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Bevezetés 

A hipotalamusz kulcsszerepet játszik egy sor olyan homeosztatikus folyamat irányításában 
mint az energiaháztartás, a táplálékfelvétel, a reproduktív folyamatok és az alvás-ébrenlét 
szabályozása. Kutatócsoportunk a gonadotropin-releasing hormon (GnRH) szekréciójának 
és az ez által kiváltott luteinizáló hormon (LH) felszabadulásának hipotalamikus 
szabályozófolyamatait vizsgálja. Korábbi eredményeink rávilágítottak, hogy a nıi nemi ciklus 
szabályozásának hátterében a neuroendokrin hipotalamusz neuronkapcsolatainak dinamikus 
újraszervezıdése áll. Ez a morfológiai szinaptikus plaszticitásként ismert folyamat az, ami 
meghatározza a hipotalamuszbeli serkentı és gátló neuronkapcsolatok aktuális arányát és 
ezen keresztül e két neuronpopuláció (serkentı/gátló) funkcionális befolyását. A jelen 
szakirodalomban általánosan elfogadott tény, hogy a szinaptikus plaszticitás felelıs a 
hipotalamikus mőködések, ezen belül is kiváltképpen a GnRH-felszabadulás mintázatának 
végsı megformálásáért. 

Az agy szimmetrikus szöveti szervezıdést mutató szerv, melynek párosan megjelenı 
területei túlnyomóan eltérı funkciókat látnak el. A mőködésbeli aszimmetria a neuroendokrin 
hipotalamusszal kapcsolatosan is már igen korán felmerült a szakirodalomban, különös 
tekintettel a reproduktív folyamatok irányításának vonatkozásában. Ezen tanulmányokból 
kiindulva kezdte meg kutatócsoportunk a hipotalamusz két féltekéjében mutatkozó 
mitokondriális metabolizmus intenzitásának vizsgálatát az ösztrusz ciklus fázisainak 
figyelembe vételével. A mitokondriális metabolizmus vizsgálatának a szóban forgó 
kérdésfeltevésre vonatkozó relevanciáját alátámasztja az, hogy mind a szinaptikus átépülés, 
mind pedig a neurotranszmisszióval kapcsolatos történések nagyban energiaigényesek. 
Ebbıl következıen a mindenkori ATP-szint és az azt befolyásoló tényezık eredıje jól 
reprezentálja az ösztrusz ciklus fázisai alatt lezajló hipotalamuszbeli idegi tevékenységek és 
plasztikus szinapszisátrendezıdés mértékét. 

A fent említett irodalmi adatok és saját elıkísérleteink eredménye alapján két hipotézist 
állítottunk fel: 1) a hipotalamusz sejtszintő energiaháztartása aszimmetrikus, és 2) az ATP-
hidrolizáló NTPDáz3 enzim szerepet játszik a hipotalamikus mitokondriumok ATP-szintjének 
szabályozásában. 

Mivel ismeretes, hogy a nıi ivarú egyedekben a reproduktív folyamatok irányításában részt 
vevı hipotalamikus területeken nagymérvő, dinamikus szinapszisátépülés zajlik, ami pedig 
ciklikusan változó energiaszükségletet (ATP-szint) feltételez, az elsı hipotézisünket a 
neuronális aktivitás egyik alapvetı paraméterén, a mitokondriális légzésen keresztül 
tanulmányoztuk. 

A hipotalamikus anyagcserével kapcsolatos kutatásaink során kimutattuk az ekto-nukleozid-
trifoszfát-difoszfohidroláz-3 (NTPDáz3) enzim központi idegrendszeri elıfordulását és 
feltérképeztük a patkányagybeli megoszlását. Az NTPDáz3 különösen nagy expressziós 
szintet mutatott a hipotalamusz serkentı neuronjainak idegvégzıdéseiben és 
mitokondriumaiban. E megfigyelésre alapozva második hipotézisünk feltételezi, hogy 
amennyiben az NTPDáz3 aktív formában jelen van a hipotalamikus mitokondriumok belsı 
membránjához asszociáltan, illetıleg a mitokondriális mátrixban, úgy az enzim ATP-
hidrolizáló hatásának kísérletes úton való gátlása az ADP-függı (3-as típusú, St3) 
mitokondriális légzés jelentıs csökkenését vonja maga után, továbbá, hogy az NTPDáz3 
expressziós szintje és/vagy enzimaktivitása ösztrogénfüggı. E hipotézis beigazolódása 
egyben azt is jelentené, hogy az NTPDáz3 fontos szabályozó szerepet játszik a 
hipotalamikus serkentı neuronok mitokondriális energiatermelı folyamataiban. 
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Célkitőzések 

A hipotalamikus metabolizmus aszimmetriájának vonatkozásában a következı kérdésekre 
kerestük a választ: 

I. Mutatkozik-e különbség a teljes oxigéntartalom (O2) és az oxigénfogyasztás 
terén a normál ciklusú nısténypatkányok hipotalamuszfeleiben? 
 

II.  
A. Amennyiben igen, hogyan változik a féloldaliság az ösztruszciklus fázisaiban?  
B. Milyen mintázatot mutat a féloldaliság az ösztruszciklus fázisai során, 

felfedezhetı-e valamilyen szabályszerőség a mitokondriális metabolizmus e 
változásában? 
 

III.  
A. Mutatkozik-e metabolikus dominancia valamelyik hipotalamuszfelet tekintve? 
B. Ha igen, változik-e ez a dominancia a nemi ciklus fázisaival, illetve a 

mitokondriális légzési stádiumoktól függıen? 

 

Az NTPDáz3-nak a hipotalamikus szabályozószerepével kapcsolatos feltételezésünkbıl 
kiindulva célunk az volt, hogy  

I.  
A. kimutassuk a szóban forgó enzim sejtspecifikus elıfordulását, és hogy 
B. meghatározzuk annak szubcelluláris eloszlását. 

II.  
A. bemutassuk, hogy hogyan befolyásolja az ösztrogén (E2) az NTPDáz3 

kifejezıdését, és hogy ez 
B. miként tükrözıdik az enzim aktivitásában? 

III.  
A. kimutassuk, hogy az E2 hogyan módosítja a laterális és mediális 

hipotalamikus területek ADP-függı (St3) mitokondriális légzését 
B. kimutassuk az éhezés/éhezés-újraetetés St3 mitokondriális légzésre gyakorolt 

hatását ovariektomizált patkányokban. 
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Anyagok és módszerek 

A hipotalamuszbeli metabolikus aszimmetria vizsgálatához normál ciklusú Sprague-Dawley 
nıstény patkányokat használtunk fel. Az ösztrogénhatást ugyanebbe a törzsbe tartozó 
ovariektomizált állatokon végeztük. Az állatok ösztrusz ciklusának fázisát hüvelycitológia 
segítségével állapítottuk meg. 

A mitokondriális légzésméréshez a jobb és bal oldali hipotalamuszféltekékbıl nyert mintákat 
elkülönítetten dolgoztuk fel. Az agyblokkokat homogenizáltuk, a mitokondriális frakciókat 
gradiensfrakcionálással (Percoll) finomított differenciálfrakcionálással különítettük el. A 
mitokondriális légzési rátákat a mitokondriumfrakciókból Clark-típusú oxigénelektród 
segítségével rögzítettük 

Az NTPDáz3 szöveti és szubcelluláris eloszlását, valamint az NTPDáz3 és a glutaminsav-
dekarboxiláz (GAD) kolokalizációját elektronmikroszkópos vizsgálattal kiegészített 
immunfestéssel tártuk fel. 

Az NTPDáz3 expressziós szintjének meghatározását Western blottal végeztük. Az enzim 
mitokondriális metabolizmusra kifejtett hatását annak suraminnal történı blokkolásával 
mitokondriális légzésmérésen keresztül tanulmányoztuk. 

Eredmények és megbeszélésük 

A hipotalamusz aszimmetrikus mitokondriális metabolizmusa 

A hipotalamikus aszimmetriával kapcsolatos eredményeink alapján két alapvetı 
megállapítás tehetı: 1) a mitokondriális metabolizmus az ösztruszciklus fázisait követı 
fluktuációt mutat; 2) a mitokondriális metabolizmusban megfigyelhetı ciklikus változás 
csupán az egyik (az általunk „aktívnak” nevezett) oldal esetében volt észlelhetı, míg az 
ellenoldali („csendes oldal”) respirációs ráta (MRR) nem mutatott változást a nemi ciklus 
fázisaitól függıen. 

Bár közvetlen bizonyítékunk még nincs rá, azonban a reproduktív folyamatok hipotalamikus 
irányításával kapcsolatos jelenlegi ismereteink és a saját mérési eredményeink alapján 
erısen valószínősíthetı, hogy az „aktív” oldal ciklusfüggı és intenzívebb mitokondriális 
metabolizmusa a GnRH-szekréció irányításához köthetı. 

Az NTPDáz3 neuronspecifikus elıfordulása a hipotalamuszban 

Fénymikroszkópos vizsgálatok NTPDáz3-immunpozitív részecskéket tártak fel laterális 
hipotalamuszbeli és nucleus arcuatus-beli idegsejtek sejttesteiben, ezzel szemben a 
hipotalamusz más régióiban immunreaktivitás csak a vérérhálózattal közvetlen kapcsolatban 
lévı idegvégzıdésekben volt kimutatható. Az NTPDáz3-ra és a GAD-ra elvégzett 
kollokalizációs immunfestés eredménye szerint a 2540 GAD-pozitív idegsejt közül egyetlen 
egyben sem volt jelen az NTPDáz3 enzim. Ebbıl az vonható le következtetésként, hogy az 
NTPDáz3 a hipotalamuszban elsısorban serkentı neuronokban fordul elı. 

Az NTPDáz3 szubcelluláris elıfordulása a hipotalamuszban 

Fény- és elektronmikroszkópos vizsgálatokkal kimutattuk, hogy az NTPDáz3 enzim jelen van 
a neurolemma jól körülhatárolt területein, alátámasztva az NTPDázokkal kapcsolatban 
általánosan elfogadott nézetet, miszerint ezek az enzimek a sejtmembránba épülve 
fordulnak elı, és annak extracelluláris oldalán képesek kifejteni nukleozid hidrolizáló 
enzimaktivitásukat. Vizsgálataink azonban arra is fényt derítettek, hogy az NTPDáz3 a 
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dendritekben és az axonvégzıdésekben is jelen van, és ami még érdekesebb, megtalálható 
a mitokondriális mátrixban és/vagy a mitokondriális belsı membránhoz asszociáltan is. 
Jelenléte alapján feltételezhetı tehát, hogy az NTPDáz3 ATP-hidrolizáló aktivitása révén 
közrejátszik az ATP/ADP arányát szabályozó folyamatokban a hipotalamikus serkentı 
neuronokban. 

Az ösztrogén hatása a hipotalamikus NTPDáz3 expressziójára 

A fenti eredmények értelmében, valamint annak ismeretében, hogy a neuroendokrin 
hipotalamusz a gonadális szteroidhormonokra érzékeny terület, ésszerő feltételezni, hogy a 
hipotalamikus NTPDáz3 expresszióját módosíthatja az ösztrogén mindenkori plazmaszintje. 
Eredményeink szerint ovariektomizált patkányok laterális hipotalamikus mintáiban az 
NTPDáz3 expressziója szignifikánsan megnövekedett 4-12 órával az egyszeri szubkután 
ösztrogéninjekciót követıen, majd 16–26 óra elteltével fokozatosan visszatért a kontroll 
szintre (egycsúcsú görbe). Ezzel szemben a nucleus arcuatust AN-t is tartalmazó mediális 
hipotalamikus mintákban 6-10 óra elteltével mutatkozott egy kezdeti expressziónövekedés, 
amit határozott csökkenés, majd 22-26 óra elteltével egy második erıs növekedés követett 
(kétcsúcsú görbe). Az enzimexpresszió ösztrogénkezelést követı mintázatának eltérı 
mivolta feltételezhetıen a vizsgált hipotalamuszterületek különbözı funkciójával állhat 
kapcsolatban. 

Lévén, hogy a mediobazális hipotalamusz (magába foglalva az AN-t) a GnRH-regulációban 
résztvevı legfontosabb agyterület, a fenti eredmények alapján logikus feltételezni, hogy az 
NTPDáz3 valamilyen módon részt vesz a gonadotropin-felszabadulás ösztrogénvezérelte 
szabályozásában. E hipotézist támogatja az a felismerésünk, mely szerint az NTPDáz3 
gátlása lecsökkenti a St3 mitokondriális légzési rátát és a mitokondrium teljes respirációs 
kapacitását. Ennek értelmében a megnövekedett NTPDáz-aktivitás mintegy támogatná a 
serkentı neuronok átmenetileg megnövekedett energiaszükségletének fedezését, azt a 
folyamatot, amely közvetlenül a GnRH-felszabadulást megelızı ösztrogénfüggı szinaptikus 
újraszervezıdést kíséri. 

Az NTPDáz3 aktivitásának kimutatása a hipotalamikus mitokondriumokban 

Az NTPDáz enzimaktivitásának suraminnal való gátlása jelentıs csökkenést okozott a St3 
légzési rátában (St3 légzési ráta suraminos kezelést követıen: 45,05 ± 4,9 nmol O2/mg 
fehérje/min, kezeletlen kontroll: 65,1 ± 6,6 nmol O2/mg fehérje/min). Hasonló mértékő 
változást/csökkenést mutatott a teljes respirációs kapacitás is (87,8 ± 5,5 nmol O2/mg 
fehérje/min a kontroll, illetve 57,7 ± 6,5 nmol O2/mg fehérje/min a kezelt mintákban). Ezen 
eredmények alapján az NTPDáz3 befolyásolni látszik a mitokondriális mátrixban lezajló és 
az oxigénfogyasztással kapcsolatba hozható biokémiai folyamatokat. Tehát feltehetıen 
létezik egy olyan, az intramitokondriális NTPDáz3 aktivitáson keresztül ható, de ez eddig 
még tisztázatlan endogén regulációs út, amely a hipotalamuszbeli serkentı 
neurotranszmisszió energiaellátásáért felelıs folyamatokat képes befolyásolni. 

Az ösztrogén eltérı módon hat az ADP-függı (St3) mitokondriális légzésre a laterális és 
mediális hipotalamuszban 

Ovariektomizált nıstény patkányokban tíz órával az egyszeri szubkután ösztrogénkezelést 
követıen a hipotalamusz laterális régiójában 63 %-kal, míg a mediálisban 43 %-kal nıtt a 
St3 légzési ráta. Az említett hipotalamuszrégiókban az NTPDáz3 expressziója és aktivitása 
között megfigyelhetı eltérés arra enged következtetni, hogy az NTPDáz3 expressziójának 
ösztrogénfüggı szabályozásán túl létezni kell olyan mechanizmusoknak, amelyek magát az 
enzim aktivitását befolyásolják. 
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A jóllakottság hatása az ADP-függı mitokondriális légzésére ovariektomizált patkányokban 

24 órás éheztetés ösztrogéndeprivált állatokban a mediális hipotalamuszban 44 %-kal, a 
laterális hipotalamuszban ezzel szemben 81 %-kal növelte a St3 mitokondriális légzési rátát. 
A laterális hipotalamuszban tapasztalt növekedés 4 órás újraetetést követıen visszatért a 
kontroll értékre. E megfigyelésbıl arra következtetünk, hogy az ösztrogén a táplálékfelvételre 
gyakorolt hatását sokkal inkább a mediális, mintsem a laterális hipotalamuszon keresztül fejti 
ki. 

Összefoglalás 

A hipotalamusz a homeosztatikus folyamatok irányításáért felelıs egyik legfontosabb 
integratív agyterület, és egyben olyan periférikus hormonok célpontja mint a 
szexuálszteroidok, a pajzsmirigy hormonok, a ghrelin, a leptin, stb. 

A hipotalamusz féloldaliságát felvetı publikációkat alapul véve egy olyan általános 
paraméter, a mitokondriális metabolizmus vizsgálatát tőztük ki célul, amely megbízható 
képet ad a neuronok energiaháztartásáról és ezen keresztül a funkcionális aszimmetria 
hipotalamuszbeli meglétérıl vagy hiányáról. Normál ciklusú nıstény patkányokon végzett 
kísérleteink kimutatták, hogy a hipotalamikus minták mitokondriális metabolizmusának 
intenzitása az ösztruszciklus fázisait követve változik. Ez a változás azonban csupán az 
egyik hipotalamuszféltekében („aktív oldal”) volt megfigyelhetı, az ellenoldali hipotalamuszfél 
(„csendes oldal”) mitokondriális aktivitása nem mutatott ilyen jellegő ingadozást. Mindezen 
eredmények alapján elmondható, hogy a hipotalamusz funkcionálisan aszimmetrikus 
agyterület, és mivel a mitokondriális mőködés az ösztruszciklus fázisait látszik követni, ez a 
féloldaliság legvalószínőbben a GnRH-felszabadulás szabályozásával áll kapcsolatban. 

Ezen állításunkat alátámasztja, hogy a GnRH (azaz a ovariális ciklus) szabályozása a 
hipotalamuszbeli szinapszisok ciklikus átépülésének (morfofunkcionális szinaptikus 
plaszticitás) a következményeként valósul meg, amely pedig – mint ahogy az az idegi 
mőködés legkülönfélébb aspektusaira elmondható − igen energiaigényes folyamatok 
szervezett összességét feltételezi. Az ez úton mutatkozó és ciklikusan változó 
energiaszükséglethez a szinaptikus átépülésben részt vevı neuronok mitokondriális 
metabolizmusának dinamikusan kell igazodnia. 

ATP-hidrolizáló aktivitása révén az NTPDáz3 enzim potenciális szerepet játszhat a 
hipotalamusz energiatermelı folyamatainak regulálásában. E feltételezést 
kutatócsoportunknak az enzim központi idegrendszerbeli megoszlására és szubcelluláris 
elhelyezkedésére vonatkozó eredményei is alátámasztották. Míg immunhisztokémiai 
vizsgálatokkal kimutattuk, hogy az NTPDáz3 nagyban a hipotalamusz serkentı idegsejtjeire 
korlátozódik, addig elektronmikroszkópia segítségével arra is fény derült, hogy az enzim e 
neuronokban nemcsak a plazmamembránba ágyazva és riboszómákhoz kötve, de az 
idegvégzıdésekben és a mitokondriális mátrixban is jelen van. A morfológiai vizsgálatok 
eredményét funkcionális mérésekkel is igazoltuk, amelyek szerint az NTPDáz3 gátlása a 
hipotalamikus szinaptoszómafrakcióból mérhetı ADP-függı 3-as típusú légzési rátát 
jelentısen csökkentette. 

A kapott eredményeket összegezve elmondhatjuk, hogy a hipotalamusz a két féltekére 
nézve aszimmetrikus mőködést mutat, ez a féloldaliság pedig a nıi nemi mőködéssel (azon 
belül is a GnRH-felszabadulással) áll kapcsolatban. A vizsgált NTPDáz3 enzim pedig minden 
bizonnyal szerepet játszik a GnRH-szekréció regulálásában az ennek kivitelezésében érintett 
serkentı neuronkapcsolatok energiahátterének finomszabályozása révén. 

Ovariektomizált patkányokon végzett funkcionális kísérletek megerısítették az ösztrogén-
vezérelte hipotalamikus folyamatok és az NTPDáz3 enzim kapcsolatát. Ösztrogénkezelés 
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eltérı mértékben növelte az NTPDáz3 expresszióját a hipotalamusz mediális és laterális 
részében. Az ösztrogén szabályozta ATP-hidrolizálásban mutatkozó különbség jól tükrözi a 
két terület eltérı funkcionális szerepét. Ezt alátámasztja az is, hogy ösztrogénbeadás 
hatására az NTPDáz3 expressziójának változását annak enzimatikus aktivitása is követte, 
ami a megnövekedett ADP-függı mitokondriális légzési rátában nyilvánult meg. 

Mivel a hipotalamusz a táplálékfelvétel legfontosabb neuroendokrin központja, indokoltnak 
tartottuk összehasonlítani az ösztrogén és a jóllakottság hatását az NTPDáz3 
enzimaktivitására a hipotalamusz laterális és mediális területein. És valóban, az éheztetéses 
kísérletek eltérı módon módosították a két területen mérhetı St3 légzési rátát, megerısítve 
Western blottal végzett vizsgálatok eredményét. 

Összegzésképpen elmondható tehát, hogy a neuroendokrin hipotalamusz a nıi reproduktív 
folyamatok szabályozó, de feltehetıleg a táplálékfelvételért felelıs mőködése tekintetében is 
funkcionálisan aszimmetrikus. Ez a féloldaliság a hipotalamusz féltekék vér-, illetıleg 
oxigénellátásában, a mitokondriális anyagcserében és a neuronok sejt szintő 
energiaháztartásában mutatkozik meg. Ez utóbbi folyamatban az NTPDáz3 enzim 
kulcsszerepet játszik, mely az ATP-szint ösztrogén- és jóllakottság-függı leszabályozásán 
keresztül valósul meg. Megfigyeléseink minden bizonnyal új nézıpontba helyezik a 
hipotalamusz-kutatás valamennyi területén eddig elért eredményeket. 

Új tudományos eredmények 

Jelen munkánkban 

− felvetettük a hipotalamikus mőködés féloldaliságának kérdését; 
− bemutattuk, hogy a hipotalamusz két féltekéjének oxigénfogyasztása aszimmetrikus, 

amely kapcsolata hozható a GnRH-felszabadulással; 
− bemutattuk, hogy a mediobazális hipotalamusz mitokondriális aktivitása ciklikusan 

változik; 
− kimutattuk, hogy az NTPDáz3 nevő ATP-hidrolizáló enzim expresszálódik a 

hipotalamikus neuronokban, és hogy ott potenciálisan részt vesz a GnRH-
felszabadulásért felelıs szinaptikus plaszticitás szabályozásában; 

− meghatároztuk az NTPDáz3 szubcelluláris megoszlását; 
− bebizonyítottuk, hogy az ösztrogén befolyásolja az NTPDáz3 expresszióját; 
− szemléltettük, hogy az NTPDáz3 képes szabályozni az ADP-függı St3-as típusú 

mitokondriális légzési rátát; 
− bemutattuk, hogy az ösztrogén a laterális és mediális hipotalamuszban 

különbözıképpen hat az ADP-függı St3-as típusú mitokondriális légzési rátára; 
− bemutattuk, hogy a jóllakottság a laterális és mediális hipotalamuszban eltérıen 

befolyásolja az ADP-függı mitokondriális légzési rátát. 
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