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1. Bevezetés

Az energiahaztartds szabalyozéasaban kritikus szerepet jatszik az energiaraktarak allapotanak
¢és a felvett taplalék mennyiségének, mindségének kozponti idegrendszeri érzékelése, amit a

periféris szervek és az agy kozti kommunikécio biztosit.

E kommunikacié két f6 utvonalat a periférias idegek, elsdsorban a nervus vagus és a
vérkeringés biztositja. A nervus vagus egyes gasztrointesztinalis hormonok, valamint a
nucleus tractus solitarii (NTS) felé. A vér altal szallitott tapanyagok, mint a gliikoz,
aminosavak ¢és zsirsavak a taplalékfelvétel soran termeldédd gasztrointesztinalis hormonok,
mint a glukagon-like peptid 1 (GLP-1), a peptid YY (PYY) és a ghrelin, valamint elhizas-
szignalok, mint a fehér zsirszovet eredetii leptin, és a hasnyalmirigy altal termelt inzulin

kozponti célpontja pedig a hipotalamusz arcuatus magja (ARC).

Az ARC a vér-agy gat nélkiili eminencia mediana (EM) kozvetlen kdzelében helyezkedik el,
igy a vér altal szallitott hormonok és metabolitok koénnyen elérik az idegsejteket ezen az
agyteriileten. Az ARC legalabb két, a taplalékfelvétel szabalyozasaval dsszefiiggésbe hozhato
idegsejt populaciot tartalmaz: az ARC lateralis részén elhelyezkedd anorexigén sejtcsoportot,
mely sejtek proopiomelanokortint (POMC), valamint cocaine- and amphetamine-regulated
transcriptet (CART) termelnek, illetve az ARC ventromedialis részén elhelyezkedd, orexigén
neuronokat, melyek neuropeptid Y-t (NPY), agouti-related peptidet (AgRP), valamint
gamma-amino-vajsavat (GABA) termelnek. Az ARC NPY/AgRP és a POMC/CART
neuronjai a periféridas informacidt az energiahdztartds szabdlyozasdnak ugynevezett
masodlagos idegsejtjei felé tovabbitjak. Ezek a neuronok melanokortin és NPY receptorokat

is expresszalnak.

Mivel mind az NPY/AgRP, mind a POMC/CART neuronok az agy szamos teriiletére
vetiilnek, masodlagos neuronok is sokfelé el6fordulnak az agyban, példaul a hipotalamusz
paraventrikularis magjaban (PVN) a hipotalamusz dorzomedialis magjaban (DMN), valamint
a lateralis hipotalamusz (LH) sejtcsoportjaiban. E teriiletek szintén fontos szerepet jatszanak
az energia-homeosztazis szabalyozasaban. Az ARC orexigén és anorexigén sejtcsoportjainak,
valamint ezek intra- és extrahipotalamikus kapcsolatainak szerepe az energia-haztartas
szabalyozasaban intenziven kutatott téma, az agy gliasejtjeinek pontos funkcidja e

folyamatokban azonban sokkal kevésbé ismert.



A tanicitdk specidlis gliasejtek, melyek a harmadik agykamra aljat és ventrolateralis falait
bélelik az EM rosztralis és kaudalis hatarai kozott. Kordbban a tanicitdkat egyszerlien
tdmasztd ¢és barrierképzd sejteknek vélték, azonban az utdbbi évtizedek kutatdsai alapjan
kideriilt, hogy a tanicitak aktivan részt vesznek a hipotalamusz neuronalis funkcioinak
szabalyozasaban is. Tobbek kozott, a tanicitak részt vesznek a glikoz homeosztazis
szabalyozasaban, ehhez elengedhetetlen, hogy képesek érzékelni a kornyezetik glikkéz
szintjét. Emellett érzékeli a leptin- és aminosav szintek valtozasat is és szabalyozzak tobbek
kozott a GnRH és TRH sejtek miikodését. A tanicitak prekurzor sejtekként is funkcionalnak,
¢s képesek neuronok képzésére felndtt allatokban is. A tanicitakbol keletkezd neuronok
jelentés része az ARC-ba vandorol. Mivel az ARC neuronjai részt vesznek az energia-
haztartas szabalyozasaban, valoszinli, hogy a tanicitdk képesek az energia-haztartas

szabalyozasaban részt vevd neuron populaciok megujitasara.

Az agy masik fontos gliasejt tipusa a mikroglia. A mikroglia a periférids szdvetek
makrofagjaihoz és monocitaihoz hasonld szerepet lat el az agyban, azaz f6 funkcidja az
idegen anyagok és karosodott sejtek bekebelezése, illetve immunfaktorok szekretalasa.
Fiziologias koriilmények kozott a gliasejtek tamogatjdk az ARC neuronjainak energia-
homeosztazisat, ugyanakkor egyes kondiciok, mint példaul a magas zsirtartalma diéta (high-
fat diet, HFD) e glia-neuron egyiittmiikodés hibas miikodéséhez vezet. Korabbi kutatasok
kimutattak, hogy a kronikus HFD egyiitt jar immunsejt medialt gyulladasos folyamatokkal,
amely szdmos periférias szerv, mint a maj, vazizomzat €és zsirszovet inzulinrezisztenciajadhoz
vezetnek. A HFD periférias kovetkezményei mellett ismert, hogy a hipotalamuszt szintén
érinti a diéta indukalta gyulladas, s6t, a kozponti gyulladasos valasz joval gyorsabban kialakul
¢s a gyulladasos markerek mellett mikroglia aktivacio is kialakul az ARC-ban. Ez a folyamat
fontos lehet a diéta okozta elhizdas és az ezzel Osszefiiggd metabolikus valtozasok
kialakulasaban, azonban az irodalmi adatok ellentmondok a mikroglia szerepével

kapcsolatban.



2. Célkitiizés

Az utobbi évtizedekben az energiahaztartas kozponti szabdlyozasaban résztvevd idegi
halézatok kutatdsa nagy figyelmet kapott. Ujabban azonban egyre tobb adat halmozodott fel,
amely azt sugallja, hogy az idegsejtek mellett glialis sejttipusok szintén részt vesznek az
energia-homeosztazis szabalyoz6 rendszerében. A hipotalamusz specialis glia sejttipusai, a
tanicitak egy gliikdz-, leptin- és zsirsav érzékeny neurogén sejtcsoportot képviselnek, emellett
aktiv szerepet toltenek be a metabolikus szignalok vér-agy gaton torténd atjutasanak és a
taplalékfelvétel és az energia-egyensuly szabalyozasaban. Az agy makrofag sejtjei, a
mikroglia sejtek szintén részt vesznek az energia homeosztazis szabalyozasaban, példaul a
HFD-hez kapcsolodo gyulladasos folyamatok szabéalyozasan keresztiil. Ugyanakkor ezen glia
sejttipusoknak az energiahaztartds szabalyozasaban betdltott pontos szerepe egyelére nem

ismert.

A tanicitak és a mikroglia sejtek energia metabolizmussal és taplalékfelvétellel sszefiiggd
mechanizmusokban val6 szerepének jobb megértése érdekében Ph.D. munkdm célja a
tanicitdk kommunikéciojanak és POMC expresszidjanak vizsgalata, valamint a mikroglia
sejtek fontossaganak megértése volt a rovidtava HFD indukalta metabolikus valtozasok

kialakulasaban. Ennek elérése érdekében a célunk:

1. A Connexin 43 (Cx43) gap junction kapcsolatok ¢és hemichannelek létének és

elhelyezkedésének vizsgalata tanicitakban.
2. A POMC expresszio jellemzése tanicitdkban.

3. A mikroglia szerepének vizsgalata a HFD indukalta metabolikus valtozasok

kialakulasaban.



3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok és altatas

A kisérleteket laboratoriumi egereken vagy patkdnyokon végeztiik. A felhasznalt allatokat az
1. tablazatban foglaltuk Ossze. Az allatokat standard koriilmények kozott tartottuk (06.00-
18.00 vilagos szakasz, homérséklet 22 + 1°C, a tap és a viz szabadon hozzaférhetd). Minden
kisérlet a Magyar Tudoméanyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézete
Munkahelyi Allatj6léti Bizottsaganak engedélyével tortént. A kisérleti allatok altatasa vagy

intraperitonealisan adagolt ketamin és xilazin (50, illetve 10 mg/kg testtomeg) keverékkel

crer

1. tablazat: A Kkisérleti allatok faja, torzse, forrasa, neme, kora és testtomege projektenként

Kisérlet Allatfaj Torzs Forras Nem Kor Testtomeg (g)
A Cx43 gap junction kapcsolatok és hemichannelek elhelyezkedésének vizsgalata tanicitakban

egér CD1 Charles Him 8 hét 30-35
River Lab

A POMC expresszié jellemzése tanicitakban

ISH, patkany Sprague- Taconic Him/ 8-15 hét 240-440
fluoreszcens IHC Dawley Farms Nostény vagy 31 nap vagy 60-95
Immun-elektron- patkany Wistar ToxiCoop Him 8 hét 250-275
mikroszkopia

A mikroglia fontossaga a HFD indukdlta metabolikus valtozasok kialakulasaban.

egér C57BI/6J Charles Him 8 hét 20-25
River Lab

3.2. Fixalészerrel torténo transzkardialis perfuzio

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a kisérleti allatokat elaltattuk, majd transzkardialisan
perfundaltuk 6ket 10 ml (egér), illetve 50 ml (patkany) 0,01 M-os foszfat pufferes sooldattal
(phosphate buffered saline, PBS, pH 7,4), majd a 2. tablazatban 6sszefoglalt fixaloszerekkel.

2. tablazat: A projektekben hasznalt fixaloszerek

Immunohisztolégiai projekt fixaloszer
Cx43 immunfluoreszcencia 4% PFA natrium-acetat pufferben (pH 6), majd 4% PFA
Borax pufferben (pH 8,5)
Ibal immunhisztokémia 4% PFA (pH7,4)

POMC, ACTH, a-MSH immunfluoreszcencia 4% PFA (pH7,4)
POMC immun-elekronmikroszkopia 4% acrolein + 2% PFA (pH 7,4)




3.3. A szivetek elokészitése fénymikroszkopos vizsgalatokhoz

Fénymikroszkopos vizsgalatokhoz a fixaldszerrel perfundalt agyakat 4% paraformaldehidben
(PFA) posztfixaltuk 2 oran keresztiil, majd 0,01 M PBS-ben oldott 30%-0s cukoroldatban
inkubaltuk ¢éjszakan at. Az agyakat poritott szarazjégen fagyasztottuk, majd fagyaszto
mikrotom segitségével 30 um vastag metszeteket készitettiink. A metszeteket 0,01 M PBS-
ben oldott 0,5% Triton X-100 és 0,5% H,0; keverékében inkubaltuk, majd 2%-os normal
l6szérumba (normal horse serum, NHS) helyeztiik 20 percre. Az immunfestések soran

hasznalt antitesteket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.
3.4. A szovetek elokészitése elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz

Elektronmikroszkopos vizsgélatainkhoz az agyakat 4% PFA-ban posztfixaltuk 4°C-on 24
oran keresztiil, majd 25 pm vastag koronalis metszeteket készitettiink vibratom segitségével.
Abban az esetben, ha a fixaldszer acroleint is tartalmazott, a metszeteket 0,1 M foszfat
pufferben (phosphate buffer, PB) oldott 1%-os natrium-borohidrid oldatban inkubaltuk 30
percen keresztiil. A metszeteket minden esetben PBS-sel higitott 0,5%-0s H,O, oldatban
inkubaltuk 15 percen keresztiil. A metszeteket ezutdn cukoroldatban krioprotektaltuk, majd
folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd felolvasztottuk 3 alkalommal az antitest
metszeteket PBS-ben higitott 2%-0S NHS-ben inkubaltuk 10 percen keresztil. Az

immunfestések sordn hasznalt antitesteket a 3. tdblazatban foglaltuk 6ssze.
3.5. Az elektronmikroszkopiahoz készitett preparatumok beagyazasa

Az immunjelolt metszeteket 0,1 M PB-vel higitott 1% ozimum-tetroxidban inkubaltuk 1 6ran
keresztiil. A metszeteket ezutan 50, majd 70%-o0s alkoholban mostuk, majd 70%-0s
alkoholban oldott 2% uranil-acetat oldatban 30 percen keresztiil inkubaltuk. Dehidraciot
kovetden a metszeteket Durcupan epoxy gyantdba agyaztuk és 60°C-on 48 Ooran at

polimerizaltuk.
3.6. A szovetek elokészitése in situ hibridizaciohoz (ISH)

A patkanyokat elaltattuk és dekapitaltuk. Az agyakat eltavolitottuk és poritott szarazjégen
fagyasztottuk. Koronalis, 18 um vastag metszeteket készitettiink kriosztat segitségével, majd

Superfrost targylemezekre huztuk és szaritottuk. A metszeteket -80°C-on taroltuk az ISH-ig.

3.7. A szovetek elokészitése 1ézeres mikrodisszekciohoz (LCM)



Az allatokat elaltattuk és transzkardialisan perfundaltuk 30 ml (egér) vagy 70 ml (patkany)
jéghideg 10%-0s RNAlater oldattal. Az agyakat -40°C-on 2-metilbutanban fagyasztottuk.
Koronalis, 12 um vastag metszeteket készitettiink kriosztat segitségével. A metszeteket PEN
membrannal boritott targylemezekre huztuk, 70%-0s alkoholban oldott 0,6%-0s krezilibolya
oldattal festettiik, felszallo alkoholsorban dehidraltuk. A targylemezeket 42°C-0s
melegit6lapon szaritottuk €s -80°C-on taroltuk az LCM-ig.

3.8. LCM és RNS izolalas

A tanicitak sejttesteit és az ARC teriiletét Zeiss Microbeam Laser Capture Microdissection
rendszer haszndlatdval disszektaltuk. A mintdk 1ézernyaldb segitségével és x10 objektiv
segitségével 0,5 ml-es adheziv csévek kupakjaba katapultaltuk. A tanicitdkat és az Arc
teriiletét kiilon csObe gyljtottilk. A mintdkbol Arcturus PicoPure RNA Isolation Kit
hasznalataval RNS-t izolaltunk, RNase-free DNase set hasznalataval megemésztettiik az
Bioanalyzer rendszer hasznalataval ellendriztiik. Az 5.0 RNS integritas érték alatti mintakat

kizartuk a késébbi vizsgalatokbol.
A PROJEKTEK RESZLETES METODIKAJA

3.9. A Cx43 tartalmi gap junction kapcsolatok és hemichannelek lokalizacioja

tanicitakban
3.9.1. A tanicitak feltoltése Lucifer yellow-val patch pipetta segitségével

Vibratom segitségével koronalis, 250 um vastag metszeteket készitettiink egéragyak EM-t
tartalmazod teriiletébdl, majd a szeleteket 36°C-os mesterséges cerebrospinalis folyadékba
(artifical crerebrospinal fluid, aCSF) helyeztiikk. Szobahdmérsékletre hiilés utan a tanicitakat
aCSF-ben vizsgaltuk. A patch pipettakat 1 mg/ml LY tartalmu intracellularis oldattal toltottiik
fel 20 percen keresztiil -80-85 mV-os tartofesziiltségen. Mas tanicitdkat feltoltésekor a gap
junction kapcsolatokat carbenoxolon extracellularis oldatba adagolasaval gatoltuk. A
szeleteket 0,1 M PB-ben oldott 4% PFA-val (pH 7,4) fixaltuk és Zeiss LSM 780 konfokalis

mikroszkop segitségével elemeztiik.
3.9.2. Kettés immunfluoreszcens jelolés (Cx43 és vimentin)

Az allatokat transzkardialisan perfundaltuk fixaloszerrel (3.2) és a szoveteket eldkészitettiik

immunhisztokémiahoz (3.3). Ezutan Cx43-vimentin kettés immunfluoreszcens jelolést



alkalmaztunk (3. tablazat), a metszeteket Zeiss LSM 780 konfokalis mikroszkoppal

elemeztiik.
3.9.3. A Cx43 immunreaktivitas ultrastrukturalis detektalasa

Az allatokat transzkardialisan perfundaltuk (3.2), a szoveteket el6készitettik elektron
mikroszkopos vizsgalathoz (3.4) majd Cx43 immunhisztokémiat végeztiink. A beagyazast
kovetden (3.5), Leica Ultracut UCT ultramikrotommal 60-70 nm-es ultrametszeteket
készitettiink. Az ultravékony metszeteket Formvar hartyaval boritott gridekre gytijtottiik, 2%
Olom-citrattal kontrasztositottuk ¢és Jeol-100 C transzmisszids elektronmikroszkoppal
vizsgaltuk. A tanicitakat jellegzetes morfologiai tulajdonsagaik alapjan, a tanicita altipusokat

pedig elhelyezkedésiik alapjan kiilonitettiik el.
3.10. A POMC expresszio jellemzése tanicitakban
3.10.1. Radioaktiv ISH

A kisérleti allatokat dekapitaltuk, a szoveteket elokészitettiik ISH-hoz (3.6). A szoveteket egér
Pomc cDNS-r6l szintetizalt 35S jelolt riboprobaval hibridizaltuk. Alapos mosast kovetden a
metszeteket felszallo  alkoholsorral —dehidratdltuk, széritottuk majd Kodak NTB

autoradiografias oldatba martottuk. Az autoradiogramokat 8 nap utan vizsgaltuk.
3.10.2. Immunfluoreszcenciaval kombinalt fluoreszcens ISH

A kisérleti allatokat dekapitaltuk, a szoveteket elokészitettiik ISH-hoz (3.6). A metszeteket
digoxigenin-11-UTP jelolt Pomc riboprobaval jeldltiik. A poszthibridizaciés folyamatot
kovetéen a metszeteket PBS-ben (pH 7,4) higitott 0,5% Triton X-100 és 0,5% H,0,
keverékében inkubaltuk 15 percig, majd PBS-ben mostuk és maleat pufferben majd 1%-0s
blokkolo oldatban inkubaltuk a nukleinsav hibridizacié érdekében. Az immunfestés soran

hasznalt antitesteket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.

3.10.3. A POMC, B-endorfin, a-MSH és adrenokortikotrop hormon (ACTH)

immunfluoreszcens detektalasa

A kisérleti allatokat fixaloszerrel perfundaltuk 3.3(3.2), a szoveteket elékészitettiik
immunfluoreszcens festéshez (3.3), majd fluoreszcens kettds és harmas jelolést alkalmaztunk.

Az immunfestés soran hasznalt antitesteket a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze.



3.10.4. A POMC-immunreaktivitas ultrastrukturalis vizsgalata

A kisérleti allatokat transzkardidlisan perfundaltuk fixaldszerrel (3.2) és a szdveteket
elokészitettilk elektronmikroszkopos vizsgalathoz (3.4), majd POMC immunhisztokémiat
végeztiink (3. tablazat). A beadgyazast kovetéen (3.5) 60-70 nm vastag ultrametszeteket
készitettiink Lecia Ultracut UCT ultramikrotom segitségével. Az ultravékony metszeteket

Jeol-100 C transzmisszids elektronmikroszkoppal vizsgaltuk
3.10.5. A tanicita-transzkriptom vizsgalata

A LCM-mel gyjtott tanicitakbol és ARC mintakbol izolalt RNS-t ovation V2 RNS-
amplifikalo rendszer segitéségével amplifikaltuk és atirtuk cCONS-sé. A kdnyvtargeneralast, az
[llumina Gj-generacids szekvenalast és a bioinformatikai elemzést az Eurofins készitette. Az
egyes gének CPM értékeit Student-féle t-teszttel 6sszehasonlitottuk a tanicita és ARC mintak
kozott.

3.11. A mikroglia szerepének vizsgilata a HFD indukalta metabolikus

valtozasok kialakulasaban
3.11.1. Mikroglia-irtas és rovidtava HFD

A kisérleti egerek egy csoportjat 3 héten keresztiil PLX5622-t tartalmazé tappal etettiik, ami
egy mikroglia pusztuldsat eredményezé CSF1R antagonista. Az allatok masik csoportjat PLX-
mentes tapon tartottuk. Mindkét esetben a diéta zsirtartalma alacsony (10%) volt (LF,
LF+PLX). A 3 hét letelte utan az allatok e két csoportjat tovabbi csoportokra osztottuk. A
PLX-mentes 60% zsirtartalmu diétara valtottuk (HFD, HFD+PLX). Annak érdekében, hogy
megismerjiik a HFD hatasat mikroglia jelenlétében és hianyaban, a HFD 3 napja soran a TSE
PhenoMaster rendszer segitségével mértilk az egerek viz- €s taplalékfogyasztasat, mozgasi
aktivitasat, emellett indirekt kalorimetridt végeztiink, amely magaban foglalja az Op-
fogyasztas, valamint CO,-termelés mérését is. A metabolikus adatokat a TSE PhenoMaster
szoftver segitségével elemeztik. A metabolikus mérések eldtt és utdn testosszetétel-

vizsgalatot végeztiink EchoMRI segitségével.
3.11.2.Ibal immunhisztokémia

A Kkisérleti allatokat transzkardialisan perfundaltuk fixaloszerrel (3.2), majd a szdveteket
elokészitettiik immunhisztokémidhoz (3.3) és Ibal immunfestést végeztiink (3. tdblazat). A

metszeteket Zeiss Axioimager M2 fluoreszcens mikroszkop segitségével elemeztiik.



3.11.3. Kvantitativ TagMan PCR

LCM-es szovet elokészitést (3.7), LCM-et és RNS izolalast kovetden (3.8) az RNS mintakat

atirtuk VIiLO Superscript III CNS reverz transzkripcidés kit segitségével. A cDNS

preamplifikacios templatként szolgalt, amelyet PreAmp Master Mix kit segitségével

végeztiink. A mikroglia irtasdnak sikerességét az ARC-ban az Ibal ¢és az Emrl

expresszidjanak kvantitativ PCR segitségével torténd mérésével igazoltuk. Ehhez ViiA 7 real-

time PCR platformot hasznaltunk Fast 96 blokkal és dsszehasonlito CT metodikaval.

3. tablazat Az immunhisztokémiai vizsgilatok soran hasznalt antitestek, reagensek, fluorokromok és

kromogének
Antigén Elsédleges antitest Kimutatas
Kettds Cx43 Cx43 elleni nyul antiszérum Alexa-488 konjugalt szamar anti-
immunfluoreszcens (Invitrogen, 1:400) nyul 1gG (Invitrogen, 1:250)
jeloles vimentin vimentin elleni birka Biotinilalt szamér anti-birka 1gG
antiszérum (Santa Cruz (Jackson ImmunoResearch, 1:500),
Biotech, 1:3000) ABC (Vector Laboratories, 1:1000),
biotinilalt tiramid amplifikacio,
Alexa-594 konjugalt Streptavidin
(Invitrogen, 1:500)
Elektronmikroszkopos Cx43 Cx43 elleni nyul antiszérum Biotinilalt szamar anti-nyual 1gG
vizsgalatok (Invitrogen, 1:2000) (Jackson ImmunoResearch, 1:500),
ABC (Vector Laboratories, NiDAB
Immunfluoreszcencidval  digoxigenin  Peroxidaz konjugalt Dig elleni Biotinilalt tiramid amplifikacio,
kombinalt ISH birka antiszérum (Roche, Alexa Fluor 488-konjugalt
1:100) Streptavidin (Life Technologies,
1:500)
HuC/HuD HUC/D elleni egér antiszérum Alexa Fluor 647-konjugalt szamar
(Life Technologies 2 pug/ml) anti-egér 1gG (Jackson,
vimentin vimentin elleni csirke Cy3-konjugalt szamar anti-csirke
antiszérum (Millipore, 1:4000) 1gG (Jackson)
Harmas POMC POMC elleni nyul antiszérum Alexa 488-konjugalt szamar anti-
immunfluoreszcens (Phoenix Pharma, 1:20.000) nyul 1gG (Jackson, 1:400)
jeloleés HuC/HuD HuC/D elleni egér antiszérum  Cy3-konjugalt szamar anti-egér 19gG
(Life Technologies 1 pg/ml) (Jackson, 1:200)
vimentin vimentin elleni csirke Alexa 647-konjugalt szamar anti-
antiszérum (Millipore, csirke 1gG (Jackson, 1:200)
1:20.000)
Kettos B-endorfin B-endorphin elleni nyul ., , .,
immunfluoreszcens antiszérum (Phoenix Pharma, (CJggklggzjulgezlléos)z aunr syl [ge
jelolés 1:10000) i
a-MSH a-MSH elleni birka antiszérum Alexa 488-konjugalt szamar anti-
(Millipore, 1:10.000) birka 19G (Jackson, 1:200)
Egyes ACTH ACTH elleni nyul antiszérum  Cy3-konjugalt szamar anti-nyul 19G,
immunfluoreszcens (Phoenix Pharma, 1:10.000) Jackson, 1:200)
jelolés
Elektronmikroszkopos POMC POMC elleni nyul antiszérum Biotinilalt szamar anti-nyal 19G
vizsgalatok (Phoenix Pharma, 1:15.000) (Jackson, 1:500), ABC, biotinilalt
tiramid amplifikacio, NiDAB,
Gallyas eziist6z6
Fénymikroszkopos Ibal Ibal elleni nyul antiszérum Biotinilalt szamar anti-nyul 1gG
vizsgalatok (Wako, 1:2000) (Jackson, 1:500), ABC, NiDAB
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4. Eredmények

4.1. A Cx43 gap junction kapcsolatok és hemichannelek lokalizacidja tanicitakban
4.1.1. Funkcionalis gap junction kapcsolatok jelenléte tanicitakban

A gap junction permedbilis fluoreszcens festéket, a LY-t, patch pipetta segitségével egyetlen
B-tancitaba toltve, a festék nem csak a patch pipettaval feltoltott tanicitat jelolte meg, hanem
szamos egymas mellett elhelyezked? tanicitat €s e sejtek bazalis nyulvanyait is. Olyan tanicita
nyulvanyok toltédését is megfigyeltiik, melyek csak a végtalpuknal érintkeztek mas feltoltott
tanicitaval. A LY megjelolt tovabba tanicita nyulvanyokkal érintkezd kapillarisokat is. A gap
junction blokkold carbenoxolon jelenlétében a LY minden esetben csak a patch pipettaval
toltott tanicitaban volt jelen igazolva, hogy a LY gap junction kapcsolatokon keresztiil jutott

at a szomszédos tanicitakba.
4.1.2. A Cx43 immunreaktivitas kimutatasa tanicitakban

Cx43 ¢és vimentin, a gliasejtek, koztiik a tanicitak molekularis markere, elleni antitestekkel
végzett kettds immunfluoreszcens festés igazolta a Cx43 jelenlétét tanicitakban. A pettyezett
Cx43-immunreaktivitdis a legnagyobb denzitisban az a-tanicitdk Sejttestein  volt
megfigyelhetd, elsésorban e sejtek kamra feloli felszinén. De Cx43-immunreaktivitas jelen
volt B-tanicitdkon is, bar joval alacsonyabb denzitassal. A tanicitdkon a Cx43-
immunreaktivitds megoszlasa jelentdsen polarizdciot mutatott. Legnagyobb denzitissal a
Cx43 immunreaktivitds a tanicita sejttestek kamra fel6li oldaldn, valamint az eminencia
medidna kiils6 zondjaban a tanicita végtalpakon volt megtalalhaté. Az a- és a P-tanicitdk
nyulvanyain is megfigyelhetd volt a Cx43 jelenléte, foként az EM kiils6 zondjaban, valamint
az ARC-ban, ahol a tanicitak kapillarisok kozelében végzédnek, de alacsonyabb denzitasban,

mint a sejttesteken.
4.1.3. A Cx43 immunreaktivitas ultrastrukturalis lokalizacioja tanicitakban

Ultrastrukturalis vizsgalatainkban Cx43 immunreaktivitast figyeltlink meg a tanicitdk kiilsd
sejtmembranjahoz asszocidlva mind a-, mind B-tanicitak esetén. Sok esetben a szomszédos
tanicitdk egymashoz fekvd felszinének mindkét membranjan észleltik a Cx43-
immunreaktivitast jelold eziistszemcsét, ami megerdsiti a Cx43 jelenlétét gap junction
kapcsolatokban. Konfokalis mikroszkdpos vizsgélatainkhoz hasonléan a tanicitdk kamrai
felszine, valamint a kamraba vetiil§ kitliremkedései szintén gazdag Cx43 immunreaktivitast

mutattak. Jelentdos Cx43 immunreaktivitast talaltunk a dorzalisabb kamrai részeken, ahol
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tanicitdk és csillos ependimasejtek egyarant jelen voltak. Emellett jelentés Cx43
immunreaktivitds volt jellemzd a tanicita végtalpakon, amelyek az ARC ¢és az EM kiilso
zongjaban kapillarisokon végzddnek, valamint mas tanicita végtalpak és axonterminalisok

kozelében végzodo tanicita végtalpakon is
4.2. A POMC expresszio jellemzése tanicitikban
4.2.1. Pomc mRNS expresszié nem-neuronalis sejtekben

Az ARC-t ¢és rosztro-kaudalis tanicita régidt lefedd korondlis patkdnyagy metszeteken
készitett radioaktiv és fluoreszcens in situ hibridizacié alapjan az egyes egyedek kozott nagy
variabilitast tapasztaltunk a Pomc expresszio kiterjedésében és intenzitasaban a tanicitak és az
EM ¢és a hipofizisnyél nem-neuronalis sejtjeiben. Ezért az altalunk vizsgalt agyakat a Pomc
mRNS tartalmdnak intenzitasa és kiterjedése alapjan alacsony, kozepes és magas nem-
neuronalis Pomc mRNS expresszald csoportokba kategorizaltuk.

Az alacsony nem-neuronalis Pomc mMRNS-tartalmi agyakban a Pomc hibridizacié a
a-tanicitdkra korlatozodott. A hibridizacids szignal ugyancsak jelen volt a kaudalis EM nem-
neuronalis sejtjeiben. A Bregma szintjétdl -3,1 mm-re rosztralisan csak a B-tanicitak, valamint
a nem-neurondlis EM sejtek tartalmaztak hibridizacios jelet. Ezekben az agyakban a
tanicitakban megfigyelt hibridizacios jel sokkal alacsonyabb volt a POMC neuronokban
tapasztaltakhoz képest. A magas nem-neuronalis Pomc mMRNS-tartalmti agyakban a
hibridizacioés szignal rosztro-kaudalisan kiterjedt a teljes P-tanicita populaciora, dorzalisan az
o2-tanicitdk nagy részére, valamint tobb nem-neurondlis sejtre az EM és a hipofizisnyél
teriiletén. A Pomc mRNS ugyanakkor sosem volt jelent a dorzalis, al-tanicita régidban. A
magas expresszioju agyakban a tanicitakban megfigyelt hibridizaciés szignal megkozelitette a
POMC neuronokban tapasztalt szintet. A kozepes nem-neurondlis Pomc expresszidji
agyakban az altaldnos mintazat a magas expresszidju agyakéhoz hasonlitott, de a tanicita

hibridizacids szigndl joval elmaradt a POMC neuronokban tapasztalttol, fleg a tanicitdk

crer

Ez a variabilitas eltéré kort és tomegi felndtt himek €s néstények esetében is megfigyelhetd
volt. Az altalunk 26 db ISH-val vizsgalt agy koziil 10 agyban alacsony, 5-ben kézepes, 11-ben
pedig magas Pomc mRNS szintet talaltunk a tanicitdkban. Ez a variabilitas 8-10 hetes, illetve
15 hetes 1dds patkanyok vizsgélata alapjan is megfigyelhetd volt. Annak kideritése érdekében,

hogy a nem-neuronalis Pomc mRNS variabilitasa felndttkor eldtt is megjelenik-e, fiatal, 31
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napos him ¢és ndéstény patkanyokon is elvégeztiikk az ISH-t. A hibridizacids szignal mind a 8
fiatal patkany esetében az alacsony expresszidju agyakéhoz volt nagyon hasonlo. Mérsékelt
erdsségll jel volt jelen a hipofizisnyélben, illetve a Bl1-, B2-, a2-tanicitdkban és a harmadik
agykamra kozépsé ¢és kaudalis részén, valamint az EM-ban. A tanicita régio rosztralis
részében a jel nagyon gyenge volt. A neuronalis Pomc hibridizacios szignal szintén kevésbé

volt intenziv, mint felnottek esetében.

4.2.2. A nem-neuronalis POMC expressziéot mutato sejtek vimentin-pozitiv
tanicitak

A Pomc-t expresszald nem-neurondlis sejtek identitdsdnak vizsgdlatdra, valamint annak
érdekében, hogy egyértelmiien elkiilonitsiik 6ket a POMC neuronoktél, a fluoreszcens ISH-t
kombinaltuk immunfluoreszcenciaval a tanicita marker, vimentin, illetve a neuronalis marker
HuC/D jelolésével. Néhany HUC/D-immunreaktiv POMC neuron megtalalhato az EM-ban a
szubepedimalis rétegben. A hipofizisnyélben és a B-tanicita rétegben sem talaltunk olyan
Pomc mRNS expresszalo sejteket, amelyek egyarant tartalmaztak volna vimentint és HuC/D-t
is. A Pomc mRNS expresszalo sejtek a kamra falaban, a Bl-, B2- és al-tanicitakkal
megegyez0 teriileten mindig tartalmaztak vimentint is. A nem-neuronalis Pomc expresszald
sejtek a B-tanicita rétegen kiviil az EM kiilsé zonajanak teljes teriiletén megfigyelhetok voltak
¢és szintén mindig tartalmaztak vimentint. Ezek a sejtek tanicita-szeri megjelenésiiek voltak,
merdlegesen helyezkedtek el a kamra aljadhoz képest, alakjuk hosszukas, sejttestiik kisméretii,
kerek ¢és tobb nyualvannyal rendelkeztek. A Pomc MRNS-t expresszalo sejtek a
hipofizisnyélben kerek vagy hosszukas alaktak voltak és mindig tartalmaztak vimentint. E
sejtek gyakran nem-ependimalis tanicita-szerii sejtek voltak, mig masok a hipofizisnyél
rosztralis részén lokalizalodo, a 3. kamra mélyedését hatarolo B-tanicita volt. Annak
érdekében, hogy ezeket a sejteket konnyen elkiilonitsiik mas tanicita altipusoktol, a gamma-

() tanicita nevet javasoltuk.
4.2.3. Variabilis POMC protein expresszio a felnott egerek tanicitaiban

Az immunfluoreszcens festés sorin a POMC N-terminalisa ellen termelt antitest a Pomc ISH-
hoz hasonl6 mintdzatot mutatott a sejtes megoszlasban valamint az immunjel variabilitasaban.
Az alacsony expresszioju agyakban a POMC jelen volt a hipofizisny¢l tanicitaiban, valamint a
B- és y-tanicitak egy csoportjaban a Bregma -3,1 és -3,8 mm kozotti teriileteken. Ettdl a
teriilettdl rosztralisan a POMC megjelent B-tanicita nyulvanyokban és az EM y-tanicitdiban,

amelyek szdma az alacsony expresszidju agyakban valtozatos volt. A magas nem-neuronalis
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Pomc expresszioji agyakban a POMC immunjel nagy része a P- €s a2-tanicitdkban
lokalizalodott és megjelent a y-tanicitdk jelentés részében, hasonloan a Pomc mMRNS
megoszlasahoz. 8 felnétt him patkany agya koziil 3-ban alacsony, 2-ben kozepes és 3-ban
magas POMC szintet, mig 7 nOstény koziil 5-ben alacsony, 1-ben kézepes és 1-ben magas
POMC szintet tapasztaltunk.

A POMC-pozitiv y-tanicitak alakjuk és morfologiai tulajdonsagaik alapjan e sejtek
tulajdonsagai megegyeznek a tobbi tanicita tipus tulajdonsagaival. A  harmas
immunfluoreszcens jeldléses vizsgalataink megerdsitették az ISH/immunfluoreszcens
eredményeinket, miszerint a POMC-pozitiv y-tanicitak szinte mindig vimentin-pozitivak és a
vimentin-negativ, de HuC/D-pozitiv  POMC neuronoktol térben is elkiiloniilt populaciot
képeznek. Elhelyezkedésiik alapjan az EM POMC neuronjai az EM belsdé zondjaban, a -
tanicita réteg kozvetlen kozelében, mig a POMC-pozitiv y-tanicitdk a szubependimalis

z6natol tavolodva, a kiilsé zénaban talalhatoak.
4.2.4. A POMC-immunreaktiv sejtek ultrastrukturalis vizsgalata az EM-ban

Az EM elektronmikroszkdopos vizsgalatai alapjan mind a -, mind a y-tanicitak sejttestében ¢€s
nyulvanyaiban POMC-immunreaktivitast tapasztaltunk. Az EM y-tanicitai a B-tanicitdkhoz
hasonld ultrastrukturdlis tulajdonsdgokat mutattak, hosszikas mitokondriumaikkal és

lipideseppekkel a nyulvanyaikban, amelyek gyakran kapillarisokon végzddtek.
4.2.5. A POMC eredetii peptidek vizsgalata tanicitikban

A B-endorfin immunfluoreszcencia a POMC-hez nagyon hasonld mintazatot és variabilitast
mutatott, de Iényegesen kevesebb tanicitat jelolt ugyanabban az agyban. Az alacsony nem-
neuronalis Pomc expresszidju agyakban a nem-neuronalis B-endorfin jeldlés elsdsorban a
hipofizisny¢l és az EM néhany y-tanicitajara korlatozodott, illetve néhdny P-tanicita sejttestére
¢és nyulvanydra. A magas expresszioju agyakban a B-endorfin tobb B- és y-tanicitat jelolt,
valamint a2-tanicitdkat és ezek nyulvanyat is. Az ACTH elleni immunfluoreszcencia csak
ritkan jelolt y-tanicitdkat az EM-ban és a hipofizisnyélben. Ezek szama fiiggetlen volt attol,
hogy az adott agy tanicitai alacsony vagy magas POMC szintet mutatnak, néhany agyban
minddssze 1-2 jelolt sejtet talaltunk, mig mas agyakban nem volt egyértelmiit ACTH jel a -
tanicitdkban. A y-tanicitdk jeldlddése minden esetben sokkal gyengébb volt a neuronokhoz
vagy axonokhoz képest. Tovabba, magas tanicitalis POMC-szintli agyakban nagyon halvany
ACTH-immunreaktivitast tapasztaltunk elsdsorban az o2-tanicitdk sejttesteiben. Az a-MSH

immunreaktivitas, amely egyértelmiien a hattér szintje alatt volt, nagyon gyengén jelolte csak
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a tanicitdkat. Gyenge jel fordult csak el6 az EM ¢€s a hipofizisnyél y-tanicitdiban és néhany

tanicita nyalvanyban magas nem-neuronalis Pomc expresszioji agyakban,
4.2.6. A POMC-processzalo enzimek expresszioja tanicitikban

A tanicitdk gyenge ACTH és a-MSH immunreaktivitasa arra utal, hogy a POMC, mint
prekurzor csak kis mennyiségben vagy egyaltalan nem processzalodhat ezekben a sejtekben.
Ez 6sszhangban lenne a korabbi ISH-s vizsgalatokkal, amelyek alapjan a POMC prekurzort
hasito és ACTH-t, illetve a-MSH-t 1étrehozo prohormon-konvertaz 1 és 2 (PC1 és PC2)
enzimeket nem sikeriilt kimutatni tanicitdkban. Annak érdekében, hogy a POMC
processzalasaban részt vevl mas gének jelenlétét kimutassuk tanicitdkban, LCM segitségével
izolalt, patkany agybol szarmazo6 tanicitak (al, a2, B1, 2) RNS-szekvencia analizise alapjan
transzkriptom-elemzést végeztiink. Az expresszids szinteket a hasonld metddussal izolalt
ARC mintdk expresszios szintjével hasonlitottuk 6ssze. A PC1, PC2, karboxipeptiddz E,
peptidilglicin alfa-amidal6 monooxigenaz, illetve a szekretogranin V (vagy 7B2) mRNS
szintje tanicitdkban szignifikansan alacsonyabb volt az ARC expresszios értékeihez képest. Ez
az eredmény alatamasztja a kordbbi ISH eredményeket, miszerint ezek a gének elsdsorban
neuronalis expressziot mutatnak. A PC2 szintje volt a legalacsonyabb tanicitakban, 7,4 + 0,4,
amely joval a 10-nél meghuzott pozitiv hatarérték alatt volt. A masodik legalacsonyabb
expressziot a PC1 mutatta 16,2 + 0,8, amely csak alig volt a hatarérték felett. A Pomc mRNS
szintek ezzel szemben hasonldak voltak a tanicita és az ARC mintdkban (347,2 + 36,2 a

tanicitakban és 397,2 + 37,0 az ARC-ban).

4.3. A mikroglia szerepének vizsgalata a HFD indukalta metabolikus valtozasok

kialakulasaban

4.3.1. A HFD és a mikroglia irtasinak hatiasa a testosszetételre és a metabolikus

paraméterekre

A 3 hetes PLX eldkezelést kovetden a kisérleti allatokat 4 csoportba soroltuk: LF, HFD,
LF+PLX and HFD+PLX, amelyek a specialis, alacsony vagy magas zsirtartalma tapot

fogyasztottdk 3 napon keresztiil.

A specidlis diéta kezdetén nem volt szignifikans eltérés az allatcsoportok testdsszetételében.
A 3 napos HFD soran ugyanakkor az allatok sovany testtomegének valtozasat befolyasolta
mind a diéta (P=0,001), mind a PLX kezelés (P=0,025), ugyanakkor a két faktor kozott nem
volt interakci6 (P=0,241) faktorialis ANOVA alapjan. A PLX kezelés szignifikdns csokkenést
(P=0,02) eredményezett a LF egerek sovany testtomegének valtozasaban (-0,078 + 0,154 g) a
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PLX-mentes LF egerek sovany testtomegéhez viszonyitva (0,616 = 0,239). Tovabba
szignifikans eltérést talaltunk az LF+PLX ¢és HFD+PLX éallatok sovany testtomegének
valtozasaban (-0,078 + 0,154 g vs. 0,883 + 0,134 g; P=0,004). A teljes viztartalom és a
testtomeg valtozasat csak a diéta befolyasolta (P=0,002 és 0,003 faktoridlis ANOVA alapjan),
ugyanakkor ezek az értékek fliggetlenek voltak a PLX kezeléstol (P=0,157 és 0,307 faktorialis
ANOVA alapjan). A HFD+PLX egerek teljes viztartalmaban nagyobb emelkedést
tapasztaltunk, mint a LF+PLX egerek esetében (0,821 + 0,120 vs. -0,109 g + 0,113 g;
P=0,008). Hasonloan, a HFD+PLX egerek szignifikdnsan magasabb tomeggyarapodast
mutattak a LF+PLX egerekhez képest (1,819 + 0,267 vs. 0,436 + 0,240 g; P=0,03). A HFD
tendeciozusan fokozta a viztartalom és a testtomeg valtozasat PLX-mentes allatokban, de ez a

valtozéas nem volt szignifikans.

Az egerek teljes mozgasi aktivitasat mind a diéta (P=0,00048), mid a PLX kezelés
befolyasolta (P=0,0004), ugyanakkor faktorialis ANOVA alapjan a két faktor kozott nem volt
interakcidé (P=0,948). A 3 napos HFD soran a HFD csoport egereinek mozgasi aktivitasa
jelent6sen fokozodott a LF csoportokéhoz képest. A LF vs. HFD egerek teljes mozgasi
aktivitdsanak atlaga 2405,98 + 234,68 vs. 3170,24 + 552,18 fénysugar-megszakitas/ora
(P=0,013) volt, mig a LF+PLX vs. HFD+PLX csoportokban ez az érték 1432,23 + 244,57 vs.
2246,73 + 567,09 fénysugar-megszakitas/ora (P=0,01) volt. A PLX kezelés szignifikansan
csOkkentette a mozgasi aktivitast mind a LF+PLX, mind a HFD+PLX csoportokban a PLX-
mentes csoportokhoz viszonyitva. A teljes mozgasi aktivitas atlaga a LF vs. LF+PLX egerek
esetén 2405,98 + 234,68 vs. 1432,23 + 244 57 fénysugar-megszakitas/ora (P=0,007) volt, mig
a HFD vs. HFD+PLX csoportban 3170,24 + 552,18 vs. 2246,73 + 567,09 (P=0,009). A LF és
LF+PLX csoportok szignifikdns eltérést tapasztaltunk mind a nappali, mind az éjszakai
periodusban, nappal 1652,92 + 257,72 vs. 914,79 + 161,74 (P=0,02), illetve éjszaka 3136,05 +
267,14 vs. 1949,66 + 347,06 fénysugar-megszakitas/ora (P=0,02). Ugyanakkor a HFD ¢és
HFD+PLX csoportok kozott az eltérés csak €jszaka volt szignifikansan eltéré (4027,00 +
435,52 vs. 2668,54 + 662,20 fénysugar-megszakitas/ora, P=0,009). A HFD szignifikansan
fokozta a HFD+PLX egerek aktivitasat a LF+PLX egerekhez képest a nappali szakaszban
(P=0,01), illetve szignifikansan emelte a HFD egerek aktivitasat a LF egerekhez képest az
¢jszakai szakaszban (P=0,047). Hasonlo eltéréseket talaltunk a PLX-mentes és PLX-et
fogyasztd csoportok mozgasi aktivitdsa kozott, ha a teljes mozgasi aktivitds komponensei

koziil a helyvaltoztatd €s a helyzetvaltoztatd, finom mozgésokat kiilon elemeztiik.
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A HFD csoport taplalékfelvétele emelkedd tendenciat mutatott a LF csoportéhoz képest a
mérés elsé napjan (P=0,06), de ez a kiilonbség nem volt szignifikdns €s eltiint a késobbi
idépontokban. A HFD kezelt egerek kumulativ taplalékfelvétele a mikroglia jelenlététdl vagy
hianyatol fiiggetleniil a LF allatok fogyasztasa felett maradt a kezelés 2. napjaig, ugyanakkor
a kisérlet végén minden kezelési csoport kumulativ taplalékfelvétele hasonlo volt. Mivel a LF
tap energiatartalma 3,85 Kcal/g, a HFD tapé pedig 5,24 Kcal/g volt, a HFD csoport
szignifikansan tobb kaldriat fogyasztott, mint az LF csoport tagjai (P=0,0000 faktorialis
ANOVA alapjan). Ezt a PLX-kezelés nem befolyasolta (P=0,637) és a két faktor kdzott nem
volt interakci6 (P=0,567) faktoridlis ANOVA alapjan. A HFD dllatok kumulativ
kaldriabevitele nappal és éjszaka szignifikansan magasabb volt a LF csoportokéhoz képest

(LF vs. HFD P <0,01 és LF+PLX vs. HFD+PLX P <0,05).

Az egerek energiafelhaszndldst sovany testtomegiikre normalizaltuk. A teljes
energiafelhasznalas atlagat befolyasolta a diéta tipusa (P=0,0003), de nem befolyasolta a
PLX-kezelés (P=0,162) és a két faktor kdzott nem volt interakcié (P=0,917). A csoportok
¢jszakai energiafelhasznalasa kozott nem volt szignifikans eltérés (P=0,066 és P=0,073),
ugyanakkor a nappali és az atlagos energiafelhasznalast szignifikansan befolyasolt a diéta.
Nappal a HFD egerek szignifikansan fokoztak energiafelhasznalasukat (P=0,0002), amit a
PLX-kezelés nem befolyasolt (P=0.162) és faktoridlis ANOVA alapjan nem volt interakcid a
két faktor kozott (P=0,647). Hasonld eltéréseket tapasztaltunk az egész napos
energiafelhaszndlds adatainak elemzése soran. Az LF vs. HFD egeres 4atlagos
energiafelhasznalasa 23,15 + 1,51 vs. 25,15 + 0,37 Kcal/kg sovany testtomeg/ora (P=0,02)
volt, mig a LF+PLX vs. HFD+PLX allatoké 22,34 + 0,63 vs. 24,25 + 0,33 Kcal/kg sovany
testtomeg/ora (P=0,03) volt.

Mivel a nyugalmi energia felhasznalast nem lehet mérni kozvetleniil indirekt kalorimetriaval,
ezt az értéket az energiafelhasznalas értékébdl szamoltuk azokban az idépontokban, amikor az
ezt megeldzo fél ordban az éllat a teljes mozgasi aktivitasanak 1%-4ndl atlagosan kevesebbet
mozog, illetve 0,1 g-nal kevesebb tapot fogyaszt. Az energiafelhasznalas értékeihez hasonloan
a becsiilt nyugalmi energia felhasznalés értékeit is sovany testtomegre normalizaltuk. A HFD
szignifikdns hatast gyakorolt a nyugalmi energiafelhasznalas értékeire (P=0,0000), mig a
PLX-kezelés ezt nem befolyasolta (P=0,903). A két faktor kozott nem volt interakcio
(P=0,934) faktorialis ANOVA alapjan. A diéta magas zsirtartalma szignifikans emelkedést
okozott mind a PLX-et fogyasztdo, mind a PLX-mentes egerek nyugalmi energia

metabolizmusaban nappal, ¢jszaka és atlagos értékeiben is. A LF vs. HFD egerek atlagos
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nyugalmi energiafelhasznalasa 19,56 + 1,07 vs. 22,08 + 0,51 Kcal/kg sovany testtomeg/ora
(P=0,0001), a LF+PLX vs. HFD+PLX csoportoké pedig 19,46 + 0,65 vs. 22,30 + 0,43 Kcal/kg

sovany testtomeg/o6ra (P=0,0001) volt.

A légzési hanyados (respiratory exchange ratio, RER) az egerek éaltal termelt CO; és az
elfogyasztott O, térfogatanak hanyadosa, amely fontos informaciot ad az egerek altal
felhasznalt szubsztrat mindségérdl. A diéta szignifikans hatast gyakorolt az allatok RER-jére
(P=0,0000), ugyanakkor a PLX-kezelést ezt a paramétert nem befolyasolta (P=0,872) és
faktoridlis ANOVA alapjan nem volt interakcid a két faktor kozott (P=0,410). A kisérlet 3
napja sordn a HFD egerek RER értéke szignifikdnsan magasabb volt a LF-et fogyasztokéhoz
képest. A legnagyobb eltéréseket az éjszaka soran tapasztaltuk, amikor a LF vs. HFD egerek
RER-je 0,99 + 0,02 vs. 0,79 + 0,02 (P=0,0001) volt, mig a LF+PLX vs. HFD+PLX egerek
RER-je 0,99 + 0,02 vs. 0,81 + 0,01 (P=0,0001) volt. Ez a szignifikans eltérés latszott az
atlagértékekben is, amikor mind a nappali, mind az éjszaki értékeket figyelembe vettiik. A LF
vs. HFD atlagos RER értéke 0,93 + 0,01 vs. 0,77 + 0,01 volt, a LF+PLX vs. HFD+PLX
egereké pedig 0,92 + 0,01 vs. 0,79 + 0,01. Mivel a HFD csoportok zsirfogyasztisa messze
meghaladta a LF csoportokét, nem meglepd moédon a HFD csoportok zsirsav oxidacidja is
magasabb volt (P=0,00001), ugyanakkor a PLX kezelés nem befolyasolta az egerek zsirsav
oxidacidjat (P=0,353) és nem volt interakci6 a két faktor kozott (P=0,167) faktoridlis
ANOVA alapjan. A HFD 4llatok atlagos zsirsav oxidéacidja csaknem négyszer magasabb volt,
mint a LF egereké: a LF vs. HFD egerek esetében 0,07 + 0,01 vs. 0,33 + 0,01 Kcal/éra, mig a
LF+PLX vs. HFD+PLX egerek esetén 0,08 + 0,01 vs. 0,29 + 0,01 Kcal/éra.

4.3.2. A mikroglia irtasanak validalasa Ibal immunhisztokémiaval és PCR-rel

A mikroglia marker, Ibal immunreaktivitds alapjan a PLX-kezelt egerek mikroglia irtasa
hatékony volt fliggetleniil a tap zsirtartalmatol. A mikrogliairtds jelentdsen csokkentette a
mikroglia marker Emr1 és Ibal szintjét az ARC-ban szintén fliggetleniil a tap zsirtartalmatol.
Az PLX-kezelt allatok Emrl expresszidja a kontroll csoportban mért expresszid 20%-ara
csokkent (0,209 + 0,04; P=0,0001 a LF+PLX csoportban, illetve 0,223 + 0,08; P=0,0003 a
HFD+PLX csoportban). Az Ibal expresszio a LF csoporténak minddssze 10%-ara csokkent
(0,114 + 0,01; P=0,0001 a LF+PLX csoportban, illetve 0,152 + 0,06; P=0,0002 HFD+PLX

csoportban).
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5. Kovetkeztetések

Eredményeink arra utalnak, hogy a tanicitak Cx43 tartalmu gap junction kapcsolatokon
keresztiil 0sszekottetésben allnak egymassal, biztositva e sejtek hatékony kommunikacigjat. A
Cx43 immunreaktivitas jelenléte a tanicitak kamra fel6li oldalan, valamint a kapillarisokon és
axonterminalisokon végz6dé tanicita-végtalpakon tovabb erdsiti azt az elképzelést, hogy a
tanicitdk és az extracellularis tér kiilonb6z6 alkotdi kozott kis molekulak aktiv széllitasa
valosulhat meg Cx43 tartalmu hemichanneleken keresztiil. Mindezek az eredmények arra
utalnak, hogy a tanicitak feladata sokkal Osszetettebb a korabban feltételezett barrier
szerepnél. A kornyezet hemichannelek segitségével torténd monitorozasa fontos szerepet

jatszhat a neuroendokrin rendszerek szabalyozasban.

Vizsgalataink tovabba kimutattak, hogy tanicitalis termelnek POMC mRNS-t és fehérjét.
Ezen expresszio jelentds egyedek kozti variabilitast mutat felndtt allatokban. A tanicita
eredeti POMC szerepének a lehetséges célteriiletétdl fiiggden harom lehetséges szerepét
feltételezziik: az elsd, hogy szabalyozza a hipofizeotrop hormonok release-ét az EM
hipofizeotrop axonjain hatva. A masodik lehetséges szerep, hogy a tanicita eredeti POMC
autokrin/parakrin modon hat és kozvetleniil vesz részt a tanicitak sajat proliferativ/neurogén
funkcidjaban. Végiil, a tancitdk altal az EM portalis ereibe szekretalt N-terminalis POMC
szabalyozhatja a hipofizis miikodését. Tovabbi vizsgélatokra van azonban sziikség ahhoz,
hogy felderitsilk a POMC expresszi6 egyedek kozti variabilis expresszidjanak okat, a POMC-
poszttranszlacios modositasanak pontos modjat e sejtekben, valamint a tanicita POMC-

expresszio funkcionalis jelentdségét €s mas fajokban valo eléfordulasat.

A mikroglia PLX-tartalmu tap fogyasztasaval torténd irtasa hatékonynak bizonyult, amit
immunhisztokémiai és PCR adataink is alatdmasztottak. Ugyanakkor eredményeink arra
utalnak, hogy a mikroglia hianya nincs hatassal az egerek metabolikus paramétereinek nagy
részére rovidtavi HFD esetén. Ugyanakkor a rovidtavai HFD jelentés metabolikus
valtozasokat eredményezett, magéban foglalva az energiafelhasznalas, RER, zsirsav oxidacid
¢s a metabolikus paraméterek kontroll allatokban megfigyelt nappali-éjszakai véltozasait.
Mivel az ARC gyulladasos folyamatdnak jelenlétét nem tudtuk egyértelmlien kimutatni.

tovabbi kisérletekre van sziikség a tanicitdk szerepének e folyamatban valo felderitéséhez.
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