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Dr. Frederic Flamant (Lyon) laboratériumdban Kadar Andrea eldallitott egér embriondlis
Ossejteket, melyekben rekombinacio segitségével a ROSA26 locusba illesztette be a
ROSA26-PSD95-GFP konstrukciot. Az embriondlis Ossejteket alklonozta és szelektélta. A
szelektalt klonokat hazahozta a laboratériumunka ¢€s felnovesztette. A felndvesztett klonokbol
azonban nem sikeriilt kimutatnunk a targeting konstrukci6 megfeleld inzercidjat.
Kidolgoztunk egy uj PCR alapu igen hatasos szelekcids eljarast a targeting konstrukciod
illeszkedésének jobb ellendrzéséhez. Az eljaras segitségével tovabb dolgoztunk embrionalis
Ossejtek genotipusanak megvaltoztatasan. A sikertelenség utdn Kadar Andrea ismételten
kiutazott Dr. Frederic Flamant laboratériumaba, ahol eléallitott egy pozitiv ROSA26-PSD95-
GFP klont. Az embrionalis Ossejt klon beiiltetésre keriilt, azonban a megsziiletett founderek
utodai nem termelték megfeleld modon a fuzios fehérjét Cre rekombinazt termeld egerekkel
tortént keresztezés utan. Jelenleg az Intézetben nemrégiben beallitott CRISPR rendszer
felhasznalasaval kivanjuk folytatni a ROSA26-PSD95-GFP egerek eléallitasat, mely modszer
nem igényli az embrionalis dssejtek modositasat. Az egerek eldallitdsan a palyazat befejezését
kovetden is dolgozunk.

Azért, hogy a vizsgélatainkban a hypothalamus paraventrikularis magjaban elhelyezkedo
hypophysiotrop TRH idegsejteket a nem hypophysiotrop TRH idegsejtektdl elkiiloniilten
tudjuk tanulmanyozni, feltartuk az egér hypothalamus hypophysiotrop TRH idegsejtjeinek
elhelyezkedését, ami nagymértékben eltér a korabban patkdnyban tapasztalt megoszlastol. E
vizsgélati eredmények nagymértékben eldsegitik, hogy a transzgenikus allatokon végzett
kisérletekben valoban a  hypothalamus-hypophysis-pajzsmirigy  tengelyt iranyito,
hypophysiotrop TRH sejteket tudjuk tanulmanyozni. Vizsgalati eredményeink ravilagitottak

arra is, hogy az egér PVN szerkezete jelentOsen eltér a mag patkanyban leirt szerkezetétol. A



precizebb leirhatosag érdekében ezért 1j nomenklatarat javasoltunk az egér PVN almagjainak
elnevezésére.

Mivel a ROSA26-PSD95-GFP egerek nem késziiltek el, a TRH idegsejtek beidegzésének
plasztikus véltozasanak tanulmanyozasahoz vizsgaltuk a TRH idegsejtek arcuatus idegmagbol
ered6 AGRP- illetve o-MSH tartalmu beidegzésének valtozdsat ¢Ehezd és tjrataplalt
allatokban. A vizsgalatokhoz a TRH-Cre egereinket kereszteztiik ZEG indikator egerekkel. A
transzgenikus egerek hasznalatara azért volt sziikség, mert kolchicin kezelés nélkiil csak igen
kevés TRH idegsejt detektalhato a PVN-ben, kiilondsen éhezd allatokban, ahol csokken a
TRH termelés, viszont a kolchicin kezelés alapvetden befolyasolja az idegi folyamatokat, igy
a kezelés mellett nem lehetett volna vizsgalni a fiziologias valtozasokat. Kontroll és éhezd
egerek agyabol késziilt metszeteken harmas immunfluoreszcens festést készitettiink, amit
konfokalis mikroszkopos analizist kdvetden kvantitaltunk. Eredményeink szerint a TRH
sejtek felszinén az AGRP és a-MSH tartalmt varikozitdsok aranya megduplazodott ¢hezd

allatokban.
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Abra 1. A TRH idegsejtek (kék) AGRP (z61d) és a-MSH (piros) tartalmi beidegzése a
PVN-ben Kontroll (A), Ehezd (B), éhezést kovetden 2 éran keresztiil Gjrataplalt (C),
¢hezést kovetden 24 oran at Gjrataplalt (D) és leptin kezelt éhezd allatokban.

Tablazat 1. Ehezés, Gjrataplalas és leptin kezelés hatasa a PVN-ben elhelyezked6 TRH
idegsejtek felszinén észlelt AGRP és a-MSH axon varikozitasok szamanak és a két tipusu
varikozitas aranyanak valtozasara
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Tovabba kimutattuk, hogy a TRH idegsejtek beidegzésének éhezés hatdsara bekdvetkezd
valtozéasa kivédhetd leptin periférids adagolasaval, ami arra utal, hogy a leptin szint ¢hezés
hatasara bekdvetkezd csokkenése hozza létre a TRH idegsejtek beidegzésének valtozasat.
Mivel a magas zsirtartalma diétan tartott allatokban részleges leptin rezisztencia alakul Ki,
megvizsgaltuk, hogy 6 hét magas zsirtartalmt diéta hogyan befolyasolja a TRH idegsejtek
AGRP ¢és a-MSH tartalmu beidegzését. Azt tapasztaltuk, hogy e diéta kisebb valtozast idézett
eld, azonban az allatok sulyanak gyarapoddsa ellenére a TRH sejtek a-MSH tartalmu
beidegzése szignifikdnsan lecsokkent és megndtt az AGRP tartalmu beidegzése. Habar az a
tény, hogy két ora Ujrataplalas utdn, amikor az a-MSH neuronok aktivaltak, az éhezd
allatokhoz hasonloan csékkent marad a TRH idegsejtek a-MSH beidegzése, arra utal, hogy a
beidegzés észlelt csokkenése valoban az axonok strukturalis valtozasanak kovetkezménye, az
eredményeinket meg kivanjuk erdsiteni transzgenikus allatok felhaszndldsaval. A
kisérletekhez beszereztiink a POMC sejtekben specifikusan Cre rekombinézt termeld egereket
¢és floxolt mirisztildlt GFP-t termeld, illetve floxolt channerrhodopsin-YFP fuzios proteint
termeld egereket. Mindkét floxolt egértorzs esetében a fluoreszcens protein a sejtmembranba
kertil és igy kirajzolja a sejt teljes feliiletét. A floxolt egértorzseket kereszteztilk a POMC-Cre
egerekkel, hogy a fluoreszcens protein csak a POMC sejtekben termelddjon. Ezen kettds
transzgének felhasznalasaval, a sejtek peptid termelésétdl fiiggetleniil tudjuk vizsgalni a PVN
POMC beidegzését. E vizsgalatokat jelenleg végezziik.

Vizsgaltuk tovabba a PVN parvocellularis sejtjeire érkezd inputok rovidtava plaszticitasat és a
retrograd transzmittereknek e folyamatokban betoltott szerepét. Patch clamp elektrofizioldgia
alkalmazasaval kimutattuk, hogy az NPY, az arcuatus idegmag orexigén idegsejtjeinek egyik
peptid transzmittere, nem csak gatolja a parvocellularis idegsejtek génexpressziojat é&s
tiizelését, hanem gatolja ezen sejtek serkentd beidegzését is, csokkenti a parvocellularis

sejteken mérheté spontan mEPSC-k frekvenciajat. igy az NPY gatolja, hogy a parvocellularis



idegsejteket beidegzd serkentd inputok az NPY gatld hatasat feliilirva serkentsék a
parvocelluldris idegsejteket. Az NPY ezen hatasat intracelluldrisan alkalmazott BAPTA
(kalcium chelator) alkalmazéasaval gatolni lehet, ami arra utal, hogy a vizsgélt sejt retrograd
transzmitterek segitségével gatolja a serkentd inputokat NPY hatasara. Ezt a feltételezést
erdsiti, hogy a nitric oxid szintazokat blokkolé L-NAME vagy a neuronalis nitric oxid szintdzt
blokkolo nPLA és az 1-es tipust kannabinoid receptor (CB1) antagonistajanak az AM251-nek
egyiittes alkalmazéasa kivédi az NPY serkentd inputokra kifejtett hatasat. Mivel az
endokannabinoid rendszer vagy a nitric oxid (NO) rendszer blokkolasa egyediil nem
befolyasolja az NPY hatasat, feltételeztiik, hogy a parvocelluléris sejteket beidegzo serkentd
szinapszisokban mindkét retrograd transzmitter rendszer jelen van, igy az egyik rendszer
gatlasa esetén még a masik rendszer képes kozvetiteni az NPY gatld hatasat.
Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai kimutattdk, hogy a CB1 receptor jelen van
parvocelluléaris idegsejteket beidegzd serkentd axon terminalisokban, azonban nem volt
ismert, hogy a NO rendszer anterograd €s/vagy retrograd transzmitterként miitkodik a PVN-
ben. Elektronmikroszkopos vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a neuronalis nitric oxid synthase
(nNOS) jelenléte megfigyelheté a parvocellularis idegsejteket beidegzd termindlisok egy
részének poszt, illetve preszynaptikus oldalan. Hasonloképpen a NO hatasainak egyik f6
kozvetitdje a solubilis guanylate cyclase enzim (sGC) megtalalhato a parvocellularis
idegsejteken talalhatd szinapszisok poszt €s preszinaptikus oldaldn. Ezen adataink arra
utalnak, hogy a PVN-ben a NO rendszer anterograd és retrogras transzmitterként egyarant
miukodhet. Fény és elektronmikroszkopos vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a parvocellularis
idegsejteket beidegzd egyes serkentd szinapszisokat alkoté terminalisokban az
endokannabinoid és a NO transzmitterrendszerek is egyarant megtalalhatok.

Metabolikus profil meghataroz6 rendszer alkalmazasaval kimutattuk, hogy a PVN-be adott

CB1 antagonista AM251 csokkenti a PVN-be adott NPY taplalkozast serkenté hatésat,



azonban ez a valtozas nem éri el a szignifikdns szintet, de szignifikansan csokkenti az NPY
energialeadast csokkentd hatasat. Az nNOS-t gatlo nPLA teljes mértékben kivédi a PVN-be
adott NPY téaplalkozast serkentd hatasat, és szignifikansan csokkenti az NPY energialeadasra
kifejtett hatasat.

Feltérképeztiik a hypothalamusban a CBI1 receptort termeld idegsejtek megoszlasat ¢és
kimutattuk, hogy a korabbi adatokkal ellentétben, a hypothalamusban GABAerg ¢és
glutamaterg idegsejtek is termelnek CB1-et.

Feltérképeztiik az energiahaztartas szabalyozasaban fontos szerepet jatszo interleukin 6
receptoranak megoszlasat a human hypothalamusban és kimutattuk, hogy a receptort az MCH
termeld idegsejtek termelik.

Kimutattuk, hogy a hypophysiotrop axonok, koztilk a TRH axonok is, az eminencia mediana
kiilsé zonajaban MCTS pajzsmirigyhormon transzportert tartalmaznak, igy képesek felvenni
T3-at az eminencia mediana kiilsé zonajaban. Tovabba mas hypophysiotrop rendszerekkel,
példaul a hypophysiotrop GnRH rendszerrel ellentétben, a hypophysiotrop TRH axonoknak
csak egy igen kicsi szazaléka tartalmaz pajzsmirigyhormont bontdé enzimet, a 3-as tipusa
dejodazt, ami arra utal, hogy a TRH sejtek nem tudjak befolydsolni az axon terminalison
keresztiil a neuronba keriilé6 T3 mennyiségét. E felismerések megvaltoztattak a TRH
idegsejtek feedback szabalyozasanak modelljét.

Leirtuk, hogy TRH axonok szinaptikus kapcsolatot létesitenek a tuberomammillaris mag
hisztaminerg idegsejtjeivel.

Kimutattuk, hogy az arcuatus mag anorexigén POMC idegsejtjei a felszallo agytorzsi
palyaktol és a X-es agyidegtdl fiiggetleniil aktivalddik ujrataplalas soran. Tovabba leirtunk
egy arcuatus idegmag-ventralis és lateralis parvocellularis PVN- nucleus tractus solitarii

(NTS) palyat, ami a POMC idegsejtek aktivald hatasat a PVN glutamaterg idegsejtjein



keresztiil kdzvetiti az NTS felé. Feltételezziik, hogy ez a leszalld palya befolyasolja az NTS
idegsejtjeinek a X-es agyidegen keresztiil érkez6 inputokra adott valaszat.

A TRH idegsejtek morfologiai karakterizalasan jelenleg is dolgozunk. Jelenleg rekonstrualjuk
¢és karakterizaljuk a patch clamp elektrodon keresztiil biocytinnel felt6ltétt TRH neuronokat.
A vizsgalatokhoz TRH-Cre egereket kereszteztiink Z/EG egerekkel és a TRH idegsejteket a
z01d fluoreszcencia alapjan azonositottuk.

Munkank elismeréseként dsszefoglaldé kozleményt irhatunk az Endocrine Reviews folyoiratba

a hypothalamus-hypophysis-pajzsmirigy tengely centralis szabalyozasarol.



