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1. BEVEZETES

Az éldlények szdmara az energiaegyensuly megteremtése
alapvetd jelent0ségli. Az allatok az életfunkcidik fenntartasahoz
(alapanyagcsere) az energiat az elfogyasztott taplalékbol nyerik,
aminek egy részét hé és mozgasi energia formajaban leadjak.
Amennyiben az energia bevitel nagyobb, mint az elhasznalt
mennyiség, az hizashoz vezet, forditott esetben testsulycsdkkenés jon
létre. Mind az elhizas, mind a koros sovanysag veszélyezteti az
egészséget, és szamos betegség rizikofaktorat jelenti.

Az energia bevitel taplalékfelvétellel torténik, melynek
szabalyzasaban tobb tényez0 is szerepet jatszik. A szervezet
energetikai allapotardl és a gyomor teltségérél humoralis €s idegi
uton az informdci6 a kozponti idegrendszerbe jut. A kiilonb6zo
informaciok feldolgozasat és integraldsat legfelsobb szinten a
hypothalamus végzi. A hypothalamuson beliil az
informaciokozvetitést az idegsejtek altal termelt kiillonb6z6 orexigén
(taplalékfelvételt serkenté) és  anorexigén  (taplalékfelvételt
csOkkentd) neuropeptidek biztositjak. A kimenet az endokrin, és az
autonom idegrendszeren keresztiil valosul meg, de a hypothalamus a
kortikolimbikus jutalomrendszerrel is kapcsolatban all.

A bevitt energia nagy része az alapanyagcserére forditodik. Az
alapanyagcserét a hypothalamo-hypophysis-pajzsmirigy tengely

szabalyozza. Ennek kiindul6 pontja a hypothalamus paraventricularis



magjanak (PVN) tireotropin-felszabaditdé hormon (TRH) termeld
sejtjei.

Energia leadas ezen feliil fizikai aktivitas és h6termelés utjan is
megvalosulhat. A hdszabalyozds  koOzpontja  szintén a
hypothalamusban talalhat6. Meleg hatasara a hdleadas n6; kitagulnak
a bér erek, megindul a nyalelvalasztas és verejtékezés. Hideg
kornyezetben a bor erek sziikiilnek, a szor felborzoldodik, igy a
héveszteség csokken, didergéssel illetve a barnazsirszovet (BAT)
aktivacioja altal pedig hotermelés torténik. A hdszabalyozas
szempontjabol fontos atkapcsold allomas a medullaris raphe pallidus
(RPa) és raphe obscurus (Ro) mag, ahol szerotonin tartalma
szimpatikus premotor neuronok taldlhatok, melyek szabalyozzak a
bérereket, az izmokat és a BAT-ot.

Az energiahaztartdst bonyolult rendszer feliigyeli, egyensulyi
értékét egyes tényezok, mint példaul a stressz, képesek eltolni. A
stressz informacidok tobbsége a nyultvel6i Al (ventrolateralis
medulla-VLM teriiletén) és A2 (nucleus tractus solitarii-NTS és
nucleus motorius nervi vagi teriiletén) katekolamin sejtcsoporton
keresztiil érik a PVN-be jut. .Az informaciot a PVN integralja, majd
kétféle valaszreakcio indul el a szervezetben. Egyrészrdl aktivalodik
a hypothalamo-hypophysis-mellékvese tengely, melynek kézpontja a
PVN kortikotropin-felszabadité hormon (CRH) termelé neuron

csoportja, masrészrol aktivalodik a szimpatikus idegrendszer.



Vizsgalataink kdzéppontjaban az energiacgyensulyt szabalyzo
komplex rendszernek egy ujabb tagja allt. Ez a fehérje az anorexigén
nesfatin-1, mely egy nagyobb prekurzor molekula, a nucleobindin2
(NUCB2) N-terminalisan elhelyezkedd szekretalodo darabja. Mind a
kozponti idegrendszerben, mind a periférian szélesen elterjedt
fehérje, és szamos neurotranszmitterrel kolokalizal, tobbek kozott
CRH-val és TRH-val a PVN-ben, szerotoninnal a RPa-ban, tovabba
tirozin-hidroxilazzal (katekolamin sejtek markere) a NTS teriiletén.
Kozponti idegrendszeri elterjedése alapjan feltételeztiik, hogy a
nesfatin-1/NUCB2 nemcsak a taplalékfelvétel csokkentésében jatszik
szerepet, hanem az energiahaztartas szabalyozas egyéb

aspektusaiban is részt vesz.

2. CELKITUZESEK

A kisérletek soran a kovetkezo kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen a nesfatin-1 hatasainak az iddbeli lefutasa?
2. Hat-e a nesfatin-1 a patkanyok héhaztartasara?
3. Hideg kornyezet hatasara aktivalédnak-e a nesfatin-1/NUCB2-t

expresszalo sejtek?



1)

4. A nesfatin-1/NUCB2-t termel? sejtekre hat-e a restraint stressz?

5. Képes-e az exogen nesfatin-1 kozvetleniil, vagy kozvetve
befolyasolni a HPA-tengely aktivitasat?

6. A nesfatin-1/NUCB?2 expresszidjat a PVN-ben befolyasolja-e a
negativ gliikokortikoid feedback?

3. MODSZEREK

A Kkisérletekben 250-300g sulya him, Wistar patkanyokat
hasznaltunk. A kisérleteket a Semmelweis Egyetem Egyetemi
Allatvédelmi Szabélyzatinak figyelembe vételével, valamint a
Févarosi  Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellendrzd Allomas
1894/003/2004 szamu engedélyével végeztiik.

A nesfatin-1 hatasainak dinamikajat, intracerebroventricularis
(icv) beadast kovetd telemetrias mérések segitségével hataroztuk
meg. Ennek soran detektaltuk az allatok mozgékonysagat,
testhdmérsékletét, szivirekvenciajat, taplalékfelvételiik gyakorisagat.
A megfigyeléseket két napig végeztik, ez id6 alatt az allatok
testtomegét és grammban mért napi taplalék- és vizfogyasztasat
naponta mértiik.

Kovetkez6 1épésben a patkdnyokat két oras, hideg stressznek
(4°C) vetettiik ala. Ezt kovet6en a nesfatin-1/NUCB2-t expresszald
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sejtek aktivaciojat Fos immunhisztokémiaval vizsgaltuk. Ezen felill a
PVN teriiletén nesfatin-1/NUCB2, prepro-TRH, Fos tripla
immunfestést alkalmaztunk. Kontroll allatok metszeteit hasznaltuk a
medullaris RPa és Ro magokon végzett prepro-TRH és nesfatin-
1/NUCB2 dupla immunfestésekhez.

Az exogen nesfatin-1 HPA-tengelyre gyakorolt hatasat icv
beadast kdvetéen az ACTH és kortikoszteron szintek valtozadsanak
idébeli nyomonkovetésével monitoroztuk. Masodik 1épésként
hypophysis sejtenyészeteket kezeltiink nesfatin-1-el, majd az ACTH
leadast vizsgaltuk. Az hormon szinteket radiommunoassey-vel
hataroztuk meg.

Az endogen nesfatin-1/NUCB2 stresszben betoltott szerepét 4
Oras restraint stressz utan vizsgaltuk. Quantitativ in situ hibridizacios
technikaval meghataroztuk a nesfatin-1/NUCB2 mRNS expresszio
valtozasat a PVN, valamint az A1 és A2-sejtcsoportban. Ugyanezen
teriileteken a neuronalis aktivaciot nesfatin-1/NUCB2 és Fos dupla
immunhisztokémiaval tanulmanyoztuk.

Végiil a nesfatin-1/NUCB2 mRNS expresszid negativ
gliikokortikoid feedbackre vald érzékenységét teszteltiik bilateralis
adrenalektomiat kovetéen (1 hét) a PVN-ben quantitativ in situ

hibridizacidval.



4. EREDMENYEK

A telemetrias transzmitterek segitségével begylijtott adatok
ravilagitottak, hogy a nesfatin-1 anorexigén hatasa hossza tavi. A
nesfatin-1 kezelés (25pmol), mind a nappali, mind az esti periddus
elején alkalmazva csokkentette az ¢éjszakai taplalékfelvétel
idétartamat (a patkanyok éjszakai allatok, a sotét peridodusban
aktivak) a megfigyelés idOszakaba es6é (48 6ra) mindkét éjszakai
fazisban. A napi tapfogyasztds grammokban mért mennyisége
alapjan megallapitottuk, hogy az esti beadast kovetd els6 24 oraban
lecsokkent taplalékfelvételt a masodik 24 oraban kompenzacio
kovette. A nappali beadds utdn nem lattunk szignifikans
kiilonbségeket. A vizfogyasztas az els6 napon erbteljesen lecsokkent,
¢s ezt mind a nappali, mind az esti beadast kovetden az allatok
masnap potoltak. A teststlyvaltozasok kovették a tap- és
vizfogyasztasban tapasztalt tendencidkat, de egyik esetben sem érték
el a szignifikancia kiiszobot.

A testhOmérsékletre vonatkozd adatok elemzése a nesfatin-1
hémérsékletemeld hatasat mutatta ki, mely a nappali beadast
kovetéen 1,5 oraval lett kifejezettebb. Ejszakai beadas esetén ez a
hatasa azonnal jelentkezett. Mindkét kisérleti felallas esetében a
kezelt és a kontroll allatok kozotti kiillonbség a nappali periddusban
volt a legjelentdsebb, amikor a kezelt patkanyok testhOmérséklete

magasabb maradt, nem hilt le a normalis diurnalis ciklusnak



megfeleléen. Ezért a nesfatin-1 kezelt allatok testhémérsékletének
cirkadian gorbéje lapitottabba valt a kontroll allatokéhoz képest.

Megvizsgaltuk, hogy a testhémérséklet adddhat-e a kezelt
allatok nagyobb fizikai aktivitasabol, de nem talaltunk a lokomotoros
tevékenység és a kezelés kozott Osszefiiggést. A kezelés az allatok
szivfrekvencidjat sem befolyasolta jelentOsen.

A Kkisérletet megismételtiik egy magasabb doézisu (100pmol)
nesfatin-1 beadassal. Ez esetben csak nappali kezelést végeztiink. A
hatasok ugyanazokat a tendencidkat mutattdk, mint a kisebb dozis
(25pmol) esetében, de sokszor felerdsodtek, illetve elébb
jelentkeztek.

Mivel a nesfatin-1 kezelés testhdmérséklet emelkedést okozott,
megvizsgaltuk, hogy az agy nesfatin-1/NUCB2 termeld sejtjei
milyen modon befolydsolhatjdk a termoregulaciot. Az altalunk
alkalmazott hideg stressz (2 6ra, 4°C) hatasara neuronalis aktivaciot
(Fos+) talaltunk a hypothalamusban a nucleus supraopticusban
paraventricularisban és arcuatusban, valamint az agytorzsben a
nucleus Ro, RPa és az NTS teriiletén.

Integrald szerepét figyelembe véve a PVN teriiletén tripla
immunhisztokémias festést alkalmaztunk, ami feltarta, hogy szamos
aktivalodott nesfatin-1/NUCB2-t termelé sejt prepro-TRH-t s

expresszal.



A dupla immunhisztokémia kimutatta, hogy a Ro és RPa-ban
talalhatd nesfatin-1/NUCB2-t termel6 sejtek szinte mindegyike
prepro-TRH-t is tartalmaz.

Ismert tény, hogy a stressz is befolyasolja a taplalék felvételt, és
ezen keresztil az energiahaztartast. Tobb olyan neuropeptid is
ismert, mely mind a stresszben, mind a taplalkozasban szabalyzo
szereppel bir. Ennek tiikrében megvizsgaltuk, hogy a nesfatin-1
szerepet jatszhat-e a stresszvalasz kialakitasdban.

Az exogen icv beadott nesfatin-1 (25pmol) az id6 fiiggvényében
megemelte az allatok vérében keringd ACTH és kortikoszteron
szinteket. Ezzel szemben nem hatott a hypophysis sejtkulturak
ACTH termelésére.

Az exogen beadott utan, az endogen nesfatin-1 szerepét restraint
stressz (4 o6ra) modellben elemeztik. A restraint stressz a
parvocellularis PVN teriiletén Fos expressziot indukalt a nesfatin-
1/NUCB2 termel6 sejtekben, ugyanitt a megemelkedett a nesfatin-
1/NUCB2 mRNS expresszioja is. Az agytorzs teriiletén csak a VLM-
ban detektaltunk nesfatin-1/NUCB2 mRNS expresszio fokozodast,
az NTS-ben nem. A vizsgalt medullaris teriileteken neuronalis
aktivaciot sem tapasztaltunk a restraint stressz hatasara. Ennek oka
lehet ezen teriiletek PVN-hez képest eltéré reakcioideje a restraint

stresszre.



Bilateralis adrenalektomiat kovetéen a nesfatin-1/NUCB2
mRNS expresszid fokozodott a parvocellularis PVN hypohyseotroph
areaiban.. Ennek mértéke a CRH termel6 sejteket nagy szamban
tartalmazo medialis dorsalis alrégioban volt a legkifejezettebb.
Igazoltuk tehat a negativ gliikokortikoid feedback szabalyzo hatasat a
PVN nesfatin-1/NUCB2 expresszalo sejtjeire.

5. KOVETKEZTETESEK

Kutatasaink alapjan a kovetkezé megallapitasokat tettiik:

1. A nesfatin-1 hossza tavon hat a taplalékfelvételre, ez a hatasa
kolcsonhatasban all a cirkadian ritmussal. A tap- és vizfogyasztas,
valamint a testsuly napi alakuldsa egyszeri kezelés utdn azt jelzi,
hogy testsulycsokkent6 hatast csak kronikus kezeléssel lehet elérni.
2. A nesfatin-1 emeli az 4allatok testhémérsékletét, ennek
idozitése szintén kdlcsonhatasban all az allatok cirkadian ritmusaval.
A testhdmérsékletet ugyancsak hosszi tavon tudja befolyasolni. A
testhdmérséklet nem az intenzivebb lokomotoros tevékenység miatt
no.

3. A nesfatin-1/NUCB2 sejtek  megtalalhatoak a
termoregulacios palya kulcsfontossagii agyi teriiletein, és hideg

hatasara aktivalodnak.
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4. Restraint stresszt kovetden a PVN medialis parvocellularis
szubdivizidjaban a nesfatin-1/NUCB2 termeld sejtek aktivalodnak,

illetve megndvekszik a nesfatin-1/NUCB2 mRNS expresszidja is.

5. Restraint hatasara a stresszinformacié tovabbitasaban fontos
VLM teriiletén is megemelkedett a nesfatin-1/NUCB2 mRNS szintje.
6. Az exogen nesfatin-1 aktivalja a HPA tengelyt, de nem hat

kozvetleniil a hypophysis sejtek ACTH termelésére.
7. A nesfatin-1/NUCB2 mRNS expresszio a PVN
hypophyseotrop  areajaban  negativ  glilkokortikoid  feedback

szabalyzas alatt all.
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