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BEVEZETES

Az energiaegyensuly zavarai komoly népegészségiigyi problémat jelentenek,
prevalenciajuk vilagszerte folyamatosan né (WHO 2015, 2016). Ezen allapotok magukba
foglaljak a teststly és/vagy a testosszetétel valtozasait. Az elhizas koros zsirfelhalmozodassal
jar, mig a senyveszt6 betegségek fokozatos testtomegvesztést, elsGsorban az izomszovet
csokkenését eredményezik. Az ¢életkor elérehaladtaval az energiahaztartas hosszatavu
szabalyozasaban két f6 tendencia figyelhetd meg: a kozépkort populacié stlyndvekedésre,
clhizasra hajlamos (Scarpace et al., 2000b), mig idés korban az étvagytalansag (anorexia) és a
fogyas cachexiahoz, progressziv izomtomegvesztéshez (sarcopenia) vezet. A kozépkoru
elhizas ¢és az iddskori fogyas jelentdségét tovabb ndveli a népesség eloregedése, mely szintén
vilagméretii probléma. Raadasul az elhizas maga is felgyorsitja az 6regedést és az 6regedéssel
kapcsolatos degenerativ folyamatokat (pl. izomatréfia, neurodegeneracio) (Carter et al., 2013;
Balasko et al., 2014).

Az ¢letkorfliiggé valtozasok nem csak emberben, hanem mas emlésokben is
megfigyelhetéek, ami arra utal, hogy a kdrnyezeti tényez6kon kiviil (mozgasszegény életmod,
egészségtelen taplalkozas, stb.) autondém szabalyozasi eltérések is szerepet jatszhatnak a
jelenségek hatterében. Elhizasban ¢és az Oregedés soran is megfigyelhetdek az
energiaegyensuly koros szabalyozési eltérései (diszregulacio). Ez a diszregulacid tobbek
kozott magaban foglalja a kiilonboz6é szabalyozo hormonokkal (pl. leptin, inzulin) szemben
kialakulo rezisztenciat, ami a testsuly és/vagy a testdsszetétel koros valtozasait vonja maga
utan (Ahima, 2009; Carter et al., 2013).

Mivel mind az elhizas, mind az (id6skori) alultaplaltsag nagymértékben noveli a
morbiditast €s a mortalitast, a folyamatok hatterében szerepet jatsz6 szabalyozd tényezdk
vizsgalatanak kiemelt jelentdsége van.

1. Az energiaegyensily szabalyozasa

A szervezet energiaegyensulyat a testtomegszabalyozas €s a hdszabalyozas folyamatai
biztositjdk. A hosszabb tavon érvényesiild testtomegszabalyozas a taplalékfelvétel és az
anyagcsere kozotti egyensuly fenntartasaért felel. A gyorsan valtozé hdszabalyozas az allando
maghdmérsékletet biztositja az anyagcsere (hétermelés) és a héleadas egyensulya révén. A
taplalékfelvétel és az anyagcsere atmeneti eltérései a taplalkozasi allapotot (éhség,
jollakottsag) hatarozzak meg, kronikus diszregulaciojuk pedig koros taplaltsagi allapotot
(elhizas, alultaplaltsag) eredményez. A testsuly/testosszetétel eltérései gyakran a héegyenstly
valtozasaival jarnak egyiitt, pl. magasabb testhOmérsekletre, s6t hdgutdra vald hajlam
figyelhetd meg elhizottakban, mig az alultaplalt populacié inkdbb a maghdmeérséklet
csokkenésére, hypothermiara hajlamos. Ugyanakkor a testhémérséklet valtozasai is hatassal
vannak a taplalékfelvételre (Székely és Szelényi, 2005).

Az energiaegyensuly szabalyozdsa a periféria €s a kozponti idegrendszer kozotti
kapcsolat révén valosul meg, afferens jeleket, centralis szabalyozé kozpontokat és autondm
efferenseket foglal magaba (Carrascosa et al., 2009; Miinzberg et al., 2016). A szenzoros
afferensek idegi (pl. az abdominalis vagus kemo- vagy mechanoszenzitiv rostjain hato)



(Székely, 2000) vagy humoralis (pl. periférias szervek altal szekretalt) (Janig, 1996) jeleket
kozvetitenek az agy felé. Ezek a faktorok elsésorban a hypothalamusban, illetve agytorzsi
magvakban fejtik ki hatdsukat. Ezen agyteriiletek kulcsfontossagtiak a periférids jelek
integralasdban, a centrdlis szabdlyozd peptidek aktivitasat modosithatjak, hozzajarulva az
autonom idegrendszer aktivalasdhoz, ezaltal az energetikai paraméterek szabalyozasahoz
(Badman és Flier, 2005).

2. Leptin

A leptin elsédlegesen a zsirszovetben termelddd protein, egyike a legfontosabb
adipokineknek (Friedman és Halaas, 1998). Az energiaegyensuly egyik legjelentésebb
hosszutavu szabalyozoja, az energiaraktarak nagysagarol kozvetit informaciot a hypothalamus
felé (Benoit et al., 2004). A leptin koordinalt katabolikus aktivitassal rendelkezik: csokkenti a
taplalékfelvételt (anorexigén), fokozza az anyagcserét (hipermetabolikus) és noveli a
maghémeérsékletet (hipertermias) (Hwa et al., 1996; Sahu, 2004; Steiner és Romanovsky,
2007). A teststly novekedésekor az emelkedd leptin szintek megakadalyozzak a tovabbi
zsirfelhalmozddast, mig a leptin szint csokkenése (pl. €hezésben) lehetévé teszi a
taplalékfelvétel fokozodasat, illetve az anyagcsere csokkenését.

A hormon a hossza izoformaju leptin receptoron (Ob-Rb) keresztiil fejti ki hatasait,
els6sorban a hypothalamus nucleus arcuatusaban (ARC) modositja kiilonb6zé neuropeptidek
expresszidjat. Egyrészt a proopiomelanocortinbol (POMC) szarmazé alpha-melanocyta
stimulalé hormon (alpha-MSH) és a kokain-amfetamin-regulalt transzkript (CART) peptidek
altal kozvetitett anorexigén-katabolikus mechanizmusokat aktival, masrészt ellentétes hatasu
orexigén-anabolikus faktorokat gatol [neuropeptid Y (NPY) vagy agouti-related peptid
(AgRP)]. A masodrendli neuronokbol (ARC-t6l downstream iranyban) szarmazé peptidek
[orexin, corticotropin-releasing hormon (CRH), sth.] szintén hozzajarulnak a katabolikus
reakciok létrejottéhez (Baskin et al., 1999; Valassi et al., 2008). A leptin metabolikus és
hdszabalyozasi hatasait részben a szimpatikus idegrendszer kozvetiti kiilonboz6
hypothalamus magvakon keresztiil (Pandit et al.,, 2017). A hormon a periférids vagus
afferenseken keresztiil IS tovabbit informaciot (Wang et al., 1997; Gaigé et al., 2002) az
agytorzsi magvak (pl. a nucleus tractus solitarii) felé (Buyse et al., 2001; Székely és Szelényi,
2005).

3. A leptin rezisztencia kialakulasa oregedés és elhizas soran

Az elhizott emberek legnagyobb szazalékaban a leptin kezelés hatastalan, ami leptin
rezisztencia meglétére utal (Hukshorn et al., 2002; Moon et al., 2011). Régodta ismert, hogy a
leptinre adott valaszkészség mind elhizasban (Lin et al., 2000), mind az G6regedés soran
csokken (Scarpace et al., 2000b). Az o6regedés és elhizas kombinacioja (életkorfiiggd elhizas)
fiatal korban kezddodd testsulyndvekedéssel jellemezhetd, mely kozépkoru vagy oOregedd
egyénekben (és allatokban) éri el a maximumat. Ez a teststlyndvekedés eldszor periférids,
majd késébb centralis leptin rezisztencia kialakulasat vonja maga utan (van Heek et al., 1997,
Sahu, 2004). Nem tisztazott azonban, hogy 6nmagaban az oregedés vagy a kovetkezményes



elhizas vezet-e a leptin rezisztencia 1étrejottéhez. Ezenfeliil idés korban (akar ember, akar mas
emlds esetében) az anorexia és a testsulyvesztés keriil elétérbe (Morley, 2001), ami nem
magyarazhat6 az dregedéshez kothetd leptin rezisztencidval.

Korabban kiilonb6z6, sét ellentétes leptin hatasrol szamoltak be a hormon akut, illetve
kronikus alkalmazasat kovetéen (Garcia-Caceres et al., 2011). Ez alapjan jelentosége lehet
mind az akut mind a kronikus leptin adagolast kovetd energetikai valtozasok életkorfiiggd
tanulmanyozasanak.

Elhizasban a centralisan adagolt leptinre adott valaszkészség hosszabb ideig
megtartott, mint a periférias érzékenység (van Heek et al., 1997). igy a kor- és elhizas-fiiggd
valtozasok a centralis leptin-valaszkészséget tekintve késébbi terapias lehetdségeket vetnek
fel (pl. intranazalis leptin alkalmazasa elhizasban, Schulz et al., 2012; Spetter és Hallschmid,
2015).

CELKITUZESEK

1. Kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy az akut centralis leptin injekcio
energetikai hatasai hogyan valtoznak az életkor fiiggvényében.

Az intracerebroventricularis (ICV) leptin injekciéra adott anorexigén ¢és
hipermetabolikus valaszkészséget vizsgaltuk kiilonb6z6 korcsoporta (3, 6, 12, 18 és 24
honapos) him Wistar patkanyokban. Ezenkiviil a leptin hdszabalyozasi hatasait is elemeztiik.
Az életkorfiiggd energetikai valtozasok hatterének tisztazasara a hosszl leptin receptor (Ob-
Rb) és egy citokin jelatvitelt gatlo fehérje (SOCS3) génexpressziojat hataroztuk meg az ARC-
ban kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (QRT-PCR) moddszerrel. Az elhizas szerepét
a leptin anorexigén hatdsaira vonatkozdan 6 és 12 honapos éallatokban vizsgaltuk.

2. Tovabbi célul tiiztiik ki azt is, hogy az oregedés és a testosszetétel szerepét
elemezziik a kronikus centralis leptin infuzio energetikai hatasaira vonatkozoan.

Nagy dozisti 7 napos ICV leptin infuzid taplalékfelvételre, teststlyra, szivirekvenciara
[indirekt moédon jelzi az anyagcsere valtozasait (Butler, 1993)], maghdmérsékletre és spontan
lokomotoros aktivitasra kifejtett hatasat vizsgaltuk normal taplalasa (normally fed, NF)
patkanyok kiilonb6z6 korcsoportjaiban (3, 6, 12, 18 és 24 honapos). A testdsszetétel szerepét
kaloria restrikcios (calorie-restricted, CR; 6, 12 és 24 hénapos), illetve zsirdus diétan tartott
elhizott (high-fat diet-induced obese, HF; 6 ¢és 18 honapos) allatcsoportokban
tanulmanyoztuk, szintén ICV leptin infizi6 soran.



MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket a PTE-AOK Transzlacios Medicina Intézet allathdzabol szarmazé
kiilonb6zé korcsoportt him Wistar patkdnyokon végeztiik. Az allatokat 22-25 °C-0s
kornyezeti homérsékleten tartottuk, a nappali és éjszakai periddusok valtakozasat reggel 6 €s
este 6 ora kozotti mesterséges fény biztositotta. Az alabbi korcsoportokat alakitottuk Ki: fiatal
feln6tt (3 honapos), fiatalabb kozépkoru (6 hoénapos), idésebb kozépkora (12 hédnapos),
oregedo (18 honapos) és oreg (24 honapos).

Bizonyos korcsoportokban taplaltsagi allapot szerinti alcsoportokat hoztunk létre: NF,
HF és CR. Az NF patkanyok standard laboratoriumi patkanytapot kaptak ad libitum (11 kJ/g).
A HF allatokat 2 hénapos koruktdl kezdve magas kaloriatartalma diétan (kozel 60 % zsir
tartalmu IPS TestDiet, 21.6 kJ/kg) tartottuk. A CR patkanyok a napi normal standard
laboratoriumi patkanytap normal adagjanak 2/3-at kaptak (16 g/nap) 2 honapos életkoruktol
kezdve, vitamin és asvanyi anyag kiegészitéssel. Csapviz folyamatosan elérhetd volt minden
csoport szamara. Az allatokat kézhez szoktattuk, a taplalékfelvételiiket és a testsulyukat
naponta manualisan mértiik déleléttonként 9 drakor.

Az alabbi csoportokat vizsgaltuk kisérleteinkben: (1) 3, 6, 12, 18 és 24 hoénapos
normal taplalasu patkanyok (rendre NF3, NF6, NF12, NF18 és NF24); (2) 6, 12 és 18
honapos elhizott allatok (rendre HF6, HF12 és HF18 — a HF patkanyok rendszerint nem érik
meg a 24 honapos életkort); (3) kaloria restrikcios csoportok harom életkorban (CR6, CR12
¢s CR24).

Kisérleteinket a PTE-AOK Allatkisérletes Etikai Bizottsig és az orszagos
Allatkisérleti Tudoméanyos Etikai Tanics altalanos szabalyainak, illetve a kutatocsoport
kisérletes engedélyének (BA 02/200-11/2011) megfelelden, az Eurdpai Uniod allatkisérletes
etikai bizottsaganak iranyelveivel (86/609/EEC, Directive 2010/63/EU of the European
Parliament and of the Council) 6sszhangban végeztiik.

2. Akut kisérletek

2.1. Miitétek

A patkanyok jobb lateralis agykamrajaba 22 gauge méretii rozsdamentes acél
vezetOkaniilt iiltettiink sztereotaxias késziilékben ICV injekcidk beadasa céljabol. A miitéteket
intraperitonealis (IP) ketamin-xylazin [78 mg/kg (Calypsol, Richter) + 13 mg/kg (Sedaxylan,
Eurovet)] altalanos anesztéziaban végeztiik, a fert6zések megelézése céljabol 2 mg IP
Gentamicint adtunk. A vezetékaniil helyzete: A: -1.0 mm (bregmatol posterior iranyban), L:
1.5 mm (bregmatol jobbra lateralisan), V: 3.5 mm (duratol ventralisan).

2.2. Anyagbeadas

A taplalékfelvételi kisérletekben az allatok 48 oras éhezést kovetden, az ujrataplalas
kezdetén, 5 pl pirogénmentes fiziologias sdoldatban (PFS, 0.9 % NaCl) oldott leptint (1 ug,
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rekombinans leptin, Bachem), vagy kontrollként onmagaban 5 pl PFS-ot kaptak. A
hészabalyozasi kisérletekben 4 pg peptidet 5 ul PFS-ban oldva adagoltuk, a kontroll csoport 5
ul PFS-ot kapott. Az injekciok beadasa, reggel 9 6rakor, miianyag kaniilon keresztiil tavolrol
tortént, anélkiil, hogy megzavarta volna az allatokat.

2.3. A taplalékfelvétel mérése

A kisérlet megkezdése elott 10-14 nappal a patkdnyokat az automata taplalékfelvétel-
mér6 Feed-Scale rendszerbe (Columbus, OH) helyeztiik szoktatas céljabol. Ebben a
rendszerben az allatok poritott patkanytapot kaptak (mellyel elkeriilhetd a
taplalékfelhalmozas, és az ebbdl szarmazo téves mérés). A standard vagy zsirdus patkanytap
és ivoviz folyamatosan rendelkezésiikre allt, kivéve a 48 oras ¢hezési periddust, mely soran az
adott csoportok csak vizet fogyaszthattak.

A kisérlet els6 napjan reggel 9 oratol a taplalékot 48 orara megvontuk. Az Gjrataplalas
kezdete el6tt 5 perccel (a harmadik napon reggel 9 6rakor) a patkanyok 1 ug ICV leptin (vagy
PFS) injekciét kaptak az anorexigén hatas vizsgalata céljabol 4 o6ras kumulativ
taplalékfelvétel mérés soran. A taplalékfelvételi kisérletekben az alabbi csoportok vettek
részt: NF3, NF6, NF12, NF18 és NF24, illetve HF6 és HF12.

2.4. Az anyagcsere és a hészabalyozas vizsgalata

Az oxigén felhasznalast (VO,, az anyagcsere indikatora), a maghémérsékletet és a
farokbor hémérsékletet (a hoéleadas mértékét jelzi) mozgasukban részlegesen Korlatozott,
henger alakil fémketrecbe zart patkanyokon vizsgaltuk. A ketrecekhez elézéleg gondosan
hozzaszoktattuk az allatokat, igy ez nem okozott szamottevd stresszt a szamukra. A kisérlet
ideje alatt a patkanyok nem ehettek és vizet sem fogyaszthattak. A ketrecbe zart allatokat
szobalevegdvel ataramoltatott anyagcserekamrdkba helyeztilk, melyek kontrollalt
hémérsékletii vizfiirddbe meriiltek. Enyhén subthermoneutralis kornyezeti hdmérsékletet (25
°C) alkalmaztunk, amelyen az 4allandé vazokonstrikcio jellemzd a farokbdr hémérséklet
fluktuacigja nélkiil. A kiinduldsi maghdmérséklet kismértékli csokkenése eldsegiti a
hipertermias valaszok megfigyelését (Romanovsky et al., 2002), ugyanis minél magasabb a
kiindulasi maghémérséklet, annal kisebb hipertermias valasz varhat6 egy adott mediatorra.

Az ICV injekcid beadasat kovetéen az adatokat 3 oran keresztiill 10 percenként
regisztralta a rendszer. A 10 cm mélyen a colonba vezetett termoelem a maghémérsékletet, a
farokbor felszinén rogzitett termoelem a farokbdr hdmérsékletet mérte. Az oxigén fogyasztast
(ml Oa/kg/min) és szén-dioxid termelést (ml CO,/kg/min) a kamran ataramlo levegdbdl
indirekt kaloriméter (Oxymax, Equal Flow, Columbus, OH) hatarozta meg. A hémérsékleti
adatokat Digi-Sense Benchtop Thermomether (Cole-Parmer) gytjtotte 6ssze az elektronikus
kiértékeléshez. A hdészabalyozasi kisérletekben az alabbi allatcsoportokat vizsgaltuk: NF3,
NF6, NF12, NF18 és NF24.



3. Kronikus kisérletek
3.1. Miitétek

A patkanyokat legalabb 7 napig szoktattuk a biotelemetrias rendszerhez (MiniMitter
VMFH series 4000, Sunriver, OR), majd IP transzmittert {iltettiink a hasiiregiikbe IP ketamin
+ xylazin [78 mg/kg (Calypsol, Richter) + 13 mg/kg (Sedaxylan, Eurovet)] altalanos
anesztéziaban. A transzmitter szivfrekvenciat regisztralo elektrdédjai a mellkas falan subcutan
kertiltek rogzitésre. EQy hét elteltével egy masodik mitétre keriilt sor (hasonld altatasban),
ICV kaniilt (Brain-Kit) épitettiink be az allatok jobb lateralis agykamrajaba (ahogy azt a 2.1.
alfejezetben részleteztiik). Ugyanakkor egy leptinnel vagy PFS-al toltott Alzet ozmotikus
minipumpat helyeztiink a tarkd boére ala, ami az ICV kaniilhoz csatlakozott. (A Brain-Kit
kaniilrendszerét PFS-al toltottiik fel.) A kisérletek végeztével a patkdnyokat nagy dozisu IP
uretan injekcioval talaltattuk (3-5 g/kg, Reanal), az injekcios kaniil helyzetét a boncolas soran
makroszkoposan ellendriztiik.

3.2. Anyagbeadas

Az ozmotikus minipumpa leptint vagy PFS-ot tartalmazott. Az anyag 8-10 o6ra alatt
érte el az agykamrat, és standard lassu ICV infaziot (1 pg/ul/h leptin vagy 1 ul/h PFS)
biztositott 7 napon keresztiil.

3.3. A taplalékfelvétel és az anyagcsere mérése

A Dbiotelemetrias MiniMitter rendszerben szabadon mozgd allatok maghémérséklet,
szivfrekvencia (indirekt modon az anyagcserére utal) értékeit, illetve spontan horizontalis
lokomotoros aktivitasat mértiik. Az IP transzmitter altal kozvetitett radiéfrekvencias jeleket a
rendszer 5 percenként automatikusan mérte, melyeket egy 12 oras nappali (inaktiv, nyugalmi
periddus), valamint egy 12 oras éjszakai (aktiv periodus) értékké atlagoltattunk. Az adatok
feldolgozasahoz VitalView szoftvert hasznaltunk. A taplalékfelvételt és testtomeget naponta
manualisan mértiik. Az alabbi patkanycsoportokat vizsgaltuk: NF3, NF6, NF12, NF18 ¢s
NF24; HF6 és HF18; CR6, CR12 és CR24.

4. Post mortem vizsgalatok
4.1. A testosszetétel vizsgalata

Az ICV infaziét kovetden boncolas sordan (8. nap) hataroztuk meg a testdsszetétel
indikatorait NF, HF és CR patkanyokban: a musculus tibialis anterior, a retroperitonealis,
illetve epididymalis zsirszovet tomegét mértiik, és az aktudlis testtomeg szazalékaként
(g/100g testtomegre vonatkozoan) fejeztiik ki az értékeket (Soos et al., 2010; Balasko et al.,
2013).



4.2. Génexpresszios vizsgalatok

A génexpresszids vizsgalatokat a PTE-AOK Anatomia Intézetével és a PTE-GYTK
Gyogyszerészi Biotechnologia Tanszékével kollaboracidoban végeztiik. Az Ob-Rb és SOCS3
messenger ribonukleinsav (mRNS) expressziot az NF patkanyok (3, 6, 12, 18 és 24 honapos)
ARC mintaiban vizsgaltuk. A szdveti mintavételt a korabbiakban leirt modon végeztiik
(Fiiredi et al., 2016). A teljes RNS izolalasa Pure Link™ RNA Mini Kit-tel (Life Sciences,
Carlsbhad CA, USA) tortént ¢és NanoDrop (Thermo Scientific) késziilékkel Kkertilt
meghatarozasra. A komplementer dezoxiribonukleinsav (CDNS) szintézisét (high-capacity
cDNS Kkit, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 1 pnug teljes RNS minta
felhasznalasaval végeztiik a hivatalos protokoll szerint.

A gqRT-PCR moédszerhez SensiFast SYBR Green reagenst (BioLine) alkalmaztunk. Az
amplifikaciot ABI StepOnePlus késziiléken futtattuk, az analizist StepOne szoftverrel
végeztiikk, a kapott expresszios értékeket gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
génre normalizaltuk. A PCR koriilmények a kovetkezok voltak (korabbi vizsgalatok alapjan,
Fiiredi et al., 2016): 95 °C, 2 perc — 1 ciklus; 40 cikluson keresztiil 95 °C, 5 masodperc és 60

2-AACt

°C, 30 masodperc. A génexpresszids valtozasok értékelése a modszer alkalmazasaval

tortént.

5. Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai értékeléséhez one-way, two-way és repeated-measures ANOVA
teszteket alkalmaztunk, Tukey- vagy Scheffe- féle post hoc teszttel kiegészitve, amennyiben
tobb, mint ketté csoportot hasonlitottunk 6ssze (SPSS 11.0 for Windows). Minden kisérleti
csoport legalabb 6-8 patkanybdl allt. A szignifikancia szintje: p < 0.05.

EREDMENYEK

1. Akut leptin adagolas

1.1. A kisérleti csoportok jellemzdi

Az NF csoportok testtomege névekvd tendenciat mutatott 18 honapos korig, majd
kismértékben csokkent oreg allatokban. Az elhizott patkanyok atlag testsulya szignifikansan
meghaladta az azonos kort NF csoportok értékeit, a HF12 allatok testtémege minden NF
csoporténdl szignifikansan nagyobb volt.

A 48 oras ¢hezést kovetden az NF allatokat 20-45 g (a kezdeti testtomeg 7-11 %-a), a
HF patkanyokat 25-35 g (a kezdeti testtomeg 4-6 %-a) teststilyvesztés jellemezte. A 4 oras
kumulativ energiafelvétel (0jrataplalas soran) NF allatokban 80-110 kJ volt. A legmagasabb
értck a HF csoportokra volt jellemzd, azon belill a 12 hoénapos patkanyok értékei
szignifikansan meghaladtak a 6 honapos csoport eredményeit.



1.2. Centralis leptin injekcio hatasa a taplalékfelvételre

Fiatal feln6tt patkanyokban (NF3) az ICV akut leptin injekci6 nagymértékben
csokkentette a 4 o6ras kumulativ taplalékfelvételt (Gjrataplalast kovetéen). Fiatalabb és idésebb
kozépkoru, illetve 6regedé allatokban nem jott létre szignifikans anorexigén valasz. Erdekes
modon, a leptin téplalékfelvétel-csokkenté hatdsa ismét szignifikdnssd valt Oreg
patkanyokban. Eredményeink arra utalnak, hogy az akut centralis leptin injekciora adott
valaszkészség az életkor elérehaladtaval nem linearis médon valtozik.

Az elhizott allatcsoportokban (HF6, HF12) az eltérd testosszetétel hatassal volt a
hormonra adott valaszkészségre. A fiatalabb kozépkorti csoport taplalékfelvétele nem
csokkent, mig meglepd modon az idOsebb kozépkoru patkanyokban a leptin injekcio
szignifikans anorexigén hatast eredményezett.

1.3. Centrilis leptin injekcié hatdsa az anyagcserére és a hoszabalyozasra

A leptin anyagcserére és maghOmérsékletre kifejtett hatasa a korral valtozott. A
legnagyobb mértékii hipermetabolikus és hipertermias valaszkészség a fiatal felnott
korcsoportban jott 1étre, a szignifikans anyagcsere-ndvekedést kdvetkezményes Szignifikans
maghémérséklet-emelkedés kisérte. A fiatalabb ¢és id6sebb kozépkort allatokban az
anyagcsere-novekedés és maghdmérséklet-emelkedés kisebb mértékii volt. Ezzel szemben
oregedd €s oreg patkanyokban nem jott 1étre szignifikans hatds. A hdéleadasi mechanizmusok
nem aktivalodtak, egyik csoportban sem tapasztaltunk farokbér vazodilataciot. Ez alapjan a
hormon hészabalyozasi hatasa koordinaltnak tekinthet6, hasonldéan a prostaglandin E altal
kivaltott hipertermidhoz, vagy a kisérleti endotoxin lazhoz. A leptinre adott
hipermetabolikus/hipertermias valaszkészség az életkor elérehaladtaval fokozatosan csokken.
Ez az életkorfliggd minta eltér a leptin anorexigén hatasanal tapasztaltaktol.

2. Kronikus leptin adagolas
2.1. Centralis leptin infuzié hatisa a testtomegre és a testosszetétel indikatoraira

A 7 napos leptin infazi6 a két fiatalabb (NF3, NF6) és az oreg (NF24) korcsoportban
szignifikans mértékben csokkentette a testtomeget, mig az NF12 és NF18 allatoknal nem jott
1étre jelentOs valtozés. A zsirszovet az NF3 és NF6 patkanyokban csokkent nagymértékben, a
testsulyvaltozashoz hasonléoan. Mig az NF12 és NF18 csoportokban a zsirszévet nem
valtozott szignifikans mértékben, a 24 honapos allatok retroperitonealis zsirszovete 50 %-al
csokkent az infuzid soran. Az izomszovet egyik csoportban sem valtozott szignifikdnsan a
leptin infuzi6 hatasara.

A CR24 allatok kivételével az eltérd taplaltsdgu csoportok atlag testsulya nem
csokkent a leptin infizié soran. A hormonhatas kovetkeztében 1étrejott zsirszovet-csokkenés
csak a HF6 allatokban volt szignifikdns. Bar a CR csoportokban a zsirszovet szinte teljesen
eltint az infuzié hatasara, a statisztikai tesztek mégsem mutattak szignifikans eredményt a
mar eleve nagyon alacsony zsirtartalom miatt. Az izomtdmeg nagysaga egyik csoportban sem
valtozott jelentdsen.



2.2. Centralis leptin infazié hatasa a taplalékfelvételre

Az ICV leptin infuzi6 minden NF csoportban szignifikdnsan csokkentette a 7 napos
kumulativ taplalékfelvételt. A csokkenés mértéke (a kontroll és a leptinnel kezelt csoport
értekeinek kiilonbsége a kontroll allatok taplalékfelvételének szazalékaban kifejezve) hasonld
volt (bar fokozatosan csokkent) a harom fiatalabb korcsoportban (NF3: 54.4 %, NF6: 43.6 %,
NF12: 39.5 %), kisebb mértékii volt az NF18 patkanyoknal (19.0 %), majd ismét magasabb
értéket mutatott az NF24 csoport esetében (38.8 %). A 18 honapos allatokban a leptin altal
kivaltott anorexia mértéke szignifikansan eltért a tobbi csoportétol.

Az elhizas csokkentette a leptin hatasara 1étrejové anorexia mértékét a HF6 csoportban
(36.8 % vs. NF6 43.6 %), és szinte megsziintette azt a 18 honapos allatokban (8.7 % vs. NF18
19.0 %).

Ezzel ellentétben, a CR patkanyokban megfigyelheté korfiiggés eltéré volt: a leptin
infGzid nem valtott ki anorexiat a 6 és 12 honapos allatokban (gyakorlatilag az Gsszes
rendelkezésiikre allo tapot elfogyasztottak), mig a CR24 csoportban szignifikanssa valt a
kumulativ taplalékfelvétel-csokkentd leptin hatas (42.2 %), még az azonos életkort NF
csoport értékét is meghaladta (NF24: 38.8 %).

2.3. Centralis leptin infuzi6 hatasa a szivfrekvenciira

Az alap szivfrekvencia (indirekt modon az anyagcserére utal) értékek a korral
fokozatosan csokkentek NF patkanyokban. A leptin inflizi6 soran a nappali (inaktiv periddus)
atlag érték szignifikans mértékben nétt a 3 fiatalabb NF korcsoportban (1.-6. napig). Az
¢jszakai atlag érték (aktiv periodus) NF3 allatokban kismértékben (1.-3. napig), az NF12
csoportban tartosabban (1.-6. napig) emelkedett. A szivfrekvencia nem valtozott jelentdsen a
két legidésebb csoportban (NF18, NF24) az infuzi6 soran.

Elhizott allatokban az alap szivfrekvencia értékek magasabbak voltak, mint a nekik
megfeleld NF csoportokban. Az elhizds csokkentette a leptin altal kivaltott nappali
tachycardia mértékét HF6 patkdnyokban, €s teljesen megsziintette azt a HF 18 csoportban.

Ezzel szemben kalodria restrikcid mellett alacsonyabb alap szivfrekvencia értékeket
mértiink. A CR6 csoport kifejezett szivfrekvencia-emelkedéséhez képest (nappali és éjszakai,
az NF6 csoporténal nagyobb) a CR12 allatokban a valtozas Kisebb mértékii volt, majd a 24
honapos patkanyokban ismét kifejezetté valt (a nappali értékeket tekintve).

2.4. Centralis leptin infuzié hatasa a maghdmérsékletre

A fiatal felnétt korcsoportban a leptin infizio révid tavon mind a nappali, mind az
¢jszakai maghOmérsékletet szignifikansan emelte. A 6 honapos allatokban a nappali
(nyugalmi) értékek nottek jelentdsen (1.-6. napig). A hipertermia mértéke kisebb volt,
valamint rovidebb ideig tartott az NF12, illetve NF18 csoportokban, és nem alakult ki 6reg
allatokban.

Az elhizott patkanyokban (HF6, HF18) nem jott 1étre maghdmérséklet-emelkedés az
infuzi6 soran.

A kaloria restrikcio fokozta a leptinre adott hipertermias valaszkészséget az NF
csoportokhoz képest.



2.5. Centralis leptin infuzié hatisa a spontin lokomotoros aktivitasra

A leptin altal kivaltott hipertermia nem magyarazhato a fokozott lokomotoros
aktivitassal, mivel az egyik korcsoportban sem valtozott (sem a nappali, sem az ¢&jszakai
atlagérték) az infuzid soran.

3. Eletkorfiiggé Ob-Rb és SOCS3 génexpresszié valtozasok az ARC-ban

A gRT-PCR vizsgalatok eredményei alapjan az ARC Ob-Rb expresszioja fiatal felnott
patkanyokban volt a legnagyobb mértékii, 12 honapos életkorra lecsokkent, majd ehhez
képest fokozddott az dregedd és oreg allatokban. Az NF12 patkanyok értékei szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak a tobbi csoport értékeinél. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az ARC
Ob-Rb expressziodja az életkor elérehaladtaval nem linearis modon valtozik, hasonloan az akut
centralis anorexigén leptin hatashoz.

A gatlo SOCS3 gén ARC-ban mért expresszidja a 18 €s a 6 honapos allatokban volt a
legnagyobb mértékii, ezt az NF24 csoport kovette, mig a legalacsonyabb érték az NF3 és
NF12 patkdnyokra volt jellemzd. Szignifikans kiilonbséget talaltunk az NF18 és NF3, NF12
¢s NF24, illetve az NF6 és NF12 csoport kozott. Mindezek az eredmények hozzajarulhatnak
az NF6 és NF18 allatok gyenge anorexigén valaszkészségének magyarazatahoz (a viszonylag
nagymértékii Ob-Rb expresszio ellenére). Tovabba, az NF24 csoportban megfigyelhetd
relative alacsony SOCS3 génexpresszid részben magyarazhatja a leptinre adott szignifikans
valaszkészséget.

MEGBESZELES

1. Az akut centralis leptin injekciora adott anorexigén valaszkészség

A leptin anorexigén valaszkészségét tekintve az Oregedés dnmagéiban nem okozott
folyamatos progressziv hatdscsokkenést. Ehelyett jellegzetes ¢életkorfiiggd mintat
tapasztaltunk: szignifikans volt a taplalékfelvétel-csokkenés (Gjrataplalas soran) NF3 fiatal
feln6tt allatokban, nem jott 1étre szignifikdns anorexigén valasz fiatalabb és id6sebb (NF6 és
NF12), illetve 6reged6 (NF18) patkanyokban, majd ismét szignifikanssa valt a hatds az oreg
(NF24) korcsoportban. Az ARC-ban megfigyelheté Ob-Rb génexpresszio (magas az NF3,
NF6, alacsony az NF12, és mérsékelten emelkedett az NF18 és NF24 csoportokban) és a
jelatvitel-gatlo SOCS3 génexpresszio (magas az NF6 és NF18, alacsonyabb az NF24, és
alacsony az NF3 és NF12 allatokban) életkorfiiggd valtozasai részben magyarazatot
jelenthetnek a jelenség hatterére vonatkozoan. Az NF18 (csokkent Ob-Rb, magas SOCS3) és
NF12 (nagyon alacsony Ob-Rb és alacsony SOCS3) patkanyok gyenge valaszkészségét a
kapott értékek alatamasztjak. Eredményeink azonban nem teljes mértékben magyarazzak meg
az NF24 csoport erds anorexigén valaszkészségét, mivel a csokkent Ob-Rb expresszio egy
kozepes mértékii SOCS3 génexpresszioval jar egyiitt. A fenti életkorfiiggd valaszkészség-
valtozasok hozzajarulhatnak az emberben és mas emlésokben is megfigyelhetd kozépkoru
elhizas és idoskori fogyas magyarazatahoz (Scarpace et al., 2000b; Morley, 2001).
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Az elhizas felgyorsitotta az elébb emlitett regulatorikus valtozasokat. Eredményeink
ellentmondanak annak a nézetnek, amely szerint az elhizas és a leptin rezisztencia kozott
minden esetben erés egyiranyu korrelacio all fenn (Lin et al., 2000; Myers et al., 2012). Sét,
hasonl6 ¢életkorfiiggd anorexigén mintat és az elhizas altal felgyorsitott korfliggd szabalyozasi
valtozasokat irtak le a periférias cholecystokinin (CCK) alkalmazasa esetében is (Balasko et
al.,, 2013). Ezenkiviil a hypothalamicus NPY expresszié adaptiv csokkenése tartos (5
honapos) zsirdus diéta altal 1étrehozott elhizasban (Stricker-Krongrad et al. 1998; Beck, 2006)
szintén hozzajarulhatott a kisérleteinkben a HF12 allatokban tapasztalt fokozott centralis
leptin-valaszkészséghez.

Az elhizott kozépkora allatokban megfigyelhetd leptinre adott fokozott
valaszkészséget - leglabbis részben - magyarazhatja a hypothalamicus leptin receptor
esetleges upregulacioja. Feltételezések szerint ezt a valtozast a hossza ideje fennalld vér-agy
gaton valo csokkent leptin-transzport eredményezheti (Banks et al., 1996).

2. Az akut centralis leptin injekciora adott hipermetabolikus/hipertermias valaszkészség

A leptin injekcid fiatal felndtt allatokban szignifikans anyagcsere-ndvekedést hozott
1étre, ezt parhuzamos farokbdr vazokonstrikcio kisérte, erds hipertermiat eredményezve. Ez a
reakcio hdszabalyozasi szempontbol koordinaltnak tekinthetd, hasonldan a kisérleti endotoxin
lazhoz, vagy a CCK altal kivaltott hipertermiahoz (Székely és Szelényi, 1979; Balasko et al.,
2013). A koordinalt leptin-hipertermia hangsulyozza a leptin hdszabalyozasban kifejtett
szerepét (Steiner és Romanovsky, 2007).

A hipermetabolikus/hipertermias leptin hatasok a korral csokkentek, szemben az
anorexigén valaszkészséggel (ami kozépkoraakban csokkent és oreg allatokban feler6sodott).
Az akut centralis hipermetabolikus/hipertermids és anorexigén leptin hatdsok tehat nem
parhuzamos modon valtoznak, eltérd életkorfiiggd mintat mutatnak. Ennek hétterében részben
az allhat, hogy a kiillonb6z6 hypothalamicus régiok kiilonbozo leptin hatasokért feleldsek
(Correia et al., 2002). Masrészr6l, az anorexigén és a hipermetabolikus hatast részben eltérd
jelatviteli Gtvonalak kozvetithetik (Zhou és Rui, 2013), ami szintén hozzajarulhat a nem
parhuzamos korfiiggd jelenségekhez.

A leptin szamos endokrin funkciéra is hatassal van. Ehezés vagy hosszitavu taplalék-
megvonas soran (pl. hypothalamicus amenorrhoea) az alacsony leptin szint mellett csokkent
periférias pajzsmirigy, illetve nemi hormon szintek mérhetdk, melyek leptin adast kdvet6en
normalizalédnak (Welt et al., 2004; Park és Ahima, 2015). Mivel ezen hormonok is jol ismert
hipermetabolikus hatassal birnak, az életkorral csokkené szintjiik magyarazhatja az 6regebb
korcsoportok leptinre adott csokkend valaszkészségét.

3. A kronikus centralis leptin infaziéra adott anorexigén valaszkészség
A 7 napos leptin infizid6 sordn minden NF csoport szignifikdns anorexigén
valaszkészséget mutatott. Az életkorfliggd valtozasokat tekintve erésebb volt a hatds az NF3,

NF6 és NF12 allatokban, csokkent az NF18 csoportban, és ismét kifejezetté valt az NF24
patkanyokban. Az anorexigén leptin hatds a korral nem linearis médon valtozott. Hasonld
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korfliggd valaszkészséget tapasztaltunk a melanocortinok, illetve a periférids katabolikus
CCK anorexigén valaszkészségét illetéen (Balasko et al., 2013).

Az infazid soran az NF12 és NF18 allatokban nem jott 1étre szignifikans testtomeg-
csokkenés, ami ¢letkorfiiggd leptin rezisztencia megjelenésére utal. Az NF24 patkanyok
azonban visszanyerték a valaszkészséget, testsulyuk szignifikdns mértékben csokkent.

A 6 honapos elhizott allatokban (HF6) a testtémeg nem csokkent szignifikdnsan,
szemben az NF6 csoport egyedeivel. Ez a funkcionalis leptin rezisztencia tovabb stlyosbodott
a HF18 csoportban, ahol egyaltalian nem jott létre sem anorexia, sem testsuly- vagy
zsirszovet-csokkenés. Ezen eredmények az életkor fontossagat hangsulyozzak a leptin
rezisztencia kialakulasaban.

Az élethosszig tartd kalodria restrikcio 6 €s 12 honapos patkdnyokban teljes mértékben
kivédte az anorexigén hatast. Raadasul a testtomeg sem csokkkent ugyanezen allatokban, ami
felveti a mar kozépkoruakban megjelend leptin rezisztencia lehetdségét. A kronikus kaloria
restrikcid azonban olyan erds orexigén tonust valthat ki (a NPY és AgRP upregulacioja,
illetve a POMC, CART ¢és CRH gének downregulacidja révén) (McShane et al., 1999; Chiba
et al., 2009), hogy még a nagydozisu leptin infizid sem tudja feliilirni azt (Soos et al., 2010).

Meglepé modon a legoregebb CR24 csoportban a leptin olymértékben csdkkentette az
energiabevitelt, hogy szignifikans (az NF24 allatokét is meghalado) testtomeg-csokkenés volt
megfigyelhetd. Ezen eredményeink megerdsitik azokat a kordbbi megfigyeléseket
(Fernandez-Galaz et al., 2002), melyek szerint az anorexigén valaszkészség megtartott marad
oreg CR allatokban.

4. A Kkronikus centralis leptin infuziéra adott hipermetabolikus/hipertermias
valaszkészség

Szemben a maghémérsékleti értékekkel, az alap szivfrekvencia az életkor
elérehaladtaval fokozatosan csokkent NF patkanyokban. A leptin infuzi6 alatt a fiatalabb
allatcsoportokban a maghémérséklet és a szivfrekvencia is emelkedett, mig a legidésebb
csoportban nem jott 1étre hipertermia/tachycardia. Ezek a megfigyelések az oregedés soran
kialakul6 leptin rezisztencidra utalhatnak, és/vagy a csokkend szimpatikus aktivitassal, illetve
a hétermelés molekularis mechanizmusainak valtozasaival magyarazhatoak (Scarpace et al.,
2000a; Eikelis et al., 2003).

Elhizott allatokban a hipermetabolikus/hipertermids leptin hatdsok erdsen csokkentek.
Kizarolag a nappali szivfrekvencia értékek mutattak enyhe novekedést a fiatalabb (HF6)
csoportban, ami teljesen eltlint az iddsebb allatokban.

A CR patkényok hipermetabolikus/hipertermias valaszkészsége fokozott volt az NF
allatokhoz képest. Az erds hipermetabolikus hatds még a 24 honapos csoportban is megtartott
volt, ahol az allatok koranal fogva a hétermel6 kapacitas csokkenését vartuk volna (Horan et
al., 1988), az alacsony szivfrekvencia értékeknek (és szimpatikus aktivitasnak) megfelelden.
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5. Eletkortél és testosszetételtél fiiggé valtozasok a krénikus leptin infiizié katabolikus
hatasaiban

Jelen kisérleteinkben a kiilonb6z6 katabolikus leptin hatasok az életkor elérehaladtaval
eltéré korfliggd mintat mutattak: az anorexigén valaszkészség nem linearis modon valtozott, a
hipermetabolikus/hipertermids leptin  hatdsok fokozatos csokkenést mutattak NF
allatcsoportokban. Hasonléan eltéré korfiiggd valtozés jellemzO a centralis katabolikus
melanocortin rendszer szabalyozasara (Pétervari et al., 2011). Vizsgalatainkban a katabolikus
leptin hatas a két fiatalabb és a legidésebb NF csoportokban volt szignifikans, az NF12 és
NF18 allatokban nem volt kifejezett.

Az elhizas csokkentette a katabolikus leptin-valaszkészséget a hipermetabolikus
hatasok mérséklésével, mig HF6 patkanyokban az anorexigén valaszkészség megtartott
maradt. A HF18 allatokban mar az anorexigén hatas IS teljes mértékben megsziint.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a diéta 4&ltal Ilétrehozott elhizds elsésorban a
hipermetabolikus valaszkészséget befolyasolja, kevésbé az anorexigén hatast.

A fiatalabb CR csoportok részleges leptin rezisztencidja, és az oreg CR allatok erds
valaszkészsége arra utal, hogy az oregedésnek 6nmagéban nincs kizardlagos és sulyosbito
szerepe a leptin rezisztencia kialakulasaban. Ezen eredmények tovabb hangsulyozzak a
kaléria megszoritds fontossagat a leptin rezisztencia megel6zésében, vagy akar
visszaforditasaban (Wilsey és Scarpace, 2004).

Megallapithaté, hogy a kiilonbozd taplaltsagi allapotok — akar elhizés, akar
alultaplaltsag — els6sorban a hipermetabolikus leptin hatasokat befolyasoljak.

Eredményeink megvilagitjak az elhizas és a leptin rezisztencia kapcsolatat: az elhizas
korai megjelenése a hipermetabolikus hatas fokozatos csokkenéséhez vezet, ezaltal a tovabbi
sulynovekedéssel szembeni protektiv mechanizmusok karosodnak, igy a zsirszovet
mennyisége fokozatosan nd. Mindezek mellett, az oregedés sulyosbitja az elhizas altal
kivaltott leptin rezisztenciat azaltal, hogy az oregedés bizonyos fazasaiban az anorexigén
hatasok is csokkennek, igy circulus vitiosus jon létre. Az élethosszig tartd kaloria restrikcid
kivédi a hipermetabolikus leptin hatds csokkenését. Ezek a kisérleti eredmények azonban
korlatozott jelentdségliek lehetnek emberben, ahol a terapids kaloria-megszoritas rendszerint
atmeneti.

Meglepé modon a legidésebb CR csoportban a leptin hatas teljes mértékben megtartott
volt, kifejezett anorexigén €s hipermetabolikus valaszkészséggel. Ezenfeliil NF patkanyokban
az atmeneti fokozatos leptin-valaszkészség csokkenést kovetéen (18 honapos korig), az
anorexigén hatas és testsulycsokkenés ismét kifejezetté valt oreg allatokban. Ugyanakkor az
1izomszovet-vesztés is erre a csoportra volt jellemzo.

Az ¢letkorral valtozo katabolikus leptin hatas hozzajarul a kozépkortiak elhizasanak
kialakulasahoz, emellett eredményeink az idéskori anorexia és sarcopenia megjelenésére is
magyarazatot jelenthetnek.
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Az akut centralis hipermetabolikus leptin hat4s hdszabalyozasi szempontbdl koordindltnak
tekinthetd (a fokozott hotermelést csokkent hdleadas kiséri), a hormon lazszer(i hipertermiat
hoz létre.

2. A centrélis anorexigén ¢és hipermetabolikus leptin hatasok (akut és kronikus) kiilonb6zo
¢letkorfliggd mintat mutatnak: az anorexigén valaszkészség csokken kozépkort és fokozddik
oreg allatokban, mig a hipermetabolikus/hipertermids hatasok az életkor elérehaladtaval
fokozatosan csokkennek.

3. Az Oregedésnek — az anorexigén valaszkészségre vonatkozdan — Onmagéaban nincs
kizardlagos és sulyosbitd szerepe a leptin rezisztencia kialakulasaban. A centralis katabolikus
leptin hatasok életkorfiiggd valtozasai hozzajarulhatnak a kozépkora elhizas és az iddskori
fogyas magyarazatadhoz.

4. Az elhizas minden korcsoportban csokkenti a hipermetabolikus/hipertermias leptin hatast,
mig a centralis anorexigén valaszkészség megtartott marad az elhizott kozépkoru allatokban.

5. Az ¢élethosszig tartd kaldria restrikci6 minden korcsoportban ndveli a
hipermetabolikus/hipertermias leptin hatast, ezenkiviil Oreg allatokban az anorexigén
valaszkészséget is fokozza.

6. A kiilonbozd taplaltsagi allapotok — akar elhizéds, akar alultaplaltsag — elsdsorban a
hipermetabolikus/hipertermias centralis leptin hatasokat befolyasoljak.

PERSPEKTIVAK

A kozépkoru elhizott allatokban tapasztalt, a centralis leptin adagolasra adott erds
anorexigén valaszkészség felveti a lehetdségét a hormon centralis (intranazalis)
alkalmazasanak, régota fennallo elhizas esetén. Az emberi agyban is Kimutattak leptin
felszabadulast, bar ez kismértéki volt, és specifikus lokalizaciot sem azonositottak (Wiesner
et al., 1999; Li et al., 2001). Ennek mértékét az elhizas nem csokkentette, inkabb fokozta
(Eikelis et al., 2007). Mivel a centralis leptin receptor expresszid elhizott egyénekben is
megtartott (Eikelis et al., 2007), a kozponti idegrendszeri leptin termelés fokozasa szintén
terapias lehetdséget jelenthet a jovOben az életkorfiiggd elhizas kezelésében.
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