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Bevezetés

Az elhizas incidencidja folyamatosan novekszik vilagszerte, a legnagyobb
egészségiigyi szervezetek az elhizast egyértelmiien idiilt betegségnek tartjak (World
Health Organization, 2000). A talsuly kialakulasanak mechanizmusa a tudomanyos
érdeklddés egyik fokuszpontjdban van. Az esetek tobbségében a sziikségletet
meghaladé energiafelvétel all a hatterében, amely az energia-egyensuly megbomlasat
idézi el6. A hipokaldrids (energiasziikséglet alatti) diéta minden esetben
testtomegesokkenésre vezet, am a megvaldsitasa a gyakorlatban sokszor nem
hatasos.

Az epidemioldgiai vizsgalatok adatai alapjan a testsuly kb. 45-55 éves korig
fokozatosan novekszik, majd ezutan 70-75 éves korig inkabb stagnal, ezt kovetden
pedig minden koros ok, vagy egyéni szandék nélkiil is csdkkenni kezd. 20 és 70 éves
kor kozott - még kozel allando testtomeg mellett is - az emberi test Gsszetétele
jelentésen megvaltozik: a zsirtartalom gyarapodik, els6sorban a vazizomzat rovasara.
Hasonlo valtozast figyeltek meg ragcesaloknal is (Kaneda és mtsai., 2001; Kappeler
¢és mtsai, 2003) Az életkorfiiggd testosszetétel valtozasok jelentds morbiditast és
mortalitast noveld tényezok, az elhizas mértékével példaul exponencidlisan nd a
mortalitas: talsuly esetén a halalozas mintegy kétszeres, mig stlyos obesitas mar
tobb mint tizszeresére noveli a kockazatot (Carmienke és mtsai, 2013; Fan és mtsai.,
2013).

Az elhizés éllapotat tobben az alkoholizmushoz, illetve a drogfiiggdséghez
hasonlitjak a kozponti idegrendszerbeli elvaltozasok hasonlosaga miatt (Vicentic és
Jones, 2006; Hubert és mtsai., 2008; Kenny, 2011; DiLeone és mtsai., 2012). Mind
ez idaig nem keriilt bevezetésre hatékony farmakoterapia az elhizas ellen, a kutatasi
trendek alapjan a jové gyogyszerei az agy jutalmazd rendszerén keresztiil hatd
anyagok lehetnek (Hunter és Kuhar, 2003; Bays, 2004; Vicentic és Jones, 2006). Az
energiahdztartas kozponti idegrendszeri szabalyozésa az idegsejtek altal termelt, és
idegsejtekre hatd neuropeptidek révén valdsul meg, a szabalyozas molekularis szintli

mechanizmusa azonban még nem teljeskoriien ismert.



A testtomeg-szabalyozas anatomiai modellje

Az energiahaztartast az alapanyagcsere, a mozgas és az energiabevitel
egyensulya szabalyozza. A szabalyozdsnak humoralis és idegi elemei vannak, az
adatok feldolgozasa a kdzponti idegrendszerben cortico-limbicus, hypothalamicus és
agytorzsi szinteken torténik. A tapanyagbevitelbdl szarmazd humoralis informacio
intestinalis peptidek (,,brain-gut” peptidek, pl. ghrelin, glukagon-like peptid-1,
kolecisztokinin, YY peptid) révén, illetve az egyes tapanyagokbdl szarmazd
molekulak (pl. gliik6z, szabad zsirsavak, aminosavak) Gtjan szabalyozza els6sorban
hypothalamicus magokban talalhaté neuronok aktivitasat (Juhasz és mtsai., 2007). A
hypothalamicus neuronok trofikus hatdsi hormonokon Kkeresztiil hatnak a
metabolikus ratara (Murphy és mtsai., 2006). Emellett a hypothalamus subcorticalis
¢s corticalis kapcsolatain keresztiil Osszekottetésben van az agytorzzsel és a
mesolimbicus-dopaminerg rendszerrel (Williams és Elmquist, 2012; Zeltser és

mtsai., 2012).

Egy faj tulélése egyedeinek szaporodasi és tapanyag-felvételi folyamatainak
eredményességétdl fiigg. Nem meglepd tehdt, hogy e folyamatok molekuléris
szabalyozasa kozeli kapcsolatban all egymassal. A megfeleld energiadllapotot a
hypothalamus nucleus arcuatus-a (ARC) és ventromedialis magja (VMH)
monitorozza, amelyek a metabolikus kontroll kozpontjai, ugyanis a benniik levo
idegsejtek gliikkozérzékenyek, az ARC teriiletén leptinreceptort és inzulinreceptort
expresszalnak (Chun-Xia és mtsai.,, 2011). Az ARC idegsejtjei anorexigén
(taplalékfelvételt csokkenté) molekulakat (pl. pro-opiomelanocortin - POMC,
kokain-amfetamin regulalt transzkript - CART) és orexigén (taplalékfelvételt fokozo)
peptideket (pl. agouti-related peptid - AgRP, neuropeptid Y - NPY) termelnek. A
POMC poszttranszlacios feldolgozasat kovetden szamos, biologiailag aktiv fehérje
keletkezik, tobbek kozott kiillonbozé melanocyta stimulaldé hormonok (MSH),
amelyek a melanokortin receptorain (MC3R, MC4R) keresztiil hatnak. Az AgRP-t
expresszalo idegsejtek gatoljak a POMC-neuronokat gamma-amino-vajsav (GABA)
termelésen keresztiil, s egyidejiileg NPY-t is termelnek, ezaltal szamottevéen

fokozva a téaplalékfelvételt. A hypothalamus sejtjei a zsirszovetbdl, a bélbdl, a



hasnyalmirigybdl, a vérbdl €s neuropeptidekbdl szarmazd informacidk alapjan
1épnek miikodésbe (Anubhuti, 2006; Yeo és Heisler, 2012; Ellacott és mtsai., 2006;
Williams és Elmquist, 2012; Zeltser és mtsai., 2012).

Az energiaraktarak allapota és az adipocytak szama szoros Osszefiiggésben
van, tehat a zsirtdmeg méretével aranyos mennyiségben termelédé adipositas szignal
szolgaltat afferens jelet a kozponti idegrendszer szamara. A leptin, ami az 0b
(obesitas kifejezés utan) elnevezésii gén terméke, a vér-agy gaton atjutva az ARC-
ban anorexigén peptidek expresszidjat fokozza, egyidejiileg orexigén szignalok (pl.
NPY) csokkenését idézi eld, hasonldan az inzulin kézponti idegrendszeri hatdsahoz.
Emellett a zsirsejtekben az interleukin-6, -8, 10, tumor nekrozis faktor alfa (TNFa)
¢és adiponectin expresszio is fokozodik. A VMH az energiaellatottsag mellett a
szaporodasi funkciok (pl. szexudlis magatartds, gonadotropin kivalasztésa)
szabalyozasaban is részt vesz (Zhang és mtsai., 1994, 1997; Cancello és mtsai.,
2004).

A homeosztazis érdekében az alul- és tultaplaltsag szabalyozasanak is
kialakultak a mechanizmusai. Az éhezés — legyen az akar csak egy atmeneti, negativ
energia-egyensulyi allapot — 1ényegesen hatékonyabb motivacios jel utjan jelzi az
idegrendszer szamara a szervezetre iranyul6 veszélyt, mint a taltaplaltsag.

A gasztrointesztinalis traktusbol az éhség- és jollakottsag érzést kivalto
szignalok utjan - az izérzékelés visceralis jelével egyiitt — az agytorzsi nucleus tractus
solitarii-be (NTS), illetve a hypothalamus-ba jut az ingeriilet (Grill és Hayes, 2009).
Ebben a folyamatban vesz részt tobbek kozott a ghrelin, a YY peptid (PYY), a
pancreas polipeptid (PP-fold) peptidcsalad, a glukagon-like peptid-1 (GLP-1), az
oxyntmodulin (OXM), és a cholecystokinin (CCK) (1. abra). E gyomor-bélrendszeri
peptidek koziil a ghrelin az egyetlen orexigén hatdsu, amit a gyomor- és a
bélnyalkahartya sejtek termelnek. A CCK a nervus vagus révén, de a vér-agy gaton
atjutva kozvetleniil (pl. a gyomorfesziilés tudatosulasa révén) is fokozza a
jollakottsagérzést. A gasztrointesztinalis peptidek hatdsa rovid ideig tart és szamos
kompenzald mechanizmus képes csokkenteni a peptidek termelddését (Cummings és
mtsai., 2001; Toshinai és mtsai., 2003; Fan és mtsai., 2004; De Lartigue és mtsai.,
2012).



1. abra - Afferens periférids ingerek a taplalékfelvétel szabdlyozdsban (Corral, 2012)

A kozponti idegrendszerben a hypothalamicus és az agytorzsi magok a
taplalékfelvétel és az energiaegyensuly afferens jeleit fogadjak és dolgozzak fel.
Egyuttal tovabbitjak azokat az integralasért felelés thalamus felé¢, az érzelmi
reakciokért, az 0sztonds viselkedésért és memoriafolyamatokért felelds agyi régiok
és a jutalmazasi rendszer agyi magjai felé. Ezeket a funkciokat a limbicus
rendszerhez tartozo teriiletek latjak el. Az ingeriilet legvégiil a nagyagykéregbe, azaz
a tudatosulas ,,kdzpontjaba” érkezik. Mindezek a kozponti idegrenszeri teriiletek az
efferens — akaratlagos motoros és az autonom visceralis — valaszok elinditasaban és

Osszehangolasaban is részt vesznek (Saper és mtsai., 2002).



Az elhizasnak ¢és a fliggdségeknek szamos kdzos molekularis jellemzdje van.
Egyik fontos jellemz6, hogy szinte teljesen megegyezd palyakon keresztil fejtik ki
hatasukat a drogok ¢és els6sorban a nagy zsirtartalmu és/vagy izletesnek tartott ételek
(2. abra). Az ételek hedonikus fogyasztasa megndvekedett tapanyagfelvételhez vezet,
s ennek neuroadaptiv megvalosuldsa altalanos sémat kovet. A hypothalamicus és
agytorzsi, homeosztatikus energia-egyensulyi kozpontok mellett ezaltal, a
jutalmazasi kozpont is kulcsszerepet jatszhat a tdplalkozasi magatartas kialakitasaban
(Kelley, 2004, 2005; Yamamoto ¢és mtsai., 2006).

A jutalmazasi-rendszer kozpontjanak a nucleus accumbens (NACC)
tekinthetd, amely egy koOpeny (shell) és egy mag (core) zdénara bonthatd. Az
izérzékelés és a posztingesztiv szignalok a NACC sejtjeiben dopamin felszabadulast
fokozo hatasuak, mig a hypothalamicus anorexigén szignalok a NACC sejtjeinek
fokozott acetil-kolin termelését idézik el6. A dopamin neurotranszmisszid
,motivaciofokoz6” hatast, mig az ,.élvezet” inkabb az opiat, a GABA és az
endokannabinoid jelatvitelhez kotheté (Upadhaya és mtsai.,, 2012). Jelenlegi
ismereteink szdmos ellentmondéshoz vezettek a jutalmazasi-rendszer miikodése
kapcsan. Elhizottakban példaul sériil a dopamin jelatvitel (els6sorban a D2

receptorokon keresztiil), mégis tobbet esznek (Kenny, 2011).
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2. abra - Az emberi agyban aktivalodo teriiletek izletes étel fogyasztisa sordn, vagy azzal

osszefiiggésbe hozhatoé egyéb szenzoros ingerek hatdsdra (Kenny, 2012)



A CART peptid

A jutalom-érzet muiikodésében kiemelt szerepet tulajdonitanak a kokain-
amfetamin regulalt transzkript (CART) peptidnek. A CART mRNS-t, kokain, ill.
amfetamin adasat kovetéen patkany striatumaban mutattak ki (Douglass és Daoud,
1995), késobb kideriilt, hogy mind az mRNS, mind pedig fehérje terméke, nagy
mennyiségben jelen van szamos kozponti- €s kornyéki idegrendszeri strukturaban
pszichostimulans kezelés nélkiil is (Koylu és mtsai., 1997, 1998). A CART peptid
kontroll allatokban a taplalékfelvétel szabalyozas, jutalmazas és visceralis szenzoros,
illetve homeosztatikus szabalyozasért felelds agyi kozpontokban mutathato ki
nagyobb mennyiségben (Douglass és Daoud, 1996; Koylu és mtsai., 1997, 1998;
Seress és mtsai., 2004). Human- és transzgénikus allatkisérletek alapjan a CART gén
mutacioja evési zavarokhoz és/vagy obesitashoz vezethet (Del Giudice és mtsai.,

2001; Guerardel és mtsai., 2005; Boone és mtsai., 2008).

A CART gén, szekvencia analizis vizsgalatok alapjan, erésen konzervalt
szerkezetli a kiilonb6z6 fajokban. Emberben az 5. kromoszomén taldlhatd gén
produktuma alternativ splicing utjan kisebb peptid fragmentumok formajaban lehet
jelen, amelyeknek feltehetéen neurotranszmitter és ko-transzmitter funkcidik vannak
(Douglass ¢és Daoud, 1995; Koylu és mtsai., 1997; Adams ¢és mtsai., 1999; Kuhar ¢és
mtsai., 1999). Patkanyban a polipeptidet az 5. kromoszoéman harom exonbol és a
koztiik 1évo két intronbdl allo szakasz kodolja, ami altal két eltéré transzkriptum
johet 1étre. Az un. pre-CART peptid 116, illetve 129 amindsav hosszsagu, de érési
folyamatok soran egy 27 amindsav hosszisagu leader-szekvencia levagodik az
éretlen fehérjékrol és végiil 89, vagy 102 amindsav hosszisagu érett, am bioldgiailag
inaktiv peptid jon létre. Emberben csak a rovidebb valtozat 1étezik, de a kodolo regio
nukleotid sorrendje 90%-0t meghaladd mértékben azonos a ragesald gén
szekvenciajaval, a biologiailag aktiv peptid fragmentum pedig szinte minden
szekvenalasra hasznalt faj esetében kozel azonos. Mivel a gén promoter régidja
szamos transzkripcios faktor szamara tartalmaz kotohelyet (pl. CREB, Fos, Jun),
tovabba magat az érett peptidet is kiillonb6zd kalcium-fiiggd szerin-proteazok

aktivaljak, feltételezhetd, hogy nagyon szerteagazd hatdsmechanizmus révén vesz



részt az idegélettani folyamatokban (Lakatos és mtsai., 2005; Kozsurek, 2009).
Hasitasok révén kiilonbozo fragmentumok képzddnek, melyek szoveti megoszlasa
mutat némi differenciat (Douglass és Daoud, 1996; Adams ¢és mtsai; 1999; Thim és
mtsai., 1999; Kuhar és mtsai., 2000, 2002; Dominguez és mtsai., 2002, 2006;
Lakatos és mtsai., 2002; Dey és mtsai., 2003; Dylag és mtsai., 2006).

A CART peptid nagy mennyiségben expresszalodik a kézponti idegrendszer
azon teriiletein, melyek a memoriafolyamatokért, stressz reakciokért felelGsek.
Emellett nagy mennyiségben jelen van olyan magvakban, amelyek a jutalmazasi
reakciokat, valamint a taplalékfelvételt szabalyozzak. Ezek kozé tartozik a limbicus
rendszer, a hypothalamus, egyes amygdala magvak, a stria terminalis, az Edinger-
Westphal mag, a NACC, a NTS (Douglass és Daoud, 1996; Koylu és mtsai., 1997,
1998; Kozicz, 2003; Seress és mtsai., 2004; Rogge és mtsai., 2008; Xu és mitsai.,
2010). A hypothalamus-ban pl. a CART a harmadik leggyakoribb mRNS. A CART
peptid bizonyitottan csdkkenti a taplalékfelvételt, de a hatasmechanizmus, illetve az
obesitasra és a diabetesre kifejtett hatasa részben felderitettlen. A CART peptid
fokozottan termelddik 2-es tipust diabetes mellitus-os patkanyokban (Wierup és
mtsai., 2006). CART knock out egerekben csokkent 2-es tipust gliikkoz transzporter
(GLUT-2) immunreaktivitas, inzulin szekrécio és gliikoz eliminacié mutathato ki és
valtozatlan taplalékbevitel mellett is megnovekszik a testtomeg. Ezekben az
allatokban a B-sejtek diszfunkcidja életkorfiiggd elvaltozasokat mutatott (Wierup és
mtsai., 2005).

A CART peptid expresszid szorosan Osszefligg mas fontos taplalékfelvétel
szabalyoz6 utakkal, mint pl. a NPY vagy leptin szignalizacio. In vitro adott NPY a
CART peptid expresszio emelkedését idézte eld dozisfiiggd mértekben (Dhillo és
mtsai., 2002), emellett a CART peptid centralis adasa csokentette a taplalékfelvételét
NPY stimulalt patkanyoknak (Kristensen és mtsai., 1998). Ezen interakcio hatterében
allhatnak azon NPY-immunreaktiv axon terminalisok, amelyek CART peptid-
immunreaktiv perikaryonokon végzédnek a dorsomedialis hypothalamicus magban

(DMH) és az ARC-ban (Broberger és mtsai., 1999). Azon allatmodellekben, ahol a



leptin szignalizacio hianyzik, a CART expresszio csokkent mértéki az ARC-ban
(Kristensen és mtsai., 1998; Broberger és mtsai., 1999). Periférias vagy intranasalis
leptin adasa obes patkanyokban ndveli a CART expressziot az ARC-ban és mas
hypothalamicus magokban, a DMH-t is beleértve (Kristensen és mtsai., 1998; Schulz
és mtsai., 2012). Mindezen eredmények kissé ellentmondasosak, utalhatnak akar egy
megvaltozott bazalis CART expressziora elhizdsban, de mindenképpen jelentds
NPY-CART-leptin Osszefliggést jeleznek (Hommel és mtsai., 2006; Huo és mtsai.,
2007; Leshan és mtsai., 2010).
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Eletkorfiigeé valtozasok a kozponti idesrendszer teriiletén az orexigén és

anorexigén peptidek vonatkozasaban

A taplalékfelvétel és a testtbmeg gyarapodas precizen szabalyozott
mechanizmusok eredménye, amelyek életkorfiiggd valtozasokat mutatnak. Fiatal
egyedek pozitiv energia-egyensulya az anabolikus folyamatok dominancidjat segiti,
de a kor eldorehaladtaval a katabolikus folyamatok valnak predominanssa. Kozépkoru
ragcsaloknal elhizast figyeltek meg, mig iddsek esetében taplalékfelvétel ¢és
kovetkezetes testtomeg csokkenés anorexias allapothoz vezethet (Blanton és mitsai.,
1998, 2001; Petervari és mtsai., 2009, 2010, 2011). A taplalékfelvétel csokkenése
multifaktoridlis, melyben periférids ¢és centralis mechanizmusok 1is szerepet
jatszanak, tobbek kozt a kdzponti idegrendszeri neuronok altal termelt fehérje, illetve
polipeptid mediatorok altal. Szamos neuropeptid esetében figyeltek meg a kiilonb6z6
korcsoportokban valtozasokat mind a peptid expressziojat, mind hatasat tekintve,
amelyek a megvaltozott taplalékfelvétel €és metabolikus rata hatterében allhatnak

(Scarpace és mtsai., 2000; Teter, 2009).

Az ¢letkor elérehaladtaval a CCK iranti szenzitivitas, és ezaltal a peptid
anorexias hatasanak csokkenését irtak le, konzekvens peptid vérplazmaszint
novekedésekkel kisérve (Balasko és mitsai., 2012, 2013). Egy masik életkorfiiggd
hatast mutatd anorexigén neuropeptid az alfa-melanocyta-stimulalé hormon (alpha-
MSH). Intracerebroventricularisan injektalva az allatokba, erésen lecsokkentette
fiatal felndttkort allatok taplalékfelvételét. Ezzel szemben az alpha-MSH anorexigén
hatasa kozépkoru patkanyokban csokkent, majd id6s patkanyokban ismét nagyon
hatékonnya valt (Petervari és mtsai., 2009, 2010). Az orexigén peptidek koziil idOs
korban az AgRP és a NPY gének expresszidja a hypothalamicus ARC magban
csokkent, mig nagyon idds allatokban megnovekedett az AgRP szenzitivitas a peptid
intracerebroventricularis adasat kovetéen (Wolden-Hanson ¢és mtsai., 2004).
Ugyanakkor, a NPY-nak er6sebb taplalékfelvétel fokozé hatasa van fiatal
patkanyokban, mint idésebbekben (Quian és mtsai., 1988; Scarpace és mtsai., 2000;

Blanton és mtsai., 2001; Akimoto-Takano és mtsai., 2005).

11



Az anorexigén hatasi CART peptid és a NPY kozott kolesonds interakcid
van. Intracerebroventricularis adasat kovetéen a CART peptid csokkenti a
taplalékfelvételt, egyuttal gatolja a NPY indukalta orexigén hatast (Lambert és
mtsai., 1998; Volkoff és Peter, 2000). In situ hibridizaciés vizsgalatok alapjan, az
ARC-ban a CART mRNS és a NPY mRNS expresszioja ellentétesen valtozik
(Wolden-Hanson és mtsai.,, 2004). Id6s allatokban a NACC teriiletén is
megfigyelhetd a NPY expresszid csokkenése azaltal, hogy csokken a NPY-
immunreaktiv neuronok szama (Pereira és mtsai.,, 2013). A CART anorexigén
hatasanak megfeleléen a peptid a NACC kopeny zoénajaba injektalva gatolja a
taplalékfelvételt (Hunter és mtsai., 2004; Yang és mtsai., 2005). Fontos tény, hogy az
exogén CART adasatol fliggetleniil is nagy szami CART-immunreaktiv idegrost €és
axon terminalis talalhatd meg a NACC-ben (Koylu és mtsai., 1998). Ezen tilmenden
a CART expresszio a NACC-ben a taplalékbeviteltél fiiggéen valtozik: éhezés
hatasara csokken a CART mRNS expresszioja, ugyanakkor a CART peptid
immunreaktivitaisa CCK-1 receptor deficiens, hiperfagias, diabeteses és obes
patkanyokban csokkent (Yang és mtsai., 2005; Abraham és mtsai., 2009; Subhedar
és mtsai., 2011).

Magneses rezonancia vizsgalatok (MRI) alapjan, az oOregedés élettani
folyamata sordn szamos agyi struktira méretndvekedése figyelhetd meg. Ezen
valtozasok kozott a NACC mutatja a legnagyobb szdzalékos életkorfliggd
kiilonbséget és negativ korrelacioban all a korral (Jernigan és mtsai., 2001; Walhovd
és mtsai., 2011; Long és mtsai., 2012). Az iddseknél megfigyelhetd térfogat
csokkenéssel szemben a NACC, MRI vizsgalatok sordn, nagyobb volt elhizott

emberekben (Orsi és mtsai., 2011).
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Az Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty patkany

Az elhizas tobbek kozott olyan betegségekkel tarsul, mint a diabetes, a sziv-
és érrendszeri betegségek, 1égzési elégtelenség, izomgyengeség. Az emberben
gyakori korkép patomechanizmusanak megértéséhez esszencialisak a megfeleld
allatmodellek. Az elhizasnak szamos ragcsalo és féemlés modellje 1étezik, melyeket
0t csoportba lehet sorolni: a) spontan modellek, amelyekben a betegség vagy allapot
spontan fordul eld, b) kisérletesen, vagy c¢) genetikai manipulacio altal eldidézett
elvaltozas, d) negativ modell, amely ellenall6 valamely allapottal vagy betegséggel
szemben és e) un. arva modellek olyan betegségekkel, melyeknek nem ismert human

megfeleldje (Kanasaki és Koya, 2011; Panchal és Brown, 2011).

A legtobb genetikai modellben egereket hasznalnak, de spontdn mutécio
soran patkanyban is kialakulhatnak obes allattipusok. Ilyen az Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty (OLETF) patkany, melyben hianyzik a funkcionalis CCK-1
receptor egy spontan delécid miatt, amely a CCK-1 receptor génjében kdvetkezett be
(Takiguchi és mtsai., 1997; Yamada és mtsai.,, 2012). A CCK egy intestinalis
neuropeptid, amely jollakottsag érzést valt ki és elsdsorban CCK-1 receptoron
keresztiil hat. Mind a nagyobb molekuldaji CCK-varians, mind pedig a CCK-
oktapeptid a keringésbe jutva csokkenti a felvett taplalék mennyiségét; ez az
anorexigén hatas foként CCK-1 receptorokon keresztiil valosul meg. Ez a jel az
OLETF allatokban a mutacié miatt megsziinik. Emiatt az OLETF patkanyok nem
tudjak kontrollalni az elfogyasztott ételadagok nagysagat ¢és a kialakuld hiperfagia
miatt elhiznak, tovabba 3 honapos korra kovetkezetesen kialakul naluk a 2-es tipusu
diabetes mellitus, j61 meghatarozhat6 €s hosszu prediabetikus szakasszal (Kawano és
mtsai., 1992; Moran, 2000, 2008). A CCK anorexias hatasa részben az afferens
vagus rostok végzddéseit ingerelve, részben pedig kozvetleniil az agy kemoszenzitiv
neuronjain keresztiil jon 1étre. OLETF patkdnyokban nem véltozik a gyomoriiriilés,
de csokken a gyomor fesziilés hatdsara kivaltott vagovagalis reflexvalasz (Hajnal és

mtsai., 2005, 2007).
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Jollehet az OLETF patkanyokban a hyperglikaemia és a 2-es tipust diabetes
mellitus csak a 18 hetes kor utan alakul ki, az allatok taplalékfogyasztasa kezdetektol
eltér a kontrollként hasznalt normal testtomegii Long-Evans Tokushima Otsuka
(LETO) allatokétol (Schroeder és mtsai., 2007). Az OLETF patkanyok sziiletés utan
tobb tejet fogyasztanak, mint LETO tarsaik, ennek ellenére az OLETF patkanyok
testtomege az elsé hat hétben hasonloan alakul, mint a LETO patkanyoké (Schroeder
¢és mtsai., 2007). A 8. héten azonban mar az OLETF patkanyok 10%-kal nagyobb
testtomeggel rendelkeznek, mint a LETO kontrollok, és ez a kiilonbség a 20. hétre
30-40%-ra novekszik (Kawano és mtsai.,, 1994; Hajnal és mtsai., 2005; Moran,
2008). A prediabetikus szakaszra megnovekedett oralis cukor érzékenység és a
gliikézzal, szacharinnal, frukt6zzal, alaninnal és natrium-glutaméattal (MSG) szemben
fokozott izpreferencia jellemz6 az OLETF torzsben, mint az azonos kort LETO
kontrollokban. Ez arra utal, hogy a prediabetes soran fokozott érzékenység alakul ki
az édes iz irant (De Jonghe és mtsai., 2005; Hajnal és mtsai., 2005). OLETF
patkanyokban cukor oldattal mért operans viselkedési vizsgalatok soran funkcionalis
kapcsolatot taldltak a NACC-ben a szinaptikus dopamin szabalyozas, és a dopamin
receptor  agonistakkal ¢és antagonistdkkal szembeni érzékenység kozott

(Anderzhanova és mtsai., 2007; Hajnal és mtsai., 2007).

A CCK-1 receptorok hianya ad libitum taplalas mellett, a DMH-ban ¢és az
ARC-ban a kozponti idegrendszeri orexigén szignalizacido megvaltozasat idézi elo.
Ilyen jellegii valtozas pl. a hypothalamicus NPY expresszi6é novekedés (Moran és Bi,
2006; Bi és mtsai., 2007). Az els6é 10 hétben, amikor az obesitas kialakul az OLETF
torzsben, a NPY expresszio az ARC és DMH tertiletén megnovekszik. Felndtt him
OLETF patkanyokban az ARC, mig fiatalabbakban a DMH teriiletén van jelentdsebb
fokozott NPY termelddés (lida és mtsai., 1998). Az orexigén szignalok mellett az
anorexigén jelatvitel is megvaltozik, pl. MC4R agonistdk kotddése csokken a
tegmentalis teriileten (VTA) (Lindblom és mtsai., 2000). Hasonld életkorfiiggd
valtozasokat irtak le a proopiomelanocortin mRNS expresszié vonatkozdsaban az

ARC-ban, mikor a fiatal allatok kezdenek zsirt raktarozni (Fan és mtsai., 2004).
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Anatomiai és funkcionalis bizonyitékai is vannak a CART ¢és a CCK kozti
interakcionak. Broberger és mtsai. (1999) leirtdk, hogy a CART peptid kolokalizal a
CCK-1 receptorokkal centralis projekcioji vagus afferens neuronokban a NTS
teriiletén. Tovabba CART peptid negyedik agykamraba torténd injektalasat kovetden
erosen lecsokken a szachardz felvétel, valamint stimulalja a c-Fos expresszidjat az
NTS-ben, hasonléoan a CCK-rol leirtakhoz. A nervus vagus afferens neuronjainak
¢s mtsai., 2007). Kooperativ hatast irtak le a CART peptid és a CCK kozott a
hypothalamus paraventricularis magjaban és a DMH-ban is (Maletinska és mtsai.,
2008). A CART peptid és a CCK kozotti funkcionalis kapcsolat miatt a CART
expresszi6 megvaltozik az OLETF patkanyokban. Feln6tt (35-40 hetes), obes,
diabeteses OLETF patkanyokban a CART peptid expresszio szignifikansan csokkent
a NACC rostralis részén, a basolateralis amygdala (BLA) rostralis teriiletén és a NTS
rostromedialis részén a LETO kontrollokhoz képest (Abraham és mtsai., 2009). Mas,
a kozponti taplalékfelvétel szabdlyozdsban szerepet jatszo teriileteken, mint a
ventralis tegmentalis area, a nucleus parabrachialis, az amygdala és hypothalamicus
magvak, tendenciozus CART peptid expresszido csokkenés volt megfigyelhetd az
elhizott, diabeteses OLETF allatokban, de a kiilonbség nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét. Annak ellenére, hogy a CART immunreaktivitas csokkenése
szamos agyteriileten megfigyelhetd elhizott, diabeteses OLETF éllatokban, a kérdés,
hogy a CART expresszi6o valtozasat elsddlegesen a CCK-1 szignalizacid, vagy az

obes, diabeteses fenotipus valtja-e ki iddsebb korban, nyitott maradt.

Feltételezheté, hogy a CART expresszio a fiatal OLETF egyedekben
ugyanolyan mértékben csokkent, mint az id6sebb (35-40 hetes), megvaltozott
metabolikus allapotu, diabeteses patkanyokban, és a CART peptid expresszidjaban
megfigyelhetd  valtozas a CCK  szignalizdcid6 megvaltozdsdnak  direkt
kovetkezménye. Elképzelheté viszont az is, hogy a CART peptid expresszid
megnovekedett mértékii a fiatal OLETF allatokban az idésebb (35-40 hetes) és a
kontrollként hasznalt allatokhoz képest. Ebben az esetben a CART epresszio

szabalyozéasa fiiggetlen a CCK jelatvitelétdl és a fiatal OLETF patkdnyokban
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megnovekedett CART peptid expresszio a CART korai kompenzatorikus reakcidja
és a hiperfagiara adott valasz lehet. Ha a CART peptid expresszio a fiatal nem obes
OLETF torzsben valtozatlan, akkor feltételezhetéen a CART expresszié nem all a
CCK jelatvitellel direkt kapcsolatban és a korabban megfigyelt (Abraham és mtsai.,
2009) CART-immunreaktivitas csokkenés a felnétt, obes, diabeteses OLETF
patkanyokban az elhizés, a zsirszovet akkumulacio, vagy a metabolikus valtozasok

kovetkezménye.

Ennek eldontése érdekében vizsgaltuk a CART immunreaktivitast a
taplalékfelvétel-szabalyozasért felelés agyi teriileteken fiatal (6,5 hetes £ 1 hét)
OLETF patkanyokban. Ebben a korban az OLETF patkanyok tobb taplalékot
fogyasztanak, mint az azonos kort LETO kontrollok, de még nem alakul ki
szignifikans kiilonbség a testtomegiikben, azaz még nem elhizottak és a 2-es tipust

diabetes nem alakul ki benntiik.
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Célkitiuzeések

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a CART peptid expresszidja tobb agyi

régioban (a NACC rostralis teriiletén, a rostro-medialis NTS-ben, és a basolateralis

amygdala-ban) szignifikansan csokken a kontroll allatokban lathatohoz képest a

CCK-1 receptor deficiens, hiperfagias, obes és diabateses OLETF patkanyokban

(Abraham és mtsai, 2009). Ezek alapjan felmeriilt a kérdés, hogy vajon a CCK-1

receptor gén mutacidja és a csokkent mértéki CCK-1 receptoron keresztiili

szignalizacio kozvetleniil befolyasolja-e az anorexigén CART peptid expressziot,

vagy a csokkent CART peptid expresszié a hiperfagia, obesitas, vagy a diabetes

mellitus altal kivaltott anyagcsere valtozas kovetkezménye.

1)

2)

Vizsgalni kivantuk, hogy a CCK-1 receptor hianya hogyan befolyasolja a
CART peptid expressziot fiatal, még nem elhizott és nem diabateses OLETF
allatokban. Ezért a CART peptid immunreakciot a taplalkozas szabalyozasért
felel6s kozponti idegrendszeri teriileteken Osszehasonlitottuk fiatal, nem obes,
nem diabeteses OLETF és azonos kort kontroll allatokban. Eredményeinket
Osszevetettiik az id6sebb (35-40 hetes), hiperfag és diabeteses OLETF
allatokban megfigyelt valtozasokkal. A longitudinalis kdvetés célja az volt,
hogy okozati 0sszefliggést keressiink a megvaltozott CART szignalizacio és az

elhizas kialakulasa kozott.

Nem ismert, hogy a CART peptid expresszidjanak valtozasa a NACC teriiletén
szerepet jatszik-e az iddskori anorexia kialakuldsaban. Ennek érdekében idds,
egészséges patkdnyokban vizsgaltuk a CART peptid immunreaktivitas
eloszlasat és intenzitasanak mértékét a NACC teriiletén. Az eredményeket a
fiatal ¢és kozépkoru, egészséges, him és néstény patkanyokban kapott

eredményekhez hasonlitottuk.
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Anyag és modszer

Kisérleti allatok

1. CART peptid expresszidjanak vizsgalata a CCK-1 receptor deficiens
patkédnyokban

Vizsgalataink soran fiatal (6,5 = 1 hetes) him OLETF (n=3) és azonos koru
LETO kontroll (n=3) patkdnyokat hasznaltunk (testtomeg: 202,5 + 74,25 g). Az
allatok a ,,Tokushima Research Institute, Otsuka Pharmaceutical, Tokushima, Japan”
ajandékai voltak, és a The Pennsylvania State University Milton Hershey
Orvostudomanyi Kdzpontjanak allathazaban kertiltek elhelyezésre. Az allatok 12:12h
vilagos-sotét ciklusban éltek, és ad libitum fogyasztottak csapvizet és pelletalt
patkany-tapot (Teklad 2018). Az allatokat a ,,National Institute of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH Publications No. 80-2959, 2002)
iranyelvének, ¢s a 2010/63/EU Eurdpai Unids direktivanak megfeleloen kezeltiik, a
,»The Pennsylvania State University Institutional Animal Care and Use Committee”

jovahagyasa mellett.

2. A CART peptid expresszidjanak életkor-fliggd vizsgalata a NACC-ben

Ehhez a vizsgalathoz fiatal feln6tt him (4 honapos, 324 + 20,22 g) (n=4),
fiatal felndtt ndéstény (7 honapos, 220 + 16,01 g) (n=3), kozépkoru ndstény (15
honapos, 232 + 9,12 g) (n=3), idés him (25-32 hdnapos, 426,6 + 24,94 g) (n=4), és
id6s ndstény (26-30 hoénapos, 271,6 £ 17,44 g) (n=3) Long-Evans patkanyokat
hasznaltunk, amelyeket a Kozponti Elektronmikroszkopos Laboratorium
allathazéban tartottunk a PTE AOK Kozponti Epiiletében. A 12:12h vilagos-sotét
ciklusban tartott patkanyok ad libitum fogyaszthattak csapvizet és pelletalt patkany-
tapot. A perfuzidt megel6zéen az elfogyasztott taplalék mennyiségét 1 honapon

keresztil mértiik. Az allatokat a ,,National Institute of Health Guide for the Care and
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Use of Laboratory Animals” (NIH Publications No. 80-2959, 2002) iranyelvének, és
a 2010/63/EU Eurépai Uniés direktivanak megfeleléen kezeltik, a PTE AOK

Allatetikai Bizottsaganak jovahagyasa mellett.

Oralis gliikoz tolerancia teszt

Az OLETF torzsbol szarmaz6 allatokat elismerten felhasznaljak a 2-es tipust
diabetes mellitus modellezésére és a pre-diabeteses allapot vizsgalatara, ezért oralis
gliikoz tolerancia tesztet (OGTT) végeztink a vizsgalni kivant egyedeken az
anyagcserezavar meglétének igazolasa céljabol. Mivel a CART peptid expresszio
Osszefliggésbe hozhato a stresszvalasszal is (Gozen és mtsai., 2007; Hunter és mtsai.,
2007; Xu és mtsai., 2010), a vérvétel okozta stresszhatas elkertilése végett az OGTT-
t egy parhuzamos vizsgalatban végeztiik el, a jelen vizsgalatban hasznalt allatokkal
azonos kort és nemti egyedek korében az alabbi mdodon: 16 6ras éheztetést kovetden
egy vércukorszint mérés és 2 g/kg-os gliikoz terhelés kovetkezett gyomorszondan
keresztiil, majd ezt kdvetden 30, 60, 90 és 120 perces vércukorszint mérés tortént
standard glucometer segitségével (LifeScan, One-Touch Basic). Azon allatok
szamitottak diabetesesnek, melyeknek a plazmabol mért gliikoz csucsértéke elérte a
300 mg/dl vagy 16,66 mmol/I-t, és a 120 perces érték meghaladta a 200 mg/dl vagy
11,11 mmol/I értéket (Kawano és mtsai., 1992).

Immunhisztokémia

Mivel a CART peptid szintje a plazméban és az agyszovetekben diurnalis
valtozasokat mutat (Vicentic et al., 2004), az allatokat - anesztéziat koveten -
mindig délutdin ugyanabban az idében (14 ¢és 16h kozott) perfundaltuk. A
transzkardialis perfuziot rovid ideig 0,1 M foszfat-puffer (PB, pH 7,4) oldattal, majd
4%-o0s paraform-aldehiddel végeztiik el. Az agyat eltavolitottuk a koponyabol, majd
utofixaltuk 4 °C-on, egy éjszakan at a perfizidhoz hasznalt fixaloszerrel. A fixalas
utdn a mintakbol vibratom segitségével 60 pm-es metszeteket készitettlink

immunhisztokémiai eljaras céljara. A foszfat-puferral torténé 3x10 perces mosast
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kovetden a metszeteket 1%-0S hidrogén-peroxid oldattal kezeltiik 30 percig az
endogén peroxiddz aktivitds blokkolasanak céljabol, majd a metszeteket 1 6ran
keresztiil inkubaltuk normal 16 szérumban (0,1%, Vector Laboratories, Burlingame,
CA), amely 0,4% Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) tartalmazott. Ezt kovetden a
metszeteket primer anti-CART (55-102) (Phoenix Pharmaceuticals) antitesttel
inkubaltuk foszfat-pufferban feloldva, 1:10000-es higitasban egy ¢&jszakan at
szobahOmérsékleten, folyamatos razas mellett. A metszeteket 3x10 perces mosast
kovetden biotinilalt masodlagos antitesttel (1:100, Vector Laboratories, Burlingame,
CA) inkubaltuk 4 6ran at szobahdmérsékleten, majd ismét 3x10 perces mosas utan az
avidin-biotin peroxidaz komplexszel (1:50, Vector Laboratories, Burlingame, CA)
végeztiink 2 oOras inkubaciot szobahémérsékleten (Adams, 1992). Ezutan a
metszeteket ismét 3x10 percig mostuk, majd a peroxidaz szubsztrat hidrogén-peroxid
és 3,3’-diaminobenzidin (DAB, Sigma-Aldrich) kromogén jelenlétében az
immunreakciot lathatova tettiik. A metszeteket targylemezre htztuk fel, levegén

crer

deritettiik és Eukitt-tel (Fluka) lefedtiik 6ket.

CART peptid immunreaktivitas intenzitasanak kvantifikalasa

A metszetek a Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti Elektronmikroszkopos
Laboratériumaban keriiltek kiértékelésre. A taplalékfelvétel, jutalmazas és stresszel
Osszefliggésbe hozhatod agyi teriiletekrdl digitalis fényképet készitettiink Olympus
BX51 mikroszkop segitségével. A Paxinos&Watson altal a patkany agyrol készitett
anatomiai atlasz alapjan hataroztuk meg az egyes magok ¢€s agyi teriiletek hatéarait. A
kvantifikaciohoz fekete-fehér felvételeket hasznaltunk, melyeket az AnalySIS
(Olympus Corporation), valamint a nyiltforraskodu, Java-ban irt program, a National
Institutes of Health, USA tdmogatéasaval 1étrehozott ImageJ szoftverrel értékeltiik ki.
Az eredmények validdlasa érdekében, a kétféle programmal mért értékeket
Osszehasonlitottuk egymadssal. Miutan meggy0zddtiink a megbizhatosagukrol, a
nostény allatok NACC-ben mérheté CART-immunreaktivitasat az ImageJ szoftverrel

hatdroztuk meg. Minden 4allatban antero-posterior iranyba haladva az 0Osszes
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vizsgalni kivant teriiletr6l sziirke szin intenzitas-méréseket (3-49) végeztiink. Mivel a
CART peptidet a szinaptikus terminalisok is tartalmazzak (Smith és mtsai., 1997), a
mérések soran hattérként az azonos metszetben talalhato, meghatarozott teriileten jol
elkiilonithetd fehér allomanyban mért intenzitast hasznaltuk fel. Mindkét szoftver a
kijelolt célteriileteken talalhato pixelekbdl vett mintdk szinéhez numerikus értékeket
parosit, amit ,,intenzitas”-nak nevezziik. Relativ sziirke szin intenzitast az adott
teriileten mért atlagos sziirke szin intenzitas és a hattér sziirke szin intenzitdsanak
kiilonbsége adta. Minden mérést a LETO és OLETF patkanyok esetében azonos
megvilagitottsaig mellett és azonos nagyitasi objektivvel (20x) késziilt felvételek

alapjan végeztiink el.

Statisztika

Az immunreakcid intenzitisanak meghatdrozasat kovetden statisztikai
szignifikanciat mértiink kétmintas Student t-proba modszerrel, amelyet post-hoc
analizissel egészitettiink ki. Az alkalmazott elemszam figyelembevételével azt is
szdmitasba vettiik, hogy az adatsorunk esetleg ferde eloszldst mutat, emiatt nem-
paraméteres Mann-Whitney U tesztet is végeztiink, amely kevésbé érzékeny az
extrém  szélsdértekekre. Kiegészitésképpen egyszempontos variancianalizist
(ANOVA)  hajtottunk  végre a  CART-immundenzitasok  atlagainak
Osszehasonlitasara. A statisztikai probakat SPSS 17.0 for Windows szoftver
segitségével végeztiik el. Minden adat esetében meghataroztuk a szorést, a standard

hibat; statisztikailag szignifikans eredménynek azt fogadtuk el, ahol p < 0,05.
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Eredmények

Fiatal LETO és OLETF patkanyok vizsgalata

Oralis gliikoz tolerancia teszt eredményei a fiatal LETO és OLETF dllatokban

Az OGTT értékei a cukorterhelés eldtti 0. percben 90 + 2,00 mg/dl és 89 +
3,05 mg/dl voltak a LETO, illetve OLETF allatokban. A fiatal LETO és OLETF
patkdnyok terhelést kovetd vércukorszint értékeiben nem volt kimutathato
szignifikans eltérés és sem a diabetes, sem a pre-diabetes kritériumat nem teljesitette

egyik megvizsgalt csoport sem.

A CART peptid immunreaktivitas

A perikaryon ¢és a dendritek mellett a CART peptid az axonokban és az axon
terminalisokban is megtalalhatdo  (Smith és mtsai., 1997), emiatt az
immunhisztokémia a CART expresszid mértékét az axon kotegekben és kiilonallo
rostokban is kimutatja. Vizsgalatainkban CART-pozitiv idegsejttesteket és rostokat
tartalmazo agyi régiokat tanulmanyoztunk fiatal, nem obes, nem diabeteses OLETF

patkanyokban és az eredményeket dsszevetettilk azonos kortt LETO kontrollokkal.

CART peptid immunreaktivitas az eloagy teriiletén fiatal LETO és OLETF

dllatokban

Az eléagyban mind a LETO, mind az OLETF allatokban a CART
immunreaktivitas hasonlo volt ahhoz, amit korabbi vizsgalatokban leirtak (Koylu és
mtsai., 1997, 1998; Seress és mtsai., 2004; Abraham és mtsai., 2009; Janzso és
mtsai., 2010).
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A CART peptid immunreaktiv neuronok eloszlasa a bulbus olfactorius és a
piriformis cortex teriiletén hasonl6 volt a LETO és az OLETF patkanyokban. Erds
CART immunreaktivitast talaltunk az NACC rostralis és a caudalis részén a fiatal
LETO és OLETF patkanyokban, szemmel lathaté kiilonbség nélkiil (3. és 4. abra). A
nucleus caudatus, putamen, globus pallidus és a claustrum szamos CART-
immunpozitiv neuront ¢és axont tartalmaz, az OLETF és LETO allatokban
megfigyelhetd kiillonbség nélkiil. A medialis és a lateralis septum is hasonlo6 CART-
immunreaktiv idegrost-haldzatot tartalmazott mindkét patkanytorzsben, mint amit
korabban leirtak (4. abra). Er6s immunreakciot figyeltiink meg a hypothalamus-ban a
paraventricularis-, periventricularis- és arcuatus magokban a LETO és az OLETF
patkanyokban (5. abra). A korabban leirtakkal megegyez6 modon talaltunk CART-
immunpozitiv sejteket és rostokat a paraventricularis mag magno- és parvicellularis
magjaban. Az eminentia mediana teriiletén nagyon intenziv CART immunreaktivitas
volt megfigyelheté mindkét torzsben. A perifornicalis magban és a hypothalamus
dorsomedialis részén a LETO ¢és az OLETF patkdnyokban is nagyméretli és erésen

CART-pozitiv neuronokat talaltunk.

Az amygdala-ban a CART-pozitiv elemek és a kromogén intenzitds a
kiilonb6zd magokban hasonlo volt az OLETF és a LETO patkanyokban. A medialis,
centralis és posterior helyzetli amygdala magokban CART-pozitiv rostokat, mig a
basolateralis, centralis és corticalis magokban immunreaktiv neruonokat és rostokat

is talaltunk (6. abra).

Az archicorticalis és neocorticalis teriileteken a CART-immunreaktiv
neuronok €s axonok elhelyezkedése azonos volt a korabban publikaltakkal (Seress és

mtsai., 2004; Abraham és mtsai., 2007, 2009).
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3. abra - CART peptid immunreaktiv neurondlis struktiirdk a nucleus accumbens-ben (NACC) és
az eldagy rostralis teriiletén 6,5 + 1 hetes nem obes OLETF (B és D) patkdnyokban és azonos koru
sovany LETO kontroll (4 és C) dllatokban. A LETO-ban, a comissura anterior-tél (CA)
dorsomedialisan, a NACC rostralis részében denz; CART-immunreaktiv rost halozat lathato. CART-
immunpozitiv neuronok (vildgos nyilhegyek) és denz immunreaktiv axonok (sétét nyilhegyek)
talalhatéak a piriformis kéregben (PIR). Az OLETF-ben a NACC rostralis része, és a PIR, a
LETO-hoz hasonloan tartalmaz immunpozitiv neuronokat és denz axon hdlozatot. Nincs ldathato
kiilonbség a LETO (C) és az OLETF (D) torzsben a NACC caudalis teriiletén, amely mérsékelt
denzitiasti immunreaktiv rostokat és neuronokat tartalmaz. A tuberculum olfactorium-ban (TU)
erdsen denz immunreaktiv rost hdlozat figyelheté meg mindkét torzsben, mig a lateralis septum-ban
(LS) és a septohippocampalis magban (SHI) kozepesen denz immunreaktiv rostok detektalhatoak.
A kozbeikatatott képen az NACC rostralis része lathato nagy nagyitisban. A lépték 500 um az A-B,
600 um a C- D, és 50 um a kozbeikatott képen.
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4. abra - CART peptid immunreakcié a septum-ban 6,5 = I hetes nem obes OLETF (B és D)

patkdnyokban és azonos korit sovany LETO (A és C) kontroll dallatokban. A septum rostralis (4 és
B) és caudalis (C és D) részén a septohippocampalis mag (SHI) denz CART-pozitiv rost hdlozatot
tartalmaz, mig a lateralis septum ventralis (LSV) és dorsalis (LSD) teriiletein mérsékelten denzg
CART-immunreaktiv rostok ldathatoak mindkét torzsben. A medialis septum (MS) alacsony
denzitasi a laza hdlozat kovetkeztében, mig a NACC septalis része ezzel szemben erdsen deng

CART-immunreaktiv axonokat tartalmaz. A lépték 250 um az A és B, és 500 um a C és D képeken.
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5. abra - CART peptid immunreakcid a hypothalamusban 6,5 + 1 hetes nem obes OLETF (B, D és
F) patkdnyokban és azonos korit sovany LETO (A, C és E) kontroll dllatokban. A hypothalamus
paraventricularis (PAV) és periventricularis (PEV) magjai nagy mennyiségben tartalmaznak
CART-immunreaktiv sejteket és rostokat, mig a hypothalamus anterior (AHY) és lateralis (LH)
teriiletén kiozepesen denz immunreaktiv rost halozat lathato mindkét torzsben (A és D). A nagyobb
nagyitisu képeken a PEV CART-immunreaktiv neuronjai és rostjai figyelhetéek meg. A zona
incerta (ZI) nagy mennyiségben tartalmaz; CART-immunreaktiv neuronokat, mig a nucleus
arcuatus (ARC) emellett denz axon hdlézattal is rendelkezik. A LH-ban kevésbé denz immunreaktiv
hdlozat lathatd, a ventromedialis (VMH) és dorsalis (DMH) hypothalamicus magok pedig nagyon
alacsony immunreaktivitast mutatnak (C és D). A ZI és a perifornicalis mag (PEF) szdmos erdsen
jelolt neuront tartalmaz, mig a PEV, az ARC és a dordomedialis mag (DM) kizepes mértékben
Jjelolt. A dorsomedialis hypothalamus pars compacta teriiletéen (DMC), a VMH-ban és az LH-ban
alacsony denzitisu immunreaktiv axonok vannak (E és F). Mindkét torzsben nagyon erés
immunreakcio detektalhato az eminentia mediana-ban (ME). A lépték 500 um az A-F képeken, és

100 um a kézbeiktatott képen.
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6. abra - CART peptid immunreakcié az amygdala magokban (4 és B), az Edinger-Westphal
magban (C és D) és a nucleus parabrachialis-ban (E és F) 6,5 + 1 hetes nem obes OLETF
patkdanyokban és azonos kori soviny LETO kontroll dllatokban. Nagy mennyiségii CART-
immunreaktiv neuron és rost ldthato a centralis amygdala magokban (CEA), és kevesebb rost a
medialis magban (MEA) (A és B). A basolateralis amygdala magok (BLA) rostralis részében a
legalacsonyabb a CART-immunreaktiv rostok denzitisa. A kozbeiktatott képen CART-
immunreaktiv neuronok lathatéak a CEA teriiletén. A7 Edinger-Westphal mag (EW) nagy, erdsen
CART-immunreaktiv sejteket tartlamaz (C és D). A hidban a nucleus parabrachialis lateralis része
(IPB) erdsen immunreaktiv rost hdlozattal rendelkezik, mig a medialis részen (mPB) és a
periaqueductalis sziirkedllomdnyban (CGP) alacsonyabb a CART-immunreaktiv axondlis denzitds.
CART-immunreaktiv neuronokat taldlunk mindkét torzsben a Kolliker-Fuse magban (KF). A

lépték 200 um az A, B, E és 100 um a C, D és a kizbeikatott képen.
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CART peptid immunreaktivitas a kozépagy teriiletén fiatal LETO és OLETF

allatokban

Nagyszamu ¢és erésen CART-pozitiv neuronok taldlhatoak az Edinger-
Westphal magban mindkét térzsben (6. dbra). A periaqueductalis sziirkeallomanyban
tobb, mig a VTA-ban kevesebb CART-immunreaktiv rostot talaltunk a fiatal
OLETF-ekben és LETO-kban. A CART-immunreaktiv sejtek és rostok eloszlasa

hasonl6 volt a két vizsgalt torzsben ezekben a régiokban is.

CART peptid immunreaktivitis az utdagy teriiletén fiatal LETO és OLETF

allatokban

Mind a dorsalis, mind a ventralis nucleus parabrachialis tartalmazott CART-
pozitiv rostokat, de a dorsalis teriileten nagyobb szdmban voltak megfigyelhetéek az
immunreaktiv idegrostok a fiatal allatokban. A Kolliker-Fuse mag mindkét torzsben
tartalmazott CART-immunpozitiv neuronokat. A CART-pozitiv elemek eloszlasdban

¢és intenzitasaban nem volt kimutathato kiilonbség a két torzs kozott (6. abra).

A nyultveldben a nucleus tractus solitarius (NTS) nagyszamu CART-
immunreaktiv rostot tartalmazott (7. abra). Emellett a NTS rostralis teriiletén
medialisan egy-egy CART-immunreaktiv idegsejt is lathato (7. abra). A CART
immunreaktivitas intenzitasa az NTS rostralis és caudalis teriiletén medialisan

erdsebb, mint lateralisan.
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7. abra - CART peptid immunreakcié a medulla oblongata-ban 6,5 + 1 hetes nem obes OLETF (B

és D) patkdnyokban és azonos korii sovany LETO (4 és C) kontroll dllatokban. A nucleus tractus
solitarii medialis részén (NTS, med) denz CART--immunreaktiv rost hdlozat lathato, mig a lateralis
rész (NTS, lat) kevésbé denz immunreaktiv axonokat tartalmaz. A nucleus ambiguus-ban (AMB) és
az oliva inferiorban (10) CART-immunreaktiv rostok vannak, CART-immunreaktiv sejtek a C1
régioban lathatéak. A nyilnegyek CART-immunreaktiv neuronokat és rostokat mutatnak a medialis
NTS teriiletén nagy nagyitisban. A nyultvelo rostralis részén (C és D) is hasonlo képet mutat a
CART-immunreaktiv axonok eloszlisa. Az area postrema (AP) erds CART peptid
immunreaktivitdassal rendelkezik. A nucleus raphe obscurus (ROb), az AMB és az 10 gyengébben

jelolodott. A lépték 500 um az A-D, és 80 um a kozbeiktatott képen.
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CART peptid immunreaktivitaisanak kvantifikalasa fiatal LETO és OLETF
dallatokban

A CART immunfestddés mértékének kvantifikdlasat azokon a teriileteken
végeztiik el a fiatal, nem obes, nem diabeteses OLETF és LETO patkanyokban, ahol
kordbban Abraham és mtsai. (2009) szignifikdns kiilonbségeket mértek az id6sebb
(35-40 hetes), elhizott és diabeteses OLETF ¢és a kontrollként hasznalt LETO allatok
kozott. Munkank soran megmértilk a CART-immunreakcid intenzitasait a NACC
rostralis teriiletén; az amygdala medialis, centralis és basolateralis magjaiban; és a
medialis és lateralis NTS rostralis részén. Emellett megmértiik az immunjelolédés
intenzitasanak mértékét a hypothalamus periventricularis zonajaban és az Edinger-
Westphal mag teriiletén, mely areak a stresszvalasz szabalyozasaban vesznek részt;
noha utobbirol feltételezik, hogy a taplalékfelvétel és a jutalmazasi funkcidkban is

szerepet jatszhat (Weitemier és Ryabinin, 2005; Giardino és mtsai., 2011).

Nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a CART-immunreaktivitas
intenzitdsaban a NACC-ben sem a fiatal, nem diabeteses, nem obes OLETF
patkanyokban, sem az azonos kort LETO kontrollokban. A CART immunreakcio6
intenzitdsa megnétt ugyan a NACC rostralis részén OLETF (78,07 + 17,54)
patkanyokban, de a kiilonbség nem volt szignifikans (p = 0,14) a LETO (49,48 + 1,7)
kontrollokhoz képest (8. abra).

Az immunreaktivitds intenzitdsat megmeértiik a basolateralis (LETO: 44,22 +
10,1; OLETF: 50,78 + 9,60), centralis (LETO: 77,45 + 17,77, OLETF: 78,55 +
14,84), és a medialis (LETO: 61,08 + 14,01; OLETF: 66,79 + 12,62) amygdala
magokban is, de nem talaltunk szignifikédns eltérést az OLETF ¢és fiatal LETO

patkanyokban (8. abra).

A hypothalamus periventricularis zonajaban is végeztiink mérést, és a mérési
eredmények hasonl6 CART immunreaktivitast mutattak mindkét torzsben (OLETF:
113,24 + 34,58; LETO: 124,6 + 26,15), szignifikans kiilonbség nélkiil (p = 0,056) (8.

abra).
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A mérheté kromogén intenzitds az Edinger-Westphal magban valamivel
magasabb volt az OLETF (93,27 + 21,69) patkanyokban, mint a LETO (70,96 +
27,15) kontrollokban, de a kiilonbség nem érte ¢l a szignifikancia szintet (p = 0,056)
(8. abra).

Az intenzitas mind a lateralis, mind a medialis rostralis NTS-ben magasabb
volt az OLETF allatokban (medialis: 97,41 + 8.57; lateralis: 59,06 + 3,81), mint a
LETO kontrollokban (medialis: 66,73 = 9,00; lateralis: 39,21 + 5,26), de szignifikans

kiilonbséget nem tudtunk kimutatni (medialis: p = 0,11; lateralis: p = 0,12) (8. 4bra).
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8. abra - CART peptid immunreaktivitds a sziirke-szin intezitds mérések alapjan a 6,5 £ 1 hetes
nem obes OLETF (fekete oszlopok) patkdnyokban és azonos koru soviny LETO (sziirke oszlopok)
kontroll dllatokban, kiilonbozo agyi teriileteken. EQy-egy oszlop szamos foto méréseit osszesiti:
nucleus accumbens 18 (OLETF) és 21 (LETO); periventricularis hypothalamus 44 (OLETF) és 27
(LETO); amygdala magok 28 (OLETF) és 20 (LETO); nucleus tractus solitarii 50 (OLETF) és 29
(LETO); Edinger-Westphal mag 18 (OLETF) és 36 (LETO). A hibavonalak a konfidencia

intervallumot jelolik.
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Fiatal és idos Long-Evans patkanyok vizsgalata

Az allatok taplalékfogyasztasa

A perfazidot megel6z6 egy honapon keresztiil tartd napi taplalékfogyasztas
mérése soran nem talaltunk szignifikans eltérést a fiatal és az id6s Long-Evans
patkanyok kozott. A fiatal him allatok 20,89 + 1,69 gramm tapot ettek naponta, mig
az id6sek 21,35 + 3,88 grammot (9. abra).
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Taplalékfogyasztas

9. abra — Atlagos napi tapldilékfogyasztis mértéke fiatal (fekete 0szlopok) és idds (sziirke oszlopok)

him Long-Evans patkdnyokban. A hibavonalak a konfidencia intervallumot jelolik.

A ndstény allatok kevesebb tapot fogyasztottak a himeknél, és a fiatal ndstények
tobbet ettek (18,73 + 6,02 g/nap) mint az id6ésebb néstények (16,36 + 1,52 g/nap), de

a kiilonbség nem volt szignifikans.
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10. abra — Atlagos napi tiplalékfogyasztis mértéke fiatal (fekete 0szlopok) és idds (sziirke oszlopok)

ndstény Long-Evans patkanyokban. A hibavonalak a konfidencia intervallumot jelolik.

A 100 g testtomegre vetitett napi tap fogyasztas esetében szignifikans (p <
0,005) életkor-fiiggd valtozas volt észlelheté a him és a ndstény csoportban is. A
fiatal him allatok (6,44 + 0,52 g / 100 g testtomeg / nap) tobbet ettek az idoseknél
(5,00 = 0,90 g / 100 g testtomeg / nap), hasonloan a fiatal (8,51 + 2,81 g / 100 g
testtomeg / nap) és idds ndstényekhez (6,02 + 0,52 g/ 100 g testtomeg / nap).

CART peptid immunreaktivitas a nucleus accumbensben

A NACC-ben mind a fiatal, a kdozépkort és oreg patkanyokban, a CART-
immunreaktiv sejtek €és axonok eloszldsa megegyezd volt a kordbban publikalt
vizsgalatokban megfigyeltekkel (Koylu és mtsai., 1997, 1998; Abraham és mtsai.,
2009; Janzso és mtsai., 2010). A NACC rostralis és caudalis részén is er6sen CART-
immunpozitiv neuronok és rostok talalhatbak mindkét korcsoportban.
Osszehasonlitva a  CART  immunreaktivitds eloszlisat és  intenzitasat

fénymikroszkopban, nem talaltunk lathat6 korfliggd elvaltozasokat (11., 12. abra).
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11. abra - CART peptid immunreakcio az eléagy rostralis teriiletén fiatal (A, C, E) és idds him

Long-Evans (B, D, F) patkdnyokban. A nyilhegyek CART-immunreaktiv perikaryonokat mutatnak
(E-F) a nucleus accumbens (NACC) teriiletén. Kiegészité magyardzat: ac, comissura anterior; PIR,

piriformis kéreg. A lépték 200 um az A-B, 100 um a C-D, és 60 um az E-F képeken.
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12. abra — CART immunreaktivitds a nucleus accumbens (NACC) rostralis részében fiatal felnott (A, B),

kozépkoru (C, D), és idds (E) nostény patkdanyokban. Az F kép a CART peptid immunreaktivitdisanak
hianydt mutatja negativ kontroll dllatokban, ahol az elsidleges antitesttel térténd kezelés kihagydsra
keriilt. A nyilhegyek (B, D) CART-pozitiv sejttestekre mutatnak, amelyek nagy szamban taldlhatoak meg a
NACC-ben. Kiegészitd magyardzat: ac, comissura anterior. A lépték 100 um az A, C, E és 60 um a B, D

képeken.
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CART peptid immunreaktivitisinak kvantifikaldasa a nucleus accumbens-ben

fiatal és idos allatokban

A CART immunreaktivitds fiatal, kozépkora és idds allatokban torténd
Osszehasonlithatosag érdekében az immunreakcido mértékét szoftveres denzitometria
segitségével értékeltiik ki a NACC-ben, fekete-fehér felvételeken. A kvantifikalasra
hasznalt moddszer validdldsa érdekében két kiillonb6zd szoftvert hasznaltunk: az
Imagel-t - amely egy nyilt forraskéda program -, és az AnalySYS-t (Olympus
Corp.). A sziirke-szin intenzitas értékekben a két kiértékeldé program kozott nem

talaltunk szignifikans kiilonbségeket.

A CART immunfestett metszeteken nem talaltunk szignifikans életkor-fiiggd
intenzitasbeli kiilonbségeket a fiatal és az idds patkdnyok kozott. A CART-
immunreakcid6 a NACC-ben 4 honapos patkanyokban (21,60 + 7,07), és 25-32
honapos patkanyokban (22,27 + 3,81), az ImageJ szoftverrel mérve, azonos értékeket
adott (13. abra; 1. tablazat). Ezzel a programmal a legmagasabb intenzitas érték
33,76 volt a fiatalokban és 24,38 az idds allatokban, 16,60 illetve 17,67-es minimum
értekek mellett. Az Image] programhoz hasonléan az AnalySYS szoftver
segitségével sem talaltunk jelentés kiilonbséget a CART immunreakcié mértékében a
fiatal (57,04 + 5,80) és az idOs (62,36 + 4,17) vizsgalt egyedek kozott (14. abra). A
legmagasabb érték 61,23 és 63,19 voltak a fiatal illetve az idés allatokban, 36,86
(fiatal) és 53,27-es (id6s) minimum értékek mellett.

A két szoftver tekintetében megallapithato, hogy az Imagel] magasabb szoras
értéket produkal, de statisztikailag értékelve ugyanolyan végeredményt ad az
immunfestés intenzitasanak mértékérél. Az abszolut értékekben megfigyelhetd
eltérés oka a két szoftver eltérd programozasa és kalibracios metodusa, amelyet a
pixelek intenzitasanak meghatarozasara hasznalnak.

A CART peptid immunreaktivitds vizsgalatakor nem talaltunk az 1dds
csoporton beliili (25-32 honapos) egyedek kozott sem korfiiggd kiilonbséget.

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk a CART immunreakcio mértékét a him (25-
32 honapos) és ndstény (26-30 honapos) idOs csoportok kozott az Imagel szoftver

segitségével. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az intenzitasok kozott a
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NACC-ben az idés him (22,2 + 3,81) és a néstény (19,4 + 1,73) patkanyok kozott,
amely alapjan feltételezhetd, hogy nincs nemek kozotti kiilonbség a CART
expresszioban 1dds patkdnyokban (1. tablazat).

Szintén Osszehasonlitottuk a fiatal himek (21,6 = 7,02) és ndstények (20,0 =
6,32) értékeit, ebben sem taldltunk szignifikans kiilonbséget. Végiil
Osszehasonlitottuk a fiatal (20,0 = 6,32), kozépkoru (27,02 £ 7,29) és idés (19,4 +
1,73) noéstények denzitometrids eredményeit, ¢és nem taldltunk korfiiggo,

statisztikailag szignifikans kiilonbséget (15. abra).

Him Ndstény
Fiatal felnott 21,6 +7,02 20,0 + 6,32
Kozépkoru felnétt NA 27,02+7,29
Idés felnott 22,2 +3,81 19,4+ 1,73

1. tablazat - Atlagos CART peptid immundenzitis értékek a nucleus accumbens-ben
kiilonbozo koru patkdanyokban. Az értékek a mért eredményeket (Imagel) és a szordst

mutatjak.
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13. abra - CART peptid immunreaktivitds sziirke-szin intenzitis mérési eredményei fiatal (fekete
oszlopok) és idds (sziirke oszlopok) him Long-Evans patkdnyokban a nucleus accumbensben

(NACC) Imagel szoftver segitségével. A hibavonalak a konfidencia intervallumot jelglik.
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14. abra - CART peptid immunreaktivitds sziirke-szin intenzitis mérési eredményei fiatal (fekete
oszlopok) és idds (sziirke oszlopok) him Long-Evans patkdnyokban a nucleus accumbensben

(NACC) AnalySYS szoftver segitségével. A hibavonalak a konfidencia intervallumot jelolik.
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15. abra - CART peptid immunreaktivitds sziirke-szin intenzitis mérési eredményei fiatal (fekete
oszlopok), kozépkoru (sotétsziirke), és idos (vilagossziirke oszlopok) ndstény Long-Evans
patkanyokban a nucleus accumbensben (NACC) Imageld szoftver segitségével. A hibavonalak a

konfidencia intervallumot jelolik.
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Eredmények megbeszélése

A CART peptid expresszio OLETF patkanyokban

A taplalekfelvétel kozponti idegrendszeri szabdlyozasa a folyamat
iranyitasaért felelés agyi régiok idegsejtjeiben expresszalt orexigén és anorexigén
neuropeptidek révén valosul meg. A taplalékfelvételt serkentd, vagy gatld peptidek
expresszidja, illetve szignalizacidja egyensulyanak felboruldsa taplalkozasi
zavarokhoz vezet. A CART peptid anorexigén hatast, bizonyitottan csokkenti a
taplalékfelvételt és modulalja a mesolimbicus dopaminerg rendszert (Koylu és
mtsai., 1997; Kuhar és Dall Vechia, 1999; Thim és mtsai., 1998; Hunter és mtsai.,
2004). Az emberi elhizas ragcsalokon valo sikeres tanulmanyozasat az emlds fajok
testsulyt szabalyoz6 rendszerében fellelhetd nagyfokti homologia biztositja. Az
OLETF patkdnyokban a CCK-1 receptor gén spontan delécids mutacidja
kovetkeztében hianyzik a CCK-1 receptor funkcié. Emiatt ezek az allatok
hiperfagiasak és elhizottak lesznek, és feln6tt korukra kialakul naluk a 2-es tipusu

diabetes mellitus.

2009-ben Abraham ¢és mtsai. CART expresszid valtozast irtak le ebben a
természetes mutans, CCK-1 deficiens patkany torzsben: a NACC rostralis kopeny
zonajaban - és annak medialis polusaban - szignifikins CART-immunreaktivitas
csokkenést mértek CCK-1 receptor deficiens, elhizott, diabeteses 35-40 hetes
OLETF patkanyokban. Tovabba CART peptid immunpozitivitas csokkenést talaltak
a basolateralis amygdala-ban, és a NTS rostro-medialis részében. Mivel a NTS
fogadja az emésztorendszer feldl a mechanoreceptiv és kemoreceptiv informaciokat,
a megfigyelt CART expressziobeli eltérés alapjan feltételezhetd, hogy ezekben az

crer

hiperfagidhoz.
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A NACC-ben mind a magban taldlhatdo idegsejtek szoémdja, mind azok

axonkollateralisai, mind a maghoz érkez6 axonok és axon terminalisok tartalmaznak

CART peptidet.

A NACC-ben megfigyelhetd tovabba, hogy a CART-immunreaktiv
idegrostok ¢és perykarionok denzitasa a kdpeny-régioban sokkal erdteljesebb, mint
amit a magban, vagy a dorsalis striatumban lehet mérni. A CART peptid expresszio
az obes, diabeteses, CCK-1 receptor deficiens patkanyokban a kdpeny-régio rostralis
teriiletén ¢és a medialis polus kornyékén mutatott szignifikdns csokkenést a
kontrollokhoz képest. A NACC rostralis poélusanak Osszekottetései jelentOsen
eltérnek a caudalis ventralis kopeny zoénaétol ¢és a magétol; jelentds
interkonnektivitast figyeltek meg az agytérzs autondm kozpontjaival, tovabbad a
sublenticularis substantia innominata-val és a lateralis hypothalamusszal (Zahm és

Brog, 1992). Ezen megfigyelések alapjan feltételezik, hogy a NACC rostralis polusa

crer

Az amygdala basolateralis magja kiilonb6z6 averziv viselkedések
kialakitasaban vesz részt - tobbek kozt az iz averzioban is. A jutalmazasi-rendszer
mikodéséhez vald kapcsoloddsanak pontos fizioldgiai mechanizmus ugyan nem
ismert, de szamos anatémiai bizonyiték van arra, hogy szerepe lehet az izérzékelés
altali jutalmazasi folyamatokban (Louilot és Besson, 2000; Lundy és Norgren, 2004,
Reilly és Bornovalova, 2005). A NACC-ban és az amygdala magvakban megfigyelt
expresszio csokkenés ezekben az allatokban vélhetéen megvaltozott iz- és taplalék

altali jutalmazasi funkcidokhoz, és ezaltal hiperfagidhoz valamint elhizadshoz vezetett.

Jelen vizsgalatban arra kerestiik a valaszt, hogy vajon a CCK-1 receptor
hianya az életkor, vagy esetleg a megvaltozott anyagcsere allapot altal vezet a fenti -
az obes és diabeteses, 35-40 hetes OLETF patkanyokban megfigyelheté - CART
expresszio eltérésekhez. Vizsgédlatunk sordn megmértik a CART peptid
immunreaktivitds intenzitdsat fiatal nem obes, nem diabeteses OLETF 4llatokban.
Azokra az agyi régiokra koncentraltunk, ahol a kozépkora, megvaltozott

anyagcserével rendelkezd, elhizott és diabeteses allatokban eltérés volt tapasztalhato.
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Munkénk soran a CART peptid expressziojat a taplalékfelvételt szabalyozo
agyi régiokban fiatal (6,5 £ 1 hetes) normal és CCK-1 receptor deficiens OLETF
patkanyokban vizsgaltuk. A feln6ttkorban hiperfag, obes és 2-es tipusu diabeteses
OLETF allatok 6 hetes korban még nem obesek, és nem is diabetesesek. Ugyanakkor
viszont taplalékfelvételilk mutat mar hiperfag jeleket, annak ellenére, hogy sulyuk
nem kiilonbozik szignifikansan a kontrollokétol. Mivel magasabb metabolikus ratat,
vagy aktivitds fokozodast nem irtak le ennél a torzsnél, a testtomegiik jelentOsen
novekszik a kontroll allatokhoz képest. 10 hetes korra mar 25%-al nagyobb az
OLETF allatok testtomege, mint a kontrolloké, a két térzs kozotti kiillonbség végiil
35%-0s csucsértéket mutat. Vizsgalatunk sordn azt talaltuk, hogy 6,5 £ 1 hetes
korban a CART peptid immunreaktiv neuronok és axonjaik eloszlasa az OLETF
patkanyokban hasonl6 volt az azonos kort sovany LETO kontrollokhoz képest, és
ahhoz, amit korabban a Sprague-Dawley illetve Long-Evans patkanytérzsben
megfigyeltek (Koylu és mtsai., 1997, 1998; Seress és mtsai., 2004). Szemmel lathato
eltérés a CART peptid immunreaktivitisaban nem volt észlelhetd a taplalkozas-
szabalyozasért, a stresszért, a tanulasért és a memoridért felelds agyi teriileteken.
Ellentétben azzal, amit az elhizott, diabeteses és idésebb (35-40 hetes) allatoknal
megfigyeltek, nevezetes, hogy a CART peptid expresszid tobb agyi teriileten
csokkent az azonos kora kontrollokhoz képest (Abraham és mtsai., 2009), a fiatal
nem obes és nem diabeteses OLETF patkanyokban a CART peptid expresszio
szignifikdnsan nem kiilonbozott ezeken a teriileteken attdl, amit az azonos kort
kontrollban mértiink. A NTS-ben, a basolateralis amygdala-ban és a NACC-ben 6,5
+ 1 hetes korban az OLETF ¢és a kontroll LETO patkanyokban hasonlé CART
immunreaktivitds volt megfigyelhetd. Erdekes kiilonbség, hogy mig idésebb (35-40
hetes), obes és diabeteses OLETF allatokban a CART peptid expresszié mértéke
ezeken a teriileteken alacsonyabb volt, mint a kontollokban, addig fiatalabb OLETF
patkanyokban a CART peptid immunreaktivitas intenzitasa az azonos koru kontroll
allatokkal 0sszehasonlitva enyhén magasabb volt, szignifikans kiilonbség nélkiil. Ez
arra utal, hogy a fenti régiokban, diabetesben és obesitasban megfigyelhet6 csokkent
CART anorexigén peptid expresszio kialakulasa még nem jelentkezik abban a

korban, amikor az OLETF allatok testsulya még nem kiilonbozik a kontrollokétol és
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még nem alakul ki diabetes mellitus. Mindez arra is utal, hogy a fiatal korban
megfigyelhetd hiperfagia nem a csokkent CART expresszido kovetkezménye.
Ellenkezodleg, a fiatal nem obes OLETF allatokban megfigyelheté emelkedett CART
expresszio, egy a hiperfagiat kontrollalni probalé kompenzatérikus reakcid lehet.
Megallapithato tovabba, hogy a CCK-1 receptoron keresztiil hato jelatviteli agensek
nem befolyasoljak a CART peptid kifejez0dését €s megoszlasat a magzati fejlodés és

a postnatalis érés soran.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a CART peptid expresszidjat
nem szabalyozza kozvetlenil a CCK-1 receptoron keresztil haté CCK.
Feltételezhetd, hogy a megvaltozott CART peptid expresszidért obes és diabeteses
allatokban nem direkt mddon felelés a CCK-1 receptor mutacidja. Valdsziniileg
egyeb, az elhizdssal és/vagy a diabetesszel Osszefiiggésben 4llo faktorok, mint pl.
megvaltozott leptin szignalizacid, megvaltozott anyagcsere, tehetok feleldssé az

OLETF patkény torzsben

Mindezek mellett elméletileg a hiperfagia szintén lehetne oka a megvaltozott
CART expresszionak az OLETF, diabeteses patkanyokban. Ennek ellentmond
ugyan, hogy sziiletés utan az OLETF patkanyok a LETO kontrollokhoz képest tobb
tejet fogyasztanak, testtomegbeli kiilonbség kialakulasa nélkiill 6 hetes korig
(Schroeder és mtsai., 2007; Moran és mtsai., 2008). Ez a 6 hetes kor egybevag az
altalunk is hasznalt allatok koraval (6,5 + 1 hét). Ebben a korban a CCK-1 receptor
deficiens allatokban csak enyhe, de nem szignifikans CART peptid expresszid
emelkedést lattunk az azonos korti kontroll &llatokhoz képest. Ezzel szemben
iddsebb, obes ¢s diabeteses OLETF-ekben a CART peptid expresszié szignifikansan
alacsonyabb volt, mint az idésebb kontrollokban. Ezek alapjan az feltételezhetd,
hogy a hiperfagia direkten nem valtoztatja meg az NACC-ben, amygdala-ban és az
NTS-ben a CART expressziot. Feltételezziik, hogy a kis mértékben emelkedett
CART peptid expresszio egy kompenzatorikus mechanizmus része lehet, valaszul az
emelkedett taplalékbevitelre. Ragcsalokban a taplalékbevitel megszoritasa gyors és
dinamikus CART expresszi6 valtozast és CART szignalizacio csokkenést

eredményez, ami a CART peptidet termel6 sejtek energia homeosztazisban betoltott
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szerepére utal (Robson és mtsai., 2002; Higuchi és mtsai., 2008; Dandekar és mtsai.,
2012). Megemlitendd, hogy hasonlé kompenzatoérikus mechanizmust a hiperfagia

esetén még sosem irtak le.

A fiatal (6,5 £ 1 hét) nem diabeteses és az id6s (35-40 hét) diabeteses
allatokban a taplalékfelvétel szabalyozasaért felelos agyi régiokban megfigyelhetd
CART peptid immunreaktivitasban megjelend kiilonbség masik feltételezett oka az
elhizas. Ismert, hogy a csokkent CART expresszid bizonyitottan elhizdshoz vezet
(Asnicar és mtsai.,, 2001; Boone és mtsai., 2008; Del Giudice és mtsai.,, 2001;
Guerardel és mtsai.,, 2005), és mas CART-fiiggetlen clhizott allatmodellekben
szintén csokkent CART expressziot irtak le (Kristensen és mtsai., 1998; Tian és
mtsai., 2004; Schulz és mtsai., 2012). Ez alapjan a CART peptid immunreaktivitas
intenzitasanak csokkenése oka, és kovetkezménye is lehet az obesitasnak. Mivel a mi
OLETF-LETO aéllatmodelliinkben a hiperfagia mar jelen volt mikézben a CART
expresszid nem valtozott, arra kovetkeztetliink, hogy a CART peptid expresszio
csokkenés az obes, diabeteses, CCK-1 receptor deficiens OLETF patkanyokban nem

oka, hanem kovetkezménye az elhizasnak.

A kovetkez6 faktor, ami magyarazhatja a fiatal (6,5 = 1 hét), nem diabeteses
és 1dOsebb (35-40 hét) allatokban a CART peptid expresszioban megfigyelt
kiilonbséget a diabetesszel kapcsolatba hozhaté metabolikus valtozasok lehetnek.
Ezek kozott kiemelkedd szerepe lehet a gliikkokortikoidoknak, amelyek az agyban
befolyasoljak a CART szintjét. A CART peptid szintje a vérben diurnalis ritmust
kovet a gliikkokortikoidok szintjének valtozasaval parhuzamosan, és a CART peptid
expresszid diurnalis valtozasa az agyban is nyomon kovetheté a NACC-ben, az
amygdala-ban és a hypothalamus-ban (Jaworski és mtsai., 2003; Vrang és mtsai.,
2003; Vicentic és mtsai., 2004, 2005). A kisérleti allatok perfizidjanak azonos
idépontban valo elvégzése révén, ezt a diurnalis ritmus okozta esetleges zavard
tényez6t igyekeztiink kizarni a vizsgalataink soran, ezért a gliilokortikoidok CART

expressziora gyakorolt hatdsa vélhetden nem befolyasolta az eredményeinket.
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Eheztetett patkanyokban, a CART peptid napi ritmusa a hypothalamus-ban a
taplalékbevitellel is mutat kapcsolatot (Savontaus és mtsai., 2002; Bertile és mtsai.,
2003), emellett étkezéstdl fliggd ritmicitdst a CART expresszidban leirtak a
mesolimbicus régiokban is, beleértve az NACC-t és az amygdala-t (Vicentic és
mtsai., 2005).

Ismert a kortikoszteroidok szerepe az energia homeosztazisban ¢és az elhizas
kialakulasaban (Perello és mtsai., 2004; Duclos és mtsai., 2005). Emellett a CCK
emelkedett plazma kortikoszteron szintet eredményez (Sander és Porter, 1988;
Katsuura és mtsai., 1992). Ezzel 6sszhangban a szérum és a vizelet kortikoszteron
szintje csokken és a mellékvese mérete szignifikansan Kisebb, mig a plazma ACTH
szintje szignifikdnsan magasabb OLETF patkanyokban a LETO kontrollokhoz
képest (Noguchi és mtsai., 2007). Erdekes megjegyezni, hogy ezek a kiilonbségek 16
hetesnél idsebb allatokban voltak kimutathatéoak, mig az 5-8 hetesekben, amikor
még nem elhizottak és nem diabetesesek, ez az eltérés még nem figyelheté meg. A
CART expresszi6 ritmusa megegyezik a kortikoszteroidoknal megfigyelt ritmussal,
és a CART peptid taplalékbevitelt6l fiiggé termelddése feltételezhetéen a
glitkokortikoidok altal is modulalt (Germano és mtsai., 2007; Liu és mtsai., 2011).
Az azonban, hogy a CART expresszié kortikoszteron altali szabalyozasa direkt, vagy

indirekt modon torténik-e, nem eldonthetd.

A kovetlezd molekula, amely az OLETF allatmodellben szabalyozhatja a
CART gén expresszidjat, a leptin, mivel az elhizassal magas szérum leptin
koncentracid és/vagy leptin rezisztencia jar egyiitt (Considine és mtsai., 1996). A
leptin bizonyitottan képes a hypothalamus-ban a CART peptid szintjét befolyasolni,
és az elhizassal 0Osszefliggd megvaltozott leptin-szignalizaci6 a CART mRNS
szintézisének drasztikus csokkenését idézi eld, mig leptin kezeléssel a CART szintje
visszaallithato az ARC-ban (Kristensen és mtsai., 1998). A CART gén promoter
régidja ugyanis tartalmaz egy STAT kot6helyet, amelyet a leptin aktival (Elias és
mtsai., 1998; Dominguez és mtsai.,, 2002). Az obes OLETF patkanyokban a

prediabeteses stadiumban (8-14. hét), a plazma leptin szintje 2-3-szor magasabb a
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kontrollokhoz viszonyitva, azonban ezt megelézéen, 5 hetes korban még nem

kiilonbozik szignifikansan (Niimi és mtsai., 1999).

Erdekes modon mind a szérum leptin szintjét, mind a mellékvese miikodését
tekintve, életkorfliggd valtozasok figyelhetdk meg az OLETF patkanyokban, és
szoros korrelaciot irtak le a szérum leptin, a kortikoszteron és az ACTH szintekben a
CCK-1 receptor hianyos allatok élete soran (Noguchi és mtsai.,, 2007). Mivel
mindkét faktor képes a CART expressziot befolyasolni, mindkettd felelds lehet a
CART peptid expresszio 35-40 hetes allatokban megfigyelt csokkenéséért (Abraham
és mtsai., 2009). Fiatal (6,5 = 1 hét) korban, amikor még sem az elhizas, sem a
szénhidrat anyagcserezavar nem all fenn az OLETF torzsben, mind a leptin, mind a
kortikoszteron szintek hasonlok a kontrollokban mértekhez, amely magyarazhatja,
hogy miért nincs szignifikans kiilonbsag az OLETF és kontroll LETO allatokban
megfigyelheté CART peptid expresszid intenzitdsdban a megvizsgalt agyi

terileteken.

A fentiektdl fliggetleniil természetesen feltételezhetd, hogy a fiatal, nem
diabeteses (6,5 + 1 hetes) és az idOsebb (35-40 hetes), elhizott és diabeteses allatok
kozott a CART peptid expresszidjaban a taplalékfelvételt szabalyozo agyi régiokban

megfigyelhet6 kiilonbség az életkor elérehaladtaval alakul ki.
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A CART peptid expresszié életkorfiiggo valtozasa a nucleus accumbens-ben

Szamos neuropetidrél  bizonyosodott be, hogy a taplalékfelvétel-
szabalyozasaban szerepet jatszo agyi teriileteken megvaltozik az expresszidjuk az
életkor elérehaladtaval. 1désebb korban az orexigén szignalok - els6sorban az NPY
¢és NPY-receptorok - hypothalamicus expresszidjanak csokkenését mutattak ki, de az
AgRP ¢és az orexin esetében is hasonl6 elvaltozas volt megfigyelhetd (Kmiec, 2006).
Az orexigén NPY-al kapcsolatban azt is kimutattdk, hogy 12 hénapos allatokban
hatdsosabb, mint a 3 honaposakban, viszont a 24 honaposakban sokkal kisebb
taplalékfelvételt indukal (Soos és mtsai., 2010). A CART esetében, a
hypothalamicus ARC-ban, az mRNS expresszio emelkedését mutattak ki id6s

patkanyokban, fiatalabbakban megfigyelthez képest (Sohn és mtsai., 2002).

Annak érdekében, hogy az életkor altal okozott CART peptid expresszio
valtozast igazoljuk, vagy kizarjuk, kiilonb6z6 kord kontroll allatokban
Osszehasonlitottuk a CART peptid expresszidjat a NACC-ban. Ez az a teriilet
ugyanis, ahol az egyik legmarkansabb kiilonbség figyelheté meg az OLETF
torzsben, ha a fiatal (6,5 £ 1 hetes) és az iddsebb, diabeteses (35-40 hét) allatokban,
valamint az azonos kort kontrollokban mért CART-immunreaktivitas intenzitast

vessziik figyelembe.

A vizsgalathoz hasznalt fiatal (4-7 honapos), kézépkoru felnétt (15 honapos)
¢€s 1dds (25-32 honapos) him és ndstény allatok esetében a 100 gramm testtomegre
szamitott napi taplalékbevitel szignifikdns eltérést mutatott. Mind a him, mind a
ndstény 1dds (25-32 hoénapos) patkanyok szignifikdnsan kevesebb tapot
fogyasztottak, mint a fiatalabb (4-7 hetes) allatok. A felvett taplalék mennyiségének
iddskori csokkenése ellenére a NACC-ben CART peptid immunreaktivitds nem
kiilonbozott fiatal és 1dés korban, sem him, sem ndstény allatokban és ezekben az
allatokban talalt CART peptid expresszido megegyezett az kozépkoru (15 honapos)

allatokban talalttal.
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Ebbél arra kovetkeztetiink, hogy a CART peptid mennyisége a NACC-ben,
normal testalkata és egészséges patkanyokban stabil értéket vesz fel és nem mutat az

¢letkortodl fiiggd ingadozasokat.

Az altalunk vizsgalt idés patkanyok életkora 25 €s 32 honap kozott valtozott,
amely a human életszakaszok koziil azon idészaknak feleltethetd meg, amikor a
taplalékbevitelben csdkkenés kovetkezik be és az dregedéssel dsszefliggésbe hozhatd
alultaplaltsag prevalencidja megndvekszik, akar drasztikus mértékli testtomeg
csokkenést is eléidézve (Black és mtsai., 2003). Jollehet ezen életszakasz emberek
esetében akar hosszabb ideig is eltarthat, patkanyoknal csak a halalukat megel6z6 3
hétre jellemz6 (Black és mtsai., 2003). Ezt az utols6 3 hetet megel6zben a
taplalékbeviteliik nem kiilonbozik a fiatalabb allatokétol. Vizsgalatainkban az idds
allatok 100 gramm testtdmegre szamitva szignifikansan kevesebb tdpot
fogyasztottak, mint a fiatalok, ennek ellenére a CART expresszidban nem talaltunk
eltérést a NACC-ben. Mindazonaltal meg kell emliteni, hogy a témaban publikalt
¢letkorfiiggd taplalékbeviteli vizsgalatok sordn, jellemzden 25-30 honapos
patkanyokat hasznaltak (Akimoto-Takano és mtsai., 2005; Kessler és mtsai., 2011;
Petervari és mtsai., 2011, 2010).

Ebben a korban az orexigén peptidek, mint az NPY, AgRP és orexin,
hypothalamicus expresszidja a fiatalabb allatokhoz képest valtozik, ezzel szemben az
anorexigén POMC expresszidja valtozatlan marad (Kaneda és mtsai., 2001; Kappeler
és mtsai., 2003; Porkka-Heiskanen és mtsai, 2004; Sohn és mtsai., 2002; Wolden-
Hanson ¢és mtsai., 2004). A hypothalamicus ARC-ban a CART peptidet a POMC-
termeld neuronok szubpopulacioja tartalmazza (Elias és mtsai.,, 1998, 2001). A
CART expresszio id6s korban az ARC-ban nd, ezzel ellentétben viszont a NACC-

ben nem mutat életkori valtozast id6s korban, csokkent taplalékfelvétel esetén sem.

A NACC-ben talalhaté CART-immunreaktivitasat a NACC neuronjainak ¢€s
nyulvanyainak, lokalis axonkollaterdlisanak, €s tavolabbi teriiletekrdl érkezo, a
NACC-ban végzodo axon terminalisainak immunpozitivitasa okozza. A legtobb

CART axon terminalis leginkabb a NACC CART-pozitiv idegsejtjeibdl ered, mig a
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CART immunoreaktiv axonok kisebb része érkezik a lateralis hypothalamusbol, a
perifornicalis teriiletr6l, az ARC-bol valamint az amygdala magokbol. Ezek koziil a
teriiletek koziil egyediil az ARC-ban mutattak ki idés korban CART expresszio

valtozast.

A NACC-ben a CART-immunreaktiv sejteket szamos dopaminerg
axonterminalis innervalja, ami egy masik, a taplalkozas szabalyozasért felelds régio
teriiletérol, a VTA-bAI érkezik. Az idos allatok NACC-ében megfigyelheté dopamin
szignalizaciot tekintve fontos, hogy csokkent receptorkdtodés és alacsonyabb bazalis
extracellularis dopamin felszabadulas van jelen, amely arra utal, hogy a VTA-ban is
kialakulhat életkor fiiggd valtozas (Diao és mtsai., 1997). Mivel a dopamin receptor
agonistak csokkentik a NACC-ban a CART mRNS atirasat (Hunter és mtsai., 2006),
az idds allatokban megfigyelhetd csokkent dopamin szignal logikusan novelné a
CART expressziot. A CART-dopamin interakcio tekintetében azonban egy
homeosztatikus funkcio is szerepet kap a NACC-ban, ami alapjan, abban az esetben,
ha a dopamin szignalizacié er6sodne, a CART peptid felszabadul, mintegy
mérsékelve a dopamin reakciot (Hubert és mtsai., 2008). A dopamin-CART
szignalizacio egyensulyban tartasa alapjan feltételezhetd az is, hogy az idéskori
csokkent dopamin szignalizacid hatasara nem torténik CART peptid felszabadulas,
hogy a legtobb CART-immunreaktiv axon terminalis a NACC-ban lokalis
axonkollateralisokhoz tartozik, a CART peptid NACC-ban betoltott homeosztatikus
funkcidja logikus magyarazat arra, hogy miért nem latunk életkor fiiggd CART
peptid expresszid valtozast még id0s korban sem, amikor is a taplalékfelvétel a

fiatalabb koru allatokéhoz képest csokken.

Meg kell azonban jegyezni, hogy a valtozatlan CART peptid expresszio nem
jar sziikségszerlien egyiitt valtozatlan CART peptid altal kivaltott hatassal a NACC
neuronjain. Ennek, valamint a CART peptid idéskori anorexidban betoltott

funkcidjanak tisztdzdsa tovabbi kutatdsokat tesz sziikségessé.
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Osszefoglalas

Jelen kutatdsban CART peptid immunreaktivitas életkor fliggd valtozasat
viszgaltuk az agy egyes, taplalkozas szabalyozasért felelds teriiletein.

Elészor 6,5 = 1 hetes nem obes, nem diabeteses CCK-1 receptor deficiens
OLETF patkanyokban, valamint veliik azonos kora LETO kontroll allatokban
tanulmanyoztuk a CART peptid immunreaktivitdst. Annak ellenére, hogy korabbi
vizsgalatok soran az idésebb (35-40 hetes) elhizott ¢és diabeteses OLETF
patkanyokban, a CART peptid immunreaktivitas a NACC rostralis teriiletén, a
rostro-medialis NTS-ben, és a basolateralis amygdalaban szignifikansan alacsonyabb
volt, mint az azonos kor LETO kontrollokban, a fiatal nem obes nem diabeteses
OLETF allatokban a CART peptid expresszio nem mutatott szignifikans eltérést a
NTS-ben, a basolateralis amygdala-ban és a NACC-ben a kontroll LETO
patkanyokban talalt immunreaktivitdshoz képest.

A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy vajon az életkor, vagy esetleg a
megvaltozott anyagcsere allapot vezet a fenti CART expresszio eltérésekhez.
Vizsgalatainkat kiterjesztettiik fiatal, kozépkoru €s idés, him és ndstény nem mutans
allatokra is az esetleges ¢letkorfiiggd CART expresszid valtozasok miatt. A
kiilonb6z6 koru allatokban nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a CART peptid
immunreaktivitdsdban, sem a him, sem a ndstény allatok esetén.

Megallapitottuk, hogy a NACC-ben a CART peptid expresszidja nem mutat
¢letkorfiiggd elvaltozasokat a fiatal, a kézépkort, az i1dés €és a nagyon iddskort
patkanyokban,  ellentétben @ mas  tapldkozas  szabalyozast  befolyésold
neuropeptidekkel.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk tovabba, hogy a CART expresszid
nincs kozvetlen kapcsolatban a CCK-1 receptorral, és az azon keresztiil torténd
szignalizacioval, és feltételezhetd, hogy a megvaltozott CART expresszioért egyéb,
az elhizassal és/vagy diabetesszel Osszefiiggésben allo faktorok tehetdk felel@ssé

ezekben a patkany torzsekben.
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Mellékletek

1. Roviditések jegyzéke

ACC/NACC - nucleus accumbens

AgRP - agouti-related peptid

AHY — hypothalamus, nucleus anterior

AMB - nucleus ambiguus

AP - area postrema

ARC - nucleus arcuatus

BLA, bIAMY - basolateralis amygdala

CA - commissura anterior

CART - kokain- és amfetamin regulalt transzkript peptid
CAMY - amygdala, nucleus centralis

caudNACC - nucleus accumbens, caudalis
caud-NTS - nucleus tractus solitarii, caudalis

CC - corpus callosum

CCK - cholecystokinin

CEA — amygdala, nucleus centralis

CGP — periaqueductalis sziirkeadllomany centralis része
CP - putamen, caudate nucleus

DA - dorsalis hypothalamus

DMC - hypothalamus, nucleus dorsomedialis

DPB - nucleus parabrachialis, dorsal

elPBN - nucleus parabrachialis kiilso lateralis része
f - fornix

GABA - gamma-amino-vajsav

GLP - glucagon-like peptid

GLUT-2 - 2-es tipusu gliikoz transzporter

10 - nucleus olivaris inferior
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KF - nucleus Kolliker-Fuse

LH - lateralis hypothalamus

IPBN - nucleus parabrachialis, lateralis

LETO - Long-Evans Tokushima Otsuka

LS - lateralis septum

LSD - septum lateralis, dorsalis

LSV — septum lateralis, ventralis

MCR - melanocortin-receptor

ME - eminentia mediana

MEA, mMAMY - amygdala, nucleus medialis
mPBN - nucleus parabrachialis medialis

mt - fasciculus mammillothalamicus

MRI - magneses rezonancia képalkotas

MS - medialis septum

MSH - melanocyta stimulalé hormon

NPY - neuropeptid-Y

NTS - nucleus tractus solitarii

ORX - orexin

OXM - oxyntmodulin

OLETF - Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
PAV - hypothalamus, nucleus paraventricularis
PEF - nucleus perifornicalis

PEV - hypothalamus, nucleus periventricularis
PIR - piriformis cortex

POMC - pro-opiomelanocortin

PP - pancreas-polipeptid

PYY - peptid-tirozin-tirozin

ROD - nucleus raphe obscurus

rostNACC - nucleus accumbens, rostralis
rost-mAMY - amygdala, nucleus medialis, rostralis része
rost-CAMY - amygdala, nucleus centralis, rostralis része

rost-blAMY - amygdala, nucleus basolateralis, rostralis része
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rost-NTS - nucleus tractus solitarii, rostralis része
scp - pedunculus cerebellaris superior

SHI - nucleus septohippocampalis

TNFa - tumor necrosis factor-o

VMH - ventromedialis hypothalamus

VPB - nucleus parabrachialis ventralis

Z| - zona incerta
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2.

Abrak

Abrik és tablazatok jegyzéke

Afferens periférias ingerek a taplalékfelvétel szabalyozasban (6. oldal).

Az emberi agyban aktivalodo teriiletek izletes étel fogyasztdsa sordn, vagy

azzal Osszefiiggésbe hozhatd egyéb szenzoros ingerek hatasara (8. oldal).

CART peptid immunreaktiv neuronalis strukturak a NACC-ben és az elbagy
rostralis teriiletén 6,5 £ 1 hetes nem obes OLETF patkanyokban és azonos
koru sovany LETO kontroll allatokban (24. oldal).

CART peptid immunreakcié a septum-ban 6,5 + 1 hetes nem obes OLETF
patkanyokban és azonos kort sovany LETO kontroll allatokban (25. oldal).

CART peptid immunreakcié a hypothalamusban 6,5 + 1 hetes nem obes

patkanyokban és azonos kort sovany LETO kontroll allatokban (26. oldal).

CART peptid immunreakcié az amygdala magokban, az Edinger-Westphal
magban és a nucleus parabrachialis-ban 6,5 + 1 hetes nem obes OLETF

patkanyokban és azonos korti sovany LETO kontroll allatokban (27. oldal).
CART peptid immunreakcio a medulla oblongata-ban 6,5 + 1 hetes nem obes

OLETF patkanyokban és azonos kort sovany LETO kontroll allatokban (29.
oldal).
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8. CART peptid immunreaktivitas a sziirke-szin intezitds mérések alapjan a 6,5 +
1 hetes nem obes OLETF patkanyokban és azonos kora sovany LETO

kontroll allatokban, kiilonb6z6 agyi teriileteken (31. oldal).

9. Atlagos napi taplalékfogyasztas mértéke fiatal és idés him Long-Evans
patkanyokban (32. oldal).

10. Atlagos napi taplalékfogyasztas mértéke fiatal és idés ndstény Long-Evans
patkanyokban (33. oldal).

11. CART peptid immunreakcié az eléagy rostralis teriiletén fiatal és id6s him

Long-Evans patkanyokban (34. oldal).

12. CART-immunreaktivitas a NACC rostralis részében fiatal felnétt, kozépkoru,

¢és 1d6s ndstény patkanyokban (35. oldal).

13. CART peptid immunreaktivitds sziirke-szin intenzitds mérési eredményei
fiatal és id6és him Long-Evans patkanyokban NACC-ben ImageJ szoftver

segitségével (37. oldal).

14. CART peptid immunreaktivitds sziirke-szin intenzitds mérési eredményei
fiatal és id6s him Long-Evans patkanyokban a NACC-ben Analysis szoftver
segitségével (38. oldal).

15. CART peptid immunreaktivitds sziirke-szin intenzitds mérési eredményei
fiatal, kozépkort, és idés ndstény Long-Evans patkanyokban a NACC-ben
ImagelJ szoftver segitségével (38. oldal).

Tablazatok

1. Atlagos CART peptid immundenzitas értékek a NACC-ben kiilonbozé kort
patkanyokban (37. oldal).
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