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Roviditések jegyzéke

ARC: nucleus arcuatus
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IR: immunreaktiv
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LHA: lateralis hypothalamus

LS: lateralis septum

LSD: lateralis septum nucleus dorsalis
LSI: lateralis septum nucleus intermedialis
LSV: lateralis septum nucleus ventralis
NPY: neuropeptid Y

OVX: ovariectomia, ovariectomizalt (értelemszertien)
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PVN: nucleus paraventricularis
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1. Osszefoglalas

A lateralis septum (LS), a limbikus rendszer részeként jelentds kozvetitd szerepet tolt
be a limbikus kérgi, illetve hypothalamikus és az agytorzsi teriiletek kommunikacidjaban.
Kisérletes bizonyitékok alapjan fontos szerepet jatszik szdmos viselkedés mintdzat
kialakitdsaban. A neuroendokrin rendszerrel (hypothalamus) fenntartott kapcsolatai révén
befolyassal van tobbek kozott az allatok taplalék- és vizfelvételére. Tertiletén kimutathato
neuropeptidek koziil a leucin-enkephalin (Leu-enk), a neuropeptid Y (NPY) és a galanin (Gal)
a hypothalamikus magvakban 1is bizonyitottan fontos szerepldje a taplalékfelvétel
szabalyozasanak. Vizsgalatainkban feltartuk a Leu-enk, NPY és Gal megoszlasat patkany LS-
nak rostrocaudalis tengelye mentén. Arra is kerestiik a valaszt, hogy a patkdny LS teriiletén
el6forduld harom neuropeptid immunocitokémiailag detektalhato denzités értékei valtoznak-e
rovid tav, teljes, illetve hosszu tavi, részleges taplalékmegvonds hatdsara. Kisérleteinket him
¢s ndstény, valamint ovariectomizalt (OVX) éllatok esetében is elvégeztiik, az esetleges nemi
kiilonbségek megvilagitasara. Alkalmazott modszereink részleges és teljes €heztetés, pre-
embedding immuncitokémia, és computeres denzitometria voltak.

A rostrocaudalis megoszlas alapjan megallapitottuk, hogy mindharom neuropeptid
képviselteti magat a LS egész rostrocaudalis tengelye mentén. Legnagyobb mennyiségben a
Leu-enk-t mutattuk ki, kisebb mennyiségben NPY-t és ¢s legkisebb denzitdsunak a Gal-t
talaltuk. Mig a Leu-enk és a Gal csak varikdzus rostokban fordult eld, a NPY-t sejttestekben
is kimutattuk. Ezen sejtek egy része az ependyma réteghez kozel volt lokalizalhatd, ami
esetleges monitorozo funkcidjukra utalhat.

Kisérleteinkben az ¢heztetés fajtajatol fiiggetleniil megallapithatjuk, hogy a Leu-enk,
NPY ¢és Gal immunocitokémiailag detektdlhatdé mennyisége valtozott a taplalékfelvétel
csokkentésének hatdsra. E valtozasokat befolyasolta az ¢hezés id6tartama és erdssége (100 %-
os vagy 40 %-os éhezés). A harom neuropeptid denzitasara hatdssal vannak a n6i nemi ciklus
hormonszint ingadozasai, illetve a LS teriiletén taldlhatd Osztrogén receptorokon keresztiil
kozvetleniil az 0sztrogén. Ezt tdmasztjak ald ndstény, illetve OVX ndstényekkel folytatott
kisérleteink eredményei.

A LS taplalékfelvételt szabalyozo szerepével kapcsolatban kevés informacid all
rendelkezésre. Jelen munkankkal a taplalékfelvétel szabalyozasanak pontosabb megértéséhez
kivantunk hozzajarulni, megvilagitva, hogy az endocrin rendszerrel szoros kapcsolatban allo

hypothalamus mellett mas, az endocrin rendszerrel kozvetlen kapcsolatot nem fenntarto,



kifejezetten neurondlis jellegli agyteriiletek, mint pl. a LS 1is szerepet jatszhatnak a

taplalékfelvétel €s a szervezet energia homeosztazisanak befolyasolasaban.



2. Bevezetés

Az emberiség fejlodéstorténete sordn a legkeményebb ¢s legkeservesebb harcat a napi
betevd falat megszerzéséért vivta. Azt gondolhatnank, hogy ezt a harcot a 21. szazad elejére
vilagméretekben megnyertiik. A helyzet azonban ellentmondésos, mert Foldiinkon egyszerre
van jelen az éhinség és a boség. Az emberiség jelentds része, 800 millid ember alultaplalt,
kozulik 300 millio éhezik, és naponta 23 ezer ember pusztul el éhhaldlban, mig a vilag
gazdagabb felén évente sok szdzezer ember korai haldlat okozza a taltaplaltsag, a szinte
jarvanyszertien terjed6 elhizas és a nyomaban jaré civilizaciés betegségek (Adam, 2004). Mi
mondja meg a szervezetnek, hogy taplalékfelvételre van sziiksége? A hypothalamus teriiletén
talalhatok azok a specidlis magcsoportok, amelyek a perifériardl érkezd szignal molekuldkat
receptoraikon felfogjék és a taplaltsagi allapotnak, a szervezet pillanatnyi energiaigényének
megfelelden taplalékfelvételre, vagy éppen az étkezés abbahagyésara utasitjadk a szervezetet.
Tualzott energia felvétel esetén novekszik teststlyunk, ami a fehér zsirszovet altal termelt
fehérje, a leptin felszabadulasat fokozza, a vér-agy gaton atjutva a hypothalamus nucleus
arcuatusaban (ARC), illetve nucleus paraventricularisdban (PVN) eldidézi olyan anorexigén
peptidek felszabadulasat, amelyek bonyolult biokémiai folyamatok sorat inditjak el. Ennek
hatasara a szervezet felgyorsitja anyagcseréjét és csokkenti taplalékfelvételét. Ehezéskor a
leptin szint lecsokken, ami az elobb emlitett hypothalamikus magokban noveli a f6 orexigén
neuropeptid, a neuropeptid Y (NPY) felszabadulésat, és ez a raktdrozo folyamatok felé tolja el
a szervezet energiagazdalkodéasat, ami fokozott taplalékfelvételre Osztonzi az élolényt. A
taplalékfelvétel szabalyozasaval kapcsolatos kutatasok foleg a hypothalamus funkcidjanak
pontos felderitésére iranyulnak. Amellett, hogy a hypothalamus energiahaztartdsban bet6ltott
szerepérdl egyre tobbet tudunk, vannak mas agyteriiletek is, pl. a nucleus tractus solitarii
(Ishizaki és mts., 2002), valamint a nucleus Edinger-Westphal (Kozicz, 2003), amelyek
ugyancsak részt vesznek a taplalékfelvétel szabalyozasaban. Ide sorolhaté a szamos mas
lateralis septum (LS), amely reciprok kapcsolatot tart fenn a ARC-al, a PVN-al, valamint a
lateralis hypothalamusszal. Ezen hypothalamikus teriiletek fontos szerepet jatszanak egyes
specifikus motivacids cselekvések elinditdsaban, mint pl. a taplalék megszerzésére, a taplalék

felderitésére, illetve elfogyasztasara iranyuld viselkedésmintdzatok.



3. Irodalmi attekintés

3. 1. A lateralis septum neuroanatémiaja patkanyban

A septalis komplex az utobbi néhdny évtizedben az idegrendszeri kutatdsok elGterébe
keriilt agyteriilet. A limbikus rendszer részeként rendkiviil sokrétli kapcsolatot tart fenn
szamos mas agyteriilettel, amelyek koziil kiemelhetd a neuroendocrin rendszer kdzpontjaként
szamon tartott hypothalamusszal, valamint a tanulds és memoria kozpontjaként ismert
hippocampalis formatioval vald reciprok kapcsolata. A kérgi neuronkérok miikodésében igen
jelentds folyamat, a neurondlis aktivitas kiillonféle frekvencidkon torténd szinkronizacidja a
medialis septum pacemaker sejtjeivel hozhat6 kapcsolatba (Rose és Schubert, 1977; Freund és
Antal, 1988; Gulyas és mts., 1990; Dutar és mts., 1995). A septalis komplex lateralis része
(LS) kisérletes bizonyitékok szerint nem kevésbé fontos szerepet jatszik szdmos viselkedési
mintazat kialakitdsdban. A neuroendocrin rendszerrel fenntartott kapcsolatai révén befolyassal
van az allatok taplalék- és vizfelvételére, vérnyomasara (Stradford és Kelley, 1999; Skelton és
mts., 2000), kiilonféle viselkedésmintazataira, pl. a szorongas kivaltdsaban (Cheeta és mts.,
2000), valamint a maternalis viselkedésben, pl. szoptatasban (Li és mts., 1999; Sheehan és
mts., 2000) is kimutathato6 szerepet jatszik.

A septalis komplex az agyféltekék vastag medialis fala a lamina terminalis és a
commissura anterior eldtt és folott helyezkedik el. Pre- és supracommissuralis részekre
oszthatd magtomegek ¢s rostkotegek alkotjak. Topografiai viszonyai, cytoarchitecturdja és
Osszekottetései alapjan medialis, lateralis és posterior részekre tagolhatd (Paxinos és Watson,
1986). A LS a septalis komplex rostrodorsalisan az oldalkamrak medialis falanal elteriild
legnagyobb paros sejtcsoportja (1. dbra), mig a medialis €s posterior septalis teriiletek az agy
kozépvonalaban elhelyezkedd paratlan strukturak.

Jakab ¢€s Leranth (1995) a LS-t a teriileten elhelyezkedd neuronok nagysaga ¢s denzitasa
alapjan nucleus dorsalis- (LSD), nucleus intermedialis- (LSI) és nucleus ventralisra (LSV)
osztotta fel. Ezt a felosztast, retrograd és anterograd pélyajeloléses, immunohisztokémiai,
illetve in situ hibridizécids technikdkat kombinald kisérleteik alapjan Risold €s Swanson
(1997a,b) modositotta. Az 10 felosztds szerint, mely nemcsak a magok dorso-ventralis,
kétdimenzids elrendezését veszi figyelembe, hanem a rostro-caudalis kiterjedésiikkel is
szamol, megkiilonboztetiink rostroventralis részt (LSr), caudodorsalis részt (LSc) és ventralis
részt (LSv). A LSr- és a LSc neurokémiai szerkezete alapjan tovabbi 20 zoénara tagolhato,

amelyek régidkra, a régiok pedig doménekre oszthatok (1asd neurokémiai felosztasnal).
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Interaural 10.00 mm Bregma 1.00 mm

1. dbra: A LS az oldalkamrék medialis falanal talalhato sejtcsoport. A korondlis metszeten a
dorsalis, az intemedier ¢és a ventralis magcsoport van feltiintetve. Utobbi teriiletre
koncentralodtak az altalunk vizsgalt neuropeptidek. (LSD: nucleus dorsalis, LSI: nucleus
intermedialis, LSV: nucleus ventralis, sotétsziirke) (Paxinos és Watson utan, 1986)

A LSr azonos a régi nomenklatira alapjan az LSI-al, illetve a LSV rostralis részével. A
LSc a régi LSD-t és az LSI és LSV dorsalis részét foglalja magéaba. Végiil a LSv a régi LSV

caudalis részének felel meg.

3. 1. 1. A lateralis septum sejttipusai

A LS neuronjairdl éltalanosan elmondhato, hogy dendritjeik kisebb, vagy nagyobb
mértékben, de mindig tartalmaznak dendrit tiiskéket, sohasem varikozusak, ami megkonnyiti
a medialis septum-diagonalis kéteg neuronjaitol valod elkiilonitésiiket. Neuronjait négy nagy
tipusba sorolhatjuk: I. tipus, Il.a tipus, IL.b tipus és III. tipus (Alonso és Frotscher 1989a,b;
Phelan és mts., 1989; Jakab és Leranth, 1990a,b) (2. 4bra).
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2. abra: Jellemz0 sejttipusok a LS teriiletén: a: L. tipust sejt; b-e: IL.a tipust sejtek; f-h: II. b
tipusu sejtek; i-1: III. tipusu sejtek. (LSD: nucleus dorsalis, LSI: nucleus intermedialis, LSV:
nucleus ventralis, MS: medialis septum, v: oldalkamra) (Jakab és Leranth, 1990 szerint)

Az I-es tipusba tartoz6 neuronok a LSD (dorsalis LSc, Risold és Swanson (1997a,b))
tertiletén fordulnak el6. Nagy, kerek, tobbszogli, vagy ovalis sejttestjeik vannak, kb. 15-20
um-es atmérével. Altaldban 3-5 pm vastag primer dendrittel rendelkeznek, amely
dichotomikusan eldgazva alakitja ki kb. 600 pum &atmér6ji gomb, vagy ovalis formaju
dendritfajat (Phelan és mts., 1989). A sejttest és a proximalis primer dendritek dendrittiiske
mentesek, mig a distalis dendrit nyulvanyok stirtin elhelyezkedd, rovid tiiskéket hordoznak
(Alonso ¢s Frotscher, 1989a). Sejtmagjuk mély betlirddésekkel szabdalt, citoplazmdjuk sok
organellumot tartalmaz. Axonjaik a septumon kiviilre projektalnak (Phelan és mts., 1989),
viszont sok kollateralisukkal bonyolult, a LSV teriiletén elagaz6dé axonfat alakitanak ki. A
IL.a tipusba tartoz6 neuronok a LSD és LSI (LS medialis zonajaban, a LSr és a LSc ventralis
részén, Risold és Swanson (1997a,b)) teriiletén fordulnak eld. A bipolaris, vagy fuziform
neuronok kozepes méretli sejttesttel rendelkeznek, két iranyba kiterjedd dendrit
arborizacidval. Hosszu dendritjeiken kevés a dendrittiiske, sejtmagjuk kis betlirddésekkel

tagolt. Sejtplazmajuk vékony savban veszi koriil a sejtmagot, kevés sejtorganellummal.
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Dendritjeik elhagyjak a LSD-t és LSI-t (LSr-t és a ventralis LSc-t, majd a dorsalis LSc utén,
Risold és Swanson (1997a,b)) a medialis septum teriiletére érkeznek. Ezek alapjan
valdsziniisithetd, hogy résztvesznek a LS belsd neuronkoreinek kialakitdsaban (Alonso és
Frotscher, 1989a). A ILb tipusu sejtek csak a LSI (lateralis LSr, a mediodorsalis LSc és a
lateralis LSv, Risold és Swanson (1997a,b)) teriiletén fordulnak eld. Jellegzetes, sejttesten
elhelyezkedd dendrittiiskéik alapjan Jakab és Leranth (1990a) ,,somatospiny” neuronoknak
nevezte el oket. A LS sejtjeinek 20-25%-at teszik ki. Koézepes nagysagu kerek, ovilis, vagy
haromszog alaka sejttesttel és legfeljebb 5 dendrittel rendelkeznek. Az I-es tipussal
ellentétben dendritjeik hossziak és vékonyak, kevesebb és hosszabb dendrittiiskével.
Sejtmagjuk kis bettirodéseket visel, citoplazmajuk sejtorganellumokban gazdag. A septumon
kiviilre projektalnak (Jakab és Leranth, 1991a). A Ill-as tipusba tartoz6 neuronok az LSV
tertiletén taldlhatdak meg. Kicsi kerek, vagy ovalis sejttestiik van, kicsi dendritikus
arborizacids teriilettel. Rovid dendritjeik sok dendrittiiskével rendelkeznek. A sejtplazma
vékony savban, kevés sejtorganellummal 6vezi az enyhén tagolt magot (Alonso és Frotscher,

1989a).

3. 1. 2. A lateralis septum afferens és efferens kapcsolatai

A LS, a limbikus rendszer részeként jelentds kozvetitd szerepet tolt be a limbikus
kérgi, illetve hypothalamikus és az agytorzsi teriiletek kommunikacidjaban. Nemcsak
egyszerii informacid-tovabbitoként, hanem integralé allomasként is szerepet jatszik az
endokrin, az autonom funkciok és a kérgi kognitiv folyamatok 6sszehangolasaban (Jakab és
Leranth, 1995). Autoradiografias és anterograd palyajeloléses kisérletekkel igazoltak, hogy a
LS topografiailag rendezett formaban efferenseket kiild a medialis septum-diagonalis koteg
felé, a substantia innominatdba, a hypothalamusba, a thalamus kozépvonali magvaihoz és
egyes agytorzsi struktirakhoz (Meilbach ¢és Siegel, 1977; Garris, 1979; Swanson ¢és Cowan,
1979; Krayniak és mts. 1980; Staiger és Niirnberger, 1991a; Staiger és Niirnberger, 1991b;
Risold és Swanson, 1996). A teriilet egyik bemenetét a hippocampalis formatio szolgaltatja,
amely az explicit memorianyomok kialakitasanak és rovid tavua tarolasanak helye (O’Keefe €s
mts., 1978; McNaughton és mts., 1987; Squire és mts., 1992; Eichenbaum és mts., 2001),
valamint a térbeli tajékozddas idegi centruma (O’Keefe és mts., 1978; Maguire €s mts., 1998).
Emellett a fent emlitett efferenseit fogadd teriiletektdl is kap afferenseket, igy ezekkel
reciprok kapcsolatot tart fenn (Swanson és Cowan, 1976; Swanson és Cowan, 1977; Van

Groen és Wyss, 1990; Risold és Swanson, 1996) (3. ébra).
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3. abra: A LS afferens és efferens kapcsolatai. Risold és Swanson (1997b) utan (CAIL:
hippocampus CAl-es zéndja, CA3: hippocampus CA3-es zdéndja, CING: cingulum, DG:
gyrus dentatus, ENT: entorhinalis cortex, LC: locus coeruleus, LDT: laterodorsalis nucleus
tegmentalis, LHA: lateralis hypothalamus, LPO: lateralis preopticus area, MS/NDB: medialis
septum ¢€s Broca-féle diagonalis koteg, PALv: ventralis pallidum, PVZ: hypothalamikus
periventricularis zéna, SN: substantia nigra, SUB: subiculum, SUMI: lateralis nucleus
supramammillaris, STRv: ventralis striatum, TH: thalamus, VM: thalamus nucleus
ventromedialis, VTA: ventralis tegmentalis area)

A septalis komplex afferenseinek nagy részét a LS fogadja. A LSr és LSv a
hippocampus CAl-es régidjabol, valamint a subiculumbol kap innervaciét, mig LSc-ba
kétoldali bemenet érkezik a CA3-as zonabol (Toth és mts., 1993; Risold és Swanson, 1997),
masrészrdl fontos bemenetek jonnek a supramamillaris mag (Kiss és mts., 2000; Vertes és
Mckenna, 2000), a preoptikus area, az eliilsd, paraventricularis és ventromedialis
hypothalamikus magok, és a lateralis hypothalamikus teriiletek feldl (Sakana és mts., 1982;

Poulain és mts., 1984; Csaki és mts., 2000). A LSv-ba a paraventricularis magokbol érkezd
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projekcid arginin vasopressin tartalmu, érdekessége, hogy nagyon érzékeny a szex szteroidok
mennyiségére, (nagymennyiségli androgén, ill. 6sztrogén receptorral rendelkezik) és ivari
dimorfizmus jellemz6 ra. A koztiagy teriiletei koziil a ventralis tegmentalis- és laterodorsalis
tegmentalis nucleusbol (dopaminerg rostok), valamint az agytorzsi régid teriiletérdl a locus
coeruleusbol (monoaminerg beidegzés) €s a kdzépagyi raphe magvak feldl (szerotoninerg
beidegzés) érkeznek afferensei. Ezen agytorzsi magvak kapcsolatban allnak a lateralis
hypothalamusszal, amely a kiilonb6zd viselkedés mintdzatok kialakitdsdban fontos szerepet
betoltd agyteriilet (Saper, 1987), illetve a nucleus supramammillaris lateralis részével
(Borhegyi és mts., 1998; Leranth és mts., 1999), amely a mozgas szabdlyozasaban és a
limbikus kérgi szinkronizacios folyamatokban jatszik szerepet. Mindkét teriilet reciprok
kapcsolatot tart fenn a LS egészével.

Hypothalamusba kiildott efferensek:

Varoqueaux és Poulain (1994) feltételezték, hogy a LS csak indirekt Gton a medialis
septumon ¢s a diagonalis kotegen keresztiil befolyasolja a neuroendokrin és autonom
szabalyozast. Ezt az elgondolast anterograd és retrograd palyajeloléses kisérletek
mddositottak, amelyek felhivtak a figyelmet a kozvetlen szabalyozasra (Sawchenko és Siegel,
1977a; Wouterlood és mts., 1988; Ferris et al., 1990; Staiger ¢s Wouterlood, 1990; Staiger és
Nirnberger, 1991a; Risold és Swanson, 1996). Masrészrdl a jelentds projekcidt, amit a
medialis septum ¢€s a diagonalis koteg felé feltételeztek, Leranth és mts. (1992) anterograd
palyajelolési kisérletei megkérddjelezték: Phaseolus vulgaris leucoagglutinint hasznalva ezt a
kapcsolatot gyengének talaltak. Az efferensek hdrom utvonalon kozelitik meg az egyes
hypothalamikus magokat: (1) A LS {6 kimenete rostroventralisan csatlakozik a diagonalis
koteg dorsalis, majd caudalisabban a ventralis agahoz, végiil a medialis eldagyi koteghez. Egy
kisebb atmérdjli palya kivalik a diagonalis koteg tengelyére merdlegesen és a medialis és
lateralis preopticus teriiletekhez tart. (2) A septofugalis rostok egy része eldszor caudalis
iranyba fordul, majd a perifornicalis rostkoteghez csatlakozva, a fornix melletti
hypothalamikus tertileten végzodik. (3) Végiil a septofugalis kdteg masik része az anterior
perifornicalis teriileten dthaladva éri el a hypothalamus periventricularis zonajat.

A medialis eldagyi kotegen at a medialis preoptikus teriiletekre a LSv-bdl, a lateralis
preoptikus teriiletekre a LSr-bol, az eliils6é hypothalamusba (Blume és mts., 1982) és a
nucleus supramammillarisba a LSc-bdl (Borhegyi és Freund, 1998) érkeznek rostok. A
septofugalis rostok az anteriodorsalis hypothalamikus teriileten, a zona incertdban, illetve a
lateralis hypothalamus teriiletén (a LSc-bol) (Staiger és Wouterlood, 1990), valamint a

dorsalis és ventralis premammillaris és a mediolateralis nucleus supramammillarisban
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végzddnek, a LSr-bdl kiinduld rostok pedig a medialis hypothalamusban, mely célteriiletek
befolyasoljak a taplalékfelvételt, a szaporodast, a védekez0 magatartas formadkat, illetve a
cirkadian ritmus generaldst (King és Nance, 1986; Wetmore ¢és Nance, 1991; Luckman, S. M.,
1995; Canteras és Swanson, 1998). A LSv-bdl kiindulé septofugalis rostok periventricularis
zonaba érkez0 axonjait szomatosztatint (anterior periventricularis és periventricularis PVN)
(Jakab és Leranth, 1991a; Jakab és Leranth, 1993), novekedési hormon releasing faktort
(ventrolateralis ARC), dopamint (dorsomedialis ARC), corticotropin releasing faktort ¢&s
thyreotropin releasing faktort (medialis PVN) termel6 sejtek kozelében (Swanson és Cowan,
1979; Staiger ¢és Niirnberger, 1991a; Risold ¢és Swanson, 1997a) detektaltak. Tovabba
proopiomelanocortin gén termékei ellen termeltetett ellenanyaggal jelolt LSv axonokat a
mutattak ki a ARC-ban (Finley és mts., 1981; Kawai és mts., 1984).

Thalamusba érkezd efferensek:

Phaseolus vulgaris-szal végzett kisérleteik alapjan Risold és Swanson (1997)
mérsékelt er0sségli kapcsolatot talalt a thalamikus magvakkal. Eredményeik ramutattak, hogy
a stria medullaris thalami kozvetitésével a harmadik agykamra dorsomedialis fala mentén a
LSc, LSr rostokat kiild a nucleus parataenialisba, a nucleus interanteriomedialisba, a LSr és a
LSv pedig a nucleus paraventricularis thalamival tart fenn kapcsolatot, mig a LSr a nucleus
reunienst innervalja. Végezetiil az egész LS teriiletérdl érkeznek rostok a lateralis habenularis
magvakba. A habenuldbdl a fasciculus retroflexus révén az informacio az interpeduncularis
magba ¢és a ventralis tegmentalis teriiletre jut. Ez a kapcsolat arra enged kovetkeztetni, hogy
az elbagyi limbikus struktirdk eddig még nem felderitett befolydst gyakorolhatnak a

kozépagyi magvakra is.
3. 1. 3. A lateralis septum kémiai neuroanatéomiaja

A LS neurokémiai valtozatossagat mar a 70-es években elkezdték vizsgalni. Az azdta

folyd kutatdsok deritettek fényt a LS sejtjei altal termelt neurotranszmitterekre és neuroaktiv
anyagokra, amelyek a kovetkezok:
- GABA (gamma-amino-vajsav): nagyszamu, kerek GABA-erg sejtet taldlunk az LSc-ben és
LSv-ben, amelyek szalagként hizodnak eldre, elkiilonitve az LSc dorsalis részét a stria
terminalis bed nucleusatol (Costa €s mts., 1983; Onteniente és mts., 1984; Ottersen €s Strom-
Mathisen, 1984; Panula és mts., 1984). Nagyméretli GABA tartalmu sejtek talalhatéak a LS
mediolateralis zonajaban (Jakab és Leranth, 1990b).
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- Serkent6 aminosavak: A septalis area LS része gazdag glutamatban, aspartatban. Itt erds
innervaciot talalunk a limbikus kortikalis efferensektoél, amelyeknek serkentdé aminosavak a
neurotranszmitterei (Zaczek és mts. 1979; Joels és Urban 1984; Stevens €s Cotman 1986).

- Neuropeptidek: A lateralis septumban t6bb mint tiz neuropeptidet talaltak a
perikaryonokban, €s masik huszat pedig az axon terminalisokban. A septalis régidban tobbek
kozt kimutattak a kovetkez6 neuropeptideket: CCK, enkephalin, neurotensin, somatostatin, P-
anyag (substance P), neuropeptid Y (NPY), galanin (Gal) (Stengaard és Larsson, 1983; Gall
¢s Moore, 1984; Onteniente és mts., 1989; Sakanaka ¢és Magari, 1989; Jakab és Leranth,
1995).

- Kalcium—kot6 proteinek: calbindin, calretinin, parvalbumin. E proteinek meghatarozzak az
egyes sejtek, kiilonosen a gatlé neuronok elektrofiziologiai sajatossagait (Jakab és Leranth,
1995).

- Szteroid receptor-tartalmu sejtek. A LS sejtjei nagyszdmban tartalmaznak gonadalis és
mellékvese eredetli hormonokra érzékeny, androgén és Osztrogén receptor tartalmu sejteket
(Pfaff és Keiner 1973; Stumpf és mts. 1975). Szdmos LS-ban 1év6 kisebb magcsoportot
talaltak, amelyek androgén é&s Osztrogén receptorokat expresszdld6 RNS-t tartalmaznak
(Simerly ¢és mts., 1990). Sok gliikokortikoid tartalmu sejtet €s nagymennyiségii
glilkkokortikoid receptort taldltak a LS-ban (McEwen és mts., 1986). Ezek a sejtek
valoszinlileg érzékenyek a vér szteroidhormon szintjére, amely kiilonb6z6 fizioldgiai és
kornyezeti feltételekre adott sejtvalaszok aktivitasat modositjak.

A fenti felsorolast egésziti ki ill. pontositja a LS felosztasat atformald, palyajeloléses és
immunohisztokémiai technikakat kombindlé munkajukban Risold és Swanson (1997b), akik
az alabbi, teriiletenkénti neurokémiai felosztast javasoljak:

A LSv, amely a LS legkisebb sejtcsoportosulasa, gazdag osztrogén és androgén
receptorokat expresszald neuronokban.

A LSr siiri enkephalin €s neurotenzin innervacidja alapjan kiiloniil el. Dorsolateralis
zonajanak medialis régioja calcitonin gene-related peptide €s substance P beidegzést, mig
lateralis régioja az enkephalin innervéacion kiviil, thyreotropin releasing faktor immunpozitiv
axon terminalisokat kap.

A LSc, amelyet szomatosztatin €s mineralocorticoid receptort expresszalé neuronjai
alapjan kiilonitettek el, a legosszetettebb a harom teriilet koziil. Ventralis zondjanak neuronjai
sok androgén receptort expresszalnak, amelyeket substance P pozitiv axonok vesznek koriil.
A ventralis zéna medialis régidja dopaminerg innervacidja, lateralis régioja vasopresszin €s

Gal tartalmu axon termindlisai alapjan kiilonboztethetd meg, mig intermedialis régidja csak
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kevés, az elobbiekben felsorolt beidegzést kap. A LSc dorsalis zonaja szintén harom régidra
régidja substance P immunreaktiv neuronjaival jellemezhetd, mig lateralis régidja csak
dopaminerg beidegzést kap, €s nem tartalmaz substance P-t, illetve dynorphin-t expresszald

sejteket.

3. 2. Leucin-enkephalin, neuropeptid-Y, galanin és a
taplalékfelvétel kapcsolata

A szervezet energia homeosztazisa komplex neuroendokrin szabdlyozas alatt all,
beleértve — tobbek kozott - a perifériarol érkezo leptin (Houseknecht és mts., 1998) és ghrelin
(Horvath és mts., 2001; Tschop és mts., 2000) szerepét, valamint az agy taplalkozast
szabalyozd kozpontjainak neuropeptidjeit is (Magni, 2003). A koézponti idegrendszer
elsddleges taplalékfelvételt szabalyozo teriilete a hypothalamus. A hypothalamikus magokban
felszabaduld neuropeptideket két csoportra oszthatjuk a taplalkozasra gyakorolt hatdsuk
alapjan: anorexigeén hatasuak (pl. pro-opiomelanocortin, cocaine- and amphetamine-regulated
transcript, corticotrophin-releasing hormone) (Cowley €s mts., 2003), és orexigén hatastiak
(pl. NPY, agouti-related protein, Gal és melanin-concentrating hormone) (Xu és mts., 1999;
Savontaus és mts., 2002; Diano és mts., 2003). A taplalékfelvétel pontos szabdlyozasdnak
megértési nehézségeihez nemcsak a neuropeptidek szama, hanem a szabalyozasban résztvevo
neuronkorok komplexitasa is hozzdjarul. Az eddigi kutatdsok a téplalkozés-szabalyozassal
kapcsolatban  elsdsorban  hypothalamikus magcsoportokra (ARC, PVN, lateralis
hypothalamikus teriiletek (LHA), nucleus ventromedialis és nucleus dorsomedialis)
(Hillebrand €s mts., 2002) terjedtek ki. A perifériardl érkezé hormonalis jelek koziil a leptin
hatdsa a legismertebb. A leptin a fehér zsirszovet altal termelt, er6sen anorexigén hatast
hormon, amely a vér-agy gaton atjutva a fent emlitett hypothalamikus magcsoportok
neuronjainak neuropeptid termelését befolyasolja (Houseknecht és mts., 1998).

A hypothalamuson beliil taldlhaté neurondlis szabalyzd korok fontos anabolikus
effektor molekulai a NPY és Gal (Kyrkouli és mts., 1990; Schwarts és mts., 2000; Magni,
2003). A NPY az idegrendszer neuronjai altal leggyakrabban expresszalt neuropeptid
(Wettstein €s mts., 1995). A 36 aminosavbdl all6 peptidet eloszor 1982-ben irtak le (Tatemoto
¢s mts., 1982). A pancreatikus polipeptidek (PP) csaladjaba tartozik, evolucios szempontbol
erdsen konzervalt génszakasz kodolja. Ezt tdmasztja ald, hogy a patkdnyban el6forduld

fehérje aminosavsorrendje 100 %-ban megegyezik a human NPY aminosav sorrendjével

s
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funkciok, a taplalékfelvétel, a circadian ritmus, neuroendokrin folyamatok, szaporodasi és
cardio-vascularis funkciok kialakitasaban és szabalyozésaban. Erds orexigén hatdsa van, a
makronutriensek koziil, féleg a szénhidratok felvételét stimuladlja. Az egyik leggyakrabban
el6forduld hypothalamikus neuropeptid (Allen €s mts., 1983). Elsésorban a ARC gazdag NPY
expresszalo neuronokban, amely teriileten a vér-agy gat hatasa kevésbé érvényesiil, igy az itt
1évo neuronok kivételes helyzetbe keriilnek, hogy a perifériardl jovo energia homeosztazissal
kapcsolatos szigndl molekuldkat érzékeljék (leptin, inzulin, ghrelin), és tovéabbitsdk az
informaciokat mas taplalkozas szabalyozassal kapcsolatos agyteriiletek felé (Grove és mts.,
2003). NPY mRNS tartalmii sejteket mutattak ki a LS teriiletén, a nucleus
septohippocampalisban (A mag a septum legrostromedialisabb pontjatol tart a nucleus
septofimbrialis kezdetéig, amely mar lateralisabb elhelyezkedésti, beékelddve a LS
allomanyaba. Kapcsolataik és neuropeptid tartalmuk alapjan, a szerzok javaslatot tettek a két
mag funkciondlis LS-hoz val6 csatolasara.), illetve a mellette hizodd savban, kézel a nucleus
septofimbrialishoz (Risold €s Swanson, 1997a).

A 29 aminosavbol allé peptidet, a galanint-t el6szor vékonybélbdl, késobb a kdzponti
idegrendszer tertiletén is kimutattak, féleg a hypothalamikus magvakban, kiilonos tekintettel a
ARC ¢és PVN Gal-t expresszalé neuronjaira (Gundlach és mts., 2001). Ezen idegsejtek
nyulvanyaikkal behalézzak a hypothalamus Gal receptorokat (GalR1 és GalR2) tartalmazo
tertileteit. A Gal ugyan rendelkezik NPY-hoz hasonld hatassal, kézponti idegrendszerbe
torténd adasa az elsd kisérletek soran eldsegitette a taplalékfelvételt (Kyrkouli és mts., 1986),
de ismételt bejuttatdsa sem az elhizast, sem a hyperphagiat nem befolyésolta (Smith és mts.,
1994; Beck, 2000). A ARC NPYerg sejtjei a PVN Gal- tartalmi neuronjaival szinaptizalnak.
A Gal stimulalni tudja tovabba a NPY felszabadulasat a PVN neuronjaibol (Ceccatelli és mts.,
1989; Bergonzelli és mts., 2001). A LS teriiletén Melander és mts. (1986) mutattak ki Gal
tartalmu rostokat, illetve Risold és Swanson (1997b) Gal tartalmu termindalisokat irt le a LSc
ventralis teriiletén.

A 70-es évekbeli felfedezésiik ota, sok adat gytlt 6ssze az opioidok taplalkozasi
mintazatokat befolyasold, szabalyozé szerepérél. Altalanosan kijelenthetjiik, hogy az
opioidok serkentik a taplalékfelvételt. Az in. ,,opioid-izlelés hipotézis™ szerint izletes taplalék
elfogyasztasa el6idézi az endogén opidtok felszabaduldsat a szervezetben, ami fokozott
taplalékfelvételhez vezet. Allatokkal végzett kisérletekkel bizonyitottak, hogy izletes taplalék
fogyasztasa serkentette a hypothalamikus B-endorphin felszabaduldst (Dum és mts., 1983),
illetve specidlis diétaval hizlalt patkdnyok hipofizisében megemelkedett B-endorphin

immunoreaktivitast mutattak ki (Gunion és Peters, 1981). Opioid agonistdk hatasara
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emlosokben nott a felvett taplalék mennyisége (Gosnell €s Levine, 1996). Normal testtomegli
személyeknél opioid antagonistdk hatdsara (naloxon), rovid tadvon a felvett taplalék
mennyiségének szignifikans csokkenését észlelték (Cohen és mts., 1985). Egy masik
tanulméany ramutat arra, hogy a NPY 4altal kivaltott orexigén hatas eléréséhez elengedhetetlen
a kozponti opioid szignal serkentd hatasa (Yeomans és Gray, 2002). Az endogén opiatok
egyik fontos képviseldje a Leu-enk, amely az endogén opidtok harom prekurzor molekulaja
kozil a proenkephalinbdl szintetizalodik. Legnagyobb mennyiségben a hipofizis eliilsé
lebenyében, valamint még harom agyteriileten, igy a ARC, nucleus tractus solitariiben és a
nucleus commissuralisban keletkezik prekurzordbol (Khachaturian és mts., 1983). A LS
tertilete is kap enkephalin beidegzést, foleg a LSr (Gall és Moore, 1984; Onteniente €s mts.,
1989; Sakanaka és Magari, 1989; Risold és Swanson, 1997a,b).

Amellett, hogy a hypothalamus energiahdztartasban betoltott szerepérdl egyre tobbet
tudunk, mas agyteriiletek ugyancsak befolyéasoljak a taplalékfelvétel szabalyozasat, pl. a
nucleus tractus solitarii (Ishizaki és mts., 2002) és a nucleus Edinger-Westphal (Kozicz,
2003). Tovabba tobb kozleményben vizsgaltak a korai géntermékek, mint példaul a c-fos
mennyiségének valtozasat csokkentett taplalékfelvétel hatasara. Ezen tanulmanyokban
vizsgalt agyteriiletek koziil a LS bizonyos sejtpopulacidit is megnovekedett c-fos
aktivitasunak talaltdk, ami a teriilet taplalékfelvétel szabalyozasdban betoltott szerepére utal
(Chaillou és mts., 2000; Timofeeva és Richard, 2001). Azonban a c-fos immuncytokémia nem
ad informéciot arra nézve, hogy ezek az aktivalddo sejtek milyen neurokémiai természetiiek.
Elektrofizioldgiai mérések szerint is (Oliveira és mts., 1990) a LS sejtjeinek aktivitas
fokozddasa észlelhetd a taplalékfelvétel soran. Ugyanakkor a LS is immuncytokémiai
modszerekkel detektalhatdéan jelentés mennyiségli orexigén és anorexigén neuropeptidet
tartalmaz. Ezért dontottiink a LS teriiletén, bizonyitottan a taplalékfelvétel szabalyozasban is
fontos szerepet jatszo harom neuropeptid immuncytokémiailag detektalhatd, éhezés okozta

denzitas valtozasainak tanulmanyozasa mellett.
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4. Célkitlizés

A LS-ban kimutathatdé neuropeptidek koziil az enkephalinok, a NPY és a Gal a
hypothalamikus magvakban is bizonyitottan fontos szerepldje a taplalékfelvétel
szabalyozasanak. Mivel a LS taplalékfelvételt szabalyozo szerepével kapcsolatban kevés
informacio all rendelkezésre, célul tliztik ki, hogy munkankban megvizsgaljuk a patkany LS
teriiletén el6forduldé NPY, Gal és Leu-enk rostrocaudalis megoszlasat, valamint
immuncytokémiailag lokalizalhaté mennyiségének éhezés hatdsara bekovetkezd valtozésait.
Ezen vizsgélatokat him ¢és ndstény, valamint ovariectomizalt (OVX) 4allatok estében is
elvégeztiik, az esetleges nemi kiilonbségek feltarasa érdekében.

Kisérleteinkben a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen neuronalis elemekben €s hol fordul eld a LS magcsoportjaiban a Leu-
enk, NPY és Gal?

e Van e kiilonbség a harom neuropeptid immuncitokémiailag detektalhatd
mennyiségében a magcsoportok rostro-caudalis kiterjedése mentén?

e Viltozik-e a Leu-enk, NPY ¢és Gal immuncitokémiailag detektalhatod
mennyiségének denzitdsa egy hetes teljes tdpldlékmegvonas hatasdra him
allatokban?

e Milyen valtozasok torténnek a harom neuropeptid denzitasaban 1-4 hétig tartd
40 %-os taplalék megvonas hatasara him patkanyokban?

e Befolyasoljak e a n6i nemi hormonok a harom neuropeptid expresszidjat a LS
tertiletén?

e Hasonld denzitasbeli valtozasokat tapasztalunk-e ndstény allatok esetében 1-4
hétig tartd 40 %-os taplalék megvonasra, mint a himeknél?

e Hogyan befolyéasoljak a gonadalis hormonok a 40 %-os taplalékmegvonas
neuropeptidek expresszidjara gyakorolt hatdsat (OVX ¢és ndstény allatok

Osszehasonlito vizsgélata)?
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5. Anyagok és modszerek

5. 1. Felhasznalt allatok

Vizsgalatainkhoz azonos koru, fiatal, ivarérett, Wistar him (n=26) és ndstény (n=32)
patkanyokat (250-280 g) hasznaltunk fel. Az allatokat a Tomker Kft.-t0l szereztiik be. Az
allatokon végrehajtott kisérleteket a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kardnak
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével, valamint az EU (86/609.EEC)
eldirasait és a 243/98-as kormanyrendeletben leirtakat kovetve végeztiik el. Az allatokat ért
stresszt, szenvedést a kisérletek soran minimalisra probaltuk csékkenteni, valamint a kisérleti

allatszamot is a lehetséges minimumra redukaltuk.

5. 2. Mutéti technika

Ovariectomia (OVX): a fiatal, ivarérett ndstény allatokat (n=8) intraperitonealisan
beadott Nembutal injekcioval (100 pul / 250 g testsuly) altattuk el. A szorzet eltavolitasa és a
bor jéddal valo fertdtlenitése utan, a medence lapat felett 1 cm-rel felvagtuk a bort, majd
atvagtuk az izomzatot. A résen keresztiil kiemeltik a zsirszovetbe agyazott petefészket a
petevezetdvel. A petevezetd és a vele futd erek lekotése utan, eltavolitottuk a petefészket. A
petevezetd csonkjat visszahelyeztikk a hastliregbe. A keletkezett sebfelszineket osszevarrtuk,
majd joddal fertdtlenitettik. A mitétek sordn az 4llatok mindkét oldali petefészkét
eltavolitottuk. Az altatas alatt gondoskodtunk testiik melegen tartdsardl. A miitétet kovetd két
napon a fajdalom és 14z enyhitésére csecsemdknek ajanlott Panadol szuszpenziét (5 ml/ 0,5 1)

kevertiink az allatok ivovizébe.

5. 3. Eheztetéses kisérletek kivitelezése

A kisérletek alatt az allatonak probaltunk 12/12 6ras megvilagitasi illetve sotét periddust,
valamint alland6 20-22 C koriili homérsékletet biztositani.

5. 3. 1. Egy hétig tarto6 teljes éheztetés

Him 1 hétig tarto teljes ¢heztetés (n=3, ahol n egy csoportban szerepld allatok szamat
jeloli): az éhezd csoport egy héten keresztiil nem kapott taplalékot ad libitum ivovizfogyasztas
mellett. A kontroll csoport ad libitum fogyaszthatott laboratériumi patkanytapot és csapvizet.

Az egy hét elteltével az allatok agyat perfuzios fixalas utan feldolgoztuk.
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5. 3. 2. Egy hétig tart6 részleges éheztetés
Him 1 hétig tartd 40 %-os taplalék megvonas (n=4): a kisérlet megkezdése elott egy

hétig visszaméréses technikdval ellendriztik a napi taplalékfogyasztds mennyiségét.
Ketrecenként egy allatot helyeztiink el, hogy az esetleges versengést kikiiszoboljiik. A kapott
napi mennyiségeket atlagoltuk, és ezt vettik 100 %-os taplalékfogyasztasnak. Az ¢hezd
csoport ennek a laboratoriumi patkdnytdp mennyiségének 60%-at kapta naponta, mindig
ugyanabban az id6pontban, egy héten keresztiil, ad libitum vizfogyasztas mellett. A kontroll
csoport tapot és csapvizet kapott ad libitum. Az elsd hét végén az ¢hezd és a kontroll
csoportbdl egyarant mintat vettiink.

Nostény és ovariectomizalt ndstény 1 hétig tartd 40 %-os taplalék megvonas (n=4): két
héttel az OVX utan inditottuk a kisérletet, idot hagyva az allatoknak az operacidobdl valo
felépiilésre. Az intakt ndstény és az ovariectomizalt ndstény kontoll csoport ad libitum
taplalkozhatott, ihatott. Az ¢éhez6 intakt és ovariectomizalt allatok az eldzetes felmérések
alapjan megallapitott napi elfogyasztott taplalék mennyiségnek 60 %-t kaptdk naponta,
ugyanabban az idépontban egy héten keresztiil, ad libitum vizfogyasztas mellett. Az elsé hét
utan az €hezo intakt, az éhezd ovariectomizalt, a kontroll intakt és a kontroll ovariectomizalt
allatok agyat perfuzios fixdlas utan feldolgoztuk. Az éhezés alatamasztdsara a sziv bal
kamréjabol vért vettiink, melybdl plazma gliikoz, koleszterin, triglicerid, illetve szabadzsirsav

tartalmat hataroztunk meg. Az allatok testtomegét a perfuzios fixalas eldtt lemértiik.

5. 3. 3. A részleges éheztetés kiterjesztése 2-3-4 hétre
Him 2-3-4 hétig tartd 40 %-os taplalék megvonas (n=2): a kisérlet megkezdése elott

egy hétig visszaméréses technikdval ellendriztiik a napi taplalékfogyasztds mennyiségét.
Ketrecenként egy allatot helyeztiink el, hogy az esetleges versengést kikiiszoboljiik. A kapott
napi mennyiségeket atlagoltuk és ezt vettik 100 %-os taplalékfogyasztasnak. Az ¢hezd
csoport ennek a laboratériumi patkanytap mennyiségnek 60%-t kapta naponta, mindig
ugyanabban az idopontban, négy héten keresztiil, ad libitum vizfogyasztas mellett. A kontroll
csoport tapot €s csapvizet kapott ad libitum. A masodik, a harmadik és a negyedik hét végén
az ¢éhez0 és a kontroll csoportbdl egyardnt mintat vettiink.

Nostény és ovariectomizalt ndstény 2 és 4 hétig tartd 40 %-os taplalék megvonas
(n=2): két héttel az OVX utan inditottuk a kisérletet, idot hagyva az allatoknak operacidbol
valo felépiilésre. Az intakt ndstény és az ovariectomizalt ndstény kontoll csoport ad libitum
taplalkozhatott, ihatott. Az ¢éhez6 intakt és ovariectomizalt allatok az eldzetes felmérések

alapjan megallapitott napi elfogyasztott taplalék mennyiségnek 60 %-t kaptdk naponta,
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ugyanabban az idépontban négy héten keresztiil, ad libitum vizfogyasztas mellett. A masodik
¢s a negyedik hét utdn az ¢hezd intakt, az ¢hezd ovariectomizalt, a kontroll intakt és a kontroll
ovariectomizalt allatok agyat perfuziods fixalas utan feldolgoztuk. Az ¢hezés alatdmasztasara a
sziv bal kamrdjabol vért vettiink, melybdl plazma gliik6éz, koleszterin, triglicerid, illetve
szabadzsirsav tartalmat hatdroztunk meg. Az allatok testtomegét a perfuzios fixalas eldtt

lemértiik.

5. 4. Perfuzidé és immuncitokémiai festési technika

5. 4. 1. Perfuzioé
A kisérletekben résztvevod allatokat mély altatdsban (Nembutal: 100 pl / 250 g

testsuly),- mindig ugyanazon napszak, ugyanazon oOrdjaban-, a bal szivkamran at
perfundaltuk: a vért az érpalyabol 0,9 %-os NaCl oldattal tavolitottuk el (50-100 ml /
patkany), majd 4 % paraformaldehidet, 0,1 % glutaraldehidet és 15 % pikrinsavat tartalmazo
0,1 M fosztat pufferes (PB) (pH: 7,4) fixalo oldatot hasznaltunk a szovetek fixalasara.

5. 4. 2. Pre-embedding immunocitokémiai festés fény- és
elektronmikroszkopra

A kipreparalt agyakbol egy éjszakas 4 %-os paraformaldehides utofixalds utdn, az agy
septalis régidt tartalmazd részébol (bregma 1,70 mm és -0,40 mm kozott [Paxinos és Watson,
1998]) a koronalis sikban 60 pm-es vibratom metszeteket készitettiink. Allatonként 25-30
koronalis metszetet készitettiink a septalis teriilet rostro-caudalis kiterjedésének megfelelden.
A metszeteket 0,1 M PB-ben mostuk, majd a metszeteken free-floating fénymikroszkdpos
pre-embedding Leu-enk-, NPY- és Gal-immuncytokémiai reakcidt végeztiink. Mosas utan a
metszeteket 0,1 %-0s Na-borohidrid oldatban inkubaltuk 30 percig. A nemspecifikus kotddést
10 %-os normal kecske szérummal blokkoltuk 45 percig szobahdmérsékleten. Rovid 0,1 M
PB-es mosas utan, a fénymikroszkopidra szant metszeteket 0,5 % Triton X-100-zal (PB-ben)
kezeltiik 10 percig. Az eletronmikroszkdpidra szadnt metszeteket egy éjszakan at fagyalld
folyadékkal (10 ml glicerin, 25 g szaharéz, 10 ml 0,1 M PB 100 ml-re desztillalt vizzel
kiegészitve) kezeltilkk, majd madsnap folyékony nitrogénben fagyasztottuk. Fagyasztast
kovetden rovid 0,1 M PB-es mosas, majd egy éjszakas inkubacid kovetkezett az elsddleges
szérumokkal (rabbit anti-leucin-enkephalin, Pennisula Laboratories, INC., 1:650, rabbit anti-
galanin, Serotec Ltd., 1:400, rabbit anti-neuropeptid Y, DiaSorin, 1:500, 0,1 M PB-ben 0,5 %
Triton X-100-al fénymikroszkopiara, 0,1 M PB-ben elektronmikroszkdpiara). Tobbszori,
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megfeleld pufferekben torténd mosast kdvetden a masodlagos szérummal (biotinilalt kecske
anti-nyul 1gG, Vector Laboratories, 1:250, 0,1 M PB-ben mind fény-, mind
elektronmikroszkdpidra) inkubaltunk 6 dran keresztiil. A tercier szérum avidin-biotin-torma
peroxidaz komplex volt (ABC Elite Kit, Vector Laboratories, 1:100) 2 drahosszat, majd 0,05
M TRIS pufferes (pH: 7,6) mosas kovetkezett. A fénymikroszkopos metszetek eldhivasa 15
mg diaminobenzidint, 12 mg NH4Cl-ot, 0,12 mg gliikkézoxidazt, 600 ul 0,05 M Ni-(NH4)SO4-
ot, 600 pl 10 % B-D-glikézt és 40 ml 0,1 M PB-t tartalmazé oldattal, mig az
elektronmikroszkopos metszetek eldhivasa 15 mg diaminobenzidint, 10 %-os H,O, és 40 ml
0,1 M PB-t tartalmaz6é oldattal tortént. A fénymikroszkopos metszetek zselatinos
targylemezre huzasa utan, felszalldo alkohol sorral vald viztelenités €s xilolos kezelés
kovetkezett, majd lefedés DePeX-el. Az elektronmikroszkdpos metszeteket 1 %-o0s OsOs4-dal
utéfixaltuk, majd felszallo alkohol sorral vald viztelenités 10-10 perce (70 %-os etanolban
uranylacetatoztuk 30 percig) utan propilén oxid, majd propilén oxid — miigyanta (1:1 aranyu
keveréke) keverékébodl miigyantaba keriiltek egy ¢éjszakara. Mdsnap miigyantaban felhtztuk
Oket targylemezekre és 56 °C-on polimerizaltuk. Az immunreaktiv elemekben gazdag
teriileteket blokkokba atagyaztuk, majd 60 nm ultravékony metszeteket készitettiink Reichert
ultramikrotdémmal. Az elektromikroszkopos felvételeket JEOL 100C elektronmikroszkdppal
készitettiik.

5. 5. Metszetek denzitometrias kiértékelése

A kontroll és ¢hezett allatokbol késziilt metszetek LS-t tartalmazo részérdél Olympus
BX2 tipusu digitalis kameraval 40x alapnagyitdsu mikrofotokat készitettiink 2272 x 1704
pixeles méretben, 24 bites szinmélységgel. A képelemzéshez a Scion Image for Windows
v4,02 B verzioji (Scion Corporation, Frederick, MD, USA) programot alkalmaztuk. A
képfajlokat 8 bites szinmélységli sziirkearnyalatos TIF file-okk4a konvertaltuk, amelyekbdl
egy 250 x 250 pixeles reprezentativ mezdt emeltiink ki denzitometrids vizsgalat céljara. A
reprezentativ mezOk kivalasztasa minden esetben véletlenszerlien, de az ependyma réteget
kihagyva, az oldalkamrahoz kozeli teriiletrol tortént. A metszetek jobb és bal oldalarol
egyarant késziiltek felvételek (n=14-20). Minden mezd esetében egységes matematikai
transzforméciot hajtottunk végre a kontraszt egységesitésére. Az eltérd megvilagitas ¢és
mélység-¢lességi kiilonbségek miatt a kiiszobértékek beallitisa manudlisan tortént, ugy, hogy
az immunreaktiv (IR) elemek kiiloniiljenek el a hattértol. A kiiszobszint beallitdsdhoz az
eredeti sziirkearnyalatos képhez viszonyitottunk. A kiiszob beallitasat kovetden binaris képet

hoztunk létre, amelyen a mezd pozitiv reakciot ado teriiletét fekete, a hatteret fehér pixelek
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reprezentaltak. Az egyes metszeteken a pozitivitds mértékét az egységnyi teriilet relativ
pozitivitasa, vagyis a fekete-fehér pixelek aranya hatarozta meg. A fenti procedira sorozatos
végrehajtasahoz sajat készitésli makrdokat hoztunk létre. A fenti méréseket a Scion Image for
Windows program segitségével ugyanazon kisérletbdl szarmazd anyagon, egymadstdl
figgetlentil harom személy végezte el. A képek file nevei csak szdmokat tartalmaztak, hogy a
vizsgalatot végzét ne befolyasolja a kép tartalma az eredmény kialakitasaban. Az
eredményeinket 6sszegzé grafikonokat az Excel program (Microsoft) segitségével rajzoltuk

meg.

5. 6. Eredményeink statisztikai kiértékelése

A denzitometrids eredményeinket Excel program (Microsoft) segitségével
Osszegeztilk. Majd ugyanabbdl a csoportbol szarmazd allatok értékeit eloszor Student 7-
tesztnek vetettiik ald. A kisérleti csoportokon beliil az egyes allatok értékei kozott nem
talaltunk szignifikans eltérést (P>0,4). Ennek fényében egy-egy csoport dallatainak
denzitometrids adataibol atlagot szdmoltunk és meghataroztuk a csoportokon beliili szorést
(SE) is. A kisérleti csoportok atlag denzitas értékei kozotti kiillonbségeket Student 7-teszttel
mutattuk ki. Nem minden kiértékelhetd létszamti csoport értékei tértek el egymastdl
szignifikansan, akkor tekintettiik szignifikdnsnak az eltérést, ha P<0,05 (részletes leirds az
eredmények részben). A statisztikai analizist Kaleidagraph (Synergy Software) program, az

eredményeinket 6sszegz0 grafikonokat Excel program (Microsoft) segitségével készitettiik el.
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6. Eredmények

6.1. Leucin-enkephalin-, neuropeptid-Y- és galanin-immunpozitiv
idegelemek anatéomiai elhelyezkedése és rostrocaudalis
megoszlasa

A LS magvaiban a hdrom neuropeptid elhelyezkedését kontroll him, illetve ndstény
patkanyok agyanak korondlis metszetein vizsgaltuk. A kontroll 4llatokban nemtd] fiiggetlentil
hasonl¢ képet kaptunk.

Leu-enk immunpozitiv rostokat a LSD medialis részén, a LSI lateralis és a LSV dorsalis
¢s lateralis részén detektaltunk. A varikozus rostok gyakran alakitottak ki un. pericellularis
kosarkakat immunnegativ sejttestek koriil (4. dbra). A rostok varikozus jellege arra utal, hogy
nemcsak a LS teriiletén athaladd rostrendszerr6l van szo, hanem ezek a varikozitasok

szinaptikusan aktiv szegmentumokat reprezentalnak, igy hozzajarulnak a LS belsé neuron

haldzatanak kialakitasahoz.

4. dbra: Leu-enk-IR elemek a LS teriiletén. Jol lathatéak a varikozus axonok (nyilak) és az
altaluk formalt pericellularis kosarkak immunnegativ sejtek (csillagok) koriil. Lépték: 20 pm.
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5. abra: NPY-IR elemek a LS teriiletén. A, Az ependyma réteghez (ep) kozel talalhato
varikozus rostrendszer (nyilak) €s egy immunpozitiv sejttest proximalis dendritekkel. B,
Dendritjeivel az oldalkamra (vl) felé fordulé immunpozitiv idegsejt az ependyma rétegben.
Lépték: 20 um. (A és B abra nagyitdsa azonos)

A NPY volt az egyetlen altalunk tanulmanyozott neuropeptid, amelyet varikozus
rostok mellett perikaryonban/szémaban is detektaltunk (5. abra). A rostok féleg a LSD, LSI és
LSV lateralis részén helyezkednek el. Jelolt sejttesteket legnagyobb mennyiségben a LSD-ban
talaltunk. Elszérva megfigyeltiink IR sejteket az ependymahoz koézel esd, mindharom

magcsoporthoz tartozd teriileten, nyulvanyaikkal az ependyma réteg felé fordulva.
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A Gal esetében, hasonldan a Leu-enk-hoz, csak varikdzus rostokat detektaltunk a LSI

¢s LSV lateralis részén. A varikozus rostok néhol negativ sejteket vettek korbe, un.

pericellularis kosarkakat kialakitva (6. dbra).

6. dbra: Gal-IR elemek a LS teriiletén. Jol lathatoak a teriiletet behdldz6 varikdzus axonok
(nyilak), illetve az altaluk formalt pericellularis kosarkdk immunnegativ sejtek (csillagok)
kortl. Lépték: 20 pm.

Leu-enk, NPY és Gal- IR-nak denzitasbeli valtozésait a LS rostrocaudalis tengelyének
megfelelden him kontroll allatainkon vizsgaltuk (7. 4bra). A Leu-enk denzitasa abszollt
értékben a legnagyobb. Rostrocaudalis megoszlasi gorbéje egy csucsot tartalmaz, ami a LS
rostrocaudalis tengelyének kozépso részén talalhato, kozépvonaltdl kissé caudalisan. Az ezen
a terlileten mért maximalis denzitds nyolcszor nagyobb, mint a mért minimum denzits
értckek a legrostralisabb és legcaudalisabb teriileten. Az NPY denzitds gorbéje két
maximumot tartalmaz, a LS rostrocaudalis tengelyének elsd és masodik harmadaban. A
maximalis denzitds értéke kétszerese a mért minimum denzitas értéknek. A harom altalunk
vizsgalt neuropeptid kozil a Gal relativ denzitdsa volt a legkisebb. Gorbéje a
legkiegyenlitettebb lefutdst mutatja, egy a NPY els6 denzitasi csucsa utan taldlhatd csekély

maximummal.
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7. abra: Leu-enk, NPY ¢és Gal rostrocaudalis megoszldsa him patkany LS-ban. (n=4) A
denzitas értékek a fekete pixelek szdzalékos aranyat fejezik ki. R: rostralis, C: caudalis felé
haladva.

6. 2. A peptiderg idegelemek ultrastrukturaja

Elektronmikroszkopos vizsgalatokat kontrollként felhasznalt allatokon végeztiink. A
harom vizsgalt neuropeptidet tartalmaz6 termindlisok/varikozitdsok finomszerkezete
megegyezett a peptiderg terminalisok altaldnos ultrastruktarajaval (8-10. abrak). Mindegyik
esetben az immunreaktiv boutonokat denz csapadéktartalmuk alapjan azonositottuk. Az
immuncsapadék részben elfedte a boutonok finomszerkezetét, de mindegyikben felismerhetd
volt a heterogén — kis agranuléris €s nagyobb dense-core vesiculdkat egyarant tartalmazé —
vesicula populécid. A dense-core vesiculdk felett volt minden esetben a legerdteljesebb
immuncsapadékképzddés (8. abra B, C, 9 és 10. abrék). A nagyobb méretii varikozitdsokban
rendszerint néhadny mitochondrium is eldéfordult (8. dbra B, C, 9 ¢és 10. éabrak). A
legkonnyebben Leu-enk-tartalmt idegelemeket taldltunk, ami ezen neuropeptid nagy
elofordulasi gyakorisaganak tulajdonithatd (8. &bra). Az ultravékony metszetek metszési
sikjaban is gyakran eléfordultak tobbszords szinaptikus kapcsolatok a pericellularis Leu-enk
immunreaktiv varikozitdsok ¢s immun-negativ sejttestek kozott (8. abra A). Ezek az

axoszomatikus szinapszisok aszimmetrikus tipustinak bizonyultak (8. abra B).
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8. dbra: A Leu-enk-IR neurondlis elemek finomszerkezete és kapcsolatai: A: Leu-enk-pozitiv
boutonok sora (nyilak) egy immun-negativ sejttest koriil. B: erdsebb nagyitasu kép egy
axoszomatikus aszimmetrikus szinapszist (nyil) létesitd enkephalinerg terminalisrol. C
Axodendritikus aszimmetrikus szinapszis (nyil) egy enkephalinerg termindlis és egy
ismeretlen neurokémiai természetli dendrit kozott. Lépték: A: 500 nm; B,C: 1000nm
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A Leu-enk-pozitiv terminalisok gyakran hasonld szinapszisokat hoztak 1étre immun-

negativ dendritekkel is (8. dbra C). Az NPY-IR axon termindlisok gyakoriak voltak immun-

negativ dendritek koriil, de ezek szinapszisai inkabb szimmetrikus jellegliek voltak (9. 4bra).

A szinapszisok kozelében eldfordultak desmosoma-szeri (nyilhegy) mechanikai

membrankapcsol6 struktarak is (9. abra). A galaninerg szinaptikus strukturak altalaban kisebb

méretliek voltak, szintén gyakorta dendritekkel alltak szinaptikus kapcsolatban (10. dbra). A

szinapszisok jellege szimmetrikus volt.

9. abra: Két NPY-immunpozitiv bouton (nyilak) egy immun-negativ dendrit (d) koriil. A
nagyobb terminalis 5 mitochondriumot is tartalmaz, szamos kis agranuléris vesicula ¢és erdsen
jelolt dense-core vesicula mellett. A szimmetrikus szinapszis (nyilhegy) mellett egy

mechanikai kapcsold struktuira is lathatd.

10. abra: Galaninerg axon
hosszmetszete és varicositasai
(nyilak) kisebb kaliberli dendritek (d)
mellett. Finomszerkezetiik az
el6zéekhez hasonld (kis agranularis
vesiculak mellett nagy dense-core
vesicula, ill. egy mitochondrium is
azonosithat).



6. 3. Eheztetéses kisérletek

6. 3. 1. Him patkanyok 1 hétig tarto teljes éheztetésének hatasa

Mindhdrom vizsgalt neuropeptid esetében egy hétig tartd éhezés hatasara,
denzitometridval kimutathato mennyiségi valtozasokat észleltiink. Ezek a valtozasok a Leu-
enk és NPY esetében csokkenést, mig a Gal esetében novekedést jelentettek. Ehezd
allatokban a Leu-enk pozitiv rostok elhelyezkedése és varikozus jellege a kontrollhoz képest

nem valtozott (11. dbra, A, B; 13. 4bra).

11. abra: 1 hétig tarto teljes éheztetés hatasa Leu-enk és NPY immunoreaktivitasara.

A, Leu-enk immunpozitiv rostok gazdag fonadéka (nyilak) kontrollban. A rostok helyenként
immunnegativ neuronokat vesznek koriil un. pericellularis kosarkat formalva (csillag). B,
Eheztetett 4llatban jol lathato a Leu-enk-immunpozitiv rostok (nyil) denzitisanak csokkenése.
Immunnegativ neuron koriili pericellularis kosarka éhez6 allatban is detektalhatd (csillag). C,
Kontroll allat NPY-pozitiv rostjai (nyila), tobbségiik a ventriculus lateralis (vl) iranyaba
rendezédve lathatok. D, Eheztetett allat LS-dnak NPY-pozitiv rostjai (nyil) kevésbé siirti
fonadékot alkotnak. Az éhezés hatdsara a pozitiv sejtek mennyisége nem valtozott (insert).
Lépték: 40 um.
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Az immunnegativ sejttestek koriil a kontrollban igen stirti pericellularis fonadék
(kosar) detektalhatd, ami az éhezés utan kisebb mértékben, de felismerhetden megmarad.
Denzitometrids vizsgalataink kimutattdk, hogy az ¢&hezd 4llatokban a Leu-enk
immuncytokémiailag detektdlhaté mennyisége a kontrollt 100 %-nak tekintve mintegy 23 %-

kal nem szignifikansan csokkent (P=0,5) (11. abra, A,B; 13. abra).

A kontroll allatokhoz képest a NPY detektalhato mennyisége hasonld mértékben
csOkkent éhezés hatdsara, mint a Leu-enk-¢ (a kontroll 79 %-éra) (P=0,4) (11. dbra, C,D; 13.
abra).

12. abra: Egy hétig tarto teljes éheztetés hatasa Gal immunoreaktivitdsara him patkany LS-
ban. A, Gal-immunpozitiv rostok és festddott rostok altal korberajzolt immunnegativ sejt un.
pericullularis kosarkat formazva (csillag) kontroll allatban. B, Eheztetett allat Gal-
immunpozitiv rostjai (nyilak) stirlibb fonadékot alkotnak. Immunnegativ neuront korbevevd
pozitiv rostok (csillag) itt is azonosithatok. vl: ventriculus lateralis ep: ependyma. Lépték: 40
pm.

A hét napos ¢hezés hatasara a Gal-pozitiv rostok mennyisége szignifikdnsan tobb mint
kétszeresére (210,5 %) novekedett a kontroll csoporthoz képest (P<0,05) (12. dbra A, B; 13.
abra).
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13. abra: Hét napos ¢heztetés hatdsa Leu-enk, NPY ¢s Gal immunoreaktivitdsara him patkany
LS-ban. (n=3) A pontozott mintdzat a kontroll allatok denzitas értékeit jelolik (100 %), mig a
ravetitett sziitke szin az 1 hétig éhezd dallatokét. Az Y tengelyen a tanulmanyozott
neuropeptideket tiintettiik fel. Csillaggal a szignifikans valtozast jeloltiik.

6. 3. 2. Egy hétig tarté 40%-os taplalék megvonas hatasa himekben

A vizsgalt neuropeptideknek kontroll allatoknal tapasztalt anatomiai elhelyezkedése az
egy hetes éhezés hatasara nem valtozott. Ezzel ellentétben a 40 %-os taplalékmegvonas jol
detektalhatd valtozasokat okozott a Leu-enk, NPY és Gal denzitasaban, Leu-enk-IR rostok
denzitasa csokkent, mig NPY- és Gal-IR rostoké nott.

Leu-enk immunpozitiv rostok denzitasa az egy hét utdn kicsi €s nem szignifikans
csOkkenést mutatott (90 %-ka a kontroll értéknek) (P=0,1). 40 %-os ¢hezés hatdsira a
varikézus rostok altal formalt pericellularis kosarkdk megfigyelhetdek maradtak, csak

mennyiségiik csokkent (14., 15. A,B abrak).
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14. 4bra: Egy hétig tartdé 40 %-os taplalékmegvonds hatdsa Leu-enk, NPY-, Gal-IR-ra him
patkany LS-ban. (n=4) Az Y tengelyen a pozitiv pixelek ardnya van feltiintetve szazalékban
kifejezve. A pontozott teriilet a kontroll csoport denzitas értékeit jeloli (100 %), mig sziirkével
az ¢hezd allatok denzitas értékeit abrazoltuk a kontroll %-dban. Az Y tengelyen a
tanulmanyozott neuropeptideket tiintettiik fel. Csillaggal a szignifikdns valtozast jeloltiik.

Egy hétig tartd részleges éhezés utdn a NPY IR rostok atlagos denzitas értéke 110 %-
ra nott a kontroll értékhez képest, ami egy nem szignifikans névekedés (P=0,4) (14., 15. C,.D
abrak).

A Gal atlagos denzitds értékeinek valtozasa az egy hét alatt kovette a NPY denzitas
valtozasait. Az egy hét 40 %-os ¢éheztetés utan szignifikdns novekedést detektaltunk (117 %)
(P<0,01) (14.,15. E,F abrak).
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15. abra: Egy hétig tartdé 40 %-os taplalékmegvonds hatdsa Leu-enk, NPY és Gal
immunocitokémiailag detektalhaté mennyiségére him patkany LS-ban. A, Leu-enk-IR axon
haldézat kontroll allatbdl késziilt metszeten. B, Egy hét éhezés utan mar jol detektalhatd a Leu-
enk immunpozitiv rostok denzitdsanak csokkenése. C, NPY-IR axon hélozat kontroll allatbdl
késziilt metszeten. D, Egy hét utan a 60 %-os taplalékfelvétel hatdsara az NPY immunpozitiv
rostok mennyisége kissé megnoétt. E, Gal-IR axon haldzat kontroll allatbol késziilt metszeten.
F, A megemelkedett Gal-IR rostdenzitds az egy hetes 40 %-os taplalékmegvonas eredménye.
lv: ventriculus lateralis. Lépték: 40 um (A-F-ig a nagyitas azonos). A metszeteket egymasnak
megfeleld rostrocaudalis szintekrdl valasztottuk ki.
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6. 3. 3. Egy hétig tarté 40 %-os taplalék megvonas hatasa néstény és

ovariectomizalt allatokon

6. 3. 3. 1. Az OVX és a taplalék megvonas altalanos hatdsai

Ndstény allataink ovariectomizaldsaval a célunk a ndi szteroid hormonok feltételezett
hatasanak kikiiszobolése volt, hogy kizardlag az ¢hezés hatdsat tudjuk vizsgalni Leu-enk,
NPY és Gal atlagos denzitasara. Az ad libitum taplalt, petefészek irtott néstények meghiztak
az intakt kontroll allatokhoz képest. Testsuly-gyarapodasukat (150 %) kiilondsen az
abdominalis zsirtomeg szélséséges megndvekedése okozta, mint azt a boncolds kideritette
(melynek soran ellendriztiik, hogy a petefészek eltavolitas sikeres volt-e). A vér gliikdz,
koleszterin és szabadzsirsav tartalma megemelkedett az ovariectomizalt allatokban, az intakt,
kontroll allatok értékeihez viszonyitva. Ehezés hatdsara ugyanezen vér paraméterck
csokkenését detektaltuk az intakt ¢hezdk és az OVX-k esetében is. Eltérést csak a koleszterin
mennyiségének csokkenésben tapasztaltunk. Intakt ¢hezdk esetében a koleszterin szint az egy
hét éhezés utan a kontroll érték 50 %-ka volt, mig az OVX 4&llatoknal nem detektaltunk

valtozast.

6. 3. 3. 2. 40 %-os éhezés és OVX hatasa Leu-enk, NPY és Gal immunocitokémiailag
detektalhato atlagos denzitasara

Kisérletiinkben az OVX ¢és/vagy a 40 %-os ¢hezés jol detektdlhatdo valtozasokat
okozott a vizsgalt neuropeptidek atlagos denzitdsaban a LS teriiletén. A him allatokkal végzett
1 hetes éheztetésnél tapasztaltakhoz hasonldéan a Leu-enk, NPY és Gal immunpozitiv elemek
anatdmiai elhelyezkedése nem mutatott kiilonbséget a kontroll allatokhoz képest. Egyediil a
pericellularis kosarkak szadma csdkkent mind a Leu-enk, mind a Gal estében. A NPY-IR sejtek
mennyiségében lathatd valtozast nem tapasztaltunk, igaz méréseink erre nem terjedtek ki, a

megallapitasaink csak mikroszkdpos qualitativ megfigyeléseinken alapulnak.

6. 3. 3. 2. 1. Egy étig tarto 40%-o0s éhezés és OVX hatasa Leu-enk atlagos denzitasara
Az intakt, kontroll allatok atlagos denzitas értékeit 100%-nak véve az OVX a Leu-enk

esetében az IR rostok denzitdsanak tobb mint masfélszeres szignifikdns ndvekedését okozta
(170%) (P<0,01) (16., 17. A,C abrak).

40 %-os taplalékmegvonds egy hét utan azonnali szignifikans csokkenést (67 %)
okozott a Leu-enk-IR rostok atlagos denzitdsdban az intakt kontroll allatok &tlagos

denzitasdhoz képest (P<0,05) (16., 17. A,B abrak).
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Egy hétig tarté 40 %-os éhezés az OVX, éhezd ndstényekben a Leu-enk denzitdsat
nem valtoztatta meg (101 %) a intakt kontroll allatokhoz képest, mig az OVX kontrollokhoz
képest szignifikans csokkenés (69 %-o0s) tortént (16., 17. A,D abrak )(P<0,05).
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16. abra: 40%-os taplalékmegvonas és OVX hatdsa Leu-enk-IR-ra ndstény patkany LS-ban.
(n=4) Az Y tengelyen a pozitiv pixelek ardnya van feltiintetve szdzalékban kifejezve. Az X
tengelyen a tanulmanyozott hatasok (¢hezés, OVX és OVX+éhezés) szerepelnek. A pontozott
tertilet a kontroll csoport denzitds értékeit jeloli (100 %), mig sziirkével az éhezd, OVX és
OVX+éhezo allatok denzitas értékeit dbrazoltuk a kontroll %-aban. Csillaggal jeloltik a
szignifikans valtozasokat az intakt kontorllhoz (Ehez6, OVX csoportoknal), illetve az OVX
kontrollhoz képest (OVX+Ehez csoportnal).
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17. 4bra: 40%-os taplalékmegvonas és OVX hatisa Leu-enk atlagos denzitsara kontroll és
OVX patkanyok LS-ban. A, Leu-enk-IR axon héldzat intakt ndstény metszetén. B, A Leu-enk
denzitasat az éhezés jol lathatéan csokkentette (67%). C, A Leu-enk denzitasat az OVX két és
félszeresére novelte (243%). D, A Leu-enk denzitdsa az OVX és ¢hezés egylittes hatdsara az
intakt kontroll allatokhoz képest nem valtozott (101%). 1v: ventriculus lateralis Lépték: 40 pm
(A-D-ig a nagyitds azonos). A metszeteket egymasnak megfeleld rostrocaudalis szintekrdl
valasztottuk ki.
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6. 3. 3. 2. 2. Egy hétig tarté 40%-os éhezés és OVX hatdsa NPY atlagos denzitasara

A Leu-enk-ndl megfigyeltekkel ellentétben szignifikans csokkenést tapasztaltunk az
OVX NPY atlagos denzitasara gyakorolt hatasanal (28%)(P<0,01) (18., 19. A,C abrak).

40 %-os taplalék megvonas egy hét utan szignifikans novekedést (120 %) okozott a
NPY-IR rostok atlagos denzitdsaban (18., 19. A,B abrék) (P<0,05).

Az OVX és a 40 %-os taplalékmegvonas kombindlt hatdsara az NPY-IR axonok
denzitasa az OVX kontroll allatokhoz képest 223 %-ra nétt, mig az intakt kontroll allatok
denzitasdhoz képest 45-%-kal csokkent (P<0,01) (18., 19. A,D é&brak)
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18. abra: 40%-os taplalékmegvonas és OVX hatasa NPY-IR-ra ndstény patkany LS-ban.
(n=4) Az Y tengelyen a denzitds értékek, illetve a pozitiv pixelek ardnya van feltiintetve
szdzalékban kifejezve. Az X tengelyen a tanulmdnyozott hatdsok (éhezés, OVX és
OVX+éhezés) szerepelnek. A pontozott teriilet a kontroll csoport denzitas értékeit jeloli (100
%), mig sziirkével az éhezd, OVX és OVX+éhezd allatok denzitas értékeit dbrazoltuk a
kontroll %-aban. Csillaggal jelsltiik a szignifikans valtozasokat az intakt kontorllhoz (Ehezb,
OVX, OVX+Ehezé csoportoknal), illetve az OVX kontrollhoz képest is (OVX+Ehezé
csoportnal).
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19. abra: 40%-os taplalékmegvonas és OVX hatdsa NPY atlagos denzitasara kontroll és OVX
patkanyok LS-ban. A, NPY-IR axon halézat intakt ndstény metszetén. B, A NPY denzitasat
az éhezés novelte. A nyilak immunopozitiv sejttestek jelolnek.C, A NPY denzitasat az OVX
egyértelmiien csokkentette (28%-ra). D, A NPY denzitdsa az OVX és éhezés egyiittes
hatasara az OVX kontroll allatokhoz képest megemelkedett (223%). Iv: ventriculus lateralis
Lépték: 40 pm (A-D-ig a nagyitds azonos). A metszeteket egymdasnak megfeleld
rostrocaudalis szintekrol valasztottuk ki.
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6. 3. 3. 2. 3. Egy hétig tarté 40%-os éhezés és OVX hatdasa Gal atlagos denzitasara
Hasonldan az NPY-nal tapasztaltakhoz Gal-IR rostok atlagos denzitdsa OVX hatasara

szignifikansan csokkent 53%-ra az intakt, kontrollhoz képest (P<0,01) (20., 21. A,C abrak).

Az egy hetes a 40 %-o0s éhezés utan a Gal-IR rostok atlagos denzitasa 56 %-ra csokkent (20.,
21. A,B ébrak) (P<0,05). Ehhez hasonld szignifikans csokkenést (56 %) figyeltiink meg a
Gal-IR rostok denzitasaban OVX ¢és 40 %-os €¢hezés kombinalt hatdsara egy hét utan az intakt
kontroll allatokhoz képest (P<0,01) (20., 21. A,D abrak), mig az OVX kontroll allatokhoz

viszonyitva nem detektaltunk valtozast.
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20. abra: 40%-os taplalékmegvonds és OVX hatdsa Gal-IR-ra ndstény patkany LS-ban. (n=4)
Az Y tengelyen a denzitas értékek, illetve a pozitiv pixelek aranya van feltiintetve
szazalékban kifejezve. Az X tengelyen a tanulmanyozott hatdsok (éhezés, OVX ¢&s
OVX+¢hezés) szerepelnek. A pontozott teriilet a kontroll csoport denzitas értékeit jelli (100
%), mig sziirkével az ¢hezd, OVX és OVX+éhezd allatok denzitas értékeit abrazoltuk a
kontroll %-aban. A csillagok az intakt kontrollhoz képest szignifikdns eltéréseket jelolik.
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21. abra: 40%-os taplalékmegvonas és OVX hatasa Gal atlagos denzitasara kontroll és OVX
patkanyok LS-ban. A, Gal-IR axon halozat intakt néstény metszetén. B, A Gal denzitasat az
¢hezés jol lathatdan csokkentette (44 %-kal). C, A Gal denzitasat az OVX egyértelmiien
csokkentette (47 %-kal). D, A Gal denzitdsa az OVX és ¢hezés egyiittes hatasara az OVX
kontroll allatokhoz képest lecsokkent (56 %). lv: ventriculus lateralis Lépték: 40 um (A-D-ig

a nagyitas azonos). A metszeteket egymasnak megfeleld rostrocaudalis szintekrdl valasztottuk
ki.
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6. 3. 4. Tobb hétig tarté 40 %-os taplalék megvonas hatasa himekben és
néstényekben

Az egy hétig tartd 40 %-os €heztetéses kisérleteink eredményei utan megfogalmaztuk
azt a kérdést, hogy vajon tobb hetes 40 %-os ¢heztetés hogyan befolydsolnd az altalunk
vizsgalt neuropeptidek eldforduldsat a LS teriiletén. Egy him, egy ndstény és egy OVX
nostény csoportot allitottunk fel. Az allatokat 2-3-4 hétig ¢heztettiik és az egyes periodusok
végén 2-2 allat kerilt feldolgozasra. Megjegyzendd, hogy a csoportonkénti alacsony
egyedszam nem tette lehetdvé a statisztikai értékelést.

6. 3. 4. 1. Négy hétig tartd 40 %-os taplalék megvonds hatdsa himekben

A vizsgalt neuropeptideknek kontroll allatokndl tapasztalt anatomiai elhelyezkedése a
négy hétig tartdé 40 %-os ¢€hezés hatdsdra nem valtozott. Leu-enk immunpozitiv rostok
denzitdsaban folyamatos csokkenés volt nyomon kovethetd egészen a negyedik hétig, ahol a
kontrollhoz viszonyitott 54 %-kot detektaltunk. 40 %-os éhezés hatasara a varikozus rostok
altal formalt pericellularis kosarkak megfigyelhetéek maradtak, csak mennyiségiik csokkent

(22. &bra).
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22. ébra: 4 hétig tartd 40%-os taplalékmegvonas hatasa Leu-enk-IR-ra him patkdny LS-ban.
(n=4 az elsé héten, n=2 a 2-4. hétig) Az Y tengelyen a denzitds értékek, illetve a pozitiv
pixelek ardnya van feltiintetve szazalékban kifejezve. Az X tengelyen az éheztetés hetei
szerepelnek. A pontozott teriilet a kontroll csoport denzitas értékeit jeloli (100 %), mig
sziirkével az 1-4 hétig ¢hezétetett allatok denzitds értékeit abrazoltuk a kontroll %-aban.
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Két hétig tartd 40 %-os ¢hezés utan a NPY-IR rostok atlagos denzitas értéke 124 %-ra
emelkedett, meghaladva az elsd héten tapasztalt 110 %-os novekedést (23 4bra). A harmadik
hétre a mért érték visszasiillyedt a kontroll denzitds szintjére (104 %), amely csokkenés a

negyedik hétre elérte a 75 %-t (23 abra).
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23. abra: 4 hétig tartd 40%-os taplalékmegvonas hatadsa NPY-IR-ra him patkany LS-ban. (n=4
az elsé héten, n=2 a 2-4. hétig) Az Y tengelyen a denzitas értékek, illetve a pozitiv pixelek
aranya van feltiintetve szazalékban kifejezve. Az X tengelyen az ¢heztetés hetei szerepelnek.
A pontozott teriilet a kontroll csoport denzitas értékeit jeloli (100 %), mig sziirkével az 1-4
hétig éhezétetett allatok denzitas értékeit abrazoltuk a kontroll %-aban.

A Gal-IR rostok atlagos denzitds értékének az elsd héten tapasztalt 117 %-os
novekedése a masodik hétre, kovetve a NPY-IR novekedését, 129 %-ra nott (24 abra). A
harmadik hétre a denzitas 98 %-ra csokkent azaz, a kontroll értékre. Majd a negyedik héten
egy nagyobb csokkenést detektaltunk, igy a Gal IR rostok atlagos denzitdsa megkdozelitette a
kontroll érték felét (58 %)(24. abra).
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24. 4bra: 4 hétig tartdo 40%-os taplalékmegvonas hatasa Gal-IR-ra him patkany LS-ban. (n=4
az elsé héten, n=2 a 2-4. hétig) Az Y tengelyen a denzitas értékek, illetve a pozitiv pixelek
aranya van feltiintetve szazalékban kifejezve. Az X tengelyen az ¢heztetés hetei szerepelnek.
A pontozott teriilet a kontroll csoport denzitas értékeit jeloli (100 %), mig sziirkével az 1-4
hétig éhezétetett allatok denzitas értékeit abrazoltuk a kontroll %-aban.

6. 3. 4. 2. Négy hétig tarto 40 %-os tdplalék megvonds hatdsa intakt és OVX néstényekben
6.3.4.2. 1. Az OVX és a taplalék megvonas altalanos hatasai

Tapasztalataink hasonldak voltak, mint az egy hétig tartdé 40 %-os cheztetéses
kisérletiink soran. Emlitést érdemel, hogy az intakt éhezdk esetében a koleszterin szint az egy
hét ¢hezés utana kontroll érték 50 %-ka volt, mig az OVX allatoknal egy hét alatt nem
detektaltunk valtozast. Az OVX allatok koleszterin szintje csak a harmadik hétre csokkent a
kontroll érték ala, mig az intakt ¢hezdk esetében a csokkenés mar az elsd hét utan a kontroll
érték 50 %-a volt. Az OVX éllatok testsulya 43 %-kal, mig az intakt ¢hezok teststlya csak 10
%-kal csokkent a negyedik hét végére.

6.3.4.2. 2. 40 %-o0s éhezés és OVX hatdsa Leu-enk, NPY és Gal immuncitokémiailag
detektalhato datlagos denzitdsdra

Kisérletiinkben az OVX ¢és/vagy a 2-4 hétig tarté 40 %-os éhezés jol detektalhatd
valtozasokat okozott a vizsgalt neuropeptidek atlagos denzitasdban a LS teriiletén.

(Megjegyzendd, hogy a 3. hét végén is elvégeztik a kisérletet, de az immunreakcio
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sikertelensége miatt nem kaptunk értékelhetd adatokat.) A him allatokkal végzett 4 hétig tarto
40 %-os ¢heztetésnél tapasztaltakhoz hasonldan a Leu-enk, NPY ¢s Gal immunpozitiv elemek
anatomiai elhelyezkedése nem mutatott kiillonbséget a kontroll allatokhoz képest. Egyediil a
pericelluléris kosarkak szama csokkent mind a Leu-enk, mind a Gal estében. Az a NPY-IR
sejtek mennyiségében lathatd valtozast nem tapasztaltunk, igaz méréseink erre nem terjedtek

ki, a megallapitasaink csak mikroszkopos qualitativ megfigyeléseinken alapulnak.

6. 3. 4.2 2. 1. Négy hétig tarto 40 %-os taplalék megvonas hatasa
A Leu-enk 67 %-os denzitds csokkenése, melyet az egy hétig tarté 40 %-os éheztetés

okozott, a masodik hét 40 %-os taplalék megvonds hatasara a kontroll érték folé emelkedett
(114 %), ami1 a negyedik hétre kis mértékli csokkenésre valtozott (80 %) (25. abra).

Az egy hétig tartd 40 %-os éheztetéses kisérletiinkben tapasztalt 120 %-os NPY-IR
rostok denzitas novekedése 2 hét 40 %-os éheztetés hatdsara a kontroll érték ala esett 26 %-
kal, majd a negyedik hétre megkozelitette a nem ¢hez6 allatok atlagos denzitas értékeit (93 %)
(25. ébra).

Két hét utan a 40 %-os ¢hezés a Gal atlagos denzitas értékét 54 %-ra csokkentette,
tehat megmaradt az egy hét utan tapasztalt (56 %) denzitds csokkenés, mig a negyedik hét

utan 118 %-os denzitasbeli novekedést detektaltunk (25. dbra)

%100 + —

Kontroll 1. hét 2. hét 4. hét

25. abra: 4 hétig tartd 40 %-os taplalék megvonas hatdsa Leu-enk, NPY ¢s Gal-IR-ra néstény
patkany LS. (n=4 az els6 héten, n=2 a 2. ¢és 4. héten) Az Y tengelyen a pozitiv pixelek aranya
van feltiintetve szdzalékban kifejezve, az X tengelyen a hetek szdma szerepel. A sziirke
oszlopokkal a Leu-enk (L), a pontozott oszlopokkal NPY (N) és a fehér oszlopokkal a Gal (G)
denzitas értékeit abrazoltuk 1-4 hétig tartd éhezés hatasara az intakt kontrollhoz viszonyitott
%-ban.
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6.3.4.2. 2. 1. Négy hétig tarto 40 %-os taplalék megvonas és OVX egyiittes hatdsa
Hosszu tava 40 %-os éhezéses kisérletink masodik hetére a Leu-enk denzitasaban

jelentds csokkenést tapasztaltunk (26 %) az egy hétig tartdo 40 %-os éheztetéses kisérletiink
intakt kontroll koriili (101 %) értékéhez képest, ami a negyedik hétig fennallt (25 %) (26.
abra).

A NPY denzitasa az egy hétig tartd 40 %-os éheztetéses kisérletben tapasztalt 55 %-os
csOkkenésrdl, masodik hétre az intakt kontroll koriili értékre nott (84 %), majd tovabbi éhezés
hatasara a negyedik héten 49 %-kot detektaltunk az intakt kontroll allatokhoz képest (26.
abra).

A Gal-IR rostok atlagos denzitidsa az egy hétig tartdo 40 %-os éhezés utani 56 %-os
csokkenésrol, a masodik hét végére 337 %-os, tobb mint haromszoros novekedésre valtozott,

ami a negyedik hétre 28 %-kal visszaesett az intakt kontroll érték ala (26. abra).
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26. abra: 4 hétig tartd 40 %-os taplalék megvonas hatdsa Leu-enk, NPY ¢és Gal-IR-ra OVX
patkany LS (n=4 az els6 héten, n=2 a 2. és 4. héten. Az Y tengelyen a pozitiv pixelek aranya
van feltiintetve szdzalékban kifejezve, az X tengelyen a hetek szama szerepel. A sziirke
oszlopokkal a Leu-enk (L), a pontozott oszlopokkal NPY (N) és a fehér oszlopokkal a Gal (G)
denzitas értékeit abrazoltuk 1-4 hétig tartd éhezés hatasara az intakt kontrollhoz viszonyitott
%-ban.
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7. Megbeszélés

Munkénk sordn nyomon kovettiik harom neuropeptid, a Leu-enk, a NPY ¢és a Gal
rostrocaudalis megoszlasat és denzitasbeli valtozdsait him, ndstény ¢és ovariectomizalt
patkanyok LS-ban. Megallapitottuk, hogy ezen neuropeptidek nagy mennyiségben fordulnak
el a vizsgalt agyteriileten, megoszlasuk a kontroll allatokban sem egyenletes, €s részleges,
ill. teljes éhezés hatasara jelentds denzitasbeli valtozasokkal reagalnak, amelyek valdsziniileg
nem fiiggetlenek a gonadalis hormonok hatdsaitdl sem. Mindezek alapjan joggal
feltételezhetjiik, hogy a LS nemcsak igen gazdag orexigén €s anorexigén neuropeptidekben,
de a hypotahalamussal egyiittmiikodve aktivan részt vehet a taplalékfelvétel szabalyozasi

folyamataiban is.

7. 1. Leucin-enkephalin elhelyezkedése és rostrocaudalis
megoszlasa patkany LS-ban

Koronalis metszeteken vizsgalva, a Jakab és Leranth-féle (1995) nomenklattrat
figyelembevéve, Leu-enk IR siirli rosthalozatot talaltunk a LS dorsalis magjanak medialis,
mig intermedialis és ventralis magjanak lateralis részén. Irodalmi adatok szerint e Leu-enk
rosthalozat a LS-ban lehet kiilsd és belsé eredetli is (Jakab €s Leranth, 1995; Risold és
Swanson, 1997a). Varikézus rostok pericellularis kosarkakat képeznek immunnegativ
sejttestek koriil, melyekrdl kordbbi vizsgalatok bizonyitottdk, hogy féleg calbindin tartalmu
neuronok és 10%-uk y-amino- vajsav (GABA) tartalmu ,,somatospiny” (szoman tiiskés)
neuron (Szeidemann és mts., 1995). Ugyanezen tanulmanyban retrograd jeloléses technikaval
sikeriilt azonositani, hogy a Leu-enk-IR axonok az azonos oldali perifornicalis area-bol,
illetve az anterior hypothalamus-bol szarmaznak. Kisérleteinkben immunpozitiv sejttesteket
nem tudtunk kimutatni, aminek lehetséges oka a colchicin kezelés elmaraddsédban keresendd.
Korabbi irodalmak utalnak a teriiletet benépesitd enkephalin mRNS-t tartalmaz6 neuronokra
(Jakab és Leranth, 1995; Risold és Swanson, 1997a), de immunohisztokémiai modszerrel csak
metionin-enkephalin-IR neuronokat talaltak, és ezek festddéséhez is sziikség volt eldzetes
colchicin kezelésre (Williams €s Dockray, 1982). Munkénkban el6szor vizsgaltuk a LS Leu-
enk immunpozitiv rostok denzitasdnak rostrocaudalis megoszlasat. A rostrocaudalis tengely
kozépsd részén tapasztaltuk a legnagyobb roststiriiséget, amely a legrostralisabb ¢és
legcaudalisabb teriilet denzitasahoz viszonyitva nyolcszoros kiilonbséget mutatott. Mar Risold
¢s Swanson is utal a LS rostrocaudalis tengelye mentén végightizddé enkephalin mRNS-t

expresszalo neuron populaciora (1997a), amely neurotensinerg neuronokkal féleg a LSr-ban
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kifejezett, illetve néhany enkephalinerg neuront emlit a LS dorsocaudalis zondjaban is. Az
altalunk kapott Leu-enk-erg mintazat ¢ korabbi megfigyeléseket megerdsiti, illetve ramutat
arra, hogy a Leu-enk beidegzés fOleg a rostrocaudalis tengely kozépso teriiletein talalhatd

neuron populaciét latja el bemenetekkel.

7. 2. Neuropeptid Y elhelyezkedése és rostrocaudalis megoszlasa
patkany LS-ban

Hasonloan a Leu-enk megoszlasdhoz a NPY is a LS egész rostrocaudalis tengelye
mentén kimutathatd. Az IR rostok €s a sejttestek egy részét foleg a lateralis, ependyma
réteghez kozeli teriileten, mig az immunpozitiv sejtek masik csoportjat, kevés IR rosttal
egylitt, a dorsalis terlileten azonositottuk. Eredményeik jo Osszhangban vannak korabbi
munkakkal (Allen és mts., 1983; Everitt és mts., 1984). Sajat megfigyelésiink, hogy a lateralis
terlileteken el6forduld immunpozitiv sejtek nytlvanyaikkal az ependyma réteg felé fordulva
festodtek. Elhelyezkedésiik liquior monitorozo funkcidjukra utalhat. A NPY fontos szerepet
jatszik a leptin taplalékfelvételt €s ho-héaztartast szabalyozo szerepének medidlasdban a
kozponti idegrendszerben (Erickson és mts., 1996). Leptin receptor el6fordulasat vizsgaltak
kettos-jeloléses immunohisztokémiai modszerekkel birka hypothalamusban és az NPY
tartalmu sejtek 60 %-an sikeriilt kimutatni leptin receptort (Igbal és mts., 2001). Mivel mi
nem végeztiink ilyen kisérletet, az irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy a LS NPY
pozitiv sejtjeinek egy része (ependyma réteghez kozel esd csoport) is hordozhat leptin
receptorokat, igy a liqour leptin tartalmanak valtozasa kozvetleniil befolyasolhatja ezen sejtek
mukodését. A NPY-IR rostok denzitasi gorbéje két csticsot tartalmaz. NPY mRNS tartalmu
sejteket mutattak ki a nucleus septohippocampalisban (a mag a septum legrostromedialisabb
pontjatdl tart a nucleus septofimbrialis kezdetéig, amely mar lateralisabb elhelyezkedésti,
beékelddve a LS dallomanyaba), illetve a mellette huzodd savban, kozel a nucleus
septofimbrialishoz. Risold és Swanson (1997a), kapcsolataik €s neuropeptid tartalmuk
alapjan, ugy talaltdk munkdjukban, hogy a hibridizacids szignal rostrocaudalisan erdsodik,
javaslatot tesz a két mag funkcionalis LS-hoz vald csatolasara. Az altalunk leirt denzitasbeli
valtozasok alatdmasztjak a Risold ¢és Swanson (1997a) altal kimutatott eredményeket,
kiegészitve azokat, azzal, hogy a rostrocaudalis tengely kozepén ez az er6sodés gyengiil, majd

caudalis irdnyban ujra stirlibbé valik a NPY beidegzés.
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7. 3. Galanin elhelyezkedése és rostrocaudalis megoszlasa patkany
LS-ban

Gal-IR varikozus rostok elhelyezkedése atfedésben volt a NPY-IR teriiletekkel. A
nucleus intermedialis és nucleus ventralis lateralis részén megegyezett a két neuropeptid
elhelyezkedése, mig Gal varikdzus axonok a nucleus dorsalis teriiletén nem voltak
kimutathatok. Noha patkdny LS-ban el6z6 munkéak nem igazoltdk Gal-IR neuronok jelenlétét
(Melander és mts., 1986; Risold és Swanson, 1997a), Perez ¢és mts. (2001) colchicines
elokezelés utan egér LS-ban talalt Gal-IR neuronokat. Kisérletiinkben Gal tartalmt sejteket
nem sikeriilt detektalnunk. Feltételezhetd, hogy vagy nincsenek a LS teriiletén, vagy olyan
alacsony neuropeptid mennyiséget tartalmaznak, hogy vizualizalasuk colchines kezelést
igényelt volna. A harom tanulmanyozott neuropeptid koziil a Gal abszolut denzitdsa volt a
legkisebb. Denzitasi gorbéje egy kisebb csucsot tartalmaz, ami az egyik NPY rostokkal stirtin
ellatott tertilettel atfedést mutatott. A Gal és a NPY varikozus rostok térbeli
elhelyezkedésének hasonldsaga utalhat a két orexigén neuropeptid egymadsra gyakorolt
hataséra, de ennek igazolaséara tovabbi korrelalt fény és elektronmikroszkopos kettds jeloléses

kisérletek sziikségesek.
7. 4. OVX hatasa a LS neuropeptidjeire

7. 4. 1. Altalanos megfigyeléseink
OVX hatasara megsziinik a szervezet ndi nemi hormon termelése, amelynek hatasara

mind az ember, mind a ragcsalok szervezetében jol ismert macromorphologiai (Shimizu,
1997), mig az idegrendszer ndi nemi hormonok altal befolyasolt teriiletein micromorphologiai
valtozasok jonnek létre. Megfigyeléseink szerint a vér gliikoz, koleszterin ¢€s szabadzsirsav
tartalma megemelkedett az ovariectomizalt allatokban, az intakt, kontroll allatok értékeihez
viszonyitva, amely valtozasokat korabbi irodalmak is OVX hatasként irtak le (Roy et al. 1977,
Richard, 1986). Az ad libitum taplalt OVX éallatoknal e megemelkedett vérértékek mellett a
150 %-os testtomeg novekedést is megfigyeltiink, amelynek hatterében szintén a néi nemi
hormonok taplalék felvételt befolydsold hatdsa allhat. E testtomeg novekedés hatterében

nagyrészt az abdominalis zsirszovet felszaporodasat lattuk a kisérletek soran.
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7. 4. 2. Leu-enk, NPY és Gal denzitas valtozasai OVX hatasara
A LS neuronjai nagy mennyiségben expresszalnak 6sztrogén, foleg 6sztrogén-p-t és

androgén receptorokat (Risold és Swanson, 1997a,b; Shugrue és mts., 1997; Mufson és mts.,
1999; Shugrue és Merchenthaler, 2001), ami alapjan feltételezhetd a teriilet szexudlis szteroid
befolydsoltsaga. Sahu és mts. (1987) tanulmanyukban felhivjdk a figyelmet a szexual
szteroidok neuropeptid szekrécidt befolydsold szerepére. OVX hatdsara mindharom
neuropeptid atlagos denzitasa megvaltozott.

A ndéi nemi hormonok hidnya jol detektalhatdé novekedést okozott a Leu-enk
denzitasaban a LS teriiletén. /n situ hibridizécios technikat felhaszndlo korabbi tanulmanyok
felhivtak a figyelmet az opioid peptidek mRNS szintjeinek ciklus-fiiggd ingadozasaira intakt
nostényekben (Hammer és mts., 1994; Simerly és mts., 1996) és OVX allatokban exogén
Osztrogén adagolast kovetden (Simerly, 1991). A ventromedialis hypothalamus teriiletén
csokkent a proenkephalin mRNS expresszidja gonadectomia utdn, mig sem a striatum sem a
bulbus olfactorius teriiletén nem tapasztaltak valtozast (Lauber és mts., 1990; Hammer ¢és
mts., 1993). Ezek alapjan feltételezhetiink egy teriiletfiiggd kapcsolatot a gonadalis hormonok
¢s a kozponti opioid szignal kozott. Az altalunk is kimutatott pericellularis kosarkdkat formalo
rostok a LS teriiletén valoszintileg, legalabb részben, hypothalamikus eredetliek (Sakanaka és
mts., 1982; Szeidemann é&s mts.,, 1995). A Leu-enk megnovekedett mennyisége
feltételezhetden annak koszonhetd, hogy a hypothalamikus teriiletek neuronjainak szémajabol
a neuropeptid transzportalédott az axonokba, illetve axon végfacskakba, igy megnovelve a
Leu-enk denzitasat a LS teriiletén és lecsokkentve azt a hypothalamusban.

Kisérletiinkben az OVX hatasara a NPY-IR rostok atlagos denzitasa a kontroll érték
28 %-ra csokkent. Az OVX a ndi nemi hormonok jelentds csokkenését eredményezi. A
petefészek eltavolitds, a petefészek hormonok hianya hyperphagidhoz ¢és koros
teststlygyarapodashoz vezet. Az OVX 4éllatokndl a ARC és a PVN teriiletén fokozott NPY
gén expresszidt figyeltek meg, amely 6sztrogén adagolas hatasara visszaallt az eredeti szintre
(Crowley és mts., 1985; Bonavera ¢s mts., 1994; Diano ¢és mts., 1998; Ainslie ésmts., 2001).
A kozponti idegrendszerben az Osztrogén Osztrogén receptorokon keresztiil fejti ki a hatéasat,
amelyeket nagy mennyiségli neuron expresszal (Simerly ¢€s mits., 1990; Simerly, 1998;
Laflamme ¢és mts., 1998). Kordbbi kisérletekben kimutattdk, hogy a hypothalamus NPY-t
expresszalo sejtjei €s mdas hypothalamicus neuronok, melyek szerepet jatszanak a
taplalékfelvétel szabalyozasaban, egyarant expresszalnak 6sztrogén receptorokat (Simerly és
mts., 1990; Horvath és mts., 1995; Risold és Swanson, 1997b; Magni, 2003), amely az

Osztrogén NPY termelésre kifejtett kozvetlen hatasat tamaszthatja ala.
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Egy korabbi, még nem publikdlt tanulminyunkban kettds jeloléses kisérletet
végeztiink NPY és GABA ellenanyaggal a LS teriiltén. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok
soran tobbszor figyeltiink meg NPY immunpozitiv axon terminalisokat GABA immunpozitiv
perikarionok kozelében. Tovabba korabbi kutatdsok a LS és a ARC ill. PVN koz6tti reciprok
kapcsolatot bizonyitottak (Herman ésmts., 2002; Csaki és mts., 2000; Li €s mts., 1999; Sim és
Joseph, 1991). Indokolt igy a feltételezésiink, hogy a LS NPY rostjai, legalabbis részben, a
ARC és a PVN-bdl valamint a lateralis hypothalamus teriiletérdél jovo felszalld rostok.
Ugyanakkor a LS GABA-erg sejtjeibdl kiinduld efferens palydk legaldbb egy része a
hypothalamuszba projektal, igy teljessé téve a reciprok kapcsolatot a LS és a hypothalamus
kozott. Valamint, ahogy azt mar korabban emlitettiik, a LS 0sztrogén érzékenységére
bizonyiték a teriileten kimutathatd 6sztrogén receptorok, foleg dsztrogén-B (Shugrue és mts.,
1997; Mufson és mts., 1999; Shugrue és Merchenthaler, 2001). Ezek alapjan, az emlitett
reciprok kapcsolat a LS és a hypothalamus k6zott valosziniileg direkt 6sztrogén hatas alatt all,
mind a LS, mind a hypothalamus teriiletén. Feltételezésiink szerint a NPY denzitas
csokkenését a LS teriiletén mind direkt, mind pedig indirekt modon befolyasolhatta az
Osztrogén hiany. Tovabbi kisérletek sziikségesek, hogy felderitsiik a pontos szabalyozasi
mechanizmust a két reciprok kapcsolatban all6 teriilet kozott.

Horvéath és mts. (1995) Gal tartalmi neuronokon 6sztrogén receptorokat mutattak ki a
mediobasalis hypothalamus teriiletén. Tovabba a proestrus alatti megemelkedett 6sztrogén
szint ugyanitt noveli a Gal kimutathaté mennyiségét (Lopez és mts., 1991). Mas tanulmanyok
is megerdsitik, hogy az Osztrogén eldsegiti a Gal expresszidjat (Gabriel és mts., 1990;
Merchenthaler és mts., 1993). Az altalunk megfigyelt OVX hatasara bekovetkezett majdnem
50 %-os atlagos denzitds csokkenés utalhat az 0Osztrogén hidnybol adddd serkentés
megsziinésére.

Osszegezve kijelenhetjiik, hogy a megfeleld hypothalamikus teriiletek mellett a LS is a
gonadalis hormonok befolyasa alatt all, melyet bizonyit a LS teriiletén altalunk megfigyelt

harom neuropeptid denzitas valtozasa az OVX altal okozott n6i nemi hormon hianyra.

7. 5. Ehezés hatasa a LS neuropeptidjeire

crcr

A szamos vegetativ funkcido reguldcidjdban (anyai viselkedés, szorongés,
taplalékfelvétel) szerepet jatszo LS teriiletén olyan neuropeptidek denzitasdnak vizsgélatat
tliztiik ki célul, amelyek bizonyitottan részt vesznek a taplalékfelvétel kozponti idegrendszeri

szabalyozasaban. Kisérleti felalldsunkban két kiilonbozd taplalékmegvonasi modszert
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alkalmaztunk. Egyrészrdl a teljes €hezést, masrészrél a 40 %-os taplalékmegvondst. A
nostény allatokon végrehajtott OVX mindharom altalunk vizsgalt neuropeptid denzitasat
befolyasolta, amely a teriilet nemi hormon befolyasoltsagara utal, esetleges nemi kiilonbségek
meglétére a LS szabalyozadsi mechanizmusaiban. Ezen kiilonbségek megfigyelése végett him
¢s ndstény allatokon is elvégeztiik kisérleteinket, illetve ndstény allataink egy részén OVX-t
hajtottunk végre a nemi ciklussal jaré hormonszint ingadozéasok kikiiszobolésére.

A kontroll és az ¢&hezd 4llatokat Osszehasonlitva, mindhdrom neuropeptid
immunreaktiv rostjainak elhelyezkedése hasonld, a mar elézdleg emlitett LS magokban volt
detektalhaté. Ehezés hatdsara tehat az immunpozitiv rostoknak csak a mennyisége véltozott
eltéré iranyokban, elhelyezkedésiik a LS teriiletén nem. Az immunpozitiv rostok denzités
csokkenésével egyiitt jart a pericelluldris kosarkédk szdmdanak csokkenése, illetve denzitas
novekedés esetén novekedése. A kizardlag NPY esetében talalt festodott sejtek mennyisége a
rostok denzitds valtozdsaval nem mutatott korrelacidt, a kontroll allatoknal tapasztaltakkal
Osszhangban, az ependyma réteghez kozel dendritjeikkel az oldalkamra felé nyulva
detektaltuk oOket. Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy ezen sejtek Kkitlintetett, un. liquor-
monitoroz6 funkcidjukat éhezés hatdsara is megtartottdk, valamint, hogy az é&hezésre

bekovetkezett denzitas valtozasok valoszintileg a kiilso eredetii -extrinsic- rostokat érintették.

7. 5. 1. Altalanos megfigyeléseink
Az éhezés allapotat alatamasztotta az altalunk vizsgalt vérparaméterek csokkenése. A

koleszterin tartalom az OVX allatokndl csak a harmadik hét utan kezdett csokkeni, mig az
intakt éhezoknél mar az elsé hét utan 50 %-os csékkenést mutatott. Ezt indokolhatja az OVX
allatok megnovekedett zsir tartaléka, ami hosszabb tava koleszterin utanpotlast biztositott az
¢hezés alatt. Az ¢hezo allatok testsuly csokkenése a lecsokkent testzsir tartalommal és a bels6
szervek méretének csokkenésével magyarazhatd, mind az intakt, mind az OVX dllatok
esetében (Weindruch és Sohal, 1997).

Az ¢éhezd nostény allatok koziil mar a masodik héten egy, a harmadik hét utan kettd és
negyedik hét végére még egy allat pusztult el, ezzel szemben az OVX-t patkanyok koziil a
harmadik hét utdn hullott el egy allat a 4 hetes ¢hezés alatt. A him patkdnyokkal folytatott
kisérleteink kdzben nem tapasztaltunk elhullast. Megfigyeléseink alapjan kijelenthetjiik, hogy
a nostény, illetve az OVX patkdnyok kevésbé toleraltak az ¢hezést, mint a hasonld kisérletben
résztvevd himek. Az OVX-t allatok nagyobb testsullyal kezdték a kisérletet, igy testsuly
tobbletiik tovabb szolgalt tartalék tapanyagként, ez magyardzhatja a csoporton beliili kevesebb
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allat veszteséget. A him 4allatokndl megfigyelt jobb tulélési arany valdsziniileg a jobb
adaptacios képességiiknek koszonhetd (Partridge €s mts., 2005).

Egytél-négy hétig tartd taplalék megvondsos kisérleteinket Osszehasonlitva levontuk azt a
kovetkeztetést, hogy a legszamottevobb valtozasok mindig az els6 héten torténtek mindhdrom
neuropeptid denzitasdban. Ezért az 1 hétig tartd cheztetéses kisérleteinket statisztikai
kiértékeléshez elégséges szamu allaton tudtuk kivitelezni, mig a 2-3-4 hetes ¢heztetéses
kisérleteinket csak kis allatszdmmal t4jékozdodo jelleggel végeztiik el, igy ezeknél statisztikai
kiértékelés nem tortént (1. Tablazat). A 27. é&bra tablazata Osszefoglalja kisérleteink

eredményeit, kiilon tablazatban kiemelve az elsd hét torténéseit.

1. Tablazat: Osszefoglald tablazat a grafikonok alapjaul szolgalé pixel értékekrdl, atlag +
szoras formajaban.

Leu-enk NPY Gal
Him kontroll (teljes éhezd) 27234496  4604+£562 28724297
Him teljes éhez6 21774560 34434872 58414563
Him kontroll (1 hétig tarté 40% éhezés) 29744244  2149+899  3698+541
Him 1 hétig tarté 40% ¢hezés 27994321 24754528  4507+484
Nostény kontroll (1 hétig tarté 40% ¢Ehezés) 1799+134  1701£670  1812+604
Nostény 1 hétig tartd 40 % éhezés 1336+£246  2041+£297 954+£126
Ovariectomizalt kontroll 2656600  1592+220 764+120
Ovariectomizalt 1 hétig tarto 40 % ¢hezés 18034206  1667+239  1052+231
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Csoportok Leu-enk NPY Gal

Him 1 hetes teljes éhezés v v A

Him 4 hetes részleges éhezés vVvYwvyy A A OV A A OV
ovX A v v

Noéstény 4 hetes részleges éhezés vV A v AN 4 v vy A
OVX 4 hetes részleges éhezés ov v \ A 4 v vV A v

Valtozasok az elsé hét utan:

Csoportok Leu-enk NPY Gal
Him 1 hetes teljes éhezés v v A
Him 4 hetes részleges éhezés v A A
ovX A v v
Nostény 4 hetes részleges éhezés v A v
OVX 4 hetes részleges éhezés o v v
jelmagyarazat: O: nincs valtozas

(a kontrollhoz képest) V: csOkkenés

A ndvekedés

27. abra: Osszefoglal tablazat az elvégzett kisérleteink fébb eredményeirél. A néstény és az
OVX 4 hétig tartd kisérlet sorozat 3. heti eredményei technikai okokbdl hidnyoznak.

7. 5. 2. Ehezés és részleges taplalékmegvonas hatasa Leu-enk denzitasara him,
néstény és OVX patkanyok LS-ban

Az éhezés tipusatdl fiiggetleniil a Leu-enk-immunpozitiv rostok mennyisége harom
kisérletiinkben csokkent. Him, 40 %-o0s ¢heztetéses kisérletiinkben a Leu-enk mennyisége az
elsé hét utan kevésbé csokkent, mint a teljes taplalék megvondsos és az elsd heti ndstény,
40%-o0s ¢heztetéses kisérletben. Ha a négy hetes kisérlet denzitdsbeli valtozasait tekintjiik, a
him, 40 %-os taplalékmegvonas esetében ez a csokkenés nem volt olyan gyors valtozas,
inkabb tekinthetd idében elnyujtottabbnak. Egyediil az 1 hetes 40 %-0s OVX ¢éheztetésnél
nem tapasztaltunk denzitasbeli valtozast a kontroll allatokhoz képest, amit a két jelenlévo
hatds (OVX és ¢hezés) ereddje magyardzhat. A 2-4 hétig tartd 40 %-os Eheztetéses
kisérletiink masodik ¢és negyedik hetén itt is kb. 75%-0s csokkenést figyeltiink meg. Korabbi
tanulmanyok az opioidokat gy emlitik, mint a rovid tava taplalékfelvételt stimulald
neuropeptideket (Gosnell és Levine, 1996; Yeomans ¢&s Gray, 2002). Egy masik
tanulmanyban az opioid receptor antagonistak taplalékfelvételt csokkentd hatdsarol irnak
ragcsalokban és emberben is (Moron és mts., 2003). Mas tanulmanyok sok esélyt lattak az
opioid antagonistdk felhasznaldsdra az elhizds terdpids kezelésében (Atkinson, 1982;
Wolkowitz és mts., 1985), késdbb bebizonyosodott, hogy testsulykontrolald szerepiiket

hosszu tavon elvesztik (Atkinson és mts., 1985; Mitchell €s mts., 1987; Malcolm ¢és mts.,
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1985), ami a szervezet adaptalodasanak eredménye lehet. Ugy tiinik, hogy az opioidok
rovidtava taplalékfelvételt elosegitd hatdsa (Marks-Kaufman, 1982; Gosnell és Levine, 1996)
kisérleteinkben nem érvényesiilt. Erdemes azonban megfontolni, hogy az egy hét részleges,
illetve teljes taplalékmegvonas tekinthetd e rovid tava taplalékmegvondsnak. Az altalunk
tanulmanyozott koriilmények inkabb tekinthetok hossz tava taplalékmegvonasnak, ebbdl
kifolyolag a Leu-enk denzitasdnak csokkenése feltehetdleg a patkany szervezetének
adaptacios reakcidja az allat tGlélése érdekében. Masrészrol az ¢hezést valosziniileg
stresszként éli meg az allat és az ehhez valo habitudlodéas hatdssal lehet az endogén opidtok
expressziojara, ami a csokkend opioid denzitasban nyilvanulhat meg (Yeomans és Gray,
2002).

A tapasztalt jelenségek a szervezet ¢hezéshez vald alkalmazkoddsanak tekinthetdek,
illetve ujabb bizonyitékok arra, hogy az opioidok csak rovid tdvon felelosek a fokozott
taplalék felvételért, igy antagonistaik addsa hosszitadvon nem jar stulyvesztéssel (Atkinson és

mts., 1985; Mitchell és mts., 1987; Malcolm és mts., 1985).

7. 5. 3. Ehezés és részleges taplalékmegvonas hatasa NPY denzitasara him,
néstény és OVX patkanyok LS-ban

A NPY az egyik legorexigénebb neuropeptid, amely részt vesz a taplalékfelvétel
szabalyozasaban (Hillebrand és mts., 2002). Orexigén hatdsat mind intracerebralis beadasa,
mind a taplalék megvonas (csokkend leptin szint) kivalthatja (Edwards és mts., 1999; Kalra és
mtas., 1999; Magni, 2003; Leibowitz és Wortley, 2004). A taplalék felvétel szabalyozdsaban
résztvevO hypothalamikus teriileteken in sifu hibridizacios technikaval kimutattdk, hogy a
NPY mRNS-nek mennyisége megemelkedett éhezés hatasara (Leibowitz, 1998; Schwartz és
mts., 1998). A taplalékfelvétel drasztikus csokkentésére a szervezet a zsirok minél nagyobb
mértékli mobilizacidjaval, illetve a zsirsav lebontds serkentésével valaszol (Moron €s mts.,
2003). Ez a zsirszovet altal termelt leptin keringésbe, illetve a vér-agy gaton at a liquorba jutod
mennyiségének csokkenésével jar, igy a NPY sejtek felszabadulnak a leptin gatlo hatasa aldl a
hypothalamikus magokban (ARC, PVN), utat engedve a felszabaduld NPY taplalékfelvételt
serkentd hatasdnak (Magni, 2003). A LS ¢és a hypothalamikus magok reciprok kapcsolatai
révén ez a hatds valdsziniileg indirekt uton a LS NPY-rendszerén is érvényesiilni latszik.
Kapott eredményeink 6sszhangban allnak a NPY erds orexigén hatasaval. Mind himek, mind
néstény patkdnyok LS-nak NPY denzitdsa novekedett az elsé hetes 40 %-os
taplalékmegvonas hatasara. Kivétel az egy hetes teljes €hezéses ¢€s az OVX részlegesen

¢heztetett csoportnal tapasztalt denzitas csokkenés, ami latszolag ellentmond a NPY orexigén
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hatasanak. Erdemes azonban megfontolni, hogy a teljes éhezés hatdsara a downregulacid,
amit a 4 hetes cheztetéses kisérletek masodik hetétdl tapasztaltunk, mar hamarabb
érvényesiilhet, visszaszoritva az allat ¢hségérzetét, megkonnyitve az éhezés altal okozott
stressz tulélését, illetve utalhat a szervezet alkalmazkodasara, tehdt anyagcserét lassito
torekvés, a teljes taplalék megvonasra valaszolva. Tovabba ugyanezen kisérletiinkben
szerepld masik orexigén hatast neuropeptid, a Gal denzitasa viszont megnott, ami tekintheto a
NPY funkci6 atvételének az irodalom alapjan: a NPY szerepét a NPY termelésére képtelen
knock-out egerekben a Gal vette at (Magni, 2003).

Négy hetes, 40 %-o0s éheztetéses kisérleteinkben OVX ndstényeknél mar az els6 héten,
nostény allatainknal a masodik héttdl, him allatainknal a harmadik hétt6l a NPY denzitdsaban
egy csokkend tendenciat detektaltunk. Ugyan a NPY esetében tapasztalt csokkenés
gyorsabban ¢s nagyobb mértékben zajlott le ndstényeknél és OVX nostényeknél, mint a
himeknél, de a valtozas tendenciaja hasonlé volt. E kiilonbséget okozhatja a NPY esetében is
fellépd kozvetett, vagy kozvetlen dsztrogén hatds, illetve annak kiesése (Bonaveraet és mts.,

1994; Ainslie és mts., 2001).

7. 5. 4. Ehezés és részleges taplalékmegvonas hatasa Gal denzitasara him,
néstény és OVX patkanyok LS-ban

A Gal-t hasonldéan a NPY-hoz az orexigén neuropeptidek kozé soroljuk, valamint a két
neuropeptid anatdmiailag kozeli neuronokban fordul elé a hypothalamikus magokban (ARC,
PVN) (Bergonzelli €s mts., 2001), mégis a Gal esetében eredményeink tobb helyen eltérnek
az NPY esetében tapasztaltaktdl. A him, egy hetes teljes ¢heztetéses kisérletiink utan a Gal
denzitdsa novekedett a LS teriiletén. A NPY-t expresszalo6 ARC neuronok a PVN Gal-t
expresszald neuronjaira expressziot serkentd hatassal birnak. A LS teriiletén is feltételezhetd
kapcsolat a NPY-t expresszald sejtek és a Gal tartalmu rostok kozott, ami magyarazhatja a
Gal késobbi denzitds novekedését. Utobbi csak a NPY expresszid novekedést kovetden
emelkedik, atvéve, vagy eldsegitve a NPY taplalékfelvételt serkentd hatdsat. Ezt tdmasztja ala
az a tény is, hogy a NPY szerepét NPY termelésére képtelen knock-out egerekben a Gal vette
at (Magni, 2003). Valoszintsithetd, hogy mikozben az NPY denzitasa lecsokkent, az egy
hetes éhezés utan a Gal lett felelds az orexigén hatas kialakitasaért.

A him 4 hétig tard, 40 %-os éhezés alatt a NPY-hoz hasonléan az els§ héten
emelkedett a Gal mennyisége, majd a harmadik hétre a kontroll értékre siillyedt, végil a
negyedik hét végére lestillyedt a kontroll érték ala tobb, mint 30 %-kal. Figyelmet érdemel az

a megfigyelésiink, hogy a Gal és az NPY denzitasi gorbéje azonos lefutast mutat, ami a két
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neuropeptid hasonld szerepére utalhat. Eredményeink Osszhangban vannak az in situ
hybridizacios irodalmi adatokkal is, melyek szerint az NPY mRNS szint megemelkedik
¢hezés alatt a megfeleld hypothalamikus teriileteken, illetve a Gal és az NPY mennyisége is
emelkedést mutat taplalék megvonds hatasara ugyanitt (Moron és mts., 2003; Magni, 2003).
Mar az elsé héten tapasztalt megemelkedett NPY és Gal denzitasi értékek a LS magjaiban az
allat energia egyensulyanak a lebontasi folyamatok (pl.: fokozott zsirsav lebontas) felé valo
eltoloddsanak tulajdonithatd, mig a harmadik és negyedik hétre lecsokkent neuropeptid
szintek a szervezet energia metabolizmusdnak adaptalodasara utalhatnak.

A 4 hétig tartd nostény és OVX, 40 %-os éhezéses kisérletiinkben, a Gal mennyiségi
valtozasaiban egy iddbeli eltolodast figyeltink meg a NPY denzitdsi valtozasaihoz
viszonyitva (késdbb novekedett a Gal mennyisége, mint a NPY-¢€ : ndstényeknél a negyedik
héten, OVX dllatainknadl a mdasodik héten) (Kovacs és mts., 2005). Mindezek alapjan
koveti. Igaz, a him 4 hetes 40 % taplalékmegvondsos kisérletiinkben ezt az eltolddast nem
detektaltuk. A kiilonbség oka valoszintlileg az 6sztrogén Gal-ra gyakorolt hatasa, amely him
allatokban nem érvényesiil. Ezt irodalmi adatok is aldtdmasztjdk: a proestrus alatti
megemelkedett 6sztrogén szint ugyanitt noveli a Gal kimutathaté mennyiségét (Lopez és mts.,
1991), tovabba az Osztrogén elosegiti a Gal expresszidjat (Gabriel és mts., 1990;
Merchenthaler és mts., 1993).

Erdemes azonban megfontolni, hogy a Gal orexigén hatasa nem olyan kifejezett az
irodalom szerint, mint a NPY-¢ (Edwards és mts., 1999; Kalra és mts., 1999; Leibowitz és
Wortley, 2004). Emellett a Gal expressziojara az alacsony leptin szint sincs akkora serkentd
hatassal, mint a NPY esetében, amely a Gal-t expresszald neuronokon talalt alacsony leptin
receptor koncentracidonak tulajdonithatd (Cheung és mts., 2001). Viszont NPY hianyos knock-
out egerekben a Gal-t jelolték meg, mint az NPY feladatat atvevd neuropeptidet (Leibowitz,
1998). Chaillou és mts. (2003) a nucleus infudibularisban és a dorsalis hypothalamusban Gal
tartalmu neuronok szaménak novekedését taldlta hosszutdvon alultaplalt ndstény juhokban.
Ugyanakkor, tultaplalt patkanyok nucleus infudibularisban novekedett a Gal expressszidja
(Pedrazzi és mts., 1998). Tovabba, a PVN és az eminentia mediana teriiletén a Gal expresszid
erosen megemelkedett Osztrogén, illetve Osztrogén ¢&s progeszteron egylittes hatasara
(Edwards és mts., 1999), ami ¢és a sajait OVX alkalmazd kisérletiinkben leirtak alapjan
feltételezhetjiik, hogy a Gal expresszidjat a LS teriiletén hatdo néi nemi hormonok ciklus-

figgden is befolyasoltak. Ezen ellentmondéasos eredmények tiikrében kijelenthetjiik, hogy a
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Gal expresszios valtozasai mind teriilet-, mind pedig fajspecifikusak, valamint a ndstény
allatok nemi ciklusabol eredé hormonszint ingadozasok is befolyasolhattdk eredményeinket.
Munkénk eredményeinek végsé konkluzidjaként megallapithatjuk, hogy a
hypothalamikus szabdlyoz6 kozponttal kolesonos kapcsolatban 4llé LS - ha csak indirekt
modon is- részét képezi a taplalékfelvételt befolyasold bonyolult neuroendocrin szabalyozo

rendszernek.
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8. Uj tudomanyos eredmények

Munkénk soran elséként vizsgaltuk a patkany LS-nak néhdny orexigén és anorexigén
neuropeptidjét taplalékmegvonas, ill. a gonadalis hormonok valtozasainak hatdséra.
Kisérleteink fobb eredményei a kovetkezdk:

1. Kontroll allatokban felmértilk a Leu-enk, NPY és Gal rostrocaudalis megoszlasat a LS
rostrocaudalis tengelye mentén és megallapitottuk, hogy a Leu-enk atlagos denzitisa volt a
legnagyobb, ezt kovette a NPY ¢és a legkisebb atlagos denzitdst a Gal-nal detektaltunk.
Megallapitottuk tovabba, hogy mig a Gal denzitasa tobbé-kevésbé egyenletesnek mondhatd, a
Leu-enk-immunreaktiv fonadék joval magasabb denzitasu a kozEépsd metszetek tertiletén,
mint a legrostralisabb, vagy legcaudalisabb metszeteken. Ugyanakkor, az NPY denzitdsa
kétcsticsi  gorbével abrazolhatd, kb. a rostrocaudalis kiterjedés egyharmadanal ¢&s
kétharmadanal mérhetd maximalis értékekkel.

2. Téplalékmegvonasi kisérleteinkben him patkanyok esetében sikeriilt egy hetes teljes, és
részleges éheztetés neuropeptidekre gyakorolt hatasat megvizsgalni. Egy hetes teljes taplalék
megvonds hatdsara a Leu-enk és NPY mennyisége csokkent, mig a Gal denzitdsa kozel
kétszeresére nott. Ugyanakkor 4 hétig tartd 40 %-os éheztetés a Leu-enk atlagos denzitasat
folyamatosan csOkkentette, mig a NPY és Gal denzitdsa egymashoz hasonlo valtozést
mutatott: az elsd két hétben nott, majd lecsokkent a kontroll érték ala.

3. OVX hataséara Leu-enk mennyisége novekedett, mig a Gal és a NPY csokkent.

4. Intakt nostényekkel folytatott 4 hétig tartdé 40 %-os chezés kiilonbozd mértékben
befolyésolta az altalunk vizsgélt neuropeptidek atlagos denzitdsat. A NPY, mint a szervezet
legorexigénebb neuropeptidjének atlagos denzitdsa nétt az els6 héten, majd csokkent.
Meglepé modon a Gal nem kovette a NPY denzitasi valtozast, a tapasztalt csokkenés az
esetleges nemi hormonhatéasnak tulajdonithatd. A Leu-enk atlagos denzitasdnak csokkenését
figyeltiik meg, illetve mennyiségének kis mértékii novekedését a masodik héten.

5. OVX ndstényeknél 4 hétig tartdé 40 %-os éhezés hatdsara a LS teriiletén mért Leu-enk és
Gal denzitas valtozasa ugyanezen koriilmények kozott éheztetett himek eredményeihez volt
hasonld, igaz a Gal denzitas novekedése csak késve tortént meg. A NPY atlagos denzitdsanak

csokkenését figyeltiik meg kisebb ingadozasokkal.

62



9. Summary

Lateral septum (LS) plays an important role in the regulation of several autonomic
functions. The peptidergic networks, especially prominent in the ventral LS nucleus seem to
influence water and food intake. LS was shown to contain considerable amounts of
neuropeptides, including leucin-enkaphaline (Leu-enk), neuropeptide Y (NPY) and galanine
(Gal), also present in the hypothalamus. We focused our study to reveal the rostrocaudal
distribution of three neuropeptides and the effect of 100 % (during one week) and 40 % food
deprivation during four weeks on the immunohistochemically detectable amount of NPY, Gal
and Leu-enk in order to establish their putative role in these septal neural networks. Our
experiments were carried out not only on male, but female and (OVX) rats to demonstrate the
effect of estrogen on food intake regulation of the LS and the effect on the density changes of
Leu-enk, NPY and Gal in the LS.

We studied the rostrocaudal distribution of Leu-enk-, Gal- and NPY-IR along the
longitudinal axis of the lateral septal area with pre-embedding ICC combined with computer-
assisted densitometry. The highest density of varicose fibres showing Leu-enk-IR was
observed. In comparison with Leu-enk, the relative amount of the NPY was found to be lower
and Gal was found the lowest from among the three examined neuropeptides. Leu-enk-, NPY-
and Gal-IR were present in varicose fibres, while in addition to varicose axons, NPY-IR cell
bodies and dendrites were also visualized. One of our interesting findings was that some of
the NPY-IR cell bodies were located close to the ependymal layer lining the lateral ventricles.
Their position and the possible contact of their dendrites with the cerebrospinal fluid suggest a
liquor-monitoring function.

Our results indicate that fasting affects the expression of Leu-enk, NPY and Gal in the
LS area of rats in a differential manner. These changes were influenced by the length and the
extent of fasting. We also examined the probable interaction between sexual steroids and Leu-
enk, NPY and Gal in the LS. Our findings support that Leu-enk, NPY and Gal secretion may
be modulated by gonadal steroids in the LS area, which is very rich in estrogen receptors.
Futhermore, estrogen can modulate the effect of fasting on the examined three neuropeptides.

The role of LS nuclei in the regulatory processes of food intake is still not completely
revealed. With the help of our experiments, we provided evidence about the expression

changes of NPY, Gal and Leu-enk during fasting in the LS and the exact anatomical,
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neurochemical and fine structural characteristics of these networks possibly also taking part in
the regulation of food intake. In summary, beside the well established role of the
hypothalamic nuclei in the control of appetite and energy expenditure, our study can enlighten

an unknown part of the complex regulation of the food intake process.
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