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BEVEZETES

A taplalékfelvétel és a testtomeg gyarapodds precizen szabalyozott mechanizmusok
eredménye, amelyek életkorfliggd valtozdsokat mutatnak. Fiatal egyedek pozitiv energia-
egyensulya az anabolikus folyamatok dominancidjat segiti, de a kor eldrehaladtaval a
katabolikus folyamatok keriilnek el6térbe. Kozépkoru ragesaloknal teststlygyarapodast
figyeltek meg, mig iddsek esetében taplalékfelvétel és kovetkezetes testtomeg csokkenés
anorexias allapothoz vezethet (Blanton és mtsai., 1998, 2001; Pétervari és mtsai., 2009, 2010,
2011). A taplalékfelvétel csokkenése multifaktoridlis, melyben periférids ¢és centralis
mechanizmusok is szerepet jatszanak, tobbek kozt a kozponti idegrendszeri neuronok altal
termelt fehérje, illetve polipeptid medidtorok altal. Szamos neuropeptid esetében figyeltek
meg a kiilonb6zd korcsoportokban valtozasokat mind a peptid expressziojat, mind hatasat
tekintve, amelyek a megvaltozott taplalékfelvétel és metabolikus rata hatterében allhatnak
(Scarpace és mtsai., 2000; Teter, 2009). Egyik ilyen polipetid a cocaine- és amfetamin altal
regulalt trascript (CART) peptid, amely az idegrendszerben szdmos a taplalkozas
szabalyozasaért felelds teriileten expresszalodik (Koylu és mtsai., 1997, 1998). Anorexinogén
hatasat patkanykisérletben igazoltdk. a CART peptid centrdlis adasa csokentette a
taplalékfelvételét neuropeptid-Y (NPY) stimulalt patkanyoknak (Kristensen és mtsai., 1998).

A legtobb genetikai elhizds modellben egereket haszndlnak, de spontdn mutaci6 sordn
patkanyban is kialakulhatnak obes allattipusok. Ilyen az Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
(OLETF) patkany, melyben hianyzik a funkcionalis cholecystokinin-1 (CCK-1) receptor egy
spontan delécio miatt, amely a CCK-1 receptor génjében kovetkezett be (Takiguchi és mtsai.,

1997; Yamada és mtsai., 2012).

Anatomiai ¢€s funkcionalis bizonyitékai is vannak a CART ¢és a CCK kozti
interakcionak. Broberger és mtsai. (1999) leirtak, hogy a CART peptid kolokalizal a CCK-1
receptorokkal centralis projekcioji vagus afferens neuronokban a nucleus tractus solitarii
(NTS) teriiletén. Tovabba CART peptid negyedik agykamraba torténd injektalasat kovetden
erésen lecsokken a szacharoz felvétel, ¢s a CCK-hoz hasonléan stimulalja a c-Fos
expressziojat az NTS-ben. A nervus vagus afferens neuronjainak sejttestjében a CCK fokozza

crer

irtak le a CART peptid és a CCK kozott a hypothalamus magjaiban is (Maletinska és mtsai.,



2008). A CART peptid és a CCK kozotti funkcionalis kapcsolat miatt a CART expresszio
megvaltozik az OLETF patkanyokban. Feln6tt (35-40 hetes), obes, diabeteses OLETF
patkanyokban a CART peptid expresszid szignifikansan csokkent a nucleus accumbens
(NACC) rostralis részén, a basolateralis amygdala (BLA) rostralis teriiletén és a NTS
rostromedialis részén a normal teststlyt kontrollokhoz képest (Abraham és mtsai., 2009). A
CART immunreaktivitdis nem szignifikans csokkenése emellett szamos agyteriileten
megfigyelhetd elhizott, diabeteses OLETF allatokban. Kérdés azonban, hogy a CART
expresszio valtozasat elsdédlegesen a CCK-1 szignalizacid, vagy az obes, diabeteses fenotipus
valtja-e ki idGésebb korban, nyitott maradt. Tovabbi kérdés, hogy vajon a CART peptid

expresszio valtozik-e az életkor fliggvényében kontroll allatok esetében.

CELKITUZESEK

A CCK-1 receptor deficiens, hiperfagias, obes és diabeteses OLETF patkanyokban
korabban megfigyelt CART peptid expresszié csokkenés (Abraham és mtsai, 2009) alapjan
felmertilt a kérdés, hogy vajon a CCK-1 receptor gén mutacidja és a csokkent mértékiit CCK-1
receptoron keresztiili szignalizacido kozvetleniil befolyasolja-e az anorexigén CART peptid
expressziot, vagy a csokkent CART peptid expresszid a hiperfagia, obesitas, vagy a diabetes

mellitus altal kivaltott anyagcsere valtozas kovetkezménye.

1) Vizsgalni kivantuk, hogy a CCK-1 receptor hidnya hogyan befolyasolja a CART peptid
expressziot fiatal, még nem elhizott és nem diabeteses OLETF allatokban. Ezért a
CART peptid immunreakciét a taplalkozas szabalyozasért felelés kozponti
idegrendszeri teriileteken 0sszehasonlitottuk fiatal, nem obes, nem diabeteses OLETF és
azonos kora kontroll allatokban. Eredményeinket Osszevetettik az iddsebb (35-40
hetes), hiperfag és diabeteses OLETF allatokban megfigyelt valtozasokkal. A
longitudinalis kdvetés célja az volt, hogy okozati sszefliggést keressiink a megvaltozott
CART szignalizacio és az elhizas kialakulasa kozott.

2) Nem ismert, hogy a CART peptid expresszidjanak valtozasa a NACC teriiletén szerepet
jatszik-e az id6skori anorexia kialakulasaban. 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

ndstény patkanyokban kapott eredményekhez hasonlitottuk.

ANYAG ES MODSZER

Kisérleti allatok

1. CART peptid expressziojanak vizsgalata a CCK-1 receptor deficiens patkdanyokban

Vizsgalataink soran fiatal (6,5 = 1 hetes) him OLETF (n=3) és azonos kort LETO
kontroll (n=3) patkanyokat hasznaltunk (testtomeg: 202,5 + 74,25 g). Az allatok a
, Tokushima Research Institute, Otsuka Pharmaceutical, Tokushima, Japan” ajandékai voltak,
és a Pennsylvania State University Milton Hershey Orvostudomanyi Koézpontjanak
allathazaban keriiltek elhelyezésre. Az allatok 12:12h vilagos-sotét ciklusban éltek, és ad
libitum fogyasztottak csapvizet és patkany-tapot (Teklad 2018).

2. A CART peptid expressziojanak életkor-fiiggd vizsgdalata a NACC-ben

Ehhez a vizsgalathoz fiatal feln6tt him (4 honapos, 324 + 20,22 g, n=4), fiatal felnott
ndstény (7 honapos, 220 + 16,019, n=3), kézépkoru ndstény (15 honapos, 232 + 9,12 g, n=3),
idds him (25-32 honapos, 426,6 + 24,94 g, n=4), és id6s nostény (26-30 honapos, 271,6 +
17,449, n=3) Long-Evans patkanyokat hasznaltunk, amelyeket a Kozponti
Elektronmikroszkopos Laboratérium allathdzaban tartottunk a PTE AOK Kozponti
Epiiletében. A 12:12h vilagos-sotét ciklusban tartott patkanyok ad libitum fogyaszthattak
csapvizet és patkany-tapot. A perfuzidt megel6zden az elfogyasztott taplalék mennyiségét 1

hénapon keresztiil mértiik.

Mindkét kisérletben az allatokat a ,,National Institute of Health Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” (NIH Publications No. 80-2959, 2002) iranyelvének, és a
2010/63/EU Europai Unios direktivanak megfeleléen kezeltiik, a Pennsylvania State
University és a PTE AOK Allatetikai Bizottsaganak jovahagyasa mellett.



Oralis gliikéz tolerancia teszt

Mivel a CART peptid expresszié Osszefliggésbe hozhaté a stresszvalasszal is (Gozen és
mtsai., 2007; Hunter és mtsai., 2007; Xu és mtsai., 2010), a vérvétel okozta stresszhatas
elkeriilése végett az OGTT-t, a jelen vizsgalatban hasznalt allatokkal azonos kora és nemi
egyedeken végeztiik el az alabbi mddon: 16 6ras €heztetést kovetden egy vércukorszint mérés
és 2 g/kg-os gliikkoz terhelés kovetkezett gyomorszondan keresztiil, majd ezt kovetéen 30, 60,
90 és 120 perces vércukorszint mérés tortént standard glucometer segitségével (LifeScan,
One-Touch Basic). Azon allatok szamitottak diabetesesnek, melyeknek a plazmabol mért
gliikk6z csucsértéke elérte a 300 mg/dl vagy 16,66 mmol/l-t, és a 120 perces érték meghaladta
a 200 mg/dl vagy 11,11 mmol/l értéket (Kawano és mtsai., 1992).

Immunhisztokémia

Mivel a CART peptid szintje a plazmaban €s az agyszovetekben diurndlis valtozasokat
mutat (Vicentic et al., 2004), az allatokat - anesztéziat kovetden - mindig délutan ugyanabban
az idében (14 és 16h kozott) perfundaltuk. A transzkardialis perfuziot 0,1 M foszfat-puffer
(PB, pH 7,4) oldattal, majd 4%-os paraform-aldehiddel végeztiik el. Az agyat eltavolitottuk a
koponyabol, majd utofixaltuk 4 °C-on, egy ¢éjszakan at a perfiiziohoz hasznalt fixaloszerrel. A
fixalas utdn a mintdkbol vibratom segitségével 60 pm-es usztatott metszeteket készitettiink
immunhisztokémiai eljaras céljara. A metszeteket elokészitésiik utan primer anti-CART (55-
102) (Phoenix Pharmaceuticals) antitesttel inkubaltuk, 1:10000-es higitasban egy éjszakan at
szobahOmeérsékleten, folyamatos razas mellett. Ezt kdvetden biotinilalt masodlagos antitesttel
(1:100, Vector Laboratories, Burlingame, CA) inkubaltuk 4 6ran at szobahdmérsékleten, majd
az avidin-biotin peroxidaz komplexszel (1:50, Vector Laboratories, Burlingame, CA)
vegeztlink 2 6rds inkubaciot szobahdmérsékleten. Ezutan a peroxidaz szubsztrat hidrogén-
peroxid ¢és 3,3’-diaminobenzidin (DAB, Sigma-Aldrich) kromogén jelenlétében az
immunreakciot lathatova tettiik. A metszeteket targylemezre huztuk fel, levegén szaritottuk,

cre

tel (Fluka) lefedtiik oket.



CART peptid immunreaktivitas intenzitasanak kvantifikalasa

A  metszetek a Pécsi Tudoméanyegyetem Kozponti Elektronmikroszkopos
Laboratériumaban keriiltek kiértékelésre. A taplalékfelvétel, jutalmazas és stresszel
Osszefliggésbe hozhatd 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 ¢és agyi teriiletek hatarait. Ezek a fiatal OLETF és
LETO allatok esetében a kovetkezok voltak: a NACC rostralis teriilete; az amygdala medialis,
centralis ¢s basolateralis magjai; és a medialis és lateralis NTS rostralis teriilete. A
kvantifikacidhoz fekete-fehér felvételeket hasznaltunk, melyeket az AnalySIS (Olympus
Corporation) szoftverrel értékeltiik ki. Emellett, az idds allatokban talalhatd6 CART
immunreaktivitas mérésére a nyilt forraskodu, Java-ban irt program, a National Institutes of
Health, USA tamogatasaval létrehozott Imagel szoftvert is hasznaltuk. Az eredmények
validalasa érdekében, a kétféle programmal mért értékeket Gsszehasonlitottuk egymassal.
Miutan meggy6zddtiink a megbizhatdsdgukrol, a tovabbiakban NACC-ben mérhetd CART-
immunreaktivitdsat az Imagel szoftverrel hataroztuk meg.

Minden allatban antero-posterior iranyba haladva az 6sszes vizsgalni kivant teriiletrdl
sziirke szin intenzitas-méréseket végeztink. Mivel a CART peptidet a szinaptikus
terminalisok is tartalmazzak, a mérések soran hattérként az azonos metszetben talalhato,
meghatéarozott teriileten jol elkiilonithetd fehér dllomanyban mért intenzitast hasznaltuk fel.
Mindkét szoftver a kijelolt célteriileteken taldlhatd pixelekbdl vett mintdk szinéhez numerikus
értékeket parosit, ezt ,,intenzitas”-nak neveztiik. Az eredményekben emlitésre keriil6 ,,sziirke
szin intenzitast” vagy ,,az immunreakci6 intenzitdsat” az adott teriileten mért atlagos sziirke
szin intenzitas és a hattér sziirke szin intenzitasanak kiilonbsége adta. Minden mérést a LETO
¢s OLETF patkdnyok esetében azonos megvilagitottsig mellett és azonos nagyitasu

objektivvel (20x) késziilt felvételek alapjan végeztiink el.

Statisztika

Az immunreakcid intenzitdsanak meghatarozasat kovetden statisztikai szignifikanciat
mértiink kétmintas Student t-proba modszerrel, amelyet post-hoc analizissel egészitettiink ki.

Az alkalmazott elemszam figyelembevételével azt is szamitasba vettiik, hogy az adatsorunk



esetleg ferde eloszlast mutat, emiatt nem-paraméteres Mann-Whitney U tesztet is végeztiink,
amely kevésbé érzékeny az extrém szélsdértékekre. Kiegészitésképpen egyszempontos
variancianalizist (ANOVA) hajtottunk végre a CART-immundenzitasok atlagainak
Osszehasonlitasara. A statisztikai probadkat SPSS V22.0 for Windows szoftver segitségével
végeztilk el. Minden adat esetében meghataroztuk a szorast, a standard hibat; statisztikailag

szignifikdns eredménynek azt fogadtuk el, ahol p < 0,05.

EREDMENYEK

1. Fiatal LETO és OLETF patkanvyok vizsgalata

Ordlis gliikoz tolerancia teszt eredményei a fiatal LETO és OLETF dllatokban

Az OGTT értékei a cukorterhelés elétti 0. percben 90 + 2,00 mg/dl és 89 + 3,05 mg/dl
voltak a LETO, illetve OLETF allatokban. A fiatal LETO és OLETF patkanyok 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 megtalalhaté (Smith és mtsai.,, 1997), emiatt az immunhisztokémia a
CART expresszid6 mértékét az axon kotegekben és kiilonalld rostokban is kimutatja.
Vizsgalatainkban CART-pozitiv idegsejttesteket és rostokat tartalmazd agyi régiokat
tanulmanyoztunk fiatal, nem obes, nem diabeteses OLETF patkanyokban és az eredményeket
Osszevetettiik azonos kora LETO kontrollokkal.

CART peptid immunreaktivitas az eldagy teriiletén fiatal LETO és OLETF dllatokban

Az eldagyban mind a LETO, mind az OLETF éallatokban a CART immunreaktivitds
hasonld volt ahhoz, amit korabbi vizsgalatokban leirtak (Koylu és mtsai., 1997, 1998; Seress
és mtsai., 2004; Abraham és mtsai., 2009; Janzso és mtsai., 2010).



A CART peptid immunreaktiv neuronok eloszlasa a bulbus olfactorius és a piriformis
cortex teriiletén hasonlé volt a LETO és az OLETF patkdnyokban. Erds CART
immunreaktivitast talaltunk az NACC rostralis és a caudalis részén a fiatal LETO és OLETF
patkanyokban, szemmel lathaté kiilonbség nélkiil. A nucleus caudatus, putamen, globus
pallidus és a claustrum szamos CART-immunpozitiv neuront és axont tartalmaz, az OLETF
¢s LETO allatokban megfigyelhetd kiilonbség nélkiil. A medialis és a lateralis septum is
hasonlé6 CART-immunreaktiv idegrost-halozatot tartalmazott mindkét patkanytorzsben, mint
amit korabban leirtak. Er6s immunreakciot figyeltink meg a hypothalamus-ban a
paraventricularis-, periventricularis- és arcuatus magokban a LETO ¢és az OLETF
patkanyokban. A korabban leirtakkal megegyezé moddon talaltunk CART-immunpozitiv
sejteket és rostokat a paraventricularis mag magno- és parvicellularis magjaban. Az eminentia
mediana teriiletén nagyon intenziv CART immunreaktivitds volt megfigyelheté mindkét
torzsben. A perifornicalis magban és a hypothalamus dorsomedialis részén a LETO és az
OLETF patkanyokban is nagyméretii €s erdsen CART -pozitiv neuronokat talaltunk.

Az amygdala-ban a CART-pozitiv elemek és a kromogén intenzitas a kiilonb6z6
magokban hasonld volt az OLETF ¢és a LETO patkdnyokban. A medialis, centralis ¢és
posterior helyzetli amygdala magokban CART -pozitiv rostokat, mig a basolateralis, centralis
¢s corticalis magokban immunreaktiv neruonokat €s rostokat is talaltunk.

Az archicorticalis és neocorticalis teriileteken a CART-immunreaktiv neuronok és
axonok elhelyezkedése azonos volt a korabban leirtakkal (Seress és mtsai., 2004; Abraham és

mtsai., 2007, 2009).

CART peptid immunreaktivitds a kozépagy teriiletén fiatal LETO és OLETF dllatokban

Nagyszamu ¢és er6sen CART-pozitiv neuronok talalhatoak az Edinger-Westphal
magban mindkét térzsben. A periaqueductalis sziirkeallomanyban tobb, mig a VTA-ban
kevesebb CART-immunreaktiv rostot talaltunk a fiatal OLETFés LETO allatokban. A CART-
immunreaktiv sejtek és rostok eloszlasa hasonld volt a két vizsgalt torzsben, ezekben a

régiokban is.



CART peptid immunreaktivitdas az utoagy teriiletén fiatal LETO és OLETF adllatokban

Mind a dorsalis, mind a ventralis nucleus parabrachialis tartalmazott CART-pozitiv
rostokat, de a dorsalis teriileten nagyobb szamban voltak megfigyelhetéek az immunreaktiv
idegrostok a fiatal allatokban. A Kolliker-Fuse mag mindkét torzsben tartalmazott CART-
immunpozitiv neuronokat. A CART-pozitiv elemek eloszlasaban és intenzitasaban nem volt
kimutathato kiilonbség a két torzs kozott.

A nytltveldben a nucleus tractus solitarius (NTS) nagyszami CART-immunreaktiv
rostot tartalmazott. Emellett a NTS rostralis teriiletén medialisan egy-egy CART-
immunreaktiv idegsejt is lathatdo. A CART immunreaktivitas intenzitasa az NTS rostralis és

caudalis tertiletén medialisan er6sebb, mint lateralisan.

CART peptid immunreaktivitisdnak kvantifikdlasa fiatal LETO és OLETF dllatokban

A CART immunfestédés mértékének kvantifikalasat azokon a teriileteken végeztiik el
a fiatal, nem obes, nem diabeteses OLETF és LETO patkanyokban, ahol kordbban Abraham
¢s mtsai. (2009) szignifikans kiilonbségeket mértek az idosebb (35-40 hetes), elhizott és
diabeteses OLETF ¢s a kontrollként hasznalt LETO allatok kozott. Munkank soran
megmértik a CART-immunreakcid intenzitasit a NACC rostralis teriiletén; az amygdala
medialis, centralis és basolateralis magjaiban; és a medialis és lateralis NTS rostralis részén.
Emellett megmértik az immunjelolédés intenzitasanak mértékét a hypothalamus
periventricularis zonajaban és az Edinger-Westphal mag teriiletén, mely areak a stresszvalasz
szabalyozasaban vesznek részt; noha utdbbirdl 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 intenzitdsdban a
NACC-ben sem a fiatal, nem diabeteses, nem obes OLETF patkanyokban, sem az azonos
kortt LETO kontrollokban. A CART immunreakcié intenzitdsa megnétt ugyan a NACC
rostralis részén OLETF (78,07 + 17,54) patkdnyokban, de a kiilonbség nem volt szignifikans
(p=0,14) a LETO (49,48 + 1,7) kontrollokhoz képest.

Az immunreaktivitds intenzitdsdit megmértiik 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 szignifikans eltérést az OLETF ¢és fiatal LETO patkanyokban.

A hypothalamus periventricularis zonajaban is végeztink mérést, és a mérési
eredmények hasonld6 CART immunreaktivitast mutattak mindkét torzsben (OLETF: 113,24 +
34,58; LETO: 124,6 + 26,15), szignifikans kiilonbség nélkiil (p = 0,056).

A mérheté 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 el a szignifikancia szintet (p = 0,056).

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).

2. Fiatal és idos Long-Evans patkanvyok vizsgalata

Az dllatok taplalékfogyasztasa

A perfuziét megel6z6 egy honapon keresztiil tartd napi taplalékfogyasztas mérése
soran nem talaltunk szignifikans eltérést a fiatal és az idés Long-Evans patkanyok kozott. A
fiatal him allatok 20,89 + 1,69 gramm tapot ettek naponta, mig az idések 21,35 + 3,88
grammot.

A nostény allatok kevesebb tapot fogyasztottak a himeknél, és a fiatal ndstények
tobbet ettek (18,73 + 6,02 g / nap) mint az idésebb ndstények (16,36 + 1,52 g / nap), de a
kiilonbség nem volt szignifikans.

A 100 g testtomegre vetitett napi tap fogyasztas esetében szignifikans (p < 0,005)
életkor-fliggd valtozas volt észlelhetd a him és a ndstény csoportban is. A fiatal him allatok
(6,44 £ 0,52 g/ 100 g testtomeg / nap) tobbet ettek az idéseknél (5,00 = 0,90 g / 100 g
testtomeg / nap), hasonldéan a fiatal (8,51 = 2,81 g / 100 g testtomeg / nap) és idds
néstényekhez (6,02 £ 0,52 g/ 100 g testtdmeg / nap).



CART peptid immunreaktivitias a nucleus accumbensben

A NACC-ben mind a fiatal, a kozépkort és oOreg patkanyokban, a CART-
immunreaktiv sejtek és axonok eloszlasa megegyezd volt a korabban 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 taldlhatoak mindkét korcsoportban. Osszehasonlitva a CART immunreaktivitas

eloszlasat és intenzitasat fénymikroszkdpban, nem talaltunk lathato korfliggd elvaltozasokat.

CART peptid immunreaktivitaisanak kvantifikdaldsa a nucleus accumbens-ben fiatal és idos

allatokban

A CART immunreaktivitds fiatal, kozépkora és 1dés allatokban torténd
Osszehasonlithatosag érdekében az immunreakcidé mértékét szoftveres denzitometria
segitségével értékeltiik ki a NACC-ben, fekete-fehér felvételeken. A kvantifikalasra hasznalt
modszer validalasa érdekében két kiillonbozé szoftvert hasznaltunk: az Imagel-t - amely egy
nyilt forraskodt program -, és az AnalySYS-t A sziirke-szin intenzitds értékekben a két
kiértékeld program kozott nem talaltunk szignifikdns kiillonbségeket.

A CART immunfestett metszeteken nem talaltunk szignifikins életkor-fliggd
intenzitasbeli kiilonbségeket a fiatal és az idds patkanyok kozott. A CART-immunreakcio a
NACC-ben 4 hénapos patkanyokban (21,60 + 7,07), és 25-32 honapos patkanyokban (22,27 +
3,81), az ImageJ szoftverrel mérve, azonos értékeket adott. Ezzel a programmal a
legmagasabb intenzitas érték 33,76 volt a fiatalokban és 24,38 az id0s allatokban, 16,60
illetve 17,67-es minimum értékek mellett. Az Image) programhoz hasonldéan az AnalySYS
szoftver segitségével sem talaltunk jelentds kiilonbséget a CART immunreakcié mértékében a
fiatal (57,04 + 5,80) és az id6s (62,36 + 4,17) vizsgalt egyedek kozott. A legmagasabb érték
61,23 és 63,19 voltak a fiatal illetve az id6s allatokban, 36,86 (fiatal) és 53,27-es (id6s)
minimum értékek mellett.

A két szoftver tekintetében megéllapithatd, hogy az Image] magasabb szoérés értéket
produkdl, de statisztikailag értékelve ugyanolyan végeredményt ad az immunfestés
intenzitdsanak mértékérdl. Az abszolut értékekben megfigyelhetd eltérés oka a két szoftver
eltér6 programozasa ¢és kalibraciés metodusa, amelyet a pixelek intenzitdsanak

meghatdrozasara hasznalnak.



A CART peptid immunreaktivitas vizsgalatakor nem talaltunk az idés csoporton beliili
(25-32 honapos) egyedek kozott sem korfliggd kiilonbséget.

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk a CART immunreakcié mértékét a him (25-32
hoénapos) és néstény (26-30 honapos) idds csoportok kozott az Imagel szoftver segitségével.
Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az intenzitasok kozott a 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 kiillonbség a CART expresszioban idos patkdnyokban.

Szintén Osszehasonlitottuk a fiatal himek (21,6 £ 7,02) és néstények (20,0 £ 6,32)
értékeit, ebben sem taldltunk szignifikans kiilonbséget. Végiil 6sszehasonlitottuk a fiatal (20,0
+ 6,32), kozépkoru (27,02 £+ 7,29) és idés (19,4 + 1,73) ndstények denzitometrias

eredményeit, és nem talaltunk korfliggo, statisztikailag szignifikans kiilonbséget.

EREDMENYEK MEGBESZELESE

A CART peptid expresszio OLETF patkanvokban

2009-ben Abraham és mtsai. CART expresszi6 valtozast irtak le a természetes mutans,
CCK-1 deficiens patkany torzsben: a NACC rostralis kopeny zonajaban - és annak medialis
polusaban - szignifikdns CART-immunreaktivitds 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 fel6l a mechanoreceptiv és kemoreceptiv
informaciokat, a megfigyelt CART expressziobeli eltérés alapjan feltételezhetd, hogy ezekben

crer

hiperfagiahoz.

Jelen vizsgalatban arra kerestiikk a valaszt, hogy vajon a CCK-1 receptor hidnya az
¢letkor, vagy esetleg a megvaltozott anyagcsere allapot altal vezet a fenti -az obes ¢és
diabeteses, 35-40 hetes OLETF patkanyokban megfigyelheté - CART expresszid
eltérésekhez. A CART peptid immunreaktivitas intenzitasat fiatal (6,5 + 1 hetes), nem obes,

nem diabeteses OLETF allatokban azokban az agyi régiokban mértiik, ahol a kézépkoru,



megvaltozott anyagcserével rendelkezd, elhizott és diabeteses allatokban eltérés volt

tapasztalhato.

Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy 6,5 + 1 hetes korban a CART peptid
immunreaktiv neuronok és axonjaik eloszldsa az OLETF patkanyokban hasonl6 volt az
azonos kort sovany LETO kontrollokhoz képest, és ahhoz, amit korabban a Sprague-Dawley
illetve Long-Evans patkanytorzsben megfigyeltek (Koylu és mtsai., 1997, 1998; Seress és
mtsai., 2004). Szemmel lathaté eltérés a CART peptid immunreaktivitasaban nem volt
észlelhet6 a taplalkozas-szabalyozasért, a stresszért, a tanuldsért és a memoriaért felelds agyi
teriileteken. Ellentétben azzal, amit az elhizott, diabeteses és iddsebb (35-40 hetes) allatoknal
megfigyeltek, nevezetes, hogy a CART peptid expresszid tobb agyi teriileten csokkent az
azonos koru 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 attol, amit az azonos koru kontrollban mértink. A NTS-ben, a
basolateralis amygdala-ban és a NACC-ben 6,5 + 1 hetes korban az OLETF és a kontroll
LETO patkdnyokban hasonlé CART immunreaktivitds volt megfigyelhets. Erdekes
kiilonbség, hogy mig idésebb (35-40 hetes), obes és diabeteses OLETF allatokban a CART
peptid expresszio mértéke ezeken a teriileteken alacsonyabb volt, mint a kontollokban, addig
fiatalabb OLETF patkanyokban a CART peptid immunreaktivitas intenzitasa az azonos kort
kontroll allatokkal dsszehasonlitva enyhén magasabb volt, szignifikans kiilonbség nélkiil. Ez
arra utal, hogy a fenti régiokban, diabetesben és obesitasban megfigyelheté csokkent CART
anorexigén peptid expresszio még nem jelentkezik abban a korban, amikor az OLETF allatok
testsulya még nem kiilonbozik a kontrollokétol és még nem alakul ki diabetes mellitus.
Mindez arra is utal, hogy a fiatal korban megfigyelhetd hiperfagia nem a csokkent CART
expresszio kovetkezménye. Ellenkezdleg, a fiatal nem obes OLETF allatokban megfigyelhetd
emelkedett CART expresszio, egy a hiperfagiat kontrollalni probald kompenzatorikus reakcid
lehet. Megallapithato tovabba, hogy a CCK-1 receptoron keresztiil hato jelatviteli agensek
nem befolyasoljak a CART peptid kifejezodését és megoszlasat a magzati fejlodés ¢és a

postnatalis érés soran.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a CART peptid expresszidjat nem
szabalyozza kozvetleniil a CCK-1 receptoron keresztiil hato CCK. Feltételezhetd, hogy a
megvaltozott CART peptid expresszidért obes és diabeteses allatokban nem direkt modon

felelos a CCK-1 receptor mutacioja. Valdszintlileg egyéb, az elhizassal és/vagy a diabetesszel



Osszefliggésben allo faktorok, mint pl. megvaltozott leptin szignalizacio, megvaltozott

anyagcsere, tehetdk feleldssé az OLETF patkany 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 kiillonbség kialakuldsa nélkiil 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 expresszio emelkedést lattunk az azonos kort kontroll allatokhoz képest. Ezzel
szemben 1dGsebb, obes és diabeteses OLETF-ekben a CART peptid expresszid 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 kompenzatérikus mechanizmus része lehet, valaszul az emelkedett taplalékbevitelre.
Ragcsalokban a taplalékbevitel megszoritasa gyors €s dinamikus CART expresszio valtozast
és CART szignalizacio csokkenést eredményez, ami a CART peptidet termeld sejtek energia
homeosztazisban betoltott szerepére utal (Robson és mtsai., 2002; Higuchi és mtsai., 2008;
Dandekar és mtsai., 2012). Megemlitendd, hogy hasonlé kompenzatorikus mechanizmust a

hiperfagia esetén még sosem irtak le.

A fiatal (6,5 = 1 hét) nem diabeteses ¢és az idds (35-40 hét) diabeteses allatokban a
taplalékfelvétel szabalyozasaért felelds agyi régiokban megfigyelhetd CART peptid
immunreaktivitdsban megjelend kiillonbség masik feltételezett oka az elhizas. Ismert, hogy a
csokkent CART expresszid bizonyitottan elhizashoz vezet (Asnicar és mtsai., 2001; Boone és
mtsai., 2008; Del Giudice és mtsai., 2001; Guerardel és mtsai., 2005), és mas CART-
fliggetlen elhizott 4llatmodellekben szintén csokkent CART expressziot irtak le (Kristensen €s
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 allatmodelliinkben a hiperfagia mar jelen volt mik6zben a CART
expresszio nem valtozott, arra kdvetkeztetlink, hogy a CART peptid expresszid csokkenés az
obes, diabeteses, CCK-1 receptor deficiens OLETF patkanyokban nem oka, hanem

kovetkezménye az elhizdsnak.



A fentiektdl fliggetleniil természetesen feltételezhetd, hogy a fiatal, nem diabeteses
(6,5 = 1 hetes) és az idésebb (35-40 hetes), elhizott és diabeteses allatok kozott a CART

peptid expresszigjaban a taplalékfelvételt szabalyozd agyi régidkban megfigyelhetd

kiilonbség az életkor elérehaladtaval alakul ki.

A CART peptid expresszio életkorfiicg6é valtozasa a nucleus accumbens-ben

Annak érdekében, hogy az életkor altal okozott CART peptid expresszid valtozast
igazoljuk, vagy kizarjuk, kiilonb6zé kort kontroll allatokban Osszehasonlitottuk a CART
peptid expressziojat a NACC-ban. Ez az a teriilet ugyanis, ahol az egyik legmarkansabb
kiilonbség figyelhetd meg az OLETF torzsben, ha a fiatal (6,5 + 1 hetes) és az idOsebb,
diabeteses (35-40 hét) allatokban, valamint az azonos kort kontrollokban mért CART-

immunreaktivitas intenzitast vessziik figyelembe.

A vizsgalathoz hasznalt fiatal (4-7 honapos), kozépkort felnétt (15 honapos) és idos
(25-32 honapos) him ¢és néstény allatok esetében a 100 gramm testtomegre szamitott napi
taplalékbevitel szignifikdns eltérést mutatott. Mind a him, mind a ndstény idds (25-32
honapos) patkanyok szignifikansan kevesebb tapot fogyasztottak, mint a fiatalabb (4-7 hetes)
allatok. A felvett taplalék mennyiségének idéskori csokkenése ellenére a NACC-ben CART
peptid immunreaktivitds nem kiilonbozott fiatal és id0s korban, sem him, sem ndstény
allatokban és ezekben az allatokban talalt CART peptid expresszido megegyezett az kozépkoru
(15 honapos) allatokban talalttal.

Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a CART peptid mennyisége a NACC-ben, normal
testalkata és egészséges patkanyokban stabil értéket vesz fel és nem mutat az életkortol fiiggd

ingadozasokat.

A NACC-ben a CART-immunreaktiv sejteket szamos dopaminerg axonterminalis
innervalja, ami egy masik, a taplalkozas szabalyozasért felelds régio teriiletérdl, a VT A-bol
érkezik. Az idds allatok NACC-ében megfigyelheté dopamin szignalizacidt tekintve fontos,
hogy csokkent receptorkotédés és alacsonyabb bazalis extracellularis dopamin felszabadulas
van jelen, amely arra utal, hogy a VTA-ban kialakulhat életkor fliggé valtozas (Diao és mtsai.,
1997). Mivel a dopamin receptor agonistak csokkentik a NACC-ban a CART mRNS atirasat



(Hunter ¢és mtsai., 2006), az idés allatokban megfigyelheté 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 erésodne, a CART peptid felszabadul, mintegy mérsékelve a dopamin
reakciot (Hubert és mtsai.,, 2008). A dopamin-CART szignalizaci6 egyensulyban tartasa
alapjan feltételezhetd az is, hogy az iddskori csokkent dopamin szignalizaci6 hatdsara nem
torténik CART peptid felszabadulds, ami viszont a NACC-ban a CART peptid valtozatlan
expressziojat jelenti. Tekintve, hogy a legtobb CART-immunreaktiv axon terminalis a
NACC-ban lokalis axonkollateralisokhoz tartozik, a CART peptid NACC-ban betdltott
homeosztatikus funkcidja logikus magyarazat arra, hogy miért nem latunk életkor fiiggd
CART peptid expresszio valtozast még idds korban sem, amikor is a taplalékfelvétel a

fiatalabb koru allatokéhoz képest csokken.

Meg kell azonban jegyezni, hogy a valtozatlan CART peptid expresszid nem jar
sziikségszeriien egyiitt valtozatlan CART peptid altal kivaltott hatdssal a NACC neuronjain.
Ennek, valamint a CART peptid idéskori anorexidban betdltott funkcidjanak tisztazasa

tovabbi kutatasokat tesz sziikségessé.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Jelen kutatdsban CART peptid immunreaktivitds életkor fliggd valtozasat vizsgaltuk

az agy egyes, taplalkozas szabalyozasért felelds teriiletein.

Elészor fiatal nem obes, nem diabeteses CCK-1 receptor deficiens OLETF
patkanyokban, valamint velilk azonos kort LETO kontroll allatokban tanulméanyoztuk a
CART peptid immunreaktivitast. 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 kortt LETO kontrollokban, a fiatal nem obes
nem diabeteses OLETF allatokban a CART peptid expresszid6 nem mutatott szignifikans
eltérést a NTS-ben, a basolateralis amygdala-ban és a NACC-ben a kontroll LETO

patkanyokban talalt immunreaktivitashoz képest.



A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy vajon az életkor valtozasa all-e a fenti
CART expresszio eltérések hatterében. Vizsgalatainkat kiterjesztettiik fiatal, kozépkora és
1d6s, him és ndéstény nem mutans allatokra. A kiilonboz6 kora allatokban nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a CART peptid immunreaktivitdsdban, sem a him, sem a néstény allatok

esetén.

Megallapitottuk, hogy a NACC-ben a CART peptid expresszibja nem mutat
életkorfliggd elvaltozasokat a fiatal, a kdzépkort, az idds és a nagyon iddskoru patkdnyokban,

ellentétben mas taplakozas szabalyozast befolydsold neuropeptidekkel.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk tovabba, hogy a CART expresszid nincs
kozvetlen kapcsolatban a CCK-1 receptorral, és az azon keresztiil torténd szignalizacidval, €s
feltételezhetd, hogy a megvaltozott CART expresszidért egyéb, az elhizassal és/vagy

diabetesszel 0sszefliggésben allo faktorok tehetok feleldssé ezekben a patkany torzsekben.

A disszertacio legfontosabb eredménvyei az alabbiak:

1./ Fiatal CCK-1 receptor deficiens OLETF patkanyokban, melyekben - ellentétben az
idésebbekkel - még nem alakult ki sem elhizas, sem diabetes, nem tapasztaltunk a kontrollhoz
képest CART immunreaktivitas-csokkenést sem a nucleus tractus solitariiben, sem a
basolateralis amygdalaban, és a nucleus accumbensben sem.

2./ Megallapitottuk, hogy a CART peptid immunreaktivitds intenzitasa fliggetlen az életkortol
¢s a nemtdl nem mutans patkanyok nucleus accumbensében.

3./ Megallapitotottuk, hogy a CART expresszid6 nincs kozvetlen kapcsolatban a CCK-1

receptoron keresztiil torténd szignalizacidval.
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