipust uncoupling fehérje (UCP1) expresszidjat a
BAT-ban 3% és testsily gyarapodast okoz *. Az NPY mindkét posztszinaptikus
receptora, a Y1 és a Y5, is jelen van a PVN-ben ¥, E pertussis toxin érzékeny Gi/o
fehérjéhez 3 kapcsolt receptorok az adenilat ciklaz * gatlasan keresztiil csokkentik a
sejtek CAMP szintjét. Az NPY energialeadasra kifejtett hatasa részben a TRH és a
CRH gén expresszi6 gatlasan keresztil érvényesil, amit a cCAMP szint csokkenése
kozvetit 3942, Emellett a PVN-ben az NPY a parvocellularis sejtek GABA-erg és
glutaméterg beidegzését is gatolja **. Az NPY-hoz hasonléan, az AGRP PVN-be
torténé beadasa szintén noéveli a taplalékfelvételt *. Ellentétben az orexigén
peptidekkel, az a-MSH-nak er8s anorexigén hatdsa van PVN-be adast kévetéen *°.
Az a-MSH legtdbb hatdsa az MC4R-on keresztiil érvényesil. Az MC4R KO egerek
hiperfagiasok és csokken az energialeadasuk ?2. Ezekben az egerekben az MC4R-nak
kizérolag a PVN-ben torténé Gjratermeltetése jelentsen csokkenti az MC4R hidnya
miatt kialakulé hiperfagiat “°, bizonyitva a PVN fontossagat a melanokortinok
taplalékfelvételre kifejtett hatdsanak kialakulasaban. Az a-MSH szabalyozza a HHM
és a HHP tengelyeket is a hipofiziotrop sejtek CRH és TRH gén expresszidjanak
serkentésén keresztiil *"%8,

I. 3 Retrograd ingeriiletatvivé rendszerek a PVN parvocellularis részében

Munkacsoportunk patch clamp elektrofiziologiaval kimutatta, hogy az NPY gatolja a
parvocellularis idegsejtek GABAerg és glutaméterg beidegzését is *° Ez a hatas
teljesen kivédheté a kalcium kelator BAPTA intracellularis beadasaval, ami azt
bizonyitja, hogy az NPY retrograd ingeriiletatvivé anyagok kdzvetitésével gatolja a
parvocellularis idegsejtek inputjait *°. A legtobb idegsejt altal hasznélt retrograd
ingeriiletatvivé rendszer az agyban az endokannabinoid rendszer *. A koézponti
idegrendszerben az endokannabinoid rendszer legfébb receptora az egyes tipusi
kannabinoid receptor (CB1) %°. A receptor két leggyakoribb endogén ligandja a 2-
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arachidonoylglycerol (2-AG) és az anandamid . A 2-AG a posztszinaptikus
terminalis periszinaptikus részén elhelyezkedd CB1 receptorra *°. A CB1 receptor
aktivacioja gatolja a preszinaptikus terminalis aktivitasat *°. A szinaptikus aktivitas
fontos szabalyozéja az endokannabinoid szintézis. A 2-AG-t szintetizal6 enzim, a
diacilglicerol lipaz alfa (DAGLo), a megndvekvé szinaptikus aktivitas
kdvetkeztében aktivalodik, mely hatast a metabotrép receptorokhoz, példaul a
metabotrop glutamat 1 és 5 receptorhoz vagy az acetilkolin muszkarin M1 és M3
receptordhoz, kapcsolt foszfolipaz C kozvetiti >*. Munkacsoportunk kimutatta, hogy
a CB1 jelen van a PVN parvocellularis idegsejtjeit beidegz6 gatlé és serkentd
terminalisokban is %% Tovabba kimutattdk, hogy az endokannabinoid rendszer
kozvetiti a grelin és a glukokortikoidok hatasat a PVN-ben a parvocellularis
idegsejten %3°*, Kimutattuk, hogy a CB1 gatlasa, AM251-gyel’, kivédi az NPY
hatéasat a parvocellularis idegsejtek GABA-erg beidegzésein *°. Azonban az AM251
koncentracié, ami kivédte a grelinnek a parvocelluldris sejtek glutaméterg
beidegzésére kifejtett hatasat >, nem védte ki az NPY glutamaterg axonokra
gyakorolt gatlé hatésat *°, ez arra utal, hogy més retrograd szignal rendszer(ek)
is részt vehetnek az NPY hatasanak kozvetitésében. A nitrogén monoxid (NO)
egy gazhalmazallapoti ingeriiltatvivé anyag >°. A NO szintdz (NOS) enzimek
termelik az NO-t. Harom NOS enzim létezik: neuronalis NOS (nNOS), indukalhato
NOS és endotelialis NOS %, Ezen enzimek kdziil az idegsejtek az nNOS-t termelik
% Az NO-ra legérzékenyebb receptor a szolubilis guanilat-ciklaz (sGC) *°.

A hippokampuszban kimutattdk, hogy az nNOS és az sGC is el6éfordul a
szinapszisok pre- és posztszinaptikus oldalan is %, ami arra utal, hogy a
hippokampusz idegsejtjei az NO-t anterogrdd és retrograd transzmitterként is
hasznaljak. Ezzel dsszhangban elektrofizioldgiai kisérletek igazoltak, hogy az NO a
hippokampuszban funkcional retrograd transzmitterként is, és kimutattak, hogy a
preszinaptikus plaszticitas kialakitdsdban az endokannabinoid és az NO szignal
rendszerek egyiittesen vesznek részt >, Habar, az nNOS jelen van a PVN-ben, kevés
informacio érhet6 el az NO szignal rendszer elemeinek elhelyezkédésérél az
idegmagban, és nem ismert, hogy vajon a PVN idegsejtjei hasznaljak-e az NO-t
retrograd transzmitterként %8,

I. 4 A hipofiziotrop TRH idegsejtek negativ feedback szabalyozasa

A hipofiziotrop TRH idegsejtek kritikus szerepet jatszanak az energiahaztartas
szabalyozésdban 2%, Ezek az idegsejtek szabalyozzdk a  pajzsmirigy
hormontermelését az agyalapi mirigy els6 lebenyében elhelyezkedd tirotrop sejtek
TSH termelésének és iiritésének szabalyozéasan keresztiil %, A pajzsmirigyhormonok
fontos szabalyozéi az energiahaztartasnak 2. E hormonok hiénya 30%-kal csokkenti
az alapanyagcserét, illetve hipotiroid &llatokban nincs hideg indukalta hétermelés %,
A HHP tengely f6 szabélyozdja a pajzsmirigyhormonok negativ feedback hatésa, ez
biztositja a pajzsmirigyhormonok viszonylag allandé szintjét a vérben 2. Amikor a
periférids pajzsmirigyhormonok szintje ndvekszik, a feedback szabalyozas gatolja a
TRH szintézist . A hipofiziotrép TRH idegsejtek tartalmaznak pajzsmirigyhormon
R2 receptort (TRR2), ami nélkiilozhetetlen a feedback szabalyozas kialakulasahoz 8.
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Tovabba, T3 pellet beiltetése kozvetlenil a PVN mellé gatolja a TRH gén
expressziojat az implantacio oldalan 2. Azonban a kering T3 szint helyreéllitasa T3
pétlassal hipotiroid allatokban, T4 prohormon adagolas nélkiil, nem elegend a TRH
gén expresszi6janak normalizalaséhoz a PVN-ben 2. Ezen adatok alatdmasztjék,
hogy a TRH idegsejtek negativ feedback szabalyozasahoz sziikséges, hogy a
hipotalamuszban a T4 prohormon atalakuljon aktiv T3-ma. A hipotalamuszban, a T4
T3-m4 valo atalakitasaért a kettes tipusu dejoddz enzim (D2) felelds *°. Azonban a
PVN-ben, ahol a hipofiziotrop TRH idegsejtek talalhatéak, nem mutathaté ki D2
aktivitds vagy D2 mRNS ®. A hipotalamuszban speciélis gliasejtek, a tanicitak
termelik a D2-t . A tanicitak a harmadik agykamra falaban és aljaban a latdideg
keresztez8dése mogott helyezkednek el. E sejtek hossz( bazalis nyulvanyaikkal az
ARC-ba, a DMN-be és a ventromedialis magba illetve az EM kiils§ zonajaba
vetiilnek . A TRH idegsejtek sejttestei és a tanicitik meglehetésen messze
helyezkednek el egyméstl. Az EM kiills§ zonajaban a tanicita végtalpak és a
hipofiziotrop TRH idegsejtek axon terminalisai azonban kdzvetlen kapcsolatban
vannak, ami lehetdséget ad arra, hogy a tanicitak altal el6allitott és az extracellularis
térbe juttatott T3-at a hipofiziotrép termindlisok felvegyék és eljuttassak a
sejttesteikhez, ahol a T3 kapcsolodni képes a magi TRR2 receptorhoz 2. A
pajzsmirigyhormonok transzporterek segitségével képesek bejutni a sejtekbe 2. A
fébb pajzsmirigyhormon transzporterek a monokarboxilat transzporter 8 (MCT8), az
OATPIC1 és a Latl és 2 °. Az idegsejtekben az MCT8 a legfébb
pajzsmirigyhormon transzporter. Az MCT8 hianya sulyos neurolégiai tlineteket okoz
emberben, tovabba emberben és egerekben is hianya a HHP tengely talzott
mitkodését eredményezi 2%, Ez arra utal, hogy az MCT8 sziikséges a HHP tengely
negativ feedback szabalyozasadhoz. Habar, leirtak, hogy a tanicitdk termelnek
MCT8-at %, nem volt informécié arrél, hogy ez a transzporter megjelenik a
hipofiziotrép axonterminalisokban. Az MCTS8 jelenléte a hipofiziotrop TRH
idegsejtek axon termindlisaiban arra utalna, hogy az EM-ban a T3-at a
hipofiziotrép TRH idegsejtek az axon terminalisaikon keresztul felvehetik. A
kérdés jelentOségét az adja, hogy a TRH sejtek a vér-agy gaton bellil helyezkednek
el, a hipofiziotrop TRH idegsejtek axonjai viszont a vér-agy gat mentes EM-ban
végzddnek. Tovabba, a T4 hatékonyabban tud keresztuljutni a vér-agy géaton, mint a
T3 %, igy, a pajzsmirigyhormon felvétel helye meghatarozza, hogy a hipofiziotrép
TRH idegsejtek csak a taniciték altal aktivalt pajzsmirigyhormont, vagy a lokalisan
keletkezett T3-at és a vérbdl az EM kiilsé zonajaba bejutd T3-at egydtt érzékelik.

I. 5 A TRH idegsejtek szerepe a taplalkozas szabalyozasaban

Korabban leirtak, hogy az agykamrakba adagolt TRH csokkenti a taplalékfelvételt és
csokkenti a taplalkozassal toltott idét is ©. A TRH képes gatolni az éhezést kivetd
fokozott taplalékfelvételt is ®°. A TRH erételjes anorexigén hatasa ellenére sem
ismert, hogy mely TRH sejtcsoport(ok) és hol fejti(k) ki ezt a hatést.
Munkacsoportunk korabban kimutatta %, hogy a perifornikalis teriileten és a BNST-
ben elhelyezkedé TRH idegsejtek latszolag folytonos csoportja egy masik szintén
anorexigén peptidet, az urokortin 3-at (UCNB3) is termeli, és e TRH/UCN3 idegsejtek
vetiilnek az ARC laterdlis részébe. A két anorexigén peptid megjelenése ugyanabban
az idegsejtben és az ARC lateralis teriiletére valo vetiilésiik, felvetette a lehet6ségét,
hogy a perifornikélis régi6/BNST terileten elhelyezked6 TRH/UCN3 idegsejtek
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részt vehetnek a taplalkozés szabalyozasaban. Irodalmi adatok felvetik a lehet8ségét,
hogy a TMN hisztaminerg idegsejtjei részt vesznek a TRH anorexigén hatasanak
kozvetitésében. A TRH-hoz hasonléan, a kozponti idegrendszerben hatva a
hisztamin is csokkenti a taplalékfelvételt %°. Tovabba, a hisztamin-szintetizalo
enzim, a hisztidin-dekarboxiléz, hianya idéskori elhizast és hiperfagiat okoz 7°, ami
szintén a hisztamin anorexigén hatasara utal. A TRH amellett, hogy dézisfiiggéen
csokkenti a taplalékfelvételt, nodveli a hisztamin és a t-metilhisztamin?
koncentréaciéjat a TMN-ben 7, ami arra utal, hogy a TRH a hisztamin sejtek
serkentésén keresztlil hathat a taplalékfelvételre. Ezt a feltételezést tamasztjak ala
azok az adatok is, hogy a TRH anorexigén hatasa csokkenthet6 a hisztamin szintézis
farmakolégiai gatlasaval 7, illetve, hogy a TRH fokozza a hisztaminerg idegsejtek
tizelési frekvenciajat ">, Ezen fontos funkcionalis adatokra alapozva,
feltételezzik, hogy a hisztaminerg idegsejteket beidegzé TRH idegsejtek
elhelyezkedésének  feltérképezése  elésegitheti az  anorexigén TRH
sejtcsoport(ok) feltardsat. Nem volt ismert azonban, hogy a TRH idegsejtek
valéban beidegzik-e a hisztaminerg idegsejteket, illetve, hogy ez a kapcsolat
csak a TMN egy almagjira jellemzd-e vagy az dsszes hisztaminerg idegsejtre.
Ezért, a részletes palyajelolési vizsgalatok elvégzése eldtt fel kellett térképezni a
TRH axonok és a hisztaminerg idegsejtek kapcsolatat a TMN almagjaiban.

1. Célkitiizések

Hogy jobban megértsiik az energiahaztartast szabalyoz6 hipotalamikus héalézatokat,

céljaink a kovetkezok voltak:

1. A NO rendszer elemeinek ultrastrukturalis vizsgalata a PVN parvocellularis
részében.

2. A NO és az endokannabinoid rendszer kolokalizicidjanak vizsgalata PVN
parvocellularis részében.

3. A PVN NO és endokannabinoid rendszerei szerepének vizsgalata az NPY
energiahaztartasra gyakorolt hatdsanak kdzvetitésében

4. A pajzsmirigyhormon transzporter, MCT8 jelenlétének vizsgalata a hipofiziotrop
TRH idegsejtek axonjaiban.

5. A perifornikdlis teriilleten és BNST-ben elhelyezkedd TRH/UCN3 idegsejtek
szerepének vizsgalata az ARC taplalkozasszabalyozasban szerepet jatszo
idegsejtcsoportjainak beidegzésében

6. A TRH-tartalmi axonok és a TMN hisztaminerg sejtjei kozotti kapcsolat

vizsgélata.

2 F§ metabolitja a hisztaminnak



I11. Anyagok és modszerek
A kisérlet szamat, melyben a leirt modszert alkalmaztuk, zardjelben tiintettlik fel.

111. 1 Allatok

a.

Felnétt, him Wistar patkanyokat (Charles River, 111.7.5-12), CD1 egereket (Charles River,
111.7.1-5) és MCT8 KO egereket ™ (Dr. H. Heuer, Jena, Németorszag) (I11.7.5)
hasznaltunk.

I11. 2 Kolhicin kezelés

a.

100 pg (5 pl fizioldgias (0,9%) séoldatban oldva) kolhicint injektaltunk az oldalkamraba,
sztereotaxikus késziilék segitségével. (111.7.8-12)

111. 3 Allatok fixalasa fény és elektronmikroszkopos immuncitokémiai vizsgalatokhoz

a.
b.

Altatés: ketamin (50 mg/kg) + xylazin (10 mg/kg), ip.

Az éllatokat a sziv bal kamrajan keresztil az aortaba helyezett kaniilén keresztiil
perfundaltuk 10 ml foszfat puffert tartalmazé séoldattal (PBS, pH 7,4), majd foszfat
pufferben (PB, pH 7,4) oldott fixalészerrel (1. Tablazatban 6sszegezve).

A fixalast kovetOen, az agyakat 4% paraformaldehid (PFA) oldatban posztfixaltuk 2 6ran
keresztlil fénymikroszkdpos vizsgalatokhoz és 24 6ran keresztil elektronmikroszképos
vizsgalatokhoz. Az akrolein fixalt szoveteket 1% natrium-borohidrid oldattal kezeltiik 30
percig.

1. Tablazat Kisérletekre lebontva a fixalasi modok és a felhasznalt allatok szama

Kisérletek Fixal6 oldat Allatok

szama

111.7.1-3 10 ml 4% PFA Na-acetat pufferben, pH 6,0, ezt kévetéen 50 ml | 4 egér

4% PFA Borax pufferben, pH 8,5;

111.7.4 4% PFA 0,1 M PB-ben, pH 7,4; 50 ml/egér 3 egér

111.7.5 4% PFA 0,1 M PB-ben, pH 7,4, 50 ml/egér vagy 150 3 egér

ml/patkany 3 patkany

111.7.6 2% PFA + 4% akrolein 0,1 M PB-ben, pH 7,4, 150 ml/patkany 3 patkany

111.7.8 and | 3% PFA + 1 % akrolein 0,1 M PB-ben, pH 7,4, 150 ml/patkany | 3 patkany
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111.7.10-12 | 2% PFA + 4% akrolein 0,1 M PB-ben, pH 7,4, 150 ml/patkany 3 patkany

111. 4 Fénymikroszkdpos immunhisztokémia

a.
b.
c.

d.

Az agyakat 30%-0s cukor oldatba tettiik (PBS-ben oldva), 4 °C-on, éjen at.

Korondlis sorozat metszeteket készitettiink (25 pm) fagyasztémikrotommal (Leica).

A metszeteket fagyalld folyadékba gytjtottiik és taroltuk (—20 °C) (30% etilén glikol; 25%
glicerol; 0,05 M PB).

A metszeteket PBS-ben oldott 0,5% Triton X-100 és 0,5% H,O, keverékében 15 percig
el6kezeltiik, majd PBS-ben oldott 2% normal 16 szérummal (NHS) kezeltiik 20 percig.

A metszeteket a megfeleld elsédleges szérumba helyeztiik éjen at, majd ezt kovetden a
metszetek a megfeleld masodlagos ellenanyagba keriiltek (részletezve 2. Tablazat).

A metszetek avidin-biotin komplex-vel kezeltik (ABC, 1:1000, Vector Labs; 1h).

NiDAB hivé oldattal (0,05% diaminobenzidin (DAB), 0,15% nikkel-amma&nium-szulfat és
0,005% H,0, 0,05M TRIS pufferben, pH 7,6) (I111.7.5) vagy DAB hivo oldattal tettiik
lathatéva az immun jelet (0,025% DAB/0,0036% H,0O, 0,05M TRIS pufferben, pH 7,6)
(111.7.10).

A metszeteket Uiveg targylemezre hiztuk és DPX-vel (Sigma) fedtiik le.

A mintdkat AxioCam MRc5 digitalis kameraval felszerelt Zeiss Axiolmager M1
mikroszkoppal elemeztik (Carl Zeiss Inc.).

111. 5 Immunfluoreszcens vizsgalatok

a.

A szoveteket a fent (111.4 a-d pontok) leirt modon el6kezeltiik.




b

. A metszeteket a megfelel§ elsddleges szérumba helyeztik éjen at, majd a megfelels

fajspecifikus fluorokrém-konjugalt 1gG-t tartalmazd oldatban inkubaltuk (részletezve a 3.
Tablazatban).

c. A megfestett metszeteket Uveg targylemezre helyeztik és Vectashielddel (Vector Labs)
fedtik le.

d. Az immunofluoreszcens mintakat Radiance 2000 konfokalis lézerpasztazé mikroszkdppal
(Bio-Rad) elemeztik.

I11. 6 Ultrastrukturalis vizsgalatok

a. Korondlis sorozatmetszeteket készitettink (25-50 pm) Leica VT 1000S vibratommal
(Leica). A metszeteket PBS-be gyijtottiik.

b. A szoveteket el6kezeltiik 0,5% H,0,-dal (PBS-ben oldva) 15 percig.

c. A metszeteket 15%-0s cukoroldatba (PBS-ben oldva) tettik 15 percre majd 30%
cukoroldatba éjen at, 4 °C-ra.

d. Az antitest penetracié novelése érdekében folyékony nitrogénnel fagyasztottuk a szdvetet
majd felmelegitettiik szobahémérsékletre (haromszor ismételve).

e. A nem-specifikus antitestk6t6dést 2% NHS-val (PBS-ben oldva) blokkoltuk 20 percig.

f. A szoveteket a megfeleld els6dleges szérumba tettilk 4 napra, majd a megfeleld
fajspecifikus masodlagos 1gG-ben inkubaltuk éjen at. A hasznélt antitesteket és az
immunreakcié detektalasdnak madjat a 4. Tablazat foglalja 6ssze.

g. A mintakat 1% ozmium-tetroxiddal kezeltik (0,1M PB-ben oldva) 30 percig majd 2%
uranil-acetéttal (70% alkoholban oldva) 30 percig, dehidrataltuk felszall6 alkohol sorban és
propilén-oxidban. Végul, a metszeteket Durcupan ACM epoxi gyantaba (Sigma-Aldrich)
agyaztuk és két napig 56 °C-on polimerizaltuk.

h. Leica UCT ultramikrotdbmmal (Leica Microsystems) 50-70 nm vastag ultrametszeteket
készitettlink, melyeket Formvarral-bevont egylyuk( gridekre (Electron Microscopy
Sciences) gytijtottink.

i. Az ultrametszeteket JEOL transzmisszios elektronmikroszképpal elemeztiik.

2. Téblazat Az immuncitokémiai vizsgalatokban felhaszndlt elsédleges és mésodlagos
antitestek kisérletenkénti dsszefoglalasa

Kisérlet Elsédleges Higitas Masodlagos antitest Kromogén

szama antitest és
forréasa
11.7.5 nydl anti-MCT8 1:5000 — biotinilalt szamar anti-nyul Eziistozott
szérum (Dr. TJ 10.000 1gG 1:500; (Jackson NiDAB
Visser) ImmunoResearch)
11.7.10 birka anti-TRH 1:50.000 biotinilalt szaméar anti-birka Eziistozott
szérum (#08W2) 1gG 1:500; (Jackson NiDAB
66,74 ImmunoResearch)
birka anti- 1:1.000 biotinilalt szamar anti-birka DAB
hisztamin szérum 1gG 1:500; (Jackson
® ImmunoResearch)
3. Tablazat A fluoreszcens vizsgalatokban felhaszndlt elsédleges és méasodlagos
antitestek kisérletenkénti 0sszefoglalasa
Kisérlet | Elsddleges antitest és | Higitas Masodlagos antitest

szama forrasa

11.7.4 nyul anti-CB1 szérum 1 pg/ml | Alexa 488-konjugalt szamar anti-nyul IgG

(Abcam) 1:200; Life Technologies
nydl anti- DAGLa 1 pg/ml Alexa 647-konjugalt szamar anti-nyul IgG

szérum (Abcam) 1:200; Life Technologies
egeér anti-MAP2 1 pg/ml | Alexa 405-konjugalt szamar anti-egér 1gG
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szérum (Millipore)

1:200; Life Technologies

tengerimalac anti-
nNOS szérum
(Abcam)

1 pg/ml

Alexa 555-konjugalt szamar anti-
tengerimalac 1gG 1:200; Life Technologies

kecske anti-VGLUT1
szérum (Abcam,
Cambridge UK)

1 pg/ml

Alexa 555-konjugalt szamar anti-kecske
1gG 1:200; Life Technologies

kecske anti-VGLUT2
szérum (Abcam)

1 pg/ml

Alexa 555-konjugalt szamar anti-kecske
1gG 1:200; Life Technologies

kecske anti-VIAAT
szérum (Abcam)

1 pg/ml

Alexa 555-konjugalt szamar anti-kecske
1gG 1:200; Life Technologies

1.7.7

nyudl anti-MCT8
szérum (Dr. TJ Visser)

1:1000

Alexa 555-konjugalt szamar anti-kecske
1gG 1:500; Life Technologies

birka anti-TRH szérum
#08W?2

1:1500

Fluorescein DTAF-konjugalt birka 1gG
1:50, Jackson ImmunoResearch

11.7.8

nydl anti-UCN3
szérum (Dr. WW Vale)

1:60.000

Biotinilalt szamar anti-nydl 1gG 1:500;
Jackson ImmunoResearch; Fluorescein
DTAF-konjugalt Streptavidin 1:300,
Jackson ImmunoResearch

egér anti-TRH szérum

1:4000

Alexa 555 konjugalt szamar anti-egér 1gG
1:500, Jackson ImmunoResearch

birka anti-a-MSH
szérum

1:20.000

Cy5 konjugalt szamdr anti-birka IgG
1:100, Jackson ImmunoResearch

birka anti-NPY szérum
(Dr. I. Merchenthaler)

1:8.000

Cy5 konjugalt szamar anti-birka IgG
1:100, Jackson ImmunoResearch

11.7.11

egér anti-TRH szérum

1:4.000

Alexa 555-konjugalt szamar anti-egér 1gG
1:500, Jackson ImmunoResearch

birka anti-hisztamin
szérum

1:20.000

Biotinilalt szamar anti-birka IgG 1:500
fluorescein-konjugalt streptavidin 1:250,
Vector Lab
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1. 7 Kisérletek
A Kisérletek részleteit a 2-5 Tablazatokban dsszegeztiik.

1.7.1

1.7.2

1.7.3

1.7.4

1.7.5

111.7.6

1n.7.7
111.7.8

1.7.9

111.7.10

1.7.11

11.7.12

111.7.13

Az nNOS elhelyezkedésének ultrastrukturalis vizsgalata a PVN parvocellularis
részében immunocitokémia alkalmazasaval

A sGCal elhelyezkedésének ultrastrukturalis vizsgalata a PVN parvocellularis
részében

Az nNOS és a CB1 kapcsolatdnak ultrastrukturdlis vizsgalata a PVN
parvocellularis részében, kettés-jelolt immuncitokémia alkalmazésaval

Az endokannabinoid és NO szignal rendszerek elemeinek, illetve a glutamaterg
és a GABA-erg axonok kapcsolatdnak vizsgalata a PVN parvocellularis
részében négyes-jeldlt immunfluoreszcencia alkalmazasaval

MCT8 eléfordulasanak fénymikroszképos vizsgalata az EM-ban
MCT8-immunreaktivitas ultrastrukturalis vizsgalata az EM-ban
MCTS8 eldfordulasanak vizsgalata TRH axonokban az EM teriiletén

Az o-MSH illetve NPY sejtek TRH és UCN3-tartalmi beidegzésének
vizsgalata az ARC-ban harmas-jeldléses immunfluoreszcencia alkalmazéasaval
Az o-MSH idegsejtek UCN3-IR beidegzésének ultrastrukturélis vizsgalata az
ARC-ban

A TRH axonok és a hisztaminerg idegsejtek kapcsolatanak vizsgalata a TMN-
ben kettds-jeldléses fénymikroszkopos immuncitokémia alkalmazasaval

A TRH axonok és a hisztaminerg idegsejtek kapcsolatanak vizsgalata a TMN-
ben kett6s-jeldléses immunfluoreszcencia alkalmazésaval

A TRH axonok és a hisztaminerg idegsejtek kapcsolatanak ultrastruktaralis
vizsgalata a TMN-ben

A PVN NO és az endokannabinoid rendszerei szerepének vizsgalata az NPY
energiahaztartasra gyakorolt hatdsanak kozvetitésében

a. Kétoldali 0,487 mm vastag, 0,8 mm C/C rozsdamentes acél kanilt (Plastics One, Roanoke,
VA, USA) iltettiink a PVN-be.

b. aCSF-t, AM251-t vagy NPLA-t (0,4 pl mindkét oldalra) adtunk be a kantln keresztiil egy
minipumpat hasznalataval (sebessége: 0,5 pl/perc).

c. 10 perccel késébb, aCSF-t vagy NPY-t (0,4 pl mindkét oldalra) adtunk be a kaniilén at (0,5
pl/perc).

d. Test Osszetételt Echo Medical systems’ EchoMRI (Egész Test Osszetétel Elemzé)
alkalmazésaval vizsgaltuk.

e. A kezelést kovetéen az allatokat indirekt kalorimetrids ketrecekbe helyeztik (TSE
Phenomaster rendszer).

f. A mért adatokbdl kiszamitottuk az energialeadast, alapanyagcserét, szubsztrat felhasznalast
(RER) és lokomotoros aktivitast.
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4.

Tablazat Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokhoz felhasznalt elsddieges és
méasodlagos antitestek és kromogének kisérletenkénti dsszefoglalasa

Kisérlet Elsédleges Higitas Maésodlagos antitest Kromogén
szama antitest és
forrasa
11.7.1 nydl anti- 1:200 0.8 nm kolloidélis arannyal R-Gent SE-LM
nNOS szérum konjugalt szamar anti-nyul kittel eziistozott
(Zymed Lab) 1gG (1:100; Electron kolloidalis arany
Microscopy Sciences) (Aurion)
11.7.2 nydl anti- 1:4.000 biotinilalt szamar anti-nydl ezlistozott
sGCal szérum 1gG (1:500 Jackson NiDAB
(Sigma) Immunoresearch)
11.7.3 nydl anti- 1:200 0.8 nm kolloidélis arannyal R-Gent SE-LM
nNOS szérum konjugalt szamar anti-nydl kittel ezuistozott
(Zymed Lab) 1gG (1:100 Electron kolloidalis arany
Microscopy Sciences) (Aurion)
birka anti-CB1 1:800 biotinilalt szamar anti-birka NiDAB
szérum (Dr. M. 1gG (1:500 Jackson
Watanabe) ImmunoResearch)
111.7.6 nyul anti- 1:20.000 biotinilalt szamar anti-nyul ezlistozott
MCTB8 szérum 19G (1:500 Jackson NiDAB
(Dr. TJ Visser) ImmunoResearch)
11.7.9 birka anti-a- 1:1.000 0.8 nm kolloidélis arannyal R-Gent SE-LM
MSH szérum konjugalt szamar anti-birka kittel ezuistozott
(Dr. JB Tatro) 1gG (1:100; Electron kolloidalis arany
Microscopy Sciences) (Aurion)
nydl anti- 1:1.000 biotinilalt szamar anti-nydl NiDAB
UCN3 szérum 1gG (1:500 Jackson
(Dr. WW Vale) ImmunoResearch)
111.7.12 egér anti-TRH | 1:10.000 biotinilalt szamar anti-egér DAB
szérum 1gG (1:500; Jackson
ImmunoResearch)
birka anti- 1:2.000 0.8 nm kolloidélis arannyal R-Gent SE-LM
hisztamin konjugalt szamar anti-birka kittel eziistozott
szérum 1gG (1:100; Electron kolloidalis arany

Microscopy Sciences)

(Aurion)
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5. Tablazat Felhasznalt elsddleges antitestek dsszefoglalasa

Felhaszndlt elsédleges antitest

Forréas

Referencia
76

kecske anti-VGLUT1 szérum

Abcam, Cambdridge, UK

kecske anti-VGLUT2 szérum

Abcam, Cambdridge, UK

76

kecske anti-VIAAT szérum

Life technologies, Waltham, MA

76

tengerimalac anti-nNOS szérum

Thermo Fisher, Waltham, MA

7

egér anti-MAP2 antitest

Millipore, Billerine, MA

78

egér anti-TRH szérum

Laboratériumunkban késziilt

79,80

nyul anti- DAGLa szérum

Abcam, Cambdridge, UK

81

nyul anti-CB1 szérum

Abcam, Cambdridge, UK

82

nyul anti-MCT8 szérum

Dr. TJ Visser, Rotterdam, Hollandia

83

nyul anti-nNOS szérum

Zymed Laboratories, Waltham, MA

56

nyul anti-sGCal szérum

Sigma Aldrich, St. Louis, MA

56

nyul anti-UCN3 szérum

Dr. WW Vale, La Jolle, CA

66

birka anti-CB1 szérum

Dr. M. Watanabe, Sapporo, Japan

74

birka anti-hisztamin szérum

Laboratériumunkban késziilt

75,80

birka anti-NPY szérum

Dr. I. Merchenthaler, Baltimore, MD

39,84,85

birka anti-TRH szérum

Laboratériumunkban késziilt

66,74,79

birka anti-a-MSH szérum

Dr. JB Tatro, Boston, MA

10,86
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V. Eredmények

I. [C1-C5] Tézis.: A NO rendszer elemeinek ultrastruktaréalis lokalizacidja a
PVN parvocellularis részében arra utal, hogy a PVN parvocellularis sejtjei
a NO-t anterograd és retrograd transzmitterként is hasznaljak..

Az nNOS és az sGC is megtalalhaté szinapszisok pre-és posztszinaptikusan
oldalan is a PVN parvocellularis részében, ami arra utal, hogy az NO anterograd
és retrograd ingeriiletatvivé anyagként is miikodhet ezen az agyteriileten.

Il. [C1-C5] Tézis.: A PVN-ben elhelyezkedd parovcelluliris idegsejtek egyes
serkentd és gatlo szinapszisaihoz asszocidltan jelen van az NO és az
endokannabinoid retrograd transzmitter is.

A CB1-IR axonok altal a parvocellularis sejteken alkotott szinapszisok egy
részének posztszinaptikus oldalan megfigyelheté az nNOS jelenléte. Ez arra
utal, hogy a PVN parvocellularis sejtiei az NO és az endokannabinoid
rendszerek egyittes hasznalataval szabalyozhatjdk egyes preszinaptikus
terminalisaik aktivitasat.

I1l. [C1-C5] Tézis.: A NO és az endokannabinoid rendszerek is részt vesznek
az NPY energiahaztartasra gyakorolt hatdsanak kdzvetitésében a PVN-ben

A PVN-ben mindkét ingeriiletatvivé rendszernek kritikus szerepe van az NPY
energiahédztartasra gyakorolt hatdsadnak a kozvetitésében, azonban a két
transzmitter rendszer szerepe eltér6. A PVN-ben az NO az NPY
taplalékfelvételre gyakorolt hatasat kdzvetiti, mig az endokannabinoid rendszer
az NPY energialeadast gatl6 hatasanak kozvetitésében jatszik szerepet. Tovabba,
az eredmények arra utalnak, hogy a PVN-ben kiilonbozé neurondlis halozatok
kozvetitik az NPY taplalékfelvételre, energialeadasra és a lokomotoros
aktivitasra kifejtett hatasat.

IV. [J1] Tézis.: A pajzsmirigyhormon transzporter, MCT8 jelen van a
hipofiziotrop TRH idegsejtek axonjaiban.

Az MCT8 jelen van az EM kiilsé zonajaban 1évé hipofiziotrép axon

terminalisokban. Mindemellett a hipofiziotrop TRH idegsejtek axonterminalisai

is tartalmaznak pajzsmirigyhormon transzportert. Erre az eredményre alapozva,

hipofiziotrop TRH idegsejtek negativ feedback szabalyozasanak Gj modellje

keriilt leirasra.

V. [J2] Tézis.: A perifornikdlis teruleten és BNST-ben elhelyezkedd
TRH/UCN3 idegsejtek beidegzik az ARC taplalkozasszabalyozasban
szerepet jatsz6 POMC idegsejtit.

A TRH/UCNS idegsejtek axonjai az ARC-ban csupan az NPY idegsejtek 4%-

val létesitenek kapcsolatot, azonban az o-MSH idegsejtek tobb mint felének
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felszinén talalhatok TRH/UCN3 axonok. A TRH/UCNS3 idegsejtek axonjai
aszimmetrikus szinapszisokat képeznek az a-MSH idegsejteken.

V1. [J3] Tézis.: A TRH-tartalmi axonok beidegzik a hisztaminerg sejtjeket a
TMN minden almagjaban.

TRH-IR axonok gazdagon beidegzik a hisztaminerg idegsejteket a TMN 6sszes
almagjaban. Ultrastrukturalis szinten a két rendszer kozt gyakran szinaptikus
kapcsolat volt megfigyelheté. A szinaptikus kapcsolatok tilnyomé tobbsége
aszimmetrikus tipusu, ami a kapcsolat, serkentd jellegére utal, de TRH-tartalmu
axonok szimmetrikus szinapszisokat is képeznek a hisztaminerg idegsejteken.

V. Az eredmények lehetséges hasznositasa

Mivel, jelenleg nincs hatékony és mellékhatasmentes terdpia az elhizas
kezelésére, rendkivil fontos eddig még nem ismert, energiahaztartast szabalyozo
mechanizmusok feltdrdsa. Az energiahaztartis szabéalyozasiban résztvevé uj
mechanizmusok és/vagy idegsejt csoportok megismerése (j hat6anyag
célpontokat eredményezhet a gyoOgyszergyartd cégek szamara. Jol ismert
probléma, hogy szdmos idegpalya a taplalékfelvételt és az energialeadast is
szabalyozza. Az energialeadas serkentésében fontos a szimpatikus idegrendszer
aktivacidja. Azonban a szimpatikus idegrendszer serkentése nem csak az
energialeadast serkenti, hanem ndveli a veérnyomast is. Példaul az MC4R
agonistak hatékonyan csokkentik a taplalékfelvételt és serkentik az
energialeadast, igy csokkentik a teststlyt . De ezek az MC4R agonistak
novelik a vérnyomast is *. Ez komoly problémét okozhat a metabolikus
szindroma miatt egyébként is magas vérnyomassal kiiszkodd elhizott betegeknél
% Eredményeink, miszerint az NPY téplalékfelvételre és energialeadasra
kifejtett hatasat eltéré idegpalyak kozvetitik a PVN-en beliil, megteremtik a
lehetségét 0j kutatdsoknak, melyek azonosithatjdk e palyakat és ezaltal 0j
gydgyszercélpontokat biztosithatnak, melyek befolyasolasaval gatolhaté a
taplalékfelvétel a szimpatikus idegrendszer serkentése, a vérnyomas emelése
nélkal.

A POMC idegsejtek TRH/UCN3 beidegzését kimutatd eredményeink tették
lehetévé munkacsoportunk elektrofiziologiai vizsgalatait, melyek kimutattak,
hogy a TRH kivédi az UCN3 POMC idegsejteket serkenté hatasat. Ez alapjan
tovabb kivanjuk vizsgalni az intracelluldris mechanizmusokat, melyek a két
biztosithat az anorexigén POMC sejtek aktivitisdnak gyogyszeres
finomhangolasara.

A hisztaminerg idegsejtek TRH beidegzésének részletes leirasa lehetové teszi,
hogy palyajeldlési vizsgalatokkal azonositsunk olyan TRH-t szintetizalo idegsejt
csoportokat, melyek szabalyozzak a taplalékfelvételt. Ezen TRH idegsejtek
szabalyozasanak megértése tovabbi (j hatéanyag célpontot eredményezhet a
jovoben.
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