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2 Bevezetés és szakirodalmi attekintés

2.1 Agyi aszimmetria

A nagyagy szovettanilag és makroszkopikus szinten is szimmetrikus szerv. A
nagyagyra jellemz6 funkcionalis aszimmetriat mar 1861-ben leirta Broca (1861), aki azt
talalta, hogy az aphasiat (beszédzavar) a nagyagy frontalis részének bal oldalan keletkez6
sériilések okozzak. Ezt a felfedezést kdvetden szamos kutatdsban beszamoltak a nagyagyat,
hippocampust, habenulat ¢és thalamust érint6 aszimmetriarél. Egészséges patkanyok
hippocampuszat vizsgalva azt talaltak, hogy molekuldris szinten kiilonbség van a jobb ¢és a bal
hippocampus ko6zott, ami a dopamin szintézisében ¢és felszabadulasaban szerepet jatszo
fehérjék expresszigjaban nyilvanul meg. Az ismertetett aszimmetria, kiilonb6z6
betegségekben is eléfordul, valamint a betegségek soran a fehérjék szama is megvaltozhat (pl.
epilepsziaban) (Sadeghi et al.,, 2017). A habenula aszimmetridja megnyilvanul mind a
méretében, mind a funkciojaban. Aizawa et al. (2013) zebrahalak és ragesalok habenulainak
vizsgalata soran allapitottak meg, hogy a kétoldalisag mar a fejlddés soran megmutatkozik,
¢s a neurogenetikus iddszakban jelenlevd kiilonb6z6 szabalyozasi folyamatok hatasainak
koszonhetd. A thalamus vizsgalata soran Galaburda és Eidelberg (1982) megallapitottak,
hogy a thalamusz kapcsolodasa az agykéreghez bar szimmetrikus, de azok a thalamikus
teriiletek, amelyek bizonyos corticalis mez6khoz csatlakoznak, aszimmetriat mutatnak.

Szamos agyteriileten végeztek mar kutatasokat, azok aszimmetrikus miitkodésének
felderitésére, de a hypothalamus még 1 teriilet, kevés kutatatas iranyult ra, kivaltképp a

funkcionalis miikodésére.



2.2 A hypothalamus szimmetriajanak altalanos aspektusa

A hypothalamus az agy kézépvonalaban talalhato teriilet, melyet tiikkorszimmetrikusan
clhelyezkedé6 magcsoportok alkotnak, ezaltal zsufolt felépitést mutat. Ez a legfébb
neuroendokrin szabalyozd kozpont, ezzel egyiitt fontos szerepet jatszik a homeosztazis
fenntartdsaban és az energia haztartasban is.

Hat4sai megnyilvanulnak a taplalékfelvétel szabalyozasan ¢€és a szomjusagérzet
kialakitasan valamint a reproduktiv folyamatok iranyitasan tal, a cirkadidn ritmus
kialakitasaban, az elektrolit egyensuly fenntartdsaban, a testhOmérséklet és a vérnyomads
szabalyozasaban valamint a hormonrendszer iranyitasaban is.

A zsufolt felépités a hypothalamust alkotd magcsoportok révén jon létre. A
magcsoportok tulajdonképpen az azonos élettani funkciokat ellato idegsejtek csoportosulésai
a hypothalamusban, melyek szoros kapcsolatban allnak egymassal, és haldzatokat alkotnak,
de ugyanakkor egy magcsoport tobb funkciot is elldthat. Ezen rendszerek egy sajatos és
rendkiviil Osszetett felépitést eredményeznek a hypothalamuson beliil, amelyben az egyes
hypothalamicus funkciok egymast is befolyasolni képesek. Ismert a taplaltsagi allapot és a
szaporodasbioldgiai statusz kapcsolata tejeld teheneknél (miszerint minél jobb egy tehén
kondicidja, annal konnyebben vemhesiil), de éppen gy embereknél is (pl. anorexia nervosa
paciensek ciklicitasi problémai, vagy éppen a vékony, altalaban sportold lanyok késobb
bekovetkez6 pubertasa) (Toth et al., 2017).

A szimmetrikus felépités az egész kozponti idegrendszerben jelen van, mind
anatomiai, mind szovettani szinten. A hypothalamus tiikorszimmetrikus elrendezédése azt
eredményezi, hogy mindkét oldalon talalhatéak, anatomiailag egymassal parhuzamba hozhato
magcsoportok. Korabban tgy tartottak, hogy a magcsoportok ugyanazon élettani folyamatok
ellatasat végzik, de szamos kutatas igazolta azt a feltevést, hogy a kiilonbozé folyamatok
ellatasban a kétoldali azonos magcsoportok nem ugyanazon sullyal részesednek, hanem egy
bizonyos hypothalamikus funkcionalis aszimmetria figyelhetdé meg. Az aszimmetrikus
eltéréseknek az oka lehet a két oldalon eltéré szamu sejt vagy mitokondrium, eltérd

mitokondridlis aktivitas vagy eltérd transzkripcids és/vagy transzlacios aktivitas.



2.3 Hypothalamus féloldali miikodése a taplalékfelvétel és anyagcsere

iranyitasaval kapcsolatban

A {6 idegsejt csoportok, amelyek a taplalékfelvételt szabalyozzak, szintén a
hypothalamusban talalhatok. A neuronokat két csoportra oszthatjuk, lehetnek orexigének
(novelik az ¢€hséget és a taplalékfelvételt) vagy anorexigének (Csokkentik az éhséget és a
taplalékfelvételt). Az orexigén és anorexigén neuronok a hypothalamus mindkét oldalan

komplex neuron koroket alkotnak, ez a melanokortin rendszer (Nasrallah és Horvath, 2014).

A melanokortin rendszer f6 kdézpontja és végrehajtoja a nucleus arcuatus, ami a
hypothalamus mediobasalis részén talalhato. A nucleus arcuatus két f6 sejtcsoportja az
taplalékfelvétel szabalyozdsiban résztvevd anorexigén POMC (propiomelanokortin) és CART
(cocaine- ¢és amphetamine-regulated transcript). Egylitt tartalmaznak orexigén NPY
(neuropeptid-Y) és AgRP (aguti gén related polypeptide) neuronokat is. Ezek a neuronok
periférias homeosztatikus jeleket érzékelnek, azaz a ghrelint és leptint kozvetleniil, ha jelen
vannak a ghrelin és leptin receptorok (Holst és Schwartz, 2004; Baskin et al., 1999; Elias et
al., 2000; Riediger et al., 2003).

A nucleus arcuatus nagyon kozel helyezkedik el a hypophysis fenesztralt
kapillarisaihoz, amin keresztiill metabolikus és hormonalis faktorok is konnyen elérik az
agyalapi mirigy sejtjeit (Miinzberg, 2008). Masrészrdl a nucleus arcuatus mas agyteriiletekkel
1s Osszekottetésben 4ll, ugymint a laterdlis és ventromedialis hypothalamus magokkal (LHT,
VMH), ahonnan szintén kap periférias jollakottsagi jeleket (Elias et al., 1998; Sternson et al.,
2005). (1. Abra)

Az els6 tanulmany, amely igazolja a hypothalamicus aszimmetriat a taplalékfelvétel
szabalyozasaban 1996-ban jelent meg, és leirta, hogy a lateralis hypothalamicus régio
egyoldali elektrostimulacios ingerlésének hatasara aszimmetrikusan megvaltozott a taplalék
felvételi ritmus. Nyulakban a hypothalamus bal oldalanak stimulalasa alacsonyabb kiiszobot

€s magasabb stabilitast eredményezett ¢hezés soran (Pavlova et al., 1996).

A késébbiekben macskakban sikertilt igazolni a bal oldali dominanciat ¢hezés soran, a
hypothalamus két oldala k6zotti elektromos aktivitas valtozasanak a mérése soran (Vanetsian
¢és Pavlova, 2004). Ezek az eredmények azt sugalltak, hogy az unilateralis neuronkapcsolatok
kotik Ossze a hypothalamus éhségkozpontjat a kortikalis régiokkal. Hasonld unilateralis

kapcsolatokat irtak le a jutalmazé rendszer és a hypothalamus kozott is (Mittleman et al.,



1985; Stratford és Wirtshafter, 2013). Ezek az adatok habar nem kozvetlen bizonyitékok az
aszimmetrikus milkodésre, szorosan magukban foglaljak a féloldali feladatmegosztas

jelenlétét a hypothalamusban is.
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1. abra A hypothalamus kapcsolatai a taplalékfelvétel és energiacgyensuly (melanokortin rendszer)
szabalyozasaban. Piros nyilak: orexigén jelek; zold nyilak: anorexigén jelek; AN: nucleus arcuatus; LHT:
lateralis hypothalamus; PVN: nucleus paraventricularis (forras: Dr. Toth Istvan)

2.4 A reproduktiv funkciék aszimmetriaja

A hypothalamus legosszetettebb, legenergiaigényesebb feladata a reproduktiv
funkciok feliigyelete, amely fiigg az allat nemétdl €s folyamatos neuronkdr atépiiléssel jar.
Periférias és centralis utakon futnak a reproduktiv és metabolikus jelek a hypothalamusba,
majd a GnRH-t tartalmaz6 idegsejtekbe, hogy fenntartsak a fiziologias — ndstényekben
ciklikus — reproduktiv aktivitast, beleértve a reproduktiv szervek fejlodését, a szexualis

viselkedés megjelenését és a reproduktiv folyamatok ciklitasat.

2.4.1 Nostények

A hypothalamicus aszimmetria uttoré kutatasai kozott Gerendai et al.(1978) a
ndstények reproduktiv funkcidit vizsgaltdk hemigonadectomiaval. Az eredményeik szerint
patkdnyokban unilateralis ovariectomia utan rendkiviil magasabb a GnRH koncentraci6é a
hypothalamus jobb oldalaban, a balhoz képest. A féloldalisag mértéke és iranya allandonak

bizonyult, és a hemigonadectomias beavatkozasok kiemelték a hypothalamus jobb oldalanak a



petefészek szabdlyozasdban mutatott dominancidjat. A féloldali ovariectomia indukalta a
GnRH-szint jelentds emelkedését az ivartalanitott oldaltol ipsilateralisan a hypothalamusban.
A jobb oldali petefészek -eltavolitasa fokozta a GnRH koncentracioban tapasztalt
aszimmetriat, mig a bal oldali beavatkozas csokkentette azt. Erdekes, hogy a bilateralis
ovariectomia a teljes hypothalamicus GnRH-szint csokkenését eredményezte, habar ez a

csOkkenés csak a jobb oldalon mutatkozott meg.

A korai morfo-funkcionalis kutatasok kozott olyan vizsgalatokat is végeztek, amelyek
a hypothalamus ivarspecifikus kiilonbozdségének hatasat és a viselkedést is tanulmanyoztak.
Kideriilt tobbek kozott, hogy a hypothalamus bal vagy jobb oldaldba beiiltetett &sztradiol
implantatumoknak kiilonb6z6 hatasai vannak az Gjsziilott ndstény kutyakolykokre (Nordeen
¢s Yahr, 1982), és az egy oldalra adagolt osztradiol injekcié jobban kifejezett lordosist
okozott, amennyiben a hypothalamus jobb oldalara tortént az anyagbeadas (Davis et al.,
1979). Mindkét eredményt magyarazhatjuk azzal a ténnyel, hogy jsziilott ndstény
patkanyokban nagyobb aromataz aktivitast talaltak a hypothalamus bal oldalan (von Ziegler
¢és Lichtensteiger, 1992).

McCormick és Singh (1996) kisérlete bizonyitotta, hogy a szexualis fogékonysagot
(pl. a lordosis jelensége) a progesteron receptoroknak a hypothalamus két féltekéjében valod
aszimmetrikus eloszlasa befolyasolja. Ebben a tanulmanyban a szerzok nem vizsgaltak azt,
hogy maga a jelenség mely féltekéhez kothetd. A korabbi eredményeik alapjan azt
feltételezték, hogy a hypothalamicus aszimmetria a korabban leirt progesteron receptorok
corticalis aszimetriajan alapul, ami a bal oldal felé tolodik el. Erdemes megemliteni, hogy a
hypothalamus lehet aszimmetrikus és befolyasolt a progeszteron receptorok aszimmetrikus
eloszlasa miatt. Ok voltak az elsék, akik ,,nypothalamus féltekét” hasznaltak a ,,hypothalamus
oldalai” helyett, ezzel sejtetve egy erdsen egymastol fiiggd, a funkciokat oldalakra osztd

kapcsolatot a hypothalamus bal és jobb oldala kozott, hasonldan nagyagy kéreghez.

Ahogy a kisérleti mddszerek fejlodtek €s egyre finomabba valtak 1) eredmények
jelentek meg a hypothalamicus aszimmetria terén is. 1994-ben, Moran et al. csokkent
ovulacios ratat mutattak ki ndstény allatokban a hypothalamus jobb oldalanak eliilsé részén
talalhat6 1ézidkkal Osszefliggésben (ez a teriilet felelés a GnRH felszabadulasért) (Moran et
al., 1994). Lopez et al. (1997) kidolgoztak egy kisérletet, amelyben egy pilocarpin
implantatumot {ltettek be az agyba ¢és magasabb fokll aszimmetriat tapasztaltak a

hypothalamicus progestin receptorok szintjén. Fukuda 1€zids tanulmanyai alatamasztottak
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Gerendai¢k eredményeit a petefészek mitkodés aszimmetrikus vonatkozasaban, a jobb oldalon
tortént beavatkozasok jelentésen hatékonyabbnak bizonyult, mig a bal oldal nem volt olyan
mértékben hatékony (Fukuda et al., 1984).

2.4.2 Himek

A himek reproduktiv folyamatainak a szabdlyozdsa nagyon hasonlé morfologiai
szerkezeten alapul a ndstényekhez (HPG tengely és GnRH neuronok). A f6 kiilonbség a
néstényekhez képest a reprodukcids ciklus teljes hidnya, amely az agy korai masculinizaciojat
eredményezi (Jin és Yang, 2014). A néstény allatokhoz hasonléoan mar a ’70-es években
végeztek kisérleteket himekben, amelyek a neuroendokrin szabalyozasban aszimmetria
jelenlétét mutattak ki, mind az ivarmirigyek, mind a reproduktiv funkcidk szintjén. Az
tisztazott, hogy ez az aszimmetria jelen van a GnRH termelésben, ahogy a ndstényekben is

lattuk, a GnRH termelést tekintve jobb oldali dominancia van jelen him patkdnyokban is

(Gerendai et al., 1978).

A GnRH termeléssel kapcsolatban a néstényekben megfigyelteket Bakalkin és mtsai.
1984-ben igazoltak himekben is, illetve tovabbi eredményeket is felmutattak. Az 6
eredményeik arra is fényt deritettek, hogy a GnRH szint a hypothalamus jobb oldalan
magasabb volt, mint a bal oldalon, de kizarolag abban az esetben, ha a mintavételezés a
reggeli orakban (a patkanyok nyugalmi iddszakanak elején) tortént. Tovabba azt talaltak,
hogy ha enyhe hideg stressznek tették ki az allatokat 2 oraval a mintavételezés el6tt, akkor ez
aszimmetrikus GnRH felszabadulast eredményezett, azaz mig a jobb oldalon megnétt a
GnRH termelddés, a bal oldalon nem tortént valtozas (Bakalkin et al., 1984). Ezek a
kutatasok azt sugalltak, hogy a hypothalamicus kolinerg rendszer kulcsszerepet jatszik a
stresszben €s a reproduktiv viselkedésben illetve a miikodése aszimmetridt is mutat,

hasonl6an ahhoz, amit a néstény allatokban lattunk (Mayerhofer és Kunz, 2005),.

Him egerekben Inase és Machida (1992) szintén vizsgaltak a GnRH sejteket, az 6
eredményeik is egybevagtak a korabban feltartakkal. A jobb here eltavolitasa a hypothalamus
GnRH sejtjeinek csokkenését eredményezte a kontroll allatokhoz képest. Erdekes, hogy a bal

here eltavolitasa nem okozott valtozast a GnRH sejtek szamaban.

Azon kisérletek, amelyek soran féloldali kasztralast alkalmaztak - ugyantigy, ahogy a
ndstények vizsgalata esetében - a himeknél is hozzajarult a hypothalamicus aszimmetria
megértéséhez (Inase és Machida, 1992; Nance és Moger, 1982). Ezek a kutatasok arra

engedtek kovetkeztetni, hogy az idegi szabalyozasban és a két here szteroidvalaszaban
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fennallo lateralizacio az életkor fliggvényében valtozik (Gerendai et al., 1995).

2.5 A modszervalasztas hattere

A hypothalamicus funkciok folyamatos neuronalis atépiilést, neuroplaszticitast
(plasztikus folyamatokat) igényelnek, feltételeznek. Ezek a folyamatok kiilonosen jellemzoek
azokra a hypothalamicus folyamatokra, amelyek a taplalékfelvétellel és a reproduktiv
szabalyozassal kapcsolatosak, valamint ezek a fenti sejtszintii folyamatok rendkiviil
energiaigényesek (ahogy egyébként a legtobb idegi folyamat) és ezért ezek a jelenségek

véleményiink szerint jol nyomon kovethetdek metabolikus vizsgalatokkal.
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3 Hipotézis és célkitiizések

A fent vazoltak alapjan lathato, hogy a him allatok hypothalamusanak aszimmetrikus
mikodését tekintve az eddig végzett nem célzott és rendkiviil sporadikus kutatasok milyen
adatokkal szolgaltak. Ezen korabbi kutatasokat alapul véve a kutatdcsoportunk kifejezetten a
hypothalamus aszimmetridjanak funkcionalis aspektusat kivanta feltarni eddig nem

alkalmazott, altalunk tjolag kidolgozott modszerek alkalmazasaval.

A nagyaggyal, hipocampusszal, thalamusszal ellentétben a hypothalamust mindig is
egységes egészként, egymas identikus modon miikodo felek alkotta struktiraként vizsgaltak,
mindannak ellenére, hogy egy igen kisméretli, ugyanakkor széleskorii funkcioval bird és
szembetliind moddon szimmetrikus agyteriiletrdl van sz6. Kutatocsoportunk ndstény
ragcsalokndl kordbban mar vizsgalta a hypothalamus két féltekéjének eltéréd miikodését, de

himeknél efféle behatdé metabolikus vizsgalatokat még nem végeztiink.

Hipotézisiink szerint, a morfologiailag szimmetrikus hypothalamus jobb és bal oldalan
elhelyezked6 magok eltéré modon, eltérd sullyal vesznek részt az egyes feladatok ellatasban,
azaz a hypothalamus két oldala féltekékként miikddnek egyiitt hasonloan, mint a magasabb
agyi teriiletek (cortex, thalamus). E feltételezésiinket a néstényeken végzett kisérletek teljes
mértékben alatamasztottak (Toth et al., 2014, 2015). Jelen vizsgalataink a himek

hypothalamusféltekéinek eltérd mitkddésére probalnak ravilagitani.

A kutatasunk soran him patkanyokban célunk volt megvizsgalni, hogy kimutathato
szinten fennall-e hypothalamicus metabolikus lateralizacid. A kisérleteinket 3 szempontot

figyelembe véve terveztiik meg:

1. ataplaltsagi allapot és a him nemi hormonok egyiittes hatasa,
2. ataplaltsagi allapot hatdsdnak vizsgalata programozott etetéssel, valamint

3. aprogramozott etetés hatasa az allatok aktiv idészakaban (s6tét periodus)
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4 Anyag és modszer

A célkitlizésben emlitett metabolikus vizsgéalatokat mitokondridlis 1€gzésmérés révén
végeztik el. A légzésméréshez him allatok hypothalamicus szdvetmintaibol magas

¢letképességli mitokondrialis frakcidkat nyertiink ki.

4.1 Kisérleti allatok

A kisérleteinkhez intakt és kasztralt him Wistar patkdnyokat (Rattus norvegicus, fajta:
Crl:]WI]BR) hasznaltunk, csoportokra osztva. A kutatashoz sziikséges allatvédelmi engedély
szama: XIV-1-001/2202-4/2012 és PE1/001/665-8/2015.

Az allatokat legalabb 5 hétig gondoztuk a feldldozasuk el6tt, testsulyuktol fiiggd
mennyiségben altaldnos ragcsalotapot (gyartd: FarmerMix Kft., Zsambék, Magyarorszag) és

ad libitum csapvizet kaptak.

4.1.1 A taplaltsagi allapot és a him nemi hormonok egyiittes hatasa

Harom héttel a kisérlet elétt a 7 hetes allatokat két csoportra osztottuk. Mindkettd
csoport szabalyozott 12 oras sotét és vilagos ciklusban tartottuk (a lampa 7 orakor kapcsolt
le). Az egyik csoport intakt maradt, mig a masik csoport egyedeit ivartalanitottuk standard
anesztéziaban, ketamintxylazin kombinacidoban (75 mg/kg ketamin, 0,2 mg/allat xylazin,
subcutan beadva). Ezutan a heréket egy vagason keresztiil eltavolitottuk a herezacskobol. A
seb bezarasa utan butorphanolt (2,0 mg/kg) adtunk nekik postoperativ analgesia céljabol,
subcutan fizioldgias sooldattal egyiitt. A kisérlet eldtt az allatokat véletlenszerlien még két
csoportra osztottuk, az egyik csoport maradt ad libitum etetve, mig a masikat 24 oraig
¢heztettilk a dekapitalas el6tt (ami reggel 7 orakor tortént, mély isofluran anesthesiaban),
folyamatos vizellatas mellett. Osszefoglalasként az alabbi csoportokkal dolgoztunk: intakt ad
libitum etetett himek (T+ad lib.; n=7); intakt éheztetetett himek (7-+éh.; n=7); kasztralt ad

libitum etetett himek (cast.+ad lib.; n=7); kasztralt éheztetett himek (cast. +éh.; n=6).

41.2 A taplaltsagi allapot hatasanak vizsgalata programozott etetéssel

Hathetes intakt himeket 11 csoportba (6 allat/csoport) osztottunk és programozottan
etettiink (vilagos periodus: reggel 8-este 8, ad libitum etetés reggel 8-9) 4 héten at. A 11
csoport koziil az egyes csoportokat az etetési ciklusuk egy-egy adott idépontjaban aldoztuk fel
mintavételezésre. A 11 mintavételezés 2, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 16, 18 és 22 orakor tortént.
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4.1.3 A programozott etetés hatasa az allatok aktiv idoszakaban (sotét periodus)

Hathetes intakt himeket 3 csoportba (7 allat/csoport) osztottunk és programozottan
etettiink (vilagos periodus: délutan 15-hajnal 3) 4 héten keresztiil. Az etetés a fentiek alapjan
korlatozott mennyiségli tdppal az aktiv (sotét) periodusuk alatt tortént, 5 Ooraval a
lampakapcsolds utan. A mintavételezés a taplalkozasi ciklusuk 3 kiilonb6z6é idépontjan
tortént: kozvetlenill etetés eldtt (reggel 9), egy oraval eldtte (reggel 8), egy oraval késobb
(reggel 10).

4.2 Elokésziiletek
A mitokondriumok kinyerése soran hasznalt oldatokat és eszkozoket lehtitottiik és 4 °C-
on taroltuk a teljes folyamat soran, hogy megeldzziik a kisérlet szdmara karos biokémiai

folyamatok beindulasat.

A bemutatott modszer harom f6 1épésbdl all: (1) a tisztitatlan (nyers) mitokondrialis
frakcid eléallitasa; (2) e frakcié megtisztitdsa egyszerisitett Percoll-gradiens frakcionaléssal;

(3) a Percoll eltavolitasa a tisztitott mintabol.

4.3 A nyers mitokondrialis frakciéok kinyerése

4.3.1 Az agy kiemelése
Az éllatot guillotine-nal dekapitaltuk, majd vért vettiink téle a késdbbi szérum

hormonszint méréshez. Ezutan a koponya parietalis és occipitalis részérdl eltavolitottuk a bort
¢és az izmokat. Egy horizontalis metszést ejtettiink a foramen magnumtdl a hallgjarat iranyaba
(1), mindkét oldalon. A metszéstdl ventralisan levd basalis régiot eltavolitottuk (2). A sutura
lambdoidea mentén koronalisan metszettiik be a koponyacsontot mindkét oldalon (3), majd
szétvalasztva ezzel a kétoldali os frontale-t és os parietale-t (4). A parietalis és frontalis
csontok kiforditasaval megnyitottuk a koponyat. (2. Abra) Az agyat a koponya a cranialis
végérol felemeltiik egy spatulaval, majd egy éles olloval elvagtuk a n. opticust. A koponyabol
kiemelt agyat eldre 4 °C-ra hiitott agymatrixba helyeztiik, ahol eltavolitottuk a kotészovetet a
hypothalamus basalis részér6l. A hypothalamus izolalasahoz a chiasma opticum caudalis
része és a corpus mamillare kozotti részt emeltiik ki. Az igy kapott agydarabot a cranialis
szélével lefelé Petri-csészére helyeztiikk, majd az area piriformist, a thalamicus és cortikalis
régiokat eltavolitva nyertiik ki a paros hypothalamust, amelyet bal és jobb részre osztottunk,

hogy elkiilonitve tudjuk azokat vizsgalni.
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2. abra A hypothalamus kiemeléséhez a koponyan ejtett bemetszések

4.3.2 Homogenizalas
A kinyert hypothalamusfelek tomegét lemértiik, amelyek a jelen kisérletes beallitasok

mellett 18-20 mg tomegiiek voltak, majd ezutan homogenizaltuk a mintakat.

Az életképes mitokondriumok elkiilonitéséhez Potter-Elvehjem iiveg-teflon,
motorizalt homogenizatort hasznaltunk. A folyamat soran minden eszkozt 4 °C-ra hiitve
hasznaltunk, még a homogenizator szarat is. Minden mintat egyesével homogenizaltunk és a

mintak k6z6tt a homogenizator szarat friss pufferoldattal tisztitottuk meg.

4.4 Differencial frakcionalas

A homogenizalas utdn Eppendorf-csébe toltottik a sejtalkotokat és sejttormeléket
tartalmazo puffert. Ezutdn a homogenizatum a kovetkezd centrifugalasi 1épéseken esett at
(minden 1épés 4 °Celsius torténik). Azért, hogy megszabaduljunk a nagyobb sejttormelékektdl
els6 1épésként minden homogenizalt mintat 3700 rpm (d=100mm) sebességgel
centrifugaltunk 4 percig. Centrifugalas utan a feliiliszot begytjtottiik iires Eppendorf-
csovekbe, majd az iiledéket felszuszpendaltuk 750 pl izolacids pufferoldattal (215 mM
Mannit, 75 mM Szachardz, 0,1% BSA (bovine serum albumin), 1 mM EGTA (etilén-glikol-
tetraecetsav), 20 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav) és ujra

centrifugaltuk az el6z6 paraméterekkel.
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A masodik centrifugalds utan a feliiluszot szintén begytijtottilk és hozzaontottiik az
elé6z6hoz. Ezutan az tledéket tartalmazd csoveket eldobtuk, mert azokban mar csak a
szamunkra érdektelen sejttormelék volt. A feliilluszokat tartalmazo csoveket centrifugaltuk
11800 rpm (d=100mm) sebességgel 11 percig. Centrifugalas kézben a mitokondriumok
lestillyedtek az iiledékbe, a feliiliszoban maradtak a kisebb fajsulyu sejttormelékek és
sejtorganellumok, amiket ledntottiink és eldobtunk. Az tiledéket Gjra felszuszpendaltuk 500 pl
pufferoldattal és ezzel megkaptuk a nyers mitokondrialis frakciét, ami még tartalmazott

szennyezO részecskéket.

4.5 A nyers mitokondrialis frakciok megtisztitasa

A kovetkezd 1épésben a két feliiliszobol elokészitettiik a kétrétegli Percoll-gradienst
(GE Healthcare) egy 2 ml-es centrifugacsében. A 0%-0s Percoll-réteg maga az opaleszkalo
minta, azaz nyers mitokondrialis frakcio, e f61é rétegeztiik nagyon dvatosan a 15%-0s Percoll-
oldatot, tigy, hogy eclkeriiljiik a legkisebb keveredést is. Ezt ugy tudtuk a legkénnyebben
megvalositani, hogy nagyon lassan engedtiik bele az oldatot a csébe, illetve a pipetta hegyét

hozzédnyomtuk a csé faldhoz, ezzel hidat alkotva a folyadéknak.

A Percoll-gradienst tartalmazé csdveket nagyon Ovatosan kezeltiik, hogy elkertiljiink
barminemii keveredést a gradiensrétegek kozott. A mintakat 15400 rpm (d=100mm)
sebesseéggel 7 perc 40 masodperecig centrifugaltuk. Annak érdekében, hogy megvédjik a
rétegeket a centrifugdlds soran az Osszekeveredéstdl a rotor gyorsulasat a legalacsonyabb

szintre allitottuk, és a féket kikapcsoltuk, hagytuk a rotort a tehetetlenségénél fogva leallni.

Ez a modszer lehetdvé teszi, hogy a szoban forgod igen kis mennyiségii és heterogén
Osszetételll idegszovetbdl kiindulva is el tudjuk valasztani a mitokondriumok és a
Synaptosomdk frakcigjat olyan sejtalkotoktol és sejttormeléktdl, amelyek negativan

befolyasolndk a mintdk metabolizmusanak méréseét.

A centrifugélasi 1épést kovetden harom, szemmel lathatéan is elkiiloniild réteget
kaptunk. Az legfelsé rétegben a myelin és mas lipid dsszetevoket tartalmazo szennyezddés, a
masodikban maga a szinaptoszomalis frakcio, a legalsoban a sejtmag kdriili mitokondriumok
talalhatok. (3. abra) A kutatasunk célkitizésének megfelelden, a két, mitokondrialis
subfrakciot gytiijtottiik Ossze egy tiszta Eppendorf-csébe, a legfelsd, sejthartyat és myelin

tormeléket tartalmazo réteget eldobtuk.
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3. abra F1: myelin és mas lipid 6sszetevoket tartalmazé szennyezddés; F2: szinaptoszomalis frakcio; F3:
sejtmag koriili mitokondriumok

4.6 A Percoll eltavolitasa a tisztitott mintabol

Ebben a 1épésben begyljtott frakciok mentesek minden szennyezdanyagtol, de nagy
mennyiségli Percollt tartalmaznak, amit el kell tavolitanunk a mintdkbol. Jelenlegi tudasunk
szerint a Percoll bioldgiailag inert anyag, de jelentdsen zavarni tudja a méréseket, ugyanis
olyan polimer makromolekulakbodl all, amelyek viszkozitasa és nagy fajlagos helykitoltd
képessége miatt megakadalyozhatja a 1égzést modositd anyagok bejutasat a

mitokondriumokba.

Azért, hogy eltavolitsuk a nem kivant Percollt egy tovabbi nagy G értékii
centrifugdlasi 1épéssel egészitettiik ki a frakcionalast. A fentiekben Osszegytjtott
mitokondrialis frakciokat ujra felszuszpendaltuk, az azokat tartalmazo mikrocentrifuga
csoveket 1,5 ml toltdttiik izolacios pufferrel, majd centrifugaltuk 15400 rpm (d=100mm, max.
gyorsulas, max. fékezés) sebességgel 11 percig. E 1épést kovetéen a Percollt tartalmazo
feliiliszot ovatosan ledntottiik, az tiledéket pedig ezuttal 1 ml EGTA-mentes pufferrel (215
mM Mannit, 75 mM Szachardz, 0,1% BSA, 20 mM HEPES) felszuszpendaltuk, majd 11800
rpm (d=100mm) sebességgel centrifugaltuk 11 percig. Az igy kapott, 1égzésmérésre alkalmas

mintakat a mérés megkezdéséig 4 °C-on taroltuk. (4. Abra)
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4. abra A mitokondrialis frakcidk kinyerésére alkalmazott differencial- és gradiensfrakcionalasi eljaras 1épései

(forras: Dr. Toth Istvan)

4.7 Mitokondrialis 1égzésmérés

A méréshez valo elOkészitésként a mintdkrol a feliiluszot ledntottik és a
mitokondrialis frakciot tartalmazo tiledéket 50 pl respiracios pufferrel (210 mM Mannit, 75
mM Szacharo6z, 0,1% BSA, 2 mM MgCl, 2,5 mM KH,PO,4, 20 mM HEPES) szuszpendaltuk
fel, igy atlagosan 4,2 mg/ml fehérje koncentracioji szuszpenzidkat kaptunk. A kinyert
mitokondriumok metabolikus aktivitasat Clark-féle oxigénelektrod segitségével mértik. A
metabolikus aktivitast (1égzési tevékenységet) 5 kiillonbozd 1égzést modositd vegylilet

egymast kovetd alkalmazasaval mértiik, az eredményeket percenkénti oxigénfogyasztasban

fejeztiik ki (nmol O,/ml/min).

Az 6t légzésmodositd vegyiilet 5 kiilonbozé un. légzési stadiumot hatdroz meg.

Minden 1égzési stadiumot kb. 60 masodpercig mértiink. Ezek a stadiumok a kovetkezok

voltak:
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St1: mitokondrialis alap oxigénfogyasztas, 1¢gzésmddositd anyag hozzaadasa nélkiil

St2: mitokondrialis mukodés a citrat-ciklus oxidativ szubsztratjai jelenlétében
(pirosz6lésav és almasav, 5 mM és 2,5 mM végkoncentracioban), de hozzaadott
ATP-szintaz szubsztrat (ADP) hianyaban. Ilyen koriilmények kozott a citrat-ciklus
novekvd aktivitasa €s novekvo oxigénfogyasztas miatt a termindlis oxidacié €s az
oxidativ foszforilacio is fokozddik, amennyiben mas leszabalyz6 mechanizmusok
nem modositjak ezt. Az St2 1égzési ratat a mitokondriumok endogén ADP-szintje

korlatozza.

St3: a harmadik szakaszban ADP-t adunk a mintakhoz 130 mM végkoncentracioban.
Az ADP az ATP-szintaz szubsztratja, ezaltal a mitokondrialis 1égzés leghatékonyabb
serkentdje. Az ADP jelenlétében a 1égzési rata ndvekszik, ha a fenti szubsztratok
tovabbra is jelen vannak. Ebbdl adododan, ha tobbletben adjuk az ADP-t a mintdhoz

az oxidativ foszforilaciot gatolja az ATP-szintaz aktivitas.

St4: A negyedik szakaszban oligomicint (2,5 mM) adunk a mintakhoz, ami blokkolja
az ATP szintaz aktivitast, ebbdl addédoan az oxidativ foszforilaciot is, habar a
termindlis oxidacid tovabb folytatdodik. Ez a stadium a mintdban levd
mitokondriumok szétkapcsoltsdganak mértékérdl és az alternativ utak aktivitdsarol
szolgaltat informaciot. Elettani koriilmények kozott a szétkapesolas és az alternativ
oxidacid fontos szerepet jatszik a mitokondridlis energiatermelésének (ATP)

finomszabalyozasaban.

St5: Végiil egy cianid szarmazékot, FCCP-t (5 mM) adunk a mintahoz, ez
atjarhatova teszi a protonok szamara a mitokondriumok belsd, ami ledllitja a
mitokondrialis 1égzést. Az ennél a stadiumnadl tapasztalt oxigénfogyasztasi rata fligg

a szovet kezdeti metabolikus allapotatol, a mitokondriumok 1égzési kapacitasatol.

Terjedelmi és technikai okokbol ebben a dolgozatban elsdsorban az St3 és St4 1égzési

stadium eredményeit mutatjuk be mivel korabbi eredményeink alapjan ez az a két 1égzési

stadium, ami a legmesszemendbben jellemzi az adott szovetek metabolikus aktivitasat. (5.

Abra) A statisztikai elemzéseket Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA)

programban végeztiik el. Fisher’s exact testet hasznaltunk, hogy értékeljiik a féloldalisagot, és

two-way ANOVA-t Bonferroni korrekcioval, hogy sszehasonlitsuk az aszimmetria mértékét

a csoportok kozott.
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5. abra A kisérleti felszerelés. A mitokondrialis 1€gzési ratat (mrr) az elkiilonitett bal és jobb
hypothalamusfelekben mértiik a synaptosomalis és mitokondrialis frakciobol. (forras: Dr. Téth Istvan)
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5 Eredmények

5.1 A taplaltsagi allapot és a him nemi hormonok egyiittes hatasa

Kisérleteink soran elsdként az egyes kisérleti csoportokban meghataroztuk a
hypothalamicus metabolizmus tekintetében a féloldalisagot mutato allatok szazalékos aranyat
a teljes vizsgalt populacidban. Azokat az allatokat tekintettiik féloldalinak, amelyeknél az
egyik oldalnak a metabolikus aktivitasa legalabb 20 %-kal nagyobb volt, mint az ellenoldali
parja. Ezt a szézalékhatart a kutatocsoportom korabbi publikéacidja alapjan hatdroztuk meg

(Toth et al., 2015).

Az St3-ban nem volt valtozas az aranyokban (kb. 70 %) a két fél kozott tekintettel a
kisérleti csoportokra, kivéve a kasztralt és éheztetett allatoknal, ahol mindossze csak az
egyedek 50 %-a bizonyult metabolikusan kiegyenstlyozatlannak. (6. Abra) Ellenben az St4-
ben, mindkét éheztetett csoportban jelentésen alacsonyabb volt a féloldalisagot mutato

allatoknak a szamaranya az ad libitum etetett allatokhoz képest. (7. Abra)

A féloldalisagot mutaté allatok aranya az

St3-ban
100%
90%
80%
70% Nem féloldali
60% éllatok
50%
0,
40% u Féloldali
30% allatok
20%
10%

0%

6. abra A hypothalamicus aszimmetria az St3 fazisban, az allatok szazalékaban kifejezve a mitokondrialis 1égzés
soran.
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A féloldalisagot mutaté allatok aranya az
St4-ben
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7. abra A hypothalamicus aszimmetria az St4 fazisban, az allatok szazalékaban kifejezve a mitokondrialis 1€gzés
soran.

Annak érdekében, hogy megmagyarazzuk a bal és jobb oldali dominancia
megoszlasat, csak a féloldalisagot mutato allatokat vettiik figyelembe a tovabbiakban. Az ad
libitum etetett allatok esetében teljes mértékben jobb oldali dominancia volt az
egyeduralkodo, gonadalis him nemi hormon jelenlététdl fiiggetleniil. Ezzel ellentétben az
¢heztetett allatokban a jobb és bal oldali dominancidt mutatd allatok szazalékos aranya
megkozelitéleg egyensulyban volt, az egyedeknek csak 40-60%-a mutatott jobb oldali
dominanciat. A kapott eredmény szignifikans (p<0,01). (8. Abra)
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A hypothalamusfelek dominancidja

8. abra A jobb ¢és bal hypothalamusfél dominanciajanak megoszlasa him patkanyokban a mitokondrialis 1égzés
St3-ban. * * Az eredmény szignifikans (p<0,01)

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk a metabolikus lateralizacio mértékét, azaz, hogy a jobb és
bal oldali hypothalamus metabolikus aktivitasa milyen mértékben tér el egymastol (kizarolag
St3 és St4 vonatkozasaban). Azt az eredményt kaptuk, hogy az oldalak kozti kiilonbség
hatarozottan magasabb volt az ad libitum etetett allatoknal, és elérte a szignifikans szintet is
az St4-ben (p=0.0384). Ellenben ezzel az orchiectomia, fliggetleniil a jollakottsag allapotatol
csak gyenge valtozasokat okozott a két oldal kozotti metabolikus kiilonbségekben. Itt kell
megjegyezni, hogy az ad libitum etetett csoportokban - fiiggetleniil a nemi hormon
jelenlététdl — néhany allat jobb és bal oldali hypothalamusfelei metabolikus egyensulyt

mutattak mind az St3-ban, mind pedig az St4-ben (ezt az abran nem jel6ltiik). (9. Abra)
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9. abra A hypothalamicus aszimmetria mértéke az St3 és St4-ben him patkanyokban. * Az eredmény
szignifikans (p<0,05)

5.2 A taplaltsagi allapot hatasanak vizsgalata programozott etetéssel

A hypothalamus metabolikus jelenségeinek tovabbi tisztazasaért programozott etetést
alkalmaztunk intakt him patkédnyokon ¢€s vizsgaltuk a metabolikus valtozasokat etetés eldtt és
utan. A mitokondrialis 1égzési rata a bal oldali dominancia folyamatos (és exponencialis)
emelkedését mutatta 20-0 ora kozott. A taplalékfelvételt kovetéen (0 ora) ujra a jobb oldali
dominancia fokozatosan megjelent, és két oraval késobb teljesen visszaallt az alapszintre. (10.
Abra)

100%
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80%
60%
100%
40%
20%
0% Gﬂ/0
22h 23h Oh 1h 2h
M Jobb oldali dominancia Bal oldali dominancia

10. abra A jobb és a bal oldal dominanciajanak megoszlasa him patkanyokban programozott etetés soran, az
etetés kdrnyékén.
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5.3 A programozott etetés hatasa az allatok aktiv idészakaban

Mivel az 5.2-ben mutatott kisérleti beallitasnal a cirkadian fazisvaltas idépontja
egybeesett a taplalékfelvétel idGpontjaval, ezért annak érdekében, hogy tisztazzuk, melyik
tényez6 van nagyobb befolyassal a fent bemutatott dominancia viszonyokra, a harmadik
kisérletsorozatunk soran megvizsgaltuk, hogy mi torténik az egyes oldalak metabolikus
aktivitasdban, ha az allatok az aktiv iddszak kozepén kapjak az élelmet. Ezért rovid etetési
periodust alkalmaztunk ¢éjszaka (ez a patkanyok aktiv iddszaka) olyan tavol a

napszakvaltasuktol, amennyire csak lehet.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a taplalékmegvonas végso fazisdban a bal félteke
aktivabb volt, egészen az etetés pillanatdig, miutan ez az aktivitds szembetlind csokkenést
mutatott, mig egy oraval az etetést kdvetéen a jobb oldal dominancidja fokozatosan az
alapszintre allt. Tovabba megjegyzendd, hogy mindkét oldal aktivabb volt az etetést

megel6z6en, majd az etetést kdvetden mindkét oldal aktivitasa lecsokkent. (11. Abra)

Mitokondrialis respiracids ratak
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11. abra A mitokondrialis respiracios ratak atlagértékei az etetés elott, kdzben és utan
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6 Az eredmények megvitatasa

6.1 A taplaltsagi allapot és a him nemi hormonok egyiittes hatasa

Toth et al. (2015) Kimutattak, hogy a néstény patkanyokban a lateralizalt allatok
aranya a nemi hormonok jelenlétét6l vagy hianyatol és nem a jollakottsag mértékétol fliggéen
valtozott. Jelen kutatasunkban a nemi hormonok ¢és a jollakottsag allapotat ezattal himeken
vizsgalva azt az eredményt kaptuk, hogy sem a bilateralis orchiectomia, sem az élelem
megvonasa nem eredményezett feltind eltérést a féloldalisagot mutaté és nem mutatd
egyedek szamaranya kozott. Habar ez a jelenség azt sejteti, hogy az aszimmetrikus
hypothalamicus metabolizmus nem valtozott kisérletes manipulacié soran, a bal-jobb
dominancia aranya és az aszimmetria mértékének tovabbi elemzése volt sziikséges ahhoz,
hogy a jobb és bal oldal k6zotti dinamikusan valtozo aktivitasviszonyok a jollakottsag

mértékével és ezzel egyiitt a szervezet metabolikus allapotaval lehetnek 6sszefliggésben.

Az ad libitum etetésnél a lateralizalt him allatokban a jobb hypothalamusfélteke
metabolikusan aktivabb volt, mig a 24 o6ras élelemmegvonas soran a bal oldal mutatott
metabolikus dominanciat, kozel az egyedek felében. Ez egybevag a korabbi eredményekkel
néstény allatokban (Toth et al., 2015), ahol az éheztetés kiegyensulyozta a bal és jobb oldal
dominancijat az St3-ban, ugyanakkor a jollakottsag allapota mindezzel egyiitt is Kisebb
hatast gyakorolt a hypothalamicus metabolizmusra a gonadectomia hatasaval 6sszehasonlitva.
A mi kisérleteinkben a him patkanyokban az ¢lelemmegvonast kdvetden jelentkez6 bal oldali
dominancia egyezik a macskakban, illetve nyulakban talaltakkal (Pavlova et al., 1996;
Vanetsian és Pavlova, 2004)), amib6l arra lehet kovetkeztetni, hogy a taplalékkeresés és
taplalékfelvétel hypothalamicus szintli iranyitasanak lateralizaltsaga altalanos jelenség lehet

az emldsallatokban..

Ezt a megallapitast timogatja a metabolikus aszimmetria mértéke is. Az ad libitum
etetett allatokban (mind St3-ban, mind St4-ben) az aszimmetria magasabb mértékét figyeltiik
meg. A metabolikus kiilonbségek a kisérleti csoportok kozott (tekintettel az etetésre €és az
ivari feltételekre), jelentdsen magasabbak volta St4-ben, mint St3-ban, habar ennek a

jelenségnek a sejtszintii hattere tisztazasra szorul.
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6.2 A taplaltsagi allapot hatasanak vizsgalata programozott etetéssel

Habar a dekapitalasok reggel ugyanabban az idépontban torténtek a mintavételezés
elétt, az egyes, ad libitum etetett allatok kiilonb6z6 stadiumban lehettek a sajat taplalkozasi
ciklusuk tekintetében. Azaz példaul egyes allatok éppen a mintavétel eldtt taplalkoztak, mig
masok mar kordbban, vagy éppen félbeszakitottuk a tdplalkozdsukat a beavatkozassal.
Magatol értet6déen ugyanez a koncepcio fennallhat az éheztetett allatok esetében is. Ez volt
az oka annak, hogy feléllitsunk egy csoportot intakt felndtt egyedekbdl €s szigortian
szabalyozott etetés mellett tartottuk éket a mintavétel el6tt 4 hétig. Ez a felallas lehetové tette

az iranyitott &s pontosabb jollakottsagi koriilményeket.

A szigortian programozottan etetett allatokbdl kapott eredmények tamogattak azt az
elgondolast, miszerint az ¢hezés fokozza bal oldal metabolikus aktivitasat, és elnyomja a
jollakottsag karakterisztikus jobb oldali dominanciajat. Eszerint ez a metabolikus valtozas
fokozatosan lépett fel, ahogy az éhezés Kicsucsosodott, majd az etetés utan a jobb oldali

dominancia visszatért a jollakottsag esetén tapasztalt szintre.

6.3 A programozott etetés hatasa az allatok aktiv idoszakaban

Abban az esetben, amikor programozott etetéssel kikeriiltiik a cirkadian ritmus
feltételezhetd hatasat a kisérletre, maga a programozott etetés egymagdban is eldidézte a
lateralizalt metabolikus valtozasokat a két hypothalamusfélteke kozott. Csakugy, mint az 5.2
kisérletben a taplalékmegvonas hatdsdra erdsodott a bal oldali dominancia, mig
jollakottsagnal ez éppen forditva tortént, a jobb oldal dominalt. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a taplalékkeresd viselkedés valamilyen moéddon Osszefiiggésben all a bal oldali

hypothalamusféllel, mig a jollakottsaghoz kothetd eseményekben a jobb oldal dominal.

Korabbi tanulmanyok alapjan a jéllakottsag és a kapcsolddo jutalmazdé mechanizmus
lehet a kapocs a féltekék lateralizacioja €s a kiilonboz6 agyteriiletek kozott, a hypothalamuson
kiviill is. Emberekben példaul a jobb prefrontalis cortex jatszik dontd szerepet a
jutalomgenerald mechanizmusban, mig ezt nem tudtdk igazolni a bal ellenoldalon. Ezzel
parhuzamban az emberi gourmand szindroma (abnormalis szenvedély az izletes ételek
evéséhez) Osszefliggésben all jobb oldali frontalis sériiléssel (Regard és Landis, 1997; Uher és
Treasure, 2005). Tovabbra is tisztazasra szorul, hogy ez a funkcionalis aszimmetria
megjelenhet-e a periférias autonom idegrendszerben vagy a hypothalamus és a cortex kozotti

aszimmetrikus kapcsolatokban, esetleg mindkettdben.
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Osszefoglalasképpen, az éhezés elnyomta a jobb oldali dominanciat (legalébbis a jelen
kisérleti koriilmények kozott), feltételezhetéen orexigén folyamatok aktivalasaval a bal oldali
hypothalamusfélben. A taplalékfelvételt kovetden ez az orexigén aktivitds bizonyara
megszlnt ¢és ezaltal visszaallt a jobb oldali dominancia. Ezen eredmények alapjan arra
kovetkeztehetlink, hogy a mar alaposan kutatott dinamikus kolcsonhatdsok az orexigén és

anorexigén hypothalamicus kézpontok kozott eltérhetnek a bal és jobb oldalon.

Ad libitum etetés soran az allatokban alacsony a keringd orexigén faktorok szama (pl.:
ghrelin) (Ariyasu et al., 2001). Ebben az allapotban a POMC sejtek megszabadulnak az AgRP
tonikus gatlé hatasatol, és ez az MCR3 és MCR4 melanokortin receptorok aktivalédasat
eredményezi (Horvath, 2005). Habar ez a neuronalis aktivacio megtorténhet mindkét
hypothalamusfélben, a mitokondridlis 1égzésmérés soran kapott eredményeink azt jelzik, hogy
erésebb az aktivacio a jobb oldalon, mint a balon, tehat az allat jollakottsag érzése

elsddlegesen a hypothalamus jobb oldalatol fiigg.

Masrészrol taplalékmegvonas esetén az ¢hség jeleit a ghrelin keringésben emelkedett
szintje okozza (Ariyasu et al., 2001). A ghrelin aktivalja az AgRP és hypocretin neuronokat,
mig a POMC neuronok gatolva vannak, ami a melanokortin rendszer orexigén utjainak
aktivaciojat eredményezi (Seoane et al., 2003; Toshinai et al., 2003). A mi kisérletiinkben azt
tapasztaltuk, hogy az éhezés az allatok 50 %-aban bal oldali dominanciat okozott. Ez arra utal,
hogy a melanokortin rendszer ghrelin indukélta orexigén aktivacidja dominal a bal oldalon

(habar valosziniileg mindkét oldalon létrejon). (12. Abra)
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12. abra Az orexigén és anorexigén folyamatok valtozasa a hypothalamus bal
¢s jobb oldalan (forras: Dr. Téth Istvan)

6.4 Himek és nostények kozotti kiilonbségek

A legszembetlin6bb eredmény az, hogy a hypothalamicus aszimmetria néstényekben
er6sen E2 (0sztrogén) fiiggd, mig himekben a nemi szteroidoknak kevésbé van meghatarozo
szerepiik. Ellenben a lateralizaltsag mértéke az aszimmetrikus mikodésben kevésbé fligg a
jollakottsagi allapottdl ndstényekben, a himekhez képest. Masik kiilonbség, hogy
néstényekben, hogy az E2 ndvelte az unilateralis hypothalamicus metabolizmust, anélkiil,
hogy ez jelentésen befolyésolta volna az St4-et. Masrészrdl, himek esetében az aszimmetrikus
véltozas az St3-ban foként jollakottsagi allapot fiiggd és szignifikdnsan emelkedett az St4.
Himekben a taplalékfelvétel szabalyozasa magasabb szintli metabolikus valtozasokat valt ki a
hypothalamusban, és befolyasolja a lateralizalt metabolikus valtozasokat ellenben az erds
nemi szteroid valtozasok hatasaival, €s nem utolsé sorban az €lelem megvonas kimutathatd
csokkenést eredményezett a két hypothalamusfél kozotti kiillonbségben még E2-velkezelt

egyedekben is.

Hasonlésag a ndstényekkel, hogy az ¢heztetés az allatok 50%-aban okozott bal oldali

dominanciat, de ez a jelenség Gsszefligg a magasabb mértékii lateralizaltsaggal.

30



7 Konkluzio

Kisérleteink alapjan kijelenthetd, hogy a him patkanyokban a ndstényekhez hasonloan
a hypothalamus funkciondlis aszimmetriat mutatd féltekékbol all, amely lateralizacio
metabolikus szinten is megnyilvanul. Ugyanakkor a himeknél tapasztaltalt metabolikus
kiilonbségek a ndstényekkel ellentétben nem a gonadalis szteroidok szintjétdl, hanem a

jollakottsagi allapottol és az energiahaztartas szervezetszintii allapotatol fiiggenek.

Eredményeink igazoltdk, hogy mig igény szerinti taplaltsdg esetén a jobb oldali
hypothalamus mutatott nagyobb metabolikus aktivitast, addig a taplalékmegvonas ezt az

allapotot megforditotta, amely bal oldali metabolikus dominanciat eredményezett.

A dolgozatban bemutatott eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a mar szamos
aspektusbdl behatéoan tanulmanyozott hypothalamicus orexigén-anorexigén folyamatok a
neuroendokrin kozpont két féltekéjében eltérd hangstllyal zajlanak le. Azt csak késobbi
behatd vizsgalatok révén tudjuk vilagossd tenni, hogy a taplalékfelvétel és az
energiahdztartast szabalyozo mechanizmusok pontosan hogy és milyen feldlldsban oszlanak
meg a hypothalamus két térfele kozott, és azt hogy e tekintetben milyen mértékli a két

féltekék kozotti munkamegosztas.
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8 Osszefoglalas

A hypothalamus funkcionalis aszimmetriaja a reproduktiv folyamatokkal
és a taplalékfelvétellel kapcsolatban him patkanyokon

A hypothalamus jéllehet szerteagazd neuroendokrin folyamatok vezérlésért felelds, mégis
a kozponti idegrendszer aranylag igen kis kiterjedéstli, anatomiailag ,,zsufolt” részét alkotja.
Bar sok mas agyteriilethez hasonldéan a hypothalamus magcsoportjai is szimmetrikusan, az
agy jobb és bal térfelén helyezkednek el, miikodését funkcionalisan egységes, identikus felek
parhuzamosan dolgozé strukturdjaként kezeljiik.

Elgondolasunk szerint a hypothalamust a fels6bb agyteriiletekhez hasonléan nem
redundansan identikus miikddésti felek, hanem egymassal valamilyen, eddig jobbara
ismeretlen rendezdéelv alapjan egymassal ,,munkamegosztasban” dolgozo féltekék alkotjak. A
kutatocsoport korabbi munkai alapjan fény deriilt arra, hogy a néi reproduktiv folyamatok
vezérlése a fenti hipotézist aldtdmasztva a két hypothalamicus félteke kozott aranytalanul
oszlik meg. A jelen munkaban arra a kérdésre keressiik a vélaszt, hogy ez a fajta funkciondlis
aszimmetria him allatokban is megfigyelhet6-e a szoban forgd agyteriilet altal vezérelt két
legenergiaigényesebb funkcio, a taplalékfelvétel és a reproduktiv iranyitassal kapcsolatban.

Hipotézisiink igazoldsahoz metabolikus vizsgdlatokat végeztiink mitokondridlis 1égzési
tevékenység elemzésén keresztil. Ehhez him patkdnyok elkiilonitett jobb és bal
hypothalamusabol a kutatocsoport altal kifejlesztett modszert alkalmazva, differencial- és
Percoll-alapu gradiensfrakcionalas révén életképes, mitokondrialis frakciokat nyertiink. A
kisérletbe =~ vont  allatokat  kiilonb6zé  reproduktiv  (bilateralis  orchiectomia,
tesztoszteronkezelés) ¢€s jollakottsagi (taplalékmegvonds, programozott etetés, etc.)
allapotokban vizsgaltuk.

Eredményeink a reproduktiv folyamatok tekintetében a him allatok (a ndstényekkel
szemben) nem erdsitetttk meg a hypothalamus lateralizdlt miikdodésére vonatkozo
feltevésiinket. Ezzel szemben a jollakottsag-taplalékfelvétel vonatkozasaban igazoltuk, hogy
az ¢hezés és a taplalékmegvonas fokozza bal oldali hypothalamus metabolikus aktivitasat
elnyomva ezzel a jollakottsagi fazis karakterisztikus jobb oldali dominancidjat. Fény deriilt
arra, hogy ez a metabolikus valtozds fokozatosan 4allt be, az ¢éhezés iddtartamaval
parhuzamosan erdsodve. A taplalékfelvételt kovetden pedig a jobb oldali metabolikus
dominancia fokozatosan visszatér.

Ennek értelmében elmondhatod, hogy mig a ndstényeknél a hypothalamicus aszimmetria
erdsen Osztrogénfliggd, addig a himek esetében ebben dontdéen a jollakottsagi allapot bir
meghataroz6 szereppel. Az altalunk kapott eredmények alapjaiban Ujrairhatjdk azt a
szemléletet, amely révén ma a hypothalamust vizsgaljuk, mindez pedig 0j diagnosztikai és
terapias lehetdségeket is magaba rejt.
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9 Summary

Functional hypothalamic asymmetry with regard to reproduction
and satiety state in male rats

Although the hypothalamus is responsible for the control of many neuroendocrine
processes, it is a relatively small, anatomically "crowded" part of the central nervous system.
Like many other areas of the brain, the nuclei of the hypothalamus are symmetrically located
in the right and left side of the brain and the hypothalamus is functionally considered as a
parallel structure of identical parties.

According to our hypothesis, the hypothalamus, as the upper brain regions, is not
redundantly identical in function, but it is formed by two hemispheres that share their tasks in
yet mostly unknown hierarchies. Based on previous works of our research group, it has
become apparent that control of female reproductive functions is disproportionately divided
between the two hypothalamic hemispheres, supported by the above hypothesis. In the present
study, we will find the answer to the question whether this type of functional asymmetry in
male animals can be observed in the two most energy-demanding functions controlled by the
concerned brain region, in terms of food intake and reproductive control.

To verify our hypothesis, we performed metabolic examinations through the analysis of
mitochondrial respiratory activity. In order to obtain viable mitochondrial fractions from the
isolated left and right hypothalamus of male rats for this purpose, we applied differential and
Percoll-based gradient fractionation procedure developed by our research group. The
experimental animals were examined in different reproductive (bilateral orchiectomy,
testosterone treatment) and satiety states (food deprivation, scheduled feeding, etc.).

Our results on reproductive processes with male animals (compared to females) did not
confirm our assumption of lateralized operation of the hypothalamus. On the other hand, with
regard to satiety state, it has been proved that starvation and fasting increase the metabolic
activity of the left hypothalamus by suppressing the characteristic right side dominance. It
became clear that this metabolic change was gradually increased, throughout the starvation
period. After refeeding, metabolic dominance of the right side was gradually reverted.

Based on these results, while hypothalamic functional asymmetry in females showed
strong estrogen-dependence, in case of males, state of satiety played a predominant role. Our
results can basically redefine our point of view of the hypothalamic functions, and therefore
offering new diagnostic and therapeutic options.

33



10 Irodalomjegyzék

Aizawa, H. (2013). Habenula and the asymmetric development of the vertebrate brain. Anat. Sci. Int.
88, 1-9.

Ariyasu, H., Takaya, K., Tagami, T., Ogawa, Y., Hosoda, K., Akamizu, T., Suda, M., Koh, T., Natsui, K.,
Toyooka, S., et al. (2001). Stomach is a major source of circulating ghrelin, and feeding state
determines plasma ghrelin-like immunoreactivity levels in humans. J. Clin. Endocrinol. Metab. 86,
4753-4758.

Bakalkin GYa, null, Tsibezov, V.V., Sjutkin, E.A., Veselova, S.P., Novikov, I.D., and Krivosheev, O.G.
(1984). Lateralization of LH-RH in rat hypothalamus. Brain Res. 296, 361-364.

Baskin, D.G., Hahn, T.M., and Schwartz, M.W. (1999). Leptin sensitive neurons in the hypothalamus.
Horm. Metab. Res. Horm. Stoffwechselforschung Horm. Metab. 31, 345-350.

Broca, P.P. (1861). Remarques sur le siege de la faculté du langage articulé, suivies d’'une observation
d’aphémie (perte de la parole).

Davis, P.G., McEwen, B.S., and Pfaff, D.W. (1979). Localized behavioral effects of tritiated estradiol
implants in the ventromedial hypothalamus of female rats. Endocrinology 104, 898—903.

Elias, C.F., Saper, C.B., Maratos-Flier, E., Tritos, N.A,, Lee, C., Kelly, J., Tatro, J.B., Hoffman, G.E.,
Ollmann, M.M., Barsh, G.S., et al. (1998). Chemically defined projections linking the mediobasal
hypothalamus and the lateral hypothalamic area. J. Comp. Neurol. 402, 442—459.

Elias, C.F., Kelly, J.F., Lee, C.E., Ahima, R.S., Drucker, D.J., Saper, C.B., and ElImquist, J.K. (2000).
Chemical characterization of leptin-activated neurons in the rat brain. J. Comp. Neurol. 423, 261—
281.

Fukuda, M., Yamanouchi, K., Nakano, Y., Furuya, H., and Arai, Y. (1984). Hypothalamic laterality in
regulating gonadotropic function: unilateral hypothalamic lesion and ovarian compensatory
hypertrophy. Neurosci. Lett. 51, 365-370.

Galaburda, A.M., and Eidelberg, D. (1982). Symmetry and asymmetry in the human posterior
thalamus. Il. Thalamic lesions in a case of developmental dyslexia. Arch. Neurol. 39, 333-336.

Gerendai, I., Rotsztejn, W., Marchetti, B., Kordon, C., and Scapagnini, U. (1978). Unilateral
ovariectomy-induced luteinizing hormone-releasing hormone content changes in the two halves of
the mediobasal hypothalamus. Neurosci. Lett. 9, 333-336.

Gerendai, ., Csaba, Z., Vokd, Z., and Csernus, V. (1995). Involvement of a direct neural mechanism in
the control of gonadal functions. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 53, 299-305.

Holst, B., and Schwartz, T.W. (2004). Constitutive ghrelin receptor activity as a signaling set-point in
appetite regulation. Trends Pharmacol. Sci. 25, 113-117.

Horvath, T.L. (2005). The hardship of obesity: a soft-wired hypothalamus. Nat. Neurosci. 8, 561-565.
Inase, Y., and Machida, T. (1992). Differential effects of right-sided and left-sided orchidectomy on

lateral asymmetry of LHRH cells in the mouse brain. Brain Res. 580, 338—340.

34



lin, J.-M., and Yang, W.-X. (2014). Molecular regulation of hypothalamus-pituitary-gonads axis in
males. Gene 551, 15-25.

Lépez, E., Cruz, M.E., and Dominguez, R. (1997). Asymmetrical effects of the unilateral implant of
pilocarpine on the preoptic-anterior hypothalamic area on spontaneous ovulation of the adult rat.
Arch. Med. Res. 28, 343—-348.

Mayerhofer, A., and Kunz, L. (2005). A non-neuronal cholinergic system of the ovarian follicle. Ann.
Anat. Anat. Anz. Off. Organ Anat. Ges. 187, 521-528.

McCormick, C.M., and Singh, P. (1996). Asymmetry in progestin receptor levels and sexual behavior
in female rats. Physiol. Behav. 59, 349-354.

Mittleman, G., Fray, P.J., and Valenstein, E.S. (1985). Asymmetry in the effects of unilateral 6-OHDA
lesions on eating and drinking evoked by hypothalamic stimulation. Behav. Brain Res. 15, 263—-267.

Moran, J.L., Cruz, M.E., and Dominquez, R. (1994). Differences in the ovulatory response to unilateral
lesions in the preoptic or anterior hypothalamic area performed on each day of the estrous cycle of
adult rats. Brain Res. Bull. 33, 663—668.

Minzberg, H. (2008). Differential leptin access into the brain--a hierarchical organization of
hypothalamic leptin target sites? Physiol. Behav. 94, 664—669.

Nance, D.M., and Moger, W.H. (1982). Ipsilateral hypothalamic deafferentation blocks the increase in
serum FSH following hemi-castration. Brain Res. Bull. 8, 299-302.

Nasrallah, C.M., and Horvath, T.L. (2014). Mitochondrial dynamics in the central regulation of
metabolism. Nat. Rev. Endocrinol. 10, 650-658.

Nordeen, E.J., and Yahr, P. (1982). Hemispheric asymmetries in the behavioral and hormonal effects
of sexually differentiating mammalian brain. Science 218, 391-394.

Pavlova, I.V., Volkov, I.V., and Mats, V.N. (1996). [The effect of stimulation of the lateral
hypothalamus on the spike trains of the rabbit neocortical neurons]. Zh. Vyssh. Nerv. Deiat. Im. I. P.
Pavlova 46, 1068—-1075.

Regard, M., and Landis, T. (1997). “Gourmand syndrome”: eating passion associated with right
anterior lesions. Neurology 48, 1185-1190.

Riediger, T., Traebert, M., Schmid, H.A., Scheel, C., Lutz, T.A., and Scharrer, E. (2003). Site-specific
effects of ghrelin on the neuronal activity in the hypothalamic arcuate nucleus. Neurosci. Lett. 341,
151-155.

Sadeghi, L., Rizvanov, A.A., Salafutdinov, L.1., Dabirmanesh, B., Sayyah, M., Fathollahi, Y., and Khajeh,
K. (2017). Hippocampal asymmetry: differences in the left and right hippocampus proteome in the
rat model of temporal lobe epilepsy. J. Proteomics 154, 22-29.

Seoane, L.M., Lépez, M., Tovar, S., Casanueva, F.F., Sefiaris, R., and Diéguez, C. (2003). Agouti-related
peptide, neuropeptide Y, and somatostatin-producing neurons are targets for ghrelin actions in the
rat hypothalamus. Endocrinology 144, 544-551.

Sternson, S.M., Shepherd, G.M.G., and Friedman, J.M. (2005). Topographic mapping of VMH -->
arcuate nucleus microcircuits and their reorganization by fasting. Nat. Neurosci. 8, 1356—1363.

35



Stratford, T.R., and Wirtshafter, D. (2013). Injections of muscimol into the paraventricular thalamic
nucleus, but not mediodorsal thalamic nuclei, induce feeding in rats. Brain Res. 1490, 128-133.

Toshinai, K., Date, Y., Murakami, N., Shimada, M., Mondal, M.S., Shimbara, T., Guan, J.-L., Wang, Q.-
P., Funahashi, H., Sakurai, T., et al. (2003). Ghrelin-induced food intake is mediated via the orexin
pathway. Endocrinology 144, 1506—1512.

Toth, I, Kiss, D.S., Goszleth, G., Bartha, T., Frenyo, L.V., Naftolin, F., Horvath, T.L., and Zsarnovszky, A.
(2014). Hypothalamic sidedness in mitochondrial metabolism: new perspectives. Reprod. Sci.
Thousand Oaks Calif 21, 1492-1498.

Toth, I, Kiss, D.S., Jocsak, G., Somogyi, V., Toronyi, E., Bartha, T., Frenyo, L.V., Horvath, T.L., and
Zsarnovszky, A. (2015). Estrogen- and Satiety State-Dependent Metabolic Lateralization in the
Hypothalamus of Female Rats. PloS One 10, e0137462.

Uher, R., and Treasure, J. (2005). Brain lesions and eating disorders. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry
76, 852-857.

Vanetsian, G.L., and Pavlova, I.V. (2004). Functional asymmetry of the frontal cortex and lateral
hypothalamus of cats during an operant food-related conditioned reflex. Neurosci. Behav. Physiol.

34, 703-710.

von Ziegler, N.l., and Lichtensteiger, W. (1992). Asymmetry of brain aromatase activity: region- and
sex-specific developmental patterns. Neuroendocrinology 55, 512-518.

36



11 Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani Prof. Bartha Tibor tanszékvezetd trnak, hogy lehetové
tette szdmomra a jelen TDK dolgozat elkészitését €s a tanszéki dolgozdknak, hogy mindig a

segitségemre voltak.

Kiilon koszondm a témavezetdimnek Kiss David Sandornak és Toth Istvannak a

rengeteg szakmai segitséget, amit nyujtottak az ismertetett munka soran.

Szeretném megkoszonni a csaladdomnak, hogy mindig mellettem alltak ez alatt a nehéz

1d6szak alatt.
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