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Zaro beszamold
Az OTKA T 43170 szamu ,,A GABAerg és peptiderg rendszerek
kdlcsonhatasainak morfologiai alapjai a patkany agy lateralis septumaban”
cimi palyazatarol

A lateralis septum (LS) a hypothalamikus kozpontok mellett szamos
vegetativ  funkcid szabalyozdsdban szerepet jatszO agyterilet. Az
elektrofiziologiai méresek mellett ennek egyik morfoldgiai bizonyitéka, hogy
olyan neuropeptidek (NPY, CART, galanin, enkephalinok) vannak itt jelen nagy
mennyisegben, amelyekrél a hypothalamusban mar kimutattdk, hogy reszt
vesznek a taplalékfelvétel szabalyozadsaban, tovabba jol dokumentalt a két
agyterulet kozotti szoros reciprok kapcsolat is. A palyazat f6 célja az volt, hogy
a fenti neuropeptidek, valamint a LS-ban szintén jelentés lokalis GABAerg
neuronhalozatok kdzotti morfoldgiai kapcsolatokat feltarjuk és fényt deritsiink a
taplalékfelvétel korulmenyeinek véaltozasai nyoman fellépé plasztikus
valtozasokra. Az alabbi eredményeket kaptuk:

A munka els6é fazisaként megvizsgaltuk a normal, kontroll allatokban a fenti
neuropeptidek megjelenését és megoszlasat a LS rostrocaudalis tengelye
mentén, 60 um vibratom sorozatmetszeteken. Eredményeink szerint ezek
eloszlasa nem egyenletes és mindegyik esetben egy, az adott peptidre jellemz6
gorbét ir le (Kovacs és mts., 2005, Valcz, 2006, Thuma és Valcz, 2006). Azt is
megfigyeltik, hogy az LS terlletén Kkizarélag az NPY van jelen
immuncytokémiaval detektalhat6 mennyiségben neuronalis sejttestekben. Ezek
az NPY-pozitiv sejtek gyakran az ependyma sejtek ko6zé agyazodva,
dendritjeikkel a liquor iranyaban voltak lathatok, amib6l ezek esetleges liquor-
monitorozo funkcidjara kovetkeztettink.

A késobbiekben a kontroll allatokbdl vett mintakat elektronmikroszkopiara is
feldolgoztuk és a négy neuropeptidet (NPY, Gal, leu-enk, CART) tartalmazo
immunreaktiv elemek finomszerkezetét megvizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
szinaptikus boutonok a kis agranularis vesiculdk mellett néhany dense-core
vesiculat is tartalmaznak, ezek felett lathatd a legerésebb jel6lédés, ami arra
utal, hogy ezek a neuropeptidek neuromoduléator, ill. ko-transzmitter szerepet
tolthetnek be mas, aminosav transzmitterek mellett. Szemikvantitativ
vizsgélataink szerint az NPY és CART-tartalmu boutonok szinaptikus
célprofiljai tobbnyire dendrittdrzsek és dendrittiiskék, mig a leu-enk és galanin-
tartalma varicosus rostok gyakran képeznek pericellularis kosarszerii t6bbszoros
axoszomatikus szinaptikus kapcsolatokat is.

A fenti vizsgalatokkal parhuzamosan elvégeztiink nehany éheztetéses kisérletet
is. Ezek egyrészt egy hetes teljes, ill. négy hetes részleges éheztetést jelentettek,
masrészt figyelemmel voltunk a kisérleti allatok nemére is, mivel az egyes
gonadalis hormonok is hatassal lehetnek e neuropeptidek esetkleges mennyiségi
valtozésaira.
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1./ Him patkdnyok négy hetes részleges éheztetésének (a napi
atlagfogyasztas 60 %-a) hatasa a lateralis septum harom neuropeptidjének
mennyiségére:

Azonos koru, fiatal him Wistar patkanyok két csoportjat hasonlitottuk 6ssze: az
els6 csoport kontrollként szerepelt, ad libitum normal patkany taphoz és
ivovizhez jutott, mig a masik csoport ad libitum vizfogyasztas mellett négy hetes
részleges taplaléekmegvonasban részesult. Négy hét elteltével mindkét csoport
allatait perfaziosan fixaltuk, majd a septalis tertletb6l keészitett vibratom
metszeteken pre-embedding immuncytokémiai modszerrel. leucin-enkephalin
(Leu-enk), neuropeptid Y (NPY) és galanin (gal) azonositasat végeztik el. Az
immunpozitiv elemek mennyiségét metszetenként szamitogépes denzitometria
segitsegével kiértékeltiik, majd a kapott adatokat dsszehasonlitottuk a kontroll
értekekkel. Ilyen kisérleti korilmények kozott a leu-enk denzitasa méar az elsé
hét utan szintén fokozatosan csokkent, viszont az NPY és gal mennyisége az
elsé két heét sordn emelked6 tendenciat mutatott, s csak a 3.-4. hétre csokkent a
kontroll értékre, vagy az ald (Kovéacs és mts., 2005).

2./ Him patkanyok eqgy hetes teljes éheztetésének hatasa a lateralis septum
harom neuropeptidjének mennyiségére:

Azonos koru, fiatal him Wistar patkanyok két csoportjat hasonlitottuk dssze: az
els6 csoport kontrollkent szerepelt, ad libitum norméal patkany taphoz és
ivOvizhez jutott, mig a masik csoport ad libitum vizfogyasztas mellett egy hetes
teljes éhezésnek volt kitéve. Egy hét elteltével mindkét csoport allatait
perfuzidsan fixaltuk, majd a septalis tertiletbdl készitett vibratom metszeteken
pre-embedding immuncytokémiai mddszerrel leucin-enkephalin (Leu-enk),
neuropeptid Y (NPY) és galanin (gal) azonositdsat vegeztik el. Az
immunpozitiv elemek mennyiségét szamitdogépes denzitometria segitségével
kiértékeltiik, majd a kapott adatokat dsszehasonlitottuk a kontroll éertékekkel.
Bar az immunpozitiv rostok elhelyezkedese nem, striiségik valtozott az eéhezes
kovetkeztében: a leu-enk és NPY denzitasa a kotrollnak mintegy 3/4-ére
csokkent, mig a gal -pozitiv rostok denzitasa tébb mint duplajara emelkedett.
Ezek az eredmények eltérnek a 4 hetes, kronikus részleges taplalék megvonas
hatasaitol ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a kétfajta éheztetési korilmény
nem egyforman hat a kérdéses neuropeptidekre.

3./ __Néstény és ovariectomizalt patkdnyok négy hetes részleges
taplalékmegvonasanak hatdsa a harom neuropeptid denzitasara a lateralis
septum teruletén:

Ezen vizsgalatokat fiatal ivarérett nostény Wistar patkanyokon végeztik, négy
Kisérleti csoportban:

az elsé csoport intakt néstény ad libitum taplalt allatokbdl allt,

a masodik csoport négy hetes 40 %-os taplalékmegvonasban részesilt,

a harmadik csoport ovariectomizalt, ad libitum taplalt,




mig a negyedik szintén ovariectomizalt, és 40 %-os taplalékmegvonasu
egyedeket tartalmazott.

Vizsgalatainkat itt kiegészitettik testsulymérési adatokkal, valamint vér
paraméterek  (glukdz, triglicerid, szabad zsirsav, keton, Kkoleszterin)
valtozasainak kovetésével, amelyek véaltozasai megerésitették, hogy a masodik
és negyedik csoport egyedei valoban az éhezés allapotaban voltak. A vér és agy-
gerincvel6i folyadekmintak leptin szintjének meghatarozasat is terveztik, de az
ehhez szlkséges kit igen magas koéltségei miatt lemondtunk réla. Négy héten
keresztil minden csoportbol 2-2 allatot dolgoztunk fel. A Kkisérleti anyag
feldolgozasi modja megegyezett az el6zéekben ismertetettel (perfuzids fixalas,
prembedding immuncytokémia és denzitometrias kiértékeles).

Az éhezés hatasara az intakt néstény egyedekben a leu-enk mennyisége az elsé
hét végén a kontrollhoz képest csokkent, a masodik héten megnétt, majd a
negyedik hétre Gjra a kontroll érték ala sullyedt. Az NPY denzitésa az els6é hét
végére csokkent, de a masodik héttol visszadllt kdzel a kontrollban mért
értékhez. A gal denzitasa az els6é és masodik héten csokkent, a negyedik hétre
viszont a kontroll érték folé emelkedett. A peptidszintek ingadozasa
valdsziniileg a ciklikusan valtozé mennyiségii gonadalis hormonok hatasanak
tudhato be.

Az ovariectomizalt egyedekben a leu-enk és NPY esetében a denzitas valtozasok
f6 tendencidja megegyezett a himekben tapasztaltakkal, kivéve a gal-t, ahol méar
az elso6 héttdl kezdve fokozatos csokkenést detektaltunk.

Megjegyzes: ezen eredmények kozul eddig csak az NPY-ra vonatkozd
eredmények keriltek publikélasra (Kovacs eés mts, 2007), mivel az elsé
benyujtott kéziratainkat az alacsony allatszam (n=2 csoportonkeént) miatt nem
fogadték el, és a kisérleteket folyamatosan meg kellett ismételniink ugy, hogy
vegll a csoportonkent 5 allatbol nyert adatok statisztikailag ertékelhetéek
legyenek. Jelenleg e rész témaban egy kézirat készllében van, amely a galanin
valtozéasait koveti nyomon.

4./ A CART-peptid és megoszlasanak vizsgélata:

Az anorexigén hatdsi CART (cocaine- and amphetamine-regulated transcript),
peptidet, amely a mar vizsgalt neuropeptidek (NPY, Gal, leu-enk) mellett
szintén jelentés mennyiségben fordul el6 a lateralis septumban (LS), 2005 évben
kezdtiik el tanulmanyozni. Ez a peptid az eredeti terveinkben nem szerepelt, de
ajandékként hozzajutottunk jol miikddé monoklonalis anti-CART antitesthez
(J.T. Clausen, Novo Nordisk A/S, Bagdverd, Dania) és mivel az eddigi
kutatasokhoz szorosan kapcsolodott, ezt a peptidet is az el6z6ekhez hasonldan
megvizsgaltuk. Felnétt ivarérett him patkanyokon (n=4) a LS-bdl készitett
preciz sorozatmetszeteken kombinalt immuncytokémiai és denzitometrias
kimutattuk, hogy e peptid rostrocaudalis megoszlasa rostralistol a medialis
helyzetli metszetekig fokozatosan csokken, majd onnan caudalis iranyba haladva
ismét megemelkedik a rostralis metszeteken mérttel kb. azonos szintre (a




flggoleges tengely a pixelek szdmat, a vizszintes a metszetek sorszamat
abrazolja rostrocaudalis sorrendben):

A CARTpeptid rostro-caudalis eloszlasa a lateralis septumban
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A CART-peptidre vonatkozd éheztetéses kisérletek nemrég kezdodtek el, eddig
a himek részleges taplalékmegvonasat és az azt koveté immuncytokémiai
feldolgozast végeztik el, a denzitometrias kiértékelés folyamatban van.

5./ A peptid-GABA interakcid morfologiai alapjainak vizsgélata:
A LS GABAerg rendszerének és az orexigén/anorexigén peptiderg

rendszerek kolcsonhatasanak morfologiai alapjait vizsgalva valasztasunk azért
esett a GAD-65-GFP egeértorzsre, mert a GABA és a peptidek fixalasa
egymasnak ellentmondd: a GABA magas glutaraldehyd-tartalmu, mig a peptid-
természeti anyagok csak glutaraldehyd-mentes, vagy igen alacsony
glutaraldehyd-tartalma  fixalok alkalmazéasaval —mutathatok ki, igy a
kolokalizacid sikeressége a pre- és posztembedding kettés immuncytokémia
segitségével meglehetésen ketséges. Mivel a transzgénikus egerekben a
GABAEerg sejteknek egy jelentds része (amelyek a GAD-65 enzimet hasznaljak
a GABA metabolizmusban) a GFP-vel eleve jel6lt, a metodikai nehézségek
kdnnyen athidalhatok, azaz az anyag fixalhaté glutaraldehyd-mentes fixaloval.
Masrészt az egér és patkany agy neurokémiai térképe nem sokban tér el
egymastol. Ha 0Osszevetjik a preembedding immuncytokémia segitsegével
kapott DAB-jel6lt peptiderg elemek megoszlasat a megfeleld, egérben detektalt

immunfluoreszcens elemekeével, ezek j6 egyezeést mutatnak. Ezuton sikerdilt



kimutatni, hogy a LS szdmos GAD-tartalmu, azaz gatlé mikoédést sejtje kap
peptiderg innervaciot. Az NPY esetében nemcsak peptid-GABA, hanem
forditott iranyu kapcsolat (GABA-boutonok NPY sejten), sot kolokalizacio (egy

sejten belul mindkét marker) létezésere is fény dertilt.

CART peptid (piros) és GAD-GFP (z6ld)
kapcsolata immunfluoreszcens
mikroszkopban: piros boutonok a zéld
sejt dendritjén

Galanin(piros) és GAD-GFP (zold)
kapcsolata konfokalis mikroszkopban:
piros boutonok a zéld sejt szomaja korul
és proximalis dendritjén

Leucin-enkephalin(piros) és GAD-GFP
(z6ld) kapcsolata konfokalis
mikroszkopban: piros boutonok a zéld
sejt szomaja koril és proximalis
dendritjén

NPY (piros) és GAD-GFP (z6ld)
kapcsolata konfokalis mikroszkopban:
egy-két piros bouton a z6ld sejt szémaja
kordl




A publikacid elkészitése ebbdl a temabol szintén folyamatban van.

6./ A GFAP immunreaktivitds valtozasainak vizsgalata éhezes hatgsara:

E témakorben csak nagyon kezdeti lepések torténtek. Parhuzamosan a CART
éhezés hatasara torténo valtozadsaihoz, ezeket a kisérleteket is elkezdtik fiatal
him allatokban. Az els6 kisérleti anyag elkésziilt, denzitometrias kiértékelése
folyamatban van.

A péalyazat eredményeinek publikalasa még csak nagyon Kis részben tortent
meg. Eddig csak ket publikacio jelent meg, ill. van megjelenés alatt.
Eredményeinket 5 nemzetkdzi e€s 4 hazai kongresszuson mutattuk be poszterek
forméajaban. A 2007-es évben tervezziik legaldbb 3, e palyazat altal tamogatott
kézirat beadasat. Tovabba nem elhanyagolhato jelentésegti az sem, hogy e
témabol két szakdolgozat késziilt (Thuma Akos allatorvos és Valcz Gabor
zooldgus), egy TDK dolgozat kiemelt dijat nyert és tovabbjutott az OTDK-ra
(Thuma-Valcz), két PhD disszertacio késziil ebbdl az anyagbdl (Kovécs Eva
Gabriella és Janzsd Gergely) és jelenleg is 3 hallgato végzi e témakérben TDK,
ill. szakdolgozati munkajat.

Budapest, 2007-02-28.
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