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1. BEVEZETES

A dorsolateralis hypothalamus (DLH) a hypothalamus hats6 részén talalhatd, viszonylag
nagy, de pontosan koriil nem irt teriilet. Patkanyban ez a teriilet rostrocaudalisan a nucleus
paraventricularis caudalis sz¢élét6l (koriilbeliil 2,2 mm-re a bregma szintjétél caudalisan)
kezddédik és a harmadik agykamra recessus mamillarisdnak szintjéig tart (koriilbelil 3,4 mm-
re a bregma szintjét6l caudalisan). Munkam soran korabbi, a hypothalamus coronalis
sorozatmetszeteire vonatkozo sejtdenzitds mérések, valamint az ezen a teriileten talalhatd
kiilonb6z6 neuropeptid-tartalmt sejtek kvantitativ topografiai elemzése alapjan a DLH
tertiletét harom részre, és ezeken beliill tovabbi nyolc szubrégiora osztottuk. Az area
hypothalamica dorsomedialis magaban foglalja az area periventricularis (PeVe) hatso
részének felsé részét, a DMN dorsalis részének (DMNA) lateralis részét, és a dorsomedialis
hypothalamust (DMH), ami az area perifornicalis és a DMN kozti teriiletet jelenti. Az area
perifornicalis (PeF) a rostralis (PeFr), a caudomedialis (PeFcm) és a caudolateralis (PeFcl)
PeF-bol all. A PeFr felndtt patkanyokban a fornix és a tractus mamillothalamicus kozti
teriiletet jelenti a DMN-t6l a lateralis hypothalmus (LH) medialis hataraig. Rostrocaudalisan
2,2 és 2,8 mm-nyire talalhato a bregma szintjét6l caudalisan. A fornix folotti nagy teriilet a
bregma szintjétdl caudalisan 2,8 és 3,4 mm kozott képezi a PeF caudalis részét. Egy, a
fornixtdl indul6 fiiggdleges vonal egy medialis és egy lateralis részre osztja ezt a teriiletet. A
lateralis hypothalamust a fornix aljatol a pedunculus cerebri/capsula interna medialis széléhez
indul6 egyenes egy ventralis (LHv) és egy dorsalis (LHd) szubdivizidra osztja.

Az orexin A és B, vagy mas néven hipokretin 1 és 2 neuropeptidek azonositasa 1998-ban
tortént két, egymastol fiiggetlen laboratoriumban. Az orexineket expresszald neuronok a
kozponti idegrendszerben kizardlag a DLH teriiletén taldlhatéak. Ezekbdl a sejtekbdl négy
palya indul ki, egy dorsalis és egy ventralis felszallo, valamint egy dorsalis és egy ventralis
leszallo, ezek rostjai gazdagon behalozzak a teljes idegrendszert. A patkany agyban az orexin-
tartalmi neurdlis mez0 a nucleus paraventricularistol caudalisan, a nucleus
tuberomamillaristol rostralisan taldlhatd, a harmadik agykamratol lateralis irdnyba terjed
egészen a tractus opticusig. Az orexin sejtek eloszlasi mintdzata egyedi €s nem tisztelik az
anatomiai hatarokat. Az orexin-tartalmu sejtek topografidja és denzitasa, valamint a DLH
felosztasa alapjan a patkany hypothalamus orexin-tartalmu teriileteit harom részre és azt
tovabbi 0t alteriiletre osztottuk a kovetkezOképpen: az area hypothalamica dorsomedialis itt is
jol koriilhatarolhato, de csak két szubdiviziot, a PeVe-t és a DMNd-t kiilonitettiink el benne, a
PeF-t nem osztottuk tovabbi részekre, az LH-on beliil pedig elhataroltunk egy ventralis és egy

dorsalis részt.



Az orexin-tartalmi neuronok szamos funkcioban bet6ltott szabalyozo szerepét mind a sejtek,
mind pedig a rostok eloszlésa sejteti.

Az orexinek a neviiket is a taplalékfelvételt serkentd hatdsuk révén kaptak az orexis (étvagy)
gorog eredetli sz6bol szarmaztatva. Az orexin sejtek premotor neuronokként a szimpatikus és
paraszimpatikus preganglionaris sejtcsoportokkal valé kapcsolatuk altal a benniik
integralodott informaciok fliggvényében befolyasoljak a taplalékfelvételt és a szervezet
energiahaztartasat.

Az orexin sejtek aktivaljak a nucleus tuberomamillaris hisztamin-, a locus coeruleus
noradrenalin-, a raphe magok szerotonin-, és a bazalis eléagy kolinerg-tartalmua sejtjeit,
amelyek aktivaljak a thalamicus és a kérgi kozpontokat, eldidézve az ébredést és ezt az
allapotot stabilizaljak.

A stresszvalasz soran az orexin-tartalmu neuronok a hypothalamus-hypophysis-mellékvese

tengelyt és a szimpatikus-adrenomedullaris rendszert is képesek befolyasolni.

2. CELKITUZESEK

Annak érdekében, hogy a DLH funkciondlis anatdmiéjat jobban megértsiik, két vizsgalati
megkozelitést alkalmazva vizsgaltam szerepét és kapcsolatait.

1. Az els6 kisérleti csoportban a DLH orexin-tartalm(i neuronjainak Fos aktivalodasat
vizsgaltam harom kiilonb6z6 funkcionalis modellben: €heztetés, alvas-megvonas és
akut fajdalom stressz utan. A kovetkezd céljaim voltak:

a. a Fos aktivalodasok Osszehasonlitdsa, annak megallapitasara, hogy az orexin-
tartalmtl neuronok milyen mértékben vesznek részt a vizsgalt harom funkciod
szabalyozésaban;

b. a DLH kiilonb6z6 szubdivizidiban talalhaté Fos-aktivacidt mutatd orexin-
tartalmi neuronok szazalékos aranyanak Osszehasonlitasa, hogy megtudjam,
kimutathatéak-e ~ funkcio-specifikus — orexin-tartalmii  sejtcsoportok  vagy
szubdiviziok.

2. A masodik kisérletcsoport soran a DLH alteriileteinek agytorzsi kapcsolatait
vizsgaltam, kiilonos tekintettel az agytdrzsi biogén amin Sejtcsoportokra, annak
megismerése ¢érdekében, hogy az orexin-tartalmu neuronok mely agytorzsi
struktarakon keresztiil érvényesitik a taplalékfelvételt, az alvas-ébrenlétet és a

stresszvalaszt szabalyoz6 hatdsukat. Ezen beliil a kovetkez6 céljaim voltak:



a. annak megallapitasa, hogy melyik als6 agytdrzsi mag, magcsoport és teriilet kap
a DLH-bol eredd rostokat; és hogy a DLH kiilonb6zé szubdiviziéi milyen
mértékben vesznek részt az agytorzsi terliletek beidegzésében,;

b. anterograd jel6lésti axonok stiriiségének meghatarozasaval megbecsiilni, hogy a
DLH kiilonb6z6 szubdivizidiban levé neuronok milyen mértékben vesznek részt
egyes also agytorzsi sejtcsoportok innervalasaban (nyolc szubdivizid projekcidi
7 als6 agytorzsi sejtcsoportban - pl. monoamin sejtcsoportok);

c. annak megallapitdsa, hogy mely als6 agytorzsi adrenalin és noradrenalin

sejtcsoport kap kozvetleniil a DLH orexin-tartalmu sejtjeibol beidegzést.

3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez felndtt, Wistar torzsb6l szarmazo, 250-300 g sulyt him patkanyokat, valamint
feln6tt, C57/Bl6 torzsbél szarmazod, 30 g sulyG him egereket hasznaltunk. Az allatokat
harmasaval, automatikusan szabalyozott hdmérsékleti (22+1°C) ¢és fényviszonyok (12 oras
fény és 12 oras sotét periddus) kozott tartottunk.

Minden, a kovetkezékben felsorolt kisérletet az Eurdpai Kozosség 1986 november 24-i,
86/609/EEC szamu direktivajanak, a National Institutes of Health “Principles of Laboratory
Animal Care” (NIH Publications No. 85-23, revised 1985) cimii ajanlasa, valamint a 243/98
szamu kormanyrendelet iranyelvének utmutatasai €s etikai eldirasai szerint folytattuk le. Az
allatkisérleteket az Allatkisérletes Tudomanyos Etikai Tanacs ANTSZ 3453/003/2009
iktatoszam@, illetve a Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag XIV-1-001/2263-4/2012 iktatoszamu engedélye alapjan

végeztik.

3.2. Aktivacios modellek

Kisérleteinkben harom kiilonbdz6 aktivacios modellt alkalmaztunk: 24 6ras éheztetés, 72 oras
REM alvas-megvonas és fajdalom indukalta akut stressz. Ezek mindegyike megfelelének
bizonyult arra, hogy a megvaltozott homeosztazis kovetkeztében aktivalodott orexin-tartalmu
neuronokat vizsgalhassuk mindségi és mennyiségi szempontokbdl. Minden egyes kisérlethez

optimalizaltuk a paramétereket (dozis, iddzités, kisérleti koriilmények).



3.2.1. Eheztetés-ijraetetés

Az allatokat random modon harom f6 csoportba osztottuk. A kontroll csoport (n=4) egyedei
szamara a tap korlatlanul elérhet6 volt. Az éheztetett csoport (n=7) 48 6ran keresztiil éhezett,
mig az ujraetetett csoport (N=6) a 48 oras ¢heztetést kovetd 2 draban korlatlanul hozzafért a

taphoz. Mindharom csoport patkanyainak ad libitum hozzaférést biztositottunk a vizhez.

3.2.2. REM alvas-megvonas

Az allatokat random modon két csoportba osztottuk. Sajat ketrecében tartott csoport (N=8): az
alvas-megvonas ideje alatt sajat ketreciikben tartott kontroll allatok; ennek a csoportnak a
tagjait az alvas-megvonds végével egyidoben perfundaltuk. REM alvéas-megvont csoport
(n=6): 72 orat toltottek egy kis platformon, ezt kovetden a csoport tagjait rogton perfundaltuk.
A REM alvas-megvonashoz az allatokat kiilonallé viztartaly kézepén elhelyezked6 platformra
(a viztartaly belsé atméréje 41 cm, a platform atmérdje 6,5 cm, a vizmélység 18 cm, a
platform a viz f616tt helyezkedett el 0,5 cm-rel) helyeztiik. Az allatok a platformokon 72 érat
toltottek, a kontroll csoport tagjai ez id6 alatt a ketreciikben voltak. A viz és a tap az allatok

szdmara a kisérlet folyaman végig korlatlanul elérhetd volt.

3.2.3. Formalin injekcio

Az allatokat random modon két csoportba osztottuk. A kontroll (n=4) allatokat zavaras nélkiil
a ketreceikben hagytuk a kisérlet idejére, és a masik csoport allataival egyidében
perfundaltuk. A masodik csoport allatainak (n=5) hats6é lababa, kozvetleniil a bor ala
formalint (0,2 ml/100 g testtomeg), mint gyorsan hatd, nociceptiv stresszort, injektaltunk.
Tekintettel arra, hogy ebben az esetben nem a formalin-okozta fajdalom hatasat kivantuk
mérni, hanem a stressz-modell hatékonysagat (amibe beletartozott az allatok rogzitése, a
szuras okozta, majd a beadott formalin altal kivaltott fajjdalom), megfelelé kontrollnak intakt

allatokat hasznaltunk. Az allatokat egy 6raval az injekcio utan perfundaltuk.

3.3. Sztereotaxikus biotinilalt dextran-amin-beadas

Az allatokat elaltattuk, és fejiiket sztereotaxikus késziilék segitségével rogzitettiik. Biotinilalt
dextran-amint (BDA — 25 mg/250 ul PB, 10000 MW) juttattunk iontoforetikusan (6,5-7,5 pA
pozitiv aramimpulzusok [7 s be, 7 s ki], 20 percen at) a patkanyok (n=42) jobb oldali DLH-
anak kiilonboz6 szubrégidiba. A kapillarisokat (hegyiik belsé atmérdje 18-25 um) a beadast
kovetd 10 percben a beadasi helyen tartottuk, és csak ezutan huztuk ki. Az allatokat két héttel



a beadast kovetden perfundaltuk, az agyakat eltavolitottuk és a BDA-t tartalmaz6 sejteket és

rostokat ABC technika hasznalataval kimutattuk.

3.4. Hisztologiai moédszerek

Perfizio, fixdlas, metszés: Az allatokat elaltattuk, rogzitettiik, majd a mellkas felnyitasa utan a
sziv bal kamrdjan at kaniilt vezettiink az aortdba, végiil a jobb pitvar megnyitasat kovetden
allatonként 50 ml 0,9% fiziologids so6oldattal kimostuk a vért az érrendszerbdl. Ezutidn
fixaloszerként 300 ml 4% paraformaldehid oldatot (pH 7,4) hasznaltunk.
Elektronmikroszkopos vizsgalatokra szant allatok esetében a fixaldo oldat még 0,08%
glutaraldehidet is tartalmazott.
A perfuzié utan kivett agyakat 24 o6ran at 4°C-on 4% paraformaldehid oldatban utofixaltuk,
majd egy éjszakara 20%-0s, PB-ben oldott cukoroldatba helyeztiik. Az agyakbol fagyasztd
mikrotom segitségével coronalis metszeteket készitettiink. Aktivacids vizsgalatokhoz és az
egér agyak esetében a metszetek vastagsaga 40 um, a parallel metszetek szama 6t. A tobbi
esetben a metszetek vastagsaga 50 pm, a parallel metszetek szama négy.
Elektronmikroszkopos vizsgalatokra az agyak VT 1000 S vibratomon lettek metszve. A
metszetek vastagsaga 50 um, a parallel metszetek szama négy.
Immunhisztokémia: Fos fehérjét, orexin A-t, tirozin-hidroxilazt (TH), feniletanolamin-N-
metiltranszferazt (PNMT) és szinaptofizint mutattuk ki a kovetkez6 festések soran:

Orexin A és TH kettds jelolés fénymikroszkopos (FM) vizsgalatokhoz

Orexin A és PNMT kettds jelolés FM vizsgalatokhoz

Orexin A, TH és szinaptofizin tobbszoros jelolés

Orexin A, PNMT és szinaptofizin tdbbszoros jelolés

Orexin A és TH kettds jelolés elektronmikroszkopos (EM) vizsgalatokhoz

Orexin A és PNMT kettds jeldlés EM vizsgalatokhoz

Orexin A és Fos kettdés immunhisztokémia

3.5. Dokumentacio

A kettds festett metszeteket Olympus BX60 mikroszkop segitségével vizsgaltuk, és az ehhez
csatlakoztatott SPOT Xplorer digitalis CCD fényképezégép és a SPOT Advanced szoftver
segitségével készitettiik el a fényképeket. A konfokalis képeket Nikon Eclipse E800
konfokalis mikroszkoppal és a mikroszképhoz csatlakoztatott Bio-Rad Radiance Rainbow

konfokalis 1ézerpasztazd rendszer segitségével készitettiik el. Az ultravékony metszetek



vizsgalatat JEOL 2300 EX elektronmikroszkop segitségével végeztikk. A fotokat az
elektronmikroszkophoz csatolt Olympus Morada digitalis kameraval készitettiik.

Az Adobe Photoshop CS 8.0 segitségével allitottuk be az egyes képeken a fényességet, a
kontrasztot €és a sziirkedrnyalatot, valamint ugyanezzel a programmal készitettiik el a

fotdbmontazsokat.

3.6. Kiértékelés és statisztika

3.6.1. Orexin és Fos kettos festések analizise

A hypothalamus minden 6t6dik metszetén megszamoltuk a Fos-pozitiv és a Fos-negativ
orexin A sejteket az agy mindkét oldalan a bregma szintje utani 2,0 mm-tél 3,5 mm-ig. A
sejtszamolast kovetden a kettds festett sejtek és az orexin-tartalmua sejtek aranyat a DLH
minden egyes szubdivizidjara meghataroztuk. Megvizsgaltuk, hogy az alkalmazott kezelésnek
volt-e statisztikailag kimutathaté Fos-aktivalo hatasa az orexin A-tartalmu sejtekre nézve a
DLH-ban, valamint a szubdiviziokban. Az egyes kezelések Fos-aktivalo hatdsat a DLH
szubdiviziok kozott kiilon-kiilon kiértékeltiik egyutas ANOVA-val. Szignifikans kezelés-
hatas esetén Tukey post hoc tesztet végeztiink. A kezelések hatasat a Fos-pozitiv és a Fos-
negativ orexin sejtek szazalékos eloszéalasara az egyes DLH szubdiviziokon beliil a bregma
szintjétdl mért hét kiilonbozd rostrocaudalis sikban is megvizsgaltuk Student t-teszt
segitségével. Minden adatot atlag=SEM-ben tiintettiink fel. Statisztikailag szignifikdns hatast
p<0,05 esetén allapitottunk meg.

3.6.2. A BDA-beaddsok verifikalasa és a BDA-jeldlés hisztologiai analizise

Osszesen 42 allatnak adtam be BDA-t. Az agyakbol coronalis siki sorozatmetszeteket
készitettem, és a metszeteket megfestettem a beadasi helyek topografiai meghatirozésa
céljabol. Csak azokat az éllatokat fogadtuk el, amelyeknél a BDA-jelolt neuronalis teriilet
megfeleld méretli volt és elhelyezkedését tekintve a megfeleld DLH szubdivizidin beliil volt.
Végeredményben 22 éllat felelt meg a kritériumoknak és azok agytorzsét hasznaltam fel a
BDA projekcidk feltérképezéséhez.

Az als6 agytorzs teriiletén a BDA-jeldlt rostok denzitasat elemeztiik minden olyan allatban,
ahol a BDA-tartalmu beadasi hely a vizsgalatainknak megfelel6 helyen volt lokalizalhato. A
BDA-tartalmu rostok relativ abundanciajat a kovetkezéképpen jeldltiik: rostok hianya (-),

nagyon alacsony (+), alacsony (+), kozepes (++) és magas denzitas (+++).



Az adatokat az egyenként értékelt agyakbol csoportositottuk a beadasi helyek alapjan. Az

adatok kiértékelése a kdvetkezé szempontok alapjan tortént:

1. melyik és hany agytorzsi teriilet/mag/szubdivizi6 tartalmazott BDA-pozitiv rostokat a
nyolc DLH szubdivizioba valé6 BDA beadast kovetden;

2. a nyolc DLH szubdivizid részvétele az agytorzsi teriiletek/magok/szubdiviziok
beidegzésében (hany szubdivizio projicial az adott agytorzsi teriiletre);

3. mely agytorzsi teriileten/magban/szubdivizidban volt magas a jelolt rostok denzitasa;

4. a BDA rostdenzitas elemzése specialis agytorzsi sejtcsoportokban.

3.6.3. Konfokalis képek kvantitativ analizise

Az orexin A-tartalmi axonok ¢és varikozitasok kapcsolatat a Cl, C2 és C3 adrenalin
sejtcsoport teriiletén 1évé PNMT-tartalmt sejtekkel és dendritekkel, valamint azok
szinaptofizin tartalmat 216 konfokalis képen vizsgéltuk, mig az Al és A2 noradrenalin
sejtcsoport TH-tartalmu sejtjeivel és dendritjeivel vald kapcsolatat és azok szinaptofizin
tartalmat 131 konfokalis képen. Minden jelolt axont, dendritet €s sejtet meghataroztunk és
megszamoltunk. Az orexin A-tartalmi axonok és varikozitasok kapcsolatat a PNMT- vagy
TH-tartalm®i sejtekkel akkor tekintettiik szoros osszefekvésnek, amennyiben nem volt
észrevehetd rés a két felszin kozott. Meghataroztuk, hogy az adrenalin és a noradrenalin

sejtekre es6 orexin-tartalmu szoros Osszefekvések hany szazaléka tartalmaz szinaptofizint.

4. EREDMENYEK

4.1. Orexin A-tartalmu neuronok aktivacioja kiilonb6z6 funkcionalis modellekben

4.1.1. Az orexin A-tartalmu sejtek szama, denzitdsa és eloszlasa

4.1.1.1. A dorsolateralis hypothalamus kvantitativ adatai

A DLH orexin-tartalmt neuronalis mezén beliil, figyelembe véve a DLH szubdivizibit, az
orexin sejtek denzitasat és topografiajat, 6t régiot kiilonitettiik el: PeVe, PeF, DMNd, LHv és
LHd. Az allatonként megszamolt orexin-festett sejtek szama 1332,3422,6 (n=40). A
coronalis metszeteken vizsgalt DLH térfogat a teljes DLH-nak koriilbeliil 20%-at képviseli
(minden 6todik rostrocaudalis metszeten szamoltunk). Igy az orexin neuronok teljes szdma

6500 ¢és 7000 kozé tehetd. Az alkalmazott kisérleti modellek nem véltoztattdk meg



szignifikdns mértékben az orexin sejtek szamat a kontrollokhoz képest. Nagy, de nem
szignifikans kiilonbségeket talaltunk az orexin sejtek szdmaban a harom kisérleti csoport kozt.
Néhany orexin-festett sejt a DLH-n kiviil is megtalalhato az area hypothalamica anterior vagy
a subthalamus teriiletén. Ezek az 0sszes orexin-tartalmu neuronnak kevesebb, mint 1%-at
teszik Ki. A statisztikai kiértékelés soran ezt a néhany sejtet nem vettiik figyelembe.

Az orexin-tartalmu neuronalis mez6t hét rostrocaudalis sikra osztottuk. A legrostralisabb sik
(2,04-2,28 mm kozt a bregma szintjét6l caudalisan) csak néhany neuront tartalmazott, ami az
Osszes orexin sejtnek minddssze 1,26%-a. A legtobb orexin-tartalmi neuron a bregmatol

caudalisan 2,76 és 3,00 mm kozt talalhatd, ahol az 6sszes orexin sejt 29,99%-a Volt.

4.1.1.2. Egyes dorsolateralis hypothalamicus szubdiviziok kvantitativ adatai

A PeVe orexin neuronjai a harmadik agykamra caudalis porciojanak dorsalis része mentén és
folott helyezkednek el. Ennek a teriiletnek a térfogata kicsi, és viszonylag magas az orexin-
festett sejtek denzitasa (68,48+3,11 Sejt/mm3): az orexin neuronok 4,25+0,40%-a talalhato itt.
A legtdbb orexin-tartalmu neuron (44,26+3,63%) a PeF teriiletén talalhatd. Ugyanitt van ezen
sejtek legnagyobb denzitdsa is a DLH-ban: 222,65+12,94 sejt/mm®. Ez a sejtdenzitas a
rostrocaudalis metszeteken szignifikans eltéréseket mutat.

A DMNd teriilettn a masodik legmagasabb az orexin-jelolt sejtek denzitasa
(88,99+2,46 sejt/m m3), itt talalhat6d ezen neuronok 12,84+0,75%-a.

(39,89+1,73 sejt/mm3), a sejtek 15,24+0,90%-a talalhatdo itt, mig az LHd a sejtek
23,00+1,85%-4t tartalmazza viszonylag magas sejtdenzitas mellett (84,70+4,16 sejt/mm?®).

4.1.2. Az orexin-tartalmu sejtek Fos aktivicidja kiilonbozé kisérleti modellekben

Altalanossagban elmondhato, hogy az altalunk alkalmazott harom kiilonféle beavatkozas
nagyszamu orexin-tartalmua sejt aktivacigjat eredményezte. Az aktivalodott sejtek eloszlasi

mintazata eltéréseket mutatott a szubdiviziok, a rostrocaudalis sikok és a kisérletek kozott.

4.1.2.1. A DLH szubdiviziok orexin sejtjeinek aktivacioja éheztetés utan

A kontroll allatokban az orexin-tartalmu sejtek 6,19+3,53%-a volt Fos-pozitiv. Ezen aktivalt
sejtek eloszlasa inhomogén volt: a legmagasabb (PeVe: 8,18+4,14%) és a legalacsonyabb
(LHd: 4,65+2,40%) értékek osszehasonlithatdak voltak.

Ehezés hatasara az orexin sejtek 32,15+3,92%-a vélaszolt Fos expresszioval. A legtobb (az

0sszes orexin neuron 14,53+2,60%-a) aktivalt orexin neuron a PeF teriiletén volt. A DMNd és



a PeVe aktivalodott a legnagyobb mértékben, ugyanis mindkét szubdivizio orexin sejteinek
tobb, mint 50%-a tartalmazott Fos-t. Az LH orexin sejtjeinek aktivacidja viszonylag alacsony
volt, a kettds festett sejtek aranya nem érte el a 20%-0t egyik szubdivizioban sem. A két oras
ujractetés az ¢heztetés utan tapasztalt Fos-aktivaciot szignifikansan nem valtoztatta meg.
Statisztikai analizisiink szerint az éheztetés szignifikansan megemelte az orexin neuronok
Fos-pozitivitasat (p <0,0001, Fj45=93,7151). A Tukey post hoc analizis szignifikans
kiilonbséget mutatott ki az ¢hezetett és a kontroll csoportok kozt a PeF (p <0,05), DMNd
(p <0,005) és PeVe (p<0,005) teriiletén. Ujraetetés utan ugyancsak a Fos festddés
kontrollhoz képesti szignifikdns emelkedését tapasztaltuk (p <0,0001, Fi40=141,09). A
Tukey post hoc analizis szignifikans kiilonbséget mutatott ki a kontroll csoporthoz képest a
PeF, DMNd és PeVe (p < 0,001) teriiletén.

4.1.2.2. A DLH szubdiviziok orexin sejtjeinek aktivacidja REM alvas-megvonds utan

Az alvas-megvonas sordn a sajat ketrecben tartott allatok feleltek meg kontrollnak. A kisérleti
koriilményeknek koszonhetéen viszonylag magas Fos aktivacidt talaltunk ezekben az
allatokban: az orexin-tartalmu sejtek 20,79+5,51%-a tartalmazott Fos jelolést. A 72 6ras REM
alvas-megvonas erdteljes c-fos expressziot eredményezett: az orexin sejtek 54,65+2.37%-a
(p <0,0001, Fi5 =105,8929) aktivalodott, ami 33,86%-kal tobb, mint a kontroll csoport
esetében. A legtobb aktivalodott orexin neuron (az Osszes orexin sejt 26,11+2,19%-a) a PeF
teriiletén volt, ugyanakkor a legerdteljesebb valaszt a DMNd és a PeVe adta, mindkét esetben
az itt 1évé orexin sejteknek tobb mint 60%-a volt Fos pozitiv. A ketts festett sejtek
szazalékos aranya az LH teriiletén meghaladta a 40%-ot. Tukey post hoc Gsszehasonlitas
szerint a Fos aktivacio mindegyik vizsgalt teriilet esetén szignifikans (p <0,001) volt a

kontroll csoporthoz képest.

4.1.2.3. A DLH szubdiviziok orexin sejtjeinek aktivacioja formalin-indukalt stressz hatasara

A kontroll allatok esetében az orexin sejtek 16,92+6,68%-a volt Fos pozitiv. A subcutan
formalin injekcid szignifikdnsan megndvelte az orexin sejtek Fos-pozitivitasat (p < 0,0001,
F135 = 59,3332), az Osszes orexin neuron 45,68+1,31%-a volt kettds festett. A PeF tartalmazta
az Osszes aktivalt sejt 23,80+1,54%-at, ugyanakkor a DMNd ¢és a PeVe valaszolt a
legintenzivebben az akut fajdalomra, mivel az itt talalhato sejteknek tobb, mint 70%-a volt
Fos-pozitiv. A Tukey post hoc 6sszehasonlitas szerint szignifikans kiilonbség volt az injektalt
allatokban a kontrollokhoz képest a PeF, PeVe (p < 0,01), és a DMNd (p < 0,005) teriiletén.

4.1.2.4. Az aktivalddott orexin sejtek rostrocaudalis eloszlasa
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Rostrocaudalisan vizsgalva a DLH aktivalodott és nem aktivalodott orexin-tartalmu sejtjeinek
eloszlasat, az ¢éhezés hatdsara a kontrollhoz képest szignifikdns (p <0,05) aktivalodast
talalunk a PeF és az LHd rostralis részén. Ezzel szemben a PeVe, a DMNd és az LHd
teriiletén az aktivalodott sejtek a caudalis részben voltak nagyobb szazalékban. A teljes DLH
teriiletén az orexin-tartalmi neuronok figyelemreméltd Fos-aktivalédasat tapasztaltuk alvas-
megvonds eredményeképpen, ugyanakkor rostrocaudalisan a szubdiviziok kozt nagyfoku
eltéréseket talaltunk. Szignifikans Fos indukcidt talaltunk a DMNA teriiletén caudalisan a
bregma szintjétdl 2,52 és 2,76 mm kozott. A PeVe és az LHv teriiletén egy magas platd volt
megfigyelhetd a bregma szintjétdl caudalisan 2,52 és 3,00 mm kozt, akarcsak a PeF és az LHd
teriiletén 2,76 és 3,00 mm kozt. Formalin-indukalta stressz hatasara rostrocaudalisan a
DMN(d, a PeF és az LHd mutatott magas Fos-aktivitast a bregma szintjét6l caudalisan 2,76

mm-nyire. Tovabba viszonylag sok kettds festett sejt volt az LHv caudalis részén.

4.2. A dorsolateralis hypothalamus (DLH) kiilonb6zé szubdivizioinak kapcsolata az also

agytorzzsel

4.2.1. BDA-beadasi helyek lokalizdcioja

4.2.1.1. Area hypothalamica dorsomedialis

Osszesen hat patkdnyban volt megfeleld BDA-beadds az area hypothalamica dorsomedialis
teriiletén, 2-2 mindegyik szubdivizioban.

A PeVe esetében a beadasi helyek nagyon kicsik voltak, az atlagos mediolateralis atméréjiik
coronalis metszeten nem haladta meg a 250 um-t. A beadasi helyek kozvetleniil a harmadik
agykamra mellett lathatoak, némileg a kamra f61é nyultak dorsalisan és csak kis atfedést
mutattak a DMN-nel.

A DMN teriiletén a beadasok 400 és 500 um kozottiek voltak. Az egyik esetben a beadas
viszonylag nagy teriiletet olelt fel, majdnem a teljes DMN-t lefedte. A masik allatban a
beadasi hely joval kisebb volt. Mindkét esetben a BDA kissé atterjedt a PeVe hatso részébe.

A DMH-ba adott beadasok 350 és 400 um-esek voltak, a DMN ¢s a PeF medialis része kozé

estek. A BDA kiss¢ atterjedt mindkét szomszédos tertiletre.
4.2.1.2. Area perifornicalis

A Dbeadasi hely tizenegy esetben volt az area perifornicalis teriiletén: ketté a PeFr, hat a

PeFcm és harom a PeFcl tertiletén.
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A PeFr teriiletére adott beadasok mérete 350 és 450 um volt. Mindkét esetben a beadasi hely a
teriilet hatarain beliil volt.

A PeFcm esetében a beadasok atlagos mérete 250 és 700 um kozott volt. Harom esetben a
BDA-pozitiv neuronok nagyrészt a teriilet hatarai kozt voltak, mig a masik harom allatnal a
BDA némileg atszivargott a szomszédos lateralis tertiletre.

A PeFcl teriiletére adott BDA-beadasok mérete 200 és 450 um kozott volt. Ezek koziil a két
kisebb a PeFcm hatarain beliill volt, mig a harmadik allat esetében a BDA &tszivargott a

szomszédos LHd tertletére.

4.2.1.3. Lateralis hypothalamus

Ot beadas keriilt a hats6 LH teriiletére: kettd a ventralis, hdrom a dorsalis részébe. (A
beaddsok esetében LH alatt a hypothalamus teljes rostrocaudalis kiterjedésében megtalalhato
LH hatso része értendd, ami a bregma szintjétdl caudalisan 2,2 és 3,4 mm koz¢ esik.)

Az LHv teriiletén 1évé mindkét beadas a teriilet hatarain beliil maradt. Méretiik ~400 um volt.
Az LHd-be adott BDA 250 és 350 um-nyire teriilt szét. Két esetben a beadas a teriilet hatarain

beliil maradt, mig egy esetben egy kevés BDA atszivargott az LHv teriiletére.

4.2.2. BDA-tartalmu rostok eloszlasa az also agytorzsben

4.2.2.1. Kozépagy

Altalanossagban elmondhat6, hogy BDA-tartalmu rostokat a kozépagy teriiletén ipsilateralis
dominanciaban talaltunk az egyoldali DLH beadas utan.

A BDA-jelolt rostok legnagyobb denzitasban a periaqueductalis sziirkeallomany (PAG)
teriiletén voltak lathatoak, melyek nagyrészt a DLH PeF és az area hypothalamica
dorsomedialis PeVe régiojabol eredtek. Stiri BDA-pozitiv rosthalozatot taldltunk a PAG
ventralis és ventrolateralis részében, mig a tobbi teriiletén csak gyenge és kdzepes erdsségii
volt a BDA-tartalma rostok stirtisége. Bar a rostok egy része athaladé axonnak (,,axon of
passage™) tlint, koztilk szdmos varikozus rost is lathaté volt, melyek lehetséges szinaptikus
kapcsolatokra utaltak. Szamos rostot talaltunk a PAG-tol lateralisan és ventralisan, leginkabb
a nucleus cuneiformis, az area precuneiformis és a formatio reticularis isthmicus részének
teriiletén. A nucleus raphe dorsalisban kézepes és erés denzitasban talaltunk BDA-tartalmu
rostokat PeF és LHv beadasok utan. A nucleus raphe medianus csak gyenge, vagy nagyon
gyenge projekcidt kapott, mig a mellette taldlhatd nuclei raphe paramedianus és rhabdoideus

teriiletén kozepes denzitasban talaltunk BDA rostokat.
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A tobbi vizsgalt kézépagyi magban, illetve teriileten, koztiik a nuclei oculomotoriusban és
trochlearisban vagy nagyon alacsony volt a rostok denzitasa vagy egyaltalan nem talaltunk

benniik rostokat.

4.2.2.2. Hid

Ahogyan a kozépagyban, a hid teriiletén is jellemz6é a BDA-tartalmu rostok bilateralis
eloszlasa erds ipsilateralis dominancidval.

PeFecm ¢és PeFcl beaddsok utdn a formatio reticularis pontis oralis részében kozepes
denzitasban talaltunk részben athaladd BDA-tartalmu rostokat. A DLH PeVe, PeFr és LHv
teriiletére vald beadas utan a formatio reticularis pontisnak mind az oralis, mind a caudalis
részében voltak gyenge és kozepes denzitasban jel6lt rostok.

Mindegyik szubdivizio kiild rostokat a nucleus tegmentalis laterodorsalis teriiletére, és a
nucleus tegmentalis pedunculopontinus is hat kiilonboz6 DLH szubdiviziébdl kap rostokat.
Nagy suiriségben talaltunk jelolt rostokat mindkét teriileten az LHv-be valo BDA beadas utan.
Stri BDA-tartalmu rosthaldzatot talaltunk a Barrington magban PeVe beadas utan. A BDA
rostok denzitasa a locus coeruleus teriiletén majdnem megegyezett a Barrington magban
talalttal. A PeVe és a PeF szubdivizidi kdzepesen, mig a DLH tobbi régioja gyengén (vagy a
DMH esetében nagyon gyengén) projicialt a locus coeruleus teriiletére. A locus coeruleus
caudalis részén nagyon ritkak voltak a jel6lt rostok. A locus coeruleustol ventralisan, az area
subcoerulea teriiletén, annak is a dorsalis részében kozepesen slrli rosthalozat volt
megfigyelhetd. A rostok nagyrészt a DLH PeFr, PeFcm és LHv régioibol eredtek. BDA-
pozitiv rostokat figyeltiink meg gyenge és kozepes denzitasban a nuclei parabrachiales
lateralis €s medialis teriiletén. A PeFr ¢s a PeFcl sejtjei kozepesen innervaljak mindkét magot.
A hid ventrolateralis részén, ahol az AS noradrenalin sejtcsoport talalhatd, néhany BDA-
tartalmu rostot talaltunk. Ugyancsak néhany rost volt megfigyelhetdé a nuclei pontis €és raphe
pontis és néhany hidi szenzoros és motoros mag teriiletén, ugyanakkor mas magokban, mint
példaul a nuclei cochlearis €s a vestibularis lateralis egyaltalan nem volt BDA-tartalmu rost,

vagy terminalis.

4.2.2.3. Nyultveld

Bar altalaban alacsony a BDA-rostok denzitisa a medulla oblongata teriiletén, a rostok
topografiai eloszlasa és slirlisége igen heterogén. Bilateralis szimmetridban, ipsilateralis
dominanciaban taldltuk meg a rostokat.

A DLH kiilonb6z6 szubdivizioibdl kiinduld rostok alacsony denzitasban jelentek meg a

nucleus reticularis gigantocellularis teriiletén. A  szomszédsagaban 1évé nuclei
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paragigantocellularis lateralis és reticularis intermedia teriiletén pedig még ritkdbbak voltak a
rostok. A DMN kivételével a DLH mindegyik szubdivizioja beidegezte ez utdbbi két tertiletet.
A nucleus tractus solitarii teriiletére a DMN kivételével az &sszes DLH teriilet kiildott
projekciot: gyengén projicialt a PeVe, PeFr és LHv, a tobbi teriilet pedig még kevésbé vett
részt az innervalasban. A nucleus dorsalis nervi vagi kevés rostot kapott a DMN, PeFr,
PeFem, LHv és LHd teriiletérdl, és csak egy-két rostot talaltunk PeFcl beadas utan.

A medullaris katekolamin sejtcsoportok teriiletén jellemzd a jelolt rostok alacsony denzitasa,
ugyanakkor ezek a rostok a DLH tobb szubdiviziojabol eredtek. Az A2 noradrenalin
sejtcsoportot beidegzo rostok a DLH mind a nyolc altalunk elhatarolt régiojaba tortént beadas
utan megjelentek. Az Al noradrenalin sejtcsoport caudalis részét, valamint a C1 adrenalin
sejtcsoportot ellat6 DLH rostok hét, mig az Al noradrenalin sejtcsoport rostralis részét,
valamint a C2 adrenalin sejtcsoportot ellatok ot kiillonboz6é szubrégiobol szarmaztak.

A nucleus raphe magnusban a DLH nyolc kiilonb6zd teriiletérél eredd rostok alacsony és
kozepes denzitasban voltak megfigyelhetdek. A nucleus raphe pallidus és a raphe obscurus
beadast kovetden. Néhany, szinte a metszés sikjaval parhuzamos BDA-tartalmu rost
megfigyelhetd volt a nucleus raphe obscurus és a nucleus reticularis paramedianus teriiletén.
A legtobb PeF és LH beadas utan BDA-tartalmt rostokat talaltunk a palydk és a kotegek
rostjai kozott. A rostok denzitdsa igen alacsony volt, kivéve a lemniscus medialist, a
fasciculus longitudinalis medialist és a pedunculus cerebellaris superiorist, ahol a BDA-rostok
denzitdsa  egyes  esetekben  kozepes  volt. Az  agytorzsben  elkiilonitett
tertiletek/magok/szubdivizidk tobb, mint egyharmadaban nem voltak BDA-tartalmu rostok €s

termindlisok.

4.3. Orexin A-tartalmi neuronok kapcsolata az agytorzsi katekolamin sejtcsoportokkal
4.3.1. Orexin A rosthdlozat az agytorzsi adrenalin sejtcsoportok teriiletén

Orexin A ¢és feniletanolamin-N-metiltranszferaz (PNMT) kett6s festéssel kimutattuk, hogy
minden agytorzsi adrenalin sejtcsoport kap orexin innervaciot. A ventrolateralis medullaban a
C1l adrenalin sejtcsoport neuronjai koriil finom, varikozus orexin-tartalma rostokat lehet

megfigyelni a PNMT-tartalmu perikarionokkal és dendritekkel juxtapozicioban. Ilyen szoros

kapcsolatok a sejtcsoport teljes rostrocaudalis kiterjedésében megfigyelhetdek.
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A nucleus tractus solitarii rostralis részénél elhelyezkedd C2 adrenalin sejtcsoport teriiletén
ugyancsak megfigyelhetéek a varikozus orexin-immunreaktiv rostok. Sok rost kozvetleniil a
PNMT-tartalmu perikarionok ¢és dendritek felszinén talalhato.

A rostralis medulla dorsomedialis és paramedian részén 1évé C3 adrenalin sejtcsoportban
minddssze néhany PNMT-tartalmu neuron taldlhato. A PNMT-pozitiv sejtek koriil hossza,
vékony, varikozus orexin-tartalmu rostok figyelhetdek meg, ahogy a PNMT-sejtek

perikarionjai és dendritjei kdzvetlen kdzelében futnak.

4.3.2. Orexin A rosthdlozat az agytorzsi noradrenalin sejtcsoportok teriiletén

Finom, orexin A-tartalmi neuronalis halozat figyelhetd6 meg az agytorzsi noradrenalin
sejtcsoportok teriiletén mind egérben, mind patkanyban. Ezen a teriileten az orexin-
immunreaktiv rosthdlozat innervaciés mintdzata nagy hasonlosagot mutat a két faj esetében.
A caudalis ventrolateralis medulla teriiletén, az Al noradrenalin sejtcsoportban és a
sejtcsoport koriil az orexin-tartalmu rostok nagyon stirti halozatot képeznek.

Két orexin-tartalmu rostkdteg figyelhetd meg, amint lateralis és dorsomedialis iranybol az Al
noradrenalin sejtcsoport felé fut. Ezen a teriileten jol lathatdbak a TH-tartalmt sejtek és
dendritek mellett juxtapozicioban 1évé varikozus orexin A-festett rostok.

Az A2 noradrenalin sejtcsoportban, leginkabb a nucleus tractus solitarii teriiletén, szamos
orexin-pozitiv varikozus rost figyelheté meg. A magon beliil rostrocaudalisan a rostok
denzitasa novekedik. A nucleus tractus solitarii comissuralis szubdivizidjaban egy orexin-
tartalmu rosthaldzat figyelhet6 meg, fOleg a szubdivizid dorsalis és lateralis részén,
kozvetleniill a nucleus gracilis mellett. A magon beliil horizontalisan futdé rostok
keresztez6dnek kozvetleniil a canalis centralis felett dorsalisan. A nucleus tractus solitarii
teljes hosszdban megfigyelhetd orexin-tartalmi rostok nagyszdmu varikozitassal
rendelkeznek és szamos szoros kapcsolatot l1étesitenek a TH-pozitiv sejtekkel.

Az A5 sejtcsoport teljes rostrocaudalis hosszaban megfigyelhetd a noradrenerg sejtek
orexinerg innervacioja. Vékony, hosszl, varikdzus rostok veszik koriil a TH-tartalmu sejteket
¢s dendriteket. Két orexin rostkdteg éri el az AS noradrenalin sejtcsoportot, az egyik az area
subcoerulea fel6l, a masik ventrolateralis iranybol.

Az als6 agytdrzsben az orexin-tartalmi rostokat a legnagyobb stirtiségben a locus coeruleus,
azaz az A6 noradrenalin sejtcsoport teriiletén talaljuk. A vastag, varikdzus orexin-pozitiv
rostok finom halozatot képeznek a locus coeruleuson beliil, végig a mag medialis részén, ahol
zommel a locus coeruleus neuronjainak dendritjei talalhatéak. Ugyanez a halozat figyelhetd

meg az area subcoerulea teriiletén, a locus coeruleus és az A5 noradrenalin sejtcsoport kozott.
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Hosszl, parhuzamosan futé orexin-immunreaktiv rostok futnak a negyedik agykamra alatt, a
felszinhez nagyon kozel. Parhuzamos, varikdzus rostokat talalunk a negyedik agykamra
faldban is a subependymalis noradrenalin-tartalmu sejtek (A4) és az ependyma sejtek kozt.
Szoros kapcsolat lathato a TH-tartalm( perikarionok ¢és dendritek, valamint a varikdzus
orexin-festett rostok kozt a locus coeruleus teljes teriiletén. A locus coeruleustdl ventralisan,
az area subcoeruleaban, ahol a TH-tartalmu sejtek denzitasa némileg kisebb, mint a locus
coeruleuson beliil, jol megfigyelhetd az orexin-pozitiv rosthaldzat elhelyezkedése jol
megfigyelhetd a noradrenalin sejtek koriil.

Az A7 sejtcsoport viszonylag kevés TH-pozitiv noradrenalin sejtet tartalmaz. Mint ahogyan
mas noradrenalin sejtcsoportban, az A7 teriiletén is megfigyelheté a finom, orexin-tartalmu
rosthalozat, amely ezt a magot ventralis iranybol éri el. A TH-tartalmu sejtek és dendritek,
valamint az orexin-pozitiv rostok kozotti szoros kapcsolatok ritkabbak, de jol

megfigyelhetdek.

4.3.3. Orexin-TH és orexin-PNMT kozeli osszefekvések demonstracioja a CI, C2, C3

adrenalin és az A1, A2 noradrenalin sejtcsoportok teriiletén

Az orexin-TH ¢és orexin-PNMT kettés festések egyértelmiien jelzik, hogy szoros kapcsolat
van az orexin-tartalma rostok, illetve az adrenalin és noradrenalin sejtek kozt. Felmeriilt a
kérdés, hogy ez a kapcsolat minddssze topografiai vagy szinaptikus specializacio is kialakul?
Ennek megvalaszolasara kett6s (orexin/TH vagy PNMT) és harmas (orexin/TH vagy PNMT
/szinaptofizin) immunfluoreszcens festéseket alkalmaztunk. A kapcsolatok milyenségének
meghatarozasara a varikozitasok szinaptofizin tartalmat vizsgaltuk.

Kettés immunfluoreszcens festéssel axo-dendritikus €s  axo-Szomatikus  szoros
Osszefekvéseket figyeltiink meg varikdzus orexin-tartalma rostok és PNMT- vagy TH-
tartalmu neuronok és dendritek kozott. Nagyszamu konfokalis felvételt készitettiink a C1, C2
és C3 sejtcsoportok teriiletérdl. A képeken meghataroztuk, hogy az egy adrenalin-tartalmu
neuronra esd szoros dsszefekvések hany szdzaléka tartalmaz szinaptofizint. Hasonldan, az Al
¢és A2 noradrenalin sejtcsoport esetében is analizaltuk a konfokalis felvételeket.

Ezek alapjan megallapitottuk, hogy az orexin+tPNMT szoros Osszefekvések 69,2%-a, az

orexin+TH szoros dsszefekvések 70,6%-a tartalmazott szinaptofizint.

4.3.4. Orexin-PNMT és orexin-TH szinaptikus kapcsolatok demonstracidja

4.3.4.1. Orexin-PNMT szinaptikus kapcsolatok a C1 és C2 sejtcsoportok teriiletén
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A kettosfestett anyagok elektronmikroszkopos vizsgalata soran demonstraltuk a C1 adrenalin
sejtcsoport teriiletén az orexin A-tartalmii axonterminalis és PNMT-pozitiv perikarion és
dendrit kozti szinaptikus kapcsolatot. Az orexin-tartalma axonok koziil néhany, szinaptikus
kapcsolatot nem létesitve, csak szoros kapcsolatban allt a PNMT-jelzett dendritekkel. Néhany
orexin-immunreaktiv terminalis nem jelzett dendritekkel 1étesitett szinaptikus kapcsolatot.
PNMT-tartalmu neuronokon nagy szamban talaltunk orexin-negativ axonterminalist. Hasonld

eredményekre jutottunk a C2 sejtcsoporttal is.

4.3.4.2. Orexin-TH szinaptikus kapcsolatok az Al, A2 és A6 sejtcsoportok teriiletén

Az orexin A-tartalmi axonterminalisok aszimmetrikus axo-dendritikus szinapszisokat
képeznek noradrenalin sejtek TH-festett dendritjein a vizsgalt sejtcsoportokban, ahogy az A2,
illetve az A6 sejtcsoport teriiletérdl készitett reprezentativ képen is lathato. Ugyanigy szdmos
szinapszist talaltunk orexin A-festett axonterminalisok és nem-jeldlt dendritek kozott. Orexin-
immunreaktiv rostok szamos esetben voltak kozvetleniil a TH-tartalmt dendritek mellett, de
koztiik szinaptikus kapcsolat nem volt detektalhatd. A TH-tartalmi neuronokon végz6do
szinapszisok legtobbje nem tartalmazott orexin A-t.

A taldlt szinapszisok aszimmetrikusak voltak, ami arra utal, hogy ezen kapcsolatok
serkentdek. A preszinaptikus butonok sok kicsi, iires vezikulat tartalmaznak a nagyobb un.
“denz core” vezikuldk mellett. A vizsgalataink alapjan elmondhato, hogy a medulla adrenalin
¢s noradrenalin sejtcsoportjaihoz projicidld orexin-tartalmu axonok egy része szinaptizalas
nélkiil megy keresztiil ezeken a magokon. Az itt talalhatdé orexin-immunreaktiv
varikozitasokat nem jelolt axonok és glianyulvanyok kotegei veszik koriil. Nem tapasztaltuk,

hogy a varikozitdsok szinapszisokat alkottak volna.
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. A DLH orexin-tartalmu neuronjainak funkcionalis heterogenitasa

e A DLH orexin-tartalmi neuronjai Fos-aktivacioval valaszolnak éheztetésre, alvas-
megvonasra ¢és akut fajdalom stresszre egyarant. A legnagyobb mértékt aktivalodast az
alvas-megvonas idézte eld, valamivel kevesebb kettds festett sejtet talaltunk akut fajdalom
stressz utdn és még kevesebbet ¢heztetés utdn, azaz az orexin-tartalmu sejtek eltérd
mértékben vesznek részt a harom funkcid szabalyozasaban.

e Az aktivalt orexin-tartalmu sejtek hasonld topografiai eloszlast mutattak mindharom
funkcionalis modellben. Ebbdl kovetkezik, hogy nincsenek funkcié-specifikus orexin-
tartalmu sejtcsoportok.

¢ A harom modellben az orexin sejtek teljes aktivacioja meghaladta a 100%-0t, ami arra utal,

hogy ugyanazon orexin neuron tobb funkcionalis mechanizmusban is részt vehet.

5.2. A DLH kapcsolata az agytozsi teriiletekkel

e Az agytdrzsi strukturdk legaldbb 60%-a kap a DLH teriiletérdl innervaciot, és ebben az
innervacioban kiilonb6zé mértékben mind a nyolc vizsgalt DLH szubdivizid részt vesz.
Kimutattam, hogy a projekci6 tekintetében szamottevd kiilonbségek vannak a szubdiviziok
kozott. A legtobb agytorzsi terliletre az area perifornicalis sejtjei kiildenek rostokat és innen
indul ki a legerésebb projekcido is. Az area hypothalamica dorsomedialis teriileteirdl
feleannyi projekcid indul ki, mint a perifornicalis teriiletekrdl és a lateralis hypothalamus
ventralis részének sejtjei 1s tobb agytorzsi teriiletet idegeznek be, mint a dorsalis szubdivizio
neuronjai.

e A taplalékfelvétel, az alvas-ébrenlét és a stresszvalasz szabalyozasaban szerepet Vivo
valamennyi als6 agytorzsi noradrenalin, adrenalin és szerotonin sejtcsoport teriiletén az
atlagnal nagyobb stirliségben vannak a DLH szubdivizi6ibdl eredd rostok, sugallva, hogy a
DLH neuronjai ezeken a sejtcsoportokon keresztiil fejtik ki funkcionalis hatasukat.

e Az also agytorzsi katekolamin sejtekkel szoros dsszefekvésben 1évo varikozus orexin-festett
rostok kozel 70%-a tartalmazott szinaptofizint, egy preszinaptikus fehérjét. Ez a szinaptikus
kapcsolat meglétére utal.

e A szinaptikus kapcsolat 1étét elektronmikroszkoppal igazoltam tobb katekolamin sejtcsoport
teriiletén orexin-festett rost ¢és adrenalin- vagy noradrenalin-tartalmu neuron kozott. Ez
egyrészt a hypothalamusbol leszallo feedback szignal 1étére utal, masrészt arra, hogy a DLH

orexin sejtjei ezeken a sejtcsoportokon keresztiil fejtik ki kiilonb6zd funkcionalis hatasukat.
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