A testosszetétel és eéletkor hatasai az
energia-haztartas szabalyozasara: a leptin

szerepe

Pécsi Tudomanyegyetem Altalinos Orvostudomanyi Kar
Korélettani és Gerontologiai Intézet

2012

Diplomamunka

Lorincz Orsolya VI. évf.

Témavezeto: Dr. Balasko Marta



Tartalomjegyzék

1. Bevezetés

II. Irodalmi attekintés: A leptin

I.

2
3.
4

5.

Torténelmi hattér
Szintézis €s szekrécio
A leptin receptora, jelatviteli utak
A leptin hatéasai
4.1. A leptin szerepe az energia-homeostasis
¢s a testtomeg szabalyozasaban
4.2. A leptin és a gliikoz metabolizmus
4.3. A leptin szerepe a csonttdmeg szabalyozasaban
4.4. A leptin €s a reprodukcid
4.5.Egyéb funkcidk

Leptin-rezisztencia

II1. Hipotézis és célkitlizések

IV. Kisérletes munka

I.
2.
3.

4,
5.

Kisérleti allatok

A kisérlet menete

Sebészeti beavatkozasok

3.1.Transzmitter kapszula beiiltetése

3.2.ICV kaniil és ozmotikus minipumpa beiiltetése
Alkalmazott anyagok

Mérések, analizis

V. Eredmények

1.
2.
3.

A testtomeg (BW) és taplalékfelvétel (FI) valtozasai
A maghdémérséklet (Tc) valtozasai
A szivfrekvencia (HR) és a lokomotor

aktivitds (ACT) valtozasai

[c IS B e e

12
14
15
15
16
18
20
22
22
24
25
25
26
28
28
30
30
31

32



4. A testosszetétel indikatorainak valtozasai
VI. Osszefoglalas, kovetkeztetések
VII. K6szonetnyilvanitas
VIII. Roviditések
IX. Irodalomjegyzék

34
35
37
38
40



1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a fejlett nyugati orszagokban gyors iitemben nétt az elhizott
kozépkoru (illetve fiatal, s6t gyermekkor) lakosok szadma, mely jelentés mértékben
hozzajarul a népesség egészségi allapotanak romldsdhoz. A Magyarorszagon végzett
kordbbi vizsgéalatok azt mutatjak, hogy a tarsadalom mintegy 60%-4dnak van
sulyproblémédja, 40%-uk talstlyos, 20%-uk elhizott (Halmy 2004). Az elhizés
népegészségiigyi jelentdségét elsdsorban az adja, hogy olyan metabolikus elvaltozasok
tarsulnak  hozza, amelyek jelentds mértékben fokozzdk a  cardiovascularis
megbetegedéseket, illetve haldlozést, tovabbi terheket rova ezzel a tarsadalomra és az
egészseégligyi ellatasra.

A testtomeg hosszl tava szabalyozasban az elhizas mellett megfigyelheté masik trend
a nagyon idések hajlama a nagymértékii testtomeg vesztésre (cachexia) €s izom leépiilésre
(sarcopenia). E két trend hatterében komplex periférids és koézponti idegrendszeri, az
anabolikus és katabolikus peptidrendszereket érintd szabéalyozasi eltérések feltételezhetdek
(Chapman 2008, Di Francesco 2007).

A leptin az energia-homeosztazis egyik olyan periférias szabalyozdja, amely
kapcsolatot teremt a zsirszovet, mint energiaraktar, és a metabolikus folyamatok kozott. Ez
a peptid hormon érintett mind az elhizas, mind a diabetes, mind pedig a csontritkulas
kortanaban, tovabba fontos szerepet jatszik a reprodukcioban, immunreakcidokban, sot
napjainkban jelentdségét feltételezik a depresszid patogenezisében is (4. abra).

Az adipocytak altal termelt leptin a zsirtomeg indikatora. Rendellenes miikddése,
hianya stlyos =zavart okoz a taplalekfelvételben, az energiaraktirozasban és
felhasznalasban, ezzel sulyos elhizast okozva az érintett egyénnél (Friedman és mtsai
1998, Steiner és mtsai 2004). Korabbi vizsgalatok felvetették, hogy aktivitdsa mind
¢letkor, mind testOsszetétel-fliggd valtozdsokat mutat (Scarpace ¢és mtsai 2000).
Elhizottakban példaul leptin-rezisztencia (Gabriely és mtsai 2002) figyelhetd meg.

Azonban az irodalmi adatok ellentmondasosak abban, hogy az életkorfiiggd leptin-



rezisztencia javithatd-e kaloriarestrikcioval (Ferndndez és mtsai 2002, Gabriely és mtsai
2002, Soos és mtsai 2009).

Ennek tisztazasara vizsgaltuk a centralisan alkalmazott leptinre adott valaszkészséget
kiilonbozo ¢€letkor, illetve taplaltsagi allapota patkdnyban. A leptin hatdsainak felderitése
érdekében hatékonysagat nemcsak a taplalékfelvételre, hanem az energiahdztartds mas

paramétereire kiterjedéen elemeztiik.



I1. Irodalmi attekintés: A leptin

1. Torténelmi hattér

Bar a leptin molekuldt csupan 17 ¢éve fedezték fel, 1étezését mar ennél sokkal
kordbban, az 1950-es évektdl fogva sejteni lehetett. Elsoként Kennedy vazolt egy
szabalyoz6 mechanizmust, amely az energiaraktarak valtozasait regisztralva, egy beallitott
értéken tartja a zsir mennyiségét, a taplalékfelvétel és az energia-felhasznalas dsszehangolt
szabalyozasan keresztil (Kennedy 1953). Modellje egybecsengett a korabeli
megfigyelésekkel, miszerint a sebészeti titon eltavolitott zsir hyperphagiat (Faust és mtsai
1977), mig a kényszeritett taplaldas miatt Ilétrejové sulyndvekedés Onkéntes
taplalékmegvonast eredményezett (Harris és mtsai 1986).

Kiseérletekkel igazoltdk, hogy a ventromedialis hypothalamus (,,j611akottsagi kozpont™)
kétoldali karositdsa hyperphagiat ¢s kovetkezményes elhizast eredményezett. A lateralis
hypothalamus (,,¢hségkdzpont”) sértését kdvetden azonban az allatok étvagytalanok lettek,
vagy teljesen elhagytak a taplalkozast (Fonyo 2006).

Tovabbi kisérletek folytak a ventromedialis hypothalamus sériilése kovetkeztében
elhizott patkdnyokkal, amelyek keringését 6sszekapcsoltak kontroll egyedekével, és ez, az
utobbiak haldldhoz vezetett. A patkdnyok éhen haltak. Ezek alapjan meriilt fel egy
lehetséges keringési faktor 1étezése, amelyet ,,jollakottsagi faktor’-nak neveztek el
(Hervey 1958).

A molekula létezését tamasztottak ala az akkoriban felfedezett egértorzsek is, melyek
a homozigdta mutans alléljeiknek kdszonhetden stlyosan elhizottak voltak (Ingalls és
mtsai 1950, Coleman és mtsa 1969). Az egyik ilyen (leptin hidnyos) egértdrzs az obesitas,
vagy elhizéas szora utald ob/ob elnevezést kapta. Keringésiiket 6sszekapcsolva vad tipust
egerekével, fogyast tapasztaltak a mutaciot hordozokban (Coleman 1973). Ugyanez a
kisérlet egy masik elhizott (leptin receptor hidnyos), diabeteses db/db torzs esetében a vad
tipusi egerek haldlra éhezését eredményezte. A két fajta elhizott egér keringésének

keresztezésével az ob/ob fogyasnak indult, a db/db nem.



Friedman és munkatarsai a fent emlitett megfigyelések alapjan fogtak bele az elhizast
okoz6 mutécio felderitésébe. Nyolc éven at tartott a leptin molekula felfedezése, melynek
létezésérdl ugyan a kutatok meg voltak gyézddve, de kezdetben a vizsgéalatok nagyrészt
eredménytelennek bizonyultak. Végeredményben a munkacsoport 1994-ben a Nature
cimlapjan tudatta a vildggal az egér obese génjének klonozasat és human megfeleldjének
azonositasat (Zhang és mtasi 1994).

A leptin elnevezés a gordg leptos szobol ered, melynek jelentése vékony, sovany,
utalva arra az elképzelésre, hogy a molekula f6 feladata a kovérség kialakulasanak
megeldzése. Az els6 megjelent publikaciok valoban a leptin taplalékfelvételben és
energiaegyensulyban betdltott szerepérdl szoltak. Az elmult évtizedek kutatasai alapjan
azonban mara arnyaltabba valt a kép, €és tudjuk, hogy a leptin szamos mas ¢lettani

funkcioban is fontos szerepet tolt be (4. abra).

2. Szintézis és szeKkrécio

Az Un. helikalis cytokinek csaladjaba tartozo leptin (1. abra) 167 aminosavbol allo
polypeptid, amelyet az obes (Ob) gén kodol (Zhang és mtsai 1997). Egérben, ez a gén a 6-
os, emberben pedig a 7-es kromoszoémin
taldlhatd (Zhang és mtsai 1994). A leptin
expressziojat elsdsorban az energiaraktarak
helyzete, azaz a zsirszovet mennyisége
hatdrozza meg (Friedman és Halaas 1998,
Hamilton és mtsai 1995). Foként a fehér
zsirszovetben szintetizalodik, annak
mennyiségével egyenes aranyban termelddik
és jut a vérkeringésbe. Ezen kiviil kis

mennyiségben ugyan, de termelddik tobbek

kozott a placentdban, a gyomor parietalis

L.abra: a leptin térbeli molekularis szerkezete sejtjeiben is, tovabba a vazizomzatban, a



csontveld- és hypophysis sejtekben, sOt a primer osteoblast kulturdkban is leirtdk
szintézisiiket (Hoggard és mtsai 1997, Reseland és mtsai 2001).

A zsirszoveten feliil bizonyos hormonok, cytokinek is befolydsoljak a leptin
szintézisét. Igy gatlo hatast fejt ki a tesztoszteron, a pajzsmirigy hormonok, az IL-6
(Saladin és mtsai 1995), valamint serkentfleg hat tobbek kozott az inzulin, a
gliikokortikoidok, a TNF, az IL-1 is (Sarraf és mtsai 1997).

Emberben és ragcsaloban végzett megfigyelések alapjan a leptin koncentracidja a
vérben napszakonként valtozd, csucsat ¢jjel, illetve kora hajnalban éri el (Barb 1999).
Szekrécidja szamos madas protein hormonhoz hasonléan (pl. FSH/ folliculus stimuldld

hormon, LH/ luteiniz4lé hormon) pulzal6.

3. A leptin receptora, jelatviteli utak

A leptin receptora (Zhang 1997) az I-es tipust cytokin receptorcsalad tagja (Tartaglia
¢és mtsai 1995). Hat izoformajat irtdk le (Lollmann és mtsai 1997), amelyek tobbsége
alternativ splicing-gal keletkezik a
db génrdl. Elnevezésiik rendre OBR-
:_l:n a, -b, -c, -d, -e, és -f. Az 0Osszes
izoforma azonos ligandkotd
doménnel rendelkezik, azonban C-
termindlisuk eltérd (2. abra). Teljes

funkcioval csak az OBR-b tipus

rendelkezik, amely a

Box1

szignalizacioban fontos régiot is

hordozza. A leptin f6 hatédsaiért

Box3

felelds STAT (signal transducer and

OBk OB OB OBRA OBRe  OBRA activator of transcription) utvonal

2. dabra: A leptin receptor kiilonbézo izoformai. , . ,
csak ezen a forman keresztiil képes

A fehérje extracellularisan ciszteinben gazdag cytokin
receptor, intracellularisan boxl, -2, -3 doméneket aktivalodni. Ezt a receptor tipust
tartalmaz. OBR=leptin receptor, CR=cytokin receptor elsGsorban a hypothalamus
domén, F-III=III-as tipusu fibronektin (Hegyi és mtsai

2004)



expresszalja (Bjorbaek ¢s mtsai 1997), de jelenléte kimutathato a tiido, a vese, a zsirszovet
sejtjein, az endothelen ¢és a mononukledris sejteken, a gyomorban, az izomban, a majban, a
hasnyalmirigy sziget-sejtjein is. A receptor expresszalodik tovabba az osteoblastokon,
valamint az endometriumban, a placentan, és a koldokzsinérban is (Hoggard és mtsai
1997, Pedro és mtsai 1997).

A csupan extracellularis kotohelyekkel rendelkez6 OBR-a (Bjerbaek és mtsai 1997)
izoforma dontéen az agyban fordul eld. Feltételezések szerint a leptin transzportjat segiti
el a vér-agy gaton. Ezt a receptor tipust nagy mennyiségben izolaltdk a vese szoveteibdl
is, itt feltehetden a leptin kivalasztasaban jatszik szerepet.

Az ,,e” formdbdl hidnyzik mind a transzmembran, mind pedig a citoplazmatikus régio.
Szolubilis receptorként a vérben keringve fontos szerepet tolt be a bioldgiailag aktiv,
szabad ¢és kotésben 1€vo inaktiv leptin szintek szabalyozasaban (Chua és mtsai 1996).

A leptin receptor egyik legrégebben felfedezett mutacidja a diabeteses C57B1 db/db
egerekben eléforduld db/db mutacid (Chen és mtsai 1996). Ebben az esetben baziscsere
kovetkeztében csonkolt receptor forma keletkezik, melybdl hidnyoznak az aktivitasért
felelds részek. Az egereket hyperleptinaemia jellemzi, de a magas leptin szintek ellenére,
arra érzéketlenek. Ezen kiviil diabetes, hyperphagia, kovetkezményes elhizas, metabolikus
eltérések, hypothermia, hypogonadizmus adja a db/db egértorzs f6 karaktervondsait.

A Zucker patkanyok (Zucker diabetic fatty/ZDF, fa/fa) ugyancsak kovérek é&s
diabetesben szenvednek. Pontmutacio kovetkeztében ezeknél az egyedeknél a membran
receptorok szama csokkent.

Emberben a leptin receptor mutacidja rendkiviil ritka. Az elsé esetet Clément és
munkacsoportja irta le (Clément és msai 1998). Az altaluk vizsgélt csalddban kilenc
gyermek koziil harom esetében extrém elhizast tapasztaltak, és koziliik egy, mar 19 éves
koraban meghalt. A harom érintett lednygyermek normal testsullyal sziiletett, de mar
Ujsziilott korban abnormalis testsilygyarapodast mutattak. Pubertaskori fejlédésiik
elmaradt, eml6jiik nem a koruknak megfeleléen novekedett, szérzetiik hidnyos volt, 19
évesen még nem menstrualtak. Hormonmeghatirozas soran kideriilt, hogy az alap
oestrogen, FSH, illetve LH szintjiilk alacsony volt, amely a testi tiinetekkel egybevetve

centralis hypogonadismusra utalt. Ugyanakkor a db/db egereknél kimutathato



hyperglycaemia és hypothermia naluk nem alakult ki. Esetiikben a mutaciot egy baziscsere
okozta, igy a receptor szolubilis valtozata jott 1étre. A vérben talalhatd leptin 80%-a
inaktiv, kotott forméaban volt jelen.

A leptinnek receptorahoz vald kotddése sordn 2 leptin molekula aktival 4 receptort
ugy, hogy 2 leptin 3-3 kotOhelye kapcsolodik az OBR-b megfeleld extracellularis
doménjével (Peelman és mtsai 2006). Az OBR-b aktivacioja kdvetkeztében a receptorhoz
asszocidlt Janus-kindz (JAK2) a megfeleld receptor régiohoz kotédik (3. abra), a receptor
autofoszforilalodik. A citoplazmatikus  farok részen taldlhatd  Tyr-csoportok
foszforilacigjaval tovabbi szignalizacidés molekulak kapcsolodhatnak.

A jelatvitel 6 utja (Hegyi és mtsai 2004) a STAT molekula kdzvetitésével jon 1étre,
de a MAPK (mitdzis aktivald protein kinaz) és az IRS-en (inzulin receptor szubsztrat)
kereszti inzulin jelatviteli tutvonal is fontos szerepet jatszik a leptin hatasainak
kialakitasaban. Eddig még nem teljesen tisztazott mddon a receptor befolydsolja a
zsirsavoxidaciot is, az AMPK/ACC (5’-AMP-aktivalt protein kinaz/ acetylcoenzim A-
carboxilaz) ut aktivalasaval.

Az elsddleges jelatviteli Ut sordn a mar foszforilalt Tyr-gyokok a STAT molekula
csalad tagjai szdmara biztositanak dokkold helyeket. Elsésorban a STAT3 proteinek
kotddését és foszforilaciojat indukaljak, melyek levalva a receptorrdl dimerizalddnak, és a
sejtmagba  vandorolva,  target gének  transzkripcidjat  aktivaljdk  {POMC
(proopiomelanokortin) ¢s SOCS3 (suppressor of cytokine signaling-3)}.

10
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3. abra: A leptinre jellemzo jelatviteli utak
(Hegyi és mtsai 2004)

A leptin a Jak-STAT utvonalon elsdsorban a hypothalamusban hat, ott is foként a
taplalkozassal Osszefiiggd magokban mutattak ki STAT3 aktivitast.

Az aktivalt OBR-b altal foszforilalt Tyr a SOCS3 miikodését serkentve a
leptinindukalt véalasz terminalasat eredményezi. A protein-tirozin foszfataz-1B (PTP1B),
amely a Jak2 defoszforilaciojat végzi szintén a leptin vélasz inhibitora. Mind a SOCS3,
mind pedig a PTP1B fokozott aktivitasanak szerepet tulajdonitanak a kaloriatdbblet okozta

human obesitast jellemzd Gn. leptin-rezisztencia kialakulasaban (Bjerbaek és mtsai 1998).
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4. A leptin hatasai

4.1. A leptin szerepe az energia-homeostasis és a testtomeg szabalyozasaban

Az energia-homeostasis és a testtomeg szabalyozéasa (Székely és Szelényi 2005,

Schwartz ¢s mtsai 2000) egy negativ visszacsatolasos rendszerben valosul meg, melyben a

zsirtdmeg nagysagarol adipositas-szignalok (leptin, inzulin, amylin), a pillanatnyi

taplaltsagi allapotrol intestinalis peptidhormonok (ghrelin, peptid YY/PYY, pancreas

polipeptid/PP, pholecystokinin/CCK) és a n. vagus szallitanak informaciot a kozponti

idegrendszerbe. A rendszer szabédlyozasaban a hypothalamus kézponti integralod szereppel

bir.
A
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4. abra: A leptin centrdlis és periférias hatdsai

Ribeiro és mtsai nyoman (2006), sajat modositas
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A leptin, amelyet a fehér zsirszovet adipocytai termelnek, mindenben megfelel az
adipositas-szignal kritériumoknak (Cancello és mtsai 2004): vérszintje korreldl a test
zsirtomegével, saturabilis transzportmechanizmus révén jut at a vér-agy-gaton, €s ott
receptorait aktivalva energia-homeostasist befolydsold neuropeptidek termelését inditja el.

A perifériarol érkezd afferentacid humoralis komponenseként a leptin (az inzulinhoz
hasonldan) az agyban, az elsddleges atkapcsold kozpontban, a hypothalamicus nucleus
arcuatusban (ARC) hat szabalyozo jelleggel (Winkler és mtsai 2000, Wilding 2001, Ahima
2005). E magban taldlhatok mind taplalékfelvételt fokozd, mind az étvagyat csokkentd
neuroncsoportok, és mindkét csoport expresszal leptin receptorokat. A leptin, receptorahoz
kapcsolodva a  taplalékfelvételt fokozd neuronokban csokkenti az orexigen
(taplalékfelvételt noveld) medidtorok (4. abra), mint pl. a neuropeptid Y (NPY) és az
Agouti-related peptide (AgRP) mennyiségét, igy gatolja az anabolikus (felépitd)
folyamatokat.

Emellett a leptin a katabolikus (lebontd) folyamatokat serkenti, igy hatisara az
étvagyat csokkentd neuronokban fokozodik az anorexigen (taplalékfelvételt csokkentd)
POMC ¢és a kokain-amfetamin-regulélt transzkript (CART) termelddése (4. abra). A
képzddik, mely melanocortin receptorokon (MCI1R-5R) keresztiil fejti ki hatdsat. Az
energiahdztartasban az MC3 és MC4R-ok birnak kiemelt jelentdséggel.

Az ARC étvagyat csokkentd elsddleges (first order) neuronjai a masodlagos (second
order) szabalyozd neuronokhoz adnak Osszekottetéseket, amelyek tobbek kozott a nucleus
paraventricularisban (PVN) végzddnek. Az anorexigén hatdsu jelatvitelt a CRH {a
hypothalamo-hypophysealis-adrenalis (HPA) rendszert stimulalja}, a TRH (a hypophysis-
thyreoidea tengelyt serkenti), valamint az oxitocin tovabbitja, és kapcsolja egyéb endokrin
funkciokhoz.

Osszességében, a leptin hatasara a taplalékfelvétel csdkken, az anyagcsere pedig

fokozddik, az energiaegyensuly a testtomeg csokkenése iranyaba tolodik el.
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4.2. A leptin és a gliikoz metabolizmus

A taplélkozasi sziinetekben a szigoriian szabdlyozott plazma gliikoz koncentracid
felelés a sejtek szamdra sziikséges energia folyamatos biztositasaért. A glik6oz szint
allandosagat a glikkdz termelés ¢és felhasznalas kozotti egyensuly szabja meg. Leptin
receptor (OBR-b) tobbek kozott a hasnyalmirigy szigetsejtjein is expresszalddik. Szamos
tamadasponton befolyasolja a bazalis, illetve a gliikoz altal stimulalt inzulin elvalasztast (4.
abra), igy kozvetett hatast gyakorol a cukor haztartasra (Frithbeck és Salvador 2000,
Emilsson ¢és mtsai 1997). Egyrészt az ATP-érzékeny kaliumcsatorndk gatlasa utjan
mérsékli az inzulin elvalasztasat (Harvey €s mtsai 1997), masrészt specifikus targeteken
keresztiil, a foszfolipaz-C, és terméke a foszfatidil-inozitol 1,4,5-trifoszfat gatlasa altal
csokkenti a sejten beliili Ca** koncentraciot és igy az inzulin exocytosisat. Ezen feliil a
protein-kinaz-C aktivitdsdnak csokkentésével kozvetlen gatld hatast fejt ki az inzulin
elvalasztasara (Ookuma €s mtsai 1998). A felsorolt gatlé6 mechanizmusoknak a 2-es tipust,
inzulin-rezisztencia talajan kialakulé diabetes mellitus pathogenesiseben Ilehet
jelentdségiik.

A majban (4. abra) a leptin csokkenti az inzulin altal stimulalt hatdsokat. A laktat
felvétel fokozasa révén serkenti a gliikkoneogenezist, valamint eldsegiti a zsirsavak béta-
oxidacigjat. A glikogenolizis fokozaséban is szerepet jatszik (Rossetti és mtsai 1997).

A harantcsikolt izomszdvetben (4. abra) is leirtak leptin hatdsokat. A GLUT-4
transzporter expresszidjanak fokozasan keresztiil a leptin eldsegiti a gliikkoz felvételét és a
glikogén szintézist (Ceddia és mtsai 1998).

In vitro vizsgalatok eredményei igazoltdk, hogy nemcsak a leptin hat a cukor
haztartasra, hanem forditva is igaz, a gliikkdz is fontos szerepet jatszik a leptin szekrécid
szabalyozasaban (Tucholski és Otto-Buczkowska 2011). Izolalt patkany zsirsejteken a
gliik6z dozisfiiggd modon emeli a sejtek leptin elvalasztasat, illetve a gliikoz altal indukalt

leptin szekrécid inzulin adasaval tovabb fokozhato.
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4.3. A leptin szerepe a csonttomeg szabalyozasaban

Napjainkra szdmos tanulmany Osszefiiggésbe hozza a leptint és a csontszerkezet
alakulésat, illetve leirja bonyolult kapcsolatrendszeriiket. A leptin ilyen iranyu szerepének
fontossadgara az a megfigyelés hivta fel a figyelmet, amely szerint az elhizott emberek
kisebb hanyadat érinti az osteoporosis (Soyka és mtsai 1999), illetve az alacsony testtomeg
alacsony leptin szintekkel €s kisebb csonttomeggel tarsul.

Feltételezik, hogy a leptin két eltérd csont-homeostasist szabalyoz6 folyamatban is
szerepet jatszik. Egyrészt, kozvetlen hatast fejt ki a csontvel6i Ossejtekre, serkenti az
osteoblastok differencialodéasat, mig az osteoclastok osztodasat gatolja (Holloway és mtsai
2002). Masrészt, a hypothalamuson keresztiil indirekt hatdst fejt ki két, egymassal
ellentétes mechanizmuson keresztiil: 1. a szimpatikus idegrendszer aktivaldsa utjan
eldsegiti a csont lebontast (Ducy és mtsai 2000); 2. a CART expresszio fokozasaval gatolja

az osteoclastok differencialodésat (Elefteriou és mtsai 2005).

4.4. A leptin és a reprodukcio

A human leptin és a testdsszetétel Osszefliggéseit vizsgalva nyilvanvalova valt, hogy a
ndk leptin szintje megegyezd testtomegindex (body mass index/BMI) mellett is 2-3-szor
magasabb a férfiakéndl (Ostlund és mtsai 1996). Nokben jellemzden magasabb a zsirszovet
szdzalékos aranya, igy a zsirsejtek altal termelt leptin mennyisége is varhatéan magasabb
értekeket mutat. A leptin szintek eltérése a pubertasban valik igen jelentdssé, ami azt
sugallja, hogy a test zsirtartalma mellett a nemi hormonok is befolyasoljak a peptid hormon
szintjét. Kamaszkor kezdetén mindkét nemben novekvd tendenciat mutat a szérum leptin
szintje, mely arra utal, hogy a leptinnek fontos szerepe lehet a hypothalamus-hypophysis-
gonad tengely aktivalasdban. Jelez az agynak a test megfeleld érettségérdl, és az
energiatartalékok kielégitd mennyiségérél a reprodukcios korba Iépéshez. Ez a
koncentraci6 emelkedés foleg lanyok esetében Olt dramai méreteket. A fiuknal a leptin
szint csak kozvetleniil a pubertds elott magasabb és ezutdn fokozatosan csokken,
feltehetden azért, mert az izomszdvet mennyisége né meg a testtdmegen beliil a zsir

rovasara. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés is, mely szerint leptin hianyos ob/ob
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egerekben hypogonadismus tapasztalhatd, illetve, hogy sovany ndi élsportoloknél az
adolescencia késik és rendszerint amenorrhea alakul ki (Wauters és mtsai 2000). A
metabolikus eredetli anovulaci6 jellemzod klinikai példaja az anorexia nervosa (Miller és
Golden 2010).

Patkany eredetli taléld hypophysis és mediobasalis hypothalamicus metszeteken
bebizonyitottak, hogy a leptin kozvetleniil hat a hypothalamusra és a hypophysisre:
eldsegiti az LHRH (luteinizing hormone releasing hormone) termelddését, ez altal noveli
az LH ¢s az FSH kibocsatasat (Zieba €s mtsai 2005). Mindezek mellett a leptin indirek
uton, a hypothalamicus GnRH-neuronokon keresztiil képes fokozni a hypophysis FSH- és
LH- termelését (Liefers és mtsai 2005).

A leptin nemcsak a nemi érést befolyasolja, hanem a terhességre is hatassal van.
Megfigyelték ugyanis, hogy a placenta leptin termelésének koszonhetden koncentracidja a
terhesség eldrehaladtdval fokozatosan emelkedik a vérben (Henson és Castracane 2006).
Magas szérum leptin szint elsésorban a terhesség késdi szakaszaban és a sziilés koriil
¢észlelhetd, amikorra az anyai zsirraktdrak feltoltédtek, és a szervezet felkésziilt a
szoptatasra. A sziilést kovetden a leptin szintje meredeken csdkkenni kezd.

A leptinnek jelentOséget tulajdonitanak koros terhességben is, mint példaul prae-
eclampsiaban, amelyben az anyai keringésben mind a leptin szintje, mind pedig az azt
kodold6 mRNS koncentracidja eltér a normalistol (McCarthy ¢és mtsai 1999). Prae-
eclampsiaval szovodott terhességben mar joval a tlinetek jelentkezése eldtt fokozddik a
keringésben a leptin koncentracié (Anim-Nyame és mtsai 2000). Felvetddik a kérdés, hogy
az emelkedett leptin-szintek mogott nem a metabolikus zavar kovetkeztében fellépd

fokozott zsirsejt-termelés allhat-e.

4.5. Egyéb funkciok

A leptin és az immunrendszer

crer

serkentd hatast gyakorol a monocyta/macrophag aktivalodéasra, az immunsejtek cytokin

termelésére. A leptin  Osszekdti a  proinflammatorikus  Thl  immunvalaszt a
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taplalékfelvétellel, ugyanis taplalék hidnydban a csokkent leptin szint mérsékli az
immunrendszer kapacitasat (Fantuzzi és Faggioni 2000).

Erett huméan adipocytakkal végzett vizsgalatok szerint kronikus gyulladdsokban a
TNF-a csokkenti, vagy gatolja a leptin mRNS expressziojat és felszabadulésat (Fawcett €s
mtsai 2000).

Egereken végzett kisérletekben az elhizott allatok nagyobb eséllyel élték tul a sepsist,
ezért a kutatok feltételezték, hogy bar a leptin hatdstalan a testtomeg szabalyozasra nézve,
az immunrendszer megodrizte leptin-érzékenységét. Ennek bizonyitdsara a kutatok olyan
egereket hoztak létre, amelyekben a kozponti idegrendszer kivételével hidnyoztak a leptin
receptorok. Kidertilt, hogy a sepsisre adott megfeleld immunvalaszhoz sziikség van leptin-
dependens agyi palydkra. Amennyiben ez karosodik, vagy leptinhiany 1ép fel, megnd a
sepsis halalozasi kockazata (Tschop és mtsai 2010).

Autoimmun betegségmodellekben a leptinhidnyos 4allapot enyhébb gyulladast,
bakteridlis és virusos infekciokkal szemben pedig fokozott érzékenységet eredményez
(Mancuso ¢s mtsai 2002). Autoimmun gyulladdsos bélbetegségekben szignifikansan
nagyobb a leptin szekrécidja a hypertrophias zsirszovetben, illetve a Crohn-betegség altal
¢érintett bélszakaszok mentén elhelyezkedd fehér zsirszovetben (Barbier és mtsai 2003),

mint a kontroll csoport esetében.
Egyedfejlodés
Mivel a leptin receptora nagy mennyiségben mutathaté ki magzati szovetekben, ez
felveti a leptin lehetséges szerepét az egyedfejlédésben is. Feltehetden elsésorban a
neurobioldgiai fejlédésre gyakorol hatéast, hiszen ob/ob ¢és db/db egerekben az agy
tomegének csokkenését figyelttk meg. Ezeknél az egértérzseknél idegrendszeri

rendellenességeket, karosodott myelinizaciot, neuronalis- és gliasejt fehérje hianyt talaltak

(Ahima és Flier 2000).

Hypertensio

Az elhizds szoros Osszefiiggést mutat a cardiovascularis halalozassal. Ennek
kovetkeztében vizsgaltdk a leptin hypertensioban betoltott szerepét is. A vizsgalatok azt

mutattadk, hogy a leptin szint novekedése a vérben (pl. elhizds sordn) a vérnyomas
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emelkedésével jart, illetve kronikus exogén leptin kezelés is kivéltja a vérnyomads
novekedését. Eddigi ismereteink alapjan gy tlinik, hogy a leptin indirekten, a szimpatikus

idegrendszert aktivalva emeli a vérnyomast (Rahmouni és Haynes 2004).

Depresszio

Anorexias, normal testtomegl €s talstilyos ndkon végzett megtigyelések azt mutatjak,
hogy a leptin egyértelmiien hangulatjavité hatast (Lawson és mtsai 2011). Szoros negativ
korrelaci6 all fenn a leptin vérszintje és a hangulati tiinetek kozott, vagyis a magasabb
leptin koncentracido egyértelmiien alacsonyabb szorongasos és depresszids tiinetekkel

tarsult.

5. Leptin-rezisztencia

A leptin felfedezését kdvetden, illetve az ob/ob egértdrzsben kialakuld stlyos elhizas
alapjan azt feltételezték, hogy a humdan obesitas hatterében is a leptin hidnya allhat
(Montague ¢és mtsai 1997). Kés6bb a ragcsaldo modellekrdl (pl. db/db) késziilt
tanulmanyok, illetve a human elhizasrol szoldé publikaciok f6 témaja a leptin receptor
zavarok, illetve a hyperleptinaemia lettek (Spiegelman ¢és Flier 1996). Ezek alapjan
sziiletett meg a leptin-rezisztencia koncepcioja.

Leptin-rezisztencianak nevezziil azt az allapotot, amikor az emelkedett leptin
koncentraci6 ellenére a leptin nem képes funkciojat megfeleléen ellatni, ennek
eredményeként a leptin szintje circulus vitiosus-ként tovabb novekszik a megfeleld hatés
elérése érdekében (Carrascosa €s mtsai 2007). Az elhizott emberekben tilnyomorészt
magas szérum leptin szintek mérhetdk, és ezen szenélyek exogén leptin adéséara
kedvezétlentil reagélnak (Rosenbaum és mtsa 2002).

A leptin hatas egyik legnyilvanvalobb hibdja a receptorfunkcid rendellenessége: a
karosodott receptor expresszio, illetve szignalizacid, melyet jol szemléltet a db/db egér
modell is. A jelatviteli utak deficiencidjanak hatterében az intracellularis
szignaltranszdukciot gatld mechanizmusok fokozott miikodése, azaz mind a SOCS3, mind

pedig a PTP1B fokozott aktivitasa all.
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A cytokin csalad legtobb tagja fehérjéhez kotve talalhatd a szérumban. Ezek a kotd
fehérjék igen fontos szerepet jatszanak az altaluk kotésben tartott molekula
szabalyozasaban, novelve vagy csokkentve a ligand biologiai aktivitdsat. Sinha és
munkatarsai (1996), valamint Houseknecht és munkacsoportja (1996) kisérleteik soran
megfigyelték, hogy sovany egérben ¢s emberben a vérben keringd leptin nagy része
fehérjéhez kotott formaban talalhato, és a szabad leptin ardnya pozitiv korrelaciot mutat a
novekvd talsullyal, valamint a BMI-vel. Tehat obesitasban a leptin-kotd fehérjek
telithetok. A leptin kotéséért felelds fehérjék identifikédldsa még ma sem teljes. Ismert
azonban a leptin receptor egyik variansa (OBR-e), mely szolubilis receptorként részt vesz a
szérum leptin transzportjdban. Ezt az izoformat csupan 10%-ban sikeriilt kimutatni a
human szérum immunprecipitaciés vizsgalatai soran, tehat e szolubilis receptor forma
szerepe elenyészd. Ebbdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a leptin transzportja a vér-
agy-gaton (blood-brain-barrier/BBB) szintén szaturabilis mechanizmus utjan torténik
(Schwartz és mtsai 1996). A kisérleteket alatamasztja, hogy e transzport hatékonysaga
csokken elhizasban. Feltételezések szerint, a kiilonb6zd szérum leptin k6td molekuldk igen

fontos szerepet toltenek be a leptin-rezisztencia kialakuldséban.
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I11. Hipotézis és célkitiizések

Korabbi vizsgalatok felvetették, hogy a leptin expresszioja, aktivitasa és hatékonysaga
mind az életkorral, mind a testosszetétel eltéréseinek megfeleléen (So6s és mtsai 2009,
Gabriely és mtsai 2002, Mitchell és mtsai 2009) valtozik.

A leptin hatdsmechanizmus feltérképezése soran leirtdk (Schwartz és mtsai 1996),
hogy a liquor leptin szintje szoros korrelaciét mutat a plazma leptin koncentracioval és
kozvetetten a testdsszetétellel. Osszehasonlitva a leptin transzport mechanizmusinak
hatékonysagat alacsony €s magas leptin szérum szintek esetében, az utdbbinal igen
jelentdsen csokkent a leptin plazma-liquor aranya. Ezen megfigyelések alapjan felvetddott,
hogy a BBB transzport mechanizmusai karosodnak elhizasban, igy ez a mechanizmus is
hozzajarul az elhizasban kialakul6 leptin-rezisztenciahoz.

Scarpace ¢és mtsai arra a megallapitasra jutottak, hogy a leptin-rezisztencia
kialakulasdban az ¢életkoré¢ az elsddleges szerep, korral a leptin hatdstalansaga
kovetkeztében az NPY-ra kifejtett gatlo hatds csokken (Scarpace ¢és mtsai 2000).
Megfigyelésiik szerint, a leptin-infizido kozel 50%-kal csokkentette az NPY mennyiségét
fiatal patkanyokban, mig az idds allatokban nem tapasztaltak mennyiségi valtozast.
Feltételezésiik szerint, ez a pathomechanizmus all a korfliggd elhizas és az emelkedett
leptin szintek hatterében.

Egy masik kutatocsoport megfigyelései szerint azonban idds patkanyban a
taplalékbevitel korlatozasaval a leptin-érzékenység csokkenése megakadalyozhato
(Fernandez és mtsai 2002). Kaldria megvonas hatasara csokkend leptin szintet és fokoz6do
hypothalamicus OBR expressziot irtak le. Feltételezésiik szerint a leptin-rezisztencia
kialakulasaban a korfiiggd elhizés kulcsfontossagu.

Gabriely és kutatocsoportja szerint (Gabriely és mtsai 2002) a hyperleptinaemia és
kovetkezményes leptin-rezisztencia a természetes Oregedési folyamat része, amely
fiiggetlen az elhizastol, vagy a testzsir eloszlasatol. A kor eldrehaladtaval a leptin
receptorok karosoddsa és a jelatviteli ut hib4ja az elhizas okozdja. Ennek hatterében

nemcsak a receptor mennyiségi csokkenése, hanem a Jak-STAT jelatviteli ttvonal fokozott
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gatldsa, a SOCS3 molekula mennyiségének emelkedése is szerepet jatszik. Kimutattak,
hogy az idds patkanyok hypothalamusaban haromszor magasabb a SOCS3 szintje, mint
fiatal korcsoportokban.

A fenti eredmények tiikrében nem egyértelmii, hogy az ¢€letkor, vagy a testosszetétel
hatdsa erdsebb a leptin aktivitds tekintetében. Ellentmondéasosak a megfigyelések arra
nézve is, hogy a testosszetétel kedvezd iranya valtoztatdsa (zsirtdomeg csokkentése pl.
kaloria restrikcid Utjan) javitja-e €s ha igen, milyen mértékben az életkorfiiggd leptin-
rezisztenciat (Fernandez és mtsai 2002, Gabriely és mtsai 2002). Vizsgélataink célja a
leptin-rezisztencia kor-, illetve testosszetétel-fliggd elemeinek részletesebb megismerése
volt.

Hipotézisiink szerint a testosszetétel kedvezd valtoztatdsa képes a korfiiggd leptin-
rezisztencia mérséklésére. Ennek tisztazasara kisérleteink soran regisztraltuk a centralisan
alkalmazott leptinre adott energetikai vélaszkészséget kiilonbozd életkort, illetve
taplaltsagi allapota patkany csoportokban. A leptin hatdsainak felderitése érdekében
hatékonysagat nemcsak a taplalékfelvételre, testtomegre, hanem az energiahaztartas mas

paramétereire kiterjedden is elemeztiik.
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IV. Kisérletes munka

1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran him Wistar patkdnyokat alkalmaztunk. (A ndstény allatok aktualis
testtomegét és testosszetételét a nemi hormonok ciklusa nagymértékben befolyasolja) Az
allatok enyhén hiivés 23-26 °C-os Kkiils6 kornyezeti hdmérsékleten, kiilon-kiilon
faforgaccsal bélelt, fém raccsal fedett miianyag ketrecben (38 cm x 22 cm x 15 cm) voltak
tartva. Mesterséges fény biztositotta a nappali és ¢éjszakai periodusok 12 orankénti
valtakozasat reggel 6 és este 6 oOra kozott. Viz minden allat szdmara ad libitum
rendelkezésre allt.

Bér az allatok mozgasukban nem voltak korlatozottak sem a kisérlet soran, sem azt
megeldzden, szamottevd fizikai aktivitdsra nem volt lehetdségiik (Ketreciikben nem allt
rendelkezésre sem nagy tér, sem pedig futdkerék.). Ennek megfeleléen allapotuk
hozzavetdleg a mozgasszegény emberi életmddnak felel meg.

A leptin hatds vizsgalata érdekében kiilonb6zd taplaltsagi - és korcsoportokat (5.
abra) alakitottunk ki:

1. 2 honapos ad libitum taplalt (NF2)
2. 12 hoénapos ad libitum taplalt ( )
3. 12 hénapos kaloria-restrikcios (CR12)

A normal taplalasu allatokbol allo csoport (normally-fed/NF) olyan allatokat foglal
magaba, amelyek standard, 2,7 kcal/g {11,3 kJ/g, CRLT/N patkanytap (Szindbad Kft.,
G6dollo), a 36% szarazanyag 20% fehérjét, 31% szénhidratot, 4,5% zsirt, 4,5% ndvényi
rostot tartalmaz} energiatartalmu tapot kaptak, ad libitum {Az ad libitum taplalas a
szakirodalom adatai alapjan eleve kismértékii taltaplalast jelent, ami vadon €16 allatoknal
altalaban nem jellemz6 (Keenan és mtsai 1997)}. Felvetddott, hogy laboratdriumi allatok

esetében 10%-al csokkentett tapbevitel allhat legkdzelebb a normalis értékhez. }
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5. abra: kiserleti allatok

1. 2 honapos ad libitum taplalt
(NF2) testtomegiik:200 — 220g

2. 12 honapos ad libitum taplalt
(NF12) testtomegiik: 500 — 520g

3. 12 honapos kaloria-restrikcios

(CR12) testtomegiik: 330 — 320g

A kaldria-restrikcids  (calorie-restricted/CR)  csoport egyedei  csdkkent
kalériatartalmu diétan (csokkentett mennyiségli standard laboratériumi tap) voltak tartva
mar az elvalasztasuktol kezdve. Ez a diéta egy felnott patkany esetén a tapfelvétel 60%-at
jelenti, azaz naponta 16g standard portapot.

Ezek a csoportok a mérsékelten mozgasszegény, de még optimalis testdsszetételli
fiatal feln6tt, a mérsékelten mozgasszegény és kissé tulsulyos, ill. a sovany koézépkoru
emberi populaciot reprezentaltak.

Mindharom csoporton beliil el lettek kiilonitve olyan allatok, amelyek centralis leptin-
infuziot kaptak, illetve a kisérleti csoportokhoz azonos korti és taplaltsagi allapotu
patkanyokbol all6 kontroll csoportok tartoztak (1. tablazat). A kiilonboz6 kisérleti, illetve
kontroll csoportok 6-8 allatbol alltak.
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kisérleti csoport: centralis leptin-infizid
NF2

kontroll csoport: fiziologias sooldat
NF12

kontroll csoport: fiziologias sdoldat

kisérleti csoport: centralis leptin-infizid
CR12 : :

kontroll csoport: fiziologids sooldat

1. tablazat: kisérleti allatcsoportok

Kisérleteinket a PTE-AOK Allatkisérletes Etikai Bizottsig jovahagyasaval, a
Baranya Megyei Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé Alloméas engedélyével
(BA02/2000-13/2006) az Eurdpai Bizottsadg allatetikai kovetelményeivel (86/609/EEC)

Osszhangban végeztiik.

2. A Kisérlet menete

Annak érdekében, hogy az allatok megszokjak a kisérletes koriilményeket - az 0j
kornyezetet, a napi tap - és testtomeg méréseket - még a beavatkozasok elétt a kisérletben
alkalmazott biotelemetrids rendszerbe keriiltek behelyezésre. Ezutan keriilt sor (7-10.
napon) az e-mitter, és a hozza kapcsolt szivfrekvenciat méré nyulvanyok beiiltetésére a
patkanyok hasiiregébe, ill. mellkas bdre ala. Legalabb 1 héttel késobb tortént a kronikus
intracerebroventricularis (ICV) kaniil, valamint ezzel egy tilésben a kaniilhdz kapcsolodo
leptinnel, illetve kontrollcsoport esetén fiziologias sooldattal feltdltdtt ozmotikus
minipumpa beliltetése a nyaki régid bdre ala, dorsalisan. Ezt kdvetden 10-12 6ran beliil
érte el az agykamrat a 7 napig tartdo ICV infazi6. Az ICV miitét napjat tekintjiik a kisérlet
0. napjanak.

A kisérlet végeztével az allatokat narkotikummal {intraperitonealis (IP) uretan, 3-5

g/ttkg} talaltattuk és boncolast végeztiink.
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3. Sebészeti beavatkozasok

A szoktatds utan ketamin + xylazin anesztézidban végeztiik {78mg/ttkg — ketamin
(Calypsol) + 13mg/ttkg — xylazin (Sedaxylan)} a miitéteket. Az altatészerek IP keriiltek
beadésra. Igy, kb. 1 — 1,5 éras mély alvast idéztiink eld, mely elegendd idét biztositott a
beavatkozasok elvégzésehez. A miitétek soran intramuscularisan gentamycint (2 mg/ttkg)
kaptak az allatok, az esetleges fertdzések elkeriilése céljabol. Posztoperativ

fajdalomcsillapitasra nem volt sziikség.

3.1.  Transzmitter kapszula beiiltetése

Minimitter® biotelemetrids mérérendszer segitségével vizsgaltuk a leptin 7 napos

crer

periddus 7-10. napjan egy kis méretli implantalhato
transzmitter (6. abra) (E-mitter kapszula) lett az
allatok hastiregébe iiltetve.

Szortelenités, és dezinficialas (7/1. abra) utan
az allat hasfalanak Osszes rétegét athidald, kb. 2
cm-es metszést ejtettiink medialisan, craniocaudalis
iranyban (7/2. abra). Ezen sebzésen keresztiil, az

abdominalis képletek épségére ligyelve a hasiiregbe

6. dbra: E-mitter és elektrédai helyeztikk a transmittert (7/3. abra), majd a
szivfrekvencia méréséhez sziikséges két elektrodat,

melyek hozzavetdleg a mellkasi V, elvezetésnek felelnek meg, subcutan vezetve (7/4.
abra), bilaterdlisan a mellkas izomzatahoz Oltve rogzitettiik. A miitét végén oOltésekkel

zartuk a hasfalat, és a mellkasi metszéseket.
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7. abra: Az e-mitter beiiltetésének miitéti képei: (1.) szortelenités és dezinficialds,; (2.) kb. 2cm-es
metszés medidlisan, craniocaudalis iranyban, (3.) e-mitter behelyezése a hasiiregbe,; (4.) szivfrekvencia

nyulvanyok felhelyezése a mellkas bére ala;

3.2. ICV Kaniil és ozmotikus minipumpa beiiltetése

Az e-mitter kapszula behelyezését legaldbb 7-10 nappal kdvetden a patkany jobb
lateralis agykamrajaba ICV kaniil és a hozza kapcsolt ozmotikus minipumpa (8. abra)
beiiltetésére keriilt sor. A fejtetd szortelenitése, €s dezinficidldsa utan sagittalis irdnyu
metszést ejtettiink a béron. A csontfelszint letisztitottuk, majd stereotaxias késziilékkel
dorsalisan 1, a duratol ventralisan pedig 3,8 mm. A koponyacsontba fogaszati furoval 3
lyukat furtunk, melyek koziil kettd6 a rogzitést szolgalta, igy ezekbe fémcsavarokat
helyeztiink. A harmadik lyukat pedig az ALZET Brain Infusion Kit-1* agykamrai kaniil
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szamara készitettiik. A kaniilt fogészati cementtel rogzitettiink a koponyahoz és a 2
csavarhoz.

A minipumpa behelyezéséhez a metszést meghosszabbitottuk caudalis iranyba, majd
tompa prepardcioval elvéalasztva a nyaki régié borét az alatta fekvd lagyrészektol
behelyeztiik az elézetesen a vizsgélni kivant anyaggal feltoltott ALZET 2001D ozmotikus
minipumpat.

3.ALZET 2001D mini-
osmotic pump®

&

1.ALZET Brain Infusion Kit-1% kaniil

\ 2.atvezetd poli-vinil-klorid

cso

8. abra: ICV kaniil és az Alzet ozmotikus minipumpa

A minipumpa (9. abra) 7 napig tartd folyamatos infuzidt tett lehetévé 1 pg/ul/h
dézisban. A pumpa neve is utal muikodési alapelvére. Specidlis szerkezetének
koszonhetden az ozmozis mechanizmusat kihaszndlva juttatja a kivant anyagot a hozza
kapcsolt poli-vinil-klorid csébe, a kaniilbe, innen pedig a liquor térbe. A pumpa
falszerkezete beliilrdl kifelé haladva: 1. impermeabilis membran; 2. magas ozmolalitasu

sohiively; 3. semipermeabilis membran.
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9. abra: ALZET 2001 mini-osmotikus

I ) i pumpa® szerkezete:

: 'I*ll‘"‘s""l_ 1. alkalmazott anyag

. ozmotikus réteg

—

Ht e '.-':_--:-:-_:t'_'.-._h'.. : .v

2

3. semipermeabilis membran
4. impermeabilis reservoir
5

. aramlas szabadlyozo

A vizsgalandé anyagot az impermeabilis mebrannal hatarolt hiively tartalmazza. A
magas ozmolalitasu réteg a kiilsé szovetekbdl folyadékot sziv magaba a semipermeabilis
membranon keresztiil, nyomast gyakorolva az at nem ereszto hiivelyre, amellyel biztositja
a pumpa belsejében talalhaté anyag folyamatos éaramldsat a kaniil felé. Tehat a
folyadékaramlds mozgatorugdja a permeabilitas, tovabba a nyomads kiegyenlitdédés, és
fiiggetlen az alkalmazott anyag mindségétl. Mivel az ozmozis sebessége allando, a

folyamatos ¢és egyenletes anyagbeadas biztositott.

4. Alkalmazott anvagok

Az éllatok centralisan fiziologias sooldatot (kontroll), tovabbad humén rekombinéns
leptint (Bachem) tartalmaz6é infuzidt kaptak 1 ug/ul/h doézisban 7 napon keresztiil. Az
ALZET ozmotikus minipumpaba injektalt leptin oldat hozzavetdleg 200 pg leptint

tartalmazott 200 ul fizioldgias sdoldatban feloldva.

5. Miérések, analizis

A fent emlitett miitétek altal lehetdvé valt a leptin energetikai hatasainak vizsgalata
biotelemetrids rendszerben (VitalView Data Acquisition System Series 4000 for
Temperature, Activity and Heart Rate®). E rendszer segitségével folyamatosan
monitorizalhato és szamitogépen automatikusan regisztralhaté a maghomérséklet (Tc), a
szivfrekvencia (HR, heart rate - az anyagcsere indikatora), a spontdn horizontalis

lokomotor aktivitds (ACT) és ezek napszaki ritmusanak véltozdsai. A biotelemetrids
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késziilék két f6 komponense a mar emlitett e-mitter, valamint a ketrec alatt talalhatd
specialis jelfogd berendezés, mely a kapszula altal kiildott adatokat 5 percenként
regisztralja. Ezeket 12 orara atlagolva nyertiik az allatok éjszakai és nappali periddusanak
megfeleld atlagértékeket, amelyeket szamitogépes program segitségével grafikusan
abrazoltunk.

Adataink statisztikai értékelésére SPSS 11.0 for Windows programot hasznéltunk.
Alkalmazott moddszerek: one-way ANOVA, ¢és ANOVA repeated-measures teszt.
Szignifikdnsnak tekintettiik azokat a valtozasokat, amelyek esetében p < 0,05 értéknél. Ezt
az abraimon a nappali minimum értékek esetében #-tel, az ¢jszakai maximum értékekre

vonatkozoan *-gal jeldltem.
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V.Eredmények

1. A testtomeg (BW) és a taplalékfelvétel (K1) valtozasai

Leptin-infizié hatdsara létrejovo testtomeg-valtozas és a taplalékbevitel mértékét
allitottam parba az azonos kort kontroll patkdnyokban mért adatokkal (10. abra). A teli
szimbolumok jelolik a leptin-infazidval kezelt kisérleti csoportokat, az {ires szimbolumok
pedig a hozzajuk tartozd kontrollcsoportokat. Az Osszes abran kék szin jel6li a normal
taplalast 2 honapos allatokat, z6ld a normal taplalasa 12honapos csoportot, €s piros a 12
hoénapos kaldria-restrikcios allatcsoportot.

A
(Abodyweight/ABW) az id6 fiiggvényében. A ABW értékeket g-ban, az id6 mulasat pedig

testtomeg  valtozdsat a  kiinduldsi  testtdmeghez  viszonyitottam

napokban adtam meg. A teli szimbolumok jeldlik a leptin-infizidval kezelt kisérleti

csoportokat, az tires szimbdlumok a hozzajuk tartozé kontrollcsoportokat abrazoljak.
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10. dbra: A testtomeg (ABW) és taplalékfelvétel(Fl) valtozasai 7 napos ICV leptin-infiizié sordn
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ICV alkalmazott leptin-infuzi6 hatdsdra a BW igen nagymértékii, szignifikans
csOkkenést mutatott a fiatal NF2-es csoport esetében. Kisebb mértékben ugyan, de
szignifikansan csokkent a kozépkortt NF12-es csoport allatainak testtomege is, azonban a
sovany kozépkora CR12-es allatoknal nem jott 1étre szamottevo fogyas.

A taplalékfelvétel (food intake/FI) tekintetében az ordindtdn a 24 ora alatt felvett
taplalék mennyiségét grammok jelolik, az abszcisszan pedig az id6t napokban. A szinnel
kitoltott oszlopok jelolik a leptin-infuzidval kezelt allatok paramétereit, a kontroll csoport
taplalékfelvételét pedig lires oszlopokkal dbrazoljak.

A taplalékfelvételt tekintve a testtdmeg valtozdsaihoz hasonlé tendencidkat
tapasztaltam. A leptin-infizid szignifikans csokkenést okozott az NF2, illetve az NF12-es
csoportok napi tapfelvételében. A sovany kozépkora CR12-es allatok taplalékfelvételében

az infizid nem eredményezett anorexiat.

2. A maghomérséklet (Tc) valtozasai

A 11. abran a maghémérséklet valtozasait dbrazoltam az idd fliggvényében.

A grafikonon a hdmérsékleti adatokat °C, az 1d6t pedig napok jelolik.

Tc (OC control
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control
Te (OC) —&— leptin
38.5

INFUSION

3
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CR12
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11. abra: A Tc valtozasai ICV leptin-infuzio hatasara

Az abszcisszan fekete négyzetek jeldlik az allatok éjszakai aktiv periodusat (18:00-
06:00), fehér négyzetek pedig az inaktiv nappalokat. Teli szimbolumok reprezentaljdk az
¢jszakal maximum, Ures szimbolumok a nappali minimum hdmérsékleteket. A sziirkével
jelolt gorbe minden esetben a kontroll csoportra vonatkozik.

Az infizi6 inditasanak napjan lathaté Tc zuhanéds a miitéti beavatkozas kovetkeztében
jott 1étre, nem kapcsolhatd a leptin hatdsdhoz, ugyanis a NaCl-dal kezelt allatoknal is
éppugy megjelenik, mint leptin esetében.

A Kkisérlet sordn minden 4allatcsoportban ndvekedtek a nappali maghdmérséklet
atlagok. Szembetlind és szignifikdns emelkedés volt lathatd leptin hatdsara az NF2-es
csoport esetén, mig az NF12-es allatok alig mutattak valaszkészséget az infiizios kezelésre,
ez a minimalis valtozas viszont statisztikailag szignifikans volt. A sovany kozépkoru CR-
es csoportban, ellentétben a FI és BW valtozasaiban tapasztaltakkal, igen nagyfoku, tartos
¢és szignifikdns emelkedés volt tapasztalhato. A Tc emelkedés ebben a csoportban volt a
legkifejezettebb, nemcsak a nappali minimumok, de az éjszakai maximumok is jelentds

emelkedést mutattak, amely a csoport fokozott leptin-érzékenységére utalhat.

3. A szivirekvencia (HR) és a lokomotor aktivitas (ACT) valtozasai

A szivfrekvencia értékeit reprezentald grafikon (12. abra) hasonldképpen épiil fel,
mint a 11. dbra, azzal a kiilonbséggel, hogy most az ordinatan a HR értékek vannak

feltiintetve.
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ICV leptin-infuzid hatdsara az NF2-es kisérleti csoportban a nappali minimum értékek
tartdés emelkedése jott 1étre. Az NF12-es allatcsoport HR értékei nem valtoztak az infazio
soran, jelezve a kozépkortakban mar kialakuloban 1€vé leptin-rezisztenciat. A CR12-es
patkdnyok ¢éjszakai HR maximum értékei kiillondosen nagymértékli és tartds valtozast
mutattak, melynek mértéke az id6 eldrehaladtaval csokkent, de a kontroll tartomanyba nem

tért vissza.
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12. abra: A szivfrekvencia valtozasai ICV leptin-infiizio hatasdra
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A spontan horizontalis lokomotor aktivitas terén nem volt detektalhaté szignifikans
eltérést sem az ¢jszakai, sem pedig a nappali aktivitasra vonatkozdan, ami aldtdmasztja azt,
hogy a Tc és HR emelkedése egyik allatcsoport esetében sem magyarazhatd az aktivitas
fokozddasaval. Feltételezhetéen a megfigyelt Tc és HR ndvekedés hatterében inkabb az

anyagcsere emelkedése allt..

4. A testosszetétel indikatorainak valtozasai

A 13. abra a boncolés soran eltavolitott epididymalis- és retroperitonealis zsirszovet,
illetve a musculus tibialis anterior (nedves) tomegét mutatja g-ban kifejezve, 100g
testtomegre vonatkoztatva.

A zsirszovet tomege (az indikatorok alapjan) az életkorral szamottevéen nétt. Ezt a
zsirtdmeg novekedést a kaloria-restrikcio szignifikdns mértékben mérsékelte. A leptin-
infuzié eredményeként a vizsgalt zsirszoveti indikatorok tomege szignifikdns mértékben
csokkent az NF2-es és NF12-es csoportokban. A CR12-es csoportban nem alakult ki
értékelhetd csokkenés.

Az izomtomegre vonatkozdan nem volt lathatd szignifikans eltérés az NF12-es és
CR12-es patkanyok kontroll eredményei kozott, tehat kaloria-restrikcid nem idézett eld

1izomsorvadast. A leptin-infuzié nem befolyasolta az izomtomeget egyik csoportnal sem.

weight (g/100g BW)

B NF2
*
[ NF12
| —— |
2 SN CR12
*
| —— |
*
| —— |

* k
/A

control leptin  control leptin control leptin
epididymal fat retroperitoneal fat muscle

13. abra: Az epididymalis- és retroperitonealis zsirszévet, valamint a musculus tibialis

anterior tomege 100 g nedves testtomegre vonatkoztatva.
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VI. Osszefoglalas, kovetkeztetések

A leptin az egyik legjelentdsebb periférids eredetli katabolikus hatasti mediator,
melynek szérumszintje a zsirszovet mennyiségével aranyos (Friedman és Halaas 1998,
Hamilton és mtsai 1995). A leptin szintje tartés ¢hezés hatdsara csokken, mig a test
zsirtartalmanak novekedésével fokozodik (Ahima 2000). A leptin szint emelkedése
stimuldlja a POMC, illetve a CART, gatolja viszont a NPY és AgRP neuronokat, ezzel
csokkentve a taplalékfelvételt és novelve a metabolikus ratat (Schwartz és mstai 2000,
Székely €s Szelényi 2005). A leptin igy az energetikai egyensulyt a testtomeg csokkenése
iranyaba tolja el.

A kisérleti eredmények azt mutattdk, hogy a krénikus (10 hoénapos) kaldria-
restrikcid szamottevd mértékben csokkentette a BW-t, illetve a zsirtomeget, ugyanakkor a
kontroll, ad libitum téplalt allatokéhoz képest nem idézett eld izomtomeg csokkenést. A 7
napos leptin-infizio hatasara a FI és BW értékek mind a fiatal, mind a normal taplalasa
kozépkoru allatcsoportban szamottevoen csokkentek. Ezek a hatdsok a sovany, kaloria-
restrikcios kozépkort csoportban nem bizonyultak szignifikansnak. Ugyanakkor a fiatal,
illetve a sovany kozépkort kisérleti csoportban jelentds hypermetabolismusra utald
valtozasok alakultak ki. A nappali Tc atlagok novekedtek, melyek a nappali peridodus
jellegzetes inaktivitdsa miatt feltehetden fOként az anyagcsere ndvekedésnek
tulajdonithatok. A fiatal NF2 csoportban ezt tdmasztja alda a nappali HR &tlagok
novekedése is. Az ¢éjszakai Tc és HR maximumok csupan a sovany, kdzépkora CR12-es
csoportban novekedtek. Miutdn a leptin-infizié sordn sehol nem észleltiink szignifikéns
aktivitds-novekedést, a jelenség hatterében itt is fokozott anyagcsere allhat.

Osszességében a leptin-infizié hatasai életkorfiiggd csokkenést mutattak. Az
NF12-es patkanyokban mért minimalis, révidtava nappali Tc emelkedés messze elmaradt a
fiatalokban kialakulé hypermetabolismustol, mig a FI- és BW-csokkenés tekintetében a
korfiiggd eltérés joval mérsékeltebb volt.

A CR12-ben észlelhetd leptin hatasok sem parhuzamosan valtoztak: az anorexigén

valaszok jelentds mértékben csokkentek, mig a hypermetabolicus hatdsok igen kifejezettek
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voltak. A kaloria-restrikcids allatokban a leptin anorexigén hatdsainak gyengesége
feltehetden a hosszatdva deprivacid soran kialakult, fokozott orexigén ténussal
magyarazhato.

Az eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a kaldria-restrikcid hatasara a leptin
hatékonysaga részlegesen javult a mar jelentds leptin-rezisztenciat mutatd kozépkort
patkanyokban.

Jelen vizsgalat eredményei ellentmondani latszanak azon korabbi megallapitasoknak,
melyek szerint a kaldria-restrikcid hatastalannak bizonyult Oreg patkdnyok leptin-
rezisztenciajat illetéen (Gabriely és mtsai 2002). Ezek a vizsgalatok kizarélag anorexigén
leptin hatasokra iranyultak, amelyek kaloria-restrikcios allatokban mar korabbi 6-, illetve
12-hénapos korban sem valthatok ki. A hypermetabolicus hatdsok terén a kaloria-restrikcid
képes volt a korfiiggd leptin-rezisztenciat hatdsosan visszaszoritani. Ezen
kovetkeztetéseink egybecsengenek a szakirodalom egyes megfigyeléseivel, amelyek az FI
mellett metabolikus paraméterekre is kiterjedtek (Sods és mtsai 2009). Ugyancsak hasonld
kovetkeztetésekre vezetett az a vizsgalat, amelyben enyhe (80%-0s) atmeneti (3 honapos)
kaloria megszoritast kdvetden oreg allatok re-feeding értékeit (a megszoritast kovetd ad
libitum tapfelvétel soran) a leptin eredményesen csokkentette (Fernandez és mtsai 2002).

Megfigyeléseinkbdl, illetve a szakirodalom adataibol azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a kalodriabevitel kronikus megszoritasa, amely a testdsszetételt elonyds
iranyban véltoztatja meg (az izomtdmeg csokkenése nélkiil jelentdsen mérsékli a
zsirtdmeget) nemcsak megakadalyozhatja a leptin-rezisztencia kialakuldsat, hanem id6sebb
korban is ndvelheti a leptin hatékonysagat bizonyos energetikai paraméterekre.

Ezen eredmények késdbbi human vonatkozasai igen jelentdsek lehetnek, hiszen
alatdmasztjak a kaloria-restrikcid jelentdségét mar talstlyos, kozépkoru, leptin-rezisztens
egyének esetében is. Tovabbi vizsgalatokat terveziink oreg, 24 honapos normal taplalasu,
illetve kaloria-restrikcios allatcsoportok leptinre adott energetikai valaszkészségének

Osszevetésére.
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VII. Koszonetnyilvanitas

ElsOsorban szeretnék koszonetet mondani dr. Balaské Marta témavezetomnek, a
dolgozat megirasa soran nyujtott szakmai tdmogatasaért, tanacsaiért, tiirelméert.

Ko6szonom dr. Székely Miklos professzor urnak valamint, dr. Pétervari Erikénak és dr.
Soos Szilvidnak a dolgozat megirasdhoz nyujtott szakmai segitségiiket.

Koszonettel tartozom tovabbd a Korélettani Intézet HOszabalyozasi és Anyagcsere
Laboratoriuma 0Osszes dolgozojanak, kiemelten Gasparné Koncsecskd Margitnak ¢€s
Mihalffyné Jech Andrednak, akik nagyban segitettek a kisérleti technikak elsajatitasaban és

természetesen TDK hallgatotarsaimnak, akik hozzajarultak a kisérletes munkahoz.
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VIII. Roviditések

ACT spontan horizontalis lokomotor aktivitas
AgRP agouti-related peptide

AMPK/ACC 5’-AMP-aktivalt protein kindz/ acetylcoenzim A-carboxilaz
ARC nucleus arcuatus

ATP adenozin-5'-trifoszfat

BBB blood-brain-barrier

BMI body mass index

CART kokain-amfetamin-regulalt transzkript
CCK cholecystokinin

CR calorie-restricted

CRH corticotropin-releasing hormon

D2 [I-es tipust dejodaz

FFA free fatty acid

FI food intake

F-1II [II-as tipusu fibronektin

FSH folliculus stimulalé hormon

GLUT-4 gliik6z transzporter 4

GnRH gonadotropin-releasing hormone
HPA hypothalamo-hypophysealis-adrenalis
HR szivirekvencia

| (GAY/ intracerebroventricularis

IL-1 interleukin-1

IL-6 interleukin-6

IP intraperitonealis

IRS inzulin receptor szubsztrat

JAK2 Janus-kinaz

LH luteinizald hormon



LHRH
MAPK
MCIR-5R
NF
NPY
Ob
OBR
POMC
PP
PTP1B
PVN
PYY
SOCS3
STAT
Tc

Thl
TNF
TRH
Tyr
UPC
ZDF
a-MSH
ABW

luteinizing hormone releasing hormone
mitdzis aktivald protein kinaz
melanocortin receptor
normally-fed

neuropeptid Y

obes gén

leptin receptor
proopiomelanokortin
pancreas polipeptid
protein-tirozin foszfataz-1B
nucleus paraventricularis
peptid YY

suppressor of cytokine signaling-3

signal transducer and activator of transcription

maghdmérséklet

T-helper 1

tumor necrosis faktor
thyrotropin-releasing hormon
tyrosin

uncoupling

zucker diabetic fatty
alfa-melanocyta-stimulal6 hormon

testtomeg/body weight/ valtozas
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