A palyazat altal tamogatott kutatds célja a melanin-koncentralé hormont (MCH) termel6
neuron populdcié jellemzése volt ragcsalok agyaban. EmIGsokben az MCH neuronok
sejttestei a hypothalamus rostro-caudalisan behatarolt teriiletén, els6sorban a laterdlis
hypothalamikus régidban (LHA) és a zona incertaban (ZI) helyez6dnek, nyulvanyrendszeriik
azonban igen kiterjedt. Legfontosabb projekcids teriileteik a telencephalonban, illetve az
agytorzsben talalhatdak (Bittencourt et al., 1992, Cvetkovic et al., 2004, Bittencourt, 2011).
Terjedelmes nyulvanyrendszeriik és hypothalamuson belili idegsejt-haldzatokban valo
részvételik révén az MCH neuronok tébb fontos élettani folyamat — mint a taplalékfelvétel
és az alvas-ébrenlét ritmus — szabalyozasaban vesznek részt (Pissios és Maratos-Flier, 2003,
Pissios et al., 2006, Faigne és Peever, 2013 )

Munkdank egyik célja egy olyan mddszer kifejlesztése volt, melynek segitségével hdrom
dimenzidban jelenithetjik meg a hypothalamus neuronjainak térbeli eloszlasat, ugy, hogy
Osszehasonlithatova valjanak kiilonb6z6 laboratériumokbdl szarmazé, eltéré modszerekkel
kapott adatok. A kidolgozott médszert els6ként sajat, MCH neuronokra vonatkozé
eredményeinkre alkalmaztuk (Reinitz et al. 2016).

Kiindulasi alapként egér agybdl késziilt rostro-caudalis corondlis metszetsorozatok szolgaltak,
melyekben az MCH neuronokat poliklonalis anti-MCH ellenanyaggal (Sigma-Aldrich M8440)
jeloltik meg. Az immunreakciét ABC mddszer alkalmazdasaval, 3, 3’-diaminobenzidin (DAB)
kromogén szubsztrattal tettlink lathatévd, majd a metszetekrél digitdlis mikrofotdkat
készitettlink.

A mikrofotékat képszerkeszté program (Gimp) segitségével szlirkearnyalatos formaba
alakitottunk at, majd invertdaltuk. Az igy feldolgozott képeket optimalizalt technikai
paraméterek alkalmazasa mellett 3DS Slicer szoftverbe (Fedorov et al., 2012) exportaltuk. A
tovabbi miveletek soran az igy kapott STL formatumu fajlokat hasznaltuk.

Paxinos és Franklin ,,The mouse brain in stereotaxic coordinates” (2. kiadas, 2001) mvében
kozolt adatok alapjan, a 3DS Max program segitségével (Murdock, 2010), a ,,Loft” mddszer
alkalmazasaval megszerkesztettiik az egér hypothalamus és a ZI 3D modelljét, tengelyként a
3. agykamrat jellve.

A coronalis metszetekben immunhisztokémiai modszerrel azonositott MCH neuronokrdél
késziilt képek STL formatumra alakitott valtozatat egyesitettik a hypothalamus és a ZI 3DS
Max programmal létrehozott 3D modelljével. Ezzel lehet6vé valt az MCH sejtek térbeli
eloszlasanak 3D-ben torténd megjelenitése, ami szemléltetésre és tobbféle szempont
szerinti analizisre egyarant alkalmas. Példaként megemlitjiik, hogy a jel6lt sejtek térbeli
eloszlasa a kisérlet soran alkalmazottdl eltérd sikokban is tanulmanyozhatoéak.

Adatainkat feltoltottiik a 3D Slicer “DataStore” moduljaban az “Anatomy” kategdridban
elérhet6 online adatbazisokba. A meglévé adatokat sajat tovabbi eredményeinkkel és mas
laboratdriumok adataival kibGvitve varhatdan egy jol kezelhetd, a hypothalamus
neuronjainak 3D-ben torténd 6sszehasonlité analizisére alkalmas adatbazis allithatd 6ssze.

Az MCH peptid, amelynek aminosav-szekvencidja evolucios szempontbdl figyelemreméltéan
konzervativ, eml&sokben két |étfontossagu, cirkadian ritmust mutatd élettani folyamat
szabdlyozasaban vesz részt; orexigén (taplalékfelvételt elGsegitd), valamint alvast elémozditd
és stabilizalo neuropeptidként fejti ki hatasat (Pissios et al., 2006, Faigne és Peever, 2013).
Tovabbi kisérleteinkben ezért arra kerestiink valaszt, hogy az MCH neuronban lévé MCH
peptid mennyisége mutat-e napszaki ingadozast. Korabbi vizsgalatok szerint patkany



hypothalamusban a vildgossag (nyugalmi fazis) kezdete utdn 2 éraval az MCH-t kddoléd mRNS
mennyisége ugyannyi, mint a sotét (aktiv fazis) kezdete utan 2 drdval. Egy masik, egérben
végzett megfigyelés alapjan az MCH-t kddold Pmch gén expresszidja nem mutat korreldciét
az élelmiszer bevitellel (Stiitz et al., 2007). Dias Abdo Agamme és munkatarsai (2015),
kdzelmultban végzett komplex vizsgalatsorozatukban napszaktdl fliggetlen Pmch gén
expressziot tapasztaltak kontroll koriilmények (zavartalan alvas/ébrenlét ciklus) k6zott.

Figyelemre méltdak azonban azok a tapasztalatok, melyek szerint rendellenességek, pl.
éhezés, vagy az alvas megzavarasa napszaktél fligg6 médon befolydsoljdk a Pmch gén
expreszidjat (Harthoorn et al., 2005, Dias Abdo Agamme et al. 2015).

Az MCH peptid mennyiségének napszaki ingadozasaval ismereteink szerint eddig csak
Harthoorn és munkatarsai (2005) foglalkoztak: 25-25 MCH neuron vizsgalata alapjan a
napszaki ritmus hianyara kovetkeztettek.

Mindezek alapjan nem donthet6 el egyértelm(ien, hogy a hypothalamusban Iévé MCH
neuron populdcidoban az MCH peptid mennyisége mutat-e napszaki ingadozast. A kérdést egy
kisérletsorozatban igyekeztiik tisztazni, melynek soran az MCH peptidet immunhisztokémiai
maddszerrel detektaltuk, majd az immunreaktivitds mértékét denzitometriaval értékeltiik
(Gerics et al., kozlésre el6készitett kézirat).

Fiatal him egereket 2 hétig standard dallathazi kortilmények kozott tartottunk, ad libitum
ivdviz és ragcsalotap biztositasaval, 12-12 6ras vildgos/sotét periddus mellett. Ezutan az
allatokat két csoportban, kdzvetlenil a sotét periédus végén (ZTO csoport), illetve a vilagos
periddus végén (ZT12 csoport) Zamboni féle fixalo oldattal végzett transcardialis perfuzidénak
vetettik alda. Az MCH immunhisztokémiai médszerrel torténd kimutatasat a korabban bevalt
modszerrel végeztik (Reinitz et al., 2016). A kiilonb6z6 id6pontokban perfundalt dllatokbdl
nyert metszeteket egy kisérletben, parallel dolgoztuk fel, a kisérleti kérilmények eltérésébdl
szarmazo hibak kiklszobolése céljabdl. A kiértékelés soran kizardlag hianytalan —az 6sszes
immunreaktiv neuront tartalmazé — rostro-caudalis metszetsorozatokat vettiink figyelembe.
A kovetelménynek megfelel§ metszetsorozatok minimum 18, maximum 22 metszetbdl
alltak. 3 ZTO és 3 ZT12 csoportba tartozd egér agyanak vizsgalatara volt lehet6séglink.

A metszetekrél standard megvilagitassal, DMC2900 kameraval felszerelt Leica DM750
mikroszkdppal, 10 x nagyitasu objektiv hasznalataval 2048 x 1536 pixeles felvételeket
készitettlink, a hypothalamus jobb és bal oldaldat minden metszetben kiilon dokumentalva.
A képeket sziirke arnyalatossa (8 bit) konvertaltuk, majd denzitometrids mddszerrel
kiértékeltiik, a Scion Image Program v4.02f for Windows verzidjanak segitségével, a kiiszob
értéket a hattér festédéshez igazitva. A fotdkon a denzitast egy dllandd méreti keretben
mértiik. A keretet ugy helyeztiik el, hogy mindegyik immunpozitiv neuron azon beliil legyen.
A kapott adatok - egy dnkényes skalan - aranyosak a kereten belili immunpozitiv terilettel.
A ZTO csoportba tartozo egerekbdl nyert preparatumok feldolgozasa révén 121, a ZT12
csoportbdl 122 adatot nyertiink. Ezeket az adatokat statisztikai analizissel vizsgaltuk.

A statisztikai analizist a Statal3 szoftver segitségével végeztiik, ,,unpaired t test”mddszerrel,
95 %-0s megbizhatdsagi hatarral (Cl). A metszetsorozatokbdl kapott denzitometrids adatok
statisztikai értékelése soran a hypothalamus bal és jobb oldala koz6tt nem talaltunk
szignifikans eltérést. Ez megmutatja, hogy kisérleteinkben a metszési sikok coronalistél vald
kismértékd eltérése nem befolyasolta az eredményt.



A ZT0 és a ZT12 csoportba tartozé egerekbdl készitett metszetsorozatokbdl nyert adatokat
statisztikai elemzéssel értékeltik. Az itt vazolt mddszer az immunreaktiv anyag
mennyiségének meghatarozasat nem teszi lehetévé, de 6sszehasonlitd vizsgalatokra
alkalmas. Az egyes allatok hypothalamusanak teljes MCH tartalmat az 6sszes MCH neuront
tartalmazd corondlis metszet denzitometrids adatdnak 0sszegzésével jellemeztiik. A ZTO és a
ZT12 csoportba tartozé egerek hypothalamusdanak teljes MCH tartalma kdzo6tt erésen
szignifikdns kilonbséget taldltunk (p=0.0017, ClI (95%): 22.54-96.40). Az MCH mennyiség a
ZT12 csoportban, vagyis a nyugalmi (vildgos) fazis végén volt magasabb. Ez az észlelet
szamos Uj kérdést vet fel, els6sorban azzal kapcsolatban, hogy mi a napszaki kiilonbség oka
és funkcionadlis kovetkezménye. A vilagos fazis alatt az MCH-nak a sejttestekben észlelt
nagyobb mértékii felhalmozddasa a peptid megndvekedett keletkezési sebességének, vagy a
felhasznalds alacsonyabb szintjének tulajdonithatd. Fontos lenne megvizsgalni, hogy melyik
mechanizmus felel8s az észlelt napszaki kiilonbségért. Ennek soran szamolni kell azzal, hogy
az MCH- t kddold mRNS mennyisége korabbi vizsgalatok alapjan fliggetlen a napszaktdl, igy
az MCH peptid keletkezési sebességét valdszinlleg a transzlacidéban vagy a prepro-MCH
poszttranszlacids hasitasaban szerepet jatszé folyamatok hatarozzak meg. Erdekesnek
igérkezik annak vizsgalata is, hogy vajon a hypothalamuson beliili lokalizaciéjuk vagy
neuropeptid tartalmuk alapjan megkilonboztethet6 MCH neuron csoportok napszaki
ritmusa megegyezik-e.

Az MCH-t termel6 neuronoknak két, neuropeptid tartalom alapjan elkiiloniilé populdcidja
taldlhaté meg az eml6sok hypothalamusdaban. Az egyik populacidban egyetlen neuropeptid,
az MCH van jelen, a masikban az MCH-n kivil CART (cocain and amphetamin regulated
transcript) is expresszalddik (Cvetkovic et al., 2004, Croizier et al., 2013). A két MCH neuron
populdcid projekcios teriletei kiilonboznek egymastdl: a csupan MCH-t tartalmazé (MCH+)
neuronok nyulvanyai elssorban az agytorzs felé, az MCH-t és CART-ot is expresszalé
(MCH+/CART+) neuronok nyulvanyai pedig a telencephalon kiilonb6z6 régidi felé iranyulnak.
A két populacié egymdshoz viszonyitott ardnya és a nyulvanyok térbeli helyzete faj-specifikus
kilonbségeket mutat (egér és patkdny dsszehasonlitasardl Id. Croizier et. al, 2010).

A két MCH neuron populacid térbeli eloszlasanak és morfoldgiai jellegzetességeinek tovabbi
megismerése céljabdl kettés immunfluoreszcens jeldléses vizsgalatokat végeztlink egér
agyban (Jancsik et al., kozlésre el6készitett kézirat)

Az agyszovet fixaldsat és a coronadlis metszetek készitését laboratériumunkban bevalt
madszerrel végeztiik. Primer ellenanyagokként a Sigma cég poliklonalis M8440 jelzési anti-
MCH készitményét, valamint az R&D AF163 jelzés( anti-CART-ot hasznaltuk. A kett6s jelolést
szekvencialis mddszerrel végeztik. A blokkolas utan els6ként anti-MCH-val inkubaltuk a
metszeteket, majd Alexa Fluor® 555-tel jel6lt szamdr anti-nyul IgG-t alkalmaztunk. Ujabb
blokkol3si Iépés utan a metszeteket anti-CART-tal, majd Alexa Fluor® 488- al jeldlt
szamar anti-kecske IgG-vel kezeltik. Lefedés utan a kész prepardtumokat Zeiss LSM
780 konfokalis mikroszképpal (Semmelweis Egyetem Altaldnos Orvosi kar, Anatémiai,
Szovet- és Fejlédéstani Intézet) vizsgaltuk, majd a képeket a Zeiss cég ZEN szoftverének
segitségével analizaltuk.

Kett6s immunfluoreszcens jel6léssel végzett megfigyeléseink soran els6ként megvizsgaltuk,
hogy a két MCH neuron populacid azonosithato-e az altalunk kivalasztott ellenanyagokkal. A
két populacié elkiilonithetnek mutatkozott, hypothalamuson beliili eloszlasuk hasonld volt
Croizier és munkatdrsai (2010) korabbi leirasaval.



A jelolési médszer optimalizaldsdaval elértik, hogy a két neuropeptid intracelluldris eloszlasa
megfigyelhet6vé valt. Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkép hasznalatdnak kdszonhetéen
(zachar G., SE Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet kozrem(ikodésével) nagy
részletgazdagsagu képek dlinak rendelkezésiinkre.

Az MCH+ neuron populdcidban a sejttesteken beliil egy kozponti helyzetd, erésen
immunpozitiv, anasztomizalé haldézatot figyeltliink meg, melynek kinyulé részei esetenként
beterjednek a neuronok proximalis nyulvanyaiba is. Morfoldgiai jellegzetességei alapjan ez a
struktura a Golgi apparatusnak felel meg. Finom immunpozitiv szemcsék — neuropeptid
tartalmu ,dense core” vezikuldk — talalhatdak a perikaryonokban és a proximalis
sejtnyudlvanyokban is. Azt talaltuk, hogy a sejttestekbdl altaldban két vagy hdrom
immunpozitiv nydlvany indul ki.

Az MCH immunpozitiv elemek megjelenési formaja és eloszlasa az MCH+/CART+
populdciéban is hasonldonak mutatkozott. Ennek a populacidnak a sejttesteiben centrdlisan
erGs, jellemz&en egymads mellett elhelyezkedd, nagyobb foltokbdl 6sszetevédd CART
immunreaktivitds detektalhatd. A sejttestek periférids teriiletein és altalaban tébb proximalis
nyulvanyban finom, szemcsés CART immunpozitivitas fordul el6. Az MCH és CART
immunreaktiv elemek egyuttes vizsgalatakor a kozponti, mindkét neuropeptid altal er6sen
jelolt terlileten nagymértéki kolokalizacio figyelheté meg. A sejttestek periférids teriletein
és az immunpozitiv nyulvanyokban megfigyelheté dense-core vezikuldk vagy MCH-t, vagy
CART-ot tartalmaznak, a két neuropeptid egy vezikulan belili kolokalizacidjat nem
tapasztaltuk. A proximadlis nyulvanyok mindegyikében egymads mellett fordulnak el6 MCH+ és
CART+ vezikuldk. A sejttesttél tavolabbi nydlvdnyok— melyek eredete a felvételen nem
tisztazhatd — neuropeptid tartalmuk szerint lehetnek kett6s pozitivok, MCH immunreaktivok,
vagy CART immunreaktivok. Az egyetlen neuropeptidet tartalmazé, MCH+ vagy CART+
vezikuldk egyazon nyulvanyban egymas mellett valé el6fordulasa lehetévé teszi, hogy e két
neuropeptid kibocsatdsa adott helyen és id6ben 6sszehangolt mddon, illetve egymastal
fliggetlendl is végbemehessen.

A beszamoléban bemutatott eredményeinket az MCH-t termelé neuronok eddig nem
kutatott szerkezeti és funkcionalis sajatossagainak feltarasara iranyuld [épéseknek tekintjlik,
melyek hosszu tavon elvezetnek mikodési mechanizmusuk megértéséhez.
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