A pélyézati témaban elért eredményeket 10 kdzleményben (ebbdl 4 kozlés alatt) és 29 hazai
¢s nemzetkozi kongresszuson el0adas vagy poszter formdjaban mutattuk be. A vizsgalatok
dontd tobbségét PhD hallgatok (5 f6) és tudomanyos didkkori hallgatok (2 f6) végezték. A
téma kezdetekor valamennyien ,,kezd6” kutatok voltak, akiknek a neuroanatomiai tudast is
meg kellett szerezni, és a szamos alkalmazott modszert (1d. Fiiggelék 1) el kellett sajatitaniuk.
Az 1j kutatési eredmények elérése mellett a palyazatnak ez volt az egyik legfontosabb célja,
amit sikeriilt is teljesiteni. A fiatal kutatok 19 kongresszusi eldadast, ill. poszter bemutatot
tartottak, életiikben eloszor — és sikerrel. Az elmult négy év soran annyi tapasztalatot
szereztek ¢s annyi eredményt értek el, hogy mind az 6ten PhD téziseiket (1d. Fiiggelék 2) két
éven beliil meg tudjak védeni.

Tudomanyos eredmények

1) Megfigyelesek éheztetés és ujraetetés (jollakottsag) hatasara bekovetkezett valtozasokrol a
nyultvevo dorsomedialis neuronjaiban

A vizsgalatokat 2 napig éheztetett, valamint éheztetett és ujractetett (2 h) patkanyokon
végeztik. Az értékelést az idegsejtek aktivitdsat jelzé c-fos gén expresszidjanak
immunhisztokémiai és in situ hibridizacioés hisztokémiai vizsgalataval és azok kvantitativ
értekelésével végeztiik. A vizsgdlatok négy allatcsoporton torténtek: kezeletlen, 10 nappal
szubdiafragmatikus vagotomia utani posztnatalisan monosodium glutamattal (MSG) kezelt és
vagotomizalt — MSG-kezelt allatcsoporton. Megéllapitottuk: a) a kétnapos éheztetés utan nem
volt lathatd és mérhetd c-fos aktivitds a vagus érzé (nucleus tractus solitarii — NTS), motoros
(nucleus motorius dorsalis nervi vagi — DVN) magjaiban és az area postremaban. b) Kétnapos
¢heztetés utan jollakott allatok NTS neuronjaiban és az area postremaban igen erds (a kontroll
allatokénak 4-14-szerese) c-fos pozitivitds volt kimutathato, jelezve, hogy a jollakottsadg
érzése itt valt ki akut neuronalis aktivitast. c) Megallapitottuk — varakozéasainkkal ellentétében
—, hogy vagotomizalt allatokban a jollakottsag az almiitott allatoknal nagyobb mértékben
valtott ki c-fos aktivitast, amit az NTS és area postrema neuronok fokozott szenzitivitasaval
tudunk magyarazni. Igazoltuk, hogy a vagotomizalt allatoknal az alternativ (extra-vagalis)
palyak szerepe megnd: 1) a gyomorbol a gerincveldn at az NTS-be futd palyat retrograd
transzporttal igazoltuk, 2) a humoralis (érpalyan at) uton érkezd vizsgalatok szerepét igazolja,
hogy NSG-vel kezelt allatoknal, ahol az area postrema — NTS kozotti keringés sériil, az ujra
etetés gyengébb c-fos aktivitast valt ki mind a kontroll, mind a vagotomizalt allatokban. A
megfigyelések 0sszegzéséilil megallapitottuk, hogy a jollakottsag (satiety) inger elsédleges
tamadaspontja a vagus érz6 magjanak és az area postremanak a neuronjai és a jollakottsagi
szigndl nemcsak a n. vaguson, hanem alternativ neuronalis €s humoralis uton is eljut a
gyomor-bélrendszerbdl a nyultveldbe (Puskas et al., submitted).

2) Megfigyelések éheztetés és ujraetetés (jollakottsag) hatdasdara bekévetkezett valtozasokrol a
hypothalamus neuronjaiban

Ismeretes, hogy a hypothalamus a téplalkozas idegrendszeri szabalyozéasaban koézponti
szerepet foglal el. Tobb sejtcsoportjaban (arcuatus, ventromedialis, paraventricularis magok)
¢s aredjaban (lateralis és dorsolateralis aredk) jelenleg mintegy 10 orexi- €s anorexigén
neuropeptidet és ezek receptorait ismerjiik, melyek a taplalékfelvétel egyensulyat vannak
hivatva fenntartani. Megallapitottuk (Renner et al, 2010), hogy a) a kétnapos ¢heztetés nem
valtott ki nagyobb méretii idegsejt aktivitast egyik teriileten sem, de ez nem zarja ki, hogy a
kétnapos ¢€heztetés folyaman nem volt aktiv hypothalamikus sejtcsoport. (A kisérletet
megismételve, egynapos ¢heztetés esetén sem kaptunk lényeges valtozast. Az éheztetés



okozta véltozasok szisztematikus vizsgilata a jelenlegi vizsgalatok témaja.) b) Ujraetetés
hatasara nagyon markéns ¢€s koriilirt valtozast észleltiink a hypothalamusban: a dorsomedialis
mag ventralis sejtcsoportjaiban igen erds volt a c-fos aktivités, a kontroll allatokban mért érték
kozel tizszerese. Ez a jollakottsag inger hatasara 1étrejott neuronalis aktivitas kimutathaté volt
vagotomizalt és MSG-kezelt allatokban egyarant. Ez utdbbi kiemelendd, mert az MSG-
kezelés elpusztitotta a nucleus arcuatus neuronjait, melyek a hypothalamusba vezetd
humoralis Ut kiemelt célpontja, és a jollakottsagi inger ennek ellenére hatasos volt. Ez a tény
logikusan indukalta, hogy vizsgalni kell a nucleus dorsomedialis ventralis sejtcsoportjanak
beidegzését, vagyis a ,,satiety szignal” tjat a hypothalamusba (1d. 3. pont).

3) Neurondlis kapcsolat a nucleus tractus solitarii és a hypothalamus doresomedialis
sejtcsoportja kozott.

Megallapitottuk, hogy a) a nucleus dorsomedialis ventralis sejtcsoportjanak neuronjai kozott
axonokbdl és végzddésekbdl allo finom halézat van. b) Immunhisztokémiai festésekkel
prolactin-releasing peptide (PrRP) és glucagon-like peptid-1 (GLP-1) mutathat6 ki. Mindkét
neuropeptid idegsejtjei a nyultveloben (az NTS-ben) talalhatok, ill. PrRP neuronok a n.
dorsomedialis caudalis részében is vannak. Annak bizonyitdsdra, hogy a nucleus
dorsomedialis ventralis teriiletén levé PrRP héldzat a nyultvelobol ered, féloldalt atmetszettiik
az also agytorzset a hid-nyultvevé hatdron és PrRP immunfestést végeztiink. Az
immunfestéssel a kiilonb6zo sikban késziilt sorozatmetszeteken nyomon tudtuk kdvetni a
PrRP rostokat, melyeket a féloldali metszés megszakitott, ezért ezen az oldalon a nucleus
dorsomedialisban a PrRP hélézat nem volt lathat6, mig az intakt oldalon a PrRP palya az
NTS-t6l a nucleus dorsomedialisig kovethetd volt. Megismételve a vizsgalatot ¢heztetett /
ujractetett allatokon, a miitétt oldalon ,.eltlint” a PrRP-pozitiv hal6zat a nucleus dorsomedialis
ventralis sejtcsoportjabol és itt az idegsejtekben nem volt kimutathatdé c-fos pozitivitas,
szemben az intakt oldallal, ahol PrRP-pozitiv halézat és erds c-fos aktivitds volt lathato
Ujraetetés utan. Megallapitottuk, hogy a jollakottsdg szignal a nyultvel6bdl egy idegi palyan
jut el a hypothalamusba, és ennek a palyanak részei a PrRP-t tartalmazé idegrostok (Renner et
al., 2010). Tovabbi vizsgalatok folynak e palya mads, a taplalékfelvételben szerepet vivod
komponenseinek neurokémiai identifikalasara.

4) Megfigyelések az eheztetés és jollakottsag hatdasara bekovetkezett valtozasokrol agykeérgi és
nucleus accumbens neuronokban

A kétnapos éheztetés, valamint az éheztetést kovetd Ujraetetés (2 h) hatdsat vizsgéltuk a
frontalis agykéregben (anterior cingulate cortex, infralimbikus és prelimbikus cortikalis
areak), valamint a nucleus accumbens ,,shell” és ,.core” teriiletén 1évd idegsejtekben c-fos
immunfestéssel és in situ hibridizacidos hisztokémiai modszerrel. A sorozatmetszetek
kvantitativ értékelése folyamatban van. A kvantitativ értékelés eredményei azt mutatjak, hogy
az infralimbikus kéreg €s a nucleus accumbens shell neuronjai erds c-fos expresszidval
vélaszoltak a jollakottsag ingerére. A vizsgalatok befejezése az év kozepére varhato.

#

Az els6 4 pontban ismertetett vizsgalatok mellett, melyek a taplalékfelvétel szabalyoza
»afferens” (érzd) szaranak megismerésére iranyultak, vizsgalatokat folytattunk az ,.efferens”
(motoros) palyak és az azokban részt vevd neuronok lokalizalasara is.



5) A gyomor és a duodenum beidegzésében szerepet vivo szimpatikus és paraszimpatikus
premotoros, valamint preganglionaris neuronok topogrdfiai lokalizdalasa retrograd transz-
szinaptikus palyajeléléssel.

Jol ismert a gyomor és a duodenum beidegzésében szerepet vivé paraszimpatikus (nucleus
motorius dorsalis nervi vagi — DVN) ¢és szimpatikus (thoracalis gerincveld oldalszarv)
neuronok lokalizacidja. Vizsgalatainkban pseudorabies virust alkalmaztunk retrograd
transzszinaptikus palyajelolésre patkdnyokon. A gasztrointesztindlis rendszer két fekélyre
leginkabb hajlamos teriiletére (gyomor antrum és duodenum) adtunk be két kiilonbozo
fluoreszcens jeldlt virust és idofiiggvényben (2-3-4-5 nap) kdvettiik nyomon a jelolést a
nyultveldbe, majd magasabb agyteriiletekre. A virus el6szor (2 nap) jeloli (fertézi) a
preganglionaris neuronokat, majd azokon keresztiil a pregangliondris neuronokat beidegz6
idegsejteket (ezeket nevezziik szimpatikus vagy paraszimpatikus premotoros neuronoknak). A
két kiilonbozé fluorokrémmal jelolt virus révén kiilon lokalizalhattuk azokat a preszinaptikus
¢s premotoros neuronokat, melyeken vagy a gyomor, vagy a duodenum beidegzésében
vesznek részt. A sejtek mintegy 5-8 %-a mindkét virussal jelolodott, jelezve, hogy
axonkollateralisok révén mindkét teriiletet azonos preganglionaris idegsejt idegzi be. A 3-5
napos virusterjedés révén lokalizaltuk azokat az alsé agytorzsi adrenalin-, noradrenalin- és
serotonin-tartalmi  sejtcsoportokat, melyek premotoros sejteket tartalmaznak, tovabba
premotoros neuronokat a hypothalamus arcuatus és paraventricularis magjaiban, valamint a
dorsolateralis hypothalamikus areaban, melyek részt vesznek a gyomor és a duodenum
kozvetett beidegzésében. Lokalizaltunk premotoros neuronokat az infralimbikus kéregben is.
Mindezen eredmények (Kurucz et al., kozlés alatt) kivalo topografiai alapot biztositanak a
taplalékfelvétel szabalyozasdban részt vevd szimpatikus ¢€s paraszimpatikus premotor
neuronok tovabbi kémiai karakterizalasara és célzott funkcionalis vizsgalatokhoz.

6) Kapcsolatok a taplalékfelvétel szabalyozdasban — szerepet vive — dorsolateralis
hypothalamusban elhelyezkedé és agytorzsi adrenalin- és noradrenalin-tartalmu neuronok
kozott.

A hypothalamus dorsolateralis teriiletén foglalnak helyet azok az orexint- és melanocitat
stimuldlé hormont (MCH) tartalmaz6é neuronok, melyek a taplalkozéasi szabalyozo kor
efferens (motoros) szarat képezik, és taplalékfelvételt fokozo (orexigén) hatdsuak. Az also
agytorzsben taldlhatok azok az adrenalin- (C1, C2) és noradrenalin-tartalmt sejtcsoportok,
melyek mint szimpatikus premotoros neuronok a szimpatikus preganglionaris neuronokon at
hatnak a periférids szimpatikus rendszerre és a gluk6z metabolizmusra kifejtett hatasuk révén
vesznek részt a szervezet energiahaztartasdnak szabalyozasdban. Kettds fény- ¢&s
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal igazoltuk (Puskés et al.,, submitted), hogy a
hypothalamus orexin-tartalmi neuronjai beidegzik valamennyi szimpatikus premotoros
neuront tartalmazé adrenalin és noradrenalin sejtcsoportot. Megjegyzendd, hogy az orexin-
adrenalin/noradrenalin kapcsolat kétiranyi, korabbi vizsgalatainkban igazoltuk, hogy
adrenalin-tartalamt rostok finom halozatot képeznek a dorsolateralis hypothalamusban
mintegy reprezentalva a két rendszer kozotti feedback mechanizmus morfologiai alapjat.

Labjegyzetek (megjegyzések) a zarojelentéshez
1) A taplalékfelvétel szabalyozasa nagyon ,,forrd” téma, nagyon sok kutatdcsoport téméja, igy

adodott, hogy amikor elkezdtiik a munkaterv megvaldsitasat, tobb 0j adat jelent meg, ami a
tervezett vizsgalatok modositasat igényelte.



2) Szamos modszert tovabb kellett finomitani, illetve a tervezett kisérletekhez alkalmassa
tenni, igy pontositani az intracranialis sztereotaxikus beadasokat (Kovacs és Palkovits, 2
kozlemény publikalds alatt), kiallitani az wjabban leirt anyagok optimélis dozisat, és Uj
3) Egyes agytorzsi sejtcsoportok szerepe a taplalékfelvételben feltételezett, de
hatdsmechanizmusaban nem ismert. Vizsgalati modelljeink felallitasanal el kivantuk donteni,
hogy szisztematikus vizsgélatainkat ezen sejtcsoportokra kiterjessziik-e. Ezen vizsgélatok 1]
megfigyeléseket hoztak, melyeket 6nallé kézleményekben ismertettiink is (Toth et al., 2006,
Gaszner et al, 2007, Rezek et al., 2008), de a késObbi vizsgalati modellekbe ezeket az
agyteriileteket nem vettiik be.

Fiiggelék 1
A kisérletekhez felhasznalt modszerek

- Immunbhisztologia: orexin, NPY, MCH, GLU-1, TH, PNMT, PrRP immunfestések
egyszeri €s tobbszori immunfestések
fluoreszcens mikroszkdpos immunfestések
konfokalis mikroszkdpos analizis
Fos ¢és Fra-2 immunfestések
- Elektronmikroszkopos immunhisztokémia: orexin, TH, PNMT, PrRP
egyszeri és gold/DAB kettos jelzés
- In situ hibridizacios hisztokémia
c-fos, mRNS kimutatdsa
- Pélyajelolési (,.tract tracing”) modszerek:
anterograd palyajelolések: PHA-1
retrograd palyajelolések
transz-szinaptikus retrograd palyajeldlés pseudorabies virussal
- Kisérletes agymiitétek
sztereotaxikus 1éziok
célzott palyadtmetszések
- Szubdiafragmalis vagotomia
- Lokalizalt kémiai agyléziok:
gold thioglucose kezelés egérben
monosodium glutamat kezelés patkdnyokban

Fiiggelék 2
A vizsgalatok 5 fiatal hallgatdo PhD témajat képezik:

Kovacs Zsolt Istvan: A nucleus arcuatus kapcsolatai az agytorzsi és gerincveldi vegetativ
kdézpontokkal

Papp Rege Sugarka: A dorsolateralis hypothalamus taplalékfelvételben szerepet jatszo
neuronjainak kapcsolata

Puskas Nela: A jollakottsdg szignaljdnak utja a n. vagus altal beidegzett gerincveldi
neuronokhoz és tovabbitasa hypothalamikus és agykérgi kozpontokhoz



Renner Eva: A hypothalamus dorsomedialis magjaban levd idegsejtek szerepe a
taplalékfelvétel kozponti szabalyozasaban

Szabo-Meltzer Kinga Ibolya: A taplalkozasban szerepet jatszd hypothalamus ventromedialis
mag idegsejtjeinek kémiai karakterizalasa és kapcsolatrendszeriik kisérletes vizsgalata

A vizsgélatokban 2 tudomanyos didkkori hallgatd (Kurucz Péter és Kirschenbaum Ddaniel)
vett részt.



