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1. Roviditések jegyzéke

2TDM: 2-es tipusu diabetes mellitus; 2-
es tipusu cukorbetegség

a-MSH: a-melanocyta-stimulalo
hormon

ACTH: adrenocortikotrop hormon
AGIC: agranularis insularis cortex
aCSF: mesterséges agy-gerincveloi
folyadék (artificial cerebrospinal fluid)
AgRP: agouti-related peptid

AP: area postrema

ARC: nucleus arcuatus

AVP: arginin-vazopresszin;
antidiuretikus hormon

BrDU: bromdezoxiuridin

BSA: szarvasmarha (bovine) szérum
albumin

ca: commissura anterior

CART: kokain- és amfetamin-regulalt
transzkript

CRH: kortikotropin-releasing hormon
CST: cukrozott stiritett tej

D1R: 1-es tipust dopaminreceptor
D2R: 2-es tipust dopaminreceptor
DAB: diaminobenzidin

DMN: nucleus dorsomedialis
hypothalami

DMX: nucleus dorsalis nervi vagi
DPM: percenkénti bomlas (decay per
minute)

DTT: ditiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA: enzimhez kotott
immunszorbiens proba

FR: intrauterin fehérjeredukalt
GABA: y-amino vajsav

GIC: granularis insularis cortex
GLP-1: glukagonszerti peptid-1
HRP: tormaperoxidaz (horseradish
peroxidase)

icv: intracerebroventricularis

IHC: immunhisztokémia
(immunohistochemistry)

ILC: infralimbicus cortex

IpGTT: intraperitonealis
gliikoztolerancia teszt

ipITT: intraperitonealis
inzulintolerancia teszt

ISH: in situ hibridizacio

IUGR: intrauterin névekedési retardacio
(intrauterin growth retardation)

LH: a lateralis hypothalamicus area
lateralis része (analizalt tertiletlink)
LHA: lateralis hypothalamicus area
MCH: melanin-koncentralé hormon
MDT: nucleus mediodorsalis thalami
MSN: kozepes tliskés neuron (medium
spiny neuron)

Med. shell: medialis shell alrégio
NAc: nucleus accumbens

NDS: normalis szamar szérum (normal
donkey serum)

NE: nemzetkdzi egység
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NGS: normalis kecske szérum (normal

goat serum)
NMDA: N-metil-d-aszparaginsav
NPY': neuropeptid Y

NR: intrauterin (az anya tekintetében)

normal tapon tartott, nem intrauterin

fehérjeredukalt

NSc: nucleus suprachiasmaticus
NTS: nucleus tractus solitarii
Nucb2: nucleobindin-2

ORX: orexin

OXT: oxitocin

PBS: sos foszfat puffer, pH: 7,4
PBr: nucleus parabrachialis

PF: perifornicalis régi6 a lateralis
hypothalamicus areaban

PI3K: foszfatidilinotizol-3-kinaz
POMC: proopiomelanocortin

PV: pallidum ventrale

PVN: nucleus paraventricularis
hypothalami

PYY: YY peptid

R: korrelacios koefficiens

ROI: immunhisztokémiai analizisre
kijelolt teriilet (region of interest)

SPZ: subparaventricularis zona

SON: nucleus supraopticus hypothalami
SSC: s6s natrium-citrat puffer (saline
sodium citrate buffer)

TRH: thyreotropin-releasing hormon
TH: tirozin-hidroxilaz

VMN: nucleus ventromedialis
hypothalami

VPM: nucleus ventralis posteromedialis
thalami

VTA: ventralis tegmentalis area



DOI:10.14753/SE.2023.2767

2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1 Intrauterin novekedési retardacio

Intrauterin novekedési retardaciorol (IUGR) akkor beszéliink, amikor a magzat
méhen beliili fejlédése korosan elmarad a nemének ¢€s életkoranak megfeleld normatol
(Saleem és mtsai 2011).

Kialakuldsanak hatterében szdmos tényezo allhat. Az anya alapbetegségei, valamint a
terhességgel Osszefiiggésben keletkezd koros éllapotai, a méhlepény elvéltozasai, a
magzat DNS-el Osszefiiggd, vagy szerzett elvaltozasai mind okozhatnak magzati
retardaciot (Paulin és Pajor 2009). Eldidézésében szerepet jatszik még — a ma leginkabb
a harmadik vilagban eléfordulo — stlyos anyai alultaplaltsag. Azért emlitem meg kiilon,
mert az allatmodelleket gyakran ezen a koroki alapon hozzak 1étre (Desai és mtsai 2005,
Ozanne és mtsai 2005).

Sajnos az IUGR sulyosan noveli a perinatalis morbiditast és mortalitast. Tobbek
kozott noveli a korasziilés, a meconium aspiracios szindroma, a korai szepszis, a sziilés
kozbeni asphyxia esélyét, befolyasolhatja a korai fejlddést (Saleem és mtsai 2011).

Az intrauterin és perinatalis szovédmények azonban az IUGR kovetkezményeinek
csak az egyik csoportjat teszik ki. Feln6tt korban ugyanis az érintettek korében az
atlagnal gyakrabban fordulnak el kiilonbozd betegségek. Erre elészor a masodik
vilaghaboriban zajlott Uin. ,,nagy holland éhezés” (Great Dutch Famine) hatisainak
vizsgalata alapjan jottek rd. Kimutattdk, hogy az éhezésnek kitett varandos anyak
gyermekei fejléddésiikben, az elhizottak aranydban, felndtt kori jellemzé betegségeikben
markéansan kiilonboznek a korabbi vagy késdbbi iddszakban sziiletettektdl (Ravelli és
mtsai 1976, Roseboom ¢és mtsai 2006). Par jellemzd példa betegségek gyakoribb
elérfordulasara: neurologiai problémak (Visser és mtsai 2010), mentalis deficit (Alford
2013), sziv-és érrendszeri megbetegedések (Szostak-Wegierek 2014), dyslipidaemia
(Munoz-Valverde és mtsai 2015), vesebetegségek és magas vérnyomas (Luyckx és
Brenner 2015). Mivel gyakran a korai életkor elégtelen tapanyagellatottsaga all a
szindroma hatterében, nem meglepd, hogy sok esetben a metabolizmus is megvaltozik.
Kiilonb6z6 mértékben elhizas alakulhat ki, (Desai és mtsai 2005, Martorell és mtsai

2001), valamint 2-es tipusu cukorbetegség (2TDM) jelentkezhet (Barker, Hales, és
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mtsai 1993, Vaag és Lund 2007). Ez utébbi olyannyira jellemzd, hogy az intrauterin
retardalt modelleket gyakran hasznaljak 2TDM vizsgalatara (Pinney 2013).

Mi éallhat ezen metabolikus valtozdsok hatterében? A korai fejlédés soran
elszenvedett karosodasra vagy kihivasra a szervezet prediktiv alkalmazkodassal
valaszol. Bizonyos géneknek megvaltozik a miikodése, ami hosszl tavon befolyasolja a
szervezet miikodését (Heijmans ¢és mtsai 2008). A jelenség hatterében jelen levo
géneket ,,gatekeeper” (magyarul: kapus, portds) - géneknek nevezik, és magat az
elméletet gatekeeper-hipotézisnek (Mcmullen és mtsai 2012). A magzat szervezetében
létrejové  valaszok  Osszességét  magzati  programozasnak  hivjuk  (,,fetal
programming”)(Barker, Gluckman, és mtsai 1993), amely hosszl tavon befolyasolja a
tapfelvétel, energialeadas ¢és cukorhdztartds szabalyozasaban részt vevd élettani
rendszereket, tobbek kozott a hypothalamicus szabdlyozo kordket is (Pedroso és mtsai
2017).

Ha a magzati programozasnak a sanyaru, taplalékszegény méhen beliili
koriilményeket kell kompenzalnia, mint az altalunk targyalt ITUGR eseteiben, az un.
takarékos fenotipus (eredetiben: ,thrifty phenotype”) alakul ki. Ilyenkor az érintett
organizmus olyan energiaszegény kornyezetre ,,szamit” extrauterin korban is, mint
amilyenben intrauterin koraban is része volt (Mcmullen és mtsai 2012). Ennek
kovetkezménye, hogy a taplalékok felhalmozasara, raktarozasara rendezkedik be a
szervezet. Egyik jele ennek az intenziv ,,catch-up” (felzark6z6) novekedés, amikor az
érintettek  gyermekkorban fokozott testtomegnovekedéssel reagilnak a korabbi
lemaradasra, ezzel utolérve, vagy le is hagyva nem IUGR tarsaikat (Boersma és Wit
1997, Coupe és mtsai 2009).

Természetesen az [UGR kovetkeztében kialakuldo metabolikus szindroma és egyéb
betegségek megjelenése nagyon egyénfiiggd, szdmos tényezd befolyasolja, igy az
egyéni genetikai hajlamok, valamint az intrauterin és postnatalis koriilmények
jellemzodinek pontos mértéke (Carey és mtsai 2013, Levin 2006, Pedroso és mtsai 2017,
Timper és Briining 2017).

A fehérje-csokkentés révén Iétrehozott intrauterin alultapldlds (FR) a 2TDM
kutatasaban széles korben alkalmazott ragcsalomodell (Martin-Gronert és Ozanne 2007,
Pinney 2013). Ez a modell jol adja vissza az emberi [UGR kovetkezményeit (Ozanne és

mtsai 2005), ezért kisérleteink kivitelezéséhez nekiink is erre esett a valasztasunk.
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2.2 A taplalékfelvétel szabalyozasa

A taplalék, a tapanyagok szabalyozott bevitele nagy fontossaggal bir a homeosztazis
fenntartdsa szempontjabol. Nem elegendd mennyiségli ¢€s/vagy mindségl
tapanyagfelvétel fogyashoz, majd alultaplalt allapothoz vezet, amelyet szamos kisérd és
kovetkezményes betegség életveszélyes allapotig, illetve a haldl bedlltaig sulyosbithat
(Maleta 2006). A talzott tapanyagbevitel viszont épp ellenkezdleg: tulsuly, illetve
elhizas kialakulésat eredményezheti. Bar azt gondolhatnank, hogy a tartalék tapanyag
bizonyos esetekben még jol is johet, a megndvekedett metabolikus- és sulyterhelés
szamos betegség kialakulasahoz vezet (De Lorenzo és mtsai 2020). Lathat6 tehat, hogy
a tapfelvétel mértékének, eloszlasanak szabalyozéasa a szervezet egyik fontos feladata.

Maga a szabdlyozds két alapvetd rendszer, a homeosztatikus és a nem-
homeosztatikus korok mitkodésén at valosul meg. Elobbi az éhség- €s a telitettségérzet,
valamint a homeosztdzis tobbi Osszetevdje altal meghatarozott taplalékfelvételt
serkentd, illetve gatld utakat jeloli (Saper és mtsai 2002). Utobbi kifejezés pedig utal
minden egyéb befolyasold tényezére (Berthoud 2006), hiszen ,.esziink 6romiinkben,
esziink banatunkban”. A kulindris élvezetek emberi szocialis életiink fontos
alkotéelemét képezik, szamos pszichés zavar pedig, mint példdul a kronikus stressz,
egyéb betegségek kialakuldsa mellett taplalékfelvételi zavarok megjelenéséhez is

vezethet (Hardaway és mtsai 2015).

2.2.1 A homeosztatikus szabalyozas fontosabb elemei

2.2.1.1 Periférias impulzusok

A szervezet tapanyagellatottsagat szamos humoralis és idegi impulzus kozvetiti az
idegrendszer felé. Az alabbiakban szeretném ismertetni a legfontosabb tényezoket.

Zhang és munkatarsai azonositottak a leptin nevii hormont 1994-ben (Zhang Y. és
mtsai 1994). A leptin a zsirszovetben termelddik, szintje a zsirszovet mennyiségétol
fligg, vagyis a szervezet hossz tava tapanyagellatottsaganak fliggvénye (Maffei és
mtsai 1995). Receptora a hypothalamus tobb teriiletén, de leginkabb az arcuatus magban

(ARC), a ventromedialis (VMN), dorsomedialis (DMN) és a ventralis premamillaris
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magokban fejezddik ki (Schwartz és mtsai 1996). Az anorexigén hatasu, tehat a
taplalékfelvételt csokkentd, a proopiomelanocortint (POMC) és a kokain- ¢és
amphetamin-regulalt transzkript (CART) nevii peptidet (az esetek tobbségében)
koexpresszald neuronok aktivalodnak leptin hatasara. Az orexigén (taplalékfelvételt
noveld) agouti-related peptidet (AgRP) és neuropeptid Y-t (NPY) koexpresszald
idegsejteket ezzel szemben a leptin gatolja (Saper €s mtsai 2002).

Egy masik periféridsan termel6d6 hormon a ghrelin. Elészor receptorat irtak le
(Howard és mtsai 1996), majd megtalaltak annak endogén ligandjat is (Kojima és mtsai
1999). Legnagyobb mértékben a gyomorban termelddik, szintje novekszik ¢hezés
hatasara és csokken telt gyomor esetén (Ariyasu és mtsai 2001). Receptora az agyban
leginkabb a hypothalamus (féleg az ARC és a VMN magvak teriiletén), a hypophysis, a
hippocampus, a ventralis tegmentalis area (VTA) ¢és a substantia nigra teriiletén
talalhatd meg (Guan és Mcbride 1989). Az ARC-ban foként az NPY/AgRP tartalmu
neuronokat aktivalja (Dickson és Luckman 1997), ezzel serkentve a tapfelvételt.

A taplalékfelvételt kdvetd inzulin-emelkedés hatasa is szerepel a szabalyozasban,
hiszen az inzulin receptora az egész agy teriiletén megtalalhatd, bar nagy teriileti
kiilonbségekkel (Schulingkamp ¢és mtsai 2000). Az azonban egyértelmii, hogy a
hypothalamusban az ARC, a paraventricularis (PVN) és a supraopticus (SON) magvak
teriiletén nagy a receptorstiriség (Schulingkamp és mtsai 2000). Az inzulin
intracerebroventricularisan (icv) adva gatolta a tapfelvételt, mig a jelpalyajaban szerepld
foszfatidilinozitol-3-kinaz (P13K) gatloszerével egyiitt adva ez az inhibicié nem valosult
meg (Niswender és mtsai 2003).

A glikéz szintje nemcsak az inzulinon keresztiil jarul hozza a szabalyozo
folyamatokhoz. A periférids gliikdzreceptorokon kivill az agy szadmos teriiletén
talalhatéak a gliikdzszint valtozésaira reagalo, un. glilkozérzékeny neuronok, amelyek
kozil kiemelkedik az agytorzs (ezen beliil: nucleus tractus solitarii (NTS), nucleus
dorsalis nervi vagi, nucleus hypoglossus), valamint a hypothalamus (Dunn-Meynell és
mtsai 1998, Levin és mtsai 2004). Ez utobbi teriileten az egyik kiemelt mag a VMN.
Neuronjainak egy részét a gliikkoz aktivalja (gliikoz-aktivalt neuronok), egy masik részét
pedig gatolja (glikoz-gatolt neuronok) (Dunn-Meynell és mtsai 2002). A masik
legfontosabb az ARC, ahol az NPY/AgRP populacié glikoz-gatolt, mig a
POMC/CART neuronok gliikéz-aktivaltak (Yoon és Diano 2021). Ugy tiinik, hogy az

10
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alacsony gliik6zszint noveli a tapfelvételt (Miselis és Epstein 1975, Smith és Epstein
1969), mig a magas csokkenti azt (Kurata és mtsai 1986).

Egyéb periférian termel6dd peptidek is hozzajarulnak a taplalékfelvétel
szabalyozasahoz. Ide tartozik a vékonybél I-sejteiben termel6d6 cholecystokinin, amely
szintén aktivalja példaul az NTS-t és a hypothalamus taplalékfelvételben résztvevd
magvait (Billig és mtsai 2001). A glukagonszeri peptid-1 (GLP-1) a vékony- és
vastagbél L-sejtjeiben termelddik, foként az area postreman keresztiil kifejtett hatassal
befolyasolja az idegrendszer miikodését, anorexigén hatasu (Van Dijk és mtsai 1997).
Szintén a L-tipusu enteroendokrin sejtekben termelddik az YY peptid (PYY), amely
szintén anorexigén hatasu (Batterham és mtsai 2002).

A nervus vagus, a bolygdideg kétoldali kommunikécidt teremt a gyomor-bélhuzam
¢s az agy kozott. Az afferens rostok egyrészt fesziilést kozvetitenek, elsdsorban a
gyomorbol, amely a tapfelvétel ledllitasat szabalyozza, masrészt kemoszenzitiv
informaciot foként a vékonybélbdl (Berthoud 2008). A rostok az NTS-ben végzddnek,
innen vetiilnek tovabb. A perifériardl a gerincvelébe halado viscerosensoros rostok altal
kozvetitett informdcio felszall6 rostok utjdn tobbek kozott eléri az NTS-t, a
parabrachialis magot (Pbr), a hypothalamus magvait (Menétrey és De Pommery 1991).
A gyomornak viscerotopias reprezentacidja iS van a thalamusban és az insularis
kéregben (Cechetto és Saper 1987).

Idegi bemenetként meg kell emliteni a cirkadian ritmus szerepét Is. A
retinohypothalamicus palya a nucleus suprachiasmaticusban végzédik, és innen
sugarzik szét tobbek kozott a hypothalamus egyéb magjaira, valamint a tobozmirigyre.
A fény szamos életmikodésre hat, a tapfelvétel idépontjat példaul fajspecifikusan
befolyasolja (Ma és Morrison 2022). Fontos hangstlyozni, hogy a dolgozatban targyalt
haziasitott patkany (Rattus norvegicus domesticus) a sotétségben ¢l aktiv életet és

taplalkozik, mig a vilagossag alatt van nyugalomban.

A f6 afferens utvonalak a kdvetkezok (Saper €s mtsai 2002): az NTS az egyik fontos
bemeneti kdzpont. Az izérzes, a vagalis, illetve a gerincvel6bol érkezd afferensek is ide
vetlilnek, a kozeli circumventricularis, vagyis vér-agy gaton kiviili teriilet, az area
postrema pedig humoralis impulzusokat kdzvetit ide. Az NTS-b6l a parabrachialis (PBr)

mag kozvetitésével rostok két {6 iranyban haladhatnak: egyrészt a thalamus ventralis
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posteromedialis (VPM) magjahoz, amely a kéregre is vetiil és 1étrejon a tudatosulds;
masrészt pedig a hypothalamus magvaira. A humoralis hatdsok masik 6 célpontja az
ARC, amely a hypothalamus szamos taplalékfelvételben résztvevd magjanak mikodését

szabalyozza. Ezen f0 itvonalakat az 1. dbran szemléltetem.

@
b d

Nervus vagus +
tractus

spinosolitarius Hgmtrrahs
szignalok
, . (inzulin, leptin,
NPY/ " POMC/ Izinformacio ghrelin, glik6z)

AgRP CART

Retina
Humorilis (inzulin, leptin,

szignalok ghrelin, glikéz)

1. abra. A taplalkozast befolydasolo agyba érkezo fobb afferens utvonalak (Saper és
mtsai 2002) alapjan.
Jelmagyarazat: AGIC: agranularis insularis cortex; AgRP: agouti-related peptid; AP:
area postrema; ARC: nucleus arcuatus; CART: kokain- és amphetamin-regulalt
transzkript; DMN: nucleus dorsomedialis; GIC: granularis insularis cortex; ILC:
infralimbicus cortex; LHA: lateralis hypothalamicus teriilet; NAC: nucleus accumbens;
NPY: neuropeptid Y; NSc: nucleus suprachiasmaticus; NTS: nucleus tractus solitarii;
PBr: nucleus parabrachialis; POMC: proopiomelanocortin; PVN: nucleus
paraventricularis;, SPZ: subparaventricularis zona; VMN: nucleus ventromedialis

hypothalami; VPM: nucleus ventralis posteromedialis thalami.
2.2.1.2 A hypothalamusban torténé integracio és kimenetek
A homeosztatikus taplalékszabalyozas felsé kozpontja a hypothalamus. Az elsd

megfigyelés a taplalékfelvétel kdzponti idegrendszeri szabalyozasaval kapcsolatban az

volt, hogy a hypothalamus ventromedialis magvai gatld, a lateralis teriiletei (lateralis
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hypothalamicus area, LHA) pedig aktivalo szerepet toltenek be (Anand és Brobeck
1951, Hetherington és Ranson 1940). Azota tuddsunk sokat finomodott ehhez a durva
megkozelitéshez képest.

A taplalékfelvételi szabalyozas elsédleges kozpontjanak tekintjiik az ARC-ot, amely
az idegi bemenet mellett integralja a humoralis szignalok altal kdzvetitett informaciot is.
A LHA-ra, a VMN-ra és a PVN-ra vetiil, ezért ezeket masodlagos koézpontoknak is
nevezzik.

A hypothalamusban a taplalékfelvétel szabalyozasanak tekintetében jelentds szerepet
jatszanak az orexigén és anorexigén neuropeptidek. A magokon beliili, illetve a magvak
kozotti kommunikéacioban is részt vesznek (Harrold és mtsai 2012).

Az ARC mindkét el6z0 csoportba tartozO neuropeptidet expresszalod
sejtpopulacionak helyet ad. A POMC/CART koexpresszald anorexigén neuronok
inkabb a mag lateralis alteriiletén talalhatbak. A POMC az a-melanocyta-stimulalo
hormon (a-MSH) prekurzora. Az a-MSH, a melanocortin 3-as (MC3R) és 4-es (MC4R)
receptorokon hat (Marks és Cone 2001). Az MC3R els6sorban az ARC teriiletén, mig
az MCA4R tulajdonképpen az egész agyban expresszalodik, igy az agykéreg, a NAc, a
thalamus, a hypothalamus, valamint az agytorzs teriiletén is. A hypothalamuson beliil
kiemelend6 a PVN, supraopticus mag (SON), LHA, ScN, anteroventralis
periventricularis mag, a DMN és a VMN, valamint a preopticus teriiletek magas MC4R
receptorstirisége (Mountjoy ¢és mtsai 1994). A CART receptordt még nem
azonositottak, de feltételezik, hogy specifikus receptorral rendelkezik, amelynek G-
protein kapcsoltsagat bizonyitottak (Lin és mtsai 2011). A mag medialis részén
NPY/AgRP tartalmu, ezen peptideket koexpresszald orexigén neuronok talalhatoak. Az
AgRP szintén MC3R-en és MC4R-en hat mint inverz agonista, tobbek kozott igy
gatoljak az AgRP-sejtek a POMC/CART sejteket az ARC magon beliil (Harrold és
mtsai 2012, Mercer ¢és mtsai 2011). A NPY az idegrendszer szamos teriiletén
expresszalodik, kiemelkedéen a hippocampus gyrus dentatusaban, valamint az ARC
medialis részén (Tatemoto 2004). Tobb receptorat azonositottak mar, az Y1 és Y5-0s
tipusu receptorokon orexigén hatést kozvetit (Marsh és mtsai 1998) (Kanatani és mtsai
2000), mint ahogyan altalanos orexigén peptidként iS van szamon tartva. Ezzel
ellentétben kisérleti allatok az Y2-es receptor hianyaban fokozott tapfelvételt mutattak,

tehat itt ellentétes hatas sejthetd (Sainsbury és mtsai 2002).
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Az ARC két neuronpopulacidja eléri mind a PVN, mind a LHA idegsejtcsoportjait.
Az AgRP/NPY neuronok gatoljak a PVN anorexigén sejtjeit és érdekes mdodon szintén
gatoljak az LHA orexigén sejtjeit (Mercer és mtsai 2011, Schwartz és mtsai 2000) A
POMC/CART sejtcsoport bizonyitottan serkenti a PVN tobb anorexigén populaciojat is
(Ghamari-Langroudi és mtsai 2015, Schwartz és mtsai 2000). Ezek a sejtek az LHA
sejtcsoportjait is elérik (Elias és mtsai 1998), azonban itt hatasuk még nem pontosan
tisztazott, hiszen MC4R nem talalhat6 orexint €s melanin-koncentrald6 hormont (MCH)

expresszalo sejteken (Cui és mtsai 2012) (2. abra).

Bregma: -2 mm Bregma: -2,7 mm

PVN LHA

Tébb anorexigén
sejtcsoport

orexin+ ‘

sejtek

NPY/AgRP+

sejtek @

POMC/CART+
sejtek

2. abra. Az ARC két sejtcsoportianak hypothalamuson beliili projekcioi. A szerzé sajat
abrdja.

Az abra két rostrocaudalis hypothalamicus szintet mutat a PVN, ARC és LHA
teriileteivel. Az ARC medialisan elhelyezkedé AgRP/NPY sejtcsoportia (Piros) orexigén
hatasu, dltaldanosan gdtolja a PVN anorexigén Sejtjeit, és a LHA orexigén
sejtcsoportjait, valamint a POMC/CART sejteket. Az ARC lateralisabb POMC/CART
sejtcsoportja (kék) anorexigén hatasu, aktivalja a PVN anorexigén sejtjeit és gatolja az
NPY/AgRP sejteket.

Roviditések: ARC: nucleus arcuatus; AgRP: agouti-related peptid; AVP: arginin-
vazopresszin CART: kokain- és amphetamin-regulalt transzkript; CRH: corticotrop-

releasing hormon; LHA: lateralis hypothalamicus area; MCH: melanin-koncentradlo
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hormon; NPY: neuropeptid Y; OXT: oxitocin; POMC: proopiomelanocortin; PVN:

nucleus paraventricularis; TRH: thyreotropin-releasing-hormon.

Az LHA szerepe régéta ismert a taplalékfelvétel befolydsolasaban. Tobb
neuroncsoportot talalunk itt, amelyek részt vesznek ebben a folyamatban. Az orexint
(vagy masik nevén hypocretint) expresszaldé neuronok csak az LHA-ban fordulnak eld,
itt is a perifornicalis régidoban koncentralodnak (Sakurai €s mtsai 1998). Elnevezésiiknek
megfelelden el0szor orexigén hatasuk keriilt elétérbe. A kozelmultban azonban inkabb
ébreszté/élénkitd szerepiikre jut nagyobb figyelem (Siegel J. M. 2004), valamint a
jutalmi mechanizmusokra vald hatasukra, hiszen erételjesen beidegzik a VTA-t
(Korotkova és mtsai 2003). Altalanosan glutamatergek, de van egy GABA (y-amino
vajsav)-erg alcsoportjuk (Bonnavion ¢és mtsai 2016). Masik ismert orexigén
neuroncsoport a MCH-t expresszalo sejtek csoportja (Bittencourt és mtsai 1992).
Altalanosan GABAerg sejteknek tartjak Sket. Koexpresszalnak tobbek kozott nesfatint
¢és 50 %-uk CART-ot is (Bonnavion és mtsai 2016). Az MCH génjének vagy az MCH-
pozitiv neuronoknak a kiiitése anorexigén hatast okoz, sovanysaghoz vezet (Alon és
Friedman 2006, Shimada és mtsai 1998).

Van egy GABAerg sejtcsoport a LHA teriiletén, amely nem koexpresszal sem
orexint, sem MCH-t, és er6teljes orexigén hatassal bir (Jennings és mtsai 2015). Ezek a
sejtek a nucleus accumbens shell 1-es tipust dopaminreceptor (D1R)-pozitiv sejtjeinek
egyik f6 kimenetét alkotjak (O'Connor és mtsai 2015).

Leirtak egy glutamaterg anorexigén sejtpopulaciot is az LHA-n belill. Ez a bed
nucleus of the stria terminalis (BNST) GABAerg neuronjaitol kap innervaciot, amelyet
ha serkentiink, fokozodik a tapfelvétel. Tehat ez a neuroncsoport onmagaban anorexigén
(Jennings és mtsai 2013).

A lateralis hypothalamus sejtcsoportjai beidegeznek agytorzsi motoros magvakat, a
ragas, nyelvmozgasok, nyelés iranyitoit. Elérik a nyualtveld és a gerincveld
pregangliondris magvait, amelyekkel a nyalelvalasztas, gastrointestinalis motilitas,
gyomorsav és hormonelvalasztas folyamataiba avatkozhatnak bele. Beidegzik tovabba
az agytOrzs monoaminerg sejtcsoportjait. A fentieken kiviil az agykérget is diffizan

innervaljak (Saper és mtsai 2002).
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A tapfelvételi parancsok integralasaban van fontos szerepe a PVN magnak. Az ARC-
bol mind a POMC/CART sejtek, mind az AgRP/NPY sejtek elérik, el6bbiek aktivalo,
utobbiak gatld hatassal. Itt ugyanis anorexigén hatdsi neuropeptidek termelddnek
(thyreotropin-releasing-hormon  (TRH), corticotropin-releasing hormon (CRH),
oxitocin, nesfatin-1, CART) (Hill 2012). A CRH amellett, hogy az adrenocorticotrop
hormon (ACTH) termelését iranyitja, agytorzsbe és a gerincveldbe vetitd neuronokban
is megtalalhato. A TRH neuronok egyrészt a TSH (pajzsmirigy-serkenté hormon)
termel0dését iranyitjak, amellyel a pajzsmirigyhormonokon keresztiil kézvetve a
termogenezis ¢és a metabolizmus altalanos karmesterének szerepét toltik be, masrészt
egy csoportjuk caudalisabb idegrendszeri teriiletekre projicialva ezeket a funkcidkat
idegi szabalyozassal befolyasolja (Hill 2012). A harmadik PVVN-beli sejtcsoport, amely
anorexigén, az oxitocint tartalmazé neuronok. Koziilik a magnocellularis sejtek a
neurohypohysisbe vetiilnek, az oxitocin a sziilés és tejtermelés folyamatat szabalyozza
ezen az uton. A parvocellularis oxitocinsejtek viszont az agy szamos teriiletére, illetve a
gerincveldre vetiilve szocialis, érzelmi és tapfelvételi mechanizmusokat iranyitanak
(Althammer és Grinevich 2018, Blevins és mtsai 2004). Az oxitocinhianyos egér elhizik
(Camerino 2009), a talzott cukorbevitel pedig részben pont az oxitocin hatasanak
gatlasaval okoz elhizast (Mitra és mtsai 2010). Az a-MSH a PVN-ben valdsziniileg
foleg az oxitocin neuronokon hat a tapfelvételre, hiszen az oxitocin receptor
antagonistaval az o-MSH anorexigén hatdsat ki lehetett védeni (Yosten és Samson
2010).

A taplalkozéasi valasz alapvetéen motoros, endokrin és autondm rendszereken
keresztiil valosul tehat meg. A LHA sejtjei tobbek kozott az agykéregre (viselkedés) és
az agytorzs motoros rendszerére vetiilnek, a PVN az endokrin és az autonom valaszok
kiindulopontja, mellettik az ARC POMC/CART sejtek is részt vesznek az autondm
iranyitasban (3. abra) (Saper és mtsai 2002).
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3. dbra. A hypothalamicus tdpldlékfelvételi szabalyozds fontosabb kimenetei (Saper és
mtsai 2002) alapjan.

Jelmagyarazat: AGIC: agranularis insularis cortex, ARC: nucleus arcuatus; AVP:
arginin-vasopressin; CART: kokain- és amphetamin-regulalt transzkript; CRH:
corticotropin-releasing hormon; GABA: y-amino vajsav; GIC: granularis insularis
cortex; LHA: lateralis hypothalamicus teriilet; MCH: melanin-koncentraléo hormon;
MDT: nucleus mediodorsalis thalami; NAc: nucleus accumbens; ORX: orexin; OXT:
oxitocin; POMC: proopiomelanocortin; PV: pallidum ventrale; PVN: nucleus

paraventricularis; TRH: thyreotropin-releasing hormon.

2.2.2 Nem-homeosztatikus szabalyozas, a jutalom szerepe a

taplalékfelvételben

2.2.2.1 Az izek 1tja az agyba

A taplalék jutalmi értékelése elsdsorban az izeken (és a szagokon) alapszik (Saper és
mtsai 2002). A klasszikus négy alapiz receptorain kiviil felfedeztek mar aminosavakra
reagalokat is (Nelson és mtsai 2002). Az izérzékeld sejtek altalaban nem egy-, hanem
tobbféle receptort tartalmaznak (Gilbertson és mtsai 2001).

Az izeket a nyelvszemoélcsokon talalhatod izlelébimbokkal érzékeljiik. Itt secunder

érzékhamsejtek taldlhatdak, amelyek az informéciot 3 agyideg 3 ganglionjaban
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(ganglion geniculi, ganglion inferius nervi glossopharyngei, ganglion inferius nervi
vagi) talalhaté pseudounipolaris sejtek periférias nyalvanyainak adjak at. A sejtek
centralis nyulvanyai az NTS-be vetiilnek.

Az iz informacidja az NTS-b6l a parabrachialis magba jut (amely magot azonban
foemldsokben és igy emberben is kikeriili (Scott és Small 2009)). Innen tobbfelé
vetiilnek izt kozvetitd rostok: a thalamus VPM magvaba, a frontalis lebeny lateralis
részébe, a centralis amygdalaba, valamint a hypothalamus PVN, VMN és LHA
tertileteire (Saper és mtsai 2002).

Az, hogy az iz alapvetdéen meghatdrozza az ételhez vald hozzaallast, széles korben
ismert: az édes iz nagyfok vonzalmat, mig a keserli nagyfoku averziot okoz. Ezeket
tarsitjuk is az adott étellel és késdbb a feltételes reflex mar izlelés nélkiil is

meghatarozza viselkedéstinket.

2.2.2.2 A mesolimbikus jutalmazé rendszer és a nucleus accumbens

A taplalkozasi jutalom rendszere az agytorzsbol kiinduld harom mesotelecephalicus
dopaminerg rendszer koziil kettd kdzremikodeésével funkcional. A substantia nigrabol
kiindulé mesocorticalis dopaminerg palya a kérgi teriileteket (kivéve a limbikus kérget)
és részben a NAc-t idegzi be, a VTA-bdl eredd mesolimbikus palya pedig a
hippocampust, amygdalat, limbikus kérget és részben a NAc-t innervalja (Palkovits
2018).

A taplalkozasi jutalmi viselkedés egyik legfontosabb kozpontja a nucleus
accumbens, mely a ventralis striatum része. Harom f6 részét kiilonboztetjiik meg:
legrostralisabb vége az tigynevezett ,,pole” (Zahm és Heimer 1993), ennél caudalisabb
6 részét pedig lateralisabb core (mag) és medialisabb shell (héj) régidkra osztottak fel
(Zaborszky ¢s mtsai 1985). Ez a hagyomanyos felosztas elsdsorban morfologiai és
kapcsolati alapon nyugszik (Zahm és Brog 1992).

A NAC neuronjainak tobbsége kozepes méretii perykarionnal rendelkezé siiriin
tiiskés neuron (medium spiny neuron, MSN) (15,8 £ 2,8 um atmérd), tobbféle alakjuk
lehet: hosszikas, multipolaris, bipolaris. Ezek a neuronok 3-6 primer dendrittel
rendelkeznek, altalaban kevesebbel a shell-ben, mint a core-ban (O'donnell és Grace

1993). A shell-belieknek kevesebb elagazodasuk és kevesebb terminalis szegmentjiik
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van. Egy core-neuron atlagos dendritikus felszine 80 %-al nagyobb, mint egy medialis
shell neuron (Meredith és mtsai 1992). A shell-ben leirtak még egy nagy, tiiske nélkiili
25 um atmér6ji sejttipust. Emlitésre méltd még egy gyengén tiiskés sejt a core-ban, ami
16 um, és egy szintén gyengén tiiskés a shell-ben, ami 25 pm atmérdjii (O'donnell és
Grace 1993). A MSN-ok jellemzéen GABAerg sejtek, tehat gatoljak az altaluk
beidegzett sejtcsoportokat (Castro és mtsai 2015).

A NAc f6 afferensei az amygdala, a thalamus egyes magvai, az infralimbicus és
insularis kéreg, a NTS ¢és a VTA. Fontosabb efferens célteriiletei kozott meg kell
emliteniink a pallidum ventralét (PV), a LHA-t, ¢s a VTA-t (Groenewegen és mtsai
1999).

2.2.2.3 Kiilonbozoé neurotranszmitterek szerepe a NAc miikodésében

A jutalmat elészor a kabitdszer-fiiggdség vonatkozasaban értelmezték, de mivel
egyes drogok szintén befolyasoltak a taplalkozassal Osszefliggd viselkedést, rajottek,
hogy a két rendszer kozds utvonalat haszndl. Ezek alapjan jutottak el a felfedezéshez,
hogy az opioid rendszerek aktivalasa a ventralis striatum teriiletén serkenti a
taplalékfelvételt (Majeed és mtsai 1986). Leirtak, hogy ezen rendszerek gatlasa a
taplalkozasi jutalmi viselkedés csokkenéséhez vezet (Hayward €s mtsai 2002).

Az endogén ¢és exogén opioidok G-protein-kapcsolt receptoraikhoz kotédnek:
megkiilonboztetiink p-, k- ,6- valamint nociceptin vagy orphanin FQ receptort (Feng és
mtsai 2012). Ezen receptorok specifikus agonistdi és antagonistai segitenek
feltérképezni az opioid rendszerek miikodését. Példaul DAMGO-t, egy p-opioid
receptor agonistat a VTA-ba, vagy NAc-be juttatva ndvekszik a taplalékfelvétel, mig ha
agonistat juttatunk a VTA-ba és naltrexont, egy p-opioid receptor antagonistat a NAC-
be, gatolni tudjuk ezt a hatast. Ugyanakkor a VTA-ba adott antagonista onmagaban nem
gatolja meg teljesen a NAC-be juttatott agonista hatasat, tehat a VTA-nak csak
befolyasold szerepe van (Macdonald és mtsai 2003).

A dopamin hasonldan fontos szerepéhez egy olyan megfigyelés vezetett el, hogy a
dopamint szintetizalni nem képes egerek ¢hen halnak, mig ha a dopamin szintet
helyreallitjuk, jra képesek lesznek a taplalékfelvételre (Szczypka és mtsai 2001). A
NAc MSN sejtjei l-es tipusu és/vagy 2-es tipusu (D2R) receptort fejeznek ki, a
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dopaminerg bemenet a VTA-bol érkezik (Yager és mtsai 2015). Az accumbens mag
mély agyi stimuldcidja a moho taplalékfelvétel csokkenéséhez vezetett, ezt D2R
antagonista gatolta, mig D1R antagonista hatastalan volt (Halpern és mtsai 2013). Ez a
D2R-on valdé hatas els6bbségét mutatna, azonban mas eredmények a DI1R-nak is
szerepet tulajdonitanak. Ghrelin VTA-ba valod injektdldsa novelte a hedonikus és
motivacios taplalékfelvételt, azonban mind D1R-, mind D2R-antagonistakkal blokkolni
lehetett ezt a hatast (Skibicka és mtsai 2013).

Az opioid és dopamin rendszerek egymasra is hatnak a NAc-ben. Leirtak példaul,
hogy az opioid p-receptor agonistaval kivaltott taplalékfelvétel-névekedés mind D1R-,
mind D2R-antagonistaval gatolhaté volt, a d-receptor agonista hasonldé hatasat nem
lehetett blokkolni ilyen modon (Ragnauth és mtsai 2000).
metil-d-aszparaginsav (NMDA) -receptor gatlas esetén a taplalékfelvétel és
kovetkezményesen a sulynovekedés is csokken. Masrészrol, a szelektiv medialis shell-
beli. NMDA-receptor gatlas enyhe hiperaktivitast okozott, nétt az allatok
taplalékfelvétele és sulya (Maldonado-Irizarry és Kelley 1995).

Az endogén szerotonin befolyasold szereppel bir a mesolimbicus dopamin-
rendszerre: a dorsalis raphe mag elektromos stimulalasa frekvenciafiiggé modon novelte
a dopamin felszabadulasat a NAc teriiletén (De Deurwaerdere €s mtsai 1998), igy

feltételezhetd, hogy a szerotonin kozvetve a nem-homeosztatikus mitkodésekre is hat.

2.2.2.4 A jutalom komponensei és a jutalmi szabalyozas teriileti

reprezentacioja (v. o.: 4. abra)

A téplalkozasi jutalom harom komponense a (1) ,,wanting”, ami az étvagyra
(sOvargas, motivaciés komponens, illetve ,,0sztonzé kiemelés” (,,incentive saliance”))
utal, a (2) ,,liking”, ami az izletességet (aktualis élvezet, esetleg élvezet hianya, undor)
jelenti, valamint a (3) memoriaval rogziild, és e két el6zoéhdz tarsuld tanulas
(asszociacio, a multbeli élmények alapjan jovoére vonatkozo jovendolés) (Berridge 1996,
Berridge és Kringelbach 2008). Ez a fizioldgiai jutalom felfogas kiilonbozik a kéznapi
jutalomfelfogastol, amelyet altaldban a tudatosuld jutalom, illetve ,,jutalomérzés™ esetén

értiink. Az étvagynak, az izletességnek ¢€s a tanuldsnak is van tudatosulo6 része, de van
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nem tudatosuld része is, amelyek tudatosulds nélkiil is részben az eldbbiekkel azonos
struktiurdkat veszik igénybe (Berridge és Kringelbach 2008). Fontos kérdés, hogy
hogyan mérjiik tehat a ,,wanting” ¢és a ,liking” folyamatokat, foleg, ha nem
tudatosulnak? A téma szaktekintélye, Kent C. Berridge amellett érvel, hogy a
hagyomanyosabb jutalommérd technikak, mint az elfogyasztott mennyiség, preferencia,
de leginkdbb az operans feladatok teljesitésének analizise elsésorban a ,,wanting”-ot
mérik (Berridge 1996). A ,liking” ezzel szemben az izre vald érzéki valaszt,
valaszkészséget jeloli. Ezt nem a mozgasokkal végrehajtott viselkedés jelzi, hanem
inkabb a tapfogyasztas koriil mutatott finommotorika. Ahogy Grill és Norgren (Grill és
Norgren 1978) leirjak, az édes iz el6lrdl lathatd ritmikus szajmozgéasokat és nyelv-
elérenyujtasokat, lateralis nyelvkinyujtast kovetd ajkon torténd nyelv-visszahuzast, és
elnyujtott lefetyelést okoz patkdnyokban. Ezzel szemben a keserli iz, amely averziot
okoz, asitast, agaskodast, fejrazast, manccsal val6 mosakodast, mancsrazast valt ki
(Grill és Norgren 1978). John Davis és G. P. Smith viszont a folyékony taplalék
fogyasztasa kozben mutatott nyelvmozgéasok finommotorikajat elemezték ki. Rajottek,
hogy a nyelvcsapasok kisebb egységeket, burst-oket alkotnak, ezek pedig klasztereket
(utobbiak minimum 0,5 masodperccel egymastdl elvalasztott id6beli egységeket
jelentenek). Kimutattak, hogy a fogyasztas elsé harom percében tapasztalt nyelvcsapas-
frekvencia jelzi az izletességet €s az izérzet pozitiv visszacsatolo erejét az adott allatnal.
Hasonlo jelentése van a burst és a klaszter méretének, amelyek a nyelvcsapasok
szdmaban kifejezett ivasi egységek. A frekvencia korai és késdi csokkenése, valamint a
burst-6k és a klaszterek szama pedig a kondicionalt és nem-kondicionalt negativ
visszacsatolasok kiilonboz6 aspektusai eredményeként alakulnak Ki (Davis és Smith
1992, Smith 2001).

Harom olyan teriiletet kiilonitettek el az agyon beliil, amely képes arra, hogy
felerdsitse az iz altal okozott hedonikus, ,,liking” hatast. Ezek: a NAc medialis shell
részének rostrodorsalis negyede, a PV caudalis része és a PBr (Castro és Berridge
2014). Ezért ezeket ,,liking” forré pontoknak (,,hotspot”) is nevezik. Veliik szemben
allnak az averziv viselkedést felerdsitd teriiletek, amelyek csokkentik a ,liking”-ot
(rostralis PV, illetve egy kisebb teriilet a caudalis medial shellben) (Castro és mtsai
2015). A ,,wanting” elsésorban a mar emlitett két dopaminerg rendszer (mesolimbikus

és mesocorticalis) miikodéséhez kapcsolodik (Berridge 1996). A taplalékfelvételre
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vonatkoz6 ,,wanting” a NAc-en belill a medialis shellben, annak rostralis részén,
valamint az egész core teriiletén reprezentalddik, (Pecina és Berridge 2013), ezen kiviil
a a VTA-ban, az LHA-ban ¢és a centralis amygalaban. A NAc shell teriiletének a
caudalis végén ezzel szemben félelem / védekezés azonosithato / erdsithetd fel (Castro
¢s mtsai 2015).

A DI1R-t tartalmaz6 sejtek axonjai vesznek részt a kozvetleniil a VTA-ba vetitd
»direkt utvonal” alkotdsaban, mig a PV és a LHA kozvetitésével a VTA felé¢ halado
»indirekt Gtvonal” sejtjei D1R-t és/vagy D2R-t hordoznak.

Rostrocaudalis 4 )"ﬂ e
o
Intra\ﬁmbigus kéreg “Wanting” és
\ G/Ut -~ N Félelem nem
Csokkenti a ‘ 6076} ) e ‘t‘)gfgly{?)solja a
“Wanting’-ot s . / B s “Coldspot” Liking™-ot
és a félelmet == gy Tl )

“Wanting”
> és félelem

:ldonikm “Liking™-ot és
hotspot™ / ; “\Wanting’-ot

“Liking” |“Hotspot
erdsitése

4. abra. A jutalmi rendszerek legfontosabb utvonalai a patkanyagyon beliil. (Castro és
mtsai 2015) alapjan, médositva.

Az un. ,,direkt utvonal” a nucleus accumbens 1-es tipusii dopaminreceptort tartalmazo
sejtjeibdl egyenesen a ventralis tegmentalis areaba megy, mig az 1-es és/vagy 2-€S
tipusti dopaminreceptort hordozo sejtek az ,,indirekt utvonalon” a pallidum ventralén
és a lateralis hypothalamicus aredn keresztiil érik el a ventralis tegmentalis areat.
Roviditések: DI1: dopamin I-es receptort hordozo sejtek; D2: dopamin 2-es tipusu

receptort hordozo sejtek
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A jutalmi rendszer efferentdcidja szempontjabol fontos a LHA szerepe, amelyet a
NAc GABaerg rostjai érnek el. A tapfelvétel leallitasa kotheté ehhez,a medialis shell-
b6l induldé utvonalhoz (O'Connor és mtsai 2015, Prado és mtsai 2016). Ebben a
funkcioban D1R-t expresszal6 MSN-ek vesznek részt, amelyek aktivacidja ledllitja a
tapfelvételt egerekben (Prado és mtsai 2016). Ezek a D1R-pozitiv neuronok a lateralis
hypothalamus rostralis részét érik el, azon beliil a kordbban mar emlitett orexin- és
MCH-negativ, GABAerg idegsejteket (O'Connor és mtsai 2015, Sano és Yokoi 2007).
Ezt a teriiletet is a jutalom befolyasolta tapfelvételi kozpontok kozott tartjak szdmon

(Saper és mtsai 2002).

2.2.3 Kapcsolatok a homeosztatikus és a nem-homeosztatikus

szabalyozo rendszerek kozott

Az eddigiekbdl is latszik, hogy a ,,homeosztatikus” és a ,jutalmi” tapfelvételi
rendszerek nem kiiloniilnek el élesen. Bemeneti alapon, illetve a részt vevo agytertiletek
szerint elkiilonithet6 a kettd, de a valosagban mind a bemenet, mind a kimenet szintjén
egymast befolyasolva alakitjak az allat viselkedési reakcioit. Az Osszefonodést par
jellemzd példan mutatnam be!

Miar a NTS szintje ko6zos, hiszen mind az izérzésért, mind az Aaltaldnos
viscerosensoros ¢érzékelésért felel. A viscerosensoros informacié eljut a thalamuson
keresztiil az insuldba, ahonnan a NAc-t is eléri (Saper és mtsai 2002). MCH 1-es tipusu
receptor is talalhatd a NAc shell régio sejtein, a LHA MCH-tartalmu idegsejtjei a NAC-
ben hatva is orexigén hatastiak (Georgescu és mtsai 2005). Forditott iranyban, a NAC
GABA-erg projekcioval éri el a LHA-t, illetve a VP-ot is (Saper és mtsai 2002). Az
MCH-val ellentétben az orexint expresszalod sejtek nem vetitenek a NAc-be, viszont
dynorphinnal egyiitt expresszalodva beidegzik a VTA dopaminerg sejtjeit, és itt maga
az orexin a dynorphin ,,jutalom-ellenes” hatasat gatolja (Muschamp és mtsai 2014).

A leptinrdl bebizonyitottak, hogy a jutalmi feldolgozast is befolyasolja az agyban.
Icv beadasa lecsokkentette a LHA serkentésével okozott jutalmi hatast (Fulton és mtsai
2000). A leptin csokkenti, mig a ghrelin néveli VTA-beli dopaminerg neuronjainak
aktivitasat, befolyasolva ezzel a mesolimbikus rendszer miikodését (Van Zessen és

mtsai 2012).
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2.2.4 A jutalmi szabalyozas zavaranak esetleges szerepe az elhiziasban

A téaplalkozasi jutalmi mechanizmusokban bekodvetkezd zavarok a tilevésnek és a
kovetkezményes elhizasnak alapvet6i okai kozott vannak szamon tartva (Stice, Spoor,
Bohon, Veldhuizen, és mtsai 2008). Az ebben az esetben a jutalmi szabalyozas
zavardhoz vezetd pontos folyamat még nem tisztdzott, de mind az alacsony, mind a
magas sziiletési suly kockazati tényezéként jon szoba (Gonzalez-Bulnes és Ovilo 2012,
Perala és mtsai 2012). Azok a patkanyok, amelyek prenatalisan teljes tap- vagy csak
fehérjemegvonasnak lettek kitéve, hyperphagiat mutatnak (Desai és mtsai 2005, Vickers
¢és mtsai 2000). Ezenkiviil esetiikben a jutalmi tapfelvétel is megvaltozik (Laureano és
mtsai 2016, Tonkiss és mtsai 1990). A hattérben jutalmi ,,hidnyt” valdsziniisitenek, ami
azt jelenti, hogy az étkezés kisebb mértékben valt ki jutalmat és tovabb kell enni a
megfeleld jutalmi szint eléréséhez. Ezt a mechanizmust striatalis D2R leszabalyozashoz
¢és alulmikodéshez szoktak kotni (Dalle Molle és mtsai 2015, Stice, Spoor, Bohon,
Small 2008, Wang G. J. és mtsai 2001). Mas adatok szerint ugyanakkor a D2R
leszabalyozasa nem lehet a thlevés els6dleges oka, hanem inkabb a tulevés, a
megnovekedett testtomegindex és a magasabb leptinszintek egyiittes eredménye (Billesa

és mtsai 2012, Johnson és Kenny 2010, Wang G. J. és mtsai 2001).

2.3 A cukorhaztartas kozponti szabalyozasa és zavara

2.3.1 A cukorhaztartas kozponti idegrendszeri szabalyozasa

Claude Bernard hires kisérlete 6ta — amikor a negyedik agykamra fenekének
sértésével a vércukorszint megvaltozasat tudta elérni (Bernard 1855) — a kozponti
idegrendszer vércukorszintet befolyasold hatasat sokan kutattak. A homeosztatikus
szabalyoz6 rendszerekrdl irva mar emlitettem, hogy a gliikkozérzékeny (gliikkoz-gatolt és
gliikdz-aktivalt) neuronok a tapfelvételre mekkora hatdst gyakorolnak. Természetesen
ugyanezen neuronok részt vesznek a cukorhaztartis szabalyozasaban is. Bar az agy
szamos teriiletén megtalalhatoak, az eddigi adatok szerint a cukorhéztartast leginkabb a
VMN ¢és az ARC befolyasolja (Routh 2010). Példaul a VMN-ba gliikézt juttatva a

hypoglicaemiara bekovetkezd glukagon- és katekolamin emelkedést gatolni lehetett
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(Borg ¢és mtsai 1997). Az icv alkalmazott gliikoz csokkenti a periférids inzulin- és
cukorszinteket (Lam, Gutierrez-Juarez, és mtsai 2005). A maj endogén gliikkoztermelését
gatolja a hypothalamusban helyileg alkalmazott gliikkoz, ebben a Katp —csatornanak,
illetve ezen csatorna Kir6.2 nevii alegységének a szerepét bizonyitottak (Lam,
Gutierrez-Juarez, és mtsai 2005, Parton és mtsai 2007).

A Katp-csatorna a gliikoz-aktivalta neuronok kozos jellemzdéje (Dunn-Meynell és
mtsai 1998). A csatorna aktivalasa és nyitasa hyperpolarizaciot, gatlasa és ezzel zarasa a
sejt depolarizaciojat okozza. Természetesen nem csak a gliikkoz képes hatni a csatornara
és ezzel a sejtekre. Ezekben a sejtekben az inzulin is aktivalja példaul a csatornat, amely
hatast a csatorna kiilonbozo gatldszereivel gatolni lehetett (Spanswick és mtsai 2000).
Az icv Dbejuttatott inzulin az ARC AgRP-sejtjein keresztiil csokkenti a maj
gliikoztermelését (Konner és mtsai 2007). Inzulin receptor antitesttel vagy az inzulin
jelpalyajaban részvevd PI3K helyi gatlasaval ezt a csokkenést gatolni lehetett. Az icv
inzulin altali gliikkoztermelés-csokkenés mértéke kozel 40 %-ot ért el, utalva a centralis
inzulinhatasnak az endogén gliikoztermelés visszafogasaban jatszott Oriasi szerepére
(Obici, Zhang, és mtsai 2002).

Az endogén gliikoztermelést a zsirsavak is befolyasoljdk, de érdekes modon nem
mindegyik. Példaul a hosszi szénlanci olajsav icv adva a tapfelvételt, a
glikoneogenezist és a maj glilkoztermelését is csokkenti, mig a rovid szénlancu
zsirsavaknak nem volt ilyen hatisa (Obici, Feng, és mtsai 2002). Ez a hatds is Karp-
csatornan keresztiil valésul meg (Lam, Pocai, és mtsai 2005).

Az elézdekben szintén emlegetett leptin is aktivalja a Katp-csatornat ARC és VMN
sejteken, hatasara a sejt hiperpolarizalodik (Spanswick és mtsai 1997). A leptin serkenti
a glikoneogenezist és a gliikoz-6-foszfataz expressziot a melanocortin rendszeren
keresztiil, ett6l a rendszertdl fiiggetlen modon viszont gatolja a glikogenolizist és az
Osszesitett endogén gliikoztermelést (Gutiérrez-Juarez és mtsai 2004). A leptinhianyos
egerekben 2TDM fejlédik ki (Zhang Y. és mtsai 1994).

A centralis hatdsokban az NPY-pozitiv neuronok mellett POMC-neuronok is részt
vesznek. Van egy POMC neuron alpopulacio, amely a nucleus dorsalis nervi vagi
(DMX) gatlasa révén a nervus vagus endogén glitkkoztermelést gatld hatasat blokkolja és

novekszik a m4j gliikoztermelése (Kwon és mtsai 2020).
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Az eddig leirt megfigyelésekben kozos, hogy a hypothalamusbol a maj
gliikozhaztartasat befolyasold jelet a bolygoideg kdzvetiti (Kwon és mtsai 2020, Lam,
Pocai, és mtsai 2005, Pocai és mtsai 2005). Szintén kozosen jellemz6 a rendszerre, hogy
a gliikoznak, inzulinnak, leptinnek és a hossza szénlancu zsirsavaknak a hypothalamicus
Katp-csatorndra, illetve a cukorhdztartisra kifejtett hatdsait a zsirdus tép, illetve az
elhizas csokkenti (Morgan és mtsai 2004, Parton és mtsai 2007, Spanswick €s mtsai

1997, Spanswick és mtsai 2000).

2.3.1.1 A nem elhizottak 2TDM-a

A centralis gliilkdzhaztartds szabalyozasdnak fontossagat aldhuzza a 2TDM
eléfordulasanak mind gyakoribbd valasa. Gyakorlatilag ma méar majdnem minden
tizedik eurdpai cukorbeteg és az Osszes haldlozas 8,5 %-a valamilyen médon 0sszefiigg
a cukorbetegséggel ¢és annak komplikacioival (Elek és Bir6 2021). Sajnos, szegényebb
¢és tanulatlanabb emberek korében magasabb az el6fordulasa (Elek és Bird 2021).
Jelentdségét aldhuzza az is, hogy a koézelmult COVID-19 jarvanyaban a fertdzottek
koziil a cukorbetegek kozel kétszer akkora valoszinliséggel keriiltek stlyos allapotba,
mint a cukorbetegségben nem szenved6k (Huang és mtsai 2020). Bar az elhizas a
2TDM kialakulasaban fo kockazati tényezd, nem minden 2TDM-os beteg elhizott,
Eurdpaban a 2TDM betegek mintegy 20 %-a mentes az elhizastol, mig Azsiaban ez az
arany magasabb (Vaag és Lund 2007). Emlitésre mélto6 még, hogy a betegség
kialakulasa nem fligg a zsirszoveti hormon, a leptin szintjétél (Wang B. és mtsai 2014).
A nem-elhizottak korében kialakulo 2TDM koroktana ¢€s korélettana még nem
kell6képpen tisztazott, azt azonban mar kimutattak, hogy az alacsony sziiletési sullyal

tarsulé IUGR (lasd 2.1 fejezet) okozhat ilyen allapotot (Vaag és Lund 2007).
2.4 A nesfatin-1 neuropeptid
A nesfatinl a nucleobindin-2 (Nucb2) prohormon 82 aminosav hosszii N-terminalis
fragmentje (Oh-I és mtsai 2006) (5. abra). A Nucb2 prohormonbdl prohormon-

konvertaz valasztja le, a folyamat soran a nesfatin-2 és a nesfatin-3 is felszabadulnak.

Elészor 2006-ban irtak le, egy olyan neuropeptidként, amely icv alkalmazva anorexigén
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¢s hossza tavon stlycsokkentd hatassal bir (Oh-I és mtsai 2006). Ebben az elsé
kutatasban vizsgaltak, hogy a nesfatin-2-nek, illetve a nesfatin-3-nak van-e hasonld
hatdsa, de esetilkben sem akkor, sem azdta nem tudtak bioldgiai hatast kimutatni.
Fontos megjegyezni, hogy az elsd kutatdsban Onmagaban a Nucb2 fehérje is
stlycsokkentd hatassal birt, valamint, hogy a nesfatin-1 antitestek felismerik a Nuch2-t

is. Ezért a kettd hatasat egyértelmiien szétvalasztani még nem lehet.

NUCB2
-24 | 82 85 163 166 396

Prohormon
konvertaz I 23 53 82

N23 M30 C29

i\

Nesfatin- |

Kézépsd szegmens: PDTGLYYDEYLKQVIEVLEETDPHFREKLQK

5. abra. A Nuch? szerkezete és a harom szarmazéka (Tekin és mtsai 2019) alapjan.

Jelmagyarazat: Nucb2: nucleobindin-2; SP: szignadlpeptid;

A nesfatin-1 a hypothalamusban a SON, PVN, ARC és az LHA teriiletén
expresszalodik (Brailoiu és mtsai 2007, Foo €s mtsai 2008) (6. abra.). Ezek a teriiletek
mind szerepet jatszanak az energiahaztartds szabalyozasdban (Maejima és mtsai 2018,
Schwartz és mtsai 2000), ezért is meriilt fel elészor a nesfatin-1 lehetséges Szerepe a
taplalékfelvétel iranyitasaban. Azota azonban felfedezték, hogy szamos mas szervben is
eléfordul, tobbek kozott a szivben, a hasnyalmirigyben, a zsirszovetben, az
adenohypophysisben, a gyomor-bélrendszerben és a herében is (Stengel 2015). A

szervekben leirt fontosabb hatasokrol mellékelem a 7. abrat.
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6. dabra. A nesfatin-1 expresszioja a hypothalamus paraventricularis (PVN),

supraopticus (SON), arcuatus (ARC) magjaiban és a lateralis hypothalamicus teriileten

(LHA). A szerzd sajat dbrdja. Immunhisztokémia. Skdla: 300 um.

A nesfatin receptorat eddig még nem azonositottdk (Schalla és mtsai 2020).
Autoradiografids modszerekkel kimutattdk, hogy a szervezetben szdmos helyre képes
kot6dni, beleértve az agy kiillonboz6 teriileteit, a gyomor-bélrendszer elemeit, a
mellékvesét, herét, zsirszovetet, vazizmot, szivet, tiidot, majat és vesét (Prinz és mtsai
2016). Noveli a Ca**-bearamlast a sejtbe, (Brailoiu és mtsai 2007, Iwasaki és mtsai
2009), nem foszfolipaz A és nem is protein kinaz A részvételével (Nakata és mtsai
2011). Mindezek miatt G-protein-kapcsolt receptort és protein kinaz C részvételét

tételezik fel a hatasok kozvetitésében.
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Oocyta érés |
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Szivfrekvencia | Gyomorkontrakcié |

PYY leadas | CCK leadas 7

GLP-1 és GIP leadas 7

7. abra. A nesfatin-1 f6 hatdasai a periférian (Tekin és mtsai 2019) alapjan.

Roviditések: CCK: cholecystokinin, FSH: folliculus stimuldlo hormon; GLP-1:
glukagon-szerii peptid-1; GLUT4: 4-es tipusu gliikoztranszporter;, hCG: humdn
choriongonadotropin; LH: luteinizalo hormon;, PPARy: peroxiszoma-proliferator
aktivalta receptor-gamma; PYY: YY peptid; SREBPL: szterolszabdlyozo elemet kot
fehérje 1.

A nesfatin-1 szerepét kiterjedt expresszidja és hatasai alapjan mar szamos
betegségben felvetették. Mi jelen témank miatt a metabolikus betegségekkel valo
kapcsolataval ~ foglalkozunk. Elhizott gyermekekben egymasnak ellentmondd
eredményekrél szamol be az irodalom: volt, hogy a szérum nesfatin-1 szintjének
csOkkenését tapasztaltdk (De Dios és mtsai 2019, Dokumacioglu és mtsai 2020), mig
volt, hogy emelkedett nesfatinszintet mértek elhizottakban (Giines és mtsai 2020, Yin és
mtsai 2020). Feln6ttekben a nesfatin-1-szint és a testtomegindex negativ asszociciojat
mutatjak a mérések (Mirakhor Samani és mtsai 2019, Tsuchiya és mtsai 2010).
Vizsgaltdk a szérumszinteket metabolikus szindroma ¢és pre-diabeteses allapotok
tekintetében is. Mindkét esetben tgy tlinik, csokken a nesfatin-1 szintje (Al-Qudah és
mtsai 2018, Algul és mtsai 2016).
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A kisérletes kutatds is szamos tovabbi bizonyitékkal szolgdl. Az anorexigén hatast
azdta masok is igazoltak (Konczol és mtsai 2012, Shimizu és mtsai 2009), illetve azt,
hogy ez leptinfiiggetlen mddon valésul meg (Shimizu és mtsai 2009). A nesfatin-1
PVN-beli gatlasaval a tapfelvétel novekedését figyelték meg (Sedbazar és mtsai 2013).
Gastrectomian atesett elhizott patkdnyok sulycsokkenését gatolta s tapfelvételét szintén
novelte a hypothalamusbeli antisense morfolino-oligonukleotiddal torténé Nuch2 gatlas
(Zhang T. és mtsai 2019). Hasonl6 technikaval, hypothalamicus nesfatin-1 transzlaciot
akadalyozd6 ShRNS-sel tortént hypothalamicus nesfatin-1 gatlas csokkentette a
tapfelvételt normalis tomegli allatban is (Wu és mtsai 2014). A Nucb2-/- génkiiitott
egérnek normalis tapfelvétele és stulygyarapodasa van, ami egy ilyen modellnél a
kompenzaciés mechanizmusok miatt értheté (Ravussin és mtsai 2018). A nesfatin
valosziniileg a-MSH-fiiggd mdédon kozvetve a PVN oxitocin-pozitiv sejtjein keresztiil
éri el az anorexigén hatast (Yosten és Samson 2010).

Mig a nesfatin-1 tapfelvétel-szabalyozasat az irodalom elsdsorban a hypothalamus
felol kozeliti meg, a cukorhdztartds szabdlyozdsanak tekintetében nagyon értékes
eredmények vannak a periférias szervek vonatkozasaban is. Kimutattak, hogy a
nesfatin-1 az inzulin hatasait erdsiti: noveli a gliikozaktivalta inzulin-leadast in vitro,
eldsegiti a vazizomban ¢€s a zsirszovetben az inzulin-aktivalta Akt-foszforilaciot,
elésegiti a 4-es tipusu gliikoztranszporter (GLUT-4) membranba helyez6dését és noveli
a vazizomban a foszforilalt 5° adenozin monofoszfat-aktivalta protein kinaz (p-AMPK)
¢és acetyl-koenzim A karboxilaz expressziojat ezzel csokkentve a (Streptozotocin-
indukalt) 2TDM-os patkany vércukorszintjét és inzulinrezisztencidjat (Schalla és mtsai
2020).

A nesfatin-1 a cukorhaztartas kozponti szabalyozasaban is szerepet jatszik. Ezt mar
az is valoszinisitette, hogy inzulin okozta hypoglicaemia aktivalta a nesfatin-1-
expresszalo neuronokat az ARC, PVN, LHA , DMX ¢és az NTS teriiletén patkanyban
(Bonnet és mtsai 2013). Ezen kiviil a lateralis parabrachialis magba injektdlva a
nesfatin-1 a tapfelvétel gatlasa mellett a mag gliikoz-gatolt neuronjainak nagy részét
gatolta (Yuan és mtsai 2017).

A mgj és a hasnyalmirigy autonom idegrendszeri kontrollt a hypothalamus teriiletérdl

elsésorban az ARC, a PVN ¢és a LHA teriiletérdl kap (Pozo és Claret 2018, Sandoval és
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mtsai 2009, Uyama ¢és mtsai 2004), amelyek siiriin tartalmaznak nesfatin-1-pozitiv
idegsejteket.

A hypothalamicus nesfatin-1 rendszer a periférias vércukorszintet is befolyasolja. Icv
bejuttatasa csokkenti a vércukorszintet, mégpedig az izom cukorfelvételének fokozasa,
az inzulinreceptor-jelatvitel elésegitése, a gliikoneogenezis csokkentése és a maj
foszfoenolpiruvat-karboxikinaz gatlasa révén (Yang és mtsai 2012). A korabban
noveli a maj glikoztermelését megnovekedett gliikkdz-6-foszfatdz- és foszfoenolpiruvat-
karboxikinaz-expresszidja révén, valamint csokkenti a periféridas szervek
glikkézfelvételét az inzulin jelatviteli palyajaban részt vevo faktorok gatlasaval (Wu és
mtsai 2014). A maj és mas periférias szervek inzulinérzékenysége nétt nesfatin-1 icv
injekcidjara euglycaemias-hyperinzulinaemias clamp kisérlet soran (Guo és mtsai
2013).

Az eddig Osszegyllt eredmények alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
Nucb2/nesfatin-1 az altaluk befolyasolt szabalyozo folyamatokkal egyiitt igéretes
célpontja lehet az elhizas, a metabolikus szindroma és a 2TDM kezelésének (Nakata és
Yada 2013).

2.5 Laboratériumunknak a témaban publikalt egyéb eredményei

Laboratériumunknak a témahoz szorosan kapcsolddd olyan eredményeit
Osszegezném, amelyek nem elsGsorban az én hozzajarulasommal késziiltek. Ezek
természetesen nem tartoznak bele a dolgozat érdemi részébe, de a bevezetés zarasaként
roviden ismertetem Oket, hiszen a kisérleti allatmodell jellemzéséhez hozzatartoznak
(Durst és mtsai 2022).

Kutatocsoportunk megvizsgalta az [UGR modell keretében tenyésztett patkdnyok
kaloriafelvételét és zsirpreferenciajat. Az allatok 10 napig ,,normal” és + 50 %-ban
zsirral dusitott tap kozil valaszthattak, amelyek fogyasztasat mértiik. A catch-up growth
periodus alatt, 6 hetesen végzett mérés azt mutatta, hogy mindkét csoport tagjai, vagyis
az intrauterin fehérjeredukalt (FR), illetve a kontroll, nem intrauterin fehérjeredukalt

(NR) allatok a normal tapnal szivesebben fogyasztottak a zsirdus tapot, a preferencia
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mértékében nem volt koztik kiillonbség: koriilbelill ugyanolyan mértékben
fogyasztottak mind a két tipusbol.

A felnéttkori, 12 hetes korban elvégzett méréskor mindkét csoportban megmaradt a
zsirdus tap preferenciaja. Ekkor viszont az NR csoport allatai tobbet fogyasztottak
normal tapbol, az FR csoport tagjai viszont tobbet zsirdas tapbol. A kettd kiegyenlitette
egymast, tehat az osszes kaldriafelvételiik nem kiilonbozott egymastol. Erdekes volt azt
latni, hogy a 10 napos tesztidészak elsé harmadaban mindkét csoport joval tobbet
fogyasztott a zsirdus tapbol, és kevesebbet a normal tapbol. Miutan lecsengett az
,ujdonsag ereje”, mar nem részesitették ennyire tilzott mértékben eldnyben a zsiros
tapot, viszont a csoportok kozotti kiillonbség mind a zsirdas, mind a normal tap esetében
a tesztiddszak majdnem minden napjan kiilon-kiilon is lathaté volt. Megallapitottuk
tehat, hogy ebben az esetben az FR allatoknal jelentkezett zsirpreferencia még nem
jelent altalanos hyperphagiat is, az allat a normal tap kisebb mértékben vald
fogyasztasaval kompenzal. Tehat az energiahaztartds egyensulya nem borult fel az FR

csoportban, csak mas aranyban preferaltak a két taptipust (8. abra)
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8. dbra. Testtomegre viszonyitott kaloriafogyasztas nem intrauterin fehérjeredukalt
(NR) és intrauterin fehérjeredukalt (FR) allatokban a 12. héten. (Durst és mtsai 2022)

a. 10 nap soran torténo osszes kaloriabevitel kontroll (KT) és zsirdus (ZsirdusT) tapbol.
Kétutas ANOVA: fenotipus és tap interakcio: F(1,200 = 49,01, p < 0.001. Tukey-féle post-
hoc teszt, *p < 0,001 vs. NR-KT, #p < 0,001 vs. FR-KT, 4p < 0,001 vs. NR-ZsirdlisT.
b—d. Relativ napi kaloriabevitel a zsirpreferencia tesztek alatt a 12. héten

b. Zsirdus tap. Kétutas ismételt méréses ANOVA. Az id6 hatdsa: Fo9) = 286,9, p <
0,001, fenotipus hatdsa: Fa,) = 19,28, p < 0,001, fenotipus és idé interakcio: F9,90) =
8,48, p<0,001. c. Kétutas ismételt méréses ANOVA, az id6 hatasa: Fo90) = 107,81, p <
0,001, a fenotipus hatasa: Fg) = 51,06, p < 0,001. fenotipus és ido interakcio: F9,90)
= 20,03, p < 0,001. d. NT + ZsirdusT osszegzett kaloriaként. Kétutas ismételt méréses
ANOVA, az idd hatdsa: Fee0) = 168,83, p < 0,001. Tukey-post-hoc tesztek. NR vs. FR
egy napon beliil *p < 0,01. Atlag + dtlag szoérdsa, n = 6. Roviditések: FR: intrauterin
keal: KT: kontroll NR:

fehérjeredukalt; kilokaloria; tap; nem intrauterin

fehérjeredukalt, ttg: testtomeggramm, zsirdusT: zsirdus tdp.
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Kivancsiak voltunk arra is, hogy az Un. ,,magzati programozas” hogyan befolyésolja
a hypothalamikus nesfatin-1-pozitiv sejtek fejlodését. A magzati fejlédés 13. napjan az
anyaallatba bromdezoxiuridint (BrDU) injektaltunk intraperitonealisan. Ezen a napon
jelentds szamu végleges hypothalamus-sejt képzoédik (Markakis 2002). Az ekkor
beépiild BrDU késébb kimutatva jelzi az ezen a napon képzddd neuronokat. Kidertilt,
hogy a 13. napon képzddé sejtek kisebb aranyban mutatnak nesfatin-1 pozitivitast
feln6tt korban az FR allatokban, mint a kontrollokban. Azonban a nesfatin-1 sejtek
teljes mennyisége nem tért el a két csoportban, tehat bar az FR allatok nesfatin-pozitiv
sejtjeinek képzddése zavart szenvedett, késett a kontrollokhoz képest, késébb behoztak

ezt a lemaradast (9. abra).
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9. dbra. A 13. intrauterin napon keletkezett hypothalamicus nesfatin-1-pozitiv sejtek
aranyanak meghatarozasa felnott, 12 hetes dllatokban bromdezoxiuridin (BrDU)
segitségeével. (Durst és mtsai 2022)

a. Konfokalis mikroszkoppal rogzitett, NR allatokbol szarmazo képek képek mutatjdk a
nesfatin-1-, a BrDU- és a duplan pozitiv sejteket. Illusztracio. b. A 13. napon keletkezett
nesfatin-pozitiv sejtek és az Osszes nesfatin-l-pozitiv sejt ardnydt mutatjia az dbra.
Kétutas ismételt méréses ANOVA (allatonként két metszet) fenotipus hatdisa: Fa2) =
71,83, *p = 0,014, n = 2 adllat és 4 metszet/csoport. c. Az dsszes hypothalamicus
nesfatin-1 sejtszam nem kiilonbozétt a csoportok kozott. n = 4.

Roviditések: FR: intrauterin fehérjeredukalt; NR: nem intrauterin fehérjeredukalt.
Enzimhez kotott immunszorbiens proba (ELISA) segitségével ujsziilott és felnott

allatokon is megmértik a vérplazma nesfatin-1 szintjét, ezek a mérések egyik

¢letkorban sem mutattak kiilonbséget a csoportok kozott (Durst €s mtsai 2022).
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3. Célkituzések

Feltételeztiik, hogy az intrauterin korban torténd fehérje-alultaplalas a nucleus
accumbens szabalyozo koreiben hosszatavi valtozasokat okoz, és a jutalmi
taplalékfelvétel leallitasaban részt vevé mechanizmusokat befolyasolja.

1. Egy olyan, miikddé intrauterin fehérjeredukalt modell felallitasa, amely
catch-up growth jelenséget mutat

2. Az intrauterin alultaplalt modellallatokon a jutalmi tapfelvétel és a
tapfelvétel mozgasmintazatanak mérése, karakterizalasa

3. A jutalmi tapfelvétel kozben a nucleus accumbens ¢és a lateralis
hypothalamus teriiletén aktivalodo idegsejtek analizise

4. A nucleus accumbens dopaminreceptor expressziojanak leirasa

5. A jutalmi tapfelvétel kozben aktivalodé accumbens sejtek
dopaminreceptor-expresszidjanak vizsgalata

6. A jutalmi tapfelvétel befolyasolasa DIR aktivalasaval az accumbens mag

crer

Feltételeztiik, hogy a rendszernek szerepe van az IUGR talajan l1étrejové nem-elhizott
2TDM kialakuldsaban a hypothalamicus cukorhaztartds-szabalyozds befolyasolasa
révén. Emellett feltettiik a kérdést, hogy az IUGR fenotipusban a Nucb2/nesfatin-1
rendszer részvételével zajlé homeosztatikus taplalékfelvételi mechanizmusok
megvaltoznak-e.

7. Az intrauterin fehérjeredukalt (FR) allatok cukorhaztartasanak vizsgalata

8. Az intrauterin fehérjeredukalt allatok hypothalamicus nesfatin-
expresszidjanak vizsgalata

9. A nesfatin-1-nek NR és FR allatok tap- és vizfelvételére, valamint
¢heztetetés kovetkeztében megjelend hypothalamicus sejtaktivaciojara vald
vizsgalata

10. A nesfatin-1, illetve a nesfatin-1-rezisztencia lehetséges hatasanak

feltarasa a kisérleti allatok cukorhaztartasara
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4. Modszerek

4.1 Allatok

A kisérletekben patkanyokkal (Rattus norvegicus) (Wistar, Toxi-Coop Toxicological
Research Center Zrt, Dunakeszi, Magyarorszag) dolgoztunk. Standard laboratériumi
koriilmények kozott voltak tartva, 20,5 = 1,5 °C kozott, 12 h sotét és 12 h vilagos
fényvaltasban. Fenntartd tappal (Altromin Specialfutter GmbH, Lage, Németorszag,
katalogusszam: #1324) etettiik és csapvizzel itattuk Oket (a kivételeket késObb
részletezem). Altatas esetén (miitétek és transcardialis perfuziok) ketamin (75 mg/ttkg)
(Richter Gedeon Nyrt, Budapest, Hungary) és xylasin (15 mg/ttkg) (CP-Pharma,
Burgdorf, Germany) elegyét alkalmaztuk intramuscularisan. A  kisérletek
megtervezésénél és elvégzésénél az Eurdpai Parlament és Tanacs 86/609/EEC/2 és
2010/63/EU szamu iranyelveit vettiik figyelembe. A kisérleteket a Semmelweis
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga engedélyezte (engedélyszamok: XIV-I-
001/2262-4/2012; PE/EA/1563-7/2017; PE/EA/1122-2-7/2020).

4.2 Intrauterin fehérjeredukalt modell

Az intrauterin fehérjeredukalt allatok tenyésztését a parzastol mi feliigyeltiik. Egy-
egy him egy-egy ndsténnyel egy éjszaka hosszan volt kozos ketrecben. A parosodas
megtorténtét hiivelykenet vizsgalataval ellendriztiik. Ondovaladék jelenléte esetén az
adott napot a vemhesség els6 napjaként azonositottuk. Minden esetben, amikor
vemhességet inditottunk, az egyediil tartott, beparzott anydkat két részre osztottuk.
Egyik résziik fehérjeredukalt (jutalmi tapfelvétel vizsgalatara irdnyuld kisérletek
esetében: ,Protein deficient diet I”, Altromin, katalégusszam: C1003; illetve a
cukorhéztartas vizsgalatara irdnyulo kisérletek esetében: Ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest, Németorszag, katalogusszam: E15202-24) tapot kapott a vemhesség teljes
idGtartama alatt. (A tapvaltasra beszerzési nehézségek miatt keriilt sor, nem
tapasztaltunk kiilonbséget a két tap hatasai kozott. Mindkét tapot felhasznaljak hasonld
kutatasokban (Reamon-Buettner és mtsai 2014, Schmidt M. és mtsai 2019)). Az anyak
masik csoportja nem fehérjeredukalt, azaz kontroll tapot (Maintenance diet, Altromin,

katalogusszam: 1324) kapott a vemhesség teljes iddtartama alatt. Az Altromin
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fehérjeredukalt tap fehérjetartalma a kontroll tap 42 %-a, mig ugyanez a Ssniff tap
esetén a kontroll 46 %-a volt. A taposszetétel tovabbi részleteit az 1. tablazatban adom
meg, a tapok teljes Osszetétele pedig letolthetd a gyartok honlapjarol

(http://www.ssniff.com és https://altromin.com). A fialas utdn mindkét csoport

anyaallatai kontroll tapot kaptak (Desai és mtsai 2007) és az alomméretet 8 utddra

redukaltuk. A fehérjeredukalt tapot fogyasztdé anydk utoddait intrauterin fehérjeredukalt

(FR), a kontroll tapot fogyasztdé anyak utddait nem intrauterin fehérjeredukalt (NR)

allatoknak neveztiik el és ezt a nomenklatirat haszndlom a dolgozatban. Az utddok
testtomegét és tapfelvételét hetente mértiik.

Az almok kozotti kiillonbségek zavard hatasat elkeriilendd minimum 3 alombol
valogattuk be az alanyokat egy-egy kisérleti csoportba. A kisérleteket jsziilott
allatokon (1-4 nap), 6 heteseken ¢és feln6tt 12-14 hetes allatokon végeztiik.

1. tablazat. A kisérletekben felhasznalt tapok alapveto ésszetétele. Tovabbi informdcio

a gyartok weboldalan (altromin.com, illetve ssniff-com) taldalhato.

Altromin Altromin
1320 Ssniff EF RIM C1003
Normal Fehérjeszegény |Fehérjeszegény

fenntarto tap tap tap
Metabolizalhat6 energia MJ/kg 13,5 16,2 14,9
Fehérje az energia %-4ban 24 9 9
Lipidek az energia %-aban 11 19 13
Szénhidratok az energia %-aban 65 72 78
Nyers fehérje % 19,2 8,8 8,1
Nyers lipid % 41 8,1 51
Nyers rost % 6,1 5 3,1
Nyers hamu % 5,9 5,3 55
Nitrogénmentes szarmazékok % 53,4 72,3 70,5
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4.3 Magneses rezonancia képalkotas

Testosszetétel mérést (zsirtomeg, sovany tomeg, szabad és Osszes viztartalom)
végeztiink 12 hetes éber allatokon (n = 5/FR és NR) egy EchoMRI 700 Whole Body
Composition Analyzer (Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt am Main, Németorszag)

késziilék hasznalataval.

4.4 A jutalmi tapfogyasztas értékelése

Az izletes, magas élvezeti értékkel bird tap fogyasztasahoz valo affinitast cukrozott,
stiritett tej (CST; Sole-Mizo Zrt, Csorna, Magyarorszag) (csapvizben 1:2 aranyban
higitva) itatasaval mértiik Brand munkaja segitségével (Brand és mtsai 2012). A
haromnapos kisérlet els6 estéjén az allatok kaptak kevés CST-t a megszokott
vizespalackjukban, a sajat ketreciikben, hogy hozzaszokjanak az 1j izhez. Masnap, a
vilagos, passziv fazis elején, a jollakott allatokat (hiszen a s6tét fazisban taplalkoznak) a
kisérleti ketrecbe helyeztiik 5 percre, hogy hozzaszokjanak a koriilményekhez. Ezutdn
10 percre CST-tartalmu palackot helyeztiink be nekik, és mértiik a fogyasztast.

Ezt az ,.el0kisérleti” napot kovette a harmadik, ,,éles” kisérleti nap. Egy menetben
mindig parhuzamosan egy NR ¢és egy FR allatot vetettiink ala a kisérletnek (lasd: 10.
abra). A protokoll megegyezett az el6z0, ,.elokisérleti” napival, azzal a kiillonbséggel,
hogy videofelvétel is késziilt, amelyet késobb kiértékeltiink. Az allatokat a kisérlet
végeztével visszahelyeztilk a sajat dobozukba, majd 90 perccel késébb altatas utan
transcardialisan perfundaltuk 4 %-os paraformaldehiddel (sos foszfat pufferben, pH: 7,4
(PBS) oldva).
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10. dbra A CST-itatasanak kisérleti elrendezése. Egy idében mindig egy intrauterin

fehérjeredukalt és egy nem feherjeredukalt allat vett részt a kisérletben.

4.5 D1R-agonista kezelés

A kisérletben alkalmazandd6 NR allatokat naponta kézbe vettiik (,,handling”) a
kisérlet el6tti harom hét alatt, hogy megszokjak az emberi kontaktust és a testhelyzetet.

Egy héttel a kisérlet el6tt egy végleges vezetdkantilt (Plastics One Inc, Roanoke, VA,
USA) (22 ga) iltettiink be a koponyahoz rogzitve, Ggy pozicionalva, hogy a vége 0,5
mm-rel a NAc medialis shell régioja felett legyen. Stereotaxikus koordinatak: 1.48 mm-
re a Bregmatol rostralisan, 0.82 mm-re a koézépvonaltdl jobbra, 6,47 mm-re a
koponyafelszin alatt (Paxinos és Watson 2007).

A mutét utan a patkdnyokat egyesével tartottuk. A jutalmi tapfogyasztast a
regeneracio utan értékeltiik. A kisérlet az el6z0 pontban leirtakkal megegyezden zajlott,
az intraaccumbalis injekciot kivéve, amit az allatok a CST felkinalasa el6tt 10 perccel
kaptak. A kiilonboz6 csoportoknak 0,5 vagy 3 pg-nyi 1 ul fiziologias soéoldatban
feloldott SKF-82958-et (Sigma-Aldrich Kft.; Budapest, Magyarorszag), szelektiv D1
receptor agonistat adtunk. A kontroll allatok azonos mennyiségli vivoanyagot kaptak. A

beadasok 10 pl-es Hamilton fecskendékhoz csatlakoztatott miianyag cs6von és a vezetd
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kaniilnél 5 mm-rel hosszabb belsé kaniilon keresztiil torténtek a NAc medialis shell
meghatarozasra. Csak a megfeleld kaniilpozicioval és nem sériilt lateralis agykamraval

rendelkez0 allatok adatai keriiltek be a végso analizisbe.

4.6 Intraperitonealis gliikoz (ipGTT) és inzulin- (iplITT) tolerancia tesztek

IpGTT modszerrel az allatok gliikdzmetabolizald képességét, mig ipITT modszerrel
az inzulinérzékeny szovetek érzékenységét kivantuk vizsgalni. 6 hetes és felnott
kezeletlen FR és NR allatokat, valamint kronikusan nesfatin-1 injektalt allatokat vettiink
bele ezekbe a kisérletekbe. 12 6ras ¢heztetés utan 2 g/ttkg glikozt (Merck Kift.,
Budapest, Magyarorszag) vagy 0,75 nemzetkozi egység (NE)/ttkg inzulint (Humulin R,
Eli Lilly, Utrecht, Hollandia) juttattunk be intraperitonealisan az allatokba, mindkett6t
fiziologias sdoldatban oldva. A gliikozkoncentraciot a farokhegybdl vett vérmintakbol,
D-cont Trend Blood GlucoseMeter (77 Elektronika Kft., Budapest, Magyarorszag)
késziilék segitségével hataroztuk meg kozvetleniil a gliikdz- és inzulinbeadas eldtt (0

perc), valamint azok utan 15, 30, 60, 90, 120 és 150 perccel.

4.7 Akut intracerebroventrikularis (icv) nesfatin-1 beadas

Az icv kaniil beiiltetése a kovetkezOképpen zajlott: egy polietilén vezetd (,,guide”)
kaniilt (Smiths Medical ASD, Inc., NH, USA) iiltettiink be felnétt allatok jobb oldali
oldalkamrajaba stereotaxikus mddszerrel (0.8 mm-re a bregmatol caudalisan, 2.0 mm-
rel a sutura sagittalistol lateralisan és 4.0 mm-rel a koponyafelszin ald.) A kaniilok
helyes poziciojat 3 pl fiziologias sodoldatban oldott 10 nM angiotenzin 1l
beinjektalasaval ellendriztiik. Csak azokat az allatokat vontuk bele a késdbbi beadasos
kisérletekbe, amelyek az angiotenzin Il beadasat kovetd 1 percen beliil jol lathato,
intenziv vizfogyasztassal reagaltak.

Az allatokat négy csoportra osztottuk: NR—Sooldat, NR-Nesfatin-1, FR-Sé6oldal, FR-
Nesfatin-1. A nesfatin-1-et (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA)

fiziologias sooldatban oldottuk fel 5 pmol/ul végsé koncentraciora. Az allatok 5 pl
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nesfatin-1-oldatot (25 pmol) vagy fiziologias sooldatot kaptak az é&jjeli, sotét fazis
kezdetekor. Ezt az akut nesfatin-1 beadasos modszert kétféle kisérletben alkalmaztuk.

1. A nesfatin-1 tap- és vizfelvételre kifejtett hatasat vizsgalando az icv beadasok el6tt
1 oraval elvettiik toliik a tapot. Kozvetlen a beadéds utan a tapot visszaadtuk és mind a
tapot, mind a vizet a beadastol szamitott 4, 8, illetve 12 6ra mulva visszamértiik a
fogyasztas meghatarozasa céljabol.

2. A nesfatin-1-nek az éhezés-indukalta hypothalamicus sejtaktivaciora kifejtett
hatasat szerettiik volna megvizsgalni. Ehhez az allatokat 24 o6ra hosszan éheztettiik a
beadas el6tt. Az icv beadas utan 90 perccel altatas, majd 4 %-os paraformaldehiddel
valoé perfuzios fixalas kovetkezett. Az agyakat kivettiik és cFos antitesttel torténd

immunhisztokémiai vizsgélatra készitettiik eld azokat.

4.8 Kronikus icv nesfatin-1 beadas

Egy Alzet ozmotikus minipumpat (Alzet Model 2001, Durect Corporation,
Cupertino, CA, USA) iiltettiink be az allatok bore ald, és az ahhoz csatlakoztatott agyba
vezethetd katétert (Alzet brain-infusion kit 2) az allatok jobb agykamrajaba a 4.7
fejezetben részletezett koordinataknak megfeleléen a gyartd eldirasai alapjan. A
minipumpa nesfatin-1-et (70 pmol/nap) vagy csupan a vivOanyagot [steril mesterséges
agy-gerincveldi folyadék (aCSF), dsszetétel: 140 mmol/l NaCl, 3,35mmol/l KCI, 1,15
mmol/l MgCl2, 1,26 mmol/l CaCl2, 1,2 mmol/l Na2HPO4, 0,3 mmol/l NaH2PO4]
juttatta be az agykamraba 1 ul/h sebességgel 7 napon keresztiil (1. kisérlet: NR-nesfatin-
1 és NR-aCSF: n=6/csoport, 2. kisérlet: FR-nesfatin-1 és FR-aCSF, n=6/csoport). A
testtomeget ¢s a tapfelvételt naponta mértiik.

A beadasi id6szak hetedik napjan ipGTT, egy napra ra ipITT tesztet végeztiink, majd
agymetszeteken ellendriztiik, a nem helyes pozicioval rendelkezd allatok eredményeit

kihagytuk az értékelésbol.
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4.9 A jutalmi tapfelvétel mintazatinak elemzése

A jutalmi tapfelvételrdl készitett videofelvételeket 0,25 x—es sebességgel jatszottuk
le (VLC media player, VideoLAN, Paris, Franciaorszag) az elemzés alatt a megfeleld
idobeli felbontas érdekében. A tapfelvétel idejét, a nyelvcsapasi klaszterek szamat és
iddtartamat, a kezdd és atlagos nyelvcsapasi frekvenciat hataroztuk meg allatonként.

A tapfelvétel ideje a tiz perc alatt ivassal toltott idot jelentette. Egy nyelvcsapasi
klaszternek tekintettiik azokat a nyelvcsapasi folyamatokat, amelyeket t6bb, mint 500
ezredmasodperc sziinet valasztott el egymastol (Davis és Smith 1992). Meghatéaroztuk a
nyelvcsapasi klaszterek szamat és abbol szamoltuk ki az atlagos klaszterhosszt (ivasi
id6/klaszterek szama) és a klaszter méretet (klaszterhossz x atlagos nyelvcsapasszam).
Az atlagos nyelvcsapasi sebességet 6 db, idoben a 10 perc alatt egyenletesen eloszld, 10
masodperc hosszl, folyamatos ivassal telt periodus alapjan hataroztuk meg,
masodpercre viszonyitva. Ezek koziil az elsd, a legelsd ivasi epizod alatt szamitott

sebesség adta a kezdeti nyelvcsapasi sebességet.

410 Immunhisztokémia (IHC)

A perfuzié utan egy éjszakara 1,5 % -0s paraformaldehid oldatban utofixaltuk az
agyakat. Ezutan a fagyasztdsi kdarosodas megelézése céljabol 2 napig 20 %-0S
szacharozoldatban (Merck) inkubaltuk Oket, majd szarazjéggel lehiitott 2-metil-
butanban (Merck) fagyasztottuk le. Tarolasuk —80 °C-0s mélyhiitében tortént.
Frigomobilhoz (Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Németorszag)
kapcsolt szankas mikrotommal (SM 2000R, Leica) 50 um vastag koronalis metszeteket
készitettiink a vizsgalni kivant agyteriiletbdl.

A standard IHC-i reakciokat (szimpla cFos, szimpla D1R, dupla cFos-orexin, dupla
cF0s-MCH) szabadon isz6 metszeteken végeztiik standard protokollok szerint (Konczol
¢s mtsai 2012).

Pufferként PBS-t hasznaltunk. Az immunfestés elOkészitése soran a metszeteket
eldszor mostuk (3x5 perc PBS-ben), majd az endogén peroxidaz enzimet blokkoltuk
ugy, hogy a metszeteket 15 percig 3%-0s H.O oldatban inkubaltuk. A metszeteket

ezutan szérumblokkold (részletesen lasd: 2. tablazat) és 0.5% TritonX-100 (Sigma)
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PBS-alapi  oldataban inkubaltuk az aspecifikus kotOhelyek — gatlasa  és
membranpermeabilizalas céljabol 1 6ra hosszan. A DIR jeldlése esetén az elokészités a
fentiektdl eltérden tortént: a membranok védelmében csupén etanol és PBS 1:1 aranyt
elegyében inkubaltuk a metszeteket fél 6ra hosszan, szérumblokkolot €s TritonX-et nem
alkalmaztunk.

Ezutan a primer antitestet alkalmaztuk (anti-c-fos, anti-D1R, anti-MCH vagy anti-
orexin) 2 nap hosszan. Ezt fluoreszcensen jelolt vagy biotinnal konjugalt secunder
antitest alkalmazasa kovette (1 h idétartamban). Biotinilalt secunder alkalmazasa esetén
extravidinnel konjugalt-tormaperoxidazt (HRP)-t kotottiink a secunderhez (szintén 1 h
az inkubacios 1d6), hogy utolso 1épésként diaminobenzidin (DAB), illetve nikkel-szulfat
¢s diaminobenzidin HO2 jelenlétében torténd megfeleld, eldzetesen tesztelt
id6tartamban valé alkalmazasaval a peroxiddz reakcid eredményeként barna, illetve
fekete csapadék 1étrejottével lattathassuk a szoveti antigént. Két egymast kovetd 1épés
kozott a metszeteket 3 x 5 percig PBS oldatban mostuk.

Az in situ hibridizacio el6tt alkalmazott cFos immunhisztokémia esetében a
kovetkezOképpen jartunk el: 20 pm vastag metszeteken szérummentes protokollt
alkalmaztunk. Minden oldatot 0,1 %-os dietilpirokarbonattal kezeltiink, ezutan 20
percig 121 °C-on autoklavban sterilizaltuk. Elékezelésként 15 perc 3 %-0S H202-ben
valé endogén peroxidaz blokkolast kovetéen 30 percig 50 % etanol — 50 % steril PBS
elegyében vald inkubalast 30 perc 0,3 % TritonX alkalmazéasa kovetett. A primer és
szekunder antitestek oldatahoz 1000 U/ml heparint (Sigma) az RNazok gatlasa céljabol.
Az immunreakcié elvégzése utan a metszeteket tovabbra is RNAz-mentes koriilmények
kozott Superfrost Ultra Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
targylemezekre htiztuk fel, majd 1 ora szobahémérsékleten és 3 o6ra 36 °C-on vald
szaritast kdvetden -80 °C-on taroltuk az in situ hibridizacié megkezdése eldtt.

crer

szemlélteti.
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Roviditések: BSA: szarvasmarha szérum albumin, DIR: dopamin I-es tipusu receptor,

DAB: diaminobenzidin, HRP: tormaperoxidaz, IHC: immunhisztokémia; NDS: normal

szamar szérum, NGS: normal kecske szérum, PBS: sos foszfat puffer.

Primer Secunder Csapadék-
antitest és Gyarté antitest és Gyarté Enzim Gyarté képzé
higitas higitas szubsztrat

nyulban .
termelt anti- NISOs
c-fos o8

P Merck Kft DAB,
1:20 000, Budapest illetve
PBS (+3 % M pr r A steril IHC
BSAés0,5 | v oeyarorszag eotin
% Triton-
X) DAB
nyulban
termelt anti- Kecskében
orexin A, Novus termelt Vector Extravidinnel
1:5,000, Biologicals, Y laboratories, | konjugalt .
PBS (+10 | Littleton, CO, | 20U | Burlingame, | HRP, Sigma DAB
% NGSés | USA Tnyul CA, USA 1:3000

1:1000
0,5%
Triton-X)
nyalban
termelt anti- Phoenix
MCH, Europe
1:10,000,
7 NGS ¢ Németors’zé
0,5 % £
Triton-X)
egérben .
termelt anti- | Abcam, szamérban | Thermo
. termelt anti- | Fisher
D1R, Cambridge, . -
1500 Egyesiilt egeér Scientific,
PES (‘+ 5% | Kiralysig AlexaFluor Waltham,
NDS) 488 MA, USA
4.11 Insitu hibridizacié

Preproenkephalin, D1R, D2R, valamint tirozin-hidroxilaz mRNS-t mutattunk ki in

situ hibridizacios (ISH) technikaval. A D1 és D2 receptor cDNS fragmenteket Mezey
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Eva jévoltabol kaptuk (Mezey és mtsai 1998). A DIR riboprébahoz a (GenBank Acc:
NM_012546.3), 981-1393 bps-t tartalmazo, a D2R riboprobahoz a (NM_012547.1)
981-1393 bp-t tartalmazd cDNS fragmenteket Bluescript KSII + vector templatba
klonoztuk. A cDNS specificitasat szekvenalas biztositotta és a patkany genom BLAST

screenelésével  értékeltiik  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A  patkany
preproenkephalin cDNS-t W. Scott Young 3rd bocsatotta rendelkezésiinkre (Siegel R.
E. és Young 1985). A patkany tirozin-hidroxildz (TH) intron cDNS-ét Harold Gainer
(NIH, Bethesda, MD) volt szives rendelkezésiinkre bocsatani (Rusnak és Gainer 2005).

A 12 um vastag metszeteket cryostat (Leica) metsz6géppel készitettiik, majd
Superfrost Ultra Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) targylemezekre
haztuk fel (an. friss fagyasztott metszetek) és -80 °C-on taroltuk felhasznalasig. Ettol
eltérden azokat a metszeteket, amelyeken a DIR ISH elétt steril cFos
immunhisztokémiat végeztiink, frigomobilhoz csatlakoztatott szankas mikrotomon
metszettik le, 20 pm vastagon. Ezeket a metszeteken — 20 °C-on taroltuk fagyallo
oldatban, hiszen a steril IHC isz6 metszeten tortént (lasd: 4.10).

Az ISH elokészitéseként a friss fagyasztott metszeteket 10 percig 4 %-0S
formalinoldatban fixaltuk. Egyszeri oblités, majd 2 x 5 perc PBS-beli mosas
kovetkezett. Ezutan 10 percre 0,25 %-os ecetsav anhidridet tartalmazé 0,1 M-0S
trietanolaminba (Fluka Chemie, Buchs, Svajc) (pH: 8,0) tettiikk a metszeteket. Majd 2x
toménységli so6s natrium-citrat pufferben (SSC) oblitettiik le kétszer, azutan felszallo
alkoholsoron vittiik végig 6ket (70 %: 1perc, 85 %: 2 per, 95 %: 3 perc, 100 %: 4 perc,
illetve 95 %: 1 perc). Végiil szobahdmérsékleten megszaritottuk a metszeteket.

A cDNS prébakbol antiszenz 35S-UTP-vel jelolt radioaktiv probakat készitettiink,
majd 1 pl probat 5 ml szcintillacios folyadékba elegyitve mértiikk meg a radioaktivitast.
proba jusson egy lemezre. A hibridizacios oldat elkészitéseként a radioaktiv proba, a
steril viz és az RNS keverék Osszekeverése utan 65 °C-on 5 percig, majd vizjégen
tovabbi 5 percig tartottuk, majd hozzaadtunk 5M dithiothreitolt (DTT) (Sigma), 10 %
natrium-duodecyl-szulfatot, 10 % natrium tioszulfatot és a hibridizaciés pufferoldatot
(6sszetevoi: 2,4 % 1 M TRIS-HCI puffer, pH 7,4; 0,24 % 0,5 M etilén-diamin-
tetraecetsav (EDTA), pH 8,0; 59,5 % 100 %-os formamid; 7,15 % 5 M NaCl-oldat; 23,8
% 50 %-os dextran-szulfat; 2,4 % 50x Denhard-oldat (Sigma); 4,5 % steril viz). Alapos

45


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

DOI:10.14753/SE.2023.2767

keverés utdn egy targylemezre 80 pl hibridizdciés oldatot helyeztiink, majd
tiveglemezzel lefedtiik. 24 6ran at nedves kamraban, 65 °C-ra melegitett gozflirddben
inkubaltuk. Masnap a fedélemezeket 4x toménységii SSD-ben usztattuk le, majd 4 x 5
percig 4x toménységli SSD-ben mostuk 6ket. 30 percig 37 °C-on 20 pg/ml-t tartalmazé
RNaz A (Sigma) oldatban inkubaltuk a nem kotédott RNS eltavolitasa céljabol. Majd
megint mosas kovetkezett, 2 X 5 perc 2x SSC-ben, 5perc 1x SSC-ben és 5 perc 0,5x
SSC-ben. 1 6ra hosszan 65 °C-on mostuk a 0,1 x SSC-ben, majd ugyanilyen, de friss
oldatban még egyszer fél ora hosszan. A mosasra hasznalt SSC oldatok mindig
tartalmaztak 1 mM DTT-t. Kihiilés utan 70 %-0s, majd 85 %-os, végil 96 %-0sS
etanolban mostuk a metszeteket 1-1 percig, majd megszaritottuk éket.

Ezutan a metszeteket egy BAS-MS foszfor-képalkot6 lemezre (Fuji Photo Film Co.,
Ltd.,, Kanagawa, Japan, NJ) wvetitettik 2 nap (dopamin receptorok), 1 nap
(preproenkephalin), illetve 7 nap (TH) id6tartamra. A képet Fujifilm FLA-8000 Image
Analyzer (Fuji) késziilék segitségével detektaltuk. A D1 és D2 R-jelolt lemezeket
Kodak NTB nuklearis emulzioba martottuk (Carestream Health Inc., Rochester, NY) 5
napig a gyart6 utasitasa szerint és Kodak el6hivoval és fixaloval zartuk le a folyamatot
(Rusnak és mtsai 2007, Toth és mtsai 2013). A metszetek hatterét Giemsa oldattal

festettiik meg, kivéve azokat, amelyeken kordbban immunhisztokémia tortént.

412 Immunhisztokémiai képalkotas és analizis

Az immunhisztokémiai modszerekkel eléhivott metszetekrdl vilagos latotert képeket
készitettiink egy SPOT Xplorer 17.4 tipusu kamera (Diagnostic Instruments Inc.,
Sterling Heights, MI, USA) haszndlataval, amely egy Olympus BX60 mikroszkop
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) (objektiv: UPlan FL 4x/0.13 és UPlanFLN
10x/0.30) képalkotasat rogzitette. Az illusztraciora hasznalt képek kontrasztjat és
¢lességét Adobe Photoshop CS 8.0 (Adobe Systems Inc., San José, CA, USA)
programmal allitottuk be. (A disszertacioban szerepld Osszetett abrakat a PowerPoint
2016 (Microsoft Corporation, Santa Rosa, CA, USA) programmal készitettiik).

A cFos-jelolt sejtek szdmolasat a metszetekrdl készitett vilagos latoterli képeken

végeztiik bilateralisan, eldre kijelolt teriiletek alapjan (ROI — region of interest). A ROI-
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kat a kérdéses teriiletek kozepére helyeztilk, amelyeket a Paxinos ¢és Watson
patkanyagy-atlasz (Paxinos and Watson, 2007) alapjan hataroztunk meg.

A CST-itatott allatok metszeteinek értékelésénél a ROI mérete 200 x 200 pm volt a
NAc tertiletén és 400 x 400 um a LHA teriiletén. A NAC teriiletén a Bregmatol 1.7-2.2
mm-re rostalis iranyban (Paxinos és Watson 2007) értékeltiink allatonként 3, a rostralis
NAc-et reprezentald metszetet. A medialis shell régio értékelésére {,,hedonikus hot-
spot”, (Pecina és Berridge 2005)}, valamint a ventralis shell értékelésére 1-1 ROI-t, a
core régioban viszont 2-2 ROI-t elemeztiink metszetenként (12. a abra). A LHA-t
allatonként 5 metszetbdl értékeltiik, 1,8-2,4 mm-re caudalisan a Bregmatol (O'Connor
¢s mtsai 2015). Ezen a teriileten az elsé ROI a fornixtol lateralisan keriilt elhelyezésre, a
perifornicalis LHA-t képviselve (PF), mig a masik ROI a tractus opticustol medialisan
keriilt elhelyezésre a LHA lateralis részét (LH) képviselve (14. a abra). A statisztikai
analizisben az allatonkénti szdmolt 0sszsejtszam keriilt értékelésre.

A nesfatin-1-beadott allatok analizise esetén a ROI mérete 100 x 100 mm (SON,
parvocellularis PVN, magnocellularis PVN és ARC esetén), vagy 200 x 200 mm (LHA
esetén) volt. A SON magra és a PVN almagjaira metszetenként 1 ROI-t, mig az ARC-ra
2, a LHA-ra 3 ROI-t helyeztiink. A SON és PVN magokat allatonként 4 metszetbol, mig
az ARC és LHA magokat allatonként 7 metszetbdl értékeltiik.

Az Imagel] szamitogépes program (Wayne Rasband, National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA) manualis sejtszamold (Cell counter tool) segitségét vettiik
igénybe az analizishez. A sejteket vakon szamoltuk, vagyis a szamolast végzd
személynek nem volt tudomésa arrdl, hogy az adott allat melyik csoportba tartozik.
Allatonként és teriiletenként egy atlagos ROI értékét szamoltuk ki és azzal végeztiik a
statisztikai szamitast.

A DI1R-immunpozitiv metszeteket Sato és munkatarsai (Sato és mtsai 2008)
modszerét felhasznalva értékeltiik. A medialis shell és a core teriiletén a fent részletezett
ROI-kat hasznalva sziirkearnyalatos képen hataroztuk meg az optikai denzitast, harom
metszetet értékelve allatonként. Az allatonkénti atlag denzitast hasznaltuk a statisztikai

szamitashoz.
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4.13 Azinsitu hibridizaciés képek kvantalasa

A radioaktiv in situ hibridizacié bizonyos hataron beliil linearis kapcsolatot ad az
MRNS szint és a jelintenzitas kozott (Chen C. C. és mtsai 2012).

A DIR és D2R mRNS expressziot autoradiografias, emulzioval fedett metszeteken
értékeltiik (Lanoue és mtsai 2013, Toth és mtsai 2008). A mikroszképos felvételeket
egy QlImaging QCam system (Quantitative Imaging Corporation, Surrey, Canada)
tipusu kameraval készitettiik, amelyhez a képalkotast egy Olympus BX51 mikroszkop
(Olympus) (objektiv: UPlan FLN 10x/0.30) biztositotta. Egy teriiletrél egy sotét- és egy
vilagos latoteres képet is készitettiink, ahol a vilagos latoteres képen azonositottuk be a
sejteket, a mérések viszont a sotétlatoteres képen torténtek. A sejt terliletén az
ezlistszemcsék slrliségét mértiik le €s a hattér levondsa utdn az expressziot atlagos
pixel/sejt formaban fejeztiik ki (Lanoue és mtsai 2013, Wittmann és mtsai 2015).

A TH prekurzor mRNS expresszios szintjét a Fujifilm Image Analyzer altal rogzitett
képrol értekeltiik (Vas és mtsai 2013).

Mindkét modszer esetén Imagel] program segitségével hatidroztuk meg az atlagos
sziirke-értékeket. Ez D1R esetén a Bregmaponttdl rostralisan szamitott 1,7 és 2,2 mm
kozott, harom metszeten, mig TH esetén a Bregmaponttol caudalisan szamitott 5,0-5,4
mm kozott hat metszeten tortént, bilateralisan. Az allatonként szamitott atlagot
alkalmaztuk a statisztikai szdmitdsokban.

A NAc-ben egyiittesen alkalmazott DI1R-jelolés és cFos immunhisztokémia
értékelése az immmunfestés értékelésénél leirt modszerhez hasonléan tortént (az
értékeléshez hasznalt képeket Olympus BX60 mikroszkoppal (objektiv: UPlan 20x%/0.50
Phl) fényképeztiik. A kétszeresen (cFos+DIR) jelolt sejteknek az Osszes cFos-pozitiv

sejthez viszonyitott aranyat szamoltuk ki.
4.14  Statisztika
A kisérleti csoportok méretét korabbi kisérleteinkbdl, illetve eldkisérletekbdl nyert
tapasztalataink alapjan hataroztuk meg (Konczol és mtsai 2012).

A statisztikai szamitasokat a Sigmastat 3.5 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA)

programot hasznalva végeztilk el. Kétutas Student-féle t-probat alkalmaztunk két,
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normal eloszlasu csoport Osszehasonlitasara, nem normalis eloszlas esetén Mann-
Whitney-U tesztet hasznaltunk. Amikor 3 kiilonb6zé csoport Osszehasonlitasara volt
sziikség, egyutas ANOVA-t végeztiink, Tukey post-hoc analizissel. Amikor nem-
paraméteres probara volt sziikség, az elébbi ANOVA-t Kruskal-Wallis teszttel
helyettesitettiik. Amikor tobb tényezé hatasanak Osszehasonlitdsdra volt sziikség,
kétutas ANOVAL, vagy egymast koveté mérések esetén kétutas ismétléses ANOVAL
hasznalunk, Tukey-féle post-hoc teszttel kovetve. Az esetleges korrelaciok feltarasa
esetén normalis eloszlasnal Pearson-féle, mig nem normalis eloszlasnal Spearman-
modszert hasznaltunk. A szamitasokat mindig az eredeti adatokon végeztiik (akkor is,
ha az abrazolas a kontroll %-aban mutatja az adatokat). A kiilonbségeket p <0.05 esetén
fogadtuk el statisztikailag szignifikansnak. Az adatokat atlag + atlag szorasa alakban
fejeztiik ki.
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5. Eredmények

5.1 Az FR allatok fejlodése

Az alacsony fehérjetartalma tap nem befolydsolta sem a vemhesség idOtartalmat
(NR: 22,6 + 0,2 nap és FR: 22,3 + 0,3 nap), sem az utdédok szamat (NR: 15,1 + 0,9 és
FR: 14,6 + 0,6 0jszilott allat). Az FR-ek sziiletési stlya azonban szignifikansan
alacsonyabb volt (11. a és b abra). Testtomegiik ezutan az els6 és a masodik, valamint a
negyedik héten sem érte el az NR csoport testtomegét. Eddigre az FR allatok stlyban
kezdtek felzarkozni az NR csoporthoz, az 5. héttdl mar nem kiilonbozott a testtomegiik.
A 11-14 hetes periddusban sem kiilonbozott a testtomegiik (11. abra b.), a kisérleteket
ekkor végeztiik (a kivételeket jelzem).

Az els6 élethéten az FR-ek lemaradtak a NR-ek mogott relativ, testtomegre
viszonyitott gyarapodas tekintetében (11. ¢ dbra.). A masodik, a harmadik, az 6todik és
a hatodik héten viszont gyorsabban gyarapodtak, mint az NR-ek (,catch up”
novekedés). Ezutan mar nem volt megfigyelhet6 kiilonbség.

Az allatok tapfelvétele eleinte nem kiilonb6zott, de az FR csoport a tizenegyedik
héttd] kezdve tobbet evett, mint a NR (11. d abra).

Ha az elfogyasztott tap mennyiségére viszonyitjuk a heti testtémegnovekedést, adatot
kapunk arrél, hogy ndvekedés szempontjabdol milyen mértékben hasznositjak a tapot az
allatok. Ez az ardny az 5. (NR: 0,48 + 0,02 és FR: 0,53 +0,04, p < 0,05) és a 6. héten
(NR: 0,36 £ 0,03 és FR: 0,41 +0,02, p < 0,001) kiilonbozott az FR allatok javara.

Az Echo MRI segitségével végzett testosszetétel mérés azt igazolta, hogy a 12 hetes
NR ¢és FR allatok nem kiilonboztek egymastol zsirdsszetételben, sovany testtomegben,

valamint a teljes- és szabadviz-tartalomban sem (3. tablazat).

3. tablazat. 12 hetes kisérleti dllataink testosszetétele MRI mérés alapjan.
Az adatok atlag + atlag szordasa alakban vannak megadva. Student-féle t-proba, n = 5.

(Durst és mtsai 2022)

. . . Teljes Szabad
Testtomeg (g) Zs1rog tomeg S9vany viztartalom viztartalom
(%) testtomeg (%) (%) (%)
NR 446 +17 14,3 £ 0,69 80,2 £ 0,73 67,0+ 0,70 0,32+ 0,02
FR 494 +9 16,3 + 0,94 77,5+ 0,95 64,6 £ 0,70 0,34 + 0,04
p 0,176 0,251 0,232 0,240 0,591
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11. dbra Az intrauterin fehérjeredukalt (FR) és nem fehérjeredukalt (NR) dllatok
testtomeg- és tapfelvételi adatai.

a. Illusztracio az ujsziilott dallatokrol: lathatoan kisebbek az FR fenotipus képviseldi. b.
Hetenkénti testtomegmérések eredménye. c. Heti testtomeg-novekedés az el6zé heti
tomeghez viszonyitva. d. A testtémegre vonatkoztatott tapfelvétel az elvailasztds utan. Az
adatok atlag + atlag szorasa alakban vannak abrazolva. n = 9-8, Student-féle T-proba,
illetve Mann-Whitney-féle U-proba, **p < 0,01, *p < 0,05 NR vs. FR. Roviditések: FR:
intrauterin  fehérjeredukalt;  NR: nem  intrauterin  fehérjeredukalt,  ttkg:
testtomegkilogramm.

(Durst és mtsai 2019)
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5.2 Magas élvezeti értékkel biré tap fogyasztasanak elemzése

A tapfelvételi jutalmi mechanizmusok vizsgalata céljabol igen izletesnek mindsiild,
cukrozott stiritett tejet kindltunk jollakott allatoknak. Az FR patkdnyok mind az
elokisérleti napon (NR: 6,16 +£ 0,9 g, FR: 15,11 £ 1,3 g; p <0,001), mind az ¢éles kisérlet
alatt (4. tablazat) tobbet fogyasztottak a CST oldatabol.

A tejivas alatt mutatott motorikus cselekmények mintazatanak elemzése az FR allatok
enyhe, nem szignifikdns ivasi id6 novekedését mutatta (p=0,071). Nem volt szignifikans
kiilonbség sem a kezdeti, illetve atlagos nyelvcsapasi frekvencia, sem a nyelvcsapasi

Klaszterek mérete, illetve hossza tekintetében (4. tiblazat).

4. tablazat. Jutalmi tapfelvétel finommotorikdjanak elemzése. Az adatok atlag + atlag
szorasa alakban vannak megadva. n = 8-9 a fogyasztott mennyiségre, n = 7-8 a tobbi

paraméterre. Student-féle t-probak. *p<0,05. (Durst és mtsai 2019)

CST - tapfelvétel kezdeti atlagos atlagos atlagos
fogyasztott | idétartama nyelvesapisi nyelvesapisi cluster méret | clusterhossz
m%in isé (mp) sebesség sebesség (nyelvcsapas) (mp)

yiseg P (nyelvesapas/mp) | (nyelvesapas/mp) y P P
NR| 9,5+1,1 342 + 40 6,3+0,1 6,2+0,1 59,3+5,6 9,6+ 1,0
FR | 14,1*+1,2 441 + 28 6,2+0,0 6,0+0,1 61,6+7,3 10,2+ 1,2

5.3 A taplalkozasi jutalom hatasa a cFos altal jelzett neuronalis aktivaciora

a NAc és a rostralis LHA teriiletén

A CST fogyasztasa kovetkeztében aktivalodd neuronokat cFos IHC segitségével
amely a jutalom motivacioés komponenséért felelds, €s a medialis shell régioban, amely
a motivacié mellett a ,liking” reprezentacios helye is, valamint az ezektdl ventralisan
fekvo teriileten (ventralis shell, ezt nem asszocialjak kiilon funkcidhoz) (12. a abra),
amely teriiletek azonositasaban Pecina és Berridge cikke volt segitségiinkre (Pecina és
Berridge 2005). Az atlagos cFos-pozitiv sejtszam nem kiilonbozott a csoportok kozott

egyik alrégioban sem (12. b abra).
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12. dbra A jutalmi tapfelvétel hatasara aktivalodott sejtek a nucleus accumbensben.

a. Paxinos (Paxinos és Watson 2007) nyomadn készitett sémds abra mutatia a nucleus
accumbens teriiletén elhelyezett, CFOS-pozitiv sejtek szamolasara alkalmazott 200 um x
200 um-es négyzetek (ROI) poziciojat. ROI1: medialis shell, ROI2: ventralis shell, ROl
3 és ROI4: core alrégio. A rostrocaudalis szint: a Bregmaponttol rostralisan 2,28 mm.
b. Az adott régié dllatonkénti dsszege csoportra vonatkoztatva. Atlag + dtlag szérdsa.
Student-féle t-proba. n = 8-9. Roviditések: Br: bregmapont; FR: intrauterin
fehérjeredukalt; NR: nem intrauterin fehérjeredukalt. (Durst és mtsai 2019)

Arra is kivancsiak voltunk, hogy vajon a jutalmi tapfelvétel tiikr6zodik-e valahogyan
az aktivalodott neuronok szamaban. Az elfogyasztott CST mennyisége €s a cFos-pozitiv
sejtszam kozott szoros, linearis, pozitiv korrelaciot talaltunk a medialis shell tertiletén
mind az NR, mind az FR csoportban. Mindazonaltal az FR csoportban tobb
elfogyasztott mennyiséghez tarsult ugyanannyi pozitiv sejt, mint a NR csoportban (13.
abra, fent).

A ’core’ régidoban csak az FR allatoknal talaltuk meg ezt a szoros korrelaciot (13.
abra, lent). A kontroll régioként hasznalt ventralis shell teriileten egyik csoportban sem

talaltunk hasonlo sszefiiggést (13. abra, kdzépen).
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13. dbra. Az elfogyasztott CST és az aktivalodott sejtek szamanak dsszefiiggése.

Az egyenes és a szaggatott vonalak a regresszios egyeneseket, valamint a 95 %-0S
konfidencia-intervallumot jelzik. Pearson, illetve Spearman-féle korrelaciés analizis. Az
abran lathato a korreldcios koefficiens (R) *p < 0,05, n = 8-9. Rov.: FR: intrauterin

fehérjeredukalt; NR: nem intrauterin fehérjeredukalt. (Durst és mtsai 2019)

A magas ¢élvezeti értékkel bir6 tap fogyasztasara bekovetkezd neurondlis aktivaciot a
medialis shell idegsejtjeinek vetitési teriiletén, a rostralis LHA régidjaban is
meghataroztuk. Korabbi irodalmi adatok alapjan (O'Connor és mtsai 2015) a ROI
analizist két alteriileten végeztiik el: egyrészt a fornixtol lateralisan, a PF teriiletén,
masrészt a tractus opticustdol medialisan, az LH teriiletén (14.a abra). A magasabb
jutalmi tapfelvételt mutaté FR allatoknak tobb sejt aktivalodott a PF régioban (14. b, ¢

abra). Az LH tertilet sejtjei hasonloképpen aktivalodtak a két csoportban (14. b, ¢ abra).
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14. dabra. A jutalmi tapfelvetel hatasa az LHA sejtaktivitasara

a. Paxinos (Paxinos és Watson 2007) nyomdan készitett sémds dabra mutatia a nucleus
accumbens teriiletén elhelyezett, cFos-pozitiv sejtek szamolasara alkalmazott 400 um x
caudalisan 1,92 mm. b. cFos immunhisztokémia mutatja a két teriiletet a két kisérleti
csoportban illusztrdacioként. Lépték: 50 um. c. A cFos-pozitiv sejtek szama
teriiletenként, csoportonként. Student-féle t-prébadk, *p < 0,05. Abrdazolas: dtlag + dtlag
szordsa. NR vs FR. n = 7. Roviditések: Br: bregmapont; f. fornix; FR: intrauterin-
fehérjeredukalt; LH: a lateralis hypothalamus lateralis teriilete; NR: nem intrauterin
fehérjeredukalt; opt: tractus opticus; PF: perifornicalis lateralis hypothalamicus area.
(Durst és mtsai 2019)

MCH- ¢és orexin-pozitiv sejteket nem talaltunk ezen a rostrocaudalis szinten (15. a
abra). Ettdl a teriilettdl caudalisan a fornix lateralis oldalan a cFos-pozitiv sejtek orexin-
¢s MCH-negativak voltak, mig a fornixtdl medialisan tobb cFos-pozitiv sejt orexinre

nézve is pozitiv lett (15.b abra).
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15. dbra. A jutalmi tapfelvétel altal aktivalt, a NAc-célteriiletekent azonositott LHA
neuronok nem mutattak koexpressziot sem MCH-val, sem orexinnel.

a. Dupla immunhisztokémia mutatja az MCH, illetve orexin hianydt a cFos-jelélt mag
koriil. b. cFos expresszio a LHA caudalis részén. Fehér nyilhegyek: szimpla cFos-
pozitiv sejtek. Fekete nyilak: cFos-negativ orexin, illetve MCH-pozitiv sejtek. Fekete
nyilhegyek: orexin és cFos duplan jelolodott sejtek. A festés NR allatokban késziilt.
Leépték: 50 um. (Durst és mtsai 2019)

Az elfogyasztott tipmennyiség és a LHA-alteriileteken aktivalodott sejtek szama kozott
is Osszefiiggést kerestiink. Szignifikans korrelaciot csak az FR allatok esetében talaltunk
az LH alteriilet cFos-pozitiv sejtjeinek mennyisége ¢és az ivott CST-mennyiség kozott

(5. tablazat).

S. tablazat. Az elfogyasztott CST és az aktivalodott sejtek szamanak osszefiiggése.
Pearson-féle korrelacios analizis. A tablazat feltiinteti a korreldacios koefficienst (R),

illetve a p-értéket, n = 7. Publikalatlan adatok.

PFA LH
NR FR NR FR
R 0,058 0,025 0,101 -0,869*
p 0,901 0,958 0,830 0,011
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5.4 A dopaminerg transzmisszi6 f6 elemeinek kiértékelése

A medialis shell alrégioban jelentdsen kevesebb DIR mRNS expresszalodott a
neuronok szomdjan FR allatokban a NR csoporthoz képest, de ilyen kiilonbséget a core
teriileten nem talaltunk (16. abra). A D2R tekintetében nem talaltunk kiilonbséget a

csoportok kozott egyik teriileten sem (17. abra).
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6. dbra. A dopamin 1-es tipusu receptor expresszidja a nucleus accumbens teriiletén.
Balra: In situ hibridizacio mutatja a dopamin D1-es receptoranak expressziojat a NAC
kiilonbozo teriiletein NR és FR allatban. Jobbra: dbrazolas: atlag + adtlag szorasa.
Student-féle t-préba. NR vs. FR p < 0,05. n = 6/csoport. Lépték: 100 um.

Roviditések: ca: commissura anterior; D1R: dopamin l-es tipusi receptora; FR:
intrauterin  fehérjeredukalt; m. shell: medialis shell; NR: nem intrauterin
fehérjeredukalt. (Durst és mtsai 2019)
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17. abra. A dopamin 2-es tipusi receptor expresszidja a nucleus accumbens teriiletén.
Balra: In situ hibridizacios reprezentativ képek a dopamin D2-es receptoranak
expresszidjarél a NAc kiilonbozd teriiletein NR és FR dllatban. Jobbra: Abrdzolds:
atlag + adtlag szordasa. Student-féle T-proba, illetve Mann-Whitney-féle U-préba
alapjan:N.S. n = 6/csoport. Lépték: 100 um.

Roviditések: ca: commissura anterior; D2R: dopamin 2-es tipusi receptora; FR:
intrauterin  fehérjeredukalt; m. shell: medialis shell; NR: nem intrauterin
fehérjeredukalt. (Durst és mtsai 2019)

A dopaminreceptorokon kiviil a preproenkephalin  mRNS expressziojat is

kiértékeltiik, de nem talaltunk kiilonbséget a csoportok kozott (18. abra).
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18. abra. A preproencepha mRNS erZiOJCl a nucleus accumbens teriiletén

Balra: In situ hibridizacio mutatja a preproenkephalin expresszidjat a NAc kiilonbozo
teriiletein NR és FR dllatban. Jobbra: dbrdzolads: dtlag + datlag szérasa. Student-féle t-
proba, illetve Mann-Whitney — U proba alapjan: N.S. n = 6-5. Lépték: 100 um.

Roviditések: ca: commissura anterior; FR: intrauterin fehérjeredukalt; m. shell:

medialis shell; NR: nem intrauterin fehérjeredukalt. Publikalatlan adatok.

A DIR immunhisztokémia a striatum és a NAc terliletén joval erdsebb DIR
expressziot mutatott, mint mas teriileteken, pl. az agykéregben (19. a abra). Az
immunfestés latszolag homogén jelet adott: a perikaryon, a dendritek, axonok nem
voltak megkiilonboztethetoek egymastol, ahogy ezt mar korabban is leirtdk (Levey és
mtsai 1993). A jel specifikussagat a primer antitest reakciésorbol vald kihagyasaval is
ellendriztiik: ekkor nem kaptunk értékelhetd jelet (19. b abra). A D1R-jel optikai
denzitasat megmérve a medialis shell teriiletén csokkent DIR expresszio igazolodott,

amely nem volt kimutathato a core teriiletén (19. ¢ abra).
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19. abra. DIR immunhisztokémia a nucleus accumbens teriiletén

a. A DIR homogén festédeést mutatott a striatum teriiletén. b. A primer antitest nelkiil
elvégzett immunhisztokémia jelzi, hogy az elobbi jel specifikus. c. A medialis shell
teriiletén csokkent a DIR expresszioja. NR vs. FR p < 0,05. n = 6/csoport. Student-féle
t-proba, illetve Mann-Whitney-féle U-proba. p < 0,05. Lépték: 250 um. Roviditések: ca:
commissura anterior; cx: cortex; FR: intrauterin fehérjeredukalt; m. shell: medialis

shell; NR: nem intrauterin fehérjeredukalt; st: striatum. (Durst és mtsai 2019)

A dopaminhdaztartas tovabbi vizsgalata céljabol megmértiik a TH precursor mRNS
expresszidjat a VTA teriiletén, amely kozvetleniil a transzkripcid mértékét jelzi.
Adataink azt mutattdk, hogy a TH génexpressziét nem befolyasoltdk a megvaltozott

intrauterin koriilmények (20. abra).
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20. dbra: A TH prekurzor mRNS expresszioja. a:. fent: a ventralis tegmentalis area
(VTA) teriilete Paxinos és Watson nyomdan a Bregmaponttol 5,04 mm-re caudalis
iranyban (Paxinos és Watson 2007). A sziirke teriilet a substantia nigrdt, a fekete a
VTA-t jeloli. Lent: Autoradiogrdfids kép a megfelelo szintii metszetrdl. Lathatd, hogy a
sémas képen jelolt teriileten van csak TH prekurzor mRNS expresszio, a tobbi teriileten
kizarolag a hattér ad jelet. b: a grafikon az atlag + dtlag szordsa értékeket mutatja.
Student-féle T-proba. n =6 [csoport. Roviditések: FR: intrauterin fehérjeredukalt; NR:

nem intrauterin fehérjeredukalt. (Durst és mtsai 2019)

55 A medialis shell-ben talalhato DI1R-pozitiv neuronok jutalmi

tapfelvételben valo szerepe

A jutalmi tapfelvétel altal aktivalt neuronok és a DIR-expresszid intrauterin
alultaplalas hatasara torténd megvaltozasat a kordbbi eredmények megalapoztak, de a
két eredmény kozotti kapcsolatot még nem lehetett bizonyitani. Ennek vizsgalatara
normalisan taplalt allatokkal (NR) ujra elvégeztiik a jutalmi tapfelvétel értékelésére
szolgalo kisérletet, hogy a D1R és a cFos kolokalizaciojat értékelhessiik a medialis shell
teriiletén. Az aktivalodott, cFos-pozitiv neuronok tobb mint 2/3-a (69 + 4 %) expresszalt
D1R mRNS-t is (21. a abra). Itt is ki tudtuk mutatni az erés linearis korrelaciot az
elfogyasztott CST mennyisége €s a cFos-pozitiv sejtek szama kozott (21. b éabra).
Azonban, amikor a D1R-pozitiv és DI1R-negativ cFos-jelolt alpopulaciokat kiilon

vetettiik ald a korrelacios analizisnek, az eredmény azt mutatta, hogy csak a D1R-t
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expresszald idegsejtek szama ardnyos az elfogyasztott magas élvezeti értékkel bird

tappal (21. c, d abra).
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21. abra. A jutalmi tapfelvétel aktivalta medialis shell neuronok és a D1R kapcsolata.

a. A c-fos-pozitiv neuronok kb. 69 %-a expresszal DIR-t. EQy-egy példa kép mutatja a
D1R-t expresszdlo cFos-pozitiv neuront (magas szemcsestiriiség) és a DIR-t nem
expresszalo cFos-pozitiv neuront (alacsony, basalis szintii szemcsestiriiség). b-d. Az
osszes cFos-pozitiv sejtszam (b), a DIR- és cFos dupla pozitiv sejtszam (c), és a cFos-
porzitiv, de DIR-negativ sejszam (d) az elfogyasztott cukrozott tej fiiggvényeben. N=6.
Jelmagyarazat: Az egyenes vonalak a linedris regresszio egyenesét, mig a szagatott
vonalak a 95%-os konfidencia intervallumot mutatjik. Pearson-korrelacios analizis, R:
korrelacios koefficiens. *p < 0,05, n=6. D1R: dopamin 1-es tipusu receptor.

(Durst és mtsai 2019)

A DI1R-nak a taplalékfelvételi jutalmazasi rendszerben betdltott szerepe
vizsgélatahoz egy szelektiv D1R agonistat, SKF-82958-at juttattunk be NR éllatok jobb
alkalmazott mennyiségek (0,5 és 3 ug) jelentésen csokkentették az elfogyasztott CST
mennyiségét, (22. b abra), valamint a tapfelvétel idotartamat (5. tablazat). A kiilonb6zo

dozisok hatasa kozott nem volt szignifikans kiilonbség.
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22. abra. A D1R-agonista, SKF-82958 hatdasa a jutalmi tapfelvételre.

a. Az abra mutatja az analizisbe keriilt allatokban a lokalis injekcio kozpontjat. Abban
az esetben, ha nem a medialis shellben volt az injekcio kozpontja, az dllat adatait
kivettiik az elemzésbol (ezek nem szerepelnek az abran). Az abra Paxinos munkdja
nyoman késziilt (Paxinos és Watson 2007). A szamok a Bregmatol valo tavolsdgot jelzik
rostralis iranyban, mm-ben. A szimbolumok a beadott anyag entitdsat jelzik, az dbra
folétt jelezve. b. Egyutas ANOVA. F 17y = 10,793. p = 0,001. Tukey-féle post-hoc teszt:
*n < 0,01. Atlag + dtlag szérdsa. N = 6. Roviditések: DIR-agonista: dopamin 1-es

tipusu receptor agonista, SKF-82958; Fiz. so: fiziologias sooldat. (Durst és mtsai 2019)

A csokkent tapfogyasztassal Osszefliggésben, a medialis shell-beli D1R-stimuléci6 a
LHA teriiletén is a cFos-pozitiv neuronok szamanak csokkenéséhez vezetett. A két

dozis hasonld mértékben hatott és a csokkenés mindkét vizsgalt régioban latvanyos volt
(23. abra).
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23. abra. A medialis shell régioba injektalt DIR agonista, SKF82958 hatdsa a lateralis
hypothalamus sejtaktivdciojara jutalmi tapfogyasztas alatt.

a. Immunhisztokémiai képeken lathato a két vizsgalt LHA-teriilet, a perifornicalis és a
lateralis alteriilet CFOS-pozitiv sejtmagjainak eloszldsa. Lépték: 50 um. b. Egyutas
ANOVA. PF: F(,17) = 6,006, p = 0,012. LH: F.16) = 15,426, p < 0,001. Tukey post-hoc
teszt: *p < 0,05. Atlag + dtlag szérdsa. n = 6. Roviditések: DIR: dopamin 1-es tipusii
receptor, Fiz. so: fiziologias sooldat; LH: a lateralis hypothalamicus teriilet lateralis

része; PF: perifornicalis lateralis hypothalamus. (Durst és mtsai 2019)

A D1R-agonista beadasa nem befolyasolta szignifikansan a tapfogyasztasi mintazat
"liking’-gal Osszefliggésbe hozhato elemeit, mint a kezdeti és az atlagos nyelvcsapasi
frekvenciat, az atlagos klaszterhosszt és klaszter idétartamot (6. tablazat).

6. tablazat. A DI1R-agonista utan  tesztelt  jutalmi  tapfelvétel
finommotorikdjanak Egyutas ANOVA,

Tapfelvétel idétartama: F17y = 7,93. p = 0.004. Tukey-féle post-hoc teszt: *p < 0,05.

injekcio

elemzése. illetve Kruskal-Wallis proba.

Az adatok atlag + atlag szordsa alakban vannak megadva. n = 6. (Durst és mtsai 2019)

, \ kezdeti atlagos atlagos .
tapfelvétel . ‘. atlagos
. nyelvcsapasi nyelvesapasi klaszter
idétartama ) . . klaszter-
(mp) sebesség sebesség méret hossz (mp)
(nyelvesapas/mp) | (nyelvesapas/mp) | (nyelvesapas)
Fiziologias | 405 4 29 6,6+ 0,1 6,5+0,1 683+59 | 10,5+08
sooldat
0,5 ng SKF- | 53941 42 70403 6,6+ 0,2 599495 92414
82958
3 ng SKF- "
82058 181* £ 50 7,3+0,1 6,9+0,1 52,4+7,9 75+1,0
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5.6 Az FR illatok cukorhaztartiasanak vizsgalata
Az intrauterin alultaplalt allatok vizsgélatat intraperitonedlisan beadott gliikoz és
inzulin hatésara valtozo vércukorszint mérésével folytattuk. 6 hetesen még nem volt
kiilonbség sem a beadott gliikoznak, sem a beadott inzulinnak hatisara kialakulo

valtozasokban a csoportok kozott (24. abra).

Q
(o

ipGTT ipITT
g 15 1 - ]
£ Q £ 4 R
S 10 1 5 37 S
e e
S 5 3 2] NR
O -1 —_ — - n
\© O 17 FR
> >
0 15 30 60 90 120 150 0 15 30 60 90 120 150
Eltelt id6 (perc) Eltelt id6 (perc)

24. dbra. Intraperitoneadlis gliikoz- (IpGTT) (a) és inzulinteszt (ipITT) (b) 6 hetes
allatoknak. n = 8. Révidités: FR: intrauterin fehérjeredukalt; NR: nem fehérjeredukalt.
(Durst és mtsai 2022)

Azonban a 12. héten végzett mérések azt mutattdk, hogy az FR allatok
gliikkdztolerancidja és inzulinérzékenysége is lecsokkent a NR csoporthoz képest (25.
abra). Raadasul, ha a két teszt elott kozvetleniil mért €éhomi vércukorértékeket (,,0.
1dépont”) dsszevonjuk, akkor lathatd, hogy az FR éllatok 12 hetesen méar magasabb
vércukorértékkel rendelkeznek, mint NR tarsaik (NR: 5,09 + 0,12 mmol/l, FR: 5,77 +
0,14 mmol/l, Student-féle t-teszt, p < 0,001).
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25. abra. Intraperitonedlis gliikoz- (ipGTT) (a) és inzulinteszt (ipITT) (b) 12 hetes
allatoknak. a. Kétutas ismételt méréses ANOVA, fenotipus hatdsa: F1,18) = 6,494, p =
0,023, id6 hatdsa: Fs,78) = 87,342, p < 0.001, interakcio: Fe ) = 2,972, p = 0,011. b.
Kétutas ismételt méréses ANOVA, fenotipus hatasa: Fugy = 18,714, p < 0,001, ido
hatdsa: Fs s1) = 93,725, p < 0,001. Tukey-féle post-hoc tesztek. *p < 0,05 Atlag + dtlag
szorasa. N = 8. Rovidités: FR: intrauterin fehérjeredukalt, NR: nem fehérjeredukalt.
(Durst és mtsai 2022)

5.7 Nucb2 génexpresszié a hypothalamusban

In situ hibridizacioval megvizsgéaltuk a nesfatin-1 fehérje prekurzoranak, a Nucb2
fehérje mRNS-ének az expresszidjat a hypothalamus kiilonboz6 teriiletein. Ujsziilott
patkany agyaban a Nucb2 minden vizsgalt teriileten kimutathato volt, de nem volt
génexpresszios kiilonbség a csoportok kozott (26. abra). Ezzel ellentétben, felnétt, 12
hetes allatokbol szarmazo agyakon a PVN, ARC és LHA teriiletén magasabb

expresszios szintet mértiink (27. abra).
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26. dbra. Nuch? in situ hibridizdcio ujsziilott dallatban.

a. Paxinos és Watson atlasza (Paxinos és Watson 2007) alapjan Késziilt sémds dbra
mutatja azon hypothalamicus magok elhelyezkedését, ahol a mérés tortént. A coronalis
metszetek Bregmatol valo tavolsdagat jelzi az abra. b. Autoradiografias képen lathatoak
ugyanezen szintek Nucb2 ISH utan. C. Oszlopdiagram szemlélteti a Nucb2 mRNS szintjét
vjsziilott allatokban a kiilonbozé hypothalamicus magvakban. Atlag + dtlag szérdsa. n
= 4-6. Roviditések: 3k: harmadik agykamra; ARC: nucleus arcuatus; FR: intrauterin
fehérjeredukalt, LHA: lateralis hypothalamus, NR: nem fehérjeredukalt;, PVN: nucleus

paraventricularis; SON: nucleus supraopticus. (Durst és mtsai 2022)
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21. abra. Nucb?2 expresszioja felnott allatban.

a. Autoradiogrdfias képen lathatéak a vizsgalt szintek eQy-egy NR és FR dllatbol Nuch?2
in situ hibridizdacio utan. b. Oszlopdiagram szemlélteti a Nucb2 mRNS szintjét felndtt
dllatokban. Student-féle t-préba, illetve Mann-Whitney U-préba, *p < 0,05. Atlag +
atlag szordasa. n = 4-6. Roviditések: 3k: harmadik agykamra; ARC: nucleus arcuatus;

FR:  intrauterin  fehérjeredukalt; LHA: lateralis hypothalamus;, NR: nem
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fehérjeredukalt; PVN: nucleus paraventricularis;, SON: nucleus supraopticus. (Durst és

mtsai 2022)

5.8 A nesfatin-1 hatasa a tap- és vizfelvételre

Icv nesfatin-1-et juttattunk 12 hetes patkanyokba a sotét, aktiv periddus kezdetekor
¢s egy ¢jszakan keresztiil mértiik a tap- és vizfogyasztasukat. Mig a nesfatin-1 NR
allatokba beadva a vivOanyaghoz képest az elsd, majd a masodik 4 Oraban is
csOkkentette a tap- €s vizfogyasztast, az FR allatoknal ezt nem tapasztaltuk (28. abra).
Ugy tiint, hogy nem reagalnak ugy a nesfatin-l-re, mint az normalis, tehat tap- és

vizfelvétel tekintetében rezisztensek a hypothalamicus nesfatin-1 hatasra.

68



DOI:10.14753/SE.2023.2767

a b
35 | 80 - ] rFiz. so.
70 - :
5 30 - 1 o CJ Nesfatin-1
© 25 # 80 1
> 1 >
3o 5o 01 L
5 X 20 A g =X *
= NZE 40 -
TS 15 * >3 I
-~ £ — 30 A1
g 10 g 20
5 1 J_‘ 10
0 0
c NR FR d NR FR
25_ 50'
— ©
O i = 40 -
? P71 L I 2 T *
— GJ O'J |
%_@ 15 1 N 2 30 T
< N
Nl * >"‘6~.J
= D 10 - o~ 20 -
< ©
2 5 [ < 10
0 0
NR FR f NR FR
e
80 1
© 30 - # % 70 1
‘0 r 2 60 -
O 0 o 1
52 2 D §E T
© £ 1 S 404 T
=) c 2 T
o = -[ -q-u 30 -
S. 10 < 20 |
(e 0] o 10 A
0 0
NR FR NR FR

28. abra. Az akut icv nesfatin-1 (25 pmol), illetve a vivéanyagként hasznalt fiziologids
sooldat hatasa a nem intrauterin fehérjeredukalt (NR) és az intrauterin fehérjeredukalt
(FR) patkanyok éjjeli tap- és vizfelvételére.

0 a nesfatin-1-beadas idopontja. a és b: Az elsé négy oraban mind a tap- (a), mind a
vizfelvétel (b) csokkent nesfatin-1 hatasara NR allatokban, F allatokban nem. Kétutas
ANOVA, tapfelvétel: kezelés hatasa: Faie) = 10,43, p = 0,005, kezelés x fenotipus
interakcio: F(1,16) = 6,530, p = 0,021, vizfelvétel: kezelés x fenotipus: F1,16) = 5,66, p =
0,03. ¢ és d: 4-8 h. Kétutas ANOVA: tapfelvétel, kezelés hatasa: Fa,16) = 16,85,
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p<0,001, vizfelvétel: kezelés hatasa: F16) = 8,51, p<0,01. e és f: 8-12 h. tapfelvétel:
kétutas ANOVA, fenotipus hatdsa: F,16) = 5,04, p = 0,039; NR vs. FR a nesfatin-1-
kapottakon beliil: p = 0,041. Tukey post-hoc tesztek. *p < 0,05 vs. NR-fiz.so. #p < 0,05
vs. NR-nesfatin-1. A grafikon az datlag + dtlag szordasat mutatja. n = 5. (Durst és mtsai
2022)

5.9 A nesfatin-1 hatasa a hypothalamus éhezés-indukalta sejtaktivaciéjara

Tovabbi kérdésként felmeriilt, hogy tudunk-e azonositani a hypothalamusban egy
olyan sejtcsoportot, amely aktivalodasa szintén zavart szenved orexigén hajtoerd
(tapfelvételi késztetés) alatt nesfatin-1 hatdsara. Négy hypothalamicus régié (ARC,
PVN, SON, LHA) sejtjeinek aktivalodasat mértiik le cFos markerrel, nesfatin-1 icv
beadasa utan, amely 24 6ras ¢hezetetés végén tortént. Azt lattuk, hogy egyediil az ARC
régidoban valtozott, nevezetesen csokkent a cFos-pozitiv sejtek szama a nesfatin-1
hatasara NR allatokban. Ez a csdkkenés azonban nem volt kimutathaté FR éllatok
esetén, tehat az FR allatok rezisztensek voltak icv beadott nesfatin-1-re (29. abra). Ez az
eredmény a tapfelvételre vonatkozd nesfatin-rezisztencidval egyiitt vilagosan mutatja,
hogy a nesfatin-1 jelatvitel valamilyen modon sériil az intrauterin alultaplalt allatokban.
A PVN, SON, LHA teriiletén nem tapasztaltunk sejtaktivaciods kiillonbséget a csoportok
kozott (30. abra).
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29. dbra. A cFos expresszioja az ARC-ban éheztetett, nesfatin-1-kezelt allatokban.

a. cFos immunhisztokémiai képek a jelzett kisérleti csoportokbol az ARC teriiletén. b.
Oszlopdiagram mutatja a kétutas ANOVA eredményet. A kezelés hatdasa: F1,24) = 5,743,
p = 0,025 kezelés és fenotipus interakcioja: Fu24) = 7,671, p = 0,011. Tukey-féle post-
hoc teszt: *p < 0.05 vs. NR- fiz. s6; #p < 0,05 vs. NR-nesfatin-1. Atlag + dtlag szérdsa,
n = 7. Lépték: 200 um. Roviditések: fiz. so.: fiziologidas sooldat (vivéanyag, illetve
kontroll oldatként); FR: intrauterin fehérjeredukalt; NR: nem fehérjeredukalt. (Durst és
mtsai 2022)
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30. dbra. A cFos expresszioja a hypothalamus PVN, SON, LHA teriiletein éheztetett,

nesfatin-1-kezelt dllatokban

a, d, f: cFos immunhisztokémiai képek a jelzett kisérleti csoportokbol a PVN ()

alteriileteivel, az SON (d) korberajzolasdval és a LHA (f) kozepével, jelezve a fornixot.

b-c. Oszlopdiagram mutatja a PVN két jelzett alteriiletének, a SON és a LHA adatait.
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Lépték: 300 um. Roviditések: ARC: nucleus arcuatus; fiz.so..: fiziologias séoldat; fo:
fornix; FR: intrauterin fehérjeredukalt; LHA: lateralis hypothalamus; MC:
magnocellularis; NR: nem intrauterin fehérjeredukalt; PC: parvicellularis;
PVN:nucleus paraventricularis; SON: nucleus supraopticus; ventr: ventralis. (Durst és
mtsai 2022)

5.10 A krénikus centralis nesfatin-1 kezelés cukorhaztartasra valé hatasa

Kovetkezd kérdésként feltettilk, hogy vajon a cukorhaztartds FR patkanyokban
tapasztalt elvaltozasai Osszefiigghetnek-e a tapasztalt nesfatin-1 rezisztenciaval. Mivel
irodalmi adatok arra utalnak, hogy az egyszeri, 25 pmol centralis nesfatin-1 beadasnak
nincs szamottevo hatasa a vércukorszintre (Li és mtsai 2013, Su és mtsai 2010), 7 napos
icv nesfatin-1 kezelésnek vetettiik ala allatainkat (70 pmol/nap). Feltételeztiik, hogy a
kronikus kezelés nesfatin-rezisztencidt okoz és az NR allatok kezelése utan elvégzett
cukor- és inzulintesztek ugyanazt az eredményt adjak, mint a nesfatin-1-rezisztens FR
allatok GTT és ITT tesztjei. NR allatainkban a kezelés lathatoan lerontotta a miitétbol
vald felépiilés sebességét (0-6 nap testtomeg-valtozas; vivoanyag-kezeltek: 1 + 3,2 g,
nesfatin-1-kezeltek: -14,8 + 2,4 g, p = 0,034). A nesfatin-1-kezelés az NR allatok
tapfelvételét is lecsokkentette (31. a abra). Az ipGTT és az ipITT, amely teszteket a
kronikus kezelés végén végeztiink el, emelkedett gliikoztoleranciat (31. b abra) és

inzulinérzékenységet (31. ¢ abra) igazolt a nesfatin-1-kezelt allatokban.
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31. dbra. Kronikus centralis (icv) nesfatin-1-infuizioé hatasai NR dllatban.
A nulladik nap a minipumpa implantaciot és a nesfatin-1 infiizio kezdetét jelenti.
a. Testtomegre vonatkoztatott tapfelvétel a vivéanyagot kapott csoport értékeinek %-
aban. Student-féle t-proba, aCSF vs. Nesfatin-1, 1. nap:*p = 0,013, 2. nap: *p = 0,007,
4. nap: *p = 0,003. b. ipGTT a vivéanyagot kapott csoport értékeinek %-daban. Kétutas
ANOVA, a fenotipus hatasa: Fq,e0) = 17,554, p = 0,002, az ido hatasa: Fs,e0) = 81,649,
p < 0,001, az id6 és a fenotipus interakcioja: Fe, e0) = 3,760, p = 0,003. c. ipITT a
vivéanyagot kapott csoport %-aban. Kétutas ANOVA, a fenotipus hatasa: Faeo) =
19,324, p = 0,001, az id6 hatdisa: Fe, e0) = 23,382, p < 0,001. Tukey-féle post-hoc
tesztek (b és c¢). aCSF vs. Nesfatin-1 *p < 0,05. Az adatok az aCSF-kezelt csoport
atlaganak %-aban + dtlag szordsa vannak dabrdazolva. n = 6. Roviditések: aCSF:
mesterséges agy-gerincveldi folyadék, \pGTT: intraperitonealis gliikoztolerancia teszt;

ipITT: intraperitonealis inzulintolerancia teszt. (Durst és mtsai 2022)

A kezelést megismételtiik FR allatokon, feltéve a kérdést, hogy vajon az esetiikben

akutan kimutatott nesfatin-1 rezisztencia kronikus nesfatinkezelés esetén érvényesiil-e a
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tapfelvétel és a cukorhaztartas tekintetében. A miitott FR allatok nagyjabol ugyantgy
regeneralodtak (0-6 nap testtomeg-valtozas; vivoanyag-kezeltek: 2,2 + 2,1 g, nesfatin-1-
kezeltek: 5,3 + 4,8 g, p = 0,557). Erdekes modon a nesfatin-1-kezeltek tapfelvétele az
elsé és a negyedik napon alacsonyabb volt, mint a vivoanyagot-injektalt csoportnak (32.
a abra). Azonban sem az intraperitonealisan alkalmazott gliikoz, sem az intraperitonealis
inzulin hatasara nem kiilonb6zott a vércukorgorbe a két kezelési csoport kozott az FR

allatokban (32. b abra).
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32. abra. Kronikus centrdlis (icv) nesfatin-1-infiizio eredményei FR dllatban. A nulladik
nap az minipumpa implantdciot és a nesfatin-1 infuzio kezdetét jelenti.

a. Testtomegre vonatkoztatott tapfelvétel a vivéanyagot kapott csoport értékeinek %-
aban. Student-féle t-proba, aCSF vs. Nesfatin-1, 1. nap:*p = 0,029, 4. nap: *p = 0,011.
b-c. IpGTT (b) és pITT (c) Kétutas ANOVA. Az adatok az aCSF-kezelt csoport
atlaganak %-aban + dtlag szordsa vannak dabrazolva. n = 6. Roviditések: aCSF:
mesterséges agy-gerincveloi folyadeék,; ipGTT: intraperitonealis gliikoztolerancia teszt;

IpITT: intraperitonealis inzulintolerancia teszt. (Durst és mtsai 2022)
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6. Megbeszélés

6.1 FR modelliink fejlédési jellemzdi

A jutalmi tapfelvétel és a Nucb2/nesfatin-1-haztartas vizsgalatat allatmodellen
végeztiik. Olyan Aallatmodellt szerettiink volna hasznélni, amely idésebb korban
hajlamos metabolikus betegségek, kiillonésen 2TDM kialakulasara. Ismert, hogy az
intrauterin  alultdplalas talevéshez, illetve a téplalék jutalmi értékelésének
megvaltozasahoz vezethet (Desai és mtsai 2005, Laureano és mtsai 2016, Tonkiss és
mtsai 1990, Vickers és mtsai 2000). A ,takarékos fenotipus™ hipotézis alapjan (Barker,
Gluckman, és mtsai 1993) az FR allapot a szervezet egészének prediktiv adaptiv valasza
keretében a szervek alternativ metabolikus programozasat okozza a tapanyagok lehetd
leghatékonyabb hasznositasa érdekében. Ennek egyik jele az intenziv ,,catch-up”
(felzark6z6) novekedés.

Nagyon sok intrauterin alultaplalt modell 1étezik (Martin-Gronert és Ozanne 2007).
Az altalunk hasznalt, intrauterin fehérje alultaplalassal eldallitott fenotipus jol modellezi
a késon jelentkezd, metabolikus szindromaval tarsuld elhizast (Ozanne és mtsai 2005).
Fontos azonban hangstlyozni, hogy ennek az allapotnak a felndttkori megjelenése
nagyban fligg a sziiletést kovetd taplalastol (Coupe és mtsai 2009, Lim és mtsai 2011).
Ha kozvetlentil a sziiletés utan az anyaallat Gjra normal tapot kap, a kolykok hamar
utolérik normal tarsaikat, tehat a ,,catch-up” novekedés hamar kovetkezik be. Ha
azonban az anyat a szoptatas alatt is csokkentett fehérjetartalmu (vagy mas szempontbol
redukalt) tapon tartjuk, késén kovetkezik be a ,catch-up” nodvekedés. A késén
bekovetkezd ,,catch-up” novekedes, illetve a magas kaldriatartalmu ételek elérehozzak a
metabolikus szindroma megjelenését (Coupe és mtsai 2009, Vickers és mtsai 2000),
mig ezen faktorok hidnya késébbre tolja azt (Erhuma és mtsai 2007, Lim és mtsai
2011).

A mi kisérleti alanyaink olyan fiatal feln6tt allatok voltak, amelyek anyja a sziiletés
utan visszakapta a normal tapot, Oket pedig az elvalasztastol kezdve normal
patkanytappal etettiink. Ennek megfelelden a ,,catch-up” ndvekedés koran kezdddott, de
még nem az elsd héten. A sziiletéskor ugyanis az FR csoport tagjai kisebbek voltak,

mint az NR-¢ek, igy gyengébbek is (11. a abra). Ez tiikr6z6dott az els6 hetes gyarapodasi
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adatokban, amikor testtomegre viszonyitva sokkal kevesebbet gyarapodtak, mint az NR-
ek (11. c abra). A masodik hétre viszont megerdsddtek, és a masodik, harmadik, 6t6dik
¢és hatodik héten is tobbet néttek, mint a nem-alultaplalt csoport. Mivel a negyedik
héttél végzett tapfelvétel-mérés nem mutatott kiilonbséget a csoportok kozott, jobb
taphasznositast feltételezhetiink az 6tddik és hatodik héten. Erre utal az ebben az
iddszakban egységnyi tapfelvételre szamitott gyarapodasnak FR-ekre jellemzd tobblete
is. Az anabolikus folyamatokr6l még pontosabb képet metabolikus ketrec hasznalataval
kaphattunk volna. Mivel ilyen adataink nincsenek, az anabolikus folyamatok tovabbi
elemzésébe nem bocsatkozhatunk. Latszik tehat, hogy FR allataink n. korai ,,catch-up”
novekedést mutattak, tehat a korabban emlitett irodalmi adatok szerint késoi
metabolikus eltérések jellemzdek rajuk. Hyperphagiat, talevést azonban csak a 11.
héttdl lehetett megfigyelni az ¢ esetiikben (11. d dbra). A kisérleteket azért jellemzden a
12-14 hetes életkorban végeztiik, mert ezek az allatok mar kifejlett, feln6tt allatoknak
szamitanak, esetilkben a hyperphagia is megjelent, azonban testtomegiikben még nem
kiilonboztek kontroll tarsaiktol. Ez azért is fontos, mert a testtdmeg szdmos olyan
tényezOt befolydsol, amelyek részt vesznek a metabolizmusban, de igy mi az eltérd
testtomeg oksagi befolyasatol eltekinthettiink.

A fentieken tal FR modelliink még arrol is ismert, hogy az allatok még 9 honaposan
IS normalis lipidprofillal, normalis postprandialis vércukor- ¢és inzulinszinttel
rendelkeznek. Komoly eltérés az elobbi paraméterekben késébb varhatdé (Coupe és
mtsai 2009, Erhuma és mtsai 2007). A zsirtdomeg mérete szintén nem kiilonbozik még
ekkor (Bellinger ¢s mtsai 2006, Bieswal és mtsai 2006), amelyet sajat MRI-mérésiink is
alatdmaszt (3. tablazat). Ezek a jelenségek arra utalnak, hogy ebben az ¢letkorban a
metabolikus szabalyozasnak még elég mozgastere, lehetdsége van arra, hogy a kezd6do
metabolikus eltéréseket korddban tartsa. J6 példa erre a zsirdis tap preferencidja,
amelyet a Bevezetésben részletezett korabbi kisérleteinkben mutattunk ki. Bar az FR
allatok tobbet ettek zsirdus tapbol 12 hetes korban, a parhuzamosan adott normal tapbol
viszont kevesebbet, tehat az Osszes kaloriabeviteliiket igy kordaban tudtak tartani (8.
abra) (Durst és mtsai 2022). Kérdésként felmertilhet, hogy hogyan lehet az, hogy abban
a kisérletben az Gsszesitett kaloriabevitel nem kiilonb6zott a csoportok kdzott, mig jelen
méréseink a 11. héttdl hyperphagiat mutattak. A két mérés kozé azonban ilyen

értelemben nem lehet egyenldségjelet tenni, hiszen jelenleg targyalt, normal tapfelvétel-
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mérésiinkben csak egyféle tapot fogyasztottak az allatok, zavartalan, megszokott
kornyezetben, mas befolyasold tényezd nélkiil, tehat a mérési koriilmények tobb
tényezdben kiilonboztek.

A modell tulajdonsagairdl dsszefoglaldsként elmondhat6, hogy klinikai mértékben
nem alakultak ki eltérések a vizsgalt életkorban. Ez azért fontos, mert igy azokat a
folyamatokat tudtuk vizsgalni, amelyek megelézik a késébb kialakulo klinikai
eltéréseket ¢és nem kellett elkiiloniteniink Oket a betegségeket kovetd, kisérd

valtozasoktol.

6.2 A jutalmi tapfelvétel értékelése

Amikor a kisérleti allatoknak a jutalmi tapfogyasztasat vizsgaltuk, az FR allatok
jelentésen tobbet fogyasztottak a magas élvezeti értékkel birdé CST-bdl, mint kontroll
tarsaik (4. tablazat). Az a tény, hogy jollakott allatok nappal, nem a normalis tapfelvételi
idejlikben rovid id6 alatt jelent6s mennyiséget fogyasztanak az édes tapbol, 6nmagaban
a jutalmi tapfelvétel fokozott jelenlétére utal, mégpedig elsdsorban a ,wanting”
vonatkozasaban (Berridge 1996). Tonkiss és munkatarsai egy operans kondicionalasi
feladatot hasznald kisérletiikrdl leirtak, hogy az FR allatok magasabb vélaszkészséggel
reagalnak cukoroldatra, mint a kontrollok (Tonkiss és mtsai 1990), ami ugyanigy,
fokozott motivaciot jelent. Abbol kiindulva, hogy a jutalmi mechanizmus két alapeleme
a ,liking” és a ,wanting” egyliitt hatarozzak meg a fogyasztast, mi a ,liking”
paramétereit szerettilk volna kozelebbrdl megvizsgalni (Davis és Smith 1992, Dwyer
2012). A nyelvcsapasi klaszterek mérete és a kezdeti nyelvcsapasi frekvencia az
izletességre valo hedonikus valaszként azonosithatd (Davis és Smith 1992, Smith 2001).
Ezen paraméterek azonban nem kiilonboztek szignifikansan kisérleti csoportjaink kdzott
(4. tablazat), igy nem tartjuk valosziniinek, hogy az FR allatoknal fokozott hedonikus,
azaz ,liking” reakcid jatszana fontos szerepet a jutalmi tapfelvételben tapasztalt
kiilonbségben. Fenti tényezok, illetve a késobbiekben részletezendé dopaminreceptor-

valtozas egyarant a ,,wanting” tényez0, a motivacios aspektus megvaltozasat sugalljak.
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6.3 A jutalmi tapfelvétel hatasa a nucleus accumbens sejtaktivaciojara

Az édes iz magas élvezeti értékkel bir és intenziv neuronalis aktivaciot okoz az
accumbens mag teriiletén (Hajnal és mtsai 2009). Az aktivalodott sejtek mennyisége
fiigghetne a helyben leadott dopamin mennyiségétdl, hiszen példaul a dopaminleadés
egyenesen aranyos az elfogyasztott cukor mennyiségével patkanyok esetében (Duong és
Weingarten 1993, Hajnal és mtsai 2004). Mi azonban a NAc egyik alteriiletén sem
lattunk magasabb szamt cFos-t kifejez6 sejtmagot az FR allatoknal, amelyek (fokozott
motivacio mellett) tobb CST-et fogyasztottak (12. abra). Tehat nem mondhatjuk, hogy a
tobb magas ¢élvezeti értékkel bird tap felvétele erésebb sejtaktivacios valaszt valtott Ki
beldliik. Ehelyett az alteriiletek aktivalodé neuronjainak szdmat és az elfogyasztott CST
mennyiségét allatonként egymashoz viszonyitva kideriilt, hogy egyéni Gsszefiiggés van
az elfogyasztott élvezetes tap €s a medialis shell teriiletén aktivalodd sejtek szama
kozott (13. abra). A neuronok aktivacidja egyenesen aranyos az elfogyasztott édes
tappal. Tehat a cFos az elfogyasztott jutalmi tdp egyfajta ,lenyomata” a medialis
shellben. Azonban ha a cFos ,lenyomat”, akkor az egységnyi elfogyasztott CST-re
kiilonbozé cFos-mennyiség esik a két csoportban. Tehat az FR medialis shell régioja
csokkent érzékenységgel rendelkezik a jutalmi tapfogyasztasra, hiszen a kontrollban
aktivalodo neuronmennyiséget csak magasabb CST elfogyasztasaval tudja elérni. Azt is
kimutattuk, hogy ezekben a sejtekben jellemzden D1R fejezddik ki (21. abra).

A ventralis shell aktivaléddé neuronjainak szdma nem korreldlt az elfogyasztott
tapmennyiséggel, ami hipotéziiinket megerdsitette, hiszen ez a teriilet nem szerepel
jutalmat reprezental¢ teriiletként (Castro és mtsai 2015). A core viszont igen, mégpedig
a ,,wanting” vonatkozasaban. Ebben az almagban azt lattuk, hogy a kontrolloknal nem
volt Osszefliggés, az FR 4llatoknal viszont magas korrelacié mutatkozott a tap és a cFos-
pozitiv sejtek szdma kozott. Eltérden reagaltak tehat a két csoport allatai, amely szintén

arra utal, hogy mas szerepet jatszott a motivaciés komponens a tapfelvételben.
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6.4 A dopaminreceptorok expresszidja a nucleus accumbens teriiletén

Génexpresszios, illetve a fehérjét kimutatdé immunhisztokémiai méréseink a D1R
relativ hianyat mutattak FR allatokban a medialis shell teriiletén (16. és 19. abra).
Kérdés, hogy a DIR csokkenése nem lehet-e esetleg a beidegzés emelkedett
dopaminexpresszidjara adott kompenzacios valasz. Mivel a NAc a VTA-bol kapja a
dopaminerg beidegzést, itt mértiik meg a TH enzim expresszidjat. Ez a terlilet a TH
MRNS- és fehérjeraktaraként is mikodik, mi a TH prekurzor mRNS expressziojat
mértik meg, amely sokkal kozvetlenebbiil jelzi a transzkripcidé mértékét, mint az
MRNS. A VTA teriiletén nem latszik emelkedett dopaminszintézis (20. abra), a D1R
leszabalyozodasat nem VTA-fiiggd folyamatnak tekintjiik.

A talevés un. ,jutalom-hiany” (reward deficiency) hipotézise szerint a jutalom
keresésének elsddleges hajtéereje a dopaminhiany (Blum és mtsai 2012). Masrészt, a
nucleus accumbensben mind a DIR, mint a D2R sziikséges a fliggdséggel kapcsolatos
viselkedés kifejez0déséhez (Schmidt H. D. és Pierce 2006). A D2R expresszidban nem
volt kiilonbség a vizsgélt csoportok kozott. Ez megerdsitette, hogy jo modellel
dolgozunk, ugyanis mindenképpen az elhizdst megel6z6 folyamatokat akartuk
vizsgalni. Mivel a striatumbeli D2R hianya leptindependens folyamat (Billesa és mtsai
2012, Dalle Molle és mtsai 2015, Wang G. J. és mtsai 2001), elhizott vagy nagyobb
zsirtomeggel rendelkezd allatok esetén vartunk volna eltérd szintet. A mi FR allataink
még nem hiztak el, testosszetételilk nem kiilonbozott, ezért a D2R azonos szintje a két
csoport kozott (17. dbra) megerdsitette az irodalmi adatokat. A masik receptor, a DIR
kifejez6dése nem fligg a leptint6l (Billesa és mtsai 2012), viszont a ghrelin, a jutalmi
tapfelvételre pozitivan hatd hormon csokkenti expresszidjat az accumbens magban
(Skibicka és mtsai 2012). Magasabb ghrelinszinteket mar tobb kiilonb6z6 intrauterin
alultaplalt modellben mutattak ki ujsziildttkorban (Kyriakakou €s mtsai 2009, Wang X.
¢és mtsai 2007) és [IUGR-érintett emberi 0jsziilottekben is (Chiesa és mtsai 2008).
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6.5 A dopaminerg transzmisszié6 szerepe a LHA orexigén sejtjeinek

gatlasaban

A D1R-pozitiv medialis shell-neuronok a taplalékfelvétel szabalyozoi. Serkentésiik
direkt kapcsolaton keresztill a rostralis LHA teriiletén levé GABAerg neuronokat
gatolja, amely a tapfelvétel leallitasahoz vezet (Ferrario és mtsai 2016, O'Connor és
mtsai 2015). Mindezek az irodalmi adatok arra utaltak, hogy a medialis shell D1R-
pozitiv neuronjainak csokkent érzékenysége, a helyi DIR csokkenés és a
megnovekedett jutalmi tapfelvétel 6sszefiiggésben allhatnak egymassal. Kontroll allatok
medialis shell-be torténé D1R-agonista injektalasaval megmutattuk, hogy a DI1R helyi
serkentése elésegiti a jutalmi beteljesiilés elérését, csokkenti a jutalmi tapfelvételt (22.
abra).

A Bevezetés 2.2.1.2 fejezetében leirtam, hogy van egy olyan orexigén GABAerg
sejtcsoport a rostralis LHA teriiletén, amely sem MCH-t, sem orexint nem tartalmaz.
Ennek stimulacioja mind a jutalomvezérelt, mind a megszokott élelembeszerzo
viselkedést erdsiti (Jennings és mtsai 2015, Sano és Yokoi 2007). Minden bizonnyal
ezek a sejtek a medialis shell D1R-pozitiv sejtjeinek célpontjai, hiszen kisérletiinkben is
a D1R-serkentés csokkentette a rostralis LHA perifornicalis és lateralis alteriiletén is a
nem-orexin, nem-MCH sejtek aktivalodasat (23. abra).

A D1R-deficiens FR allatokban viszont ezen LHA-sejteknek a szabalyozasa zavart
szenvedett, hiszen magasabb aktivaciot mutattak a fornixtol lateralisan 1évé LHA
teriiletén (14. abra), amihez emelkedett CST fogyasztasa tarsult. Minden bizonnyal az
alacsonyabb érzékenységii, kevesebb D1R-ral rendelkez6 NAc medialis shell-beli sejtek
nem voltak képesek megfelelé mértékben gatolni ezeket a neuronokat, ezért latunk

magasabb aktivaciot (33. dbra).
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33. abra. Az FR fenotipus jutalmi taplalékfelvételi szabdlyozdsaban lejatszodo
valtozasok. Egyszeriisitett modell.

A felsé abra NR, mig az alsé FR dllatokban mutatjia be a DIR-pozitiv medialis shell
neuronok aktivaciojat és hatasat a LHA orexigén sejtjeire. FR dllatokban t6bb
elfogyasztott magas jutalmi értékkel biro tap vezet ugyanannyi nucleus accumbens
medialis shell-beli sejt aktivaciojahoz, a csokkent DIR szint miatt. Kovetkezéskeppen a
tapfelvétel lateralis hypothalamicus arean beliili gatlasa zavart szenved. Roviditések:
D1R: dopamin 1l-es tipusiu receptor, CST: cukrozott siiritett tej, FR: intrauterin
fehérjeredukalt, GABA: y-amino vajsav, LHA: lateralis hypothalamicus teriilet, NR:

nem intrauterin fehérjeredukalt, VTA: ventralis tegmentalis area.

Erdekes, hogy a vizsgalt LHA régiok kozott kiilonbséget talaltunk aktivalodas
tekintetében, hiszen mig a DI1R agonista az NR allatoknal mindkét régio
sejtaktivalodasat erésen gatolta, a D1R-deficiens FR allatoknal csak a PFA emelkedett

aktivacioja latszott.
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Tovabba, az eredeti jutalmi tapfelvételt vizsgald kisérletiinkben az elfogyasztott
tejmennyiség és a LHA sejtjeinek aktivacioja kozotti sszefliggés is eltért az alteriiletek,
illetve a csoportok kozott (5. tablazat). Mig a PFA teriiletén aktivalodott sejtszam nem
tilkkrozte az elfogyasztott tejmennyiséget, az LH teriiletén forditott aranyossag
mutatkozott a cFos-pozitiv sejtszam ¢és a CST mennyisége kozott, de csak FR
allatokban. Mivel kontrollokban nem volt ilyen Osszefiiggés, ezt a jelenséget is a
megzavart jutalmi mechanizmusoknak, a csokkent érzékenységnek tudhatjuk be. Ez a
két, a sejtcsoportok eltérd aktivacidjaban jelentkezd kiilonbség valdsziniileg arra utal,
hogy a perifornicalis és lateralis sejtcsoportok eltérden érzékenyek a NAc teriiletérdl
jovO gatlasra, illetve annak hianyara. Jennings és mtsai. munkaja is utal ennek a
populacidnak a heterogenitasara (Jennings és mtsai 2015).

Erdekes modon a jutalmi tapfelvétel a caudalis LHA teriiletén, a fornixtél medialisan
orexinerg sejteket aktivalt (15. b abra). Ezek valdszintileg a tapfogyasztas alatt a VTA
sejtjei altal kibocsatott dopaminra reagalva aktivalodtak. Ezek az orexinerg sejtek
ugyanis nem expresszalnak D1 ¢és D2 receptorokat, viszont transzszinaptikusan
reagalnak dopaminra (Bubser és mtsai 2005). Mivel nem a NAc-bol kapnak innervaciot,

vizsgalatuk egy masik tanulmény targyat képezhetné.

6.6 Az FR allatok cukorhaztartasa

A 2TDM-ra altalanosan jellemzé a mda) megnovekedett gliikdoztermelése és az
inzulinrezisztencia. A betegség korai jelei kozé sorolhatd a romld éhomi vércukorszint
és a romlo gliikoztolerancia (Al-Goblan és mtsai 2014), viszont a postprandialis
vércukorszint még nem kiilonbozik (Erhuma és mtsai 2007). A mi FR allatainkban a 6.
héten még nem talaltunk eltérést a cukohdztartdsban (24. abra). A 12. héten azonban
mar nem csak romlo gliikoztoleranciat, de névekvo inzulinrezisztenciat is mértiink (25.
abra), valamint az éhomi vércukorszint is megemelkedett. Ekkor az allatok
testosszetétele és testtomege még normalis volt (3. tablazat). Igy kijelentheté, hogy
ebben az esetben az intrauterin fehérjeredukcié okozta magzati programozas, és nem a

masodlagosan kialakulé elhizas a 2TDM-t megel6z0 elvaltozasok elsddleges oka.
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6.7 A Nucb2/nesfatin-1 megvaltozott expressziéja és anorexigén funkcidja
FR allatokban

Bar a Nucb2 mRNS-szintje a hypothalamus magvaiban 1jsziilott allatban nem
kiilonbozott a kisérleti csoportok kozott (26. abra), felndtt allatban az intrauterin
alultaplalt csoportban magasabb expresszids szintet mértiink a PVN, az LHA és az ARC
tertiletén (27. abra). A nesfatin-1 kronikus centralis alkalmazasa testtomegcsokkenéshez
vezet (Oh-I és mtsai 2006), illetve a PVN vagy az LHA teriiletére vald injektalasa
tapfelvétel-csokkenést okoz (Chen X. és mtsai 2012), tehat abszolut anorexigén,
tapfelvétel-csokkenté neuropeptidnek tekinthetd. Igy azt varnank, hogy a magasabb
expresszid valamilyen fokozott hatdssal jar egyiitt, példaul csokkenti a tapfogyasztast.
Azonban az altalunk mért magasabb génexpresszio nem csokkentette a tapfelvételt,
illetve a testtomeg-novekedést, s6t adataink szerint ebben az idészakban mar
hyperphagia jelentkezhet. Felmeriil tehat a kérdés, hogy a magasabb expresszié nem
jelenhet-e meg csokkent nesfatin-1 jelatvitelre valaszul. Az altalunk centralisan
alkalmazott nesfatin-1 az FR allatokban nem csokkentette a tap-és vizfelvételt a kontroll
(NR) csoportban kimutatott (és az irodalomban mar sokszor megerdsitett (Konczol és
mtsai 2012, Oh-I és mtsai 2006)) hatassal szemben (28. abra). Ez arra utal, hogy a
nesfatin-1-jelatvitel az FR allatokban nem mikodik megfeleléen. A megemelkedett
expresszids szint tehat nem elsOdleges valasz a megvaltozott magzati kornyezetre,
hanem minden bizonnyal az allatokban kialakulo rezisztencia kompenzalasara jott 1étre.
Tehat Ugy tlinik, hogy a megvaltozott energiahdztartisban a PVN, ARC és LHA
teriiletén expresszalodo nesfatin-1 peptidnek fontos szerepe van.

A nesfatin-1 lecsokkentette az ¢hezés-aktivalta neuronok szamat az ARC magban,
amikor a vart tapfelvétel idejében alkalmaztuk (29. dbra). Ugyanilyen koriilmények
kozott az €heztetett allatok tapfelvételét is csokkenti (Yosten és Samson 2009). Kérdés
ezeknek a neuronoknak a fenotipusa. Bar a mérés soran egy lateralis ¢s egy medialis
ROI-t is felhasznaltunk az ARC mag analizise sordn, tehdt mindkettd egylittes
eredménye mutatja a csokkenést, tudjuk, hogy a két alapvetd neuroncsoport eloszlasa
jocskan atfed (Hahn és mtsai 1998).

Az NPY-sejtek éhezés hatasara, mig a POMC/CART sejtek ujraetetés hatasara
aktivalodnak (Betley és mtsai 2013, Fekete és mtsai 2012). Eheztetett egérben majdnem
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mindegyik (94%) cFos-pozitiv, tehat aktivalodott sejt NPY-pozitiv is egyben (Becskel
és mtsai 2009). Eheztetés soran tobbek kozott a ghrelin aktivalja az NPY sejteket
(Dickson ¢és Luckman 1997), és a ghrelin a vart tapfelvétel idejében emelkedik meg
(Cummings és mtsai 2001, Drazen és mtsai 2006). Ebbdl egyértelmii, hogy a nesfatin-1
a cFos-pozitiv sejtek szamat az NPY-neuronokon valo hatassal csokkentette. Ezt erdsiti
az az eredmény, hogy szeletmintan bizonyitottak, hogy a nesfatin-1 hyperpolarizalja az
NPY-sejteket (Price és mtsai 2008). Ebbol természetesen nem kovetkezik, hogy mas
metabolikus allapotban a nesfatin-1 ne lehetne hatassal a POMC/CART-sejtekre.

Az éhezés részben az ARC NPY/AQRP neuronjainak aktivacidja révén egy erds
orexigén valaszt indit el. Az icv beadott nesfatin ezt az erds orexigén hajtoerét
csOkkentette a kontroll, de nem csokkentette az FR allatokban (28. 4abra). Emellett a
nesfatin-1 az FR allatokban nem volt képes csokkenteni az eléz6ekben leirt folyamatban
aktivalodott sejtek szamat (29. abra). Minden bizonnyal az, hogy a nesfatin-1 az FR
allatokban nem volt képes csokkenteni a tapfelvételt, jelentds részben annak
koszonhetd, hogy nem volt képes csdkkenteni az orexigén sejtek aktivalodasat, tehat az
ARC mag neuronjai bizonyos mértékben nesfatin-1 rezisztenssé valtak. Mint ahogy a
Bevezetés 2.2.1.2, illetve 2.3.1 fejezeteiben részleteztem, az ARC az
energiaszabalyozéas, a tapfelvétel és a cukorhdztartds szabalyozéasanak tekintetében
kozponti szerepet jatszik. Az ARC mag orexigén miikodésének nesfatin-1 altal torténd
gatlasa, és ennek a funkcidnak az FR éllatokban torténd karosodéasa nagy jelentséggel
bir a nesfatin-1 metabolikus folyamatokban jatszott szerepének megismerése
tekintetében. Ez az eredmény tehat egy olyan helyként azonositja az ARC magot, ahol a

nesfatin-rezisztencianak funkcionalis kovetkezménye is van.
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6.8 A nesfatin-1 szerepe a cukorhaztartas szabalyozasaban NR és FR
allatokban

A taplalékfelvétel és a cukorhéaztartds hypothalamus-beli koézpontjai atfednek
(Kleinridders és mtsai 2009, Sandoval és mtsai 2009). A Bevezetés 2.4. alfejezetében
részletezett irodalmi adatok szerint a hypothalamicus nesfatin-1 csokkenti a
vércukorszintet, ndveli a gliikozfelhasznalast és csokkenti az endogén gliikoztermelést
(Wu ¢és mtsai 2014, Yang ¢és mtsai 2012). A sajat kisérleteinkben FR allataink
cukorhaztartasanak vizsgalatanal lattuk, hogy kisebb gliikoztolerancia ¢s romld
inzulinérzékenység jellemzi ¢ket, mint a kontrollokat. A nesfatin-1-haztartas zavara, a
nesfatin-1-rezisztencia kialakulasa, mint lattuk, szintén sajatja ennek, a késébb 2TDM
kialakuldsadra hajlamos fenotipusnak. Az irodalmi adatok sejtetik, hogy a két
eredménynek lehet kdze egymashoz, de az is elképzelhetd lenne, hogy egymastol
figgetleniil alakulnak ki ezek a valtozasok. Erre a lehetséges kapcsolatra szerettiink
volna megerdsitd vagy cafold bizonyitékot szerezni. Egy olyan ozmotikus minipumpat
tltettiink be a lateralis agykamraba NR allatoknak, amely 7 napig napi 70 pmol
nesfatin-1 peptidet infundalt a kamrarendszerbe. A nesfatin-1 sokak altal leirt
anorexigén hatasa az els6 napokban nyilvanval6 volt, de az 5-6. napon mar nem latszott
taplalékfelvételt csokkentd hatas (31. a abra). Egyfajta rezisztencia, hozzaszokas
kezdddhetett el. Ahogy ezt az Eredmények 5.10 fejezetében megemlitem, szamitottunk
erre. Arra gondoltunk, hogy egy viszonylag magas nesfatin-1-d6zis egy héten at
adagolva deszenzitizalja a hypothalamusban a nesfatin-1 jelatvitel elemeit és az FR
fenotipushoz hasonl6 nesfatin-1 érzéketlenséggel rendelkezd allatokat kapunk. Ha ez
teljes mértékben igy tortént volna, a nesfatin-1 rezisztencia és a cukorhaztartas altalunk
feltételezett oksagi kapcsolata esetén a cukor- és inzulintesztek hasonldo eredményt
mutattak/mutathattak volna kronikusan nesfatin-1-kezelt allatok esetében, mint a FR
fenotipusnal. Amikor azonban a hét végén elvégeztik az ipGTT-t ¢és ipITT-t,
meglepetésiinkre a nesfatin-1-kezelt allatok nem hogy rosszabb, hanem egyenesen jobb
vércukor értékeket mutattak mindkét teszt esetén (31. b, c¢ abra). Jobban tudtak
kordaban tartani a novekvé vércukorszintet intraperitonealis gliikoz beadasanal és
érzékenyebbek voltak inzulinra intraperitonealis inzulinkezelés esetén. Tehat arra

bizonyitékot talaltunk, hogy a mi kisérleti felallasunkban a kronikus centralis nesfatin-
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1-kezelés komoly véltozasokat okoz a cukorhaztartasban. Ezt a mar emlitett irodalom is
alatamasztja (Wu és mtsai 2014, Yang és mtsai 2012). Ezen adatunk abban ujszert,
hogy ezzel a modszerrel, tehat maganak a nesfatin-1-nek a kronikus centralis
ozmotikus minipumpat kronikus nesfatin-1 adagolasra, de 6k a peptidet a periféridra
juttattak (Li és mtsai 2013). Eredményeik egyébként — az eltérd célallomas ellenére — a
cukorhaztartas terén hasonléak a mieinkhez.

Nagyon elgondolkodtaté az is, hogy a tapfelvétel tekintetében elért nesfatin-1-
rezisztencia nem jelent még rezisztenciat mas, a nesfatin-1 altal befolyasolt rendszeren.
A kiilonboz6 rendszerek tehat eltérd érzékenységgel birnak. Erre is taladlunk paldat az
irodalomban: a nesfatin-1 egy akut alkalmazasban a tapfelvételt befolyasolja, de a
cukorhaztartast nem, mig a periférids kronikus alkalmazas (hasonléan az altalunk
alkalmazott centralis kronikus alkalmazashoz) inkabb a cukorhdztartas befolyasolasa
szempontjabol latvanyos és kevésbé a peptid anorexigén hatasa okan (Li és mtsai 2013).

M¢ég mindig nem kaptunk tehat valaszt arra, hogy az FR A&llatok nesfatin-
rezisztenciaja Osszefiigghet-e a romlé cukorhéaztartdssal. Az el6z6 kérdést tehat forditva
tettiik fel: a kronikus nesfatinkezelés FR allatban is hatassal van-e a gliikoz- és
inzulintesztekre. Ezért FR allatokon is elvégeztiik a kronikus nesfatin-1 infizidt, majd a
két tesztet. Mindkettd esetén hatastalan volt a kronikus nesfatin-1 kezelés, nem kaptunk
sem javulo gliikoztoleranciat, sem fokozott inzulinérzékenységet (32. abra). Ebbdl az
kovetkezik, hogy az FR allatok a cukorhaztartds hypothalamicus befolydsolasa
tekintetében is rezisztensnek tlinnek nesfatin-1-re.

A Nucb2/nesfatin-1-rezisztencia és a 2TDM-t megel6z6 cukorhaztartasbeli
valtozasok pontos molekularis kapcsolatanak feltarasa a jovo kutatasanak feladata.
Sajnos, mivel a nesfatin-1 receptorat még nem sikeriilt azonositani, agonistak és
antagonistak alkalmazasara nincs mod. A tovabbi kutatasokban transzgén egér modellek
lehetnek segitségiinkre. Mivel a nesfatin-1 nem szallitddik axonokban, a nesfatin-1
peptidnek lokalis, auto- ¢és parakrin hatdsat valdszinlsitik, amely valdszinlileg
dendritikus leadés utjan valdsul meg (Brailoiu és mtsai 2007, Foo és mtsai 2008). Az
ARC szerepe a cukorhéztartas vonatkozasaban is nagyon valdszinii, hiszen mind az
NPY, mind a POMC neuronpopulaciokrol kimutattak, hogy befolydsoljak a ma4;j

gliikoztermelését (Dodd és mtsai 2018, Konner és mtsai 2007). Az ARC neuronjai
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bdségesen expresszaljak a nesfatin-1-et, (Brailoiu és mtsai 2007), igy a peptid helyben
hatva is konnyen modosithatja a cukorhaztartast a neuronfunkcié megvaltoztatasan
keresztiil. Tudjuk is, hogy a nesfatin-1 hatdsa jelentds részben MC3R ¢és MC4R
receptoron keresztiil valésul meg, az NPY neuronokat pedig a nesfatin-1 gatolta
(Schalla és mtsai 2020).

Osszességében kimondhat6, hogy az intrauterin alultaplalt, nem elhizott allatokban
kialakulo nesfatin-1 rezisztencia nagy valdszinliséggel hozzajarul a fenotipusban

megjelend, a kés6bbi cukorbetegséget eljelzo, elinditd valtozasokhoz.
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7. Kovetkeztetések

1. A nucleus accumbens rostralis medialis shell teriiletén azonositottunk egy D1R-
pozitiv sejtcsoportot, amelynek aktivacidja tiikrézi a jutalmi tapfelvétel

meértékét.

2. Az intrauterin fehérjeredukalt (FR), metabolikus betegségre hajlamos, de még

crer

valo érzékenysége csokken, emellett a D1R alacsonyabb szinten expresszalodik.

3. D1R-agonista alkalmazéasaval bizonyitottuk, hogy a DIR funkcionalis zavara
hozzdjarul az FR allatok megndvekedett jutalmi taplalékfelvételéhez. Ennek

mechanizmusa a LHA orexigén neuronjainak nem megfeleld gatlasa.

4. Az FR allatoknal a 6. és a 12. hét kozott csokkent gliikkdztolerancia és

inzulinérzékenység kezdddik el, emelkedett €homi gliikkdzzal.

5. Az FR éllatokban 0jsziilott korban még nem, de felndtt korban megnovekszik a

Nucb2 expresszid a hypothalamus ARC, PVN ¢és LHA tertiletein.

6. Az icv beadott nesfatin-1 jol ismert, a homeosztikus taplalékfelvételi
szabalyozas elemeként azonositott tap- és vizfelvételt csokkentd hatdsa nem

valthato ki FR allatokban.

7. Az ARC neuronok ¢hezésre valo aktivaciojat a centralisan alkalmazott nesfatin-1
gatolja. Ezzel szemben, FR dallatok ARC magjaban nesfatin-1 rezisztenciat

mutattunk Ki.
8. A kronikusan, 7 napig alkalmazott intracerebroventricularis nesfatin-1 javitja a

gliikoztoleranciat és az inzulinérzékenységet, viszont a 2TDM-re hajlamos FR

allatok rezisztensek erre a hatasra.
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8. Osszefoglalas

Az intrauterin retardacid hossza tava hatasai magdban foglaljdk az elhizésra, a
metabolikus szindroma kialakuldsara, és az ezektdl akar fiiggetleniil is kialakuld 2-es
tipusti cukorbetegség megjelenésére vald hajlamot. Erdeklédésiink kozéppontjdban a
fenotipus kialakitasdban fontos szerepet jatszo centralis, tapfelvételt és cukorhaztartast
szabalyoz6 rendszerek vizsgalata allt.

Munkankhoz egy intrauterin fehérjeredukalt (FR) patkanymodellt hasznaltunk.

A jutalmi tapfelvétel vizsgdlata soran cFos immunhisztokémidval azonositottunk egy
sejtcsoportot a nucleus accumbens (NAc) medialis shell régidjaban, amely
aktivacidjaval tiikkrozi a bevitt magas jutalmi értékkel bir6 tdp mennyiségét. FR
allatokban lecsokkent ezeknek a sejteknek az érzékenysége, hiszen magasabb
tapfelvétel tarsult hasonld mértékii sejtaktivaciohoz. In situ hibridizacioval kimutattuk,
hogy az FR csoportban a medialis shell régioban csokkent dopamin 1-es tipust receptor
(DIR) expresszi6 van jelen és a jutalmi tapfelvételre aktivalodo medialis shell neuronok
D1R-pozitivak. Szelektiv DIR-agonista NAc medialis shell teriiletre injektalva
leallitotta a jutalmi tapfelvételt a lateralis hypothalamicus teriilet (LHA) orexigén
sejtjeinek gatlasan keresztiil, ez a mechanizmus FR allatokban késik.

Az FR allatoknal 12 hetes korban intraperitonealis gliikkoz- és inzulinbeadassal
kezd6d6 gliikozintoleranciat és inzulinrezisztenciat mutattunk ki, amely emelkedett
¢homi gliikdzzal tarsult. In situ hibridizacioval kimutattuk, hogy Gjsziilétt korban még
normalis a hypothalamicus Nucb2 expresszio, azonban 12 hetes korra az expresszio
megemelkedik az arcuatus (ARC) és a paraventricularis mag, valamint a LHA teriiletén.
Intracerebroventricularis (icv) nesfatin-1 beadassal bizonyitottuk, hogy bar a nesfatin-1
a tap- és vizfelvételt, valamint az éhezésre aktivalodo ARC-neuronok szamat kontroll
allatokban lecsokkenti, az FR allatok a neuropeptid mindkét hatasara rezisztensek. 7
napig infundaltunk nesfatin-1-et kontroll allatok agykamrajaba, amely a
gliikoztolerancia és az inzulinérzékenység javuldsat okozta. Az FR éllatok hasonlo
kezelése esetén a nesfatin-1 nem hatott a cukorhaztartas el6bbi paramétereire.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az FR fenotipus esetén mind a jutalmi tapfelvételi
rendszer csokkent érzékenysége és a kovetkezményes hyperphagia, mind a nesfatin-1
neuropeptidre vald csokkent érzékenység ¢és a kovetkezményes cukorhaztartasi

rendellenességek novelik a metabolikus betegségek kialakulasanak esélyét.
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9. Summary

Long-term consequences of intrauterin growth retardation comprise the susceptibility to
the development of obesity, metabolic syndrome and diabetes mellitus. Our focus was
on the investigation of the central, food intake- and glucose-homeostasis-regulating
processes behind the developing phenotype. We used an intrauterine protein-restricted
(FR) rat model for our work.

Using cFos immunohistochemistry we identified a group of neurons in the medial shell
region of accumbens nucleus (NAc), whose activation level reflects the amount of the
consumed high reward value food during reward-related food intake.

The sensitivity of these cells was decreased in FR animals, because more high reward
value food consumed was associated to the same amount of activated neurons. Using in
situ hybridization we showed that the FR animals express less amount of dopamine
receptor type 1 (D1R) in the medial shell region and the neurons activated by the
reward-related food intake are positive for D1R. The injection of a selective D1R-
agonist to the medial shell of NAc stopped the reward-related food intake through the
inhibition of an orexigenic cell group in the lateral hypothalamic area (LHA), which
mechanism is delayed in FR animals.

As our intraperitoneal glucose and insulin tolerance tests show, the FR rats exhibit a
beginning glucose intolerance and insulin resistance at the age of 12th weeks, as well as
increased fasting glucose. Our in situ hybridization measures indicate that the
hypothalamic Nucb2 expression is normal in the newborn, but it is increased in the
arcuate (ARC), paraventricular nuclei and in the LHA at the age of 12 weeks. By using
intracerebroventricular (icv) injection of nesfatin-1 we proved that while this peptide
decreases the food and water intake, as well as the number of the fasting activated
neurons in the ARC in control animals, the FR rats are resistant to each of these effects.
Chronic (7-day-long) icv infusion of nesfatin-1 had a positive effect on the glucose
tolerance and insulin sensitivity of controls. On the other hand, the same nesfatin-1
treatment of FRs failed to influence these parameters of the glucose homeostasis.

We can conclude, that the susceptibility to the metabolic diseases of FR phenotype can
be at least partially attributed to the decreased sensitivity of the reward-related food
intake and the consequential hyperphagia, as well as to the decreased sensitivity to the

nesfatin-1 and the consequential alterations in glucose homeostasis.
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12. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet nyilvanitani témavezetémnek, Téth Zsuzsannanak azért, hogy
bevezetett a kutatds vilagaba. Sokat dolgot tanulhattam tdle: szemléletet, pontossagot,
alapossagot, kitartdst ¢és a tudomany iranti lelkesedést. Nem csak tamogatta és
megalapozta a kutatdsomat, de arra is odafigyelt, hogy minél tobbet tanuljak a k6zos
gondolkodasbol, a cikkirasbol, a kisérletezésbol. Nélkiile ebbdl a munkabol semmi sem
késziilt volna el.

Masodsorban a koszonet Konczol Katalint illeti, aki a gyakorlati laboratoriumi és
allathazas munka alapjaiba vezetett be. Rengeteget tanultam téle, talan legtobbet a
mitétekrol, a szovetfeldolgozasrol.

Laborunk allando asszisztense Kerti Judit. Nélkiile minden sokkal nehezebb és
évekkel hosszabb lenne és lett volna. Precizitdsa, munkamoralja egészen kiemelkedd.
Nem csak a munka technikai részének jelentés hanyadaért, de baratsagaért is halas
vagyok.

Koszonom  Palkovits Miklés Professzor Urnak, hogy annak idején, amikor
megkerestem, bizalommal azonnal felvett a laboratériumba. Koszondm neki azt a
csodalatos szemléletet, amit az agyrol és az agy miikddésérdl nala kifejezobben és
talalobban senki nem képes atadni, és azt a lelkesedést, amellyel az agyrol csak 6 képes
beszélni. Halas vagyok azért, hogy — ha csak a PhD-kurzusokon is — de tanitvanya
lehettem.

Ko6szonom Papp Rege Sugarkanak, hogy a tudomanyrdl mindig hajland6 volt eszmét
cserélni €s hogy dolgozatomat éles kritikai szemével atnézte €s javitotta.

Kiemelném még Gallatz Katalint, aki sziintelen biztatdsaval, folyamatos
optimizmusaval ¢és életkedvével mindig inspiraldé munkatirs és fOleg az anatomia
tantargyban szakmai segitség volt.

A laboratoriumi allatokkal végzett munkaért Dedk Szilviat, Groti Zoltant és
Habranyiné Juditot illeti kdszonet.

A munkaban segitettek mas kutatocsoportokbdl is. Koziiliikk Baldzsa Tamas és Stiftné
Szilvasy-Szabo Anett nevét emlitem, de rajtuk kiviill munkdimhoz otletelés és kozos
gondolkodds szintjén még a Szentigothai, a Neuromorfoldgiai, az Osszehasonlito
Neurohisztologiai €s Neurocitokémiai, valamint a Kisérletes Neuroanatomiai ¢&s

Fejlodésbiologiai laboratoriumok munkatarsait emelném ki.
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Sokat dolgoztam egylitt a labor fiatal kollégaival, illetve tdk-hallgatokkal, akikkel
kolesonosen tudtunk tanulni egymastol, feléjiik szintén halaval tartozom: Matuska Rita,
Sipos Klaudia, Guba Dorina, Ocskay Klementina, Csikota Péter nevét emlitem meg.

Zachar Gergelynek nagyon halas vagyok, hogy a dolgozat hazi biralatat elvallalta.

Halas vagyok az Anatomiai, Szdvet- és Fejlddéstani Intézet igazgatdinak (Gerber
Gabor, Szél Agoston, Alpar Alan), hogy tamogattak PhD-munkamat. Az intézet tobbi
munkatarsanak szintén, hogy ko6zosségiik tagja lehettem. Halas vagyok, hogy — a
kutatashoz szorosan nem kapcsolodéan bar—, de az anatomiai, szovet- €és fejlédéstani
tudasomat atadhattam hallgatoknak, magasabb szintre fejleszthettem. Hallgatoimnak
tudasszomjukat koszonom, az Intézet épiiletének pedig, hogy télen és nyaron, &jjel és
nappal szinte otthonom volt.

Ko6szonom sziileimnek, hogy erds alapot adtak az életben, nagynénémnek és
nagybatyamnak, hogy az egyetemi évek alatt befogadtak otthonukba, feleségemnek
pedig, hogy mindig maximalisan tdmogatott mindenben. Az 6 (és két kisgyermekem)
elmult idészakbeli aldozatvallalasa nélkiil a dolgozatot nem tudtam volna megirni.

Végezetiil koszonom Istennek, hogy lehetdségeket adott, lehetdségekben éltet, és az
0 segitségeével sok lehetdséget ki is tudtam hasznalni PhD-s éveim alatt az ¢letben és a

tudomanyban is.
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