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Bevezetés

A hipotalamusz szamos élettani folyamat szabalyozasaért felelés agyteriilet. Ezen élettani
szabalyozd folyamatok kozé tartozik tobbek kozott a homeosztdzis fenntartdsa, az autonom
idegrendszer miikodésének ellendrzése, az agyalapi mirigy hormontermelésének
szabalyozasa, az oxitocin- és a vazopresszin szekrécio, a testhémérséklet, a taplalék és a viz
felvételének szabalyozéasa, tovabba hatdssal van a cirkadian ritmusra, a magatartasra, és az
érzelmekre is. Az elézéek mellett fontos szerepet tolt be az egyes szaporodasbiologiai
folyamatok irdnyitdsdban is, melynek pontosabb megismerésében a jelen dolgozatban
bemutatott modszer a késdbbiekben sokat segithet. Az Elettani és Biokémiai Tanszéken mar
régota foglalkozunk az ivari ciklust befolyasold egyes idegi tényezdk kutatasaval. Ezen
kutatdsok sordn felmeriild technikai kérdések és problémak sziikségessé tették a korabban is
ismert modszerek finomitasan és atdolgozasan keresztiil egy 1j eljaras kidolgozasat.

Szovettani modszerekkel mar régota képesek vagyunk kisebbnél kisebb agyteriiletek, sot
egyes sejtek vagy akar sejtalkotok vizsgalatara is, azonban ez nem ad kielégitd valaszt a
sejtek, illetve egyes agyi magvak miikodésérél. Ezzel szemben a mikédésekre iranyuld
¢élettani vizsgalatoknak gatat szabnak az egyes teriiletek méretei, jelenleg példaul nem tudjuk
az egyes sejtekben lezajlé energiahaztartast befolyasold mechanizmusokat kelld pontossaggal
modellezni. Ez a sejtszintli megismerés kiemelkedd fontossagl lenne kiilonboz6 szabalyozé
folyamatok megismerésében, ugyanis a neuronok, és ezaltal az egyes agyi magok miikodése
erdsen fligg a sejt aktualis energiaszintjétol. A jelen dolgozatban bemutatott modszer lehetové
teszi az eddigieknél kisebb méretli agyi mintak egyedi vizsgalatat, és az igy kapott
eredményekbdl pedig kovetkeztetni tudunk az adott teriileten talalhato sejtek illetve
szinapszisok (szinaptoszoma frakcid) energiaellatottsagara. Az agyi magok szintjén
meghatarozott energiaszintekbdl pedig hasznos informdaciokat tudunk levonni az anatdémiai-

szOvettani vizsgalatokkal meghatarozott idegi palyak miikodésérol.



Irodalmi attekintés

Az elmult évtizedekben az egyes sejtek energiaallapotanak vizsgalatara tobb modszert is
kidolgoztak. Egyik ilyen moddszer az tgynevezett mitokondrialis respiracios rata (mrr)
mérése. Az mrr segitségével megallapithatd az adott mintaban talalhatdo mitokondriumok
aktivitasa, és mivel a mitokondriumok a sejt f6 ATP (adenozin-trifoszfat) termeld sejtalkotoi,
az aktivitasuk Osszefligg a sejt aktualis energiaszintjével. Az emlitett modszer hatranya, hogy
a mérés soran Vviszonylag nagy mennyiségii és funkcionalisan is intakt mitokondriumra van
szlikség. Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy mitokondriumban gazdagabb sejteknél (pl.: maj,
agykéregb6l szarmazd minta, ahol a fehérdllomany nem jelentés) kisebb, mig
mitokondriumban szegényebb sejteknél nagyobb szOvetdarabra van sziikség. A
mitokondriumok épségér6l nem elég mikroszkopos vizsgalatokkal meggy6z6dni, ugyanis
tobb, a szervezetben is megtalalhato anyagrol is ismert, hogy karositani képesek a
mitokondriumokban lezajlo energiatermel6 folyamatokat. Ezek az anyagok a minta nem
megfeleld elokészitése sordn karositjdk az elektronmikroszkoppal egyébként épnek tiing
mitokondriumokat, igy a mintank mrr mérésre alkalmatlan lehet. Kiemelkeden fontos tehat a
minta megfeleld elokészitése.

Az irodalmi el6zmények, illetve sajat eldkisérleteink alapjan a Percoll (GE) alapu tisztitas
mellett dontottiink. A kdvetkezokben Osszefoglaljuk a dontésiink meghozataldban szerepet
jatszo legfontosabb irodalmi hattérinformaciokat, ami a folyamat pontosabb megismerésében

nyujt segitséget.

Homogenizalas

Szubcellularis  sejtorganellumok kinyerése érdekében a szovetmintankat el6szor
megfelelden homogenizalni kell. A homogenizalds sordn a nagyobb méretli szdvetminta
feldarabolasra keriil, ezt kovetden pedig a sejtmembrant és — amennyiben novényi sejtrél van
sz6 — a sejtfalat fel kell torni. Ez a 1épés a sejt szoveti kornyezetétdl fliggden erdteljes vagy
kevésbé erdteljes eljarast igényel, és tobb modon kivitelezhetd: mechanikai Gton, ultrahangos
kezeléssel, magas nyomas alkalmazasaval, de egyéb mddszerek is hasznalhatok (detergensek,
enzimatikus bontas, hipoozmotikus sokk, fagyasztas-olvasztas) (Burden, 2008). Ezek a
modszerek eltéréen karositjak a sejtalkotokat, célunk a mérésiinkhdz legmegfelelobb modszer
kivalasztasa volt.

Az ultrahangos eljaras alapja a kavitacid jelensége. Az ultrahang gyorsan véltakozo

nyomascsokkenést és nyomasndvekedést hoz létre a folyadékban. A nyomascsokkenés
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kovetkeztében az intracellularis folyadék felforr, benne apré gézbuborékok képzddnek, majd
a nyomds novekedésével Osszeroppannak, eltlinnek. Az Osszeroppand buborékok lokalisan
igen nagy energiasiiriséget hoznak 1étre, és ezek a kis robbanasok karositjak a sejtek burkat
(Dunkley et al., 1988; Zheng et al., 1990).

Magas nyomassal torténé homogenizalas esetén a sejteket nagy erdvel ataramoltatjak egy
nagyon szik csatornan vagy nyildson, igy a sejtet mechanikus uton tarjak fel. Ezt az eljarast
tobb éve hasznaljak mikrobidlis sejtek (pl. Gram-pozitiv baktériumok) feltardsara, tovabba
magas hémérséklettel egyiitt alkalmazva sterilizalast is lehet e modon végezni.

A mechanikai uton torténdé homogenizalds sordan mechanikusan mintegy felszakitjuk a
sejthartyat, igy szabadda téve a sejtalkotokat. Ezen mddszerek koziil az egyik legegyszeriibb
és legelterjedtebb az ugynevezett potteres feltaras. A Potter-Elvehjem tipusi homogenizator
egy vastag fali tivegesobdl és egy tivegbdl vagy teflonbdl késziilt dugattytibol all. A dugattya
kézzel vagy motorral forgathatd az livegesdben, ezaltal a csé fala és a dugattyu kozé keriild
szovetdarabok szétkenddnek, a sejtek szétroncsolddnak, igy elérhetdvé valnak a szubcellularis
organellumok. A megfeleld6 méreti homogenizator kivalasztasaval lehetéség van a sejt
roncsolasara anélkiil, hogy a szamunkra fontos mitokondrialis frakciok karosodnanak
(Kristian, 2006).

Ezen eljardas sordn a membranok tobbsége (beleértve a plazmamembrant és az
endoplazmatikus retikulumot) darabokra torik, azonban ezek a membrandarabok hajlamosak
azonnal dsszekapcsolddni egyéb kozeli membranrészekkel. Ez a folyamat vezet ahhoz, hogy a
feltoredezett membranok Osszezarodnak és vezikuldkat képeznek, amibe bezarddhatnak az
egyes sejtalkotok (mitokondriumok, a Golgi-késziilék, lizoszomak és peroxiszomak). Az
idegsejtek homogenizalasa soran az axonvégek, amelyek mitokondriumban nagyon gazdagok,
kiilonosen hajlamosak ilyen vezikulak képzésére. Az igy kialakult holyagokat
szinaptoszomaknak hivjuk. Az egyes szabad sejtalkotok (sejtmag darabok, endoplazmatikus
retikulum, mitokondriumok, Golgi-apparatus), illetve a sejtmembran kettézettel koriilvett
sejtalkotok egyiitt egy strli, zavaros folyadékot alkotnak, amely szamos sejtorganellumot
tartalmaz kiilonbozd mérettel, toltéssel és slirliséggel. A megfelelé méretli homogenizator,
illetve megfelelé6 homogenizald puffer hasznalata esetén az egyes komponensek fizikailag
intaktak maradnak, és javarészt megtartjak eredeti biokémiai tulajdonsagaikat (Raff et al.,

2002). Ezzel alkalmasak maradnak az altalunk is elvégezni kivant mrr vizsgalatra.



Sejtfrakcionalas centrifugalassal

A homogenizalast kdvetden kialakult kiilonb6zé komponensek koziil el kell kiiloniteni a
szdmunkra fontos részeket. Ezt legegyszeriibben a minta centrifugalasaval érhetjiik el. A
mitokondrialis frakciok (szabad és vezikuldkba zart) elkiilonitésére tobb protokoll is ismert a
szakirodalomban. Ezeket két f6 tipusba sorolhatjuk. Az elsé stiriséggradiens kialakitasa
nélkiil, pusztan a 1épések kozotti fordulatszam (rotation per minute; rpm) valtoztatasaval
kiiloniti el az eltérd strtiségh frakciokat (differencidlfrakcionalas). A masik modszer soran a
centrifugalasi sorban egy vagy tobb helyen megjelenik egy slriiség gradiens is, ami lehetdvé
teszi az egyes sejtalkotok precizebb szétvalasztasat. Ezt a modszert gradienscentrifugalasnak
hivjuk. A stlirliséggradiens kialakitdsara tobb anyag is haszndlhatd: pl. szacharéz, Ficoll,
Percoll.

Fontos itt megemliteni, hogy egyéb tisztitasi modszerek is ismertek (pl immunaffinitidson
alapulo frakcionalas), amelyek adott esetben nagyobb tisztasagh frakcidt eredményezhetnek,
azonban iddigényességiik és anyagkoltségiik miatt altalunk nem hasznalhatok (Richardson-

Luzio, 1986). Itt most eltekintiink ezek ismertetésétol.

Differencialfrakcionalas

Ez az eljaras a sejt Osszetevdit méret és siirliség szerint valasztja szét: altalaban a nagyobb
részek rendelkeznek a legnagyobb iilepedési rataval és mozognak a leggyorsabban. A
nagyméretli Osszetevok, mint a sejtmagok, viszonylag alacsony sebességen lesiillyednek a
centrifugacs6 aljara ¢és liledéket formalnak, kiss¢é magasabb sebesség esetén a
mitokondriumok vélnak ki, és még magasabb sebességgel ¢és hosszabb ideig tartd
centrifugaldssal eldszor a kisebb vezikulak, majd a riboszémak gylijthetdk dssze.

Az igy kinyert frakciok nem tisztak, nagy mennyiségben tartalmaznak Osszetevoket mas
frakciokbol, azonban elmondhaté réluk, hogy legnagyobb ardnyban a célzott sejtalkotok
vannak benniik jelen. A szennyez$d elemek tobbsége eltavolithatd az iiledék
ujraszuszpendalasaval és a centrifugalas tobbszori megismétlésével (Raff et al., 2002).

Korabban, amikor célul tlztik ki az mrr mérését idegsejteken, sziikségessé valt egy
megfeleld tisztasaghh mitokondrialis frakcio kinyerése. Ennek érdekében a fent emlitett elv és
korabbi szakirodalmi adatok (Rosenthal et al., 1987) alapjan kidolgoztunk egy moddszert a
mitokondriumok kinyerésére. A mddszer nagyvonalakban a kovetkezd 1épésekbdl épiil fel. A
homogenizalas utan nyert mintét kis fordulatszamon lecentrifugéaljuk, igy megszabadulunk a
nagyméretli tormelékektdl (sejtmagok, membrandarabok, Golgi-késziilékek, sima és durva

feliileti endoplazmatikus retikulum, egész sejtek). Ezutan a feliiliszot tovabbceentrifugaljuk
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nagyobb fordulatszamon, az {iledéket megtartjuk, Ujraszuszpendaljuk, a centrifugalést
megismételjiik. Végiil egy finomité centrifugdlds utdn eldobjuk a feliiliszot, az iiledéket
ujraoldjuk, és ebben az oldatban megtalalhatok a szamunkra sziikséges mitokondriumok
(Graham, 2001; Shaki et al., 2012; Wang et al., 2009).

Az elOkisérleteink sordn azonban kideriilt, hogy ez az eljards nem alkalmas az altalunk
tervezett mrr mérésekre, ugyanis a végeredményként kapott minta nem megfelelden tiszta, és
az igy nyert mrr-gérbék a szakirodalomban leirtaktél nagymértékben eltértek, és az
eredmények inkonzisztensek voltak. Ennek az lehetett az oka, hogy a korabbi protokollok a
szakirodalomban nem idegi eredeti sejtekre, vagy viszonylag nagy sejtstiriséggel rendelkezd
agykéregbOl szarmaz6 mintdkra voltak kidolgozva. A mi mintdnk a hipotalamuszbol
szarmazik, ahol nagy mennyiségl fehérallomany veszi koriil az egyes magokat, igy nagyobb
mértékli a szennyezés. A differencialcentrifugalassal nyerhet6 ugynevezett ,,durva”
mitokondrium frakci6, ami a mitokondriumokon kiviil az azokkal megegyezd méretii
alkotokat is tartalmazza, példaul peroxiszomakat, lizoszomakat, szinaptoszoOmakat, mielin- és
membrantormelékeket. A moddszer hatranya tovabba, hogy viszonylag nagy veszteséggel
alkalmazhat6, amit a kiinduld mintaméret megvalasztisakor figyelembe kell venniink. A
patkany hipotalamusza viszonylag kisméretli, szoveti Osszetétele pedig heterogén. Ezek az
anatomiai tények tovabb korlatozzak az egyszert differencialcentrifugalas hasznalatat.

A megfeleld tisztasaghh mitokondrialis frakcio elérése érdekében sziikségessé valt a
moddszer finomitdsa, amely egyuttal kisebb agyi teriiletek kiilonalld vizsgélatat is lehetdvé

teszi.

Gradiensfrakcionalas

A széles korben alkalmazott differencidlcentrifugalassal elkiilonitett durva frakciok a fent
leirtak alapjan olyan sejtalkotokat tartalmaznak, melyek iilepedési tulajdonsagai (iilepedésiik
sebessége) megkozelitdleg azonosak, mindségileg azonban kiilonboznek. A legtobb ma
alkalmazott biokémiai és €lettani vizsgalat azonban megkdveteli a differencialcentrifugéalassal
nyert frakciok tovabbi tisztitasat, azaz a sejtorganellumok és plazmafrakciok valoban
mindségi elkiilonitését. E tisztitdsi procedura kivitelezheté az un. gradiensfrakcionalédssal,
melynek sordn a szeparaldcsébe egy adott vivoanyagbol (gradiensképzd) higitassal 1étrehozott
kiillonbozd  sliriségli  rétegeire viszik a szétvalasztandd mintat. Az igy elokészitett
centrifugalds soran minden Osszetevd addig siillyed a szeparald kozegben, amig el nem éri a
sajatjaval megegyezd siriiségli kozeget. Ezen a ponton az adott sejtalkotok siirtiségiiket
tekintve egyensulyba keriilnek a szeparalo kozeggel (egyensulyi iilepedés), ott ,,fennakadnak”

7



¢és lebegve maradnak a centrifugalast kovetden, ami lehetévé teszi elkiilonitett kiemelésiiket.
A differencidlcentrifugalassal ellentétben tehat, a szétvalogatddas alapja itt a sejtalkotok
stirisége (azaz fajsulya), nem pedig iilepedési karaktere vagy mérete.

A gradiensfrakcionalas két modon Kivitelezheté: folyamatos vagy 1épcsOzetes gradiens
l1étrehozasaval. A lépcsézetes gradiens kialakitasa soran a szeparalokozeg eltérd strtiségi
oldatait rétegeziink egymasra, a legsiriibbtél haladva a leghigabb (0%) felé. A centrifugalast
kovetden a kiilonbozo surtiségli rétegek hatarfeliiletén egy-egy élesen elkiiloniild sav jelenik
meg, amelyet az adott réteg stirliségétol kisebb fajsulya részecskék alkotnak.

A folyamatos gradiensre a stiriség folytonos, finom valtozasa jellemz6, amely a cs6ben
fentrdl lefelé novekszik. A folyamatos gradiens végtelen szamu hatérfeliilettel rendelkezik, a
lIépcsézetes gradiens alkalmazasa soran eléforduld néhany, jol elkiiloniilé hatarfeliilettel
ellentétesen. Ezaltal az azonos siiriségli komponenseket magaba foglald sav pontosan ott

tlinik fel, ahol a sejtek stirlisége a gradienst létrehoz6 médium stliriiségével megegyezik.

Gradiensfrakcionalas szacharozzal

A vizsgalni kivant frakciok nativ biokémiai és még inkabb élettani tulajdonségainak
megodrzése érdekében szamos szeparalomédiumot fejlesztettek ki. A sejtfrakcionalas
kidolgozasanak hdskorabdl E. G. Gray és V. P. Whittaker nevéhez fiizodik a sejtalkotok mar
igen hatékony elvalasztasat lehetdové tevd szacharoz alapu gradiensfrakcionalds (Gray-
Whittaker, 1960). Eljarasuk lebecsiilhetetlen eldnye az egyszerii, gyors és specialis anyagokat
nem igényld kivitelezhetdség. Modszeriik elméleti hattere maig alapjat jelenti a neuronalis
mitokondriumokat és idegvégzddéseket tartalmazéd frakciok elkiilonitett kinyerésének (Gray-
Whittaker, 1962), aminek okan azzal mi is részletesen foglalkoztunk.

A kiilonb6z6 mitokondridlis frakciok kinyerése — ennek alapjan — két 1épcsdben torténik.
Els6 1épesben a durva mitokondrialis frakcid a 0,32 M-os szacharéz oldatban homogenizalt
minta fentebb leirt differencidlcentrifugalasval all eld6. Az igy kapott, szomalis és
szinaptoszomalis mitokondriumokat, valamint sejttormeléket egyarant tartalmazo heterogén
0,32 M-os frakciot egy 0,8 és 1,2 M-os szachardz oldatbol kialakitott 1épcsdzetes stirliség-
gradiensre iiltetjik, majd asztali centrifugdban centrifugaljuk. Ennek hatasara a

szachardzgradiensben a minta harom rétege alakul ki:

A)a 0,32 és 0,8 M-os szacharoz oldatot tartalmazé rétegek hataran, amely foként membran

¢és vel6shiively tormeléket (mielin) tartalmaz,



B) a 0,8 és 1,2 M-os szachardz oldatot tartalmazé rétegek hataran, amelyben tulnyomodan
lefliz6dott idegvégzodések talalhatok, valamint

C) az 1,2 M-os szachardz oldatot tartalmazo réteg alatti tiledék a mitokondriumokkal.

Gray és Whittaker eljarasnak tovabbi — esetlinkben még fontosabb — hatranya az, hogy
az egyes alfrakciok ozmotikusan sz¢élsGséges viszonyokat teremtenek a centrifugalas soran
azokba megérkez6 sejtalkotoknak. Mig in vivo a mitokondriumokat koriilvev intracellularis
tér ozmolalitasa megkozelitdleg 280-300 mosmol/kg értékek kozott valtozik, addig Gray és
Whittaker modszerében a 320 mosmol/kg-os oldatban homogenizalt sejtalkotok azoknal
jelentdsen hiperozmotikusabb 800 és 1200 mosmol/kg-os rétegekbe keriilnek a preparalas
soran. Az ilyen mérvii ozmolalitds-valtozés elkeriilhetetleniil megvaltoztatja sejtorganellumok
térfogatviszonyait és ezzel €lettani allapotat. A mi kutatdsainkban kulcsfontossagu a szomalis
¢s szinaptoszomalis mitokondriumok az azok izoldlasat megel6zo allapotanak megérzése,
¢lettani paramétereik mind pontosabb felderitése. Az ilyen mértékii ozmolalitas-valtozas
okozta térfogatcsokkenés olyan nem kivant folyamatokat indithat el (Ernster-Schatz, 1981),
melyek tokéletesen elfedhetik az altalunk vizsgalni kivant paramétereket. Gray és Whittaker
modszere tehat egy az egyben nem nyujt lehetdséget a mrr-re alkalmas frakciok
elkiilonitésére.

E modszer alkalmazéisa tovabb finomitott és az adott kisérletekhez igazitott formaban
évtizedeken 4t meghatdroz6 volt a mitokondrialis frakciok egymastdl vald elvalasztasat
igénylo vizsgalatokban (Grove et al., 1973; Bretz et al., 1974; Goldberg, 1971; Babitch, 1973;
Rosenthal et al., 1987). A modszert tovabbfejlesztve Hajos Ferenc 1975-ben kidolgozott egy
olyan eljarast, amellyel patkany agykéregbdl nagy tisztasagli szinaptoszéma frakcié vonhatd
ki (Hajos, 1975). Ez a metodus még Gray ¢és Whittaker modszerénél is gyorsabb
(0sszességében hozzavetdlegesen 80 perc), szintén nem igényel ultracentrifugat, legnagyobb
érdeme azonban, hogy igen kismértékli a kinyert frakciok maés struktirakkal valo
szennyezettsége.

A mar emlitett elényeivel szemben azonban, az élettani vizsgélatok szempontjabol tobb
alapvetd kikotésnek nem tesz eleget. A szachardz alapu gradiens rétegzése a késobb targyalt
szeparal6 médiumokétol elmarad. A réteghatarok a rétegzés ¢és a centrifugalds soran is
viszonylag kdnnyebben elmosodnak, a rétegek részben egymésba cstszhatnak. Az ilyen
gradiens mentén az alfrakciok elvalasa tokéletlen, azok kondenzalodasa hianyt szenved,
aminek kovetkeztében az altalunk célzott mrr-mérést nagymértékben befolyasolo lipidtipusu

sejttormelék (Wojtczak-Schonfeld, 1993) maradhat a mérésre szant alfrakciokban. E nem
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kivanatos jelenséget elsGsorban a minta méretének novelésével lehet aranyosan csokkenteni,
de elégséges mértékben még a legprecizebb rétegzéssel és a befolydsold paraméterek

(hémérséket, centrifuga beallitasa) finomhangoldsaval sem lehet kikiiszobolni.

Gradiensfrakcionalas Ficollal

A szachar6z gradiens hatranyainak kikiiszobolésére az elmult évtizedekben szamos
alternativ modszert fejlesztettek ki, amelyek soran specialis szintetikus anyagok segitségével
valasztjak szét az egyes frakciokat. Ezek a médiumok, mint példaul a Percoll és a Ficoll,
kivaléoan alkalmasak gradiensképzésre, segitségiikkel Iényegesen kisebb térfogatu
gradiensrétegek is létrehozhatok ¢és stabilan fenntarthatok. Ozmotikusan inaktivak és
messzemenden vizoldékonyak, ami lehetévé teszi a kivant, a sejtalkotokat nem karositd
ozmotikus viszonyl gradiensoldatok létrehozasat. Hasznalatukkal tiszta sejt- és szubcellularis
frakciok nyerhetdek aranylag egyszerlien és gyorsan.

A szachar6z kivaltasara els6ként a Ficoll elnevezésii, magas molaris tomegii, nem toxikus,
toltéssel nem rendelkez6 hidrofil poliszacharid keriilt bevezetésre (Abdel-Latif, 1966;
Cotman-Matthews, 1971). A szachardz és epiklorohidrin ko-polimerizacidjaval eldallitott
szintetikus polimer a minéségét hossza ideig megorzi, kozonséges laborkoriilmények kozott
sokaig tarolhatd, a gradiensfrakcionalasi eljarasokhoz pedig a beldle készitett 2-7 nm
atméroju részecskek formajaban keriil forgalomba.

A Ficollt leggyakrabban a vér alakos elemeinek, foként fehérvérsejtek (Noble-Cutts, 1967;
Almeida et al., 2000) és mas immunsejtek (Williams et al., 2012) elkiilonitésére hasznaljak. A
modszerrel sériilésmentes és kivalo mindségili limfocitak nyerhetok (Bennett-Breit, 1994).

A szachar6zzal szembeni elényds tulajdonsagai mellett (Id. fent) a Ficoll tartalmu
gradiensoldatok elkészitése és egymasra rétegzése a szaCharozbdl eldallitottakhoz képest
hosszabb 1d6t vesz igénybe, a centrifugaldsi id6 (bar kedvezden alacsony gyorsulason
torténik) pedig Iényegesen megnyulik a polimer nagy viszkozitasa miatt. Irodalmi adatok és
szobeli kozlés alapjan egyes laboratoriumok hasznalnak Ficollt az altalunk is tervezett mrr-re
szant mitokondriumfrakciok elballitasara (Rossignol et al., 2000; Starkov-Wallace, 2002), az
igy kapott frakciomintadk azonban mas tanulmanyok szerint nem alkalmasak egyes

szinaptoszomalis funkciok mérésére (Whittaker, 1993).
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Gradiensfrakcionalas Percollal

A Percoll egy olyan specialis szilikonkolloid, amely szintén lehet6évé teszi a frakcionalas
folyaman az egyes sejtalkotok siirliség alapjan torténd szeparalasat. Alkalmazéasanak alapja,
hogy a frakciondld médium strliségtartomanya feloleli a minta minden alkotdrészének
stiriségét, igy az Osszes partikula a centrifugalas soran addig siillyed e kdzegben, amig a sajat
stirisége meg nem egyezik az azt koriilvevd kozeg strtiségével, azaz amig el nem ¢éri az
izopiknikus pontjat. Ez a tipust frakcionalas mérett6l fliggetleniil, kizarolag strliség alapjan
kiiloniti el az egyes részecskéket. Mivel munkank soran a Percoll talaltuk a szamunkra
legmegfelelébb szeparalasi médiumnak, a kovetkezokben a tobbinél részletesebben
elemezziik tulajdonsagait.

A Percoll fizikai tulajdonsagait az 1. tablazat tartalmazza (Laurent et al., 1980/a,b,c).

) szilicium kolloid nem dializalhat6
Osszetétel polivinil-pirrolidinbe (PVP) csomagolva
Strliség 1,130 +/- 0,005 g/mi

Vezetbképesség 1,0 mS/cm

Ozmolalitas <25 mosmol/kg H,O

Viszkozitas 10 +/- 5 cP 20 °C-on

pH 9.0 +/- 20 °C-on

Refrakcios index 1,3540 +/- 0,005 20 °C-on
Részecskék atmérdje 15-30 nm

PVP-tartalom 1-2%

1. tablazat. A Percoll fizikai tulajdonsagai

A Percoll viszkozitasat iondsszetételének 4allandosdga biztositja, és alacsonyabb a
M-os szachar6z oldatban. Ennek hatisara a gradiensek kialakuldsa centrifugalassal sokkal
gyorsabban végbemegy 0,15 M-0s NaCl-oldat esetében, mint a 0,25 M-os szachardz oldatban.

A Percollt 23% (w/w)-os, vizzel alkotott kolloid oldatban alkalmazzak, amelynek stirisége
1,130 +/- 0,005 g/ml. Segitségével 1,0-1,3 g/ml stirtiségli gradiensek nyerhetdk ki, és minden
60 S értek feletti szedimentacios koefficienssel rendelkezé részecske a Percoll gradiens
szerint savokba rendez6dik (Laurent et al., 1980/a,b,c).

A Percoll pH-ja koriilbeliil 9, amely allithato pH5,5-t61 pH10-ig anélkiil, hogy barmilyen
valtozas allna be fizikai tulajdonsagaiban. Ha a pH azonban 5,5 ald csokken, gél képzddés
léphet fel, amelyet ezen kiviil eredményezhet divalens kationok jelenléte is. Az utdbbi

folyamatot a hdmérséklet emelkedése fokozza (Laurent et al., 1980/a,b,c).
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A Percollra nagyon alacsony ozmolalitas jellemz6 (<25 mosmol/kg H,0), ezért képes
magaval striiség-gradienst képezni jelentds ozmolalitas-gradiens létrehozasa nélkiil. Ez a
tulajdonsag lehetévé teszi, hogy izoozmotikus siriség-gradiensekkel dolgozhassunk
fiziologias korilmények kozott. Ez nagyon fontos, ha a preparacio soran €16 és €p sejtek vagy
sejtalkotok kinyerése a cél (Laurent et al., 1980/a,b,c).

A szilicium maggal rendelkezd Percoll részecskék igen nagy striiségliek (2,2 g/ml) és egy
atlagos hidratalt részecske 29-30 nm méretii 0,15 M-os natrium-klorid, és 35 nm 0,15 M-0s
szachar6z oldatban. fgy amikor a Percoll oldatot 10 000 x g felett, ferde fejii rotorban
centrifugaljuk, a részecskék siillyedni kezdenek, ez azok egyenldtlen eloszlasat eredményezi
és létrejon a stiriség-gradiens. Mivel a Percoll egy polidiszperz kolloid, alkotorészei
kiilonb6z6 mértékben siillyednek, ezzel 1étrehozva egy nagyon finom gradienst. E gradiens
elektronmikroszkdpos vizsgalatai kimutattak, hogy a csé aljan helyezkednek el a nagyobb
méretll részecskék. A gradiensek izometrikusan alakulnak ki (fent helyezddnek a kevésbé
stird, alul a stiribb rétegek) €s ez idével meredekebbé valik. A Percoll magas g-erén torténd
¢s az eldirtndl hosszabb ideig tartd centrifugaldsa azt eredményezi, hogy a kolloidbdl tiledék
alakul ki. Fontos megjegyezni, hogy amennyiben kilengd-tipusii rotort hasznilunk a
centrifugaldshoz, a kolloid gyorsan lesiillyed és tiledéket alkot, és nem hozza Iétre a megfeleld
gradienst, ezért fontos a fix rotort centrifuga alkalmazasa (Laurent et al., 1980/a,b,c).

A kolloid nem oszlik szét iddvel, igy nagyon stabil gradienseket biztosit, ezaltal mind a
folyamatos és a 1épcsdzetes gradiensek hetekkel a kisérlet el6tt elkészithetok (Laurent et al.,
1980/a,b,c).

A Percoll hasznalata szamos elénnyel jar a régebbi, hagyomanyos frakcionalasi
modszerekkel szemben. Az alacsony ozmolalitas és az izotdnia biztositdsa hozzdjarul
mérésiink sikerességéhez. Tovabba, ez az eljards igen gyors, igy csokkenti a karos kémiai
valtozasok eléfordulasanak mértékét. Ezen kiviil nincs sziikség ultracentrifugara és az dsszes
szennyez0 tényezd eltavolitasra keriil mintankbol.

A percollos frakcionalas valt a legalkalmasabb modszerré a mitokondrialis méréseinkhez

szlikséges tisztasag mitokondrialis frakciok kinyerésére (Kristian, 2006; Singh et al., 2006).
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Mitokondrialis 1égzésmérés

Ahogy arrdl a bevezetd részben roviden szot ejtettiink, kutatasaink célpontjaban az
endokrin hipotalamusz reproduktiv folyamatokat szabalyozé miikodése all. E neuroendokrin
szabalyoz6 miikodések a mediobasalis hipotalamusz idegsejtcsoportjainak, illetve un.
neuronkoreinek Osszehangolt mitkodését feltételezik (Naftolin et al., 2007). E komplex idegi
mechanizmusok hatterében a szoban forgd neuronok aktivitdsdnak szinkronizalt fokozodasa
all, amely az idegsejtek nyulvanyainak és a perikarion vazat alkotd6 mikrotubulus-aktin
szerkezet atépiilésében, neurotranszmitterek termelésében, valamint az idegsejtek altalanos
miikodéséhez sziikséges fehérjék szintézisben nyilvanul meg. Ezen folyamatok mind igen
energiaigényesek, azaz tetemes mennyiségli ATP bontdsaval jarnak. A sejtek energiaellatasat
elsddlegesen a mitokondriumok biztositjak, az ATP ujratermelésének kulcsfolyamatai — igy
a citromsavciklus és a terminalis oxidaci6 — a mitokondrialis matrixban, illetve a belsd
membranrendszerbe épiilt elektrontranszport és ATP-szintetizald fehérjekomplexeken
keresztiil valosul meg. Altalanosan elmondhaté tehat, hogy a neuronok fokozott mitkodését a
mitokondrialis ATP-termelés megndvekedése aranyosan koveti. Az ATP termelésének zard
1épéseként az ATP-szintazon keresztiill a mitokondrium matrixdba jutdé protonok (hidrogén
ionok) oxigénnel vizzé egyesiilnek. Az igy mutatkozd oxigénfogyas jol reprezentalja a
vizsgalt mitokondriumok ¢és az azokat magaba foglal6 idegsejtek aktivitasat is (Zsarnovszky
et al., 2009).

Laborunkban a mitokondrialis oxigénfogyasztast platinaelektroddal ellatott Clark-tipust
oxigénelektroddal (Hansatech Instruments, Norfolk, UK) vizsgaljuk. A késziilék mérékamraja
egy olyan kapillarison keresztiil kozlekedik a kiilvilaggal, amely lehetdséget nyujt a biokémiai
vizsgélatokban kozismert 1€gzésmodositok altal a 1égzési ratara kivaltott valtozdsok nyomon
kovetésére is (Kiss et al., 2009).

Hangsulyoznunk kell, hogy jelen munkank sordn egy olyan eljaras kidolgozasa volt a cél,
mely az altalunk kovetett, de mas kutatocsoportok részérél még ki nem dolgozott, kifinomult
vizsgalati rendszerben az mrr-re legalkalmasabb mindségli mitokondrialis frakcié id6- és

koltséghatékony elballitasat teszi lehetové.
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Problémafelvetés

A kutatoécsoportnak a megfeleld modszer kifejlesztése soran szamos nehézséggel kellett
szembenéznie. A minta kis mérete €s szennyezettsége, a centrifuga és a centrifugacso
kivalasztasa, a rétegezés kivitelezése €s nyomon kovetése, a frakciok begylijtése, és a kimosas
véghezvitele ugy, hogy koézben a mitokondriumok megoérizzék ¢Eletképességiiket — ezen

tényezok lekiizdése és 1épések megoldasa jelentették a legfobb problémakat a kutatas soran.

Mintaméret

Az eldkisérleteink soran kiindulasi alapként szolgal6 protokollt (Rosenthal et al., 1987b)
eredetileg egereken vald mitokondridlis 1égzémérésre hasznaltdk, ahol egy mérés alatt
egyszerre tobb (5-10) egyed megfelelé agyteriiletét egyiitt vizsgaltak. Laborunk a korabbi,
ovarialis ciklust vizsgalo kisérleteit patkanyokon végezte, igy a kutatas folytatélagossaga és
az eredmények Osszehasonlithatésaga megkovetelte, hogy tovabbra is e fajon folytassuk a
vizsgalatokat.

A neuroendokrin vizsgalatoknal figyelembe kell venni, hogy a patkdny az egérrel szemben
renyhébb agyi anyagcserével rendelkezik, ami megkdveteli az érzékenyebb, a vizsgalni kivant
paraméterek valtozast elmaszkirozni tudé mind é€lettani, mind metodikai tényezok kiszlrését.
Vizsgélati rendszeriinket ezen tilmenden a hipotalamikus aktivitas egyedi valtozasainak
nyomon kovetésére kivantuk kidolgozni, ami a szovetmintdk méretének jelentds csokkenését
vonta maga utan. A mérési egység egy allat hipotalamusza kellett, hogy legyen. Sziikségtelen
hangstlyozni, hogy a mintaméret milyen nagy mértékben megszabja a vizsgald modszerek
kivitelezését, és hogy a minta méretének csokkentése lényegesen érzékenyebb mérési
modszert tesz sziikségessé, hiszen a kis mennyiségli mintdval valé munkét aranytalanul
megnehezitik a mintavételi eljaras pontatlansagabol eredd esetleges ,,szennyezddések” és a
minta feldolgozasa soran fellépd veszteségek. Az altalunk bevezetett protokollban e
tekintetben felmeriild nehézségek megoldasara a szakirodalomban mindezidaig nem talaltunk

példat.

Szoveti osszetétel

A hipotalamusz miutéti izoldlhatosdga mas, gyakran kutatott koézponti idegrendszeri
teriiletekkel (agykéreg, hippokampusz) ellentétben — 1évén hatarai nehezebben
korvonalazhatéak — sokkal nagyobb koriiltekintést igényel. Kiemelése soran alig elkeriilhetd,

hogy mintank a kérnyez6 fehérallomany, a lagy agyburok, valamint az agyalapi mirigyhez
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szorosan kapcsolodd gazdag ¢érhalozat alloméanyaval ne ,,szennyezddjon”. Ezek a
szovetelemek elsdsorban foszfolipid sszetételiik miatt — mint ahogy erre eldkisérleteink is
ravilagitottak — jelentdsen befolyasoljak a mitokondridlis 1égzési lancban lezajlé biokémiai
folyamatokat, elfedve a mitokondriumok valds élettani allapotat. Vizsgaldomodszeriink
kidolgozasa soran szamba kellett venniink azokat a modszertani lehetdségeket (a szovetminta
kiemelésénél is, de elsGsorban a frakcionalas soran), melyek felhasznalasaval a leginkabb

csokkenthetd a mitokondridlis mintdnk nem kivant lipidstruktirakkal valé szennyezddése.

Homogenizalas

A Kis méreti mintak feldolgozasanak els6 1épését jelentd homogenizalasra nagy figyelmet
kellett forditanunk a sejtek mind alaposabb feltarasa és a homogenizalast kovetd
visszanyerése érdekében. A homogenizalas folyaman fontos volt a mintak kelléen alacsony
(4°C) hémérsékleten tartasa, hogy igy megelézziik az autolitikus folyamatok beindulasat, és a
lehet6 legalacsonyabb szintre csokkentsiik a 1égzési lanc integritasat befolyasold enzimatikus

és transzportfolyamatokat.

Percollgradiens létrehozasa

A rétegzés kivitelezése sordn tobb kérdés is felmertilt. Irodalmi adatokra és kisérletes
eredményekre taimaszkodva meg kellett allapitani az egyes sejtalkotok siirtiségét, hogy a
gradiensrétegek slirliségét ennek megfeleléen bedllitva az altalunk vizsgalni kivant
mitokondrialis frakciok megfeleléen elkiiloniiljenek (Dunkley et al., 1988; 2008). Figyelni
kellett tovabba arra is, hogy a Percoll rétegek kozotti siiriiségkiilonbség elegend6é-e ahhoz,
hogy centrifugalas utan azok egyben maradjanak. A Percoll-térzsoldat higitasaval el6allo
oldatok siirliségének pontos meghatarozasdra kordbban un. markerrészecskék (Density
Marker Beads, Sephadex™) voltak kereskedelmi forgalomban kaphatok. Ezek terjesztését
azonban a kozelmultban jelentésen korlatoztak, sajnos ma mar gyakorlatilag nem
beszerezhetdk, ezért mas modszerrel kellett meggydzddniink a  gradiensiink
hasznalhatosagarol.

A mintank méretébdl kovetkezéen a Percollt a mas kutatocsoportok altal rutinszeriien
hasznalt 15-20 ml-es centrifugacsovek (Corning) helyett mikrocentrifuga-csévekbe
(Eppendorf) kellett, hogy rétegezziik, igy az egyes frakciok 2-3 ml helyett legfeljebb 0,5 ml-
esek lehettek. Ennek kapcsan felmeriilt a kérdés, hogy a Percoll alkalmas-e gradiensképzésre
ilyen kis mennyiségben, azaz, hogy nem nagyobb mérvii-e a keveredés, mint maga a réteg

sajat térfogata, valamint hogy kivitelezhet6-e ilyen preciz rétegzés pipettaval vagy pipettorral.
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A rétegzéssel kapcsolatban tovabba kérdéses volt a rétegek felhordasanak sorrendje: a stirtibb
rétegekre keriiljenek a mind higabbak, avagy a higabbak ala juttassuk be utoélag a stiribbeket.
A Percoll-gradiens sikeres létrehozasahoz és visszanyeréséhez értelemszerien nagy
hangsulyt kap a centrifugalashoz hasznalt centrifugacsé formai kialakitdsa. Az altalanosan
elterjedt mikrocentrifuga-csovek vége egyenletesen kicsucsosodd és lekerekitett. Ez
mindenképpen elényds az oldatok vegyitése, illetve a (pipettaval torténd és ultrahangos)
homogenizalas soran. A gradiens 1étrehozasa szempontjabol — 1évén a cs6 végében a térfogat
a cs6 hosszaval messze nem egyenletesen valtozik, illetve a csd fala e helyen valtozo
vastagsagi — nyilvanvaléan hatranyt jelent. Olyan mikrocentrifuga-csére volt tehat
szlikségiink, melynek fala egyenes lefutast és ardnyosan rovid kupos kialakitassal cstcsban
kihegyesedd. Elképzelésiink az volt, hogy ez a kialakitas majd lehetové teszi egyrészt az
egyes gradienseknek a térfogatukkal aranyos feliileti érintkezését, a jol nyomon kovethetd
hatarfeliiletek 1étrehozasat, masrészt a kupos csucsbol sokkal konnyebben visszanyerhet6k a

vart kis mennyiség frakciok.

A gradiensrétegek vislekedése a centrifugalas soran

A gradiens létrehozésan til a frakcidk kinyerésének kulcsfontossagu zaloga a gradiensréteg
centrifugalds soran vald viselkedése, azok egymashoz valé esetleges elmozdulasa, vegyiilése.
Mindebben a centrifugacs6 kialakitasan kiviil tekintettel kellett lenni a centrifuga miikodésére

(gyorsitasi és lassitasi paraméterek valtoztatasa, rotor kiképzése).

A centrifugalas paraméterei a gradiensfrakcionalas soran

A Percoll-gradiens izometrikusan oszlik el, amennyiben megfelel ideig és er6sséggel (g-
értekkel) végezziik a centrifugalast. Ha azonban tl hosszu ideig magas centrifugélis erd hat
ra, a kolloid kondenzalodik, és kemény iiledéket formalva lesiillyed a centrifugacsd aljara,
lehetetlenné téve ezzel a frakciok elvalasat eredményezd slirliséggradiensek fennmaradasat.
Fontos megjegyezni, hogy abban az esetben, ha lengd rotoru centrifugdban 10 000 x g folott
centrifugaljuk a Percollt, a kolloid szintén gyorsan lesiillyed, és nem alakitja ki a megfeleld

gradienst. (Laurent et al., 1980/a,b,c)

A gradiensfrakcionalas soran létrejott frakciok lathatosaga

A frakciok begytijtésével kapcsolatban az a kétely meriilt fel, hogy ha ugyan a sejtalkotok
a centrifugalast kovetden a megfeleld réteghatarra érkeznek, lathatdoak ¢és ezzel

visszanyerhetdek lesznek-e alfrakciok formajaban kis mennyiségiik ellenére.
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A gradiensfrakcionalas soran létrejott frakciok elkiilonitett kinyerése

Irodalmi adatokra nem tudvan tamaszkodni, probakisérleteink soran ki kellett dolgozni az
egyes alfrakciok kinyerésének legeredményesebb modjat. A frakciok kiemelése soran
elengedhetetlen fontossagl, hogy azok ne keveredjenek fel, és ne keveredjenek Ossze a
szomszédos rétegek frakcidival. Ennek kivitelezésére szintén két modszert probaltunk ki: (1)
igyekeztlink eltavolitani a szamunkra (sejttormeléket tartalmazd) felesleges részt a
mitokondriumokat és szinaptoszomakat tartalmazo rétegek tetejérdl, vagy (2) a célfrakciot

kiszivni a folosleges feliiluszo aldl.

A Percoll eltavolitasa a mintakbol

Bér a Percoll az eddigi ismereteink alapjan valamennyi forgalomban 1évé gradiensképzd
szeparalokozeg koziil a legkevésbé befolydsolja az ¢él6 rendszereket, a mintdkbol valo
eltavolitasanak fontossagahoz mégsem férhet kétség. A Percoll-kolloidok nagy fajlagos
feliiletiik, térkitoltd tulajdonsagaik révén megakadalyozhatjak a mrr-mérés vizsgalatat azaltal,
hogy gatoljak a 1égzésmodositok mitokondriumba torténd bediffundalasat és feltételezhetéen
a Clark-tipusu elektrod pontos miikodését (Garceia et al., 2010), ezért a Percollnak mintaktol
vald elkiilonitését a legkedvezobb mérési feltételek biztositdsa érdekében alapvetdnek

tartottuk.

Az alfrakciok mindségének ellendrzése

Vizsgalati rendszeriinknek megfeleléen a mintafeldolgozas teljes folyamatat olyan
formaban kellett elvégezni, hogy az annak révén kapott mitokondridlis frakciok a lehetd
leginkabb megdrizzék életképességiiket, illetéleg a minta kiemelését megel6z6 élettani
allapotukat. Ennek ellendrzésére elektronmikroszkopos felvételeket készitettiink a
gradiensfrakcionaléassal tisztitott frakcioinkbol, valamint probaméréseket végeztiink az
oxigénelektrod paramétereinek bedllitdsa mellett. Mindkét esetben elmaradhatatlan volt a
kapott eredmények mas agyteriiletekr6l szarmazo felvételekkel vald Osszevetése. A
frakciomintak elektronmikroszkopra torténd feldolgozasaval kapcsolatban egy tovabbi
nehézség is felmerilt: az altalunk rutinszeriien in vivo szdvetekbOl végzett procedurat a

frakcionalassal kapott és allagdban merdben eltérd tulajdonsagi mintdkhoz kellett igazitani.
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Célkituzeés

Munkak soran olyan modszert kivantunk kidolgozni, melynek segitségével megfeleld
tisztasagu, mrr-mérésre alkalmas mitokondridlis frakcié nyerhetd kisméretli agyszovet-
mintakbol. Tovabbi munkéankhoz sziikséges volt, hogy egy olyan protokoll alljon a
rendelkezésiinkre, melynek birtokaban megbizhatéan vizsgalhat6 a patkény, mint modellallat

egyedenkénti hipotalamikus aktivitdsa a kutatasi terveinknek megfelelden.

Az mrr-mérések mind hatékonyabb, az €16 allapotnak leginkabb hii kivitelezése érdekében
a szakirodalomban ismertetett eljarasok szovetfeldolgozas szempontjabdl torténd finomitasa
¢s az eljarashoz sziikséges 1d0 lehetd legrovidebbre vald csokkentése alapkovetelménylink

volt.

Tovabba célul tiiztiik ki, hogy az egyedi hipotalamuszokbdl kinyert, idegvégzodésekhez

kotott €s a sejttestbeli mitokondriumok 1égzési tevékenysége szeparaltan vizsgalhato legyen.
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Anyagok és modszerek

Kisérleti allatok

A kisérleteinkben Wistar fajtaja, szabalyos ivari ciklust mutatd ndstény patkanyokat
hasznaltunk. A standard laboratoriumi koriilmények kozott tartott allatok ad libitum taplalék-
¢és ivovizellatasban részesiiltek 12 o6ra megvilagitast kovetd 12 o6rds sotét ciklusokban. Az
allatok tartasat és az azokon végzett kisérleteket tekintve a 22.1/3/003/2010 iktatoszamu

allatkisérleti keretengedélynek megfelelden jartunk el.

Elokésziiletek, az agy eltavolitasa, a minta Kinyereése

Kozvetleniil a kisérletet megeldzoen feljegyeztiikk az egyes egyedek sulyat, majd az agy
kinyeréséhez gyors, guillotinnal torténd dekapitaciot alkalmaztunk. A guillotin elénye, hogy
gyors, tovabbi méréseink eredményeit nem befolyasolja, emellett a lehetd legkisebb fajdalom
¢s stresszhatas éri az 4llatot. A dekapitaciot kovetden vérszérumot gyljtottiink a tovabbi
hormonalis vizsgalatok szamara, amely a hiivelycitologian alapuld ciklusdiagnosztikat
egésziti ki. Erre azért volt sziikség, mert a végleges protokollt a nemi ciklus hipotalamikus
vizsgalatara dolgoztuk ki. Valosziniinek tartottuk ugyanis, hogy a nemi ciklus befolyasolja a
mitokondrialis ratakat, igy az 0j protokollal nyert minta 6sszehasonlithatdo marad az irodalmi
adatokkal, tovabba igy mar a protokoll kialakitasa soran el6zetes adatokkal rendelkeztiink a
tovabbi vizsgalataink el6tt (Naftolin et al., 2007).

A gyors dekapitalast kovetden eltavolitottuk a bort és az izomzatot a koponya occipitélis €s
parietalis teriileteirdl. Az agy eltdvolitisdhoz meg kellett nyitni a koponyat, melyhez a
kovetkezd 1épéseket alkalmaztuk: jobb és bal oldalon egy-egy horizontalis metszést ejtettiink
a foramen magnumbol a kiils6 halldjarat irdnyaba, majd leemeltiik a koponya alapi részét a
bemetszéstdl ventralisan. Ezt kovetden mindkét oldalon bevagtunk a sutura lambdoidea
mentén a fililektél kiindulva a koponya tetejéig. Ezutan a saggitalis varrat mentén haladva
atvagtuk a falcsont megmaradt részét és a homlokcsontot, és ezek kiforditasaval megnyitottuk
a koponyat. Az agyat a cranialis végénél spatuldval megemelve feltlintek a latoidegek, ezeket
atvagva épségben, sériilésmentesen kiemelhettiik az egész szervet a koponyabol. Ez a
modszer lehetévé teszi, hogy az altalunk vizsgalni kivant hipotalamusz ne kérosodjon.

Ezt kovetden jégen 1évé Petri-csészére helyeztiik az egész agyat, és megtisztitottuk a
hipotalamuszt a basalis részén talalhaté vért6l, vérerektél és agyburok részektdl. A
hipotalamusz izolalasahoz t6bb metszésre volt sziikség. Két vertikalis metszés (elsé a chiasma

opticum caudalis része mogott, a masodik a corpus mamillarén keresztiil) segitségével el6szor
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egy koronalis agyszeletet készitettiink, amit a rostralis részével lefelé a Petri-csészére
fektettiink. Ekkor eltavolitottuk az agykérget, a nucleus piriformist, valamint a talamuszt (az
agykamra fels§ szélénél a fornix felett metszve). Fontos volt, hogy az Osszes lathatd
fehérallomanyt eltavolitsuk a hipotalamuszrdl, jelenléte ugyanis befolyasolja a mitokondriélis
mérést (1. abra). Az igy megtisztitott mintat azonnal a jéghideg izolacios pufferrel (750 pl)

toltott jelolt Eppendorf-csovekbe helyeztiik.

PO —  —
Lateral 0.40 mm /

chiasma optic

1. abra. A hipotalamusz kiemelése soran alkalmazott metszési sikok

A folyamatot viszonylag gyorsan, am precizen kellett végezni, és az autolitikus folyamatok
beindulasa elétt 4 °C-os pufferbe helyeztiik a hipotalamusz részeket, ami gatolja a tovabbi
enzimatikus aktivitast. Az autolizis csOkkentése érdekében az agy kivételét kovetden
folyamatosan jégen, illetve el6re behiitott eszkozokkel dolgoztunk, egészen az mrr-mérésig,

amikor kozvetleniil a mérés el6tt 37 °C-os pufferben szuszpendaltuk a mintankat.
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Homogenizalas

A homogenizalast Potter-Elvehjem bordazatlan fejii motorizalt kézi homogenizatorral
végeztik, amely 600-800 fordulatot tesz percenként. A homogenizalo iivegcsovet 10
alkalommal hatdrozottan fel-le mozgatva homogenizaltuk a mintankat. Az elsé mozdulatot 5
masodpercen at, a tobbit 3-4 masodpercig kellett kivitelezni. Ezalatt egy jeges vizzel feltoltott
f6z6poharba allitottuk a mintat tartalmazd homogenizal6 csovet, hogy azt mindvégig hidegen
tartsuk. A homogenizalast kovetden arra kellett torekedniink, hogy a lehet6 legtobb, az immar
homogenizalt mintat tartalmazé puffert és habot gyljtsiikk 6ssze a homogenizald csobdl és
juttassuk vissza az Eppendorf-csdbe, és a mintat jégen tartsuk a centrifugalasi 1épések
elkezdéséig. A homogenizalashoz hasznalt eszkozoket két minta kozott izolacios pufferrel

tisztitottuk meg (Dunkley et al., 2008).

A Percoll-torzsoldat elkészitése

A durva mitokondrialis frakcio tisztitasahoz Percoll (GE, Healthcare) alapu
stiriséggradienst alkalmaztunk. A gradienst alkotd Percoll-rétegek 1étrehozasdhoz eldszor
torzsoldatot kellett késziteni a kereskedelemben kaphatd szeparalomédiumbol. A Percollt a
szubcellularis struktarak elvalasztasahoz alkalmazott 2,5 M-os szachar6z oldattal higitottuk
9:1 ardnyban. Az igy kapott izotonids torzsoldatot ezt kovetden Millipore AP15 sziird
segitségével leszilrtiik, igy eltavolitottuk beldle a szabalytalan alakti vagy Osszetapadt
részecskéket. A Percoll-torzsoldat fagyaszthato, igy hosszabb ideig, dozirozva is tarolhato. A
torzsoldatbol a gradiensfrakciondldshoz sziikséges higitasok elkészitésére kozvetleniil a

szovetmintak feldolgozasa el6tt keriilt sor. (Dunkley et al., 2008)

A mitokondriumok izolalasa, frakcionalas

A frakcionalas soran a korabbiakban targyalt gradienscenrifugalast alkalmaztuk. Ez azt
jelenti, hogy legaldbb egy centrifugalasi 1€pésnél egy stirliséggradienst allitunk eld, amivel az
egyes sejtalkotokat pontosabban el tudjuk kiiloniteni. A frakcionaléast elohiitott centrifugaban,
végig 4 °C-on végeztik. Els6é 1épésként a gradiens alkalmazéasa eldtt, egyszerli, a
diffrencialcentrifugalas elvein alapuld modszerrel egy ugynevezett durva mitokondrialis
frakciot allitunk el6. A durva mitokondrialis frakcio elérése érdekében elGszor 4 percen at
1300 x g (3700 rpm) er6vel centrifugaltunk minden mintat, ezutan a feliiluszot athelyeztiik
egy lUres cs6be, mig az iiledéket Ujraszuszpendaltuk 750 pl EGTA-tartalmu izolacids
pufferrel, majd megismételtiik az elsd centrifugalési 1épést. Az igy kapott tiledéket eldobtuk,

igy megtisztitottuk mintankat a nagyméretli tormelékektdl, mig a feliiluszot az el6z6 1épésben
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nyert feliiluszoval egyesitve 13 000 x g (11 800 rpm) erdvel 11 percig centrifugaltuk. Ezutan
hatarozott mozdulatokkal eltavolitottuk a feliiliszot, és a durva mitokondrium frakciot
tartalmaz¢ tiledéket 500 pl izolacids pufferrel Gjraszuszpendaltuk.

Kovetkezd 1épésként a Percoll alkalmazasaval tovabb tisztitottuk a mintdnkat. Annak
érdekében, hogy a rétegek megfeleléen elkiiloniiljenek, illetve konnyen elvalaszthatok
legyenek, a szokasos Eppendorf csovek helyett egy modositott csovet kellett alkalmazni,
amely egy 2 ml-es kiipos Eppendorf-csé volt. Ezt a csdvet 500 ul 15%-0s Percoll oldattal
toltottiik meg, és erre tettilk a mintankat (0%-0s Percoll oldat). A mintat nagyon &vatosan
kellett a Percoll tartalmu rétegre helyezni, hogy a két réteg keveredését elkeriiljikk. Ezutan a
mintat 22 000 x g (15 400 rpm) erével 7 perc 40 masodpercig centrifugaltuk. A centrifugalas
soran a gyorsitast l-es fokozatra allitottuk, mig a rotorféket teljesen kikapcsoltuk (a
ténylegesen 22 000 x g-vel torténd centrifugalas ideje 5 perc volt). igy elkeriilhettiik az egyes
rétegek centrifugdn beliili keveredését. Végeredményképpen a centrifugacsében héarom
frakcioréteg jelent meg: a fels6 a mielint, a kdzéps6 a szinaptoszomakat, az als6 pedig a
szabad mitokondriumokat tartalmazta. Ezek koziil az also kett6t szivtuk fel nagyon 6vatosan
egy kozepes méretii (200 pl-es) pipettaval és egy Gj Eppendorf-csdben Gjraoldottuk EGTA-
tartalmu izolacios pufferrel.

Utolso 1épésként a reszuszpendalt mintat két 1épésben megtisztitottuk a Percoll oldattol.
Elészor 22000 x g (15400 rpm) erével, teljes gyorsulassal és lassulassal 11 percig
centrifugaltuk, majd a feliilisz6 ledntése utan az iiledéket 1 ml EGTA-mentes (az EGTA
befolyasolhatja a mitokondrialis mérést) izolacids pufferrel Gjraszuszpendaltuk. Egy ijabb 11
perces, 13000 x g (11 800 rpm) er6vel torténd centrifugalast kovetden az tiledékben talalhato

immar tisztitott mitokondrium mintat a mérés megkezdéséig a feliiliszoval egyiitt taroltuk.

Mitokondrialis 1égzésmérés

A mitokondrialis respiracios rata megallapitasahoz Hansatech Oxterm gépet (Hansatech
Instruments, Norfolk, UK) hasznaltunk. Ez a miiszer egy Clark-tipusu oxigénelektrdd
segitségével képes mérni a kamraban taldlhaté aktualis oxigénkoncentraciot, és igy egy
gorbével abrazolhatdé a mitokondriumok altal felhasznélt oxigénmennyiség (mitokondrialis
oxigénfogyasztas) (Li - Graham, 2012).

Az eszkdz Osszeszerelését kovetden a kalibraciot oxigénnel telitett desztillalt vizzel és
natrium-ditionittal (Na,S;04) végeztiik, az eldbbi oxingénre valo telitettségét 100%-nak, az
utobbiét 0%-nak tekintettiik, a ditionit ugyanis megkéti, és vizzé redukalja az oldatban 1évé

oxigént. A kamrat kimosasa utan feltdltottiik 450 pl 37 °C-0s respiracios pufferrel. Ezutan
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elinditottuk a regisztralast, és megvartuk, amig a puffer stabil koézeggé alakul, vagyis az
oxigénfogyasztast jelz6 gorbe vizszintessé valik. A kovetkezd 1épésben ledntottiik mintankrol
a feliiluszot, majd a mitokondriumokat tartalmazé iiledéket 50 ul respiracidés pufferben
ujraszuszpendalva a kamrai oxigénkoncentracio allanddosulasa utan, buborékképzés nélkiil a
kamraba helyeztiik. Miutdn a mitokondriumok akklimatizalédtak 1j kornyezetiikhoz,
elkezdhettiik az egyes 1égzésmddositdé vegyiiletek beadasat Hamilton-pipettak segitségével,
amelynek idejét a mérési gorbén jeldltiik. Hatasukat egy percig vizsgaltuk. Az egyes mintak
vizsgalatanak végeztével a mérokamrat alkohollal és desztillalt vizzel alaposan kitisztitottuk,
és a vakuum segitségével eltavolitottuk belble az 6sszes folyadékot. Az alkalmazasi sorrend a
kovetkezoképpen alakult:

1. Piruvat és malat (5 pul + 2,5 ul)

2. Frissen elkészitett ADP (2,5 pl)

3. Oligomycin (1 ul)

4. FCCP (2,5 ul)

A piruvat, amely a piruvat-dehidrogenaz komplex hatasara acetil-koenzimA-va alakul,
valamint a malat a citromsav ciklusban oxidalodva az ATP-szintézist fokozzdk, amely
megndvekedett oxigénfogyasztassal jar (Mandl et al., 2002).

Az oxidativ foszforilacid elektron-, oxigén-, és anorganikus foszfat ellatason kiviil ADP-t
(adenozin-difoszfat) is igényel, amelynek mennyisége attol fligg, hogy a sejtek mennyi ATP-t
hasznalnak fel. Amennyiben az ATP/ADP ardny az ADP javara tolddik el, ez jelzésként
szolgél az oxidativ foszforilacid fokozasara, ezaltal nd a mitokondriumok oxigénfogyasztisa
(Mandl et al., 2002).

Az oligomycin a mitokondrium belsé membranjaban elhelyezkedd ATP-szintaz mikodését
befolyasolja. Ez az enzim két alegységbdl épiil fel: az F1-bdl, amely az ADP foszforilacidjaért
felelds, és az Fo-bol, amely egy négy peptidlancbol allo protoncsatornat képez. Ez az egység
oligomycinnel gatolhatod, igy a protongradiens kiegyenlitddése és ezzel egyiitt az ATP-
szintézis is (Mandl et al., 2002).

Az FCCP (karbonil-cianid-4-metoxi-fenilhidrazon, C,,HsF;N,O) egy protonofor vegyiilet,
amely azaltal sziinteti meg az ATP-szintézist, hogy a mitokondriumok belsé membranjat
protonokra nézve permedbilissa teszi, igy szétkapcsolja az elektrontranszportot és az oxidativ

foszforilaciot. Az FCCP hatasara a mitokondriumok oxigénfogyasztasa szabalyozatlanul

fokozodik (Mandl et al., 2002).
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Elektronmikroszkoépia

A mintank mindségét az elézéekben bemutatott élettani teszt mellett vizualisan is
ellendriztiik. Ehhez mintdkat vettink mind a differencialfrakcionalassal kapott durva
mitokondrialis frakciobol, mind pedig a kiillonb6zd centrifugalasi paraméterekkel beallitott
gradiensfrakcionaldssal nyert mitokondridlis alfrakciokbol. A frakcidmintakat a centrifugalés
utdn kozvetleniil az Eppendorf-csovekben fixaltuk, majd elektronmikroszkdpidra a
kutatocsoportunk altal korabban mar kozolt moédszerrel dolgoztuk fel az Anatomiai és

Szovettani Tanszékeken (Zsarnovszky et al., 2001).
Az mrr-mérések soran felhasznalt oldatok

I1zolacios puffer EGTA-val:

pH 7.2
100 ml 250 ml
215 mM Mannéz 3.92¢ 9.8¢
75 mM Szachar6z 256 ¢ 6.49
0.1% BSA 100 mg 250 mg
1mM EGTA 200 pl 500 ul (500mM-os torzsoldatbol)
20 mM HEPES 2mi 5 ml (1M-os torzsoldatbol, pH 7.2)
Izolacios puffer EGTA nélkiil:
pH 7.2
100 ml 250 ml
215 mM Manno6z 3.92¢ 98¢
75 mM Szachar6z 256 ¢ 6.4 9
0.1% BSA 100 mg 250 mg
20 mM HEPES 2ml 5 ml (1M-os térzsoldatbol, pH 7.2)
Respiracios puffer:
pH 7.2
100 ml 250 ml
215 mM Mannéz 3.92¢ 9.8¢
75 mM Szachar6z 256 ¢ 6.4 9
0.1% BSA 100 mg 250 mg
2 mM MgClI 200 pl 500 pl (1M-os torzsoldatbol)
2.5 mM KH2PO4 250 ul 625 ul (1M-os torzsoldatbol, pH 7.2)
20 mM HEPES 2ml 5 ml (1M-os torzsoldatbol, pH 7.2)
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Az altalunk hasznalt reagensek: (Sigma-tol beszerezve)

Mannitol M-9546 Mannéz (250 g) FW 182.2

Sucrose  S-7903 Szacharoz (1 kg) FW 342.3
BSA A-7511 Albumin, Bovine (10g, szabadzsirsav-mentes)
HEPES  H-0527 Hepes kaliums6 formajaban (100g) FW 276.4

EGTA E-3889 10g Etilénglikol-bisz- (B-aminoetiléter)- N,N,N’,N’-
tetraecetsav (25g) FW 380.4

KOH P1767-500G

MgClI2-oldat M1028 10 x 1ml

Légzésmodositok

Piruvat (Sigma P-2256)
pH 7.2

550 mg/10 ml DW + 200 ul 1M HEPES
275 mg/5 ml DW + 100 ul 1M HEPES

Malat (Sigma M-7397)
pH 7.2

670,5 mg/10 ml desztillalt viz + 200 pl 1M HEPES
335,25 mg/5 ml desztillalt viz + 100 pl 1M HEPES

ADP (Sigma A-5285)
pH 7.2

128,2 mg/10 ml desztillalt viz + 200 ul 1M HEPES
64,1 mg/5 ml desztillalt viz + 100 pul 1M HEPES

Oligomycin (Biomol CM-111, FW: 791,1)
pH 7.2

1 mg/ml metanol
FCCP (Biomol CM-120, FW: 254,2)
pH 7.2

2,542 mg/10 ml 100% etanol
1,271 mg/5 ml 100% ethanol

3M KCI-oldat kalibracidhoz
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Eredmények és megvitatasuk

Mintaméret

A fent emlitett, a mintank kis méretére vonatkozo nehézségeket egy sajatos kialakitast,
kisméretli centrifugacso segitségével tudtuk kikiiszobdlni, amely egy 2 ml Girtartalmu, egyenes
falu, kapos csuccsal rendelkez6 Eppendorf-csé (Simport, Kanada), amely lehetévé teszi
egyrészt az egyes gradienseknek a térfogatukkal aranyos feliiletli érintkezését, a joI nyomon
kovethetd hatarfeliiletek 1étrehozasat, masrészt a kupos csticsbol sokkal konnyebben

visszanyerhetok a vart kis mennyiségii frakciok.

Szoveti osszetétel

Mintank szoveti szennyezettségének csokkentése érdekében a hipotalamusz kiemelése
soran a fehérallomanyhoz tartozo elemeket (pl. chiasma opticum), valamint a pia matert és az
agyhoz futé ereket gondosan eltavolitottuk. A kiemelés soran a hipotalamusz teriiletét ért

esetleges szennyezddéseket (pl. vér) jéghideg folyd vizsugarral lemostuk.

Homogenizalas

Munkank soran a motorizalt kézi homogenizator alkalmazasa bizonyult a legalkalmasabb
modszernek, ugyanis ez jo felbontoképességgel rendelkezik, és nem sérti fel az egyes
organellumokat, szemben az ultrahangos ¢és a nagy nyomast homogenizatorokkal, amelyek
karosithatjak a mitokondriumokat. Az ultrahangos homogenizator ezen tl kis mértékben
ugyan, de megemelheti a minta homérsékletét, ami a kis mintaméretnél jelentds lehet
(Dunkley et al.; 1988, Zheng et al., 1990.). Sajat tapasztalataink alapjan a mitokondriumokat
ért akar csekély homérsékletvaltozas is (enzimaktivitas, membranpermeabilitas, illetve a
sejtszervecskék integritdsanak valtozasan keresztiil) megmasithatja a mérés eredményeit. A
legmegfelelobb homogenizalasi sebességnek az 500-800/perces fordulatszdm bizonyult. Az
ennél alacsonyabb fordulatszam elégtelen feltarast, az ennél nagyobb pedig a minta tulzott
mérvii roncsolasa és a surlodasbol fakado héhatas révén veszteséget okozott.

Az autolizis elkeriilése érdekében a minta allando hiitésérdl gondoskodtunk, amelyet egy
fézépoharba toltott jeges viz segitségével valdsitottunk meg a homogenizalas soran, ebbe
allitottuk a minta méretének megfelelden kis térfogati homogenizalo csovet.

Kis mennyiségli homogenizald puffer felhasznalasa €és a buborékmentes feldolgozas

novelte kisérletiink eredményességét.
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Percollgradiens létrehozasa

A rétegzési probakat a kupos kialakitasi mikrocentrifuga-csévekben végeztilk. A kézi
pipetta alkalmazasaval (pontossagat és egyben gyorsasagat tekintve ez bizonyult a
gradiensoldatok nem elegyedtek, hatarfeliiletiiket mindenféle szinezési eljaras nélkiil, szabad

szemmel is lathatéan 6radkon at megtartottak (2. abra).

2. abra. 0 és 15% Percoll tartalmu oldat egymasra rétegezve
A gradiensrétegek vislekedése a centrifugalas soran

A frakcionalas soran azt tapasztaltuk, hogy az igy létrehozott gradiensrétegek stabilan, jol
lathato hatarfeliiletet alkotva fennmaradnak, ha a centrifugdlési paramétereket tigy allitjuk be,
hogy a centrifugdlas kezdetén a rotor a lehetd legkisebb gyorsitassal érje el a maximalis
sebességet, a miivelet végeztével pedig a szabadon futd rotor tehetetlenségénél fogva
lassuljon le és alljon meg. A rotor a célkitlizésekben leirtak alapjan kizardlag fix kialakitasu

lehetett, ami megfelelének bizonyult.

A centrifugalas paraméterei a gradiensfrakcionalas soran

Az irodalmi adatokat alapul véve eldkisérleteink soran kiprobaltuk a nagy mintaméretnél
leggyakrabban alkalmazott gradiensleosztast (Dunkley et al., 2008). Ezeknek megfeleléen a
mitokondrialis mérésekre legnagyobb veszélyt jelentd lipidstrukturak javarészt nem tudnak
behatolni a 3%-nal stiribb Precoll-odataba, mig egy résziik eléri a 10-15%-0s Percollnak
megfeleld slriséget. Vizsgalodasunk soran bebizonyosodott, hogy a 15%-0s gradiens a
membrantormeléket képes maradéktalanul visszatartani. Ennek megfelelden a legfelsd
gradienslépcs6t a 0 (ebbe keriil a minta a differencialcentrifugalast kovetden) és a 15%-0S
Percoll-oldatok kozott hoztuk 1étre .
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A szinaptoszomak Dunkley és mtsai. (2008) tanulmanya alapjan stirtiségiiket tekintve a 15-
képesek behatolni. Az altalunk beallitott paraméterekkel (I1d. Anyagok és mddszerek) a szoban
forgd frakcio behatolt a 15%-os rétegbe, de nem érte el annak also hatarat, hanem egy jol
koriilhatarolt egységet alkotva, lebegve maradt. A szinaptoszomaknal nagyobb fajstlyt
szomalis mitokondriumok ugyanezen paraméterek mellett a cs6 aljan gytltek fel.

Az elokisérletek soran ugy allitottuk be mind a centrifugalas erésségét (g-érték), mind a
gradiensfrakcionalas idétartamat, hogy az egyes frakciok minél lathatobban elvaljanak
egymastol, és megérkezzenek a szakirodalomban megadott hatarfeliiletekre.

Elészor az optimalis centrifugalasi id6 meghatarozasan dolgoztunk. Ehhez olyan
centrifugalis er6t allapitottunk meg, amely kelléen magas ugyan a gradiensfrakcionalashoz,
de a legtobb asztali késziilékkel elérhetd. Ennek megfelelden az eldkészitett mintdk
gradienscentrifugalasat 22 000 g-n végeztiik 5 és 20 perc kozott valtoztatva a centrifugalas
idejét (nem szamitva bele a gyorsitasi és lassitasi szakaszokat). A legmegfelelébbnek a
viszonylag rovid idétartamu, 5-8 perc kozotti centrifugalas bizonyult. Amennyiben a
procedura hosszabban tartott, az egyes rétegek egymasba csusztak, a gradiensoldatok
Osszekeveredtek, amit jol reprezentdlt a frakcidk dekondenzalodasa, esetleg egylittes
feluszasa.

Ezt kovetden az 5 perces idGtartamot megtartva a centrifugalis eré hatasat vizsgaltuk. A g-
érteket 13 000 és 22 000 x g kozott valtoztatva azt tapasztaltuk, hogy a legmagasabb értéken
torténd centrifugalas eredményezi a legtokéletesebb frakcidszétvalast.

Tapasztalataink alapjan a minta rétegzését megel6z06 alapos felszuszpendalas fontos, mert
fellazitja a differencidlfrakciondlds soran Osszecsapodott részecskéket, sejtalkotokat. A
gondos szuszpendalas jelentésen ndveli a kinyert frakciok hasznos mennyiségét, aminek
magyarazata, hogy az egymastdl szétvalasztott sejtalkotok nagyobb ardnyban képesek
stirtiségiik szerint egymastol szétvalni.

Bar a szovetfeldolgozast mindenképpen 4 °C-on kell végezni, a frakciok centrifugalas
kozbeni viselkedésének felderitése érdekében megvizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a
sejtalkotok vandorlasait a minta hémérséklete. A szepardldsi 1épéseket jégen és
szobahémérsékleten is elvégezve azt kaptuk, hogy a hémérséklet nem modositja a frakciok
szétvalasat.

Ugyanezt tapasztaltuk az EGTA tekintetében: mivel tudomasunk van rola, hogy az EGTA

befolyasolhatja a frakcidkon torténéd méréseket (igy az mrr-mérést is), felmeriilt, hogy

28



modositja-e magat a frakcionalads eredményességét. Az EGTA jelenléte vagy hidnya nem
befolyasolta az eljaras eredményességét.

A gradiensfrakcionalassal kapott frakciok pontos 0Osszetételét, mivel az emlitett
markerrészecskék (Density Marker Beads, SephadexTM) nem alltak rendelkezésre,

elektronmikroszkopiaval, életképességiiket mrr-méréssel ellendriztiik.

A gradiensfrakcionalas soran létrejott frakciok lathatosaga

A differencélfrakcionalést kovetden a felszuszpendalt minta opalosan fehérre szinezi az azt
tartalmazo puffert. A gradienscentrifugalast kovetéen az egyes frakciok ehhez hasonldéan

lathatok maradnak, ami lehetdvé teszi azok preciz Kinyerését (3. abra).

3. abra. A gradiensfrakcionalas soran kialakult, jol elkiiloniilé harom réteg
A gradiensfrakcionalas soran létrejott frakciok elkiilonitett kinyerése

A frakciok kinyerésére két lehetOség koziil vélaszthattunk. Az egyik, amikor a felsd
rétegek leszivasaval kezdjiik - ekkor azonban az alsobb rétegekbdl is lathatéan bejuthatnak
részecskek az eltavolitani kivant rétegbe, a mi esetiinkben ezzel elvész a kivant minta egy
része. Ha viszont a (200 pl-es) kézi pipettat az Eppendorf-csé csticsaba helyezziik, kisebb a
szivoerd, igy az alsobb rétegek egyenletesebben eltavolithatok a felsé (nem kivant) réteggel

valo szennyezddés elkertilésével.

Percoll eltavolitasa

A gradiensfrakcionalast kovetdéen kinyert mitokondridlis alfrakciok a hataros
gradiensrétegeknek megfelelé koncentracioju Percollt tartalmaznak. A Percoll-tartalom
eltavolitasat kézenfekvéen a  kapott alfrakciok felszuszpendalasaval ¢és  jboli
lecentrifugalasaval, azaz kitilepitésével kell megoldani. A Percoll azonban, éppen

szeparaloképességével Osszefiiggésben, az adott centrifugalis erd mellett, nem engedi
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letilepedni a benn felszuszpendalt allapotban 1évé, Kinyert alfrakciokat. A Percoll okozta
felhajtoeré lekiizdéséhez éppen ezért joval nagyobb centrifugalasi erére (g-érték) lenne
szikkséges ahhoz, hogy az alfrakciokat kiiilepitve, a fennmaradé feliiluszot eltavolitva,
percollmentessé tegyiik mintankat. Ehhez azonban olyan nagy gravitacidos gyorsitas lenne
sziikséges, ami karositana a mitokondriumfrakciot (Dunkley et al., 2008). A tisztitd 1épés
hatasfokanak novelése ezen til megtorténhet a centrifugalds idejének emelésével is. Mivel
egyik lehetdség megvalositasa sem kedvez a mérési feltételeknek, egy harmadik opcidt kellett
valasztanunk. A Percoll eltavolitasara a minta kétszeri tisztitd centrifugalasi 1épésen esik at,
amelyek sordn a centrifugalis er6 nem haladja meg a gradiensfrakciondlsi 1épésben
alkalmazottét, a mintat pedig annyira higitjuk fel, amennyire csak a centrifugacsé mérete

megengedi.

A frakciok minéségének ellendrzése

Elektronmikroszkdpos vizsgalatok

Az iledék fixalasa elektronmikroszkopia céljabol a kovetkezoképpen tortént: az iiledéket
spatulaval 6vatosan felkanalaztuk (igy a fixalo minden oldalrdl eléri a mintankat), a feliilaszot
ledntottiik, és fixalora cseréltilk 24 oOrara. Az igy immerziés modon fixalt iledék legkiilsd
hanyadabdl tortént a mintavétel, és ugy kerlilt bedgyazasra gyantaba.

Modszerliink  kidolgozasa  sordn  szamos  esetben  elvégeztik a  frakciok
elektronmikroszkopids vizsgalatat. Mindezek bemutatdsa, a megfigyelések részletes leirasa
sziikségteleniil hosszlira nyujtana munkankat. Ezért hadd alljon itt minddssze a mitokondrialis
frakcio differencialfrakcionalast koveté allapotanak (durva mitokondrialis frakcid) és a
véglegesitett protokoll segitségével kapott mitokondridlis alfrakciok dsszehasonlitasa.

A durva mitokondridlis frakciorol (4. abra) késziilt elektronmikroszkopos felvételeken
azonnal szembe tlinik a frakciot alkotd strukturak heterogenitdsa. A mitokondriumokon és
szinaptoszomakon kiviil nagy aranyban lathatok nagyméretli, homogén citoplazmatartalmu
membranlefizédések, valamint kisebb, de a legkiilonfélébb méretben eléfordulo
membrantdrmelékek. A képeken gyakran, egymadst tobb rétegben koriilvevd koncentrikus

lefutasti membranstruktirak, kétségteleniil mieleinhiivelyek keresztmetszetei tiinnek fel.
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4. abra. Durva mitokondrialis frakcié (az aranymérték 1 um-t jeldl)

Az altalunk kidolgozott gradiensfrakcionalassal nyert frakciok dsszetétele nagyban hasonlit
a tudomanyos metodikai munkakban kozzétett, ugyanakkor ardnyaiban tilnyomoan kérgi
teriileteket magaba foglaldé nagy mintamérettel dolgozo eljarasok révén kapott mitokondrialis,
illetve szinaptoszomalis frakciok mindségéhez. Mig a centrifugacsé cstcsaba letilepedd
frakcio tulnyomodan szabad (szomalisnak tekinthetd) mitokondriumokat tartalmaz, addig az e
folott, a 15%-os rétegben lebegd zomében szinaptoszomak (benniik lathatéan

mitokondriumokkal és vezikulakkal) talalhatoak (5. abra).

5. dbra. Szinaptoszéma tartalmu frakcié (az aranymérték 1 um-t jelol)

Mitokondrialis 1€gzésmérés

Lévén a jelen munkankban bemutatott eljarast az mrr-mérésre dolgoztuk ki, elsddleges
jelentéségli volt az elektronmikroszkopiaval igazolt Osszetételii mitokondridlis alfrakcidok

mindségének mrr-méréssel végzett ellendrzése.



A 6. abran az altalunk is kiinduldopontnak tekintett, durva mitokondrialis frakcid
felhasznalasaval rogzitett 1égzési gorbe lathatd. Elemezve a gorbét, vildgos, hogy a
piroszélosav-almasav (piruvat és malat) (2), majd az ATP-szintaz szamara szubsztratot jelentd
ADP beadasat (3) kdvetden nem tapasztalunk jelentds névekedést az oxigénfogyasztasban. Az
oxigén vizz¢é valod redukalasat tehat mas mellékfolyamatok (alternativ oxidazok, a membran
szétkapcsoltsaga) is nagy tlitemben végzik, a 1égzési lanc tamogatisa nem jelenti az
oxigénfogyasztas kizarélagos feltételét (Diano - Horvath, 2012). Ugyanerre a kovetkeztetésre
vezet az oligomycin (4) alkalmazasa: az ATP-szintaz gatlasa nem jelenti az oxigénfogyasztas
drasztikus csokkenését, a gérbe valtozatlan meredekséggel halad tovabb a piruvat és malat
bontasa nyujtotta energiatdl meghajtva. Az FCCP (6), amely a bels6 membran protonokra
val6 atjarhatosaganak ndvelése révén szétkapcsold agensként hat, szintén nem eredményez a
gorbe hirtelen, nagymérvii letérésével jard 16késszerli vizképzodést (Kalckar et al., 1979).
Biokémiai tanulményok és sajat mérési tapasztalataink alapjan a 1égzési gorbe ilyen jellegii
lefutdsat a mitokondridlis membranrendszer integritasanak elvesztése, a 1égzési lanc
szétkapcsoltsaga okozza, okozhatja (Diano - Horvath, 2012; Villa, 1981). A kiilonb6z6
lipidstruktarak (membrantérmelékek, mielin, szabad zsirsavak) mintabeli mennyisége
jelentésen kozrejatszik a mitokondriumok szétkapcsoltsagaban (Wojtczak-Schonfeld, 1993),
lehetetlenné téve ezzel a mitokondriumfrakcid nativ 1égzési tevékenységének, aktivitdsanak

regisztralasat.
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6. abra. mrr-felvétel hipotalamusz mintan, durva mitokondrialis frakciobol
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A gradiensfrakciondlassal nyert alfrakcidkkal szemben alapkovetelmény volt a
miiterméknek tartott mértékii szétkapcsoltsag kikiiszobolése, elkeriilése. Eppen ezért a minta
feldolgozasdnak e finomitd 1épései els6sorban a fent nevezett lipidtermészetl
szétkapcsolostrukturak eltavolitasat céloztak. Mindehhez Osszehasonlitasi alapot jelentettek
egyrészt az irodalomban fellelt mérési adtok, masrészt a joval nagyobb szdveti homogenitést
mutatd (kotdszovetes strukturaktol és fehéralloméanytol jol elhatdrolt, vagy azokban szegény)

agyteriileteken (els6sorban az agykéreg) altalunk végzett mérések (7. abra.).
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7. abra. mrr-felvétel agykéreg-mintan

Itt kell megjegyezni, hogy mig a kortikalis régiobol szarmazé mintak mrr-mérésre torténd
felhasznalasdhoz — bizonyos korlatozasokkal — megfelel6 lehet pusztan a durva
mitokondrialis frakcié elérése (Villa, 1981), addig a joval heterogénebb szoveti természetii
hipotalamuszb6l kizardlag az altalunk is vézolt gradiensfrakcionalas Utjan nyerhetdk az

élettani szempontbdl is relevans 1€gzési tevékenységet mutato frakciok.

A 8. dbra az altalunk kidolgozott gradiensfrakcionalasi eljarassal nyert
szinaptoszomafrakcid6 mrr-mérésével kapott 1égzési gorbét mutatja. Meg kell figyelniink az
alacsony szélgsav-almasav beadast megel6z6 (2) alacsony alapratat, majd az oxigénfogyas
fokozatos emelkedését a citratciklus indukalasa (3) és az ADP-bejuttatast kovetden (4). Az
oligomycin alkalmazasaval (5) a vartnak megfelelden alacsony szintre csokken a rata
(Pullman - Monroy, 1963), kizarélag a kis mennyiségii alternativ oxidacios utak miikodése
feltételezhetd élettaninak elfogadott mértékben. Az FCCP altali szétkapcsolas (6) —
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minthogy a nativ allapotot mutatd 1€gzési lanc tovabbi jelentOs tartalékokat (elektrokémiai
protongradiens) halmozott fel — hirtelen bekdvetkezd nagy oxigénfogyast eredményez, a
membran permeabilitdsdnak megsziintetése altal a mitokondridlis matrixba pillanatszertien

belépd protonok oxigénnel valo egyesiilése révén.
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8. abra. mrr-felvétel hipotalamusz mintan, szinaptoszéma frakciébol
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Megbeszélés és munkank tudomanyos értéke

Osszességében elmondhatjuk, hogy a kitlizott célok mindegyikét meg tudtuk valdsitani,
l1étrehozva ezzel egy olyan moddszert, amelynek segitségével lehetéség nyilt a Tanszéken
végzett  szaporodasbiologiai  kutatdsokhoz — sziikséges — mrr-mérések  pontosabba,
eredményesebbé tételére.

Ezen eljaras alkalmazasa biztositja az mrr-mérések szadmara sziikséges, megbizhatd
tisztasagu mitokondrialis minta kinyerését, ugyanis az uj protokoll szerint a mintat szennyezo
szovetrészek eltavolitasa precizebbé valik a korabban alkalmazott modszerekhez képest.

A mintank méretével kapcsolatos nehézségeket is sikeriilt kikiiszobdIniink: ez a mddszer
lehetdvée teszi, hogy igen kis méretli mintabol (egy patkdny hipotalamuszanak felébdl) az mrr-
mérések szdmara elfogadhaté mennyiségii mitokondriumot tudjunk kinyerni.

Modszeriink tovabbi elénye, hogy a frakciondlasra forditott id6 leroviditésével a
mitokondriumok nagyobb eséllyel intaktak maradnak €s megorzik életképességiiket az mrr-
mérés megkezdéséig, ezaltal a mérés hatékonyabbd valik és az €16 allapothoz leginkabb hii
eredményeket kapunk.

Ez a modszer lehetové teszi tovabba az egyedi hipotalamuszokbdl kinyert,
idegvégzodésekhez kotott és a sejttestbeli mitokondriumok 1égzési tevékenységének szeparalt
vizsgalhatosagat.

Mindemellett 0j protokollunk mas kutatasok szamara is teret biztosit: altala tovabbi
lehetéségek nyilnak az eltérd agyteriiletek mrr-méréssel torténd Osszehasonlitisara, Ggy a
hipotalamuszon beliil, mint mas agyi régidkat tekintve.

Az altalunk kidolgozott Percoll alapu szubfrakcionalasi eljaras tehat altalanosan lehetéve
teszi az igen kis agyteriiletek, akdr magcsoportok szeparalt vizsgalatat, ezek mitokondrialis
aktivitdsanak Osszehasonlitast, tovabba az igy nyert mintdkbol szarmaz6d szomalis ¢és
szinaptoszomalis mitokondriumfrakciok elvalasztasat. Kiilonleges felszerelés nélkil 1is
kivitelezhetd  moddszeriinkkel rovid 1d6 alatt mrr-mérésre alkalmas mindségii

mitokondriumfrakcié nyerhetd.
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Osszefoglalas

A hipotalamusz a homeosztatikus folyamatok szabalyozasaért felelds egyik
legfontosabb agyteriilet, pontos élettani szerepe azonban szamos aspektusbol maig sem
tisztazott. Az FElettani és Biokémiai Tanszék Neuromorfologiai-neuroendokrinologiai
munkacsoportja a hipotalamusz altal irdnyitott reproduktiv folyamatokat, valamint a
taplalékfelvétel szabalyozasat vizsgalja az itt megtaldlhatd ¢éhség-jollakottsag kodzponton
keresztiil. A széban forgd hipotalamikus kozpontok aktivitasa jol nyomon kdvethetd a
neurondlis energiafogyasztassal, ez utobbit pedig hiien reprezentdlja a neuronok ATP-
termeléséhez kapcsolt mitokondridlis 1égzése. Az egyes agyteriiletek miikodésére tehat ezen
organellumok oxigén-felhasznalasabol kovetkeztetiink.

A kutatdsok soran a mitokondriumok 1égzési aktivitdsat, valamint a biokémiai
vizsgalatokban  kozismert  1égzésmodositokkal — kivaltott — valtozasat — Clark-tipust
oxigénelektroddal (Hansatech, Oxyterm) kovetjiik nyomon. Mivel kisérleti modellallatként a
szakirodalommal val6 6sszehasonlithatdsag érdekében ¢€s a legfrissebb allatvédelmi ajanlasok
alapjan a patkdnyt valasztottuk, sziikségessé valt egy olyan frakcionaldsi modszer
kifejlesztése, amely lehetové teszi, hogy a mérésekhez az egy allatbol kiemelt
hipotalamuszbol, s6t akar azok kiilon magcsoportjaibol megfeleld tisztasdgu, az élettanihoz
mellett a frakcionalassal torténd mintatisztitdsban tovabbi nehézséget jelent a vizsgalt
sziirkedllomanyt Ovezd idegrostok, vaszkularis €s kotOszoveti elemek, melyek élettani
tulajdonsagaik révén igen negativan befolyasoljak a mitokondrialis mérést.

Elokisérleteink soran a biokémia mérésekhez hagyomanyosan alkalmazott
szachar6zos frakcionalassal nyert un. durva mitokondrium frakcié paraméterei élettani
szempontbol elégtelennek bizonyultak. Az elégtelen tisztitasbol fakaddan a mintat szennyez6
lipidtipust Osszetevok jelentésen modositottak a vizsgalt hipotalamikus mitokondriumok
¢lettani allapotat, nativ légzési tevékenységét. Mintanyerési eljardsunk finomitasa céljabol
kiilonbozd gradiensfrakcionalasi modszerek mertiltek fel. Az irodalmi adatok és személyes
kozlések soran megismert modszerek érzékenysége — elsd sorban az altalunk célba vett
minta mérete és szoveti heterogenitasa miatt — azonban elmaradt a sziikségestol.

E munkénk célja, hogy bemutassuk az altalunk kidolgozott Percoll (GE) alapu
szubfrakciondlasi eljarast, mely altalanosan lehetévé teszi az igen kis agyteriiletek, akar
magcsoportok szeparalt vizsgalatat, ezek mitokondrialis aktivitdsanak 0Osszehasonlitast,
tovabba az igy nyert mintdkbol szarmazd szomalis €s szinaptoszomalis mitokondriumfrakcidok
elvalasztasat. Rovid 1d6 alatt és kiilonleges felszerelés nélkiil is kivitelezheté modszeriinkkel

mrr-mérésre alkalmas mindségii mitokondriumfrakcié nyerhetd.
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Summary

Investigational method of mitochodrial metabolism in small brain tissue samples and its
practical significance

The hypothalamus is one of the most important brain areas that are responsible for the
regulation of homeostatic processes in the body; however, the exact physiological role of it is
not clarified yet. Reproductive processes and food intake regulated by the hypothalamus are
investigated by the Neuromorphological-neuroendocrin Research Group at the Department of
Physiology and Biochemistry, as well. The neuronal energy consumption that is represented
in mitocchondrial respiration rates (mrr) are good indicators of the activity of hypothalamic
centres. Thus, using this mrr method, conclusions can be made regarding to the function of
certain brain areas.

In our study we examined the mitochondrial respiratory activity by a Clark-type
oxygen electrode (Hanstech, Oxyterm). We measured the oxygen consumption of the
mitochondria in respiration buffer solution alone and with additional respiratory modifiers.
This method is well known for examination of mitochondrial activity for a long time. The
examination was carried out on rats as an accepted experimental model. Regarding to the
small samples that can be retrieved from rats and also considering the comparability with the
previous data of literature, it became necessary to develop a fractionation method that fits our
purposes. The requirements of the new method are the following: it should be possible to
isolate the half of the hypothalamus or even smaller brain areas, and the sample should not be
affected by uncoupling substances such as myelin and other cell debris.

Regarding to the big literature of the cellular and subcellular fractionation and after
our preliminary experiments we decided to use the Percoll (GE) as our fractionation medium
since it provides us a good opportunity for making a density gradient and it is not harmful on
living cells and cell organelles.

The purpose of this work is to introduce the Percoll based subcellular centrifugation
method which makes possible the separated examination of small brain areas or even nucleus
groups. We will show that this method is good for measurement of mitochondrial activity,
furthermore it is possible to separate the somal and synaptosomal mitochondrial fractions
from the samples obtained with this method. Thus we can get a mitochondrial fraction with a
suitable quality for mitochondrial respiration measurements without special equipments in a

short period of time.
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