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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A roviditések egyértelmlsége ¢érdekében a tdblazat az anatomiai elnevezések

esetében, amennyiben lehetséges, a szokasos angol format, valamint a latin kifejezést is

tartalmazza:

Rovidités Angol elnevezés Latin elnevezés
AgRP agouti-related peptide
Amy amygdala nucleus amygdaloideus
AP area postrema area postrema
AN, Arc arcuate nucleus nucleus arcuatus
BDNF brain-derived neurotrophic factor
CART cocaine-and-amphetamine-

regulated transcript
cc central canal canalis centralis
CCK cholecystokinin
CG celiac ganglion ganglion coeliacum
cp cerebral peduncle pedunculus cerebri
CRH corticotropin-releasing hormone
Cx cerebral cortex cortex cerebri
DAB 3’3-diaminobenzidine
DM(H) dorsomedial hypothalamic nucleus nucleus dorsomedialis hypothalamicus
DM(H)d DM(H), dorsal subdivision DM(H), pars dorsalis
DM(H)c DM(H), compact subdivision DM(H), pars compacta
DM(H)v DM(H), ventral subdivision DM(H), pars ventralis
DVN dorsal motor vagal nucleus nucleus motorius vagalis dorsalis
f fornix fornix
FITC fluorescein-isothiocyanate
GLP glucagon-like peptide
Gr gracile nucleus nucleus gracilis
GRPP glicentin-related pancreatic

peptide



LFB
LH
MCH
mcp
mfb
ml
MSG

oMSH

mt
m5
NPY
NTS
oc
PB
PBN

Pe

PF
PnC
PrRP

PVN

SCN
scp
SN
sp5
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hippocampus
intermediolateral cell column
intervening peptide
interpeduncular recess of the third
ventricle

Luxol Fast Blue

lateral hypothalamic area
melanin-concentrating hormone
medial cerebellar peduncle
medial forebrain bundle
medial lemniscus
monosodium glutamate
alpha melanocyte stimulating
peptide

mamillothalamic tract

motor trigeminal nucleus
neuropeptide Y

nucleus of the solitary tract
optic chiasm

phosphate buffer
parabrachial nucleus
hypothalamic periventricular
nucleus

perifornical area

pontine reticular nu., caudal part
prolactin-releasing peptide
hypothalamic paraventricular
nucleus

suprachiasmatic nucleus
superior cerebellar peduncle
substantia nigra

spinal trigeminal tract

hippocampus

columna intermediolateralis

recessus interpeduncularis ventriculus

tertius

pedunculus cerebellaris medialis
fasciculus medialis telencephali

lemniscus medialis

tractus mamillothalamicus

nucleus motorius nervi trigemini

nucleus tractus solitarii

chiasma opticum

nucleus parabrachialis
nucleus periventricularis
hypothalamicus

area perfornicalis

nucleus reticularis pontis, pars caudalis

nucleus paraventricularis
hypothalamicus

nucleus suprachiasmaticus
pedunculus cerebellaris superior
substantia nigra

tractus spinalis trigeminalis



soc
TH

TRH
VCN

VMH

VPM

3V
n
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superior olivary complex
tyrosine hydroxylase
thyrotropin-releasing hormone
ventral cochlear nucleus
hypothalamic ventromedial
nucleus

ventral posteromedial thalamic
nucleus

third ventricle

facial nerve

nucleus cochlearis ventralis
nucleus ventromedialis hypothalami

nucleus ventralis posteromedialis
thalami
ventriculus tertius, ventriculus 11l

nervus facialis
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2. BEVEZETES

2.1. A taplalékfelvétel kozponti idegrendszeri szabalyozdsa

A taplalékfelvétel célja a szervezet energiaraktdrainak a feltdltése. Egy
homeosztatikusan kijeldlt beallitasi pont (set point) koriili tapanyagraktar feltdltottségi
szintre torekszik a szervezet. A feltdltésnek hatart szab, ha ennek a beallitasi pontnak
megfeleld mértéket eléri a taplalékfelvétel, ezt un. teststlyt meghatarozo (adiposity)
szignalok szabalyozzak. A taplalékfelvételnek az is hatart szab, ha az elérte adott
pillanatban a fiziolégias maximumat, ezt az agy felé jollakottsagi, vagy telitettségi
(satiety) szignalok kozvetitik (Palkovits 2003). A szignalok els6ésorban hormonok
formajaban érik el az idegrendszert. Bar a két rendszer kozotti szétvalasztds nem mindig
egyértelmii, altalanossagban mégis elmondhatd, hogy a teststlyt meghatarozo szignalok
kozvetleniil a hypothalamust érik el (Coll és mtsai 2007, Woods 2005, Wynne és mtsai
2005). Itt, az arcuatus mag (Arc) ventromedialis részén részben nyitott a vér-agy gat,
ami lehetévé teszi a hormonoknak a megfeleld receptorokkal rendelkezé neuronokhoz
valo hozzaférését. fgy a zsirszovetbél felszabaduld leptin, a gyomorbdl felszabaduld
ghrelin, vagy a pancreas eredetli inzulin elsdsorban a hypothalamus sejtjeire hat (Elias
¢s mtsai 2000, Kobelt és mtsai 2008). Ezzel ellentétben, a jollakottsagi szignalok
elsésorban az als6 agytorzsben elhelyezkedd neuronokon keresztiil fejtik ki hatasukat
(1. abra). Szemben a ténusosan aktiv teststilyt meghatdroz6 szignalokkal, melyek
folyamatosan szolgaltatjak az informacidt, a jollakottsagi szignélok az aktualisan
elfogyasztott taplalék mennyiségével fliggnek Ossze. A jollakottsagi szignalokat
periférias afferens idegek, elsésorban a nervus vagus kozvetitik az NTS-be, valamint a
keringési rendszerbdl is érkeznek jollakottsagi szignalok. Céltertiletiik a nucleus tractus
solitarii  (NTS) nevezeti mag, egy Viszceroszenzoros sejtcsoport a nyultveld
dorsomedialis részén. A gyomor-bél traktusbol szarmazo periférias idegek tobbek
kozott a gyomor telitettségérél hoznak informacidt. Az idegrostvégzddések glutamat
mellett neuromodulator peptideket is tartalmaznak, pl. a kolecisztokinint (CCK) és
bombesin-t. A bélbdl a vérkeringésbe juto CCK emellett hormonként is szolgal. Mas
jollakottsagi hormonokhoz hasonléan az NTS felett elhelyezkedd zona subpostreman

keresztiil jut be az idegrendszerbe, mert itt, a circumventricularis szervekre jellemzden,
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nyitott a vér-agy gat. A CCK mellett a bombesin, a periférias glucagon-like peptide-1
(GLP-1), és a hasnyalmirigy eredeti amylin jollakottsagi szignal szerepét is igazoltak
(Chaudhri és mtsai 2008, Crawley és Corwin 1994, Lutz 2005).

A NTS ¢és a hypothalamus természetesen egymassal is kommunikal felszallo és
leszallo palyakon keresztiil a taplalékfelvétel finomszabalyozasa érdekében (1. abra).
Azok a hypothalamikus neuronok, amelyekre testsulyt meghatarozo szignalok hatnak,
befolyasoljak a jollakottsagi szignalok kiiszobértékét az agytorzsben (Coll és mtsai
2007, Woods 2005). Ezzel ellentétben, az agytorzsi taplalékfelvétellel kapcsolatos
atkapcsolomagvak befolyasa a hypothalamikus rendszerekre kevésbé ismert (Luckman
és Lawrence 2003). Az NTS a solitarii-hypothalamikus palyan, illetve a lateralis
parabrachialis magban (PBN) részben atkapcsolodva kiild informaciot a hypothalamus
felé (Pierret és mtsai 1994). Ez a projekcié lehet az anatomiai kapcsolat a nyultvel6i
viszceroszenzoros kozpont és a hypothalamikus energia-homeosztazist szabalyozo
korok kozott (Rinaman 2010). A rendszer kimenete egyfeldl viselkedésbeli valtozas, az
evés abbahagyasa, de emellett a vegetativ idegrendszerre hatd kimenetek is fontosak
(Loewy 1991, Palkovits 1999), amik a gerincvel6 intermediolateralis (szimpatikus) és a

dorsal motor vagus (paraszimpatikus) magjan keresztiil valosulnak meg (1. abra).
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1. abra

A taplalékfelvétel szabalyozasanak vazlata. Az éabra szemlélteti a résztvevd fo

agypalyak és hormonalis elemek (piros nyilak) feltiintetésével, hogy mig a

taplalékfelvétel szabalyozassal kapcsolatos idegi bemenet a nucleus tractus solitarii-n

keresztiil jut az agyba, hormonalis bemenet az area postreman €s az arcuatus magon

keresztiil is érkezik (Palkovits 2003).

2.2. A hypothalamus szerepe a tdplalékfelvétel szabdlyozdsdaban

A hypothalamus kozponti szerepe a taplalékfelvétel €s energia felhasznalés

szabalyozasaban régota jol megalapozott kutatdsi eredményeken alapul. Lokalis agyi

1ézidkkal itt mar évtizedekkel ezeldtt sikeriilt €hség-, és jollakottsagi kozpontokat

azonositani. A hypothalamus taplalékfelvételben jatszott szerepét a modern élettan mar

kifinomultabb eszkozokkel vizsgalja, és Ovatosabban értelmezi (Coll és mtsai 2007,

10
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Palkovits 2003, Valassi és mtsai 2008, Woods és D'Alessio 2008). Az arcuatus mag a
kapuja a testsulyt meghatirozd szignalok jelentds részének, ami taplalékfelvételt
serkentd (orexigén) és taplalékfelvételt gatld (anorexigén) neuronokat is tartalmaz. Ezek
az idegsejtek informaciot kozvetitenek a perifériardl a paraventrikularis, dorsomedialis,
¢és ventromedialis maghoz, valamint a lateralis hypothalamikus areahoz, amely teriiletek
mindegyike kritikus szereppel bir a testtdmeg szabalyozasaban. Mindezek mellett a
hypothalamus idegi bemenetet is kap az agytorzsbdl eredd felszalld rostokon at
(Ungerstedt 1970), melyek a gasztrointesztinalis traktusbol a nervus vagus altal
kozvetitett, illetve az area postrema-n keresztiil az NTS-t eléré6 humoralis bemend

jeleket kozvetitik (Marshall és mtsai 1974).

2.3.A hypothalamus dorsomedidlis magjinak szerepe a tdplalékfelvétel
szabdlyozdsaban
citoarchitektonikai alapon a dorsalis, ventralis, és a kettd kozott elhelyezedd kompakt
szubdivizidéra oszthato. A DMH {6 extrahypothalamikus bemenetei a kovetkezd
teriiletekrdl érkeznek: prefrontalis cortex, laterdlis septalis mag, parabrachialis mag
(PBN) és a nucleus tractus solitarii. Emellett szamos hypothalamikus teriilet is vetiil a
DMH neuronjaihoz: a medidlis preoptikus ¢€s anterior hypothalamikus teriilet, a
paraventrikularis (PVN), ventromedialis (VMH), supraoptikus és suprachiasmatikus
magok (Thompson és Swanson 1998). A DMH funkciéja nem ismert pontosan, de
feltételezik, hogy tobb homeosztatikus folyamatban, igy a reprodukcié (Gallo 1981,
Gunnet és Freeman 1985), a stresszfolyamatok (Stotz-Potter és mtsai 1996), a
héegyensuly szabalyozasaban (Rothwell 1994) szerepet jatszhat. Emellett ismert, hogy a
DMH neuronjai részt vesznek a testtdmeg homeosztazisanak szabalyozasaban mas
hypothalamikus magokkal egyiitt, mint az arcuatus mag, a ventromedialis mag, a
paraventricularis mag, valamint a lateralis hypothalamikus (LH) area (Bellinger és
Bernardis 2002, Berthoud 2002, Palkovits 2003, Wynne és mtsai 2005), melyek felé
projekciokkal is rendelkeznek (Thompson és mtsai 1996). A DMH 1ézioja befolyasolta
a taplalkozasi viselkedést (Bellinger és Bernardis 1999), és bizonyitottak a DMH
testtomeg homeosztazis fenntartasaban jatszott szerepét is (Bellinger és Bernardis

2002). A nucleus tractus solitarii, a parabrachialis mag, az arcuatus mag, ¢€s a cirkadian

11
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ritmus szabalyozasaban alapvetd jelentéségd suprachiasmaticus mag (SCN) is vetiil a
hypothalamus dorsomedialis magjaba (Thompson és Swanson 1998) (2. abra).
Elektrofiziologiai adatok alapjan feltételezhetd, hogy az ebben a magban talalhato
idegsejtek hormonalis bemeneteket €s felszallo agytorzsi informacidkat 6sszegeznek, és
a taplalékfelvétel, valamint az energiaegyensuly fenntartdsaban is szerepet jatszanak
(Zhu ¢és mtsai 2007). Emellett az utobbi idében a DMH a cirkadian ritmusok
szabalyozasaval kapcsolatban is el6térbe kertilt, elsdsorban a taplalkozas vezette napi
ritmusok kivitelezésében lehet fontos (Fuller és mtsai 2008, Saper és mtsai 2002).
Taplalékfelvétel altal vezérelt napi ritmusu patkanyokban etetés hatasara Fos-aktivalt
neuronok megjelenését irtak le a DMH-ban (Gooley és mtsai 2006, Johnstone és mtsai

2006, Poulin és Timofeeva 2008), ami alapjaul szolgalhat a fent emlitett funkcioknak.

r Ny _—

Neuroendocrine/ Behaworal rhythms
autonomlc rhythms

Orexin neurons
\
oy

S

Pituitary

Feeding
2. abra

A DMH taplalékfelvétellel, és a cirkadian ritmussal Osszefiiggé neuronalis
kapcsolatrendszere (Mieda és mtsai 2006). A DMH kap taplalékfelvétel szabalyozasaval
kapcsolatos bemenetet a hypothalamus mas részei, és az NTS feldl, mig a cirkadian
ritmusrél a suprachiasmatikus mag (SCN) feldl szallitodik informaci6 a DMH

neuronjaihoz.

12
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2.4. A taplalékfelvétel szabdlyozdsdaban résztvevo neuropeptidek

A neuropeptidek tipikusan 3-50 aminosavbol allo peptidek, melyeket a genom
kodol, de szamos poszttranszlacios modositas utdn valnak csak funkcionalisan éretté
(Hokfelt és mtsai 2000). A neuropeptidek a preszinaptikus terminalisokbol iiriilnek
aktivitas-fliggd modon, de felszabadulasuk a klasszikus neurotranszmitterekkel szemben
csak nagyfrekvenciaju stimulus hatasara kovetkezik be (Bean és mtsai 1994). Vagyis
akkor jelennek meg az extracellularis térben, amikor az dket termeld neuron kiilondsen
aktiv. A neuropeptidek receptorai minden esetben G protein-csatolt receptorok
(Fredholm ¢és mtsai 2007), melyeket a peptid gyakran hosszabb diffazio utan ér el
(Baraban és Tallent 2004). Ezért a neuropeptidek lassi neuromodulatorok (van den Pol
2012), amik tehat kiilonosen alkalmasak arra, hogy olyan szabalyozé folyamatokban
vegyenek részt, melyek a perc nagysagrendi és nem a madasodperces nagysagrendi
id6intervallumba esnek, mint példaul a taplalékfelvétel szabalyozasa.

A taplalékfelvétel szabdlyozdsdban szadmos hypothalamikus neuropeptid jatszik
fontos szerepet (Arora és Anubhuti 2006). Az arcuatus mag (Arc) teriiletén két fontos
sejtpopulacio van, egyik a neuropeptid Y-t (NPY-t), és agouti-related peptidet (AgRP-t),
a masik pedig alfa melanocyta stimulalo peptidet (aMSH-t) és cocaine-and-
amphetamine-regulated transcript (CART) nevii neuropeptidet tartalmaz (Meister és
mtsai 1989, Valassi és mtsai 2008). Ezek a sejtek vetiilnek mas, a taplalékfelvétel
szabalyozasiban szerepet jatszo hypothalamikus magcsoportba (Bi és mtsai 2001). Igy
innervaljak a paraventrikularis mag corticotropin (CRH), és thyrotropin (TRH) tartalmu
sejtjeit, a DMH neuropeptid Y (NPY) sejtjeit, a ventromedialis mag (VMH) brain-
derived neurotrophic factor (BDNF)-et expresszaldé, és a perifornicalis/lateral
hypothalamikus area (PF/LH) melanin-concentrating hormone (MCH) és orexin
neuropeptidet tartalmazo neuronjait (3. dbra).

Az NTS teriiletén szintén tobb neuropeptid jatszik fontos szerepet a taplalékfelvétel
szabalyozasaban. Ezek egy részét mar megemlitettiik, mikor az ide érkezd periférias
rostok leirdsakor emlitettik a bombesint és CCK-t. Az NTS-ben expresszalodo, a
taplalékfelvételben szerepet jatszo két legfontosabb neuropeptidrdl, a glukagon-szerii
peptid-1-r6l, és a prolactin-releasing hormonrdl (PrRP) a kovetkezé 2 fejezetben

részletesebben is szolunk.
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3. dbra

A hypothalamus taplalékfelvétel szabalyozassal kapcsolatos kozpontjai, és a
szabalyozasban résztvevd neuropeptidek. A nyilak jelzik, hogy a hormonélis bemenetet
az arcuatus mag (Arc) neuronjai a paraventrikularis mag (PVN), a DMH, a
ventromedialis mag (VMH), és a perifornikalis/lateralis hypothalamikus area (PF/LH)
felé tovabbitjak. Ebben a szabalyozasban az arcuatus magban elhelyezkedd orexigén és

anorexigén neuropeptid tartalmu sejtek jatszanak szerepet (Wynne és mtsai 2005).

2.5. Glucagon-szerii peptid-1

A glukagon-szerti peptid-1 (GLP-1) egy amidalt terméke a preproglukagon génnek
(Holst 2007). A preproglukagon génnek alternativ posttranszlacios modositassal
keletkez6 f6 terméke a pancreasban a glucagon, az agyban és a vékonybélben pedig a
GLP-1 és GLP-2 (4. abra). A GLP-1 nem csak periférias szignalként szerepel, amely a
vékonybél L-sejtjeiben termelddik ¢és a taplalékfelvétel utan a vérkeringésbe
szekretalodik, hanem neuropeptidként centralisan is hat (Hayes és mtsai 2011, Trapp és
Hisadome 2011). A GLP-1 expresszio lokalizacioja az agyban erésen korlatozott. Az
NTS-ben leirt sejtcsoport mellett csupan a szaglohagyma egyes sejtjeiben fejezddik ki
(Jin és mtsai 1988, Llewellyn-Smith és mtsai 2011). A GLP-1 centralis beadasa

meggatolja a taplalékfelvételt (Kreymann és mtsai 1987, Tang-Christensen és mtsai
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1996, Turton és mtsai 1996, Williams és mtsai 2009), és csokkenti a vércukorszintet
(D'Alessio és mtsai 2005, Sandoval és mtsai 2008). A GLP-1 meghatarozott G-protein
csatolt receptoron fejti ki a hatasat (Gu és mtsai 2013, Thorens 1992), ami az agyon
beliil tobb helyen is kifejezédik, beleértve a hypothalamust is, ahol kiilondsen béségesen
megtalalhato a DMH-ban (Goke és mtsai 1995, Merchenthaler és mtsai 1999, Shughrue
és mtsai 1996). GLP-1 rostokat és idegvégzodéseket talaltak a hypothalamus kiilonb6z6
részein, ezen belill is a legnagyobb mennyiségben a dorsomedialis és a paraventrikularis
magokban (Jin és mtsai 1988, Llewellyn-Smith és mtsai 2011). Retrograd palyakovetd
modszert alkalmazé munkdk alapjan kideriilt, hogy egy jelentds mennyiségi
idegvégzodés a DMH-ban agytorzsi eredetli, az NTS caudalis részén talalhaté GLP-1

neuronokbol ered (Larsen és mtsai 1997, Vrang és mtsai 2007).

A

GENE 5'

UN-TX S N Gluc GLP-1 GLP-2 UN-TX

IP1 IP2
B PROGLUCAGON

GLP-1 IP-2 GLP-2 COOH

NH—‘ GRPP I GLUCAGON IIP-1

K R KRKR R RR RR K K
31 32 62 6370 71 77, 109 110 124 125 159 160
PANCREAS INTESTINE and BRAIN
MAJOR PROGLUCAGON FRAGMENT GLICENTIN
1 158 1 30 33 69 72 108111 123126 158
GRPP GLP-1 IlP-zl GLP-2 GRPP GLUCAGONIIP-1 GLP2 :

e
OXYNTOMODULIN

4. abra

A preproglukagon gén processzalasa mRNS-sé (A), majd szovettdl fliggden kiillonb6zo
érett neuropeptidekké (B). A preproglukagon mRNS-ét 6 exon kodolja. A processzalt
glukagon szekvenciat a 3., a GLP-1-et a 4., és a GLP-2-t az 6t6dik exon tartalmazza. A
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poszttranszlacios modositasok masképpen mennek végbe a hasnyalmirigyben, mint a
bélben és az agyban. Elobbi esetben glukagon, utobbiakban GLP peptidek termelddnek
(Kieffer és Habener 1999).

2.6. Prolactin-releasing peptid

A prolactin-releasing peptid (PrRP) a neuropeptideknek az un. RF-amid csaladjaba
tartozik a C-terminalisanak szerkezete alapjan. Jelenleg 5 db emlGsben is ismert
neuropeptid tartozik ebbe a csaladba, de legjobban ismert képviseldjiik a PrRP
(Fukusumi és mtsai 2006). A PrRP-t eredetileg neurohormonként irtak le, de ma mar
ismert, hogy a prolactin szekréci6 szabalyozasaban nincsen fontos szerepe (Hinuma és
mtsai 1998). Ezzel szemben viszont tobb kutatocsoport is kimutatta, hogy a PrRP
szerepet jatszik a taplalékfelvétel szabalyozasaban, az energia egyensuly fenntartasaban,
centralis alkalmazasa gatolja a taplalékfelvételt patkanyban (Lawrence és mtsai 2000)).
A PrRP az agyban legnagyobb mennyiséghen az NTS-ben szintetizalodik, emellett a
ventrolateralis nyultveldben és a hypothalamusban is kimutattak PrRP sejteket. Mig a
nyultvel6i PrRP a tirozin-hidroxilazt (TH) kifejez6 sejtekben fordul eld, nevezetesen az
A2 noradrenerg sejtcsoportban az NTS-ben, és az Al noradrenerg sejtcsoportban a
ventrolateralis nyultveloben, addig a hypothalamusban a PrRP nem kolokalizal
catecholaminokkal (Fukusumi és mtsai 2006). Az NTS PrRP neuronjai a hypothalamus
tobb teriiletére is vetiilnek. PrRP rostok denz halozata talalhatdo a paraventrikularis,
periventrikularis, és a dorsomedialis magban, valamint a thalamus retikularis magjaban
is (Takayanagi és mtsai 2008). A PrRP receptora a GPR10 nevii G-protein csatolt
receptor, melynek az eloszlasa jol lathatd Osszefliggést mutat a PrRP rostok

elhelyezkedésével a hypothalamusban (Onaka és mtsai 2010, Roland és mtsai 1999).
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3. CELKITUZESEK

Abbodl a célbdl, hogy jobban megértsiik a hypothalamus dorsomedialis magjanak

(DMH) ujraetetési és jollakottsagi szigndlok processzalasaban jatszott szerepét, a

kovetkezo specifikus célkitiizéseket tiiztiik ki magunk elé:

A Fos aktivacio Osszehasonlitaisa a DMH teriiletén 2 nap €heztetést kovetd
limitalt és szabad taplalékhoz jutas esetén, valamint az allat altal hozza nem
férheto taplalék bemutatasanak hatasara

A Fos-aktivaciot mutatd neuronok topografiai eloszlasanak leirdsa a DMH egyes
szubdivizidiban

A DMH-t innervalo solitarii-hypothalamikus rostok lokalizacidja és kémiai
karakterizalasa

A felszall6 solitarii-hypothalamikus utvonal atmetszésének a hatasa a DMH-ban
elhelyezkedd NTS eredeti PrRP és GLP-1 rostokra

A felszalld solitarii-hypothalamikus tutvonal atmetszésének a hatasa az
ujraetetésre bekovetkezd Fos aktivaciora a DMH-ban

neuronjainak jraetetés hatdsara bekovetkezd aktivaciojara

A GLP-1 receptor kifejezodésének a bemutatisa a DMH-ban, illetve a
jollakottsag alatt Fos-aktivaciot mutatdé sejteken a DMH  ventralis

szubdivizidjaban

17



DOI:10.14753/SE.2014.1928

4. MODSZEREK

4.1. Kisérleti allatok
Kisérleteinkhez 114 him, felndtt, 300 és 400 g kozotti tomeglh Wistar patkanyt
hasznaltunk (Charles River Laboratorium, Isaszeg, Magyarorszag) ¢és 18-at koziiliik
szliletésiik utan kozvetleniil a glutaminsav natriumsojaval (monoszddium-glutamat;
MSG) kezeltiik. Minden lehetdséget megragadtunk, hogy a kisérletekben felhasznalt
allatok szamat minimalizaljuk. Minden kisérlet, amelyet elvégeztiink, az Europai
Kozosségi Tanacs Bizottsaga altal jovahagyott eljards, €s Osszhangban volt a
tudomanyos kisérletekben részt vevd allatok tartdsara és felhasznalasara vonatkozo
1986. november 24.-i keltezésti (86/609/EEC) dokumentummal. Minden kisérletet a
Semmelweis Egyetem Allatvédelmi Tanacsadd Testiilet Allatiigyi Etikai Bizottsaga
altal jovahagyott (#63/2000) kisérleti protokolljanak alapjan végeztiink el, amelyek
megfeleltek a Mezégazdasigi Minisztérium Allategészségiigyi és  Elelmiszer
Ellendrzési Osztalya altal kiadott Utmutatdsoknak. Az éllatok tartdsa automatikusan
szabalyozott laboratdriumi koriilmények kozott, 12 oras fény és 12 oras sotétség
ciklusban valtakozva (a vilagitas minden reggel 6 orakor kapcsolt be automatikusan)
tortént, €s az allatok a szaraz patkany taplalékhoz €s a vizhez az €heztetést is tartalmazo
kisérletek kezdetéig szabadon hozzaférhettek, a vizhez pedig az éheztetéses kisérletek
alatt is folyamatos volt a hozzaférésiik. Ketrecenként 3 4llatot tartottunk, 22 + 1 °C
hémérsékleten, a kisérletek alatt pedig egyesével voltak az allatok a ketrecekben
elhelyezve. Standard patkanytapot (VRF1 laboratory chow for rodents, Charles Rivers
Laboratories) hasznaltunk mind az allatok tartasahoz, mind az Gjraetetésiikhoz.
Az allatokat altatokeverék - mely ketamint (100 mg/mL; CP-Pharma, 31303
Burgdorf, Németorszag) 0,1 mL /100 g testtdmeg aranyban és xylazin-hydrochlorid-ot
(20 mg/mL; CP-Pharma) 0,066 mL/100 g testtomeg aranyban tartalmazott — izomba

torténd injekciojaval altattuk el a miitéteket, valamint a perfuziot megelézden.

4.2. Az l-es kisérleti modell |

Az l-es kisérleti modellben (éheztetés-tijraetetés) részt vevo allatokat 3 f6 csoportra
osztottuk. Az els6 csoportban voltak a kontroll allatok, melyek folyamatosan
hozzaférhettek a taplalékhoz. Ez a csoport 9 kezeletlen, 6 MSG-vel kezelt, 6 agytorzsi
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atmetszésen atesett és 3 hatso hypothalamikus atmetszésen atesett patkdnyt tartalmazott.
Az éheztetett allatok esetében éheztetés délelott 10 orakor kezd6dott, az allatok 48 6ran
at nem jutottak taplalékhoz, majd a 48 ora elteltével felaldoztuk Oket. Ebben az
allatcsoportban 6 kezeletlen, 3 MSG-vel kezelt, 9 agytorzsi atmetszésen atesett, és 3
hats6 hypothalamikus &tmetszésen atesett patkdnyt tartalmazott. Az Ujraetetett
patkanyokat el0szor 48 oran at éheztettiik az éheztetett allatcsoportnal leirt moédon, majd
2 oraval a ledlés eldtt ujraetettiik dket. Az eheztetés utan az allatok azonnal elkezdtek
folyamatosan enni, mialatt az evési fazisokat folyadékfelvételi fazisok szakitottdk meg.
Koriilbeliil 80-85 perccel az allatok folyamatos taplalékfelvételének befejezése utan
oltiik le az allatokat. Ez az allatcsoport 12 kezeletlen, 9 MSG-vel kezelt, 9 agytorzsi
atmetszésen atesett, és 3 hatsé hypothalamikus atmetszésen atesett patkanyt
tartalmazott. A kisérletben szerepld allatok tobbségét perfundaltuk immuhisztokémiai
feldolgozas céljabol, de 3 allatot, melyet 48 oran at éheztettiink, majd 1 oran at
Ujractetettiink, és 3 ¢éheztetett allatot in situ hibridizacids hisztokémiai eljarasnak
vetettlink ald. Minden allat folyamatosan szabadon juthatott hozza a vizhez, az ¢heztetés

1d6szaka, és az jraetetés soran egyarant.

4.3. A ll-es kisérleti modell

A patkanyokat a kisérletben 3 csoportra osztottuk (5. abra): 1) “taplalék bemutatott”
csoport (n=6), melyeknek 48 ora éheztetés utan olyan tapot mutattunk 2 éran at, melyet
ahhoz, hogy elfogyaszthassak azt, nem értek el. A taplalék bemutatas kivitelezése 2 fém
ketrectetd racsnak az egymasra helyezésével tortént. Ezzel a moddszerrel torténd
Osszeallitasnal az allatok képtelenek a felsd fémtetObe helyezett taplalékpasztillakat a
racs résein at elérni, igy a perfizidot megeléz6 2 oOraban lathattak a taplalékot és
érezhették annak a szagat, de nem tudtak taplalkozni. 2) “Limitaltan Gjraetetett”
patkanyok csoportja (n=4), melyek 48 ora éheztetés utan 1,5 g tapot kaptak. Ez a
mennyiség koriilbeliil a negyede a 2 nap ¢éhezés utdni fogyasztasnak. 3) jollakasig
ujractetett patkanyok csoportja, melyek szabadon ehettek 2 o6ran at egy 48 oras
¢heztetést kovetden. Ezek az allatok 7,3 + 0,7 g tapot fogyasztottak 30-35 perc fejezték
a taplalkozast, ezért jollakottnak (telitettnek) tekintettiik 6ket. Ez a csoport 14 intakt, és

6 palyaatmetszett allatot tartalmazott.
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3. Gjraetetés jollakottsagig ~ Perfuzio

5. abra

Az éheztetés-ujraetetés protokolljanak vazlata. Az els6 nap reggel 10 6rakor kezd6do 48
orés ¢heztetést a feltlintetett 3 féle kezelés koveti a 3. nap elsd két 6rdjaban, amit az

allatok perfuzidja kdvet. A vonal megtorése jelzi, ahol az idéskala nem linedris.

4.4. MSG kezelés
Patkanykolykok (n=18) bér ala fecskendezett natrium glutamat (MSG) injekciot
(4 mg/g testtomeg, 0,9%-0s so6oldatban oldva) kaptak az elsé 10 nappal sziiletésiik utan

minden masodik napon, abbol a célbdl, hogy ezzel az irodalomban leirtak szerint az

crer

4.5. Idegpalyadk atvagdsa

Hosszukés alakt lyukat furtunk az agyba (1x3 mm) a koponya egyik oldaldn. A
féloldali atvagasokat 2,0 mm ¢és 2,5 mm-kozotti szélességii tivegkéssel végeztiik el
(Palkovits és mtsai 1982). A kemény agyhartya atvagasa utan az iivegkést vertikalis
iranyba atvezettiik a célteriileten, mélyen az agytdrzs bazalis felszinéig a hid és a
nyultveld atmenetnél (6. abra). A célteriiletek koordinatdi, ahova az livegkés kozepét
céloztuk, a kovetkezéek voltak agytorzsi atmetszéshez: antero-posterior, -9,0 mm;
lateralis, 1,3 mm; ventralis, 7,5 mm; mig caudalis hypothalamikus transzekcié esetén:
antero-posterior -4,0 mm; lateralis 1,6 mm; ventralis 9,0 mm (Paxinos és Watson 2005).
Az allatokat a mitétet kovetd nyolcadik vagy kilencedik napon oltiikk le. Huszonnégy

agytorzsi és kilenc hypothalamikus dtmetszést végeztiink el.
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6. abra
A solitarii-hypothalamikus palya atmetszésének pozicioi. A két fliggbleges vonal jelzi a

solitarii-hypothalamikus palya agytorzsi, illetve hatso hypothalamikus atmetszésének

crer

4.6. Az agyak szovettani feldolgozdsa

Az immunhisztokémiai eljarashoz a patkanyokat tulaltattuk (ennek modja
részletesen le van irva az anyagok és modszerek részben) €s perfundaltuk a sziven
keresztiil 150 ml fizioldgias sooldattal valo atmosast kovetden 300 ml jéghideg 4 %-0s
paraformaldehidet tartalmazo 0,1 molos foszfat-puffer oldattal (PB; pH = 7,4). A
patkanyok agyanak kinyerése utan ugyanilyen Osszetételi fixaldé oldatban azokat
utofixaltuk 24 oOran at, majd ezt kovetéen PB-t tartalmazd 20 %-os szacharoz-oldatban
mm-es horizontalis metszést ejtettiink az agytdrzson és az eldagyon az atmetszéssel
ellentétes oldalon. Korondlis metszetek negyven um-es sorozatat készitettiik el
csusztathatd vezérlésii mikrotomon (SM 2000R; Leica Microsystems, Nussloch,
Németorszag) +1,0 és -7,0 mm ko6zott a bregma ponttdl szdmitva. Ezen kiviil 2 patkany
agyat sagittalis iranyban, és négy patkdny agyat horizontélis irdnyban metszettiik le
abbol a célbol, hogy kovessiik a PrRP-immunreaktiv (-ir) rostokat az agytorzs teljes

hosszdban, meghatarozzuk a palyaatmetszés helyét és vizsgaljuk a PrRP
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immunreaktivitas felhalmozodasat az atmetszés helyénél. Minden agybdl 5 parhuzamos
sorozatot készitettiink a hisztologiai (krezil-ibolya és fluoreszcens Nissl festéshez) és
immunhisztokémiai festésekhez (Fos, PrRP, GLP-1 és TH). A metszeteket 0,1 %
natrium-azid tartalmi PB oldatba gy(jtottik és 4 °C-on taroltuk a tovabbi
felhasznalasig.

In situ hibridizéacios hisztokémiai feldolgozas céljara a patkanyokat elaltattuk, majd
dekapitaltuk. Az agyukat azonnal kivettiik, szarazjégen fagyasztottuk, és -80°C-on
taroltuk. Az agyakbol 12 um vastag metszeteket készitettiink és vettiink fel polilizinnel
kezelt targylemezre (SuperfrostPlus®, Fisher Scientific) kriosztattal (CM3050S, Leica)
a bregma szinttél hatrafelé 2,0-50 mm kozotti szakaszon. A metszeteket ezutan

megszaritottuk, és a felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.7. Hisztologiai festési eljardsok
4.7.1. Krezil-ibolya festés

Két kezeletlen és 2 MSG kezelt patkdnybdl szarmazé felhasznalt metszetek
masik sorozatat vittiik fel egymast kovetd sorrendben zselatinnal fedett targylemezekre,
majd kiszaritottuk azokat. A metszeteket 0,1 %-o0s krezil-ibolyat tartalmazé PB oldattal
megfestettiik, majd 96% etanolt tartalmazd ecetsav oldattal differencialtuk. Ezt
kovetden a metszeteket viztelenitettilk €s lefedtilk Cytoseal 60 nevili feddanyaggal

(Stephens Scientific, Riverdale, NJ, USA).

4.7.2. Luxol Fast Blue krezil-ibolya festés

A Luxol Fast Blue (LFB) festés az idegi elemek vizsgalatara alkalmas festési
modszer. Az idegsejtek axonjat boritd myelin hiivelyek foszfolipid tartalmuk alapjan
megkotik a festéket, amelynek eredményeképpen a myelin elemek zdldeskék szintire, az
idegsejtek lilaskék szintire festodnek.

A LFB festéshez a fixaloban régzitett agyszovet mintakat felszalld alkoholsoron
viztelenitettiik, majd paraffinba agyaztuk. A paraffinba agyazott blokkokbol 15-20 um
vastagsagu metszeteket készitettiink és Kliiver-Barrera szerint festettilk meg, vagyis a
deparaffinalast kovetden, a metszeteket Luxol Fast Blue (LFB) festék 0,1%-o0s oldataval
festettiik, ezutan litium-karbonat 0,05%-0s oldatdba meritettiik, majd 70%-0s

alkoholban differencialtuk és xilollal deritettiik (Mclimoyl 1965).
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4.7.3. Fos immunhisztokémia

A szabadon tsz6 metszeteket 3%-os hidrogén-peroxid oldattal 15 percig, majd
1% borju szérumalbumint és 0,5% triton X-100-at tartalmazo PB oldatban 30 percen at
szobahOmérsékleten eldkezeltiik. Majd a metszeteket nyulban termeltetett anti-Fos
primer antiszérumba helyeztiik (1:25000; c-fos (4) sc-52; Santa Cruz Biotechnology,
Delaware, CA, USA) 24 orara szobahdémérsékleten. A kovetkezOkben a metszeteket
biotinillt, nyul ellen termeltetett szekunder antitestet tartalmazo oldatba (1:1000-szeres
higitas, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) helyeztiik 2 6rara, majd szintén 2
oran at ABC (avidin-biotin peroxiddaz komplexet; 1:500; Vector Laboratories)
tartalmaz6 oldatban inkubaltuk. Végiil a metszeteket 0,06% 3,3’-diamino-benzidint
(DAB), és 0,003% hidrogén-peroxidot Tris hidroklorid puffert (0,005M, pH=8.2)
tartalmazo 0,2%-0s nikkel-szulfat oldattal kezeltik 10 percig, felvittikk zselatinos
targylemezekre, néhany sorozatot hattérfestettiink 0,5%-0s Kernechtrot festékkel, majd
lefedtiik Cytoseal 60 (Stephens Scientific) lefedd anyaggal.

4.7.4. Fluoreszcens Nissl festés Fos immunfestéssel kombindlva

Szabadon 0sz6 metszeteken eldszor Fos immunfestést végeztink azzal a
modszerrel, amit az elézéekben mar leirtunk, kivéve, hogy fluoreszcens izotiocianat
(FITC)-tiramid erdsitést alkalmaztunk a jel lathatova tétele érdekében. Roviden leirva,
az ABC kezelést koveté mosasi 1épések utan a metszeteket FITC-tiramidot (1:8000-
szeres higitasban) és 0.003% hidrogén-peroxidot tartalmazd Tris hidroklorid puffer
(0,005M, pH=8,2 ) oldatban 8 percig inkubaltuk. Egymast koveté mosasi 1épések utan a
metszeteket 2 oran at *Neurotrace’ pirosan fluoreszkald Nissl festék (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) 30-szorosra higitott oldataban inkubaltuk, majd 1 éjszakan at PB
oldatban mostuk és pozitivan toltott targylemezekre (Superfrost Plus, Fischer Scientific,
Pittsburg, PA, USA) vittiik és a jel kifakulasat meggatolé feddanyaggal (Prolong
Antifade Kit; Molecular Probes) lefedtiik.

4.75. PrRP és GLP-1 immunhisztokemia

PrRP megjelenitéséhez nyllban termeltetett anti-PrRP  primer antitestet
hasznaltunk (1:8000; Phoenix Pharmaceuticals Inc., Belmont, CA, USA), mig a GLP-1-
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et egér anti-GLP-1 primer antitesttel festettiik (1:100; Santa Cruz Biotechnology,
katalogusszam: sc-57166). Csoportonként 3 patkany agyabol késziilt szabadon 0sz6
metszeteket eldkezeltiik 1% borjii szérum albumint tartalmaz6é PB oldattal 30 percig
szobahdmérsékleten, mely 0.5% Triton X-100-at is tartalmazott. Ezutdn a metszeteket
athelyeztiik anti-PrRP vagy anti-GLP-1 primer antiszérumba szobahémérsékleten, 48
orara. A metszetek biotinilalt, nyul, illetve egér IgG ellen termeltetett szekunder
antitestet tartalmazé oldatba (1:1000-szeres higitas; Vector Laboratories) keriiltek 2
oOrara, majd Ujabb 2 6rdn at avidin-biotin peroxiddz komplexet (1:500 higitas, Vector
Laboratories) tartalmaz6 oldatban inkubaltuk azokat. A metszeteket 10 percig 0,06%
DAB-ot és 0,003% hidrogén-peroxidot és 0,2% nikkel-szulfat oldatot tartalmazo Tris
hidroklorid puffer oldatba helyeztiik, majd sorbarendezés utan targylemezekre vittiik és

lefedtiik 6ket, ahogyan azt az el6z6ekben mar leirtuk.

4.7.6. PrRP/GLP-1 és Fos dupla immunhisztokémia

Szabadon uszé metszeteken els6ként PrRP/GLP-1 immunfestést végeztiink
nikkel-DAB intenzifikalast vagy FITC-tiramiddal val6 megjelenitést alkalmazva, amint
azt kordbban mar leirtuk. Ezutdn a metszeteket 1 ¢éjszakdn at inkubdltuk ugyanolyan
anti-Fos antitestet tartalmaz6 oldatban, mint amilyent az egyszeres festésnél
alkalmaztunk (1:5000-szeres higitasban a fluoreszcens festéshez és 1:25000-szeres
higitasban a DAB-bal valé megjelenitéshez). A fluoreszcens dupla festés elvégzése
érdekében a metszeteket a primer antitestet tartalmazé oldatban vald inkubalds utan
Alexa Fluor 594 szamarban termeltetett nyul elleni szekunder antitestet tartalmazo
(1:500-szoros higitas; Molecular Probes) oldatba helyeztik 2 orara. DAB-bal valo
megjelenités esetén a metszeteket biotinilalt, nytl ellen termeltetett szekunder antitestet
tartalmazd oldatba, majd ABC reagens oldatba helyeztiik, ahogy azt mar korabban
leirtuk, €s Ni-erdsités nélkiili DAB oldattal hivtuk el6 a jelet. A metszeteket az

elézbéekkel megegyezd modon targylemezre vittiik és lefedtiik.

4.7.7. PrRP és TH dupla immunhisztokémia
El6szor a szabadon Usz6 metszeteken PrRP festést végeztink FITC-tiramid
erdsitést alkalmazé immunhisztokémiai eljarassal. Roviden leirva, ugyanazt az anti-

PrRP antiszérumot hasznalva, mint az egyszeres festési eljarasnal, 1 é&jszakan at
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inkubdltuk a primer antiszérumban a metszeteket, majd biotin-kapcsolt nyul ellen
szamar gazdaallatban termeltetett szekunder antitest (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA, USA) 1:500-szoros higitasu oldataban 2 o6ran at, majd ABC (Vector
Laboratories) 1:300-szoros higitasi oldataban szintén 2 Oran at inkubaltuk a
metszeteket. Ezutan FITC-tiramidot (1:8000) és 0,003% hidrogén-peroxidot tartalmazo
Tris-hidroklorid puffer oldatban (0,005M, pH=8,2) 8 percen at inkubaltuk a
metszeteket, ahogy azt az elézéekben mar leirtuk. Ezt kovetéen a metszeteket 1
¢jszakan at egérben termeltetett monoklonalis anti-TH antitestet (1:2000-szeres higitas;
katalogusszama: MABS5280; Chemicon, Temecula, CA, USA) tartalmaz6 oldataban
inkubaltuk. Az anti-TH primer antitestet tartalmazé oldatban torténd inkubalas utan a
metszeteket Alexa Fluor 594-es szamarban torténd egér elleni szekunder antitest (1:500;
Molecular Probes) oldataban 2 6ran at inkubaltuk, majd targylemezre vittiik és lefedtiik

azokat az el6z6ekben a fluoreszcens festési eljaras leirasanal megtalalhaté modon.

4.8.  In situ hibridizdcios hisztokémia
4.8.1. C-fos és GLP-1R in situ hibridizacios probak eldallitasa

Patkany nyultveld kiilonb6z6 régidibol RT-PCR-ral eléallitott cDNS molekulak
keverékét hasznaltuk mintaként polimeraz lancreakciokhoz (PCR) a kovetkezd
primerekkel (c-fos: AGAATCCGAAGGGAAAGGAA és
ATGATGCCGGAAACAAGAAG; GLP1-R: TCTGCATCGTGATAGCCAAG ¢és
ACACTTGAGGGGTTTCATGC). igy a termék c-fos esetén az NM_022197-es szamu
GenBank szekvencia 573-984-es bazisparjainak, mig GLP-1R esetén NM-012728.1-es
szamu GenBank szekvencia 999-1330-as bazisparjainak felelt meg. A PCR terméket
kitisztitottuk a gélbdl, beillesztettik a TOPO TA klonozd vektorba (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) ¢és kémiai atalakitasi 1épések utdn a megfeleld baktériumba
juttattuk a gyartoi eldirasoknak megfelelden. Ottél hétig terjedd szamu koloniabdl
plazmidokat tisztitottunk és azokat mintaként hasznaltuk PCR reakcidkhoz specifikus
primerparokat hasznalva abbol a célbol, hogy kivalasszuk azokat a plazmidokat,
amelyek a specifikus insert-et tartalmazzak. A c-fos-ra, illetve GLP-1R-ra nézve pozitiv
plazmidokat templatként (mintaként) hasznaltuk PCR reakciokhoz olyan primerparokat

felhasznalva, melyek specifikusak az adott probaval, és a reverz primerek a T7 RNS
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polimeraz felismerd helyet is tartalmazzak. Végiil szekvenalas segitségével végeztiik el

a cDNS probak azonositasat.

4.8.2. In situ hibridizdcios hisztokémiai eljaras

Az elérzéstelenitett patkanyokat (lasd a részleteket az el6zdekben) lefejezéses
modszerrel aldoztuk fel. Harom éheztetett és 3 ujraetetett him patkény agyat kiemeltiik
és a friss szovetet szarazjégre helyezve, azokat gyorsan lefagyasztottuk. Kriosztatot
hasznalva horizontédlis metszetek (12 pm) sorozatat szeleteltiik le a Bregma szintjétdl
caudalisan 2,0 mm és 4,0 mm ko6z6tt és pozitivan toltott lemezekre vittiik (Superfrost
Plus®, Fisher Scientific), szaritottuk és -80°C-on taroltuk a felhasznalasig. Antisense
[*°S] UTP-jelslt riboprobakat hoztunk létre az el8zéekben leirt DNS probakbol a
Maxiscript transzkripcios készletben megtalalhato T7 RNS polimeraz hasznalataval
(Ambion, Austin, TX, USA) a kit leirasa szerint. A jelolt RNS probakat lemezenként 80
ul, 1T milli6 d.p.m. (percenkénti beiitésszam) aktivitast tartalmazd mennyiségben,
hibridizaciés oldatban oldva hasznaltuk a hibridizacidohoz. A lemezeket 24 6ran at 55
°C-on hibridizaltuk, majd 4 M-os citrat pufferben mostuk. Ezutdn a metszeteket
RNAase A-val kezeltik az egyszalian maradt proba eltavolitasa céljabol, majd
30 perces 65 °C-on torténd melegitéssel tavolitottuk el a nem-specifikus helyre kotédott
probat. A lemezeket szaritas utan un. NTB emulzioba (Eastman Kodak) martottuk és
4°C-on 3 hétig taroltuk az autoradiografids eljarasnak megfelelden. Ezt kdvetden a
lemezeket Kodak Dektol eléhivoval kezeltiik és a jelet Kodak fixaloval rogzitettiik,
Giemsa festékkel hattérfestettiik, és Cytoseal 60 fedéanyaggal (Stephens Scientific)
lefedtiik.

4.8.3. GLP-IR in situ hibridizaciojanak és Fos immunhisztokémiai festésének
kombinacioja
El6szor a GLP-1R in situ hibridizaciot hajtottuk végre a fentiek szerint. A Fos
immunfestést ezutan végeztiik el a fentiek szerint, de még a metszetek autoradiografias
oldatba martasa el6tt. A jelet DAB-al vizualizéltuk a fent leirtak szerint. Ezutan a

metszeteket kiszaritottuk, emulzidba martottuk, és hattérfestés nélkiil lefedtiik.
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4.9.  Mikroszkdpia és fényképezés

A metszeteket egy Olympus BX60-as fluoreszcens megvilagitassal és beépitett
sotét latoteri kondenzorral is ellatott fénymikroszkop segitségével értékeltiik ki. A
felvételeket 2048 X 2048 pixel felbontassal rogzitettiik SPOT Xplorer digitalis CCD
kamera (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, USA) 4-t61 40-szeres objektivok
hasznalataval. A konfokalis felvételeket Nikon Eclipse E800 konfokalis mikroszkoppal
végeztiik el, melybe Biorad Radiance 2100 Lézer szkenneld rendszer van beépitve, ami
20-40-szeres objektivekkel 3-10 pum-es optikai vastagsagnal miikodik. A felvételek
kontrasztjat és élességét az Adobe Photoshop CS 8.0-ban talalhatdé ‘levels’” és
‘sharpness utasitasok alapjan javitottuk. A fényképek eldallitasat ¢€s Osszegyljtését

kovetden kezdddott a tényleges kiértékelés.

4.10. A Fos kifejezodés kvantitativ analizise

A Fos-pozitiv idegsejteket projekcios mikroszkoép (Visopan, ®Reichert)
hasznalataval, 10-szeres nagyitas mellett szamoltuk a hypothalamus dorsomedialis
magjanak ventralis szubdiviziojaban a bregma szintjétdl caudalisan 3,2, 3,4 és 3,6 mm-
rel. A statisztikai analizist egyutas ANOVA statisztikai modszert hasznéalva készitettiik

el, amit Bonferroni tobbszords dsszehasonlitasi post-hoc teszt kovetett.
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5. EREDMENYEK

5.1. Jollakottsag hatasa a dorsomedidlis mag sejtjeinek aktivitasdara
5.1.1. Testtomegvaltozas és taplalékfelvétel az éheztetéses-ijraetetéses kisérletek sordan

Kisérleteink végrehajtdsa sordn mértilk a testtdmeget és a taplalékfelvétel
idétartamat abbol a célbol, hogy jellemezziik a taplalékfogyasztast és a 48 oras
¢heztetést kovetd jollakottsag altal bekovetkezé normalis viselkedésmintazat jelenlétét.
Megemlitendd, hogy az altalunk mért testtdomeg az €heztetés és ujraetetés folyamata
soran elfogyasztott taplalék és viz mennyiségének a fiiggvénye. Ebbol adodoan az
altalunk bemutatott testtdmegre vonatkozo atlagérték csak latszolagos testtomeg, és nem
tiikrozi a testtomeg hosszl tava fizioldgiai valtozasait.

Az elsd kisérletsorozatban az éheztetés kezdetét megel6z0 napon déleldtt 9
orakor a patkanyok testtomege (n=10) 364,0 + 7,5 g (kdzépérték + a kdzépérték szorasa)
volt. Huszonnégy o6ran beliil az allatok tomege 5,8 + 1,5 g—mal nétt. Az éheztetés elso
napjan a testtomeg csokkenése 21,6 + 1,4 g; ezt kovette a masodik napon tovabbi 11,0 +
1,4 g-nyi testtdomeg csokkenés a mérések alapjan elvart 11,6 g testtomeg novekedés
helyett (az allatoknak a taplalékhoz vald szabad hozzaférése esetén). A taplalék
odaadasat kovetd 1.-3. percben a patkdnyok elkezdtek enni. Tipikusan hozzavetdleg 15
percig ettek, majd sziinet kovetkezett a taplalékfelvételben, amig az allatok folyadékot
vettek magukhoz. Folyadékfelvétel utan az allatok koriilbeliil 15 percig ismét folytattak
az evést, majd ittak és aludni tértek. A taplalékfelvétel iddtartalma a kezdéstdl a
befejezésig 36,8 + 3,1 perc volt. Az Gjraetetés idOtartalmanak megfeleld 2 ora alatt a
patkanyok testtomege 10,3 £+ 1,8 g-mal novekedett. A szaraz tap ez id6 alatt
elfogyasztott teljes mennyisége a 7,8 + 0,8 g volt.

A masodik kisérletben az ¢heztetés kezdetén déleldtt 10 orakor, a patkanyok
testtomege (n=10) 351,9 £ 13,4 gramm volt. A két napos ¢heztetés eredményeképpen az
allatok 32,0 £ 2,6 g-ot veszitettek a testsulyukbol. Azoknak az allatoknak a testsulya,
melyek az Gjraetetés alatt 1,5 g taphoz juthattak hozza, 3,0 + 0,6 g-mal novekedett az
Ujraetetés soran, mikozben ezek az allatok 6,9 + 0,8 g vizet fogyasztottak az ujraetetés
alatt. Azoknak a patkdnyoknak az esetében, amelyek korladtlan mennyiségben

hozzafértek a taplalékhoz az Gjraetetés 2 o6ras idoétartalma alatt, 9,9 + 0,9 g-mal nétt a
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testsulyuk. Az elfogyasztott szaraz tdp mennyisége ebben a kisérleti csoportban 7,3 +

0,6 g volt és ezek az allatok 11,7 + 1,3 g vizet fogyasztottak.

5.1.2. FOs expresszio eheztetés és ujraetetés hatasara

A Fos-tartalmu sejtek nagyon alacsony stirtisége figyelheté meg a DMH-ban és a
DMH-t kortilvevé teriileteken az allatok szabad taplalékhoz vald hozzaférésii kontroll
csoport esetén (nincs bemutatva), és ehhez hasonld eredményt kaptunk az éheztetett
csoportnal is (7A abra). Az Gjraetetést kovetden a Fos-expressziot mutato sejtek szama
megndtt a DMH teljes kiterjedését vizsgalva; mindazonaltal a magon beliil, egy jol
koriilhatarolt teriileten, a DMH ventralis szubdiviziéjaban (DMv) az aktivalodo
sejteknek kiilonosen nagy siriisége figyelheté meg a mag teljes kiterjedésén at
rostrocaudalis irdnyban 48 6ras ¢heztetést kdvetden (7B abra), éppugy, mint 24 Oras
¢heztetést kovetden. A Fos-pozitiv neuronok atlagos szama kontroll, és éheztetett
csoportokban 8,0 + 2,4, és 7,4 + 1,2 (kozépérték + a kozépérték szorasa) volt, ill. a Fos-
pozitiv sejtek szamanak atlagos mennyisége pedig nagyon szignifikansan emelkedett (p

<0,001) az Gjractetés utan 96,7 + 7,7-re (8. abra).
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7. abra

Fos-ir neuronok jelennek meg a DMH ventralis szubdivizidjanak (DMv) teriiletén
Ujraetetés hatasara. A-C: Fényképfelvételek mutatjak a Fos-ir sejttestek eloszlasat a
DMH-ban kisebb (A1-Bl), és nagyobb nagyitason (A2-B2). A: Csak kevés Fos-ir
neuron lathato a DMH-ban 48 oOras ¢éheztetés utan. B: Az Gjraetetés egy jelentOsen
megemelkedett Fos-ir sejtdenzitast eredményez a DMH ventralis szubdivizidjaban, mig
a DMH mas részén csak kevés elszort sejt mutat Fos immunpozitivitast. Lépték = 1 mm

az A1-B1 és 200 um az A2-B2 panelek esetén.
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Ujraetetés hatasa a DMH ventralis szubdiviziéjaban elhelyezkedd Fos-ir neuronok
szamara. Fos-ir neuronok szama nem valtozott az éheztetett csoportban a taplalékhoz
szabad hozzaférésli kontroll 4llatokhoz képest. Ezzel ellentétben az tjraetetés

nagymértékben novelte a Fos-ir neuronok szamat (***: p < 0,001).

5.1.3. Fos-ir sejtek lokalizaciojanak topografiai azonositasa

Az tjractetés hatasara megjelend sejtcsoport lokalizacioja megfelel a DMH
ventralis szubdiviziojanak Nissl festett metszetek alapjan (9A abra). Az aktivalddott
sejtek pozicidjanak tovabbi megerdsitése érdekében Fos immunreaktivitast és
fluoreszcens Nissl festést tartalmaz6 dupla festett metszeteket készitettiink, amelyek
megerdsitették, hogy az aktivalodott sejtek a DMH ventralis szubdivizidjaban

helyezkednek el (9B abra).
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9. dabra

Ujraetetés hatasara megjelené Fos-ir neuronok lokalizacidjanak meghatarozasa a DMH
teriiletén. A: Egy krezil-ibolyaval festett metszet lathatd, amelyen jelezzilk a DMH
szubdiviziéit. A DMH szaggatott vonallal van koriilvéve. A kézépen elhelyezkedd pars
compacta szubdivizio hatarat pedig pontokkal korbehatarolt vonal jelzi. B: Ujraetetés
hatdsara Fos-ir neuronok (z6ld sejtmag) jelennek meg a DMH ventralis
szubdivizidjaban, éppen csak ventralisan a fluoreszcens Nissl festéssel (piros

sejtmagok) jol azonosithatd nagy sejtdenzitasi kompakt szubdiviziotol. Lépték = 1 mm.

5.1.4. Fos mRNS megjelenése ujraetetés hatasara

A DMH ventralis szubdivizidjaban megjelend Fos-immunreaktiv szignal
specificitasat megerdsitettiik c-fos mRNS kimutatasara alkalmas in situ hibridizacios
hisztokémiai technikaval (10. dbra). Eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a c-
fos MRNS elsdsorban a DMH ventralis szubdivizidjaban fejezddik ki, pontosan ott, ahol

a Fos fehérje megjelenik ebben a magban.
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10. abra

A c-fos mRNS kifejezddésének demonstralasa a DMH-ban in situ hibridizacios
hisztokémia segitségével. A: Egy sotét latotérben késziilt kép, ami nagy intenzitasu jelet
mutat a DMH ventralis szubdiviziojaban. B: Egy nagy nagyitasu vildgos latotérben
késziilt kép az A panelen nyillal jeldlt teriiletrél, melyen az egyéni autoradiografias
szemcsék is jol latszanak a jelolt sejtek felett. Lépték = 1 mm az A és 100 um a B panel

esetén.

5.1.5. Fos aktivdlodas gyomortelitettség utin a DMv-ban

Azokban az allatokban, amelyeknek a taplalékot csak bemutattuk, azaz a
taplalékot az allatok lattak és szagolhattdk, de nem érhették el és nem fogyaszthattak el
azt, a Fos-immunreaktiv (Fos-ir) idegsejtek szama mérsékelt aranyt novekedést
mutatott a DMH mindharom részében, de a mag ventralis szubdivizijadban nem volt
lathato specifikusan erdsebb festddés (11A abra). Ebben az allatcsoportban a Fos-
immunreaktiv idegsejtek atlagos szdma metszetenként, a metszet egyik oldalan nézve
16,1 + 3,6 (kozépérték + a kozépérték szorasa). Abban az allatcsoportban, amelyben a
patkanyok csak korlatozott mennyiségi taplalékot (1,5 g) ehettek, nem tapasztaltunk
tovabbi ndvekedést a Fos-immunreaktiv neuronok szdmaban a DMH egyik
szubdivizidjaban sem, beleértve a ventralis szubdiviziot is (11B abra). Ezekben az
allatokban a Fos-immunreaktiv neuronok szama 17,3 = 1,9 (kdzépérték + a kozépérték

szorasa) volt a DMH ventralis szubdivizidjaban. A jollakottsagig Gjraetetett allatokban a
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Fos-immunreaktiv neuronok siriiségében a DMH kompakt ¢és a dorsalis
szubdivizidjaban nem volt lathatd valtozas, mig az aktivalodott sejtek kiilonosen nagy
stiriségben jelentek meg mindeniitt a DMH ventralis szubdivizidjanak rostro-caudalis
kiterjedésében (11C abra). A jollakottsagig Gjractetett patkanyok agyanak dorsomedialis
magjanak ventralis subdivizidjdban a Fos-immunreaktiv idegsejtek atlagos szama a 75,9
+ 3,8 (kozépérték + a kozépérték szordsa) magassagig emelkedett. Ez az érték (kozel 4-
szeres) egy magasan szignifikans novekedést mutat (p < 0,001) a Fos-immunreaktiv

neuronok szamaban Ujraetetés hatasara (12. abra).

A1 o B1 it C1 i
¢ 3v f 3v - v
— DMHv — DMHv -~ DMHv
VMH VMH VMH
A2 ' - B2 C2
vl e svfie ol v
f e i
11.  &bra

Fos kifejezddés éheztetett patkanyok Ujraetetése soran. A: Olyan patkanyok, melyeknek
bemutattdk a taplalékot, de azt nem érhették el, igy nem is fogyasztottdk el. B:
Limitaltan Gjraetetett (1,5 g taplalékkal) allatok. C: Telitodott, jollakott allatok. A felsd
panelek (Al, B1, C1) Fos-ir neuronokat mutatnak a hypothalamusban a DMH
szintjében. Az als6 panelek a DMH-t mutatjdk nagyobb nagyitasban. Tobb Fos-ir
neuron jelenik meg a DMH minden részén elszorva a taplalék bemutatasanak a hatasara
(A2). A Fos-ir sejtek denzitasa és eloszlasa hasonldé az 1,5 g tapot fogyasztott

csoportban is (B2). A jollakott allatokban ezzel szemben nagyon sok Fos-ir sejt jelenik
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meg specifikusan a DMH ventralis szubdivizidjaban (C2). Lépték = 1 mm az A1-C1 és
200 um az A2-C2 panelek esetén.

100,0

80,0 1

60,0 +

40,0 +

200 ¥

a Fos-ir sejtek metszetenkénti szama

00 +

taplalék limitalt Ujraetetés
bemutatas Ujraetetés telitettségig

12. abra

Ujraetetés hatasa a Fos-ir neuronok szamara a DMH ventrélis szubdivizidjaban. Egy-
utas ANOVA a 3 csoport kozott szignifikans kiilonbséget mutatott ki (F=26,0; p <
0,0001). Bonferroni tobbszords Osszehasonlitason alapuld post-hoc tesztje alapjan a
’taplalék bemutatott’ és a ’limitaltan Ujraetetett’ csoportok esetén nincs kiilonbség a
Fos-ir neuronok szamaban, viszont mindkét csoporthoz képest jelentds novekedés van a

telitettségig jollakott allatok esetén (***: p < 0,001).
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5.2. DMv-beli idegrostok és agytorzsi eredetiik
5.2.1. PrRP-tartalmu idegrostok és idegvégzddések a DMH-ban

PrRP immunreaktivitast figyeltink meg a hypothalamus kiilonb6z6 részein.
PrRP-vel jel6l6do sejttestek a DMH-ban kizarolag annak a legcaudalisabban talalhaté
részén figyelhetéek meg, ezzel szemben PrRP immunreaktiv rostok a DMH dorsalis és
ventralis szubdivizidjaban, és még az arcuatus magban és a paraventricularis magban is
jelen vannak, és esetenként megfigyelhetéek a lateralis hypothalamikus area teriiletén
beliill is. A metszetek Luxol Fast Blue-krezil-ibolyaval festett metszetekkel valo
Osszevetése (13B abra) jelzi, hogy a PrRP—tartalmt rostok eloszlasa a DMH ventralis
szubdivizidjaban teljes atfedésben van azzal a terlilettel, amely FoS-immunreaktiv

neuronokat tartalmaz (13. abra).
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13. abra

PrRP rostterminélisok a DMH ventralis szubdivizidjdban. A: Egy, a DMH-t tartalmazo
koronalis metszetrél késziilt rajz. B: Az A panelen bekeretezett teriilet lathaté Luxol

Fast Blue krezil-ibolya festéssel a DMH koriili agyteriilet cito-  és
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mieloarchitektirajanak demonstralasa érdekében. C: Fekete Ni-DAB jelolt PrRP-ir
rostok veszik koriil a Fos-t expresszald neuronokat (barna sejtmagok). D: Egy nagy
nagyitasu konfokalis kép, ami arra utal, hogy a PrRP rostvégzédések (zold) a Fos-ir
neuronok (piros) koriil helyezkednek el. Lépték =1 mm a B, 200 um a C és 100 um a D

panel esetén.

5.2.2. Az NTS PrRP-tartalmu sejtjei, és az azokbol kiindulo felszallo rostok

Az NTS medialis szubdivizidjanak a caudalis részén elhelyezkedé PrRP-
sejtekbol eredé PrRP-ir rostok eldre vetiilnek a solitarii kdteg mentén a medullaban (14.
abra). Ezek a rostok nem alkotnak 6nallo koteget, sokkal inkdbb nagyobb rostkdtegek
mentén vetiilnek. A hid szintjén a rostok a fels6 kisagykar (superior cerebellar peduncle)
mentén futnak, majd a ventralis noradrenerg koteghez csatlakoznak és belépnek a
kozépagyba. Innen ventrlis irdnyba fordulnak és tovabb folytatjak utjukat eldrefelé a
medialis hurokpalya (lemniscus medialis) és a substantia nigra kozott a ventralis
tegmentalis area teriiletére (14C abra). A lateralis hypothalamusban a PrRP-
immunreaktiv rostok a medialis elGagyi koteg rostjai kozott helyezkedtek el. A
hypothalamus premamillary teriileténél a rostok koziil néhany dorsomedialis irdnyba
fordul, belép a DMH-ba és a mag ventralis szubdivizidjaban végzodik. A medialis
eldagyi kotegben talalhato tobbi PrRP rost tovabb vetiil, tobbek kozott a hypothalamus

paraventrikularis magjaba.
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14. abra

A solitarii-hypothalamikus PrRP-tartalmu utvonal. A, B: PrRP-tartalma neuronok jelen
vannak az NTS caudalis részén, és elorefelé vetiilnek a medulla dorsalis részén. C: A
PrRP rostok a pedunculus cerebellaris superiorhoz csatlakozva futnak, majd a ventralis
noradrenerg koteghez csatlakoznak. Ezutan belépnek a kozépagyba, a substantia nigra
felett haladnak, majd csatlakoznak a medialis eldagyi koteghez a hypothalamusban.

Lépték = 500 pum.

PrRP és TH dupla immunfestésével megmutattuk, hogy az NTS caudalis részén
talalhato PrRP sejteknek (15A,B panel), és a DMH-ban talalhato PrRP-ir rostoknak
(15C,D panel) lényegében mindegyike tartalmaz TH-t. Ezzel szemben a DMH

legcaudalisabb részén talalhatdo PrRP-ir sejttestek nem koexpresszalnak TH-et, ami azt
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bizonyitja, hogy a DMH teriiletén talalhato PrRP—TH duplan jeldlt rostok medullaris

eredetiek.

15.  4dbra
PrRP és tirozin hidroxilaz (TH) az NTS-ben és a DMH-ban. Dupla fluoreszcens

immunjeldlés a TH (piros) €s PrRP (z6ld) tartalmu sejtek €s rostok esetén. A: A PrRP
sejtcsoport). B: Az A panelen bekeretezett teriilet lathatd egy nagy nagyitasu konfokalis
képen. C: Strti TH-ir rosthalozat lathato a DMH minden részén. A PrRP-ir rostok
denzitasa ellenben csak a DMH ventralis szubdiviziojaban nagy. D: Egy nagy nagyitasu
konfokalis kép a C panelen nyillal jeldlt tertiletrdl, ami demonstralja, hogy minden PrRP
rost egyben TH-t is tartalmaz. Emellett jelentés szamu, csak TH immunreaktivitast
mutato rost is van a DMH ventrélis szubdiviziojaban. Lépték = 1 mm az A, 200 um a B,

400 um a C, és 30 um a D panel esetén.
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5.2.3. GLP-1 tartalmu idegrostok és idegvégzédések a DMH-ban

GLP-l-immunfestett rostokat ¢és végzddéseket talaltunk a hypothalamus
kiilonbozé részein, beleértve a dorsomedialis, az arcuatus, a paraventricularis magokat
és a lateralis hypothalamikus area néhany részét. A GLP-l-immunreaktiv rostok
legnagyobb siirtiségben a DMH-ban vannak jelen, és a GLP-1 rostok a DMH-n beliil
csaknem kizarolagosan a DMH ventrélis szubdivizidjaban voltak megtalalhatéak. A
DMH ventralis szubdivizidjaban talalhato GLP-1 tartalmt rostok topografiai eloszlasa
az a teriilet, amely nagy mennyiségben tartalmazza az éheztetést kovetd Ujraetetés

esetén lathatd Fos-immunreaktiv neuronokat ezen a magon beliil (16. abra).

16. abra
GLP-1-ir rostvégzédések a DMH-ban. A: A GLP-1 rostok (zold) siirti hal6zata a DMH

ventralis szubdivizidjaban a Fos-ir sejtekkel (piros) azonos lokalizaciot mutat. B: Egy
nagy nagyitasi konfokalis kép, ami arra utal, hogy a GLP-1 rostvégzédések (zold) a
Fos-ir neuronok (piros) koriil helyezkednek el a DMH ventralis szubdiviziojdban.

Lépték = 500 um a C, és 50 um a D panel esetén.

5.2.4. A GLP-1 sejtek a PrRP-sejtektdl elkiiloniild populdciot alkotnak
A GLP-1 neuronok foként a nucleus tractus solitarii caudalis részén
helyezkednek el, a PrRP neuronokhoz képest kissé caudalisan és ventralisan, de veliik

részben atfedve (17A,B abra). A részleges atfedés ellenére duplan festett sejtet nem
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figyeltiink meg, azaz a két neuropetid nem koexpresszalodik (17A,B ébra). A GLP-1 és
a PrRP-tartalmt rostok szintén azonos teriileten helyezkednek el a DMH ventralis
szubdivizidjaban (17C abra). Ennek ellenére, a rostokban sem talaltunk kolokalizaciot a

két neuropeptid kozott (17D abra).

17. abra
GLP-1 és PrRP-ir sejttestek és rostok az NTS-ben, illetve a DMH-ban. A: GLP-1 (zold)
és PrRP-ir (piros) sejttestek az NTS-ben 13,8 mm-re caudalisan a bregma szintt6l. B:

Egy caudalisabb metszet ugyanazzal a festéssel 14,4 mm-re caudalisan a bregma
szinttél. A két neuropeptidet tartalmazéd neuronok eloszldsa egymassal atfed.
Mindazonaltal egyik szinten sem talalhatd duplan jelolt sejt. C: PrRP (piros) és GLP-1-
rostok (z6ld) a DMH ventralis szubdiviziéjaban azonos eloszlast mutatnak. D: A nagy

nagyitast konfokalis kép demonstralja, hogy a PrRP (piros) és GLP-1 szignal (z6ld)
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nem kolokalizal a DMH-ban. Lépték = 500 um a B, 400 pm a C, és 50 um a D panel

esetén.

5.3. Pdlyaatvdgds és lézio hatisa a DMH-beli PrRP és GLP-1 rostokra és a Fos
aktivdciora
5.3.1. PrRP rostok atvagasa és ennek hatasa a Fos aktivaciora

A felszallo NTS-hypothalamus tutvonalnak, ami a felszallo PrRP tartalmi
rostokat is magaba foglalja, féloldali transzekcidjat végeztik el két kiillonbozo
rostrocaudalis szinten iivegkéssel végzett koronalis iranyu vagasokat ejtve. A hid
teriiletén elvégzett palyaatmetszések (18A,B), éppugy, mint a hypothalamus caudalis
részén elvégzett palyaatmetszések (19A), PrRP immunreaktivitas felhalmozodasat
eredményeztek kozvetleniil a metszés helye mogott (18A,B panelek). Mind a hid
teriiletén, mind a caudalis hypothalamus teriiletén tortént atmetszések a PrRP tartalmu
rostok sitiriségének markans csokkenését eredményezték a DMH ventralis
szubdivizidjdban, éppugy, mint a PrRP-tartalmi rostok mas célteriiletein a
hypothalamusban, ipszilateralisan, azaz az atmetszéssel megegyez6 oldalon (18C-E és
19B abrak). Ezzel szemben kontralateralisan, a palyaatmetszés helyéhez viszonyitott
ellenkez6 oldalon, a PrRP-ir rostok striiségében nem tapasztaltunk valtozast

Osszehasonlitva olyan Ujraetetett allatokkal, amelyek palyadtmetszésen nem estek at.
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18. abra

PrRP rostoknak a hid teriiletén torténd atmetszése, és ennek hatasa a DMH PrRP-ir
termindlisaira és az Ujraetetés hatdsara bekovetkezd Fos expresszidjara. A: Egy
horizontalis metszetrél késziilt kép mutatja a PrRP rostok atmetszését. Az atmetszés

helyét fekete csillag jeloli (*). B: Egy nagy nagyitasi kép mutatja a PrRP rostok
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felhalmozdodasat a transzekcid caudalis részén. C: A transzekcid oldalan a PrRP-ir
rostok dramai mértékl csokkenése lathato a DMH-ban. D, E: Nagy nagyitasu fényképek
mutatjdk a C paneclen bekeretezett teriileteken a Fos-ir sejtek (barna sejtmagok)

szdmanak csOkkenését a 1ézid oldalan. Lépték = 1 mm az A, 200 um a B, 500 um a C,

¢s 100 um az E panel esetén.
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19. abra

PrRP rostok hypothalamikus atmetszése és ennek hatasa a DMH-ban a PrRP rostok €s
Fos-ir neuronok denzitdsara. A: A PrRP-immunfestett koronalis metszet a corpus
mamillare szintjében mutatja a PrRP rostok atmetszését a medialis eléagyi kotegben. Az
atmetszés helyét egy csillag jelzi (*). B: Egy nagy nagyitast fénykép mutatja, hogy az
atmetszés oldalan a PrRP rostok denzitasa jelentGsen lecsokken a DMH-ban. C: Egy
nagy nagyitasu fénykép a B panelnek megfeleld teriiletrdl azt demonstralja, hogy a Fos-
ir neuronok nem jelennek meg Gjraetetés hatdsara a transzekcid oldalan. Lépték = 1 mm

az A, és 500 um a C panel esetén.

5.3.2. GLP-1 tartalmu nyultveldi-hypothalamikus utvonal és atmetszésének a hatasa a
DMH-ban talalhato neuronok Fos aktivitasara

A felszallo solitarii-hypothalamikus tGtvonal egyoldali atvagasa esetén, amikor a
koronalis metszést a hid caudalis részén ejtettiik (20A-C abra), a GLP-1 tartalmu rostok
és idegvégzodések siriisége a vagas helyétdl rostralisan nagyon feltiinden lecsokken, és
a DMH ventrélis szubdivizidjdban csaknem teljesen el is tlinik a vagas helyével
megegyez6 oldalon (20D-F abrak). Parhuzamosan a GLP-1-ir rostok eltiinésével, egy
dramai csokkenés tlnik fel az tjraetetésre megjelend Fos-expresszald neuronok
stiriségében a DMH ventralis szubdiviziojaban (20G-I abrak): a Fos—immunreaktiv
idegsejtek szama 26,7 + 3,4 (kozépérték + a kozépérték szorasa) értékre csokkent
ipsilateralisan az atmetszést6l Gsszehasonlitva a 75,9 + 3,8 (k6zépérték + a kozépérték
szorasa) atlagos értékkel, amit az intakt (atmetszésen nem atesett, Gijraetetett) patkanyok
esetén talaltunk (p < 0,05). Ezzel ellentétben nem talaltunk lathato eltérést a GLP-1
immunreaktiv rostok stirliségében a DMH ventralis szubdivizidjdban a transzekcidtol
kontralateralisan, azaz az atmetszéssel ellentétes oldalon. A Fos-pozitiv sejtek szdma
szignifikansan magasabb volt kontralateralisan az atmetszés helyéhez képest, mint
ipsilateralisan (57,4 + 5,1 versus 26,7 + 3,4; p < 0,05), bar a kontralateralis érték egy
kissé€ lecsokkent Osszehasonlitva az intakt, nem miitott, Gjraetetett patkanyokban kapott

adatokhoz képest.
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20. abra

GLP-1 rostok hidban tortént dtmetszése és ennek DMH-beli Fos expressziora kifejtett
hatasa. A: Az agy horizontalis metszetének rajza. B: Az A panel bekeretezett részének
megfeleld teriiletrdl késziilt fénykép mutatja a GLP-1 rostok atmetszését a hid teriiletén.
C: A nagy nagyitast fotomikrograf demonstralja a GLP-1 felhalmozodasat az
atmetszEstdl caudalisan. D: Az atmetszés oldaldn a GLP-1 rostok denzitdsa jelentdsen
csokken a DMH teriiletén. E, F: A D panelben bekeretezett teriilet nagy nagyitasu képe
mutatja, hogy a GLP-1 rostok denzitasa lecsokken az atmetszés oldalan (F). G: A Fos-ir
sejtek (barna sejtmagok) jelentés csokkenése latszik ujraetetett patkanyok DMH-jaban
az atmetszés oldalan. H,I: A G panelben bekeretezett teriilet nagy nagyitdsu képe
mutatja, hogy a GLP-1 rostok denzitasa és a Fos-ir sejtek szama lecsdkken az atmetszés
oldalan (I). A nyil az atmetszéssel kontralateralis oldalon jelenlevd intenziv Fos
immunreaktivitast megjelenitd neuron csoportra mutat. Lépték = 500 um az A, 1 mm a

B, 100 pma C, 1 mm a G, és 300 um az | panel esetén.
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5.3.3. A Fos-ir neuronok szama a solitarii-hypothalamikus pdlya atvagasanak hatdsara

A solitarii-hypothalamikus palya atvagasanak hatasara, az ujraetetés utan Fos-
expressziot mutatd neuronok szdmanak dramai csokkenése jelentkezett a palyaatvagas
helyzet¢hez képest ipsilateralisan (18C-E, 19C, és 20G,H abrak). Az ujraetetésre
valaszként megjelend Fos-immunreaktiv neuronok szdma a palyadtmetszés helyétol
ipsilateralisan szignifikansan csokkent (P < 0,001) 96,7 £ 7,7-r6l (palyaatmetszésen
nem atesett allatok) 25,1 + 3,1-re (14. abra). Ez az érték jelentésen alacsonyabb (P <
0,01) annal a 79,2 + 4,7-es értéknél is, amit a palyadtmetszett allatokban a
palyaatmetszés kontralateralis oldalan kaptunk, ami egy kis mértékben csokkent érték
Osszehasonlitva a kontrollként tekintendd, palyadtmetszésen 4t nem esett allatok

adataihoz képest (21. abra).
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21. abra

A solitarii-hypothalamikus ttvonal atmetszésének hatasa a Fos-ir neuronok szamara a

DMH ventralis szubdivizidjaban. A solitarii-hypothalamikus utvonal atmetszése
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jelentdsen csokkentette a FOs-ir neuronok szamat az atmetszés oldalan (***: p < 0.001).
Ez a szam szintén szignifikansan alacsonyabb, mint a FOs-ir neuronok szama az

atmetszéshez képesti kontralateralis oldalon (**: p <0.01).

5.3.4. GLP-1 receptorok (GLP-1R) a DMH-ban

GLP-1 receptorok bdségesen eléfordulnak a hypothalamusban. Kiilondsen nagy
stiriségben fordulnak el6 GLP-1R-expresszald6 neuronok a DMH ventralis
szubdivizidjdban, de az arcuatus és a paraventrikuldris magokban is, valamint a
posterior hypothalamikus area teriiletén (22A éabra).

Abbol a célbdl, hogy demonstraljuk a Fos-aktivitas jelenlétét a dorsomedialis
magban GLP-1 receptort (GLP1R) expresszaldé idegsejteken, in situ hibridizacios
technikdval GLP-1R mRNS kimutatdsait és Fos immunfestést végeztik el. Fos
immunhisztokémia elvégzése utan megbizonyosodtunk arrél, hogy 83,2 + 1,4%-a a
GLP-1R mRNS-t tartalmazo neuronoknak expresszalt Fos-t a jollakottsagig torténd
Ujraetetés hatasara (22. abra). Vice versa, 76,8 + 1,3%-a a Fos aktivalt sejteknek jelolt
volt GLP-1R mRNS-sel.
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22. abra

A GLP-1 receptor (GLP-1R) mRNS eloszlasa a DMH-ban a Fos-ir neuronokhoz
viszonyitva. A: Egy GLP-1R in situ hibridizacios hisztokémiaval jelolt metszet sotét
latoteres fényképfelvétele. A GLP-1R mRNS jelentés mennyiségben van jelen az
arcuatus magban, a DMH-ban, és a hypothalamikus periventricularis magban. B: A
nagyfelbontasu vilagos latotérben felvett kép mutatja, hogy a GLP-1R mRNS (fekete
pontok) kifejez6dik a DMH ventralis szubdivizidjaban. C: Egy GLP-1R in situ
hibridizaciés hisztokémidval ¢€s Fos immunhisztokémiaval duplén jelolt metszetrdl
késziilt felvétel mutatja, hogy az autoradiografias szignal (fekete pontok) a Fos-pozitiv
(barna sejtmag) sejtek felett helyezkedik el Gjractetett patkanyokban. A duplan jel6lt
sejteket fekete nyilak jelolik. Lépték = 1 mm az A, 200 um a B, és 100 um a C panel

esetén.

5.3.5. Az MSG kezelés hatdasa a Fos aktiviciora a DMH-ban

A korai, posztnatalis (sziiletés utani) szakaszban tortén6 MSG kezelés az
rostrocaudalis kiterjedése mentén végig, mint ahogy azt bemutatjuk Nissl festett
metszeteken (23A és 23B panelek). A hypothalamusban talalhaté tébbi mag esetén,
beleértve az arcuatus maggal szomszédos ventromedialis magot is, nem lathato
citoarchitekturalis valtozas. Az MSG kezelt, éheztetett allatok ujractetése Fos-
immunreaktivitdas megjelenését eredményezte a DMH ventralis szubdiviziéjaban (23D
abra), és ezeknek az aktivalodott neuronoknak a denzitdsa a kezeletlen, Ujractetett
allatokban tapasztalhato aktivalodott neuronok denzitasdhoz hasonlod (23C abra). Az
ujraetetés-indukalta Fos-immunreaktiv neuronok szamat nem befolyasolta az MSG
kezelés. Az ujractetésre aktivalodo, MSG kezelt allatokban a Fos-immunreaktiv
neuronok szama 90,3 + 6,8 (kozépérték + a kozépérték szorasa), mig a kontroll

allatokban 96,7 + 7,7 (kozépérték + a kozépérték szorasa) volt.
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3V

23. abra

A glutaminsav natriumsoéjaval indukalt 1€zi6 az Gjraetetés okozta aktivaciora a DMH-
ban. A: Egy krezil ibolyaval festett metszet képe kontroll him allatban a bregma
szintjétdl 2,16 mm-re caudalisan. A fest6dd sejtek nagy denzitdsa lathaté az arcuatus
magban. B: Az arcuatus mag 1ézidja lathat6 egy glutaminsav natriumséjaval kezelt him
patkanyban. A fekete nyil jeloli a 1éziot, ahonnan a sejtek eltiintek. C: A bregma
szintjétdl 3,24 mm-re caudalisan a DMH ventralis szubdivizidjaban Fos-ir sejtek
jelennek meg ujraetetett allatokban. D: Glutaminsav natriumséjaval indukalt 1€zid
jelenlétében is megjelennek Fos-ir neuronok a DMH ventralis szubdiviziojaban
Ujraetetés hatasdra. A jelolt sejtek denzitasa hasonld az intakt allatokban levd

denzitashoz. Lépték = 1 mm.
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6. MEGBESZELES

Korabban mar tobben megmutattak, hogy éheztetést kovetd ujraetetés hatasara a
DMH-ban talalhato idegsejtek erételjesen és gyorsan valaszolnak (Johnstone és mtsai
2006). A jelen munka soran a sejtek aktivalodasat tovabb jellemeztiik, leirtuk pontos
pozicidjukat, valamint azonositottunk egy, a nucleus tractus solitarii-bol felszallo
neuropeptid tartalmu utvonalat, ami a DMH ventralis szubdivizidjaba szallithat
jollakottsagi szignalokat. A c-fos expresszié megakadalyozhaté a felszalld rostok miitéti
palyadtvagasaval, ami hozzdjarulhat az 4llatok jollakottsdgi  reakcidinak

lecsOkkenéséhez.

6.1. A DMH neuronok aktivdcidja

Az idegsejtek az ingerekre azonnali c-fos expresszioval valaszolnak, amit a Fos
fehérje akkumulacidja, felhalmozodasa kovet a sejtmagban (Herdegen és Leah 1998,
Hoffman ¢és mtsai 1993, Morgan ¢és Curran 1991). Ezért a Fos fehérje
immunhisztokémiaval torténé detektalasa, valamint a c-fos gén in situ hibridizacidja
kozismerten a neuronalis aktivitds nagyon érzékeny mutatéi. A Fos technika
alkalmazasanak azonban vannak bizonyos korlatai, mivel a c-fos mRNS koriilbeliil 15-
30 perccel az elsd stimulus utan jelenik meg, €s a Fos protein megjelenése még ennél is
tobb 1d6t vesz igénybe (30-60 perc). A Fos immunreaktivitas koriilbeliil 2-2.5 6raval az
egyszeri akut stimulus utdn mutat maximumot. A jelen kisérleteinkben a Fos-pozitiv
neuronok megjelenése megmutatta bizonyos hypothalamikus dorsomedialis idegsejtek
aktivaciojat éheztetett allatokban ujraetetés hatasaira. A DMH-ban talalhat6, az
Ujractetés hatasara Fos-t expresszald neuronoknak a kiillondsen nagy siiriisége azt
mutatja, hogy ezeknek a neuronoknak fontos szerepe van a taplalékfelvétellel
kapcsolatos informaciok feldolgozasaban. A Fos fehérje immunfestésének specificitasat
a DMH-ban, kozvetleniil ventralisan a magnak a konnyen felismerheté kompakt
részétol, a Fos mRNS nagymértékli expresszidja erdsitette meg Az aktivalddott
neuronok elhelyezkedését a DMH ventralis szubdivizidjaban Fos-immunreaktivitast és
fluoreszcens Nissl festést magdba foglaldo duplafestéssel hataroztuk meg, mivel a két
festés kombinalt hasznalata lehetdvé teszi az immunfestett strukturdknak az agyteriileten

beliili citoarchitekturaval 6sszefiiggésben térténd a pontos meghatarozasat.
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6.2. A DMH neuronokat aktivalo inger

A jelen kisérleteinkben a patkdnyok befejezték a taplalékfelvételt az ujraetetés
kezdetétdl szamitott 35-40 perccel. Kovetkezésképpen, az ujractetés kezdetétol
szamitott 2 ora elteltével a Fos-immunreaktiv neuronoknak a DMH ventralis
szubdivizidjdban megjelend nagy szama valdsziniileg az elfogyasztott taplalék hatasara
jelenhetett meg. Hogy valoban ez lehet az ok, azt alatamasztja, hogy az evés nélkiili
taplalék bemutatds, valamint a limitalt mértékii taplalékkal to6rténé ujraetetés nem
valtotta ki a jellegzetes Fos aktivaciot specifikusan a DMH ventralis szubdivizidjaban.
A taplalékbemutatott allatcsoportba tartozd patkanyok szdmos ingernek voltak kitéve
mikdzben szagolhattak és felismerhették a taplalékot, de nem fogyaszthattdk el azt, és
ez az éallapot szdmukra stresszt is okozott, ami szintén oka lehet az ezekben az
allatokban kiterjedtebb teriileten, de ritkdsan elhelyezkedd aktivalt neuronok
megjelenésének. A részlegesen Ujraetetett allatcsoportba tartozd patkanyok ugyanolyan
ingereknek, és mindezeken kiviil még az evéssel kapcsolatos tovabbi ingereknek voltak
kitéve. Mindazonaltal a Fos expresszi0 mintazata és siriisége a DMH ventralis
szubdivizidjaban nem kiilonbozott ebben a két allatcsoportban, ami azt feltételezi, hogy
az evés mivelete onmagaban nem idéz el tovabbi c-fos aktivaciot a DMH ventralis
szubdivizidjaban. A két jol nem lakott csoporttal ellentétben azokban a patkanyokban,
amelyek addig ehettek, amig elérték a jollakottsagi allapotot (korlatlan
taplalékfogyasztas), feltinden megnétt a Fos-immunreaktiv neuronok szdma a DMH
ventralis szubdivizidjaban. Kovetkezésképpen ezeknek a sejteknek az aktivacidja
valoszintlileg a jollakottsag hatasara kovetkezett be, ami csak ebben az allatcsoportban
valosult meg a jelen kisérleti modellben, €s nem pedig a taplalék szaga, latvanya, vagy
az evés folyamata eredményezte azt. Erdemes azt is megjegyezni, hogy a kisérletek
délel6tt 9-10 oras kezdete (ami normalis esetben a patkanyok alvassal toltott ideje) jarul
hozza a Fos—-immunreaktiv neuronok alacsony szintjéhez a szabadon taplalékhoz jutd
allatok csoportjaban, ugyanis a zavartalan taplalékfelvétel tobbsége ezekben az

allatokban ¢jszakara, azaz joval korabbra esett.
6.3. A solitarii-hypothalamikus pdlya szerepe a DMH neuronok aktivdcidjiban

Az az eredmény, hogy a pdalyaatvagasok hatdsara dramaian lecsokkent az

ujractetés-indukalta Fos-expresszido a DMH ventralis szubdivizidjaban azt feltételezi,
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hogy az NTS-bdl felszallo rostok hozzajarulnak ezeknek a DMH neuronoknak az
aktivacigjahoz. A nagyon erds oldaldominancia, ami megfigyelhetd az unilateralis
transzekcid hatdsdban, egyértelmiien jelzi, hogy a ventralis DMH neuronok
aktivaciojaban az idegi bemenetek fontos szerepet jatszanak. Az a kismértékii visszaesés
a Fos-pozitiv neuronok szdmaban, amit a DMH ventrdlis szubdiviziojanak
kontralateralis oldalan figyeltiink meg, a felszalld rostok kismértékii keresztezédésének
kovetkezménye lehet a transzekcio szintjétdl rostralisan. Az NTS-bol eredé neuronalis
hatasok jelentdségét tamasztja ald az az eredmény is, miszerint az arcuatus mag MSG-
indukalt 1ézidja hatastalan volt a DMH-ban bekovetkezd, az ujraetetés altal okozott Fos
aktivaciora, vagyis az arcuatus magbol a DMH-ba vetiil6 rostok (igy az arcuatus mag
neuronjaira hat6 hormonalis szignalok) jollakottsag hatasara bekovetkezd aktivacioban
vald szerepe kevéssé valoszinii. A felszallo neurondlis aktivacid jelentdsége azonban
nem zarja ki azt a lehetdséget, hogy a keringésben jelen 1évé hormonok kozvetleniil
szintén hatnak a DMH neuronjaira Ujractetett allatokban (Barrera és mtsai 2011b,
D'Alessio ¢s mtsai 2005), mivel elképzelhetd, hogy neuronalis és hormonalis hatasok

egyiittesen vezetnek a DMH sejtek aktivaciojahoz.

6.4. PrRP-tartalmii neurondlis bemenet a DMH ventralis szubdiviziojaba

A PrRP az NTS medialis szubdiviziojanak caudalis részén talalhaté sejtekben és
a ventrolateralis medullaban taldlhatd sejtekben szintetizalodik, és ezek a sejtek
noradrenalint koexpresszalnak az Al és A2 katecholaminerg sejtcsoportokban.
Minthogy a PrRP neuronok az NTS medialis szubdivizidjanak caudalis részén csaknem
teljesen kolokalizalnak az A2 noradrenalin sejtekkel (Chen és mtsai 1999, Morales és
mtsai 2000, Toth és mtsai 2008), az NTS PrRP neuronjaibol kiinduld rostok részét
képezhetik a felszalldo ventralis noradrenerg kotegnek, mely az A2 sejtcsoport egy
rész¢ébdl indul ki. Az NTS-b6l ered6 PrRP-immunreaktiv axonok a hypothalamusba
vetiilnek (Maruyama és mtsai 1999, Morales és mtsai 2000, Roland és mtsai 1999).
Abbol a célbol, hogy megvizsgaljuk ezen projekciok atmetszésének a hatdsat, nyomon
kovettiik az NTS-bdl a DMH irdnyaba mend felszall6 PrRP-immunreaktiv rostokat. A
PrRP-immunreaktiv rostok a ventralis noradrenerg kotegen beliil futnak az als6 agytorzs
teljes hosszsagaban (Palkovits 1999), a rostok és idegvégzdédések siirii haldzatot

képeznek a DMH ventralis részén. Ezeknek a felszalld rostoknak az unilateralis
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(egyoldali) atvagasa jelentds csokkenést eredményezett az atmetszéssel megegyezd
oldali PrRP-immunreaktiv halézatban a DMH-ban, megerésitve, hogy a PrRP rostok
ebben a magban elsésorban az NTS-bol erednek ¢és a tobbsége ezeknek a vetiileteknek
ipsilateralis iranyultsagu.

A DMH-ban talalhato TH tartalmi PrRP-immunreaktiv rostok topografidja,
elhelyezkedése a DMH ventralis részén taldlhato Fos-expresszaldé neuronok
csoportosulasanak teriiletére korlatozodik. Ez a megfigyelés arra utal, hogy specifikus
medullaris TH/PrRP projekciok olyan DMH neuronokon végzddnek, amelyek
ujractetésre aktivalodnak. A PrRP hatas kozvetitdi, a PrRP receptorok, szintén a DMH-
nak ezen a részén talalhatok legnagyobb mennyiségben a hypothalamus teriiletén beliil
(Roland és mtsai 1999). Vagyis a PrRP-tartalmt rostok szerepe a DMH neuronok
aktivaciojaban nagyon valoszinli, és Osszhangban van a PrRP taplalékfelvételt-
csokkentd hatasat leird korabbi adatokkal (Lawrence és mtsai 2002), valamint a PrRP-
nek az energiaegyensuly szabalyozasaban és a zsiranyagcsere szabalyozasaban betoltott

szerepével (Takayanagi és mtsai 2008).

6.5. GLP-1 neuropeptid-receptor rendszer a DMH ventralis szubdivizidjaban

Az NTS-ben talalhaté GLP-1 neuronok tirozin hidroxilazt nem tartalmaznak, igy
nem expresszalnak noradrenalint. Emellett topografiailag is elkiiloniilnek a veliik
részben atfedd elhelyezkedésii, de kissé caudalisabban elhelyezkedd PrRP sejtcsoporttol
(Jin és mtsai 1988, Larsen és mtsai 1997, Tang-Christensen és mtsai 2000), azaz a
felszallo rendszer fiiggetlen tagjai. A GLP-1 tartalmu solitarii-hypothalamikus ttvonal a
PrRP-hez hasonldan szintén tilnyomorészt ipszilateralis, mivel a GLP-1-immunoreaktiv
rostoknak csaknem teljes eltlinése a DMH-ban a palyaatvagéas oldalan figyelheté meg.
Munkénk sordn bemutattuk a GLP-1 idegrostok és idegvégzddések jelenlétét a DMH
teriiletén, megerdsitve ezzel korabbi megallapitasokat (Jin és mtsai 1988, Larsen és
mtsai 1997, Larsen és mtsai 2002, Tang-Christensen és mtsai 2000, Vrang és mtsai
2007). Ez a halézat kilonosen siirt a DMH ventralis szubdivizidjaban. A GLP-1
rosthalozat és a Fos-immunreaktiv neuronok hasonlé eloszlasa, és az a megfigyelés,
hogy a GLP-1 tartalmt rostok végzddései a Fos-expresszald neuronokkal egymashoz
kozeli elhelyezkedésiiek az tjraetetett patkanyokban, azt jelzik, hogy a GLP-1

végzddések tokéletes pozicioban vannak ezeknek a neuronoknak az aktivalasahoz. A
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GLP-1 receptorok bdségesen eléfordulnak a DMH ventrdlis szubdiviziojaban
(Merchenthaler és mtsai 1999, Shughrue és mtsai 1996). Mivel az ismert, hogy a GLP-1
neuronok az NTS-ben a gyomor kitdgulasanak hatasara és jollakottsagi hormonok
hataséara aktivalodnak (Rinaman 1999, Vrang és mtsai 2003) és bemutattak a GLP-1
elvalasztodast hypothalamikus szovet-szeleten kalcium-fiiggé modon (Blazquez és
mtsai 1998), nagyon valdszinii, hogy a GLP-1 egy olyan neuropeptid, mely a DMH
ventralis szubdivizidjaban iiriilve befolyasolja az ott elhelyezkedé neuronok miikodését
(Gu és mtsai 2013). A DMH ventralis szubdivizidjaban megfigyelhetd nagyon magas
szamu kolokalizacio a GLP-1 receptor és c-fos expresszid kozott azt feltételezi, hogy
azok a neuronok, melyek GLP-1 receptort expresszalnak, ujractetés hatasara
aktivalodnak. A GLP-1 receptor aktivacio noveli a cAMP szintet és stimulalja az Erk
szabalyoz6 kinazt (Gomez és mtsai 2002). Mindezen adatok arra utalnak, hogy a GLP-1

receptorokon keresztiil befolyasolhaté a DMH neuronok aktivitasa.

6.6. A DMH neuronok aktivdcidjat potencidlisan befolydsolo egyéb neurondlis
transzmitterek

A viszceroszenzoros szigndlok koziil a hypothalamusba jutéd taplalékfelvétellel
Osszefiiggd informacidkat az NTS kozvetiti. Az NTS-ben lév0 peptiderg és
katecholaminerg (A2) sejtek a hypothalamusba vetiilnek €s beidegzik a hypothalamikus
neuronalis korok legfontosabb  képviseldit (paraventrikularis, ventromedialis,
perifornikalis és dorsomedialis magokat), amelyek a taplalékfelvételt és az
energiafelhasznalast szabalyozzak (Luckman és Lawrence 2003, Morales és mtsai 2000,
Thompson és Swanson 1998). A felszallo ttvonal PrRP-t, glucagon-szerii peptideket,
GLP-1-et és GLP-2-t (Larsen és mtsai 1997, Tang-Christensen €s mtsai 2000, Vrang és
mtsai 2007) és neuropeptid Y-t (NPY) (Everitt és mtsai 1984, Sahu és mtsai 1988) is
tartalmazhatnak neurotranszmitterként.

Bar az altalunk elvégzett palyaatvagasok, melyek az agytorzs 2 kiilonbozd
szintjén torténtek, ugyanolyan hatasosak voltak a ventralis DMH-ban a PrRP- és GLP1-
immunreaktiv rostrendszer eltiinésének és a c-fos expresszi6 meggatolodasanak
szempontjabol, mas, szintén palyaatmetszett, a DMH neuronok miikodését befolyasolo
rostok létezése nem zarhato ki. Két héttel a felszallo katecholaminerg koteg kétoldali

atmetszése utan, az NPY koncentracidja jelentdsen lecsdkkent a hypothalamus

56



DOI:10.14753/SE.2014.1928

magjaiban, beleértve a DMH-t is (Sahu és mtsai 1988). Az NPY, tgymint a PrRP, az
agytorzs katecholaminerg sejtjeiben koexpresszalodik, €s ezek a katecholaminerg sejtek
azt a tényt sem, hogy a DMH szdmos NPY-immunreaktiv idegsejtet tartalmaz azok
dendritikus elagazddasaival egyiitt, amelyek a DMH ventralis szubdivizidjaban
végzddnek (Larsen és mtsai 2002).

Egy masik potencidlisan az NTS-bol a hypothalamusba vetiild palyakban
talalhato neuropeptid a GLP-2, ami szintén a preproglukagon gén terméke, és a DMH-
ban jelenlévé GLP-2-immunoreaktiv rostok szintén az NTS-bdl eredhetnek (Vrang és
mtsai 2007). Azonban a GLP-2 receptorok tulnyomoérészt a DMH kompakt, nem a
ventralis szubdivizidjaban talalhatoak (Tang-Christensen és mtsai 2000), igy a GLP-2-
nek a lehetséges hozzajarulasa a DMH ventralis szubdivizidjaban az ujraetetés-okozta

Fos-aktivaciohoz nem valoszind.

6.7. Az NTS-DMH projekcio funkciondlis jelentdsége

A jollakottsag érzését azok a jollakottsagi szignalok iranyitjak, amelyek a medulla
szintjén érik el az agyat egyrészrol humoralis, masfeldl neuronalis utakon keresztiil. A
gasztrointesztinalis traktusbol a szignalok széles valasztéka érkezik az agyba érzé és
humoralis afferenseken keresztiil, kozvetleniil a NTS-nél, illetdleg az area postrema-n
keresztiil. A nervus vagus (kisebb részben a nervus glossopharyngeus) afferensein 4t
érkez6 neuronalis szignalok a gyomor kitagultsagardl kozvetitenek informaciot és
kitlintetett szereplik van a taplalékfelvétel befejezésében (Berthoud 2002, Schwartz
2000, Timofeeva és mtsai 2005). A cholecystokinin (CCK) a legjobban ismert
jollakottsagi szignal, ami a vérkeringéssel, illetve a nervus vagus-on keresztiil éri el az
NTS-t, és amelynek az étkezés hatasara megemelkedett koncentracidja a
taplalékfogyasztas befejezéséhez vezet (Coll és mtsai 2007, Crawley és Corwin 1994,
Kobelt és mtsai 2006, Wynne és mtsai 2005). Ismert, hogy a CCK aktivalja az NTS
caudalis végén talalhato idegsejteket, (Appleyard és mtsai 2007, Cano és mtsai 2003,
Luckman 1992, Rinaman és mtsai 1993, Vrang és mtsai 2003, Willing és Berthoud
1997). Ez a medullaris bemenet informaciot szolgaltat az agytorzsi taplalékfelvétel

szabalyozo reflexek hatasossagarol a hypothalamus homeosztatikus kdzpontjai felé.
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6.8. A felszallo NTS-DMH projekcioban levo PrRP potencidlis szerepe

A periférialis CCK aktivalja a PrRP-tartalmu neuronokat az NTS-ben (Lawrence
és mtsai 2002). Ezenfelil azt is leirtak, hogy a PrRP kozvetiti a CCK-indukalt
jollakottsagot: PrRP receptor (GPR 10) hianyos transzgén egerekben a CCK nem
csokkentette a taplalékfelvételt (Bechtold és Luckman 2006), ami koros elhizast
eredményezett (Bjursell és mtsai 2007, Gu és mtsai 2004). Sok adat van arra
vonatkozoan, hogy a PrRP részt vesz a taplalékfelvétel szabalyozasaban (Bellinger és
Bernardis 2002, Seal és mtsai 2001, Sun és mtsai 2005, Takayanagi és mtsai 2008).
PrRP-specifikus antitest centralis beadasa a taplalékfelvétel novekedését eredményezte,
egy PrRP-deficiens egértorzs pedig hiperfagia és koros elhizds tlineteit mutatta
(Takayanagi ¢és mtsai 2008). Eheztetett patkdnyokban a PrRP expresszio lecsokkent
(Morales és mtsai 2000), a PrRP intracerebroventrikularis injekcioja pedig gatolja a
taplalékfelvételt (Lawrence és mtsai  2000). Ezzel szemben a PrRP
intracerebroventriculdris injekcidjanak nincs hatasa az egy ¢jszakan at tartd
folyadékmegvonast kovetd folyadékfelvételre, illetve az izotdnids térfogatcsokkenés
altal okozott kihivas esetén a szomjusagérzet és soétvagy alakulasara (Samson és mtsai
2000). Ezért tigy gondoljuk, hogy a DMH ventralis szubdivizidjaban megfigyelheto
Fos-aktivacio direkt modon Osszefiigg a taplalékfelvétel szabalyozasaval, nem a
jollakottsagnak egy indirekt szabalyozéasa az ivason keresztiil, bar mi nem vizsgaltuk ezt
a kérdést. A DMH (érintettsége a PrRP taplalékfelvételt-szabalyoz6 hatasaban
feltételezhetd annak alapjan is, hogy PrRP direkt a DMH-ba, de nem a paraventrikularis
magba, torténd injektalasa esetén a taplalékfelvétel lecsokken (Seal és mtsai 2001).
Osszességében megallapithatd, hogy a felszallo NTS-DMH palyaban levé PrRP szerepe
alapvetd lehet a jollakottsag érzésének kialakuldsdban, ami a taplalékfelvétel befejezését

eredményezi.

6.9. A felszdllo NTS-DMH projekcioban levé GLP-1 potencidlis szerepe

A PrRP neuronokhoz hasonléan, a gyomor tagassaga aktivalja az NTS-ben
talalhato GLP-1 sejteket is (Vrang ¢és mtsai 2003). Tobb bizonyiték van arra
vonatkozoan, hogy ezt a szignalt is CCK szallithatja a GLP-1 neuronok fel¢, ami viszont
hozzajarulhat a DMH neuronok jollakottsag utani ingerléséhez (Hisadome és mitsai

2011, Trapp és Hisadome 2011). Kozismert, hogy a GLP-1 leéllitja a taplalékfelvételt a
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periférias hatasatol fiiggetleniil is (Barrera és mtsai 2011a, Barrera és mtsai 2011b,
Dossat ¢s mtsai 2011, Hayes és mtsai 2009, Kinzig és mtsai 2002, Meeran és mtsai
1999, Tang-Christensen és mtsai 1996, Turton és mtsai 1996). Az NTS-ben talalhato
GLP-1 neuronoknak széleskorii projekcids mintazata figyelhetd meg az agytorzsben és
az elGagyban is (Jin és mtsai 1988, Llewellyn-Smith és mtsai 2011, Vrang és mtsai
2007). GLP-1 helyi injekcidja kiillonbozé agyteriiletekre, és ezek 1ézidkkal és
palyaatvagasokkal elvégzett kombinaciéi a GLP-1 megkiilonboztethetd funkcioit
feltételezik a kiillonb6z6 agyteriileteken. A hypothalamus teriiletén talalhato GLP-1
receptorok nagy valdszintiséggel érintettek neuroendokrin vélaszreakciokkal és az
energia egyensuly szabalyozasaval kapcsolatos folyamatokban (Kinzig és mtsai 2003,
Rinaman 2010, Schick és mtsai 2003).

6.10. A DMH neuronjainak lehetséges funkcioi

A DMH egy olyan integraldé kdzpont, amely a kiillonb6zd forrdsokbdl szarmazo
taplalékfelvétellel Osszefliggd informaciokat egyesiti (Crosby és mtsai 2011, Zhu és
mtsai 2007). Kiilonb6z6 iranyi, a DMH kornyezetében torténd atmetszések azt
bizonyitottdk, hogy a ventralis irdnybol a DMH-t elérd, az NTS-bdl felszallo rostok
nagyon fontos szerepet jatszanak a normalis taplalékfelvétel fenntartdsa szempontjabol
(Bellinger és Bernardis 1999). CCK periférias injekcidja Fos expressziot indukalt a
DMH-ban (Kobelt és mtsai 2006). Ezt a hatasat a CCK az NTS-en keresztiil fejti ki
(Cano ¢és mtsai 2003, Monnikes és mtsai 1997, Rinaman és mtsai 1998, Rinaman és
mtsai 1993, Willing és Berthoud 1997). Funkcionalis szempontbdl fontos, hogy a CCK
okozta taplalékfelvétel csokkentés DMH-lézionalt patkanyokon nem kovetkezik be
(Bellinger és Bernardis 1984).

A DMH a hypothalamuson beliil talalhato széleskortien kiterjedt vetiiletei alapjan
valoszinlileg szerepet jatszik az energia-egyensuly allapotat jelzd informdacioknak a
medullabdl a hypothalamikus kézpontokba jutod kiterjesztésében (Bellinger és Bernardis
1999). Ezen kiviil a DMH, és kiillondsen a ventralis szubdivizioja a DMH-nak, a
cirkadian ritmus taplalék-altal vezérelt szabalyozasaban is érintett (Gooley és mtsai
2006). A sejtek egyes funkcionalisan miikodésképtelen molekularis 6ra alkotorészének
kizarolagosan a DMH-ban torténé helyreallitasa visszaallitja a taplalék-altal vezérelt

cirkadian ritmust (Fuller és mtsai 2008). Taplalék altal vezérelt cirkadian ritmusa
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patkdnyok DMH-jaban Fos aktivacié volt megfigyelhetd a taplalkozas idépontjat varva
(Angeles-Castellanos és mtsai 2004, Poulin és Timofeeva 2008). Mindezek alapjan
feltételezziik, hogy a jollakottsag altal eldidézett aktivacioban érintett teriilet, a jelen
tanulmanyban bemutatott ventralis DMH az alapja a taplalék altal torténd vezérlés
lehetdségének. Ritmusgeneratorként a DMH hatéssal lehet a kiilonb6z6 homeosztatikus
komponensekre a taplalékfelvétel szabalyozasan tul is, mint ahogy azt is leirtdk, hogy a
DMH neuronjainak aktivacidja a specifikus premotor neuronokon at fokozza a
hétermel6 és kardiovaszkularis kdzpontokra kifejtett szimpatikus hatast (Cao és mtsai

2004).
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KOVETKEZTETESEK

Fos expressziét mutatd neuronok igen nagy strliségét taldltuk a DMH teriiletén
¢heztetést kovetd szabad taplalékhoz jutas hatasara, viszont nem volt jelentds
aktivacio limitalt mennyiségli taplalék, valamint az éllat altal hozzd nem férhetd
taplalék bemutatisanak hatasara. Mindezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy
jollakottsag, a gyomor telitettsége sziikséges a DMH neuronok aktivalédasahoz.

A Fos-aktivaciot mutatd neuronok telitettségig torténd Ujractetés hatasara
fluoreszcens Nissl festékkel valo egyiittes festés alapjan a DMH ventralis
szubdivizidjaban helyezkednek el, azaz a DMH ezen része vesz részt a jollakottsagi
informécio feldolgozasaban.

A DMH-t innerval6 solitarii-hypothalamikus rostoknak két tipusat irtuk le. Az egyik
az NTS PrRP tartalm noradrenerg, a masik pedig az NTS GLP-1-et kifejez6
neuronjaibdl indul ki. Mindkét rostrendszer termindlisainak DMH-beli eloszlasa
megegyezik a jollakottsag hatdsara aktivalodo neuronok lokalizacigjaval.

A felszallo solitarii-hypothalamikus utvonal atmetszése mind a PrRP, mind pedig a
GLP-1 immunreaktivitas felhalmozodasat eredményezte az atmetszést6l caudalisan,
emellett a PrRP és a GLP-1-tartalma rostok denzitasanak jelentds csokkenése volt
megfigyelheté az ipsilateralis DMH-ban, mig az ellenoldalon nem volt szamottevd
csokkenés, ami jelentds ipsilaterdlis PrRP és a GLP-1-tartalmu, az NTS-bél a DMH
felé valo projekciod 1étezésére utal.

A felszallo solitarii-hypothalamikus ttvonal féloldali atmetszésének a hatasara az
ujractetésre bekovetkezd Fos aktivacio mértéke jelentdsen lecsokkent az atmetszés
oldalan, ami a rostoknak a DMH neuronok aktivaciojaban betoltott szerepére utal.

Az arcuatus mag natrium-glutamattal vald 1ézidja nem volt hatassal a DMH
neuronjainak Ujraetetés hatasara bekovetkez6 aktivaciojara, ami azt jelenti, hogy az
arcuatus magbol a DMH-ba mend rostok altal szallitott informacio, tobbek kozott az
arcuatus magba érkez6 humoralis szignal nincs jelentds hatdssal a DMH neuronok
jollakottsag altali aktivaciojara.

A GLP-1 receptor jelenlétét sikeriilt kimutatnunk a DMH-ban, eloszlasuk a
jollakottsag altal aktivalt neuronokéval megegyezett, s6t kolokalizaciot is
kimutattunk, ami arra utal, hogy ezen receptorok szerepet jatszhatnak a GLP-1 DMH

neuronokra kifejtett hatdsaban.
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8. OSSZEFOGLALAS

Kutatasaink f6 célja az volt, hogy jellemezziik az NTS-ben talalhaté PrRP és
GLP-1 tartalmu idegsejtek és a hypothalamus dorsomedialis magjanak (DMH) ventralis
szubdivizidja kozotti neuronalis kapcsolatot, és ezek szerepét a taplalékfogyasztas
szabalyozasaban. Megmutattuk, hogy a DMH ventralis szubdivizidjaban aktivalédnak
neuronok ujraetetés hatdsdra. Eredményeink szerint a jollakottsag egy fontos faktor a
DMH ventralis szubdiviziojaban talalhatd neuronok aktivacioja szempontjabol. Az
NTS-hypothalamus palya unilateralis 4tmetszései akar a hid magassagiban, akar a
hypothalamus caudalis szintjén megakadalyoztak az tjractetésre-indukalodott c-fos
expresszid kialakulasat a DMH ventralis szubdivizidjaban, ami az NTS-bdl felszallo
palya fontos szerepére utal. Az arcuatus mag lézidja viszont nem csokkentette az
Ujractetésre aktivalodo sejtek szamat a DMH ventralis részén, ami arra utal, hogy a
perifériarol ide érkez6 szignalok nem jarulnak hozza a DMH neuronjainak az Gjraetetés
soran bekdvetkezd aktivaciojahoz. Szintén megmutattuk, hogy a PrRP ¢és GLP-1
idegvégzddések, valamint a GLP-1 receptorok eloszlasa megegyezik a DMH-ban
talalhatdo Fos aktivalt sejtek eloszlasaval. Emellett a PrRP-, és GLP-1-immunreaktiv
axonok ¢s idegveégzddések csaknem teljesen eltlintek a DMH ventralis szubdiviziojabol
a transzekcid oldaldn, utalva a PrRP és GLP-1 lehetséges szerepére az NTS-
hypothalamus utvonalon. Az utvonal az NTS-t6l a DMH-ig teljes hosszaban
ipszilateralisnak tlinik, mivel mind a PrRP- és GLP-l-immunreaktiv rostok eltlinése,
mind az Ujraetetés-indukalta c-fos expressziod unilateralis volt, és a transzekcio oldalan
jelentkezett, mig a kontralateralis DMH ventralis szubdiviziojaban nem volt szdmottevd
hatas. Minthogy a PrRP neuronok az NTS medialis szubdivizidjanak caudalis részén
csaknem teljesen kolokalizalnak az A2 noradrenalin sejtekkel, az NTS PrRP neuronjai
részét képezhetik a felszalld ventralis noradrenerg kotegnek, mely az A2 sejtcsoport egy
részébdl indul ki. A GLP-1 tartalmi neuronok tirozin hidroxilazt nem tartalmaznak,
PrRP-vel nem kolokalizalnak, azaz a felszallo rendszer fliggetlen tagjai.

Az eredményeink irodalmi adatokkal vald Osszevetése arra enged kovetkeztetni,
hogy az NTS-hypothalamus utvonal, illetve annak PrRP- és GLP-1-tartalmt
alkotéelemei, a CCK megemelkedett szintje altal kozvetitett, a gyomor telitettségérdl
sz0l6 informaciot szallithatjdk a hypothalamus felé, ami hozzdjarul a DMH neuronok

ujraetetés hatasara bekovetkezd aktivacigjahoz.
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9. SUMMARY

We report that a high number of neurons express c-fos mRNA and protein in
response to unlimited food intake in fasted rats in the ventral subdivision of the
hypothalamic dorsomedial nucleus (DMHv) but in same conditions, limited food
consumption failed to induce Fos expression in DMHv neurons suggesting that satiation
should be one of the important signals that activate these neurons. The possible origin of
fibers conducting satiation signals to the DMHv could be in the lower brainstem,
especially prolactin-releasing peptide (PrRP)- and glucagon-like peptide-1 (GLP-1)-
containing neurons in the nucleus of the solitary tract (NTS) whose fiber terminals
topographically overlap with activated Fos-positive neurons in the DMHyv in refed rats.
Using a combination of immunocytochemistry and in situ hybridization histochemistry,
we demonstrated GLP-1 receptors in Fos-expressing neurons of the DMH. Unilateral
transections of ascending solitary-hypothalamic fibers from the NTS inside the pons in
refed rats (unlimited food consumption) resulted in a dramatic decrease in the density of
PrRP and GLP-1 fibers ipsilateral to the transection. Contralateral to the transection,
however, neither the GLP-1 nor the PrRP fiber density changed significantly.
Meanwhile, the density of PrRP and GLP-1 immunoreactivity was markedly
accumulated in transected nerve fibers caudal to the knife cuts, as a consequence of the
interruption of the ascending transport route. In correlation with these changes, the
number of Fos-expressing neurons elicited by refeeding declined in the ipsilateral but
remained high in the contralateral DMH. In contrast, Fos response in the ventral DMH
was not attenuated following chemical lesion (neonatal monosodium-glutamate
treatment) of the hypothalamic arcuate nucleus, another possible source of DMH inputs.
These findings suggest that the solitary-hypothalamic projections may represent the
neuronal route through PrRP and GLP-1 neurons of the NTS activate DMHv neurons by
conveying information on satiety possibly by transferring information on

cholecystokinin-mediated satiation.
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