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BEVEZETES

Az elhizds, ami szamos betegség kialakulasanak kockazatat noveli, az elmult
évtizedekben az egyik legjelentésebb epidemioldgiai és népegészségiigyi kihivassa valt. Mig a
kozépkort populacioban az ehizas, idésekben az étvagytalansag és ennek kovetkeztében az
aktiv szovetek (izom) vesztése jellemzd, amely sarcopenidhoz vezet. Mindkét trend
megfigyelhetd mas emlésokben is, ezért kialakulasukhoz az energia-haztartas endogén
szabalyozasi valtozasai is hozzajarulhatnak (Székely et al. 2016). Bar ezek mar jol ismert
epidemioldgiai megfigyelések, a pontos neurobioldgiai hattér eziddig még nem tisztazott.

1. Az energia-egyensuly szabalyozasa: a hypothalamus és a regulatorikus peptidek

Az energia-egyensuly f6 komponensei a taplalékfelvétel (TF), az anyagcsere
(metabolikus rata, MR), valamint a hdleadas (HL). A TF ¢és az MR kozotti egyensuly rovid
tavon a taplalkozési (€hség vs. jollakottsag), hosszu tdvon a taplaltsagi allapotot, azaz a
testtomeget (TT) hatarozza meg. Az MR és HL kozotti egyensuly biztositja a maghdmérséklet
(Tc) stabilitasat. E két, egymassal szorosan Osszefliggd szabalyozasi kor felelds az energia
homeosztazis szabalyozasaért. Egymassal valo interakciojuk révén a kornyezeti hdmérséklet és
belsd hdszabalyozasi valtozasok befolydsoljadk a TF-t, mig a taplalkozasi allapot és a TT
befolyasoljak a testhdmérsékletet. Ha a TF ¢és az MR kozotti egyensuly felborul, az a TT
valtozésat fogja eredményezni (elhizas vagy alultaplaltsag).

A TT és a Tc valtozasait hypothalamicus neuropeptiderg kdzpontok szabalyozzak. Ezek
a neuropeptidek a lehetnek orexigének (TF-t ndveld) vagy anorexigének (TF-t csokkentd). Az
energia-egyensuly szempontjabol a taplalékfelvételi hatasok koordinaltnak tekintheték, ha azok
energetikailag  egyiranyd MR-, ill.  Tc-valtozasokkal jarnak egyiitt. Hiperfagia
hipometabolizmussal (csokkent MR) anabolikus allapot (TT novekedés) jelent, ezzel szemben
a katabolikus hatast hipofagia és hipermetabolizmus (megnovekedett MR), ezaltal fogyas kiséri
(Székely és Szelényi 2005).

2. A hypothalamus f6 katabolikus rendszere: a melanocortinok

A hypothalamicus melanocortin rendszer (MC) tagjai az adrenocorticotrop-hormon
(ACTH), beta-endorphin, beta-lipotropin, corticotropin-like intermediate-lobe-protein (CLIP),
valamint az alpha-, beta- és gamma-melanocita-stimulalé hormonok (MSH), melyeknek fontos,
az energia-egyensuly szabalyozasaban mar jol meghatarozott szerepiik van. A MC receptorok
agonista ligandjai (pl. alpha-, beta-, gamma-MSH és ACTH) a pro-opiomelanocortin (POMC)
poszt-transzlacios hasitasaval jonnek létre, melyet a Pomc gén kodol. Legfontosabb a
hypothalamus nucleus arcuatusaban (ARC) valo expresszioja. A kozponti idegrendszerben
természetesen eléforduld endogén MC antagonistak, pontosabban inverz agonistak az agouti €s
az agouti-related peptid (AgRP) (Garfield et al. 2009).

Ezidaig 5 kiilonb6z6é MC receptor keriilt azonositasra (MC1R-MC5R). Mindegyik Gs-
protein kapcsolt receptor, melyek a ciklikus AMP (cAMP) utvonalon keresztiil hatnak. Az
energia-egyensuly szempontjabol az MC4R a legfontosabb, ami féleg a hypothalamus
paraventricularis nucleusaban (PVN) expresszalodik. A taplaltsagi/taplalkozasi allapot
periférias szignaljai (a dontden zsirszoveti eredetii leptin és az inzulin) serkentik az alpha-MSH
termelddését az ARC-ban, ami az MC4R-okon keresztiil koordinalt katabolikus, TT-csokkentd
hatast fejt ki: ez a TF csokkentése és az MR novelése révén jon 1étre a szimpatikus idegrendszer
aktivalodasan keresztiil, amit a Tc novekedése is kisér (Krashes et al. 2016).



erer

A testosszetétel korral jelentdsen valtozik: egyrészt kozépkoru és id0s6d6 populacioban
a zsirtomeg, féleg a visceralis zsir aranya fokozatosan nd, amit az inzulin- és a leptinszint
emelkedése és leptinrezisztencia kisér, masrészt a fiziologids és koros oregedési folyamatok
egyre kifejezettebb iddskori étvagytalansaghoz, fogyashoz vezetnek, ami az izomtdmeg és
izomerd progressziv vesztésével (sarcopenia) noveli az idések morbiditasi és mortalitasi
kockazatat. Ezekben a korfliggd valtozasokban szerepet jatszhatnak az energia-egyensuly, a TT
¢s testOsszetétel szabdlyozasaért felelés neuropeptidek altal kozvetitett mechanizmusok
(Balasko et al. 2014; Kmiec et al. 2013; Pétervari et al. 2011; Székely et al. 2016).

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai a centralisan adott leptin injekcid/infizi6 hatdsanak
jellegzetes korfliggd valtozasat mutatta ki him Wistar patkdnyokban: a leptin anorexigén és TT-
csOkkentd hatasa csokkent kdzépkoru és oregedd (12- és 18-honapos), majd ujra felerésodott
oreg (24-honapos) allatokban. Ez a valtozas mind a kézépkort korcsoport elhizasi hajlamanak,
mind az iddskori anorexia  magyardzatdhoz = hozzéjarulhat. A leptin
hipermetabolikus/hipertermias hatasa viszont fokozatosan csokkent a korral (Pétervari et al.
2014; Rostas et al. 2016). A leptin altal gatolt orexigén neuropeptid Y (NPY), az ARC f6
anabolikus reguldtora ugyancsak csokkenést mutat a korral (Kmiec et al. 2013). A leptin masik
célpontja az ARC-ban az MC rendszer. Munkacsoportunk korabbi in vivo vizsgalatai szerint a
him Wistar patkanyoknak centralisan adott alpha-MSH anorexigén és TT-csokkentd hatasa a
leptin centralis anorexigén hatdsdhoz hasonld, nem-linedlis korfiiggd mintat mutat: a fiatal és
oreg allatokban erds, kozépkoru korcsoportban gyenge (Pétervari et al. 2010; 2011). Mas
korabbi, a POMC génexpresszidjat vizsgald in vitro kutatasok azonban eltéré eredményeket
hoztak a hypothalamicus MC rendszer endogen aktivitdsanak korfiiggd valtozasarol: egyesek
csokkent (Gruenewald and Matsumoto 1991; Kappeler et al. 2003; Nelson et al. 1988; Arens et
al. 2003; Lloyd et al. 1991; Rigamonti et al. 2006), masok valtozatlan MC-aktivitast irtak le
Oreg ragcsalokban (McShane et al. 1999; Wolden-Hanson et al. 2004; Zhang et al. 2004). A
centralis alpha-MSH-injekcio akut hipermetabolikus/hipertermias hatasanak korfiiggd
valtozasat eddig még nem vizsgaltak. A hypothalamicus MC rendszert egyszerre haromnal tobb
korcsoportban eddig még nem elemezték részletesen, ezért dolgozatomban célul tiiztem ki a
MC rendszer korfliggd dinamikajanak részletes analizisét az alpha-MSH, az AgRP és az MC4R
vizsgalataval kiilonb6z6 kort (fiatal felnétt koratol az oreg korcsoportig) patkdnyokban.

4. Az energia-egyensily és a vérnyomas szabalyozasa kozotti kapcsolat

Bizonyos hypothalamicus neuropeptidek az energia-haztartas mellett a vérnyomas
szabalyozasaban is részt vesznek. A legerésebb hypothalamicus neuropeptidek koziil az alpha-
MSH ¢s az NPY befolyasoljak az anyagceserét €s a szimpatikus idegrendszer aktivaciot, ezaltal
hozzajarulhatnak a vérnyomas emelkedéséhez (Barzel et al. 2016).

Hypertensio feln6ttben akkor all fenn, ha a vérnyomas nyugalomban is tartosan 140/90
Hgmm felett marad. Ez a stlyos cardiovascularis, cerebrovascularis és renalis
szovédményekhez vezetd allapot Magyarorszag lakossaganak harmadat érinti, ami komoly
népegészségiigyi terhet jelent (Bodo et al. 2008). Epidemiologiai adatok tehat alatamasztjak
kutatasanak és megbizhat6 allatmodellek 1étrehozasanak fontossagat.

5. Az energia-egyensuly és a vérnyomas szabalyozasanak zavara spontan hipertenziv
patkanyoktorzsben (SHR)

Az SHR (spontaneously hypertensive rat) térzs a magasvérnyomas-betegség és a
vérnyomascsokkentd gyogyszerek kutatasaban leggyakrabban hasznalt allatmodell (Pinto et al.



1998). Fokozott szimpatikus tonust és progressziv hypertensiot fejlédik ki benniik (Judy et al.
1976), ami kronikus kaldriarestrikcioval megel6zhetd (Dolinsky et al. 2010). A TF-iik és TT-
fejlodésiik elmarad a normotenziv kontrollokétol, még zsirdus diéta mellett is, ami energia-
haztartasuk szabalyozasi zavarara utal (Oliveira et al. 2009). Az SHR allatok hypothalamicus
MC rendszerének aktivitasat feltételezik, ugyanis MC3/4R antagonista a kontrollokhoz képest
nagyobb mértékben csokkentette artérias kozépnyomasukat. A MC rendszer fokozott endogen
aktivitdsa hozzajarulhat az SHR allatok magas adrenerg tonusahoz és vérnyomasahoz, annak
ellenére, hogy a mediobasalis hypothalamusukban nem talaltak nagyobb POMC vagy MC4R
génexpressziot (da Silva et al. 2008). Mas kutatocsoport azonban POMC emelkedett
génexpressziojat mutatta ki az ARC-ban, ami eldsegitheti az SHR torzs hypertoniajat (Yin et
al. 1997). A centralis NPY altal kivaltott hypotensio és bradycardia a MC-ok hatasaval
ellentétes (Williams et al. 2004). Dolgozatomban célul tiiztem ki a MC rendszer és az NPY
lehetséges szerepének vizsgalatat az SHR allatok TF-ének és TT-ének szabalyozasi zavaraban.

CELOK ES HIPOTEZISEK

Célunk volt a hypothalamicus MC rendszer kulcsszerepének vizsgalata az
energiahomeosztazis szabalyozasaban.

|. Hipotézis

A MC rendszer aktivitisa jellegzetes korfiiggé mintat mutat. A MC rendszer csékkent
aktivitasa hozzajarul a kozépkoruak elhizasahoz, amit a MC rendszer aktivitisanak fokozodasa
kovet, ez hozzajarul az idéskori anorexiahoz és fogyashoz.

Hipotézisiinket him Wistar patkanyokban teszteltiik 3 kisérletsorozatban.

1) A kozépkoruakra jellemzo elhizas és az idoskori sarcopenia demonstralasara sajat
patkany modelliinkben mértilk a TT-et és a testtosszetételt az allatok kiilonbozo
korcsoportjaiban.

A testOsszetétel korfliggd valtozasat 3 kiilonb6zé mérési modszerrel vizsgaltuk. A
testosszetétel post mortem analizisét (PMA) in vivo mérésekkel egészitettiik ki. Szamitogépes
mikrotomografia (CT) segitségével értékeltiik az abdominalis L1-L3 regiokat (micro-CT(Li-L3),
patkanyban korabban még nem tesztelt régid), valamint borredévastagsagon alapuld mérési
modszert (borredomérés, ragesalokban még nem validaltak) alkalmaztunk, Gsszevetve a
teljestest-micro-CT mérésekkel. Az alkalmazott harom technika Osszehasonlitasanak és
értékelésének masik célja a jovoben tervezett in vivo kisérletekhez alkalmas modszer
meghatarozasa, amellyel a testosszetétel korfliggd valtozasainak dinamikaja kovethetd,
mérhetd lehet. A fent leirt technikakkal a kovetkezo feltevéseinket probaltuk megvizsgalni:

o A rovidebb beolvasasi id6t igényld abdominalis micro-CT(i13) ugyanolyan jol
hasznalhat6, mint a teljestest-micro-CT.

o Az egyszerli €s nem-invaziv teljes boérredomérés is alkalmas modszer patkanyokban a
kiilonbségek kimutatasara €s a zsirmennyiség valtozasanak kovetésére.

o A micro-CTi-a—vel mért visceralis zsir mennyisége ¢és a teljes borredoméréssel
meghatarozott subcutan zsir mennyisége hasonld korfliggd valtozast mutat.

o A post mortem mért retroperitonealis zsirmennyiség jobban tiikrozi a testzsir korfliggd
valtozasait, mint az epididymalis zsirmennység.



2) Az exogén MC-ra adott valaszkészség in vivo vizsgalata Wistar patkanyokban:

Feltételeztiik, hogy az alpha-MSH akut, rovid tdva metabolikus/hészabalyozasi hatasa
hasonl6 korfliggdé mintat mutat, mint az anorexigén MC-hatas. Ennek igazolasara kiilonb6z6
korcsoporti  patkanyokban  analizaltuk a  centralis  alpha-MSH-injekcio  akut
hipermetabolikus/hipertermias hatasat. Tovabba célul thztik ki az exogén MC agonista
komplex akut katabolikus (hipermetabolikus és anorexigén) hatasanak elemzését him Wistar
patkanyok 5 kiilonb6z6 korcsoportjaban, fiataltdl az 6reg korcsoportig. Ezt 6sszevetettiik a TT
korfliggo fejlodésével.

3) Az endogén hypothalamicus MC rendszer in vitro vizsgalata Wistar patkanyokban:

Az endogen MC rendszer, azaz az alpha-MSH, AgRP ¢s az MC4R korfiiggd dinamikajat
az ARC ¢s a PVN teriiletein kvantitativ valds idejii-polimeraz lancreakcié (QRT-PCR) és
szemikvantitativ immunohisztokémia segitségével vizsgaltuk. Majd ezeket render
Osszevetettiik az in vivo eredményekkel.

11. Hipotézis

Az SHR patkanyok nem mutatjak a Wistar patkanyoknal megfigyelt, a kozépkoru
csoportra jellemz6 elhizast: TT-iik alacsonyabb, mint a normotenziv (NT) kontrolloké, még
zsirdus diétan tartva is, ami az energia-egyensulyuk szabalyozasi zavarara utal. Feltételeztiik,
hogy az SHR dllatok TT-szabadlyozasi zavaraih0z hozzajarulhat a hypothalamicus, anorexigén
melanocortinok megndvekedett aktivitasa, valamint az orexigén NPY csékkent tonusa.

Hipotézistinket 2 kisérletsorozatban teszteltiik.

1) Az exogén peptidekre adott hypothalamicus valaszkészség in vivo vizsgalata SHR
patkanyokban:

Hipotézisiink tesztelésére 3 honapos him SHR és NT allatokat kezeltiink alpha-MSH,
AgRP vagy NPY centralis injekciojaval az akut modell esetén. Kronikus kisérleteinkben
MC4R-antagonista (HS024) 7-napos infaziojat alkalmaztuk. Célunk a peptidek a TF-re és a
TT-re gyakorolt hatdsanak analizise volt.

2) Az endogén hypothalamicus rendszer in vitro vizsgalata SHR patkanyokban:
A fent leirt peptiderg-rendszer (endogén) aktivitasanak mérésére immunhisztokémiai
moédszereket alkalmaztunk.

ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Kisérleti allatok

Him Wistar patkanyok 5 korcsoportjat [fiatal feln6tt (3 honapos), felnétt (6 honapos),
kozépkort (12 honapos), dregedd (18 honapos) és dreg (24 honapos)] vizsgaltuk az |. Hipotézis
teszteléséhez. Egyes hdszabalyozasi kisérletekhez juvenilis (2 hoénapos) korcsoportot is
alkalmaztunk. A Il. Hipotézis teszteléséhez 3 honapos NT és SHR patkanyokat hasznaltunk. Az
allatokat a PTE AOK Transzlaciés Medicina Intézete és Anatomiai Intézete allathazaban
tenyésztettiik. Kisérleteinket az intézményi (PTE), a nemzeti és nemzetko6zi (Eurdpai Parlament
¢s Tanacs iranyelvei: 86/609/EEC, 2010/63/EU) allatetikai szabalyoknak megfeleléen
végeztik.



|. Hipotézis:

Kezeletlen him Wistar patkanyokat hasznaltunk a testosszetétel méréséhez (micro-CT,
PMA, borredémérés). Tovabbi két csoportban intracerebroventricularis (ICV) kaniil beiiltetése
utan taplalékfelvételi vagy anyagcsere/hOszabalyozasi méréseket végeztiink. Végiil még két
kezeletlen csoportot hasznaltunk az immunohisztokémiai és qRT-PCR vizsgéalatokhoz.

Il. Hipotézis:

Az in vivo kisérletekhez ICV kaniillel ellatott patkanyokat hasznaltunk. Az SHR és NT
allatok egyik csoportjaban a kaniilt Alzet ozmotikus minipumpahoz csatlakoztattuk a HS024
(infuzio) kumulativ TF-re és TT-re gyakorolt hatdsanak méréséhez. Az NT és SHR allatok
tovabbi harom csoportjaban a kaniil beiiltetését kovetden AgRP (injekcid) és NPY (injekcid)
orexigén hatasat (nappali TF), illetve alpha-MSH (injekcio) anorexigén hatasat (12-6ras
kumulativ spontan éjszakai TF) vizsgaltuk. Az in vitro vizsgalatok soran kezeletlen him NT és
SHR patkanyokat hasznaltunk az ARC POMC génexpressziojanak (RT-PCR-val vald
méréséhez, valamint az ARC-ban az alpha-MSH-t termel6 sejtek szamanak, ill. az alpha-MSH
¢s NPY peptidtartalom imunohisztokémiai eljarassal valé6 meghatarozasahoz. Az alpha-MSH
denzitasat a PVN teriiletén is mértiik.

2. A testosszetétel meghatarozasa

2.1. Micro-CT

A mérésekre a PTE Szentagothai Janos Kutatokozpontjaban keriilt sor. A micro-CT
vizsgalatok intraperitonealis (IP) ketamine-xylazine narkozisban torténtek [78 mg/kg
(Calypsol, Richter) + 13 mg/kg (Sedaxylan, Eurovet)], ami a patkanyok 1,5-2 6ras mély alvasat
biztositotta micro-CT késziilékben (Skyscan 1176 high resolution in vivo micro-CT, Kontich,
Belgium). A vizsgalati mez6 (field of view) kozepe az L2 csigolya magassagaban volt. A
felvételek készitése csak 14-15 percet vett igénybe az abdominalis L1-L3 régiora korlatozodo
vizsgalat esetén, mig 60-75 perc kellett a teljes test (koponyaalaptol a tibia distalis végéig)
leképezéséhez. A testosszetétel harom komponensét kiilonitettiik el (zsir- és csontszazalék,
egyéb lagy szovetek), de a statisztikai analizishez csak a zsir szazalékos aranyat hasznaltuk.

2.2. A bérreddvastagsag mérése

A boérredd vastagsaganak méréséhez rovid idejl éterboditast alkalmaztunk. A méréseket
az allatok testének 6t pontjan végeztiik Lange-féle caliper segitségével: Marshall (1969) alapjan
négy mérési ponton (jobb scapularis, jobb abdominalis, jobb triceps brachii, jobb 1ab), és egy
tovabbi mérési ponton a jobb oldali crista iliacan. Ezeket dsszeadva kaptuk a teljes borredoét.
Az ismételhetdséget és a reprodukalhatosagot is teszteltiik.

2.3. Post mortem analizis

Uretannal valé talaltatds utan (3 g/kg, IP), a testzsir indikatorai (epididymalis,
retroperitonealis zsirparnak), valamint az izomtomeg indikatora (m. tibialis anterior, m. soleus,
m. extensor hallucis longus, m. extensor digitorum longus nedves tomege) az allatok bal
oldalabol eltavolitva szazados pontossaggal lettek grammban (g) lemérve. Az indikatorokat 100
g TT-re vonatkoztatva adtuk meg.

3. Miitétek
A patkanyok jobb lateralis agykamrajaba rozsdamentes acél vezetdkaniilt tiltettiink ICV

injekcidk vagy ICV infuzio beadésa céljabol sztereotaxias apparatus segitségével. A miitéteket
IP ketamin-xylazin altalanos anesztéziaban (Isd. fent) végeztiikk, a fertézések megel6zése



céljabol 2 mg IP Gentamycint adtunk. A vezetdkaniil pontos helyzete: A: -1,0 mm, L: 1,5 mm,
V: 3.5 mm. A kronikus kisérletekhez az oldattal feltoltott Alzet ozmotikus minipumpat a nyak
bore ala helyeztiik és az ICV kaniilhdz csatlakoztattuk.

4. Metabolikus és hoszabalyozasi vizsgalatok

Az oxigénfogyasztast (ml Oz/kg/min, VO, az anyagcsere indikatora) Oxymax indirekt
kaloriméterrel mértiik. Ezzel egyidejiileg a maghdmérsékletet (Tc) és a farokbér hémérsékletét
(Ts, a holeadas mértékét jelzi) Digi-Sense Benchtop Thermometherhez csatlakoztatott
termoelemekkel regisztraltuk mozgasukban részlegesen korlatozott, henger alaku fémketrecbe
zart patkanyokban. A ketrecbe zart allatokat egyenként négy kontrollalt hémérsékletii
anyagcserekamraba helyeztiik (25 °C). Ezen a hdmérsékleten allando vazokonstrikcio jellemzd,
a Ts fluktuacidja nélkiil, de vazodilatacio (jellemz6 valasz alpha-MSH-ra) és hipertermias
reakcio kimutatasa is lehetséges. Az ICV alpha-MSH-injekcié beadasat kovetéen a VO»
adatokat 3 d6ran keresztiil 10 percenként regisztralta a rendszer.

5. A taplalékfelvétel (TF) mérése

A peptidek TF-re gyakorolt orexigén vagy anorexigén hatasat szabadon mozg6 allatokban
FeedScale automatizalt taplalékfelvételmérd rendszer segitségével mértiik. A kisérletek elott 2
héttel, egyesével helyeztiik az allatokat a rendszerbe a kamrak és a portap megszokasa
érdekében. A rendszer az elfogyasztott tdp mennyiségét méri g-ban, az anyagbeadast kovetden
10 percenként az injekciokat kovetden, ill. 30 percenként a 7 napos infuzios kisérletek alatt. Az
adatokat szamitogép rogzitette.

6. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai festések el6tt az allatokat mély altatasban (IP uretan) a sziviikkon
keresztiil, 50 ml lehtit6tt 0.1M foszfat-pufferelt sdoldattal (PBS, pH 7.5) perfundaltuk, amit 300
ml, szintén hiit6tt 4% -os paraformaldehiddel valo fixalas kovetett. Alpha-MSH-MC4R ketts
jeloleést, valamint AgRP és NPY egyszeres jelolést alkalmaztunk. A metszeteket konfokalis
1ézer pasztazo mikroszkoppal digitalizaltuk.

7. Kvantitativ valos-idejii polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

Az allatok ketreciikb6l kivéve azonnali dekapitalason estek at (2 percen beliil). Az agyuk
rovid idon beliili eltavolitasa utan azokat folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd tovabbi
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. A PVN és ARC mintakat 1 mm atmérével (-2 t61 -3 mm-ig,
a Bregmatol) rendelkez6 kiszard (Harris) tlivel vettiik ki agy matrix segitségével, két pengét
hasznalva. A teljes mRNS mennyiséget Pure Link™ RNA Mini Kit hasznalataval izolaltuk, a
gyarto javaslatainak megfeleléen. High capacity cDNA kit segitségével keriilt sor a cDNS
szintézisére, amihez az RNS mintabol 1 pg-ot kellet bemérni a gyartdé protokolja alpjan.
SensiFast SYBR Green reagenst (BioLine) hasznaltunk QRT-PCR kivitelezéséhez, a
génexpresszios mérésekhez. Az amplifikaciokat ABI StepOnePlus késziilék segitségével
futtattuk. A génexpresszios analizisekhez StepOne softwaret hasznaltunk, ami a gliceraldehid
3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) “housekeeping” génhez volt normalizalva.



8. Statisztikai modszerek

Pearson-féle korrelacios tesztet, ismételt méréses, ill. egyutas, kétutas ANOVA-teszteket
alkalmaztunk Fisher-féle post hoc analizissel. SPSS 11.0 (Windows) és Statistica 8.0
(Windows) softwareket hasznaltunk.

EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO
I. Hipotézis
1.1. A testosszetétel-mérések eredménye

Kiilonbo6z6 testtomegii Wistar patkanyok testének zsirtartalmat abdominalis micro-CT1-
L3), borredomérés segitségével, valamint az epididymalis és retroperitoneal zsirmintak nedves
tomegének post mortem analizisével (PMA) hatdroztuk meg. Ezeket az eredményeket
ugyanazon allatok teljestest-micro-CT-vel (legpontosabbnak tartott modszer) kapott
eredményeivel dsszevetve értékeltiik. A leger6sebb korrelaciot a hasi és a teljestest-micro-CT
kozott mutattuk ki. A teljes bérredé meglepden szoros korrelaciot mutatott a teljestest-scan altal
meghatarozott zsirszazalékkal. A PMA zsirtdmeg-indikatorai viszont gyenge korrelaciot
igazoltak a teljestest-micro-CT-vel. Az abdominal micro-CT1.13) altal meghatarozott
zsiszazalék szignifikansan korrelalt a PMA epididymalis és retroperitonealis zsirtomeg-
indikatoraival. Erés volt a korrelacid a teljes borredd és a PMA-indikatorok kozott is. A
bérreddmérés ismételhetdségének analizise jO Osszefliggést mutatott az aznap megismételt
mérések kozott, masrész a kiilonb6zo vizsgalokkal végzett reprodukalhatosagi vizsgalat is
szoros Osszefliggést igazolt. Tehat a teljes borredé meghatdrozasa megbizhatd paraméternek
bizonyult.

Kiilonb6z6 kortt Wistar patkanyok testzsir-szazalékanak meghatarozasa abdominalis
micro-CT1-L3) segitségével teljesen hasonld korfiiggd valtozast mutatott, mint a PMA-val mért
retroperitonedlis zsirmennyiség (100 g TT-re vonatkoztatva). Mindkét modszer szerint a
zsirtomeg a korral 18 honapos korig nd, majd a legiddsebb allatokban csokken. Az epididymalis
zsirtomeg (PMA) a kdzépkort 12-honapos patkdnyokban érte el a cstcsat. A tobbi modszer
eredményeivel ellentétben a teljes borredd fokozatosan nétt a korral, 6regkori csokkenés nélkiil.

A visceralis és subcutan zsir az abdominal micro-CTL1-13) segitségével elkiilonithetd: a
visceralis zsirszazalék valtozasanak korfiiggé mintazata megegyezik a retroperitonealis zsir
(PMA) és a hasi CT-vel becsiilt teljes zsir fent emlitett mintajaval. Ezzel szemben a subcutan
zsiré a teljes borredd korfiiggd mintdjara emlékeztet (6regkori csokkenés hianya).

Az izomszovet indikatordnak post mortem analizise szerint szignifikdns csokkenés,
tehat a sarcopenia megjelenése az 6regedd és foleg az oreg (18- és 24-hdnapos) korcsoportban
igazolhato.

1.2. A testosszetétel-mérések megheszélése

A test zsirtartalmanak kiilonb6z6é modszerekkel vald mérésének alkalmazhatdsagat
igazoltuk eltérd korcsoportt patkdnyokban. Eredményeink szerint a kordbban még nem tesztelt
hasi régiora korlatoz6dd micro-CTLi-13)-vizsgalat ugyanolyan jol hasznalhaté patkanyban,
mint a teljestest-CT a visceralis zsirszazalék meghatarozasara. Ez 6sszhangban van mas
korabbi, L1-L6, L1-L5 or L4-L5 régiokra iranyulé micro-CT-vizsgalatokkal (Hillebrand et al.
2010; Judex et al. 2010; Lubura et al. 2012). A vizsgalt régio redukcidjaval csokken a felvételek
készitéséhez €s az altatashoz sziikséges 1d6, ami kiilondsen oreg, elhizott, az altataskor nagyobb
kockaézattal bird allatok esetén fontos.



A teljes bérredd mérése egyszer, gyors, koltséghatékony, nem-invaziv in vivo médszer,
ami m¢ély altatas nélkiil ismételhetd, ugyanakkor bizonyos gyakorlottsagot igényel, €és csak a
subcutan zsirt méri. Patkanyban eddig még nem validaltak. Eredményeink szerint alkalmas a
zsirtartalom kiilonbségeinek €s valtozasainak vizsgalatara patkanyban is.

Eredményeink megerdsitették feltételezésiink: micro-CTi-3) segitségével kiilon
meghatarozott visceralis zsir mennyisége és a post mortem mért retroperitonealis zsirtomeg
hasonl6 korfiiggd valtozast mutat: 3-t6l 18 honapos korig fokozatosan nd, majd 6reg allatokban
csokken. Ezzel szemben az epididymalis zsirtomeg elébb, 12 honapos korban éri el a cstcsat,
tehat retroperitonealis zsirtomeg post mortem mérése jobban tiikrozi a testzsir korfiiggd
valtozasat. A micro-CTLi-L3—vel izolaltan mért és a borredémérés segitségével meghatarozott
subcutan zsir mennyisége monoton, késdi csokkenés nélkiil né a korral. Tehat az utdbbi
modszer nem alkalmas korabban elhizott allatok zsirtomegvesztéséének kovetésére, kiilondsen
a nagy kotdszovet-felhalmozodast mutate dreg korcsoportban. Uj izomtomeg-indikatorunk mar
18 honapos, a legnagyobb test- és zsirtomegii korcsoportban izomvesztést mutatott ki. Ez
Osszhangban van azokkal a human megfigyelésekkel, amelyek szerint a testtomegvesztés
mértékét meghalado mértékben fogy az izomzat és az izomerd idds korban, ami a mozgas- és
onellatoképesség elvesztéséhez vezet (Keller et al. 2014).

2.1. A hypothalamicus MC rendszer korfiiggé eltérései: Az exogén alpha-MSH-ra adott
valaszkészség in vivo vizsgalatanak eredményei

A him Wistar patkdnyaink TT-fejlédése markans, folyamatos emelkedést mutatott az
allatok 18 honapos koraig, majd egy erételjes csokkenés figyelheté meg. In vivo kisérleteinkben
ICV adott alpha-MSH akut metabolikus/hdszabalyozasi €s anorexigén hatasait elemeztiik
kiilonb6z6 korcsoportokban. Az alpha-MSH-injekcid katabolikus hatasanak hipermetabolikus
¢s anorexigen komponensei jellegzetes korfliggd mintazatot mutattak. A hipermetabolikus
hatas (VO. novekedése a Tc kovetkezményes emelkedésével) a kozépkort korcsoport
kivételével mindegyikben szignifikans volt. Tehat a hatas korfiiggd csokkenése a 12 honapos
allatokban érte el mélypontjat, 6reg allatokban viszont ujra fokozdodott. Az Greg allatokban a
VO: szignifikans novekedésével az erds vasodilatacio ellenére egyiitt jart a Tc szignifikans
emelkedése. Anorexigén hatast tekintve hasonld mintat kaptunk: a kozépkorti (12 hénapos)
csoport kivételével minden korcsoportban szignifikans volt. Tehat az anorexigén hatas is 12
hoénaposan éri el a minimumat, amit az oreg allatok fokozott valaszkészsége kovet.

2.2. Az in vivo Kisérletek diszkusszioja

Az alpha-MSH akut hipermetabolikus/hipertermias hatasa a korral az anorexigén hatas
korfiiggd valtozdsadhoz hasonlé mintat mutat (Pétervari et al. 2010). Eredményeink
alatamasztjak, hogy az alpha-MSH katabolikus aktivitasanak csokkenése megeldzi a kozépkort
korcsoportban megjelend stlygyarapodast és elhizast (azaz a TT és a visceralis zsirtartalom 18
honaposan elért maximumanak megjelenését). A késébbiekben (18 honaposan) fokozodod
MSH-érzékenység megel6zi az oreg (24 honapos) allatok fogyasat és izomvesztését. Az alpha-
MSH katabolikus hatasanak megfigyelt korfiiggd hullamzasa hozzajarulhat mind a
kozépkortakra jellemz6 elhizashoz, mind az idéskori sulyvesztéshez (és sarcopeniahoz).

3.1. A hypothalamicus MC rendszer korfiiggo eltérései: Az endogén hypothalamicus MC
rendszer in vitro analizisének eredményei

In vitro eredményeink olyan lehetséges mechanizmusokat tartak fel, amelyek
hozzéajarulhatnak TT-szabalyozas in vivo megfigyelt, korfliggdé valtozasaihoz him Wistar



patkanyokban. A kozépkort patkanyokban, az alpha-MSH- és MC4R-peptidtartalom csokkent
az ARC és PVN teriiletén is (a génexpresszié parhuzamos megvaltozasa nélkiil), mig az
oregedd allatokban a megnovekedett alpha-MSH- és MC4R-peptidtartalom a POMC és MC4R
génexpresszidjanak parhuzamos emelkedésével jart egyiitt. Az MC4R ezen valtozasai a PVN-
ben magyarazhatjak az exogén alpha-MSH hatasanak korfliggé dinamikajat. Noha az AgRP
génexpresszioja az 6regedd allatok mindkét magjabanban emelkedést mutatott, peptid szinten
ezt a kiilonbséget mar nem tudtuk kimutatni.

3.2. Az in vitro eredmények megbeszélése az in vivo megfigyelések tiikrében

ElsOként analizaltuk a hypothalamicus MC rendszer endogen ténusanak korfiiggd
valtozasat 5 korcsoportban a génexpresszios €s immunhisztokémiai vizsgéalatok parhuzamos
alkalmazasaval. A korabbi tanulmanyokban a POMC és/vagy AgRP génexpresszidjat csak egy
fiatal és egy Oreg csoportban vetették 0ssze (Zhang et al. 2004; Kappeler 2003; Nelson et al.
1988; Arens et al. 2003; Rigamonti et al. 2006), csak néhanyban vizsgaltak egy harmadik
(kozépkorn) korcsoportot is (Gruenewald et al. 1991; Wolden-Hanson et al. 2004; McShane et
al. 1999; Lloyd et al. 1991). Ezek ellentmondédsos eredményeket mutattak feltehetéen a
kiilonb6z6 patkany- vagy egértorzsek, nemi, ill. médszertani kiilonbségek miatt.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az alpha-MSH és MC4R immunoreaktivitasa, a
POMC és MC4R génexpressziojaval egylitt gy valtzik az életkorral, hogy hozz4jarulhatnak az
iddskori anorexia kialakulasanak magyarazatahoz. Tovabba, az alpha-MSH és az MC4R peptid
immunreaktivitdsanak kordbban bekdvetkezd csokkenése hozzédjarulhat a kézépkoru allatok
stlygyarapodasanak ¢és eclhizasanak magyarazatahoz. Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a kritikus TT vagy zsirtomeg elérése kivaltja a MC-rendszer aktivalodasat,
az iddskori anorexia kialakulasat.

I1. Hipotézis
4.1. Az SHR patkanyok szabalyozasi zavara: in vivo és in vitro vizsgalatok eredményei

Az ICV alpha-MSH-injekcid csokkentette a spontan kumulativ TF-t mind az SHR, mind
a NT csoportban, de a gatlas mértéke az SHR allatokban szignifikansan nagyobb volt. Az AgRP
ICV injekcigja hasonloképpen szignifikansan fokozta a TF- mindkét csoportbant. A szelektiv
MCA4R antagonista, HS024 novelte a napi TF-t, az NT csoportban mar az infuzié masodik
napjatol kezdve, mig az SHR dallatoknal az orexigén hatas késéssel, csak a negyedik naptol
jelentkezett. A TF novekedésével a TT is nétt mindkét HS024-kezelt csoportban, de az SHR
allatokban szintén némi késéssel. Az NPY altal kivaltott kumulativ TF (a napi TF %-aban)
szignifikansan alacsonyabb volt az SHR csoportban. Az SHR és NT allatok ARC metszetein
végzett sejtszamolas nem mutattott szignifikans kiilonbséget az alpha-MSH-t termel6 sejtek
szamaban. Azonban a jelerdsség mérésébdl kideriilt, hogy az SHR csoport alpha-MSH
denzitasanak mértéke 28%-kal nagyobb a NT allatokhoz képest. Az NPY idegrostok
denzitdsdnak mérésekor nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az SHR és NT csoport kdzott.
A PVN teriiletén sem taldltunk statisztikai kiilonbséget a megfelel6 immunszignalok
erdsségében (alpha-MSH, NPY és AgRP SSD, specifikus szignaldenzitas értékei).

4.2. Az SHR patkanyok szabalyozasi zavara: in vivo és in vitro vizsgalatok megbeszélése
Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy az SHR tdrzsre jellemzd fenotipus részben

magyarazhat6 a fiatal allatok MC agonistara adott fokozott anorexigén, valamint az NPY-ra
adott csokkent orexigén valaszkészségével. Immunhisztokémiai, valamint qRT-PCR
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vizsgalataink eredményei is alatamasztjdk a centrdlis MC rendszer megndvekedett
aktivitasanak lehetséges szerepét az SHR patkdnyok energia-egyensulyanak szabalyozasaban.
Egy kordbbi tanulmany MC3R/MC4R antagonist csokkent orexigen hatdsat irta le SHR
allatokban (daSilva et al. 2008). Sajat vizsgalatunkban az MC4R antagonista infuzio6 késleltetett
¢és csokkent orexigén hatasai egybehangzanak a megnovekedett endogén melanocortin tonus
feltételezésével, viszont a hattérben 1évé mechanizmusok feltarasa tovabbi vizsgalatokat

crer

patkanyokban.
OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

|. Hipotézis: A MC rendszer aktivitasa jellegzetes korfiiggé mintat mutat. A MC rendszer
csokkent aktivitasa hozzajarul a kozépkoruak elhizasahoz, amit a MC rendszer
aktivitasanak fokozédasa kovet, ez hozzajarul az idéskori anorexiahoz és fogyashoz.

1. Micro-CT-L 1.3 jo és hasznos modszer a testzsir ismételt méréseinél patkanyban.

2. A borreddvastagsag mérése is hasznalhatdo modszer, amely alkalmas a testzsir valtozasanak
in vivo kovetésére patkanyban.

3. Az ICV adott alpha-MSH akut katabolikus hatasa jellegzetes korfliggé mintat mutatott
Wistar patkanyokban: az alpha-MSH katabolikus aktivitdsanak csokkenése megel6zi a
kozépkoru korcsoportban megjelend sulygyarapodast €s elhizast. A késdbbiekben fokozodo
MSH-érzékenység megel6zi az oreg allatok fogyasat és izomvesztését. Az alpha-MSH
katabolikus hatasanak megfigyelt korfliggd hullamzasa hozzdjarulhat mind a kozépkortiakra
jellemzd elhizashoz, mind az id6éskori sulyvesztéshez (és sarcopeniahoz).

4. In vitro eredményeink olyan lehetséges mechanizmusokat tartak fel, amelyek
hozzajarulhatnak testtomeg-szabalyozas in vivo megfigyelt, korfliggd valtozasaihoz him Wistar
patkanyokban. A kozépkort patkanyokban, az alpha-MSH- és MC4R-peptidtartalom csékkent
az ARC ¢s PVN teriiletén is (a génexpresszid parhuzamos megvaltozasa nélkiil), mig az
oregedd allatokban a megnovekedett alpha-MSH- és MC4R-peptidtartalom a POMC és MC4R
génexpresszidjanak parhuzamos emelkedésével jart egyliitt. Noha az AgRP génexpresszidja az
oregedd allatok mindkét magjdbanban emelkedést mutatott, peptid szinten ezt a kiillonbséget
mar nem tudtuk kimutatni

Il. Hipotézis: Feltételeztiik, hogy az SHR allatok testtomeg-szabalyozasi zavaraihoz
hozzajarulhat a hypothalamicus, anorexigén melanocortinok megnovekedett aktivitasa,
valamint az orexigén NPY csokkent tonusa.

5. Eredményeink fokozott melanocortin-termelésre/érzékenységre és alacsonyabb NPY-

érzékenységre utalnak, melyek hozzédjarulhatnak az SHR torzs testtomeg-szabalyozasi
zavarainak magyardzatahoz.
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