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Bevezetés

A hipofiziotrof thyrotropin-releasing hormont (TRH) termeld idegsejtek a hipotalamusz-
hipofizis-pajzsmirigy (HHP) tengely f6 szabalyozoi. Ezek a neuroszekretoros idegsejtek a
hipotalamusz paraventrikularis magjaban (PVN) helyezkednek el, axonjaik pedig a vér-agy-
gat-mentes eminencia madiana (EM) kiilsé zonajaban végzdodnek, ahol TRH-t iiritenek
vérkeringésbe. A TRH serkenti a hipofizis eliilsé lebenyében talalhato thyreotrop sejtek TSH
termelését, ezaltal serkenti a pajzsmirigy hormontermelését. A pajzsmirigyhormonok hatasa
szerteagazo, tobbek kozott az alap anyagcsere, az adaptiv hdtermelés és a taplalékfelvétel
szabalyozasa révén iranyitjdk az energiahdztartast. Ezen kiviil a pajzsmirigyhormonok részt
vesznek a kozponti idegrendszer fejlddésében és normal mitkodésének fenntartasaban is.

A PVN az idegsejtek mérete alapjan két f6 részre oszthatd: a magnocellularis és a
parvocellularis részekre. Patkdnyban a parvocellularis részt tovabbi hat almagra szokas
osztani: anterior, medialis, dorzalis, periventrikularis, ventralis és lateralis alegységekre.
Patkanyban a TRH-termel$ idegsejtek minden parvocellularis almagban megfigyelhetdk,
azonban hipofiziotr6f TRH-idegsejtek kizarolag a periventrikuléris és medialis parvocellularis
almagokban talalhatok. Patkanyban a hipofiziotrof TRH-idegsejtek fontos jellemzéje a
cocaine- and amphetamine regulated transcript (CART) tartalmuk, mig a nem-hipofiziotrof
TRH-idegsejtekben ez a peptid nem termelddik. Noha patkany esetében a hipofiziotrof TRH-
idegsejtek elhelyezkedése pontosan ismert, a napjaink leggyakrabban hasznalt kisérleti
allataban, az egérben ezen idegsejtek eloszlasa nem ismert.

A pajzsmirigyhormonok a vér-agy-gaton keresztiil az agyba bejutva a hipofiziotrof idegsejtek
TRH termelését negativ visszacsatoldssal szabalyozzdk. A vér-agy-gat elsddleges
pajzsmirigyhormon transzporter molekulaja, az OATPI1CI1, specifikusan a tiroxint
transzportalja (T4), a pajzsmirigyhormonok aktiv alakjat, a trijodtironint (T3) sokkal Kisebb
hatékonysdggal juttatja 4t a vér-agy-gaton. Ezért a hipotalamusz T3 szintjének
meghatarozasadban fontos szerepe van a centralis T4-T3 4atalakitast katalizald 2-es tipusu
dejodaz (D2) enzimnek. A hipotalamuszban a D2 elsésorban egy specialis glia sejttipusban, a
harmadik agykamra aljat és falat bélel6 tanicitakban termel6dik. Mig ezen sejtek sejttestei a
harmadik kamra falaban talalhatok, addig a hosszi bazalis nyalvanyaik az arcuatus, a
ventromedialis, és a dorzomedialis idegmagokban vagy az EM kiilsé zonajaban végzddnek.
Mivel a hipofiziotr6f TRH-idegsejtek sejttestei a tanicitaktol messze helyezkednek el, a
diffuzio a tanicitaktol a TRH-idegsejtekig viszonylag lassu folyamat. Ezzel szemben a tanicita

végtalpak ¢€s a hipofiziotrof TRH-idegsejtek axonvégzddései az EM kiils6 zonajaban egymas



kozvetlen kozelében taldlhatok. Ezért feltételeztiik, hogy a tanicitdk altal termelt T3-at a
hipofiziotrof TRH-idegsejtek axon-végzédései veszik fel az EM-ban majd retrograd
transzporttal szallitjdk a sejttestiikbe. Az idegsejtek f0 pajzsmirigyhormon transzporter
molekuldjanak, az MCT8-nak a jelenléte az axon végzddésekben aldtdmasztand ezt a
hipotézist.

A hipofiziotrof TRH-idegsejtek aktivitasanak egyik f6 szabalyozoja a leptin, egy
zsirszovetbol felszabadulo, taplalkozast csokkenté hatast hormon. A leptin TRH-idegsejtekre
kifejtett hatasat els6sorban arcuatus mag két idegsejt-populacidja kozvetiti: a taplalékfelvételt
csokkent6 hatastt a-MSH/CART-idegsejtek, melyek serkentik a TRH expressziot; illetve a
taplalékfelvételt serkentd hatasi AGRP/NPY-idegsejtek, melyek gatoljak a TRH
termel6dését. Ehezés soran az a-MSH/CART-idegsejtek gétololtak, mig az AGRP/NPY-
idegsejtek aktivitasa fokozodik. Azonban két oraval az Gjrataplalas megkezdését kovetéen az
a-MSH/CART-idegsejtek aktivitasa fokozodik és serkentik a PVN ventralis parvocellularis
almagjaban talalhato idegsejteket. Ugyanakkor az o-MSH/CART-idegsejtek altal szintén
beidegzett hipofiziotrof TRH-idegsejtek aktivitasa nem fokozodik az ujrataplalas ezen korai
fazisaban. Mivel a leptin képes atrendezni néhany hipotalamikus idegsejt-csoport szinaptikus
bemeneteit, tovabba fejlodd 4llatokban részt vesz az axon-ndvekedés szabdlyozédsiban,
feltételezziik, hogy éhezés soran a leptin hidnya megvaltoztatja a PVN-nek az arcuatus
magbol ered6 Dbeidegzését, ami a TRH-idegsejtek melanokortin rezisztenciajat
eredményezheti az Gjrataplalas korai fazisaban.

Neuroncsoportok aktivitas fokozodasanak markereként gyakorta hasznaljak c-Fos fehérje
megjelenését a sejtek magjaban. Mivel a c-Fos a sejtmagban talalhato, a citoplazmatikus
jelolddés hianya miatt fénymikroszkopos vizsgalatokkal nehéz megallapitani, hogy milyen
peptideket, transzmittereket tartalmazd axonok létesitenek kapcsolatot e sejtekkel. A Nissl-
hattérfestés a bazikus festékek €s a nukleinsavak kolcsonhatdsan alapul, igy jeloli mind a
sejtmagokat, mind a citoplazmat. Mégis, immuncitokémidval kombinalva a Nissl-festékek
gyakran csak a sejtmagokat jelolik, vagy csak halvany citoplazma festddést eredményeznek.
Feltételeztiik, hogy az immuncitokémidt kovetden a citoplazmatikus jelol6dés hianyat RNaz
szennyezO0dés okozza, mely megemészti a szovetek RNS tartalmat. Ez esetben az RNaz-
mentes koriilmények kozt végzett immuncitokémia és az RNaz-gatlok alkalmazasa jelentésen

javitand a Nissl-festékek citoplazmatikus jelolését.



Célkitizések

. A hipofiziotrof TRH-idegsejtek elhelyezkedésének feltérképezése az egér hipotalamuszban
. A pajzsmirigyhormont aktivalo tanicitak és a hipofiziotrof TRH-idegsejtek kozotti T3
transzport utjanak felderitése

. A hipofiziotrof TRH-idegsejteknek az ujrataplalas korai fazisaban kialakulé melanokortin
rezisztenciajanak tanulméanyozasa

. Az immuncitokémiaval kombinalt Nissl-hattérfestés modszerének javitasa

Anyagok és médszerek

Allatok

Kisérleteinkben feln6tt him Wistar patkanyokat és CDI1, illetve TRH/Cre-Z/EG egereket
hasznaltunk. Az allatokat a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet allathazaban tartottuk
szabvanyos koriilmények kozott (megvilagitas 6:00 és 18:00 kozott, 22°C-os hdmérséklet,
szabadon hozzaférhetd viz és taplalék). A Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet Allatjoléti
Bizottsaga az Europai Kozosség kovetelményeivel 6sszhangban megvizsgalt és engedélyezett

minden kisérleti protokollt.

Az egér hipotalamuszban elhelyezkedd hipofiziotrof TRH-idegsejtiek megoszldsanak
feltérképezéséhez haszndlt modszerek

Fluoro-Gold injekcio

A hipofiziotrof idegsejtek azonositdsa érdekében négy egérnek adtunk be intravénasan
Fluoro-Goldot, olyan retrograd jelol6anyagot, ami nem jut at a vér-agy gaton. A hipofiziotrof
sejttestek jelolddésének intenzivebbé tétele érdekében két nappal késobb azonos dozist

Fluoro-Goldot adtunk be intraperitonealisan.

Egyes-, kettds- és hdarmas jeloléses immuncitokémia

A TRH-immunreaktiv (-IR) 1degsejtek sejttestjeinek lathatova tételét
intracerebroventrikularisan adott kolhicinnel segitettiik eld. A kdvetkezd napon az egereket
4% akrolein és 2% paraformaldehid (PFA) keverékével fixaltuk meg. Ezt kovetden
fagyasztomikrotdmmal 25 um vastag metszeteket készitettiink. A metszeteken az elokezelést

kdvetden az alabbi immuncitokémiai jeloléseket alkalmaztuk:



1. Egyes jeloléses immuncitokémia az egér PVN-ben a TRH-IR idegsejtek elhelyezkedésének
feltérképezésére. A TRH-immunreaktivitdst Ni-DAB hivé oldattal jelenitettik meg. A
metszeteket fénymikroszkopia segitségével vizsgaltuk.

2. Harmas jeloléses immuncitokémia a Fluoro-Gold és TRH egyiittes el6fordulasanak
vizsgalatdhoz, illetve a parvocellularis TRH-idegsejtek €s a magnocellularis vazopresszin
(AVP)- vagy oxitocin (OT)-idegsejtek megkiilonboztetéséhez. A metszeteket TRH-ellenes és
Fluoro-Gold ellenes antiszérumokkal és AVP- vagy OT-ellenes antitestekkel kezeltiik. A
TRH-immunreaktivitast Alexa 555-tel jelolt birka IgG elleni antitesttel jelenitettiik meg, a VP
vagy OT jelenlétét FITC-cel konjugalt egér IgG elleni antitesttel mutattuk ki, mig a Fluoro-
Gold-immunreaktivitast biotinnal konjugélt nyul IgG ellenes antitesttel, avidin-biotin-
peroxidaz komplexxel (ABC) és biotinilalt tiramiddal (BT) torténd jelerdsités utan Cy5-tel
jelolt streptavidinnel mutattuk ki. Az idegmagok és almagok azonositdsa érdekében DAPI
hattérfestést alkalmaztunk. A metszeteket epifluorszcens ¢és lézer pasztazd konfokalis
mikroszkdppal tanulmanyoztuk.

3. Kettés jeloléses immuncitokémia az egér PVN-ben a TRH és a CART egyiittes
eléfordulasanak a vizsgalatara. A metszeteket birkabol szarmazd TRH-elleni szérum és egér
monoklonalis CART-elleni antitest elegyében inkubaltuk. A TRH-immunreaktivitast Alexa
555-tel jelolt birka IgG elleni antitesttel mutattuk ki, mig a CART-immunjel616lést FITC-cel
konjugalt egér IgG elleni antitesttel jelenitettiik meg. A jelolt idegsejtek elhelyezkedésének
meghatarozasahoz DAPI hattérfestést alkalmaztunk. A metszeteket epifluorszcens és lézeres

pasztazo konfokalis mikroszkoppal tanulményoztuk.

A pajzsmirigyhormont aktivalo tanicitak és a hipofiziotrof TRH-idegsejtek kozotti T3
transzport utjanak felderitéséhez alkalmazott modszerek

A pajzsmirigyhormon transzporter MCTS jelenlétének a hipofiziotréf axonvégzédésekben
torténd kimutatasdhoz az alabbi immuncitokémiai jeloléseket alkalmaztuk:

1. Az MCT8 EM-beli elhelyezkedésének fénymikroszkopos vizsgalatahoz: 4% akrolein és
2%PFA elegyével perfundalt egér agybol késziilt metszeteket el6kezeltiink, majd nyulbol
szarmaz6 MCTS8-elleni szérumban inkubéltuk. Az MCTS8-immunreaktivitdst Ni-DAB
hivoval jelenitettiik meg, majd a Gallyas modszer szerinti jelerdsitést hajtottunk végre.

2. Az MCT8-IR képletek ultrastrukturajanak vizsgalata az EM-ban. 4% akrolein és 2%PFA
elegyével perfundalt patkdnyagybol vibratommal késziilt 30-50 pm vastag metszeteket
készitettiink. Az elékezelést kovetéen a metszeteket MCT8-elleni szérummal kezeltiik. Az

MCT8-immunreaktivitast Ni-DAB hivoval jelenitettik meg, majd Gallyas-féle modszerrel
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erositettilk fel a jelet. A metszeteket Durcupan miigyantaba agyaztuk, majd ultravékony
metszeteket készitettink. A metszeteket formvar-ral bevont gridekre gytjtottik. Az
ultravékony metszeteket transzmisszids elektronmikroszképpal vizsgaltuk.

3. Kettds-jeloléses immunfluoreszcencia az MCT8 ¢és TRH EM-beli vizsgalatdhoz. 4%
akrolein és 2% PFA elegyével fixalt patkdnyagyakbol szdrmazd metszeteket készitettiink el
immuncitokémiara. Ezutdn a metszeteket MCT8 és TRH ellen termeltetett szérumok
keverékével kezeltik. Az MCT8-immunoreaktivitast Alexa 555-tel konjugélt nyul IgG elleni
antitesttel jeloltiik, mig a TRH jelenlétét FITC-cel konjugalt birka IgG elleni antitesttel

mutattuk ki. A metszeteket 1ézer pasztazo konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.

A hipofiziotrof TRH-idegsejteknek az ujrataplilas korai fazisaban megfigyelheto
melanokortin rezisztencidjanak okdt vizsgalo kisérletekhez hasznalt modszerek

Kettds transzgén TRH/Cre-Z/EG indikator egereket osztottunk o6t csoportba: 1) normal
ragcsalotappal etetett egerek (n=5) 2) két napig €heztetett egerek (n=5) 3) 2 napig éhezetett,
majd 2 oran at ujrataplalt egerek (n=3) 4) 2 napig €heztetett majd 24 oran keresztiil
ujrataplalt egerek (n=3) 5) 2 napig ¢éheztetett egerek, melyek szubkutan ozmotikus
minipumpaval folyamatosan leptin kezelést kaptak az éhezés alatt (12pg/nap, 2nap) (n=3). A
kisérlet végén az egereket 4% PFA-val perfundaltuk és a PVN-b6l 25 um vastag metszeteket
készitettiink. Az immuncitokémiai elokezelést kovetden a metszeteket az alabbi antitestek
elegyében inkubdltuk: a-MSH-elleni birkaban termeltetett antitest, AGRP-elleni nyulbdl
szarmaz6 antitest, GFP-elleni egér antitest. Az a-MSH-elleni antitestet Alexa555-tel jelolt
birka IgG-elleni antitesttel mutattuk ki, az AGRP-t biotinilalt nyal IgG elleni antitesttel,
ABC-vel és BT-vel valo jelerésités utan Cy5-tel konjugalt streptavidinnel jelenitettiik meg,
mig a GFP jelét FITC-cel konjugalt egér IgG-elleni antitesttel tettiik lathatova.

Az immuncitokémia és Nissl-festés egyiittes alkalmazdasdanak fejlesztése

Patkanyokat harom napig ¢éheztettiink, majd a 4% PFA-val torténd perfuzio eldtt két o6ran at
yjrataplaltuk 6ket. A PVN-t tartalmazé metszetek egy-egy csoportjat jeloltiik c-Fos- (Ni-
DAB-bal jelolve) és NPY-ellen (DAB-bal jelolve), majd Cresyl-ibolyaval hattérfestést
végeztiink a metszeteken. A két metszetcsoport kezelése kozt a kiillonbség abban allt, hogy
mig az elsé csoportot normal immuncitokémiai anyagokkal €s eszkozokkel kezeltiik, addig a

masodikat szigorian RNaz-mentes koriilmények kozott festettiik.



Eredmények

A hipofiziotrof TRH-idegsejtek feltérképezése az egér hipotalamuszban

Az egér PVN szervezodése

Megfigyeltiik, hogy az egér PVN szervezddése nagyban eltér a patkdnyban megfigyeltt6l. Az

egér agy-atlaszban Paxinos ¢és Franklin altal alkalmazott nevezéktan a patkany agy

nevezéktanan alapul, ezzel szemben mi az egér anatomia alapjan az egér PVN-t az alabbi 6t

részre osztottuk:

- kompakt rész= nagy sejt-stiriségii teriilet a PVN kozépsé szintjében, mely egyarant

tartalmaz magno- és parvocellularis sejteket

- periventrikularis rész= 3-5 sejt sz€élességli zona a harmadik agykamra koriil

- eliils6 rész= a kopakt részhez képest kranialis teriilet

- k6zépso szint medialis rész= a PVN ko6zépso szintjében a kompakt €s a periventrikularis rész
kozotti tertilet

- hatulso rész= a kompakt részhez képest kaudalis tertilet

A TRH-IR idegsejtek elhelyezkedése a PVN-ben

A periventrikularis zona kivételével a PVN minden részében figyeltink meg TRH-IR
idegsejteket. TRH-tartalmt idegsejtek a PVN mindharom szintjében (eliilsé, kozépso,
hatuls¢) el6fordultak, de ezen sejtek stirlisége az eliilsé és a kozépsd szintekben volt a
legnagyobb. TRH-idegsejtek legnagyobb mennyiségben a PVN kompakt részében fordultak
elé. A kompakt és a tobbi teriileten elé6forduldé TRH-idegsejtek mérete azonos volt (TRH-
idegsejtek mérete a kozéps6 medialis részen vs. kompakt részen (um): 12,15 + 0,05 vs. 12,26
+0,02; P=0,31).

A hiopfiziotrof TRH-idegsejtek elhelyezkedése a PVN-ben

A Fluoro-Goldot tartalmazo idegsejtek sejttestei jol kirajzolodtak a PVN teriiletén. A Fluoro-
Gold-immunreaktivitast a sejtekben inhomogén pottyozott megjelenés jellemezte. Noha a
PVN eliils6 részben szamos TRH-idegsejtet figyeltiink meg, koziilikk csak néhany tartalmazott
Fluoro-Goldot is. Hasonlé médon, a hatulsé rész TRH-idegsejtjei sem tartalmaztak Fluoro-

Goldot. A legtobb kettdsen jelolt idegsejt a PVN kompakt részében volt megfigyelhetd.

A hipofiziotrof TRH- és a vazopresszin-, ill. oxitocin-idegsejtek elhelyezkedésének

osszehasonlitasa



AVP- ¢és OT-idegsejtek elsdsorban a PVN kompakt részében taladlhatoak, noha szorvanyosan
a PVN kozépsé szintjének medidlis teriiletén is figyeltiink meg ilyen sejteket. A
magnocellularis AVP-idegsejtek atlagos mérete (16,4 + 0,1 um) szignifikansan nagyobbnak
bizonyult, mint a TRH-idegsejtek mérete (p<0,001). A Fluoro-Goldot és TRH-t egyarant
tartalmazé idegsejtek jellemzOen szintén a PVN kompakt teriiletén helyezkedtek el, ahol a
AVP- ¢s OT-idegsejtekkel keveredve fordultak el6, de minden esetben eltérd idegsejtekben.

Megfigyeltiik, hogy a PVN kompakt részén koriilbelill egyforma ardnyban talalhatok 14 um-
nél kisebb, parvocellularis (49,3 + 0,9%) és nagyobb atmérdjii, magnocellularis (50,7 + 0,9%)
idegsejtek, mig a kozépsé medialis részen a sejtek talnyoméd tobbsége 14 pm-nél kisebb
atmér6ji (96,0 £ 1,2%) volt. Nagyobb atmérdji, magnocellularis sejtek csak elvétve voltak

megfigyelhetdk e teriileten (4,4 + 1,2%).

A CART és a TRH egyiittes eldfordulas a PVN idegsejtjeiben

A CART-ot és TRH-t is tartalmazo idegsejtek eloszlasa a PVN-ben nagy hasonld volt, mint a
Fluoro-Goldot tartalmazé TRH-idegsejteké. Szamos CART-TRH kettés jelolt idegsejtet
figyletiink meg a PVN kozépsé sikjanak kompakt részében. A CART jelenléte a TRH-
idegsejtekben nem volt megfigyelhetd a PVN hatsé sikjaban és csupan kevés kettdsjelolt sejt
fordult el6 a PVN eliils6 részében. A két peptid kolokalizacidja szintén megfigyelheté a

hipofiziotrof idegsejteknek az EM kiils6 zonajaban levé axonterminalisaiban.

A pajzsmirigyhormont aktivdlo tanicitak és a hipofiziotrof TRH-idegsejtek kozotti T3
transzport utjanak felderitése

Az MCTS jelenléte az EM hipofiziotrof axonvégzodéseiben

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a hipofiziotrof axonvégzddések képesek-e a T3 felvételére,
megvizsgaltuk az MCTS8 jelenlétét az EM-ban. Intenziv és diffuiz MCTS8-immunreaktivitast
figyeltink meg a tanicitakra jellemz6 morfologiat €s eloszlast mutatd sejttestekben €s
nyulvanyokban. Tovabba potty6zott MCT8-immunreaktivitast figyeltiink meg az EM kiils6
zonajaban a tanicita nytlvanyok kozott. Az EM kiils6 zondjanak ultrastrukturdlis vizsgalata
kimutatta, hogy az MCT8-immunoreaktivitds megfigyelhetd a tanicita nyulvanyokban,
tovabbad axonvégzOdésekben, ahol az eziist szemcsék az axonvarikozitisokban, a

plazmambranhoz kézel halmozodtak fel.



Az MCTS8 és a TRH kolokalizacioja a hipofiziotrof axonvegzodésekben
Kettés-jeloléses  fluoreszcens immuncitokémiaval késziilt a metszetek konfokalis
mikroszkopos vizsgalataval igazoltuk, hogy az MCT8-immunreaktivitdis a TRH-tartalmt

axonvarikozitasok dontd tobbségén megfigyelhetd az EM kiils6 zonajaban.

A hipofiziotrof TRH-idegsejteknek az ujrataplalds korai fazisaban kialakulo melanokortin
rezisztencidjat kivalto okok vizsgadlata

A TRH-idegsejtek AGRP és a-MSH-IR beidegzése

A PVN-ben a TRH-IR idegsejtek koriil az AGRP- és az a-MSH-IR axonok siir(i halozatat
figyeltiik meg. Az a-MSH-tartalmi axonok stirtisége a PVN eliils6 részén egy kissé nagyobb
volt, mig az AGRP-IR axonok halézata a PVN hatuls6 részén volt siiriibb. A PVN azonos
antero-poszterior szintjében nem figyelhetd meg ezen axonok siirliségében kiilonbség a
medialis és a kompakt rész kozott. A TRH-idegsejtek sejttesteinek és dendritjeinek felszinén
szamos AGRP- és a-MSH-IR axonvarikozitas volt megfigyelhet6. Konfokalis mikroszkopos
vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy a PVN ko6zéps6 szintjében atlagosan 30,9 + 0,3 AGRP-
¢és 19,3 + 0,4 a-MSH-IR axonvarikozitas talalhat6 a TRH-idegsejtek sejttesteinek és elsérendii

dendritjeink felszinén.

Az éhezés hatasa a TRH-idegsejteken megfigyelheté AGRP- és a-MSH-IR boutonok szamdra
Az ¢hezés hatdsara jelentdsen megndtt a TRH-idegsejtek felszinén megfigyelhetd AGRP-
immunjel6lt boutonok szama (¢hezé vs. taplalt: 44,9 + 0,3 vs. 30,9 + 0,3 axonvarikozitas /
TRH-idegsejt; P<0,001) és csokkent az a-MSH-IR boutonok szama (€hez6 vs. taplalt: 13,6 +
0,7 vs. 19,3 + 0,4 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001) a TRH-idegsjetek felszinén. fgy a
TRH-idegsejtek felszinén talalhato AGRP- és a-MSH-IR boutonok ardnya 2,07-szeresére nott
az €hez0 allatokban (éhezd vs. taplalt: 3,34 + 0,2 vs. 1,61 + 0,03; P<0,001).

A 2 és 24 oran at tarto wratdaplalas hatisa a TRH-idegsejtek AGRP- and a-MSH-IR
beidegzésére

Két oraval az Gjrataplalas megkezdését kovetden a TRH-idegsejtek felszinén megfigyelhetd
AGRP-boutonok szama kissé, de szignifikans mértékben kiilonbozott az éhezd allatban
megfigyelttdl (2h ujrataplalt vs. éhezé: 46,0 + 0,3 vs. 44,9 + 0,3 axonvarikozitas / TRH-
idegsejt; P=0,018). Ugyanakkor a TRH-idegsejtek AGRP-IR beidegzése jelentésen magasabb
volt, mint a taplalt allatban megfigyelhetd (2h ujrataplalt vs. taplalt: 46,0 + 0,3 vs. 30,9 + 0,3
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axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001). Kétéranyi ujrataplalast kovetéen a TRH-idegsejtek
felszinén talalhatd a-MSH-IR boutonok szama nem kiilonbozott szignifikdnsan az €hezd
allatban megfigyelt értékt6l (2h ujrataplalt vs. éhez6: 13,9 + 0,8 vs. 13,6 + 0,7 axonvarikozitas
| TRH-idegsejt; P=0,746). Ebben az idépontban TRH-idegsejtek felszinén megfigyelt AGRP-
¢és a-MSH-IR boutonok aranya azonos volt, mint az éhez6 allatokban (2h ujrataplalt vs. ¢hezo:
3,33 £ 0,2 vs. 3,34 £ 0,2; P=0,967). Ezzel szemben 24 6raval az ujrataplalas megkezdését
kovetéen a TRH-idegsejtek felszinén megfigyelhet6 AGRP-IR axonvarikozitasok szamaban
jelentds csokkenés volt megfigyelhetd az éhezd allapothoz képest (24h tjrataplalt vs. éhezo:
34,4 + 0,1 vs. 44,9 + 0,3 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001), bar ez a szam egy kissé
magasabb volt, mint a taplalt allatokban (24h ujrataplalt vs. taplalt: 34,4 + 0,1 vs. 30,9 + 0,3
axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001). Ebben az idépontban a TRH-idegsejtek felszinével
érintkez6 a-MSH-IR boutonok szama jelentésen megnétt az éhezd allapothoz képest (24h
ujrataplalt vs. éhez6: 20,9 + 0,6 vs. 13,6 + 0,7 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001) és
nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a taplalt allatokra jellemzd értékhez képest (24h
ujrataplalt vs. taplalt: 20,9 + 0,6 vs. 19,3 + 0,4 axonvarikozitas / TRH-idegsejtek; P=0,153). A
TRH-idegsejtek AGRP- és a-MSH-IR beidegzésének aranya jelentésen csokkent az éhez6
allapothoz képest (24h ujrataplalt vs. éhezé: 1,64 + 0,01 vs. 3,34 + 0,2; P<0,001). Tovabba a
TRH-idegsejtek AGRP- és a-MSH-IR beidegzésének aranya nem kiilonb6zott szignifikansan
a taplalt allatokban megfigyelttél (24h Gjrataplalt vs. taplalt: 1,64 + 0,01 vs. 1,61 + 0,03;
P=0,866).

A leptin-kezelés hatasa a TRH-idegsejtek o-MSH- és AGRP-beidegzésének éhezés dltal
kivaltott dtrendezodésére

Az éhezés hatasat a TRH-idegsejetek a-MSH-IR beidegzésére az éhezés soran szubkutan
ozmotikus minipumpaval adott leptin teljesen kivédte (leptin-kezelt éhez6 vs. éhezd: 20,5 +
0,1 vs. 13,6 + 0,7 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001; leptin-kezelt ¢hezd vs. taplalt:
20,5 £ 0,1 vs. 19,9 + 0,4 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P= 0,178). Tovabba az éhezés soran
alkalmazott  leptin-kezelés  jelentésen  csokkentette az  éhezés  hatdsara a
TRH-idegsjetek felszinén talalhaté AGRP-boutonok szamaban beallo valtozast (leptin-kezelt
¢hez6 vs. éhezd 34,4 + 0,1 vs. 44,9 + 0,3 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001; leptin-
kezelt éhezo vs. taplalt: 34,4 + 0,1 vs. 30,9 + 0,3 axonvarikozitas / TRH-idegsejt; P<0,001). A
leptin kezelés szintén kivédte az éhezés hatasara kialakul6 valtozast a TRH-idegsejtek AGRP-
¢s a-MSH-beidegzésének aranyaban (leptin-kezelt éhezd vs. éhezd: 1,67 + 0,01 vs. 3,34 +
0,02; P<0,001; leptin-kezelt éhezd vs. taplalt: 1,67 + 0,01 vs. 1,61 + 0,03; P=0,939).
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Az immuncitokémidval kombinalt Nissl-festés modszerének fejlesztése

Az RNaz-mente immuncitokémia hatasa a hipotalamikus c-Fos immunjeldlésre az
ujrataplalast kévetéen

Két oraval az yjrataplalas megkezdését kovetden a c-Fos-IR idegsejtek eloszlasa a PVN
ventralis parvocellularis almagjaban a korabban leirttal megegyezd eloszlast mutatott. Az

RNéz-mentes eljaras nem befolyésolta a c-Fos-immunreaktivitas elhelyezkedését.

Az ujrataplalast kévetéen c-F0s-IR idegsjetek és a NPY-IR axonvarikozitasok kapcsolatanak
vizsgdalata hagyomdnyos immuncitokémia és Nissl-hdttérfestés segitségével

A hagyomanyos immuncitokémiat koveté Nissl-festés csupan a sejtmagokat jelolte. A
neuronok citoplazmaja nem vagy csak nagyon halvanyan jel6l6dott. Noha nagyszama NPY-
IR rost latszodott a c-Fos jelolt idegsejtek koriil a vPVN-ben, a gyenge citoplazmatikus
festddés miatt ezen sejtek hatdrai nem latszodtak, igy nem lehetett meghatdrozni, hogy a

NPY-IR axonvarikozitasok kapcsolatban vannak-e a c-Fos-IR sejtekkel.

Az ujrataplaldst kovetéen c-Fos-IR idegsjetek és a NPY-IR axonvarikozitasok kapcsolatanak
vizsgadlata RNaz-mentes immuncitokémia és Nissl-hdttérfestés segitségével

Az RNaz-mentes immuncitokémiat kovetéen a Cresyl-ibolya nem csupan a sejtmagokat,
hanem az idegsejtek citoplazmajat is megfestette. Ez a citoplazmatikus festddés elOsegitette a
PVN kiilonb6z6 alegységeinek az azonositasat és a jeldlt sejtpopulaciok pontos helyzetének
meghatarozasat. A modszer tovabba az erds citoplazmatikus jelolédés altal lathatova tette a
sejtek hatarait. A modszer segitségével megallapitottuk, hogy a vPVN-beli c-Fos-IR
idegsejtek szamos NPY-IR rosttal kapcsolatban allnak. A vPVN-beli c-Fos-IR idegsejteknek
84,99 + 2,35%-a létesitett a felszinén kapcsolatot NPY-IR axonvarikozitasokkal.
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Kovetkeztetések

Eredményeink arra utalnak, hogy az egér PVN szervezddése jelentésen eltér a patkanyban
megfigyelttdl. Ennek az idegmagnak az Ugynevezett magnocellularis része megkozelitdleg
azonos mennyiségben tartalmaz parvo- és magnocellulris idegsejteket. Igy javasoljuk a PVN
e teriiletének elnevezését, az idegsejtek nagy stirlisége miatt, kompakt részre valtoztatni. A
hipofiziotrof TRH-idegsejtek elhelyezkedése szintén eltér egérben és patkanyben. Ezen
idegsejtek jellemzéen a PVN kozépsé szintjében fordulnak eld. Csak szérvanyosan
figyelhetok meg hipofiziotrof TRH-idegsejtek a PVN eliilsé részében, mig a hatuls6 részben
egyaltalan nem fordulank eld. Egérben a PVN periventrikularis zondjaban nem fordultak el
TRH-idegsejtek, mig patkdnyban szamos hipofiziotr6f TRH idegsejt taldlhatdo a
periventrikularis parvocellularis almagban. A hipofiziotrof TRH-idegsejtek tobbségét a
kompakt részben, a magnocellularis idegsejtekkel keveredve figyeltilk meg. Ugyanakkor nem
volt megfigyelheté a TRH és a AVP vagy az OT kolokalizacidja és a hipofiziotrof TRH-
idegsejtek mérete is a parvocellularis tartomanyba esett. A CART és TRH kolokalizaciojanak
eloszlasa megegyezik a hipofiziotrof TRH-idegsejtekével, ami azt sugallja, hogy patkanyhoz
hasonloan egérben is a hipofiziotréf funkcidji TRH-1degsejtekben fordul eld ez a peptid.

A hipofiziotrof TRH-idegsejtek axonterminalisain el6forduld MCTS8 pajzsmirigyhormon-
transzporter molekula jelenléte felveti a lehetdséget, hogy a hipofiziotrof TRH-idegsejtek
ezen terminalisokon keresztiil veszik fel a T3-t az EM teriiletén az extracellularis térbdl és
retrograd axonalis transzporttal juttatjdk a sejtmagjukba. Mivel az EM a vér-agy-gaton kiviil
fekszik €s tartalmaz D2-t termeld tanicitakat, ezen agyteriilet T3 tartalma kiilonleges eredetii:
a forrasa a tanicitak és a periférias keringés egyiittesen. igy a hipofiziotrop TRH-idegsejtekre
kozvetleniil hatnak a periférids T3 koncentracid valtozasai €s a tanicitdk aktivitdsa, ezaltal a
TRH-idegsejtek negativ visszacsatolasos szabalyozasa rugalmasan valdsulhat meg.

Azon tul, hogy az ¢hezés és a leptin szabalyozza az arcuatus mag taplalkozassal kapcsolatos
idegsejtjeinek aktivitasat, az energiahdztartassal Osszefiiggd periférids szigndlok azaltal is
befolyasoljak a hipofiziotrof TRH-idegsejtek mitkodését, hogy atrendezik ezen idegsejtek
arcuatus magbol eredd szinaptikus bemeneteit. Az ¢hezés noveli a TRH-idegsejtek AGRP- és
csokkenti az a-MSH-beidegzését, ami hozzajarulhat a hipofiziotrof TRH-idegsejtek
gatlasdhoz az éhezés soran. Mivel ez a valtozas a TRH-idegsejtek beidegzési mintazataban két
oraval az ujrataplalas megkezdését kovetden is megfigyelhetd, felmeriil a lehetéség, hogy ez a
valtozas all a TRH-idegsejtek melanokortin rezisztencidjanak hatterében az ujrataplalas korai

fazisaban. 24 oraval az Gjrataplalas kezdetét kovetéen a TRH-idegsejtek AGRP- és a-MSH-
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beidegzésének aranya elérte a taplalt allatokra jellemzo értéket és ezzel egyidoben a TRH-
termelés is normalizalodott. A leptin kezelés kivédte TRH-idegsejteken megfigylehetd
AGRP- ¢s a-MSH-boutonok ardnyanak ¢hezés altali eltolodasat, ami arra utal, hogy a leptin
szintje lehet a f6 tényezd, ami a TRH-idegsejtek szinaptikus bemenetinek atrendez6dését
szabalyozza.

Eredményeink aldtdmasztjak, hogy az immuncitokémidval kombinalt Nissl-festés soran az
immuncitokémiahoz hasznalt anyagok RNazzal vald szennyezettsége vezet a Nissl-festék
altali citoplazmatikus jelolédés hidnydhoz. Az RNaz-mentes korilmények kozt végzett
immuncitokémia azt eredményezi, hogy a Nissl-festék jeloli a citoplazmat is, ezaltal lehetové

valik a sejtmagi fehérjetartalmuk alapjan azonositott idegsejtek beidegzésének vizsgalata.
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