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Bevezetés

A hipotalamusz kulcsszerepet jatszik egy sor olyan homeosztatikus folyamat iranyitasaban
mint az energiahaztartas, a taplalékfelvétel, a reproduktiv folyamatok és az alvas-ébrenlét
szabalyozasa. Kutatocsoportunk a gonadotropin-releasing hormon (GnRH) szekréciojanak
és az ez altal kivaltott luteinizald6 hormon (LH) felszabadulasanak hipotalamikus
szabalyozofolyamatait vizsgalja. Korabbi eredményeink ravilagitottak, hogy a néi nemi ciklus
szabalyozasanak hatterében a neuroendokrin hipotalamusz neuronkapcsolatainak dinamikus
Ujraszervezddése all. Ez a morfoldgiai szinaptikus plaszticitasként ismert folyamat az, ami
meghatarozza a hipotalamuszbeli serkent6 és gatldé neuronkapcsolatok aktualis aranyat és
ezen keresztil e két neuronpopulacié (serkenté/gatld) funkcionalis befolyasat. A jelen
szakirodalomban altaldanosan elfogadott tény, hogy a szinaptikus plaszticitas felelés a
hipotalamikus m{ikddések, ezen belll is kivaltképpen a GnRH-felszabadulas mintazatanak
végs6 megformalasaért.

Az agy szimmetrikus szoveti szervez6dést mutatd szerv, melynek parosan megjelend
terlletei tulnyomoan eltéré funkciokat latnak el. A miikédésbeli aszimmetria a neuroendokrin
hipotalamusszal kapcsolatosan is mar igen koran felmerilt a szakirodalomban, kilénos
tekintettel a reproduktiv folyamatok iranyitasanak vonatkozasaban. Ezen tanulmanyokbdl
kiindulva kezdte meg kutatécsoportunk a hipotalamusz két féltekéjében mutatkozé
mitokondrialis metabolizmus intenzitasanak vizsgalatat az 06sztrusz ciklus fazisainak
figyelembe vételével. A mitokondridlis metabolizmus vizsgalatanak a szdéban forgo
kérdésfeltevésre vonatkozé relevancidjat alatamasztja az, hogy mind a szinaptikus atépdalés,
mind pedig a neurotranszmisszidéval kapcsolatos torténések nagyban energiaigényesek.
Ebbdl kdvetkez6en a mindenkori ATP-szint és az azt befolyasolé tényez6k ereddje jol
reprezentalja az dsztrusz ciklus fazisai alatt lezajloé hipotalamuszbeli idegi tevékenységek és
plasztikus szinapszisatrendezddés mértékét.

A fent emlitett irodalmi adatok és sajat el6kisérleteink eredménye alapjan két hipotézist
allitottunk fel: 1) a hipotalamusz sejtszint(i energiahaztartasa aszimmetrikus, és 2) az ATP-
hidrolizalé6 NTPDaz3 enzim szerepet jatszik a hipotalamikus mitokondriumok ATP-szintjének
szabalyozasaban.

Mivel ismeretes, hogy a néi ivaru egyedekben a reproduktiv folyamatok iranyitasaban részt
vevl hipotalamikus terlleteken nagymérvi, dinamikus szinapszisatépilés zajlik, ami pedig
ciklikusan valtozd energiaszikségletet (ATP-szint) feltételez, az els§ hipotézisunket a
neuronalis aktivitds egyik alapvetd paraméterén, a mitokondrialis légzésen keresztll
tanulmanyoztuk.

A hipotalamikus anyagcserével kapcsolatos kutatasaink soran kimutattuk az ekto-nukleozid-
trifoszfat-difoszfohidrolaz-3 (NTPDaz3) enzim kozponti idegrendszeri el6fordulasat és
feltérképeztik a patkanyagybeli megoszlasat. Az NTPDaz3 kulondsen nagy expresszids
szintet mutatott a hipotalamusz serkent6 neuronjainak idegvégzddéseiben és
mitokondriumaiban. E medfigyelésre alapozva masodik hipotézisink feltételezi, hogy
amennyiben az NTPD&z3 aktiv formaban jelen van a hipotalamikus mitokondriumok belsé
membranjahoz asszocidltan, illetleg a mitokondrialis matrixban, ugy az enzim ATP-
hidrolizalé hatasanak kisérletes uton valdé gatldsa az ADP-fuggd (3-as tipusu, St3)
mitokondrialis 1égzés jelentés csokkenését vonja maga utan, tovabba, hogy az NTPDaz3
expresszidés szintje és/vagy enzimaktivitdsa dsztrogénfliiggé. E hipotézis beigazoldédasa
egyben azt is jelentené, hogy az NTPDaz3 fontos szabalyozd szerepet jatszik a
hipotalamikus serkenté neuronok mitokondrialis energiatermelé folyamataiban.



Célkitlizések

A hipotalamikus metabolizmus aszimmetridjanak vonatkozasaban a kovetkezd kérdésekre
kerestik a valaszt:

. Mutatkozik-e kilénbség a teljes oxigéntartalom (O.) és az oxigénfogyasztas
terén a normal ciklusu nésténypatkanyok hipotalamuszfeleiben?

Il

Amennyiben igen, hogyan valtozik a féloldalisag az 6sztruszciklus fazisaiban?
Milyen mintazatot mutat a féloldalisag az 6sztruszciklus fazisai soran,
felfedezhet6-e valamilyen szabalyszerliség a mitokondridlis metabolizmus e
valtozasaban?

© >

lil.

Mutatkozik-e metabolikus dominancia valamelyik hipotalamuszfelet tekintve?
Ha igen, valtozik-e ez a dominancia a nemi ciklus fazisaival, illetve a
mitokondrialis Iégzési stadiumoktdl figgden?

w >

Az NTPDaz3-nak a hipotalamikus szabalyozdszerepével kapcsolatos feltételezésinkbdl
kiindulva célunk az volt, hogy

.

kimutassuk a széban forgd enzim sejtspecifikus eléfordulasat, és hogy
meghatarozzuk annak szubcellularis eloszlasat.

Il.
bemutassuk, hogy hogyan befolyasolja az dsztrogén (E2) az NTPDaz3
kifejez6dését, és hogy ez

miként tikrézddik az enzim aktivitasaban?

lil.
kimutassuk, hogy az E2 hogyan mddositja a lateralis és medialis
hipotalamikus tertiletek ADP-fliggd (St3) mitokondrialis 1égzését

kimutassuk az éhezés/éhezés-Ujraetetés St3 mitokondrialis |égzésre gyakorolt
hatasat ovariektomizalt patkanyokban.

@ > W > Wp



Anyagok és moédszerek

A hipotalamuszbeli metabolikus aszimmetria vizsgalatahoz normal ciklusi Sprague-Dawley
néstény patkanyokat hasznaltunk fel. Az Osztrogénhatast ugyanebbe a tbérzsbe tartozé
ovariektomizalt allatokon végeztik. Az allatok 6sztrusz ciklusanak fazisat hlvelycitolégia
segitségével allapitottuk meg.

A mitokondrialis 1égzésméréshez a jobb és bal oldali hipotalamuszféltekékbdl nyert mintakat
elkllonitetten dolgoztuk fel. Az agyblokkokat homogenizaltuk, a mitokondridlis frakcidkat
gradiensfrakcionalassal (Percoll) finomitott differencialfrakcionalassal kualonitettik el. A
mitokondridlis légzési ratakat a mitokondriumfrakciokbol Clark-tipusu oxigénelektréd
segitségével rogzitettuk

Az NTPDaz3 szbveti és szubcellularis eloszlasat, valamint az NTPDaz3 és a glutaminsav-
dekarboxilaz (GAD) kolokalizaciojat elektronmikroszképos vizsgalattal kiegészitett
immunfestéssel tartuk fel.

Az NTPD&z3 expresszios szintjének meghatarozasat Western blottal végeztik. Az enzim
mitokondrialis metabolizmusra kifejtett hatasat annak suraminnal t6rténd blokkolasaval
mitokondridlis Iégzésmérésen keresztil tanulmanyoztuk.

Eredmények és megbeszélésiik

A hipotalamusz aszimmetrikus mitokondrialis metabolizmusa

A hipotalamikus aszimmetriaval kapcsolatos eredményeink alapjan két alapvet6
megallapitas teheté: 1) a mitokondridlis metabolizmus az dsztruszciklus fazisait kovetd
fluktuaciét mutat; 2) a mitokondridlis metabolizmusban megfigyelheté ciklikus valtozas
csupan az egyik (az altalunk ,aktivnak” nevezett) oldal esetében volt észlelhetd, mig az
ellenoldali (,csendes oldal”) respiracios rata (MRR) nem mutatott valtozast a nemi ciklus
fazisaitol fuggben.

Bar kdzvetlen bizonyitékunk még nincs ra, azonban a reproduktiv folyamatok hipotalamikus
iranyitasaval kapcsolatos jelenlegi ismereteink és a sajat mérési eredményeink alapjan
er6sen valoszinUsithetd, hogy az ,aktiv’ oldal ciklusfiggd és intenzivebb mitokondridlis
metabolizmusa a GnRH-szekrécié iranyitdsahoz kothetd.

Az NTPDaz3 neuronspecifikus el6fordulasa a hipotalamuszban

Fénymikroszképos vizsgalatok NTPDaz3-immunpozitiv részecskéket tartak fel lateralis
hipotalamuszbeli és nucleus arcuatus-beli idegsejtek sejttesteiben, ezzel szemben a
hipotalamusz mas régidiban immunreaktivitas csak a vérérhalozattal kozvetlen kapcsolatban
lévé idegvégz6désekben volt kimutathato. Az NTPDaz3-ra és a GAD-ra elvégzett
kollokalizaciés immunfestés eredménye szerint a 2540 GAD-pozitiv idegsejt kozll egyetlen
egyben sem volt jelen az NTPDaz3 enzim. Ebbdl az vonhato le kévetkeztetésként, hogy az
NTPDaz3 a hipotalamuszban elsésorban serkenté neuronokban fordul elé.

Az NTPD&az3 szubcellularis el6fordulasa a hipotalamuszban

Fény- és elektronmikroszképos vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az NTPD&z3 enzim jelen van
a neurolemma joél korulhatarolt terlletein, alatamasztva az NTPDazokkal kapcsolatban
altalanosan elfogadott nézetet, miszerint ezek az enzimek a sejtmembranba épllve
fordulnak el6, és annak extracellularis oldalan képesek kifejteni nukleozid hidrolizalé
enzimaktivitadsukat. Vizsgalataink azonban arra is fényt deritettek, hogy az NTPDaz3 a
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dendritekben és az axonvégzddésekben is jelen van, és ami még érdekesebb, megtalalhaté
a mitokondridlis matrixban és/vagy a mitokondridlis bels§ membranhoz asszocialtan is.
Jelenléte alapjan feltételezhetd tehat, hogy az NTPDaz3 ATP-hidrolizalé aktivitasa révén
kOzrejatszik az ATP/ADP aranyat szabalyoz6 folyamatokban a hipotalamikus serkentd
neuronokban.

Az 6sztrogén hatasa a hipotalamikus NTPDaz3 expresszidjara

A fenti eredmények értelmében, valamint annak ismeretében, hogy a neuroendokrin
hipotalamusz a gonadalis szteroidhormonokra érzékeny terilet, ésszerl feltételezni, hogy a
hipotalamikus NTPDaz3 expressziojat médosithatja az 6sztrogén mindenkori plazmaszintje.
Eredményeink szerint ovariektomizalt patkanyok lateralis hipotalamikus mintaiban az
NTPDaz3 expresszidja szignifikansan megnodvekedett 4-12 oraval az egyszeri szubkutan
Osztrogéninjekciét kovetben, majd 16-26 o6ra elteltével fokozatosan visszatért a kontroll
szintre (egycsucsu gorbe). Ezzel szemben a nucleus arcuatust AN-t is tartalmazo medialis
hipotalamikus mintakban 6-10 éra elteltével mutatkozott egy kezdeti expresszidndvekedés,
amit hatarozott csdkkenés, majd 22-26 6ra elteltével egy masodik erés ndvekedés kovetett
(kétcsucsu gorbe). Az enzimexpresszid Osztrogénkezelést kovetd mintazatanak eltérd
mivolta feltételezhetéen a vizsgalt hipotalamuszteriletek kilonb6zé funkcidjaval allhat
kapcsolatban.

Lévén, hogy a mediobazalis hipotalamusz (magaba foglalva az AN-t) a GnRH-regulaciéban
résztvevd legfontosabb agyterilet, a fenti eredmények alapjan logikus feltételezni, hogy az
NTPDaz3 valamilyen médon részt vesz a gonadotropin-felszabadulas 6sztrogénvezérelte
szabalyozasaban. E hipotézist tamogatja az a felismeréslink, mely szerint az NTPDaz3
gatlasa lecsokkenti a St3 mitokondrialis 1égzési ratat és a mitokondrium teljes respiracios
kapacitasat. Ennek értelmében a megnodvekedett NTPDaz-aktivitds mintegy tamogatna a
serkentd neuronok atmenetileg megndvekedett energiasziksegletének fedezését, azt a
folyamatot, amely kdzvetlenlil a GnRH-felszabadulast megel6z6 6sztrogénfliggd szinaptikus
Ujraszervezddést kiséri.

Az NTPDaz3 aktivitasanak kimutatasa a hipotalamikus mitokondriumokban

Az NTPDaz enzimaktivitasanak suraminnal valé gatlasa jelentés csdkkenést okozott a St3
légzési rataban (St3 Iégzési rata suraminos kezelést kovetben: 45,05 £ 4,9 nmol O,/mg
fehérje/min, kezeletlen kontroll: 65,1 + 6,6 nmol O,/mg fehérje/min). Hasonlé mértéki
valtozast/csokkenést mutatott a teljes respiraciés kapacitas is (87,8 + 5,5 nmol O,/mg
fehérje/min a kontroll, illetve 57,7 + 6,5 nmol O,/mg fehérje/min a kezelt mintakban). Ezen
eredmények alapjan az NTPDaz3 befolyasolni latszik a mitokondrialis matrixban lezajlo és
az oxigénfogyasztassal kapcsolatba hozhaté biokémiai folyamatokat. Tehat feltehetéen
létezik egy olyan, az intramitokondrialis NTPDaz3 aktivitason keresztil hatd, de ez eddig
meg tisztazatlan endogén regulacios ut, amely a hipotalamuszbeli serkentd
neurotranszmisszié energiaellatasaért felel6s folyamatokat képes befolyasolni.

Az bsztrogén eltéré6 modon hat az ADP-fliggé (St3) mitokondridlis Iégzésre a lateralis és
medialis hipotalamuszban

Ovariektomizalt néstény patkanyokban tiz 6raval az egyszeri szubkutan dsztrogénkezelést
kovetéen a hipotalamusz lateralis régidjaban 63 %-kal, mig a medidlisban 43 %-kal nétt a
St3 légzési rata. Az emlitett hipotalamuszrégiokban az NTPDaz3 expresszidja és aktivitasa
kozott megfigyelhetd eltérés arra enged kdvetkeztetni, hogy az NTPDaz3 expresszidjanak
Osztrogénfiiggd szabalyozasan tul létezni kell olyan mechanizmusoknak, amelyek magat az
enzim aktivitasat befolyasoljak.




A jollakottsaq hatasa az ADP-fliggbé mitokondrialis l1éqgzésére ovariektomizalt patkanyokban

24 dras éheztetés dsztrogéndeprivalt allatokban a mediadlis hipotalamuszban 44 %-kal, a
lateralis hipotalamuszban ezzel szemben 81 %-kal névelte a St3 mitokondridlis Iégzési ratat.
A lateralis hipotalamuszban tapasztalt novekedés 4 6Oras Ujraetetést kdvetben visszatért a
kontroll értékre. E megfigyelésbdl arra kdvetkeztetink, hogy az 6sztrogén a taplalékfelvételre
gyakorolt hatasat sokkal inkabb a medialis, mintsem a lateralis hipotalamuszon keresztul fejti
ki.

Osszefoglalas

A hipotalamusz a homeosztatikus folyamatok iranyitasaért felelés egyik legfontosabb
integrativ agyteriilet, és egyben olyan periférikus hormonok célpontia mint a
szexualszteroidok, a pajzsmirigy hormonok, a ghrelin, a leptin, stb.

A hipotalamusz féloldalisagat felvetd publikaciokat alapul véve egy olyan altalanos
paraméter, a mitokondridlis metabolizmus vizsgalatat tlztik ki célul, amely megbizhatd
képet ad a neuronok energiahaztartasardl és ezen keresztll a funkcionalis aszimmetria
hipotalamuszbeli meglétérdl vagy hianyardl. Normal ciklusu néstény patkanyokon végzett
kisérleteink kimutattak, hogy a hipotalamikus mintak mitokondridlis metabolizmusanak
intenzitasa az Osztruszciklus fazisait kovetve valtozik. Ez a valtozas azonban csupan az
egyik hipotalamuszféltekében (,aktiv oldal”) volt megfigyelhetd, az ellenoldali hipotalamuszfél
(,csendes oldal”) mitokondrialis aktivitAsa nem mutatott ilyen jellegl ingadozast. Mindezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a hipotalamusz funkcionalisan aszimmetrikus
agyterllet, és mivel a mitokondridlis mikoddés az észtruszciklus fazisait latszik kdvetni, ez a
féloldalisag legvalésziniibben a GnRH-felszabadulas szabalyozasaval all kapcsolatban.

Ezen Adllitasunkat alatdmasztja, hogy a GnRH (azaz a ovaridlis ciklus) szabalyozasa a
hipotalamuszbeli szinapszisok ciklikus atépllésének (morfofunkcionalis szinaptikus
plaszticitas) a kovetkezményeként valdésul meg, amely pedig — mint ahogy az az idegi
mikodés legkulonfélébb aspektusaira elmondhaté — igen energiaigényes folyamatok
szervezett Osszességét feltételezi. Az ez uton mutatkozé és ciklikusan valtozé
energiaszikséglethez a szinaptikus atépilésben részt vevé neuronok mitokondrialis
metabolizmusanak dinamikusan kell igazodnia.

ATP-hidrolizalé aktivitasa révén az NTPD&az3 enzim potencidlis szerepet jatszhat a
hipotalamusz energiatermel6 folyamatainak regulalasaban. E feltételezést
kutatocsoportunknak az enzim kozponti idegrendszerbeli megoszlasara és szubcellularis
elhelyezkedésére vonatkozé eredményei is alatamasztottak. Mig immunhisztokémiai
vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az NTPDaz3 nagyban a hipotalamusz serkentd idegseijtjeire
korlatozédik, addig elektronmikroszképia segitségével arra is fény derilt, hogy az enzim e
neuronokban nemcsak a plazmamembranba agyazva és riboszomakhoz koétve, de az
idegvégzédésekben és a mitokondridlis matrixban is jelen van. A morfologiai vizsgalatok
eredményét funkcionalis mérésekkel is igazoltuk, amelyek szerint az NTPDaz3 gatlasa a
hipotalamikus szinaptoszémafrakciobdl mérheté ADP-fliggé 3-as tipusu légzési ratat
jelentésen csdkkentette.

A kapott eredményeket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy a hipotalamusz a két féltekére
nézve aszimmetrikus mikoddést mutat, ez a féloldalisdg pedig a néi nemi mikddéssel (azon
belll is a GnRH-felszabadulassal) all kapcsolatban. A vizsgalt NTPDaz3 enzim pedig minden
bizonnyal szerepet jatszik a GnRH-szekrécié regulalasaban az ennek kivitelezésében érintett
serkentd neuronkapcsolatok energiahatterének finomszabalyozasa révén.

Ovariektomizalt patkanyokon végzett funkcionalis kisérletek megerdsitették az Osztrogén-
vezérelte hipotalamikus folyamatok és az NTPDaz3 enzim kapcsolatat. Osztrogénkezelés
8



eltér6 mértékben ndvelte az NTPDaz3 expressziojat a hipotalamusz medialis és lateralis
részében. Az 6sztrogén szabalyozta ATP-hidrolizalasban mutatkozé kildnbség jol tikrozi a
két terllet eltéré funkcionalis szerepét. Ezt alatamasztja az is, hogy &észtrogénbeadas
hatdsara az NTPDaz3 expressziojanak valtozasat annak enzimatikus aktivitasa is kovette,
ami a megnovekedett ADP-fliggé mitokondrialis Iégzési rataban nyilvanult meg.

Mivel a hipotalamusz a taplalékfelvétel legfontosabb neuroendokrin kézpontja, indokoltnak
tartottuk Osszehasonlitani az 0Osztrogén és a jdllakottsag hatasat az NTPDaz3
enzimaktivitasara a hipotalamusz lateralis és medialis teriiletein. Es valéban, az éheztetéses
kisérletek eltér6 médon médositottak a két terlileten mérheté St3 légzési ratat, megerdsitve
Western blottal végzett vizsgalatok eredményét.

Osszegzésképpen elmondhaté tehat, hogy a neuroendokrin hipotalamusz a néi reproduktiv
folyamatok szabalyozo, de feltehetbleg a taplalékfelvételért felelés miikédése tekintetében is
funkcionalisan aszimmetrikus. Ez a féloldalisag a hipotalamusz féltekék vér-, illetéleg
oxigénellatasaban, a mitokondrialis anyagcserében és a neuronok sejt szintd
energiahaztartasaban mutatkozik meg. Ez utébbi folyamatban az NTPDaz3 enzim
kulcsszerepet jatszik, mely az ATP-szint 6sztrogén- és jollakottsag-figgé leszabalyozasan
keresztil valésul meg. Megfigyeléseink minden bizonnyal Uj néz8pontba helyezik a
hipotalamusz-kutatas valamennyi tertletén eddig elért eredményeket.

Uj tudomanyos eredmények
Jelen munkankban

— felvetettik a hipotalamikus miikodés féloldalisaganak kérdését;

— bemutattuk, hogy a hipotalamusz két féltekéjének oxigénfogyasztasa aszimmetrikus,
amely kapcsolata hozhaté a GnRH-felszabadulassal,

— bemutattuk, hogy a mediobazalis hipotalamusz mitokondrialis aktivitasa ciklikusan
valtozik;

— kimutattuk, hogy az NTPD&z3 nevli ATP-hidrolizal6 enzim expresszalédik a
hipotalamikus neuronokban, és hogy ott potencidlisan részt vesz a GnRH-
felszabadulasért felelés szinaptikus plaszticitas szabalyozasaban;

— meghataroztuk az NTPDaz3 szubcellularis megoszlasat;

— bebizonyitottuk, hogy az 6sztrogén befolyasolja az NTPDaz3 expresszidjat;

— szemléltettik, hogy az NTPDaz3 képes szabalyozni az ADP-fliggé St3-as tipusu
mitokondrialis 1égzési ratat;

— bemutattuk, hogy az 0&sztrogén a laterdlis és mediadlis hipotalamuszban
kulénbdzdképpen hat az ADP-fliggé St3-as tipusu mitokondrialis lIégzési ratara;

— bemutattuk, hogy a jéllakottsag a lateralis és medialis hipotalamuszban eltéréen
befolyasolja az ADP-fliggdé mitokondrialis I€égzési ratat.
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