A KUTATAS EREDMENYEI
A kutatasi téma el6zményei

A energiahaztartas hypothalamicus szabalyozasa:

A neuroendokrin hypothalamus szdmos homeosztatikus folyamatnak, a teljesség igénye
nélkiil pl. a szervezet energiahdztartdsdnak (taplalékfelvétel, energiadepok felépitése-
lebontésa, hohaztartas) és a reproduktiv folyamatoknak az idegi kdzpontja. A hypothalamicus
energiaszint-szabalyozas kiillonds sajatossaga, hogy mikdzben ezen agyi kdzpont mitkddése
alapvetd fontossdgi a teljes szervezet energiahdztartasdnak szabalyozédsaban, e
szabalyzomiikodésért felelés idegsejtek energiaszintje a megfelelé miikodés érdekében
szintén preciz cellularis energiaszint szabalyozasra szorul. A tudomany mai allasa szerint nem
ismert az a hatdr, amely a szervezeti szintii és a sejtszintli energiaszabdlyozas kozott huzodik.
Legnagyobb valdsziniiség szerint a periférias feedback jelek, amelyek alapjan a hypothalamus
megfeleld dramkorei neuroendokrin mechanizmusokon keresztiil iranyitjak a teljes szervezet
anyagcser¢jét, egy ponton divergdlnak, €és e ponton til az intraneurondlis (biokémiai)
jelrendszer az adott individualis idegsejtek sajat ,nyelvén” indukalja a sejtekben a kivant
valaszreakciot. Ezek az intracelluldris jelek egyben gy szabdlyozzak a sejt
mitokondriumainak miikodését, hogy azok a kivant valaszreakcidval ardnyos mennyiségii
energiat (pl. ATP-t) termeljenek (azaz, ha a kivantnal kevesebb energiatdrold6 molekula
képzddne, a sejt nem lenne képes ellatni a feladatat, ha pedig tul sok, akkor fenndllna az
,uzemanyag”, elsOsorban gliikoz tulzott mértékii felhaszndlasabol adodd energiahiany
lehetdsége, amely felborithatnd a szervezet homeosztazisanak szabalyozasat.

Jelen OTKA palyazatunkban arra vallalkoztunk, hogy fényt deritiink egy ma még igen
kevéssé ismert intramitokondrialis mechanizmusra, amely korabbi kutatasaink alapjan az
ektonukleozid-trifoszfat difoszfohidrolaz 3 (NTPD4z3) nevii enzim segitségével képes lehet a
mitokondrium altal termelt ATP mennyiségének a szabalyozasara.

Az NTPDaz3

Napjainkban az NTPDazoknak 8 fajtaja ismert (NTPDaz1-8). Ezek koziil a legtobb integralt
membran protein: Az NTPDazl [1], NTPDaz2 [2], NTPDaz3 [3, 4] és NTPDaz8 [5]
membranba ¢épiilt, aktiv doménjiik az extracellularis tér felé néz. E sejtfelszini enzimek
extracellularis nukleotidokat hidrolizélnak, ezuton szabalyozva a P,X és P,Y purinerg
receptorok specifikus ligandumainak mennyiségét. Egyes szovetekben a nukleozid
monofoszfatokat az 5’-ektonukleotiddz tovabb hidrolizalja adenozinnd, amely a P, adenozin
receptor aktivatora. Az NTPDéazok kozil eddig csak NTPDazl-3-at azonositottak
agyszovetben. Az NTPDazl elofordul az idegsejtekben, valamint a glidban és endotel
sejtekben is [6, 7], mig NTPD4z2-t foként a kozponti idegrendszer germindlis zonaiban
talaltak (A B-limfocitdk szintén expresszalnak NTPDaz2-t [8]). Az NTPDé4az3 mRNS-ét
elész6r Chadwick and Frischauf azonositotta a kozponti idegrendszerben [4], mi pedig a
kozelmultban irtuk le ezen enzim disztribuciojat patkanyok agyaban [9]. Utobbi munkaban
valoszinisitettiik, hogy az NTPD4z3 neuron-specifikus, ezen tul pedig kimutattuk, hogy az
NTPDaz3 jelen van az idegsejtek perikarionjdban ¢és nyualvanyaiban is. NTPD&4z3-
immunreaktiv (NTPD4az3-IR) perikarionokat csak a nucleus arcuatusban (AN) és a lateralis
hypothalamicus magban (LHN) talaltunk. Ezutan tovabb karakterizaltuk az NTPDaz3
szubcelluldris lokalizaciojat a hypothalamusban [10], azonositottuk az enzimet a
mitokondrialis matrixban, illetve a belsd0 mitokondridlis membran szoros kozelségében.
Kiegészitd vizsgdlataink erésen valdsziniisitették, hogy a hypothalamusban az NTPDaz3
gatld neuronokban nem, hanem csak serkentd idegsejtekben fordul eld. Ezen morfologiai



munkakbol nyert eredményeket funkciondlis vizsgalatokkal is alatdmasztottuk, amelyek
elsésorban a hypothalamusbol nyert szinaptoszomak mitokondrialis 1égzésének mérésére
tamaszkodtak. Eredményeink az mutattdk, hogy az NTPD4z3 kisérletes gatlasa
szignifikansan csOkkentette az ADP-fliggd, 3-as tipusu mitokondrialis 1égzési rata (state 3
mitochondrial respiration rate, St3 mrr) értékét, valamint a teljes mitokondrialis 1€gzési
kapacitast (St5, lasd késébb). Minthogy az idegi aktivitas, kiillondsen a neurotranszmisszio,
erdsen energiafliggd [11], azt feltételeztiik, hogy a hypothalamicus idegi miikddés, kiilondsen
az excitatorikus aktivitads, er0sen fligghet a mitokondridlis NTPD4az3 miukodésétol, azaz
annak ATP-hidrolizald képességétol.

A mitokondrialis 1égzés

A sejtlégzés gyakorlatilag a mitokondriumokban (mitokondridlis 1€gzés) zajlik. Minthogy a
téma egyetemi tananyag, ennek részletezése ehelyt nem indokolt. Mindazondltal
szilkségesnek latjuk, hogy a kutatdsi modszereink (kisérlettervezés, moddszerek
megvalasztisa) szempontjabdl a mitokondrialis 1égzés néhany vonatkozasat kihangsulyozzuk.
Minthogy a sejt mikodéséhez sziikséges energiatarold6 ATP zommel a mitokondriumokban
képzddik, a cellularis miikodés pedig energiafiiggd, nem nehéz belatni, hogy a sejt egészséges
mukodése, energetikai szempontbdl, a kielégitd mitokondrialis 1légzésen, mas szoéval
mitokondrialis metabolizmuson mulik. Fontos tehat, hogy a mitokondrialis metabolizmus
sebességét, mértékét, a sejt energiaellatdsanak szempontjabol indikator paraméternek
tekintsiik. A kozelmultban végzett kutatasaink soran, tekintettel az NTPDéaz3 funkcidjara
(ATP-hidrolizalas, és ezen keresztiil a mitokondrium ATP-készletének szabdlyozasa), az
ADP-fiiggd, 3-as tipusu mitokondridlis 1égzés NTPDaz3-fiiggdségére koncentraltunk, és jelen
palyazat kisérleteit is e paraméter mérésére fokuszaltuk. Kiegészitd vizsgalataink azonban
igazoltdk azt az egyébként szintén tankdnyvi ismeretet, miszerint az ADP serkentdleg hat a
mitokondrialis metabolizmus sebességére, azaz nagyobb mennyisége felporgeti a
mitokondrialis 1égzést, ami tobb oxigén és a citrat korhoz tartozd ,,lizemanyag” molekula
fogyasztasahoz vezet. Az ADP atfog6, pozitiv visszacsatoldsos mitkodését figyelembe véve, a
mitokondrialis metabolizmus precizebb elemzése érdekében ezért az eredetileg tervezett
kisérleteinket kiegészitettilk négy tovabbi olyan paraméter vizsgalataval, amelyek 0sszessége
egyrészt szélesebb betekintést enged az extracelluléris jelek (pl. hormonok) mitokondrialis
metabolizmust befolyasolo hatdsainak mechanizmuséaba, masrészt pedig megmutatjak, hogy a
mitokondrialis 1égzés egyes elemei hogyan valtoznak egymashoz viszonyitva az emlitett
hatasok eredményeképpen. Az 0Osszesen 5 vizsgalt kisérleti koriilményt (paramétert)
hypothalamusb6l nyert szinaptoszéma-mitokondrium frakcidkban alakitottuk ki, melyeket
onkényesen 1-5 stddiuma mitokondrialis 1égzésnek neveztiink el (St1-5). Az St1-5-6t a
kovetkezdképpen allitottuk 0ssze (a mért adatok [itt nem részletezve] a mitokondridlis 1égzési
ratat [mrr] jelentik [fogyasztott oxigén nmol/egységnyi mennyiségii minta/perc]:

Stl: A mitokondridlis oxigén (0O2) fogyasztast respiracios pufferben mértiik, egyéb
szubsztratum hozzdadasa nélkiil. Ilyek koriilmények kozott az idoegység alatt fogyasztott O2
mennyisége a hypothalamicus minta metabolikus allapotatdl, valamint a szévet in vivo tortént
O2/vérellatasatol fiigg.

St2: A citrat kor “lizemanyaggal” valo ellatdsa érdekében piruvatot és maléatot adtunk a
mintahoz. Ilyen koriilmények kozott a citrat kor felporog, az O2 fogyasztas pedig megnd a
terminalis oxidacid és oxidativ foszforilacio felgyorsuldsa miatt, amennyiben a szdvet in vivo
O2/vérellatasa kielégito volt.

St3: ADP-t adtunk a mintdhoz. Minthogy az ADP a mitokondrialis 1égzés {6 serkentdje, ilyen
koriilmények kozott a 1égzési rata (mrr) megnd, amennyiben a minta in vivo O2/vérellatasa
kielégito volt.



St4: Oligomicint adtunk a mintdhoz. Az oligomicin blokkolja az ATP-szintetazt, ezért gatolja
az oxidativ foszforilaciot, mialatt a terminalis oxidacio folytatodik. Ilyen koriilmények kozott
az O2-fogyasztds a mitokondriumban uralkodd ugynevezett “uncoupled” allapot és az
alternativ oxidacio mértékétdl fiigg. Elettani koriilmények kozott az “uncoupling” (az oxidativ
foszforilacid és termindlis oxidacid szétvalasztisa) és az alternativ oxidacidé fontos szerepet
jatszanak a mitokondridlis ATP-bioszintézis mértékének atmeneti csokkentésében akkor,
amikor a sejt energiasziikséglete lecsokken. Ezért, az ilyen kortilmények kozott torténd magas
02 fogyasztas azt jelzi, hogy egy adott folyamat, amely azel6tt a magas eneriaigény miatt
intenziven zajlott, most éppen (azaz annak energiaval torténd ellatasa) leszabalyozodik.

StS: FCCP-t (carbonylcyanide-4-(trifluoromethoxy)-phenylhydrazone) adtunk a mintdhoz. Az
FCCP egy cianvegyiilet, ezért megkoti a rendszerben maradd Osszes O2-t. Az O2 fogyas
mértéke ilyen korilmények kozott attol fiigg, hogy mennyi O2 fogyott az St1-4 alatt, valamint
a minta in vivo O2/vérellatasatol, azaz, a minta eredeti metabolikus allapotatdl (mint késdbb
lathato, ez az Osztrusz ciklus egyes fazisai altal meghatarozott). Mas szoval, az St1-4 alatt
fogyasztott O2 plusz az St5-ben lekotott O2 mennyisége jelzi a hypothalamus O2-ellatottsagat
a mintavétel pillanatdban.

Osztrogén (E2) és pajzsmirigyhormonok (PMHK)

Mint korabban emlitettiik, a neuroendokrin hypothalamus a reprodukcios folyamatoknak és az
energiahaztartds szabalyozasanak egyarant kozpontja. Korabbi irodalmi adatok szerint e két
szabalyoz6 tevékenységért felelos hypothalamicus idegi kdrok szamottevd atfedést mutatnak,
azaz bizonyos neuron populdciok mindkét szabalyzé mechanizmusnak elemei [12], igy egyik
téma vizsgdlata sem torténhet a masik figyelembevétele nélkiil. Ezzel 6sszhangban, a ndi
nemi ciklus f6 iranyitd hormonja, az E2, és az energiahdztartdst iranyité f6 hormonok, a
PMHk is atfed6 funkciokkal birnak, ugyanakkor ebbéli szerepiik napjainkban is intenziv
kutatasok targya. Ezért volt sziikséges, hogy a jelen palyazatban kitlizott kisérletek
eredményeinek minél realisztikusabb értékelése érdekében, az adott szlikos anyagi és még
sziikdsebb idOhatarok keretei kozott néhany kiegészitd vizsgalattal tisztazzuk, vajon 1étezik-e
kapcsolat a mitokondridlis NTPDaz3, valamint az E2 és PMHk kozott. Azt mar a
kozelmultban publikaltuk, hogy ovariektomizalt (ovx), valamint egyszeri E2 dozissal kezelt
ovx patkdnyok hypothalamusdban az NTPDaz3 expresszioja és aktivitdsa E2-fliggd [10].
Jelen kisérleteinkben azt is bebizonyitottuk, hogy az NTPD4z3 aktivitasa fiigg az Osztrusz
ciklus adott fazisatol is, alatdmasztva a fent emlitett korabbi eredményeinket [13]. Olyan
NTPDaz3 hypothalamicus expresszidjat, azonban a kisérletek kezdeti stadiuma miatt itt csak
annyit emlitiink meg, hogy a PMHk mennyisége is befolyasolja az NTPD4z3 hypothalamicus
kifejezddését. Szerencsénkre az idén lezarult korabbi OTKA 72186 palydzatunk (vezetd
kutat6é Dr. Bartha Tibor) f6 témaja, az 6sztrogén- és PMH receptorok interaktiv vizsgalatanak
témajaval [14] segitséglinkre volt annak tisztazdsaban, hogy milyen Ilehetséges
interreceptorialis mechanizmusokon keresztiil szabalyozodhat az E2 ¢és PMHk hatasa,
ugyanakkor kérdéses maradt, vajon az NTPD4az3-ra kifejtett emlitett hormonhatésok receptor-
medialtak-e. Az E2 és PMH receptorokra vonatkozo vizsgalataink értelmezése [15, 16, 17,
18] mindenesetre nagy segitségiinkre volt a jelen palyazat eredményeinek kiértékelésében.
(tekintettel a mindossze két éves futamiddre, a kisérletek szdmdra és a téma szertedgazo
jellegére, a jelen palyazat NTPD4z3-ra vonatkozé eredményei még csak konferencian [13, 19]
¢s akadémiai beszamolon [20, 21] keriiltek bemutatasra, folyoiratban torténd publikacidok
pedig jelenleg zajlanak)

GnRH-hullam, LH-hullam



Roviden Osszefoglalva, a hypophysealis LH-felszabadulds az eléagy GnRH-termelésének a
figgvénye, a GnRH-felszabadulds pedig a nemi ciklus sordn alternativ pozitiv-negativ
feedback folyamatok utjan szabalyozott. A ciklus legnagyobb szakasza sordn a vérplazma
ovaridlis E2-je negativ feedback utjan alapszinten tartja a GnRH/LH termelddést, majd a
késoi prodsztrusz folyamén a ciklus-kozepi E2 hullam kiséretében a negativ feedback rovid
idore pozitiv feedback-re valt, utobbi pedig GnRH és kovetkezményes LH hullamot valt ki,
amely eldfeltétele és kivaltdja is az ovulacionak. Sajat korabbi kutatisaink igazolték, hogy az
alternativ feedback-fazisok hatterében a hypothalamus neuronjainak plaszticitasa all, amely
egyszeriien megfogalmazva a serkentd és gatld szinapszisok szamanak plasztikus valtozasat
jelenti, természetesen szabalyozott formaban. Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy ovx
allatokban a GnRH sejteken nem taldlhatd szinapszis [22, 23, 24], chelyett e sejteket
gliahiively veszi koril. Az E2-hullam kezdeti szakaszaval egyidejiileg a GnRH sejteken
nagyszamu excitatorikus szinapszis képzddik (pozitiv feedback), majd megjelennek a gatld
szinapszisok is, €és szamuk hamarosan tilszarnyalja a serkentd szinapszisok szamat (negativ
feedback). Jelen palyazat szempontjabol e téren a legfontosabb részfolyamat tehat, hogy a
pozitiv feedback soran a serkentd/gatlo szinapszisok hanyadosa atmenetileg megnd, €s ez jol
tiikrozédik a serkentd idegsejtekben miikodé NTPD4z3 aktivitdsdn és az Ossz szoveti
mitokondrialis metabolizmus mértékén is.

Kisérletes megkozelités, allatok

A fentiekben részletezett kutatasi elézmények utan jelen palyazatunkban arra vallalkoztunk,
hogy felderitsik a GnRH felszabadulas ¢és a hypothalamicus NTPDaz3 aktivitasanak
Osszefliggéseit, a fentieckben vdazolt kiegészitésekkel. Kisérleteink kiegészitéseit sajat
metodikai fejlesztéseink [21], valamint az OTKA 72186 sz. palyazat altal finanszirozott és
témajaban kapcsoldodo kutatasaink is eldsegitették, aminek eredményeképpen eredményeink
messze tilmutatnak az eredetileg tervezettnél.

Az NTPD4z3 olyan ATP hidrolizal6 enzim, amelynek jelenlétét a hypothalamus serkentd
neuronjainak mitokondriumaiban elészor mi mutattuk ki, és valosziniisitettiik ezen enzim
szerepét a mitokondridlis ATP mennyiségének szabdlyozasaban. Ennek igazoldsara tobb,
egymast kiegészitd kisérletet végeztiink patkanyokon, a kdvetkez6 kisérletes beallitdsokkal:

- Ovariektomizalt (ovx) allatok, illetve ovx+E2 allatok hypothalamus szdvetének
vizsgalata a palyazatban leirtak szerint;

- Fizioldgiasan ciklizalé intakt ndstény patkanyok hypothalamus szovetének vizsgélata
az Osztrusz ciklus minden fazisdban (a ciklus fézisait hiivelykenet vizsgalataval
allapitottuk meg);

- A hypothalamusb6l késziilt szinaptoszoéma-mitokondrium frakciok (lasd alabb)
metabolizmusanak mérése a ,,A mitokondrialis 1€gzés” c. fentebbi fejezet szempontjai
szerint, NTPDaz3 blokkolasaval és anélkiil;

- A hypothalamus bal- és jobboldali féltekéjébol késziilt mintak szimultdn vizsgalata;

- A vérszérum E2 és LH szintjének meghatarozadsa minden &llatban (a hormon szint
vizsgalatok jelenleg zajlanak, a mérési eredmények a kdzeljovoben varhatok).

A mitokondridlis 1égzés méréséhez sziikséges mintanak a méréshez torténd eldkészitési
technikdjat a palyazatban leirtakhoz képest ugy fejlesztettilk, hogy egy moddositott
ultracentrifugalasi protokoll és egy percol gradiens beépitésével a moddszer mérési
érzékenységét javitottuk. Ezt alapvetden ugy értiik el, hogy a szinaptoszoma frakcio mellett a
perikaryonok mitokondriumaibol kiilon frakciot nyertlink, emellett pedig a nagy myelin
tartalmu sejttortmeléket (a myelin mérési pontatlansagokat eredményez), mint kiilon
megjelend frakciot eltavolitottuk. Ezlton a relative kisméretli mintdk (a hypothalamus egyik



oldali ,(fele”) a kordbbindl megbizhatobb eredményeket szolgaltattak és a két félteke
eredményeinek 6sszehasonlitdsa megbizhatdbba valt.

OTKA tamogatassal elért eredmények

Jelen palyazat eredményeirdl célszertinek tartottuk két kiilon szempont szerint beszamolni: ,,A
hypothalamicus aszimmetria”; és ,,A mitokondridlis metabolizmus” alcimek alatt, annak
ellenére, hogy maguk az eredmények ugyanazon kisérletekbdl szdrmaznak.

Hypothalamicus aszimmetria

A fentiekben leirt kisérletes koriilmények és a palyazatban leirt médon kivitelezett (St1-5-re
bovitett) mérések oly mddon torténtek, hogy fiiggetleniil a kisérletes koriilményektdl, az
allatok hypothalamusainak jobb ¢és bal féltekéjét elkiilonitettiik egymastol és azok
mitokondrialis metabolizmusat féltekék szerint mértiik és elemeztiik. A konkrét eredmények
alapvetden két fontos aspektusa emlitendd meg: 1.) A mitokondriilis metabolizmus,
beleértve az NTPDaz3 aktivitasat is, az osztrusz ciklushoz, illetve annak egyes fazisaihoz
igazodo6 hullamzo tendenciat mutatott; 2.) Ez a hullimzé tendencia az allatok tobb mint
80 %-aban a hypothalamusnak csak az egyik féltekéjében mutatkozott, mig az
ellenoldali félteke mitokondrialis metabolizmusa a ciklus minden fazisaban egyenletes,
kiegyenlitett tendenciat mutatott (az alabbi tablazatokban azonban csak azon allatokbol
szarmazd méréseket vettiik aszimmetrikusnak, amelyek esetében a két félteke kozotti
szézalékos arany elérte/meghaladta az 58/42 %-os aranyt).

1. Abra. Az egyes respiracios stadiumokban tapasztalt aszimmetria az allatok szézalékos
aranyaban kifejezve a korai prodsztruszban.
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2. Abra. Az egyes respiracios stadiumokban tapasztalt aszimmetria az allatok szazalékos
aranyaban kifejezve a késoi prodsztruszban.
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3. Abra. Az egyes respiraciés stadiumokban tapasztalt aszimmetria az allatok szazalékos
aranyaban kifejezve Osztruszban.
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4. Abra. Az egyes respiraciés stadiumokban tapasztalt aszimmetria az allatok szazalékos
ardnyaban kifejezve metdsztruszban.
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5. Abra. Az egyes respiracios stadiumokban tapasztalt aszimmetria az allatok szézalékos
aranyaban kifejezve didsztruszban.
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Ez a jelenség arra enged kovetkeztetni, hogy — legaldbbis patkanyokban — a GnRH
hypothalamicus szabalyozasa aszimmetrikus, azaz féloldali hypothalamus aktivitdson



alapszik. A hypothalamicus aszimmetridrdl rendelkezésre allo korai adatokat Haldsz Béla
foglalta 6ssze 1997-ben [25]. Eszerint mar az 1900-as évek masodik felében mind
morfoldgiai, mind pedig szoveti GnRH mérések utaltak a hypothalamus aszimmetrikus
miukodésére. Ennek ellenére az irodalmi adatok arrdl tanuskodnak, hogy e kutatasi teriilet
vonatkoz6 kisérletei ezen ismereteket a mai napig nem veszik figyelembe. Minthogy a
hypothalamus funkcionélis aszimmetridja tovabbi fontos kérdéseket vet fel, azt reméljik,
hogy jelen eredményeink felhivjak a kutatok figyelmét e jelenség fontossdgara. Meglatasunk
szerint a hypothalamus aszimmetridja, a teljesség igénye nélkiil, a kovetkezd fontosabb
kérdéseket illetve lehetdségeket veti fel: Hogyan és mikor fejlédik ki az aszimmetria az
egyedfejlodés soran? Befolyasolhato-e az aszimmetria kialakuldsa, és ha igen, az milyen
kovetkezményekkel jar? Adott egyed esetében oldalhoz kotdtt-e az aszimmetria, vagy
ciklusrdl ciklusra alternativ (oldalvalté) médon jelentkezik-e? Korhoz kotott-e, hogy melyik
félteke az aktiv, illetve torténik-e kortol fliggd félteke-valtas az allat reproduktiv élete soran?
Megvan-e a ,,passziv”’ féltekében is a ciklicitas potencidja? Létezhet-e egy, a ,,passziv”
féltekében rejlé masodik reproduktiv élet lehetdsége?

A sajat jelen kisérleteink szempontjabdl a tovéabbi, az aszimmetridra vonatkozé kisérletek
legnagyobb gatjanak azt tartjuk, hogy jelenleg csak post mortem tudjuk megallapitani ezt az
aszimmetriat, ezért, és mert az egyes allatokban valtoz6, hogy melyik oldali félteke az
»aktiv”’, nem vagyunk képesek célzottan, in vivo kisérletekkel vizsgalni az adott egyed
,»aktiv’ hypothalamus féltekéjét. Ezért intenziven dolgozunk azon, hogy megfeleld6 modszert
talaljunk arra, hogy €16 allatban azonosithassuk a hypothalamus ,,aktiv” féltekéjét.

A fentiekben leirt moédon Kkiegészitett vizsgalataink lehetoséget adtak arra is, hogy
osszehasonlitsuk a hypothalamicus féltekék O2 ellatasat.

6. Abra. Osszesitett (kétoldali), valamint féltekékre vetitett teljes oxigénfogyasztas és oxigén
tartalom kozépértékei.

Total O2 content and total O2 consumption
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E téren is aszimmetriat tapasztaltunk, azzal a kiegészitéssel, hogy a hypothalamus O2
ellatasa azon allatokban is aszimmetrikus volt, ahol a mitokondrialis O2 fogyasztas a két
félteke kozott kiegyenlitettnek bizonyult. EbbOl a jelenségbdl arra a kovetkeztetésre



jutottunk, hogy a féltekék aktivitdsdhoz igazod6d aszimmetrikus O2 ellatdas a lokalis
vérkeringés aszimmetridjaval jar, €s ez arra utal, hogy léteznie kell egy, az autonom
idegrendszer hypothalamust beidegz0 részében is fellelhetd aszimmetrianak.

Mitokondrialis metabolizmus, mitokondrialis 1égzési rata (mrr)

A hypothalamicus mintdk mitokondridlis metabolizmusanak mérései oOridsi adatmennyiséget
szolgaltattak, az 5 kiilon kisérletes koriilmény (St1-5) pedig lehetdséget kinalt arra, hogy a
minta in vivo (még ¢l0) allapotdban, az éllat felaldozasanak pillanataban zajloé folyamatok
energetikai hatterét folyamatukban is tanulmanyozhassuk. Az eredmények e bosége miatt az
adatok kiértékelése még jelenleg is folyamatban van, de az ezzel kapcsolatos elso
publikéacidhoz mar elegendd letisztult informacioval rendelkeziink (publikéalas folyamatban).
Az aladbbiakban Osszefoglaljuk azon megfigyeléseinket, amelyekkel kapcsolatban mar tobbé-
kevésbé¢ stabil kovetkeztetésre jutottunk.

1.) Az ADP-fiiggo St3 korrelal a korabbi kisérleteink szerint leirt ,,hirtelen” nagyszamu
hypothalamicus excitatorikus szinapszis 1étrejottének és aktivitisanak idejével, ami az
osztrusz ciklus prodosztrusz-korai osztrusz fazisainak idejére esik. Ez a megfigyelés
lehetové tette, hogy a szinaptikus plaszticitas torténéseinek [24] megfelelé6 hullimvonal
formajaban abrazoljuk az NTPDaz3-fiiggo St3 adatokat. Ebben a megkozelitésben a
hullimvonalon azonos vagy kozel azonos értéket mutaté adatok vagylagosan keriiltek a
hullam felszallo vagy leszallo szakaszara, minthogy az St3 érték onmagaban nem
mutatja, hogy egy hullimgorbét koveto folyamat kezdeti vagy végfazisarol van-e szo.
St1-5-re bdovitett Kkisérleteink azonban, a ,,A mitokondrialis 18gzés” c. részében
megfogalmazott értékelési szempontokat figyelembe véve (kiilonos tekintettel az St4-re),
lehetové tették, hogy nagy biztonsaggal azonositsuk az egyes Osztrusz fazisok kezdeti és
vég-szakaszait, és igy az St3 eredmények realisztikus sorrendje is megallapithatova valt.
Az St3 adatok sorrendiségét (amely hullamgorbét formalt) kovetve a tobbi St adatot is
azonos sorrendben abrazolva sajatosan és eddig nem publikilt médon mutatja az
osztrusz cikluson ativel6 mitokondrialis metabolizmus alapveté paramétereit.

7. Abra. ADP-fiiggd St3 értékek (,aktiv”’ vs ,passziv” félteke). Az egyes Osztrusz fazisok
értékei elkiilonitett vonalakon abrazolva (reprezentativ diagram).

ADP-dependent St3 throughout the estrous cycle
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8. Abra. A szinaptikus egyensuly (a serkentd/gatlé szinapszisok aktudlis aranya), a feedback
tipusanak aktualis allasa, a plazma aktudlis szabad Gsztrogén szintje, az Osztrusz aktualis
fazisa, valamint a fentiekkel idoben egybeesd mitokondridlis 1égzési paraméterek egylittes
abrazolasa. Ezen az dbran jol kivehetd az Osztrusz fazisaitdl fliggd hullamz6 intenzitasu
mitokondrialis metabolizmus.
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Ez a fajta abrazolasmod, amely folyodiratban kozolve is hamarosan megjelenik, azért
fontos, mert egy adott egyed egészséges allapotat jellemz6 paraméterekkel (centralis St1-
5 értékek periférias hormonszintekkel igazolt ovulacioval kiegészitve) latja el.

A palyazat eredeti célkitlizései kozott szerepelt az NTPDaz3 blokkolas hatasanak vizsgalata.
Az NTPDaz3 blokkolasa (Suraminnal) szignifikansan csokkentette az ATP-hidrolizalast,
emiatt pedig a (kevesebb ADP miatt) kovetkezményesen csokkent facilitalo hatas
csokkentette a mitokondrialis O2 felhasznalast. Ez a jelenség azonban nem csak az St3-t
jellemzi, hanem (minthogy a Suramin-kezelés mar a Kkisérlet elején megtortént) a
csokkent ADP szint visszahatva az St1-2-t is csokkentette, ugyanakkor megnétt a mintak
StS (rezidualis O2) értéke. Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy az NTPDaz3 gatlasaval
nem csupan a mar szintetizalt mitokondrialis ATP mennyiség csokkentheté, hanem
visszacsatolasos moédon, atfogéan csokkentheté a mitokondrialis metabolizmus sebessége
is. Emiatt feltételezheté, hogy olyan esetekben, amikor az excitotoxicitas veszélye
fenyeget, az NTPDaz3 részleges, terapias blokkolasa mitokondrium- és sejtvédo hatasu
lehet. Az, hogy az NTPDaz3 blokkolasa ténylegesen megakadalyozta-e az LH hullam
kialakulasat, a jelenleg (és a kozeljovoben) zajlé hormonszint vizsgalatokbo6l tudhato
majd meg.

Elméletileg tehat, kisérleteink ezen eredményei hozzajarulnak ahhoz, hogy a jovében
remélhetéen Kkifejlesztett in vivo (de itt nem meghatarozott) modszerekkel is mérheto
St1-5 adatokkal az esetleges patologias szaporodasbiologiai tiinetek konkrét oka(i)
meghatarozhatok és orvosolhatok lesznek.

Tovabbi célok

Az azonnali és legfébb célunk, hogy olyan modszert taldljunk vagy fejlessziink, amely
lehetévé teszi az ,,aktiv”’ hypothalamus félteke megallapitasat ¢16 allatban. Minthogy az
altalunk leirt aszimmetria a hypothalamus vérellatottsagara is vonatkozik, az egyik lehetséges
modszer a termografia alkalmazéasa lehet, amely jelenleg altalanosan alkalmazott modjan
kellden érzékeny, azonban térbeli felbontdsi képessége kérdésessé teszi, hogy kisméreti
ragcsalok esetében, jelen esetben patkanyok hypothalamusanak hdmérsékleti monitorozasara,
specialis modositas nélkiil megfelel-e.

A mitokondrialis NTPDaz3 mikodésének hormonalis szabalyozasa alig ismert. Ezért
kiemelkedd fontossagu, hogy a hypothalamus esetében, amelynek miikodését az E2 és PMHk
alapvetden befolydsoljak, mielébb tisztazzuk, hogy milyen modon hat e két hormoncsalad az
NTPDaz3 expresszidjara és aktivitasara. A hormonhatasok legvaldsziniibb medialéi maguk a
hormonok specifikus receptorai lehetnek, ezért tovabbi terveink kézott szerepel az E2, PMHk,
ezek receptorai és az NTPDaz3 kozotti funkcionalis viszony tisztazasa.

Végezetiil, tavolabbi céljaink koz¢ tartozik egy olyan metabolikus paraméterekbdl allo képlet
kidolgozasa, amely az adott (hypothalamusra haté vagy abbol fakad6) hormonaélis viszonyok
illetve szimultdn metabolikus paraméterek segitségével jellemzéek egy adott egyedre
(egészségkeéplet), igy patologids esetekben tampontul szolgdlhat mind a helyes diagnodzis
felallitasaban, mind pedig a megfeleld terapia megvalasztasaban.
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