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1. BEVEZETES

Az energia egyensuly hosszutava szabalyozasaban két 6 tendencia figyelheté meg az
¢letkor eldrehaladtaval: a kozépkoruak elhizasra, mig az idOsek fogyasra, az aktiv szovetek,
foképp az izomzat nagyfoku vesztésére (sarcopenia) hajlamosak [Morley 2001], [Di Francesco
et al. 2007], [Pétervari et al. 2011a]. Mind az energiatobblet, mind az energiahiany egyre tobb
embert érint vilagszerte és stlyos egészségiigyi, valamint gazdasagi kdvetkezményekkel bir.
Ezek sziikségessé teszik az egészséges €és a koros energia haztartas mikodésének alaposabb
vizsgalatat, megismerését, kiilonos tekintettel a korfiiggd folyamatokra.

1.1. Az energia egyensuly peptiderg szabalyozasa

A testtomeg szabalyozasa egyensulyi rendszeren alapul: a kozponti idegrendszer
kiilonboz6 afferens jeleket kap a perifériarol, melyek befolydsoljak a centralis
neurotranszmitterek miikodését és efferens folyamatokat aktivalnak. Egyes afferens jelek az
aktualis taplalkozasi allapotrol adnak informacidt, mig masok, a zsirszoveti szignalok a
taplaltsagi allapotot jelzik [Wilding 2002], [Székely és Szelényi 2005]. Az egyik legfontosabb
zsirszoveti szignal a leptin, melynek (egyéb teriiletek mellett) elsddleges kotéhelye a
hypothalamus arcuatus magja (ARC) [Palkovits 2003], [Székely és Szelényi 2005]. Itt az
emelkedett leptin szint fokozza az anorexigén (taplalékfelvétel-csokkentd) neuropeptidek, igy
az alpha- melanocita stimulalo hormon (alpha-MSH) ecléanyaga, a pro-opiomelanocortin
expressziojat [Palkovits 2003]. Az alpha- MSH a hypothalamus paraventricularis magjaban
(PVN) ‘masodlagos’ neuronokat aktival, melyek tovabbi katabolikus (anorexigén és
hipermetabolikus) peptidek, példaul a corticotropin-releasing factor (CRF) elvalasztasaért
felelosek [Valassi et al. 2008].

Korabbi vizsgalatok a leptin és az alpha-MSH centralis alkalmazasa soran életkorfiiggd
hataserdsség valtozast mutattak ki [Pétervari et al. 2010], [Pétervari et al. 2014], [Rostas et al.
2015]. Az intracerebroventricularis (ICV) leptin injekcié és infuzid erds anorexigén hatast
hozott 1étre a legfiatalabb és a legidOsebb patkanyokban, mig a koztes korcsoportokban
enyhébb taplalékfelvétel csokkenés érvényesiilt. Ezzel szemben a hipermetabolikus valaszok
folyamatos visszaesést mutattak az dregedés soran [Pétervari et al. 2014], [Rostas et al. 2016].
Az alpha- MSH akut és kronikus centralis alkalmazasa a leptin anorexigén hatasaihoz hasonlo
korfliggd valtozasokat mutatott [Pétervari et al. 2010], [Pétervari et al. 2011b]. Az eldbbiekkel
megegyezO0 mintazat (fiatalban és oregben erds, kozépkoruban gyenge hatas) jelent meg a
hipermetabolikus hatasokban is alpha-MSH injekci6 esetén [Rostas et al. 2015], mig infuzid
soran fiatal patkanyokban gyengébb, az iddsebb allatokban erdsebb anyagcsere-ndveld hatas
érvényesiilt [Pétervari et al. 2011b]. Mindezek alapjan felmeriil a kérdés, hogy a CRF-
aktivatoraihoz, a leptinhez és az alpha-MSH-hoz hasonl6éan- hozzajarulhat-e a kozépkortiaknal
megfigyelt elhizas és/vagy az iddskori fogyas, sarcopenia kialakulasahoz.



1.2. Corticotropin- releasing factor (CRF)

A 41 aminosavbdl allo CRF f6képp a PVN-ben termelédik [Morin et al. 1999], de egyéb
kozponti idegrendszeri teriileteken is megtalalhatd, mint pl. a cerebralis cortex, locus coeruleus,
medialis preopticus area, stria terminalis, amygdala vagy a hippocampus [Morin et al. 1999],
[Janssen és Kozicz 2013]. Olyan allapotokban, melyek energiatobblettel jarnak (elhizas,
elégtelen cukor felhasznalas) a CRF elvalasztas né a PVN-ben [Seeley et al. 1996]. Ezzel
szemben negativ energia egyensullyal jar6 folyamatokban (€hezés, hideg hatas) a CRF és a
CREF receptorok mennyisége csokken [Fekete et al. 2000]. Az életkor szintén befolyasolhatja a
CREF expresszigjat. A legtobb vizsgalat emelkedett CRF szintet mutatott ki a hypothalamushban
idés emberekben és oOreg allatokban, mig mas tanulmanyok az életkor el6rehaladtaval
valtozatlan CRF szintet irtak le [Bao és Swaab 2007], [Aguilera 2011].

1.2.1. A CRF hatasai

Szamos irodalmi adat tantiskodik arrdl, hogy a CRF endogén katabolikus anyagként
viselkedik, anorexigén és hipermetabolikus hatasai a testtomeg csokkenéséhez vezetnek
[Richard et al. 2002]. Akut stressz soran az ARC anorexigén neuronjainak aktivalasaval
csOkkenti a taplalékfelvételt [Chrousos 2000], bar stressztdl fiiggetlen modon is képes
anorexigén hatast létrehozni [Crespi et al. 2004]. Akut centralis alkalmazéasa csdkkenti mind a
spontan, mind az éhezést kovetd taplalékfelvételt [Morley, 1987], [Cullen et al. 2001], tovabba
fokozza az anyagcserét és a hdtermelést a barna zsirszovetben [LeFeuvre et al. 1987], [Carlin
et al. 2006]. Nemcsak az akut, de a kronikus CRF alkalmazas is képes Katabolikus hatasokat
létrehozni. Noveli a barna zsir tomegét [Cullen et al. 2001] és csokkenti a testtomeget egyrészt
a taplalékfelvétel csokkentése, masrészt az anyagcsere fokozasa révén [Arase et al. 1988]. A
fentiek fényében mind az akut, mind a kronikus CRF alkalmazas koordinalt katabolikus
hatasokkal bir.

A CRF a hypothalamo- hypophysealis- mellékvesekéreg (HPA) tengely tagjaként részt
vesz a stresszvalasz kialakitasaban, valamint a szorongas €s a depresszi6 kifejlddésében is [Bale
¢s Vale 2004], [Fekete és Zorilla 2007], [Janssen és Kozicz 2013]. Ismert, hogy a
hészabalyozasban fontos szerepet tolt be: centralis injekcid €s inflzid formajaban hipertermiat
okoz [Buwalda et al. 1997], [Heinrichs et al. 2001], [Richard et al. 2002]. Tovabba befolyasolja
a motoros aktivitast [Contarino et al. 2000], [Ohata és Shibasaki 2004], az immun- [De Souza
1995] és a reproduktiv rendszert [Heinrichs és Richard 1999], valamint a jutalmazasi- [Koob
2013] és a tanulasi folyamatokat is [Hashimoto et al. 2001].

1.2.2. A corticotropin rendszer receptorai

A corticotropinok hatasait két G-proteinhez kotott receptor tipus, a CRF1 és a CRF2
kozvetiti. A CRF erdsen kotddik a CRF1-hez mig a masik receptorra nézve kisebb affinitést
mutat [Perrin és Vale 1999], [Reul és Holsboer 2002].

A CRF1 féképp a hypothalamus magjaiban, az eliils6 hypophysisben, az amygdalaban
¢s a cerebralis cortexben termelddik [Van Pett et al. 2000], [Reul és Holsboer 2002].
Szorongasos allapotok, depressziv viselkedésformak, emelkedett motoros aktivitas ¢&s



hipertermias/hipermetabolikus hatasok kéthet6k hozza [Van Pett et al. 2000], [Reul és Holsboer
2002], [Figueiredo et al. 2010]. Mindezek mellett érzelmi megterhelés esetén gyenge
anorexigén hatast is kozvetithet [Hotta et al. 1999].

Ezzel ellentétben a CRF2 joval korlatozottabb elhelyezkedést mutat a kozponti
idegrendszerben: fobb termelddési helyei a lateralis septum és a ventromedialis mag a
hypothalamusban [Van Pett et al. 2000], [Fekete és Zorilla 2007]. Egyik els6dleges feladata a
CRF anorexigén hatasainak kozvetitése [Cullen et al. 2001], [Stengel és Taché 2014], de
szerepet jatszik a stresszvalasz késOi fazisaban ¢és ismertek szorongascsokkento,
antidepresszans tulajdonsagai is [Van Pett et al. 2000], [Reul és Holsboer 2002].

2. HIPOTEZISEK ES CELKITUZESEK

I. Elsédleges hipotézisiink szerint a CRF akut centralis katabolikus hatdsai hozzajarulnak
a kozépkoruakban tapasztalt elhizashoz és az idds korban megjelend testtomeg csokkenéshez.
Feltételeztiik, hogy a CRF medialta akut katabolikus hatasok a leptin- és az alpha-MSH injekcid
soran tapasztaltakéhoz hasonlo-, életkorfliggd mintazatot mutatnak. Tovabba, hogy ez a
korfiiggd valaszkészség mintdzat nemi kiilonbségeket mutat.

Ezért célul thztiik ki:
1. az ICV CRF injekcié anorexigén ¢és hipermetabolikus/hipertermids hatasainak
vizsgalatat kiilonboz6 kort és nemii Wistar patkanyokban,
2. a CRF akut katabolikus hatdsai és a kozépkoruak elhizasa, idések anorexidja kozotti
lehetséges Osszefliggések feltarasat.

. Feltételeztiik, hogy katabolikus aktivatoraihoz (leptin, alpha-MSH) hasonléan a CRF
kronikus anorexigén és hipermetabolikus hatasainak korfliggd mintazata hozzajarul a
hosszutavu-testtdmeg szabalyozasban tapasztalhato specialis tendenciakhoz.

fgy céljaink kozott szerepelt:

1. a 7-napos ICV CRF infuzié anorexigén és hipermetabolikus hatasainak vizsgalata
kiilonboz6 életkoru him Wistar patkanyokban,

2. a kronikus katabolikus CRF hatasok lehetséges szerepének feltérképezése a testtomeg
hosszutavu szabalyozasaban

I1l.  Hipotézisiink szerint a PVN CRF tartalmanak ¢letkorfliggd valtozasai hozzajarulnak a
korabban emlitett hosszatavu testtomeg-szabalyozasra jellemz6 tendencidkhoz.

fgy fenti hipotézisiink tesztelése céljabol megvizsgaltuk a CRF mRNS expresszi6
valtozadsait a hypothalamus paraventricularis magjaban kiilonb6z6 ¢€letkort him Wistar
patkanyokban. Tovabba elemeztiik ennek lehetséges szerepét a kdzépkortak elhizédsaban és az
iddsek testtomeg-csokkenésében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran kiilonb6zo életkoru him és ndstény Wistar patkdnyokat hasznaltunk a
PTE AOK Transzlaciés Medicina Intézet allathazabol. Az akut vizsgalatokban fiatal felnétt (3
honapos), fiatalabb- (6 honapos) és dregebb kozépkora (12 honapos), dregedd (18 honapos),
valamint 6reg (24 héonapos) allatok kaptak ICV CRF vagy pirogénmentes fiziologias sooldat
(PFS) injekciot. A hdszabalyozasi és az anorexigén hatasok vizsgalatara kiilon csoportokat
hasznaltunk. A kronikus kisérletekben 7- napos ICV CRF vagy PFS infziét alkalmaztunk 3-,
12-, 18- ¢és 24 honapos him allatokban. A CRF expresszid vizsgalata soran a kronikus
kisérletekkel megegyez életkort, intakt, him patkanyokat hasznaltunk. Allataink nem keriiltek
ujrafelhasznalasra késobbi €életkorban, vizsgalatainkat kovetden talaltattuk oket.

A megfeleld életkor elérése utan egyedenkén kiilon muianyag ketrecben 24-25 °C-on
tartottuk allatainkat, valamint mesterséges fénnyel 12-12 oras sotét- vilagos ciklust
biztositottunk szdmukra. Ivoviz és standard laboratoriumi patkanytap (11 kJ/g; CRLT/N rodent
chow, Szindbad Kft., G6do6llé, Hungary) ad libitum allt rendelkezésiikre, kivéve az akut
anorexigén hatdsok vizsgalatakor a 24 6ras éhezési periodust, ahol csak vizet fogyaszthattak.
Annak érdekében, hogy a méréseket optimalis koriilmények kozott tudjuk elvégezni, a
patkanyokat kézhez, rendszeres suly- és tdpméréshez szoktattuk, melyre minden reggel 9 6rakor
kertilt sor.

Kisérleteinket az intézményi (PTE AOK, Altalanos Orvostudomanyi Kar),a nemzeti és
a nemzetkozi (Eurdpai Parlament és Tanacs iranyelvei: 86/609/EEC, 2010/63/EU) allatetikai
szabalyoknak megfelelden végeztiik.

3.2. Felhasznalt anyagok

Kiséreleteink soran PFS-ben oldott CRF-et (CRF-41, Bachem, AG Switzerland) vagy a
kontroll allatok esetébe PFS-t juttattunk a patkanyok jobb oldalsé agykamrajaba.

Az akut vizsgalatoknal minden allat 5 pl CRF oldat és PFS injekcioban is részesiilt random
sorrendben. Irodalmi adatok [Zorilla et al. 2004], [Semjonous et al. 2009] és sajat vizsgalatok
alapjan kiilonb6z6 dozisu CRF-et hasznéaltunk a 24 oras éhezést kovetd taplalékfelvétel
mérésére (0,3 pg CRF) és a thermoregulacio vizsgalatara (1 ng CRF).

PFS-sel elozetesen feltoltott Alzet ozmotikus minipumpat hasznaltunk, mely 7 napos 1 pl/h
sebességli infuziot tett lehetdve.

3.3. Miitéti beavatkozasok

Az akut kisérletek soran legalabb egy héttel az adaptacio kezdetét kovetden és legalabb
7 nappal az ICV injekcio elott ICV vezetOkaniilt iiltettiink az allatok jobb oldalso agykamrajaba
sztereotaxias miiszer segitségével Paxinos és Watson atlasza szerint [Paxinos ¢s Watson 2006]
(koordinatai bregmahoz viszonyitva: A: -1.0 mm, L: 1.5 mm, V: 3.5 mm). Par nappal az els
kisérlet el6tt angiotenzin I1-t (Sigma, A9525, 20 ng/5 pl) jutattunk a beiiltetett kaniilon keresztiil



az allatokba. Megfelelonek talaltuk a kaniil elhelyezkedését, ha a vizsgalt patkany legalabb 5
ml vizet fogyasztott az injekciot kovetd fél oraban.

A kronikus vizsgélatokban legalabb egy héttel a biotelemetrids rendszerhez vald
szoktatas kezdete utan ¢és 5-7 nappal az infazi6 kezdete el6tt e-mitter kapszulat (HR E-Mitter,
Sunriver, OR) iiltettiink intraperitonealisan (IP) az allatokba. A szivfrekvenciat regisztralo
elektrodokat a mellkas falan szubkutan (SC) rogzitettiik. A teljes felépiilést kdvetden ICV
infazios kaniil (Brain-kit, Alzet) keriilt behelyezésre az akut kisérleteknél ismertetett
koordinatak szerint. A miitéttel egyidoben Alzet ozmotikus minipumpat iiltettiink az allatok
nyakbdre ald, melyet az infizios kaniilh6z kapcsoltunk.

Minden miitéti beavatkozas IP ketamine + xylazine narkoézisban tortént [78 mg/kg
(Calypsol, Richter) + 13 mg/kg (Sedaxylan, Eurovet)], tovabba a fertdzések megeldzésére
Gentamycin injekciot hasznaltunk (2 mg IP).

3.4. Kisérleti modszerek, rendszerek
3.4.1. CRF akut anorexigén hatasainak vizsgalata

A CRF injekci6 anorexigén hatasainak vizsgalatara automatizalt Feedscale rendszert
(Columbus, OH) haszndltunk, mely lehetévé tette a taplalékfelvétel 10 percenkénti
regisztralasat. Az els6é napon reggel 9 drakor 24 orara eltavolitottuk a taplalékot a rendszerbdl.
Ot perccel az tjrataplalas kezdete el6tt (a masodik nap szintén reggel 9 drakor) ICV CRF oldatot
vagy PFS-t injektaltunk ICV az allatokba, majd 3 6ran keresztiil mértiik a tdp mennyiségi
valtozasait.

3.4.2. Az anyagcsere és a testhomérséklet valtozasainak vizsgalata CRF injekcio
soran

Az akut termoregulacios vizsgalatokat indirekt kalorimetrias rendszerben végeztiik
(Oxymax, Equal Flow, Columbus, OH). A kisérletek reggel 9 és délutan 3 ora kozott torténtek,
mig az adatok regisztralasara 10 percenként keriilt sor 3 oras idé-intervallumban. A
mozgasukban részlegesen korlatozott allatokat kiilon-kiilon metabolikus kamrakba helyeztiik,
melyek az alland6 kornyezeti hdmérséklet biztositasara szabalyozott homérsekletli vizfiirdobe
meriiltek. Az oxigénfogyasztas (VO3, az anyagcsere indikatora) valtozésait indirekt kaloriméter
mérte a kamrakon ataramoltatott levegdbdl. A colonban mért maghdmeérséklet (Tc), a farokbor-
(Ts) és a kornyezeti hémérséklet (Ta) meghatarozasara réz- konstantan termoelemeket
hasznaltunk, mig a hémérsékleti adatokat Digi-Sense Benchtop Thermometer (Cole-Parmer)
segitségével regisztraltuk. A hdéleadast (heat loss index, HLI) a kdvetkezdképpen szdmoltuk:
HLI = (Ts-Ta) / (Tc-Ta) [Romanovsky és Blatteis 1996]. Ha a HLI 0 értékhez kozelit,
hdékonzervalasi folyamatok, vazokonstrikcio feltételezhetd, mig 1 koriili érték maximalis
hévesztésre, vazodilataciora utal.



3.4.3. Biotelemetrias vizsgalatok CRF inflizi6 soran

A kronikus kisérletek soran biotelemetrias rendszert hasznaltunk (MiniMitter-VMFH
series 4000, Sunriver, OR). Az IP beiiltetett e-mitter kapszula illetve a mellkas falan rogzitett
SC elektrodok lehetvé tették a Tc, a szivfrekvencia (az anyagcsere indikatora) €s a spontan
horizontalis lokomotor aktivitas vizsgalatat. Az adatokat 5 percenként regisztaltuk, majd a
gyartd (MiniMitter) altal biztositott VitalView software segitségével az allatok éjszakai aktiv
¢s nappali inaktiv periodusanak megfeleld 12-12 6raban rogzitett értékeket atlagoltuk. A
fenticken kiviil a taplalékfelvétel és a testtomeg valtozasait naponta manualisan mértiik.

3.4.4. CRF génexpresszios vizsgalatok a hypothalamus paraventricularis
magjaban quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR)
hasznalataval

A CRF génexpresszios vizsgalatokat a Pécsi Tudoményegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Karanak Anatomia Intézetével €s a Gyogyszertudomanyi Kar, Gyogyszerészi
Biotechnoldgia Tanszékével kozos egyiittmiikodésben végeztiik. A felhasznalt RNS izolalasara
korabbi vizsgalatokban leirt modon [Fiiredi et al. 2016] LinkTM RNA Mini Kit (Life Sciences,
Carlsbad CA, USA) segitségével keriilt sor a kiilonb6z6 €letkora patkanyok PVN mintaibol. A
teljes RNS mennyiség meghatarozasa NanoDrop (Thermo Scientific) hasznélataval, mig a
cDNS szintézis nagy kapacitici cDNS kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
segitségével tortént. A CRF génexpresszidjanak elemzésére QRT-PCR vizsgalatot végeztiink
SensiFast SYBR Green reagens (BioLine) segitségével. Az amplifikdcio ABI StepOnePlus
rendszerben tortént, ahol a génexpresszid normalizalasara glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gént hasznaltunk. A PCR vizsgalat kotiilményei
korabbi tanulmanyok alapjan keriiltek meghatarozasra [Fiiredi et al. 2016], mig a termék
amplifikacioja 272! modszer segitségével tortént.

3.4.5. Egyéb post mortem vizsgalatok

Az akut és a kronikus kisérletek utan az allatokat talaltattuk, agyukat fixaltuk és a
beiiltetett kaniil helyét makroszkopikusan ellendriztiik. Csak olyan allatokat hasznaltunk az
adatok elemzése soran, melyekben az ICV kaniil a megfelelé pozicidban volt. A Kronikus
kisérletek utan a testosszetétel indikatorait (epididymalis €s retroperitonealis zsirszovet,
anterior tibialis izom) post mortem eltavolitottuk és sulyukat lemértiik.

3.5. Statisztikai probak

Minden allatcsoport legalabb 6 patkanyt foglalt magéban. Az eredmények statisztikai
értékelésére SPSS 11.0 for Windows programot hasznaltunk, az altalunk alkalmazott
modszerek a kovetkezOk voltak: one-way, two-way (univariate or repeated-measures analizis)
vagy repeated-measures ANOVA Tukey’s post hoc teszttel kiegészitve, ha tobb mint két
csoportot hasonlitottunk Ossze. Az eredményeket p<0,05 értéktdl tekintettiik statisztikailag
szignifikansnak.



4. EREDMENYEK

4.1. A CRF akut anorexigén hatasai kiilonb6z6 életkoru him és ndstény
patkanyokban

Fiatal felnott; fiatalabb-, és 6regebb kozépkort him allatokban 24 6ras éhezést kdvetden
az ICV CRF injekcio jelentésen csokkentette a 3 Oras Osszesitett taplalékfelvételt. Ezzel
szemben az Oregedd ¢és az 6reg him patkdnyokban nem tapasztaltunk szamottevo valtozasokat.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy CRF akut centralis anorexigén hatasai az ¢életkor
elérehaladtaval folyamatosan csokkennek him patkanyokban.

Ndstényekben a CRF injekciot kovetden a taplalékfelvétel a fiatal felndtt csoportban
csOkkent a legjelentdsebben, de késébb, az idosebb allatokban is szignifikans anorexigén hatas
érvényesiilt. Eredményeink alapjan az ICV CRF injekcié anorexigén hatdsai megtartottak
maradtak az altalunk vizsgalt ndstény korcsoportokban.

4.2. Az anyagcsere és a testhomérséklet valtozasai CRF injekcio soran kiilonb6z6
életkoru him és néstény patkanyokban

Fiatal him patkanyokban a VO és a Tc értékek szignifikansan emelkedtek a CRF
injekcid soran, mig a HLI alapjan a h6leadas kompenzatorikus fokozodasa elmaradt. A fenti
eredmények aldtamasztjadk, hogy a CRF injekcid koordindlt hipertermids hatast képes
létrehozni, tehat a testhomérséklet emelkedést fokozott hotermelés és csokkent holeadas (a
vazodilatacid hianya) révén emeli.

A CRF minden him korcsoportban szignifikansan emelte a maximalis VO2-t és a Tc-t,
bar az ¢életkor elérehaladtaval hataserésségében csokkenés mutatkozott. Ezzel szemben a
héleadas vizsgalata soran nem detektaltunk jelentds korfiiggo eltéréseket.

Fiatal feln6tt és fiatal kozépkort néstényekben a CRF injekcio szintén jelentdsen emelte
az anyagcserét ¢s a testhomérsékletet, melynek soran nem jott 1étre vazodilatacid. Ezek a
hatasok az azonos kort him patkdnyokhoz képest gyengébbnek bizonyultak. Ezzel szemben az
iddsebb ndstény korcsoportokban nem tapasztaltunk szamottevé Tc vagy VO. valtozasokat. A
fentiek alapjan ndstény patkanyokban a CRF injekcid hipermetabolikus/ hipertermids hatésai
az ¢életkor eldrehaladtaval folyamatosan csokkennek.

4.3. A testtomeg és a testosszetétel valtozasai CRF infuzio soran kiilonb6zo
¢letkoru him patkanyokban

A kontroll allatok testtomeg €s testosszetétel indikator értékei a korral munkacsoportunk
korabbi vizsgalatai¢hoz hasonloan valtoztak [Pétervari et al. 2010], [Balasko et al. 2013]: a
fiatal felnott allatok testtomege jelentdsen alacsonyabb volt idésebb tarsaikéhoz képest.

A testosszetétel indikatorai koziil az epididymalis zsir mennyisége magasabbnak
bizonyult a kozépkoru és az oregedd kontroll allatokban a legfiatalabb és a legidsebb
korcsoportokhoz képest. Tovabba a retroperitonedlis zsirszovet is jelentds kiilonbséget mutatott
a 2- és a 18 honapos allatok kozott. A legidsebb patkdnyokban a tibialis anterior izom 100 g
testtomegre szamitott értéke kifejezett izomzatvesztést, sarcopeniat jelzett, de ettdl eltekintve a
kontroll allatok izomtdmege nem tért el egymastol jelentdsen.



A 7-napos ICV CREF inftzi6 soran a fiatal feln6ttekben, valamint az 6regedé és az oreg
allatokban szignifikdnsan csokkent a testtdmeg a kontroll allatokhoz képest, szemben a
kozépkoru csoporttal. Az infuzié végére a retroperitonealis zsirszovet kifejezett csokkenést
mutatott a 18- és 24 honapos allatokban, mig az epididymalis zsirszovet €s az izomtomeg nem
valtozott jelentdsen egyik korcsoportban sem.

4.4. A CRF kronikus anorexigén hatasai kiilonb6z6 életkori him patkanyokban

A CRF kronikus anorexigén hatdsa altalaban az infuzi6 elsé két napjan bizonyult a
legjelent6sebbnek. Fiatal felndtt allatokban az elsé két napon, mig az 6regedd és az oreg
korcsoportban 7 napon keresztiil jelentkezett szignifikans csokkenés a taplalékfelvételben.
Ezzel szemben a kozépkoru patkanyokban anorexigén hatas nem érvényesiilt.

A 7 napos, Osszesitett energiabevitel alapjan a CRF infuzi6 anorexigén hatasa rovid
ideig tartott és életkorfiiggést mutatott, a 24 honapos allatokban volt a legerésebb.

4.5. A biotelemetrias vizsgalatok eredményei CRF infuzié soran kiilonb6zo
életkoru him patkanyokban

A szivfrekvencia éjszakai atlagértékei jelentdsen kiilonboztek a fiatal feln6tt him és az
iddsebb korcsoportok kozott. Ezek az eredmények megfelelnek a korabbi megfigyeléseinknek,
melyek szerint az éjszakai atlagértékek a korral csokkennek [Pétervari et al. 2014]. Az ICV
CRF infuzi6 soran a szivfrekvencia nappali atlagértékei (inaktiv periddus) nem valtoztak
jelentdsen az életkor eldrehaladtaval, bar a kdzépkoru és az iddsebb allatok szivfrekvencidja
enyhén megemelkedett az infizié elsé napjan, de ez a miitéti beavatkozasoknak tudhato be.

Az infuzidk eldtti nappali és éjszakai atlag testhdmérséklet értékek esetében a vizsgalt
korcsoportok nem kiilonboztek jelentdsen egymastol. A fiatal feln6tt allatokban az infaziok
elsé két napjan szignifikdnsan nétt a testhdmeérséklet a CRF-el kezelt allatokban, a kontroll
patkanyokhoz képest. Oregedd, CRF infliziot kapott allatokban a Tc enyhén emelkedett az
inf1zi6 elsd napjan, mely valosziniileg szintén a miitéti bavatkozasoknak tudhatoé be, bar a tobbi
allatcsoportban nem jelentkezett hasonl6 valtozas.

Az aktivitds fiatal felndtt patkdnyokban enyhe, a szignifikdns értéket nem elérd
csokkenést mutatott az inflzid masodik napjan, maskiilonben az aktivitast a CRF nem
befolyasolta.

4.6. CRF génexpresszio a hypothalamus paraventricularis magjaban him
patkanyokban az életkor fiiggvényében

A gRT-PCR vizsgilatok soran a CRF mRNS expresszio jelentds ¢letkorfiiggd
kiilonbségeket mutatott a PVN-ben him patkanyokban. Az 6regedd korcsoportig szignifikansan
nott a CRF mRNA expresszio, majd az oreg, 24 honapos allatokban enyhe csdkkenés
mutatkozott. A post hoc analizis kifejezett kiilonbséget mutatott ki a fiatal és az Gregedd
korcsoportok génexpresszioja kozott, tovabba a kozépkort és az dregedd allatok esetében is
ndvekvo tendencia jelentkezett.



5. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK
5.1. A CRF akut anorexigén hatasai az életkor és a nem fiiggvényében

Az ICV CRF injekcé kifejezett anorexigén hatast hozott 1étre a fiatal felné6tt, fiatal- és
id6sebb kozépkorti him csoportokban 24 6ras éhezést kdvetd nappali Gjrataplalas soran. Ezzel
ellentétben 6reg allatokban nem talaltunk hasonlo, szamottevé valtozasokat. A fenti, korfiiggd
mintazat kiilonbozik az alpha- MSH ¢s a leptin injekci6 soran tapasztaltakétol [Pétervari et al.
2010] [Rostas et al. 2016]. Eredményeink alapjan a CRF akut centralis anorexigén hatasai him
patkanyokban nem jatszanak jelentds szerepet a testtomeg hosszitaviu szabalyozasdban
megfigyelt tendenciakban, szemben a leptinnel vagy az alpha- MSH-val.

A CRF2 receptor fontos szerepet t6lthet be a fent emlitett eredményeinkben, hiszen az
irodalmi adatok tobbége ezt a receptort tartja szdmon a CRF anorexigén hatdsainak f0
mediatoraként [Cullen et al. 2001], [Ohata és Shibasaki 2004], [Stengel és Taché 2014]. Ezzel
szemben a CRF1 receptor is képes gyenge anorexigén hatas létrehozasara, bar ez foképp
érzelmi stresszhelyzetekhez kothetd [Hotta et al. 1999]. Tovabba a CRF1 aktivacidja soran
emelkedik a plasma corticosteron szint is, mely a taplalékfelvétel novekedéséhez vezethet
[Chrousos 2000]. igy eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a CRF2 receptor nem jatszik
jelent6s szerepet a korfiiggd testtomeg valtozasok kialakitasaban him patkanyokban.

Ndstény allatokban a CRF anorexigén hatasa az dsszes korcsoportban jelentés maradt.
Ez a folyamatos anorexigén hatas nem okozott kifejezett testtomeg csdkkenést az allatokban,
de hozzéjarulhat a gyors testtomeg ndvekedés hidnyadhoz kdzépkora és idésebb ndstényekben.
Ennek ellenére nem zarhato ki, hogy az altalunk vizsgaltaknal idésebb korcsoportokban (pl. 30
honapos ndstényekben) jelentésen csokkenne a taplalékfelvétel és a testtomeg a megtartott
anorexigén valaszkészségnek koszonhetéen. Osszefoglalasképpen, Wistar patkanyokban a
CRF akut centralis anorexigén hatasa kor- és nem- fiiggé kiilonbségeket mutatott: himekben a
korral csokkent, mig ndstényekben megtartott maradt az életkor elérehaladtaval.

5.2. A CRF akut hipermetabolikus/hipertermias hatasai az életkor és a nem
fiiggvényében

Az ICV CRF injekci6 gyors VO; és folyamatos Tc emelkedést hozott 1étre fiatal felnott
him patkdnyokban, mellyel egyidében a fokozott héleadas hidnyzott. Ez a termoregulacios
vélasz hasonlit a 14z soran tapasztalt koordinalt hipertermidhoz [Balaské et al. 2013]. Az
irodalmi adatok igen ellentmondasosak ezen a téren, egyes tanulmanyok megerdsitik, masok
cafoljak a prosztaglandinok szerepét a CRF testhdmérséklet- emeld hatasaiban [Telegdy és
Adamik 2008], [Figueiredo et al. 2010]. Mindezekkel ellentétben a peptid lazcsokkentd hatasa
is ismert [Holdeman e. al. 1985], bar jelen kisérleteink inkabb a koordinalt hipertermids hatést
tamasztjak ala.

Himekben a CRF akut hipermetabolikus/hipertermias hatasa a korral csokkent, bar az
Osszes korcsoportban szignifikans maradt. Ez a korfliggé mintazat hasonlit a centralis leptin
injekcid soran tapasztaltakéhoz [Rostis et al. 2016] és hozzdjarulhat a kdzépkortakban
megjelend elhizashoz. A CRF hypermetabolikus hatasait foképp a CRF1 receptor medialja
[Figueiredo et al. 2010], igy ez a receptor tipus fontos szerepet tolthet be a testtomeg
hosszutav, korfliggd valtozéasaiban is.
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Fiatal ndstény patkanyokban a CRF injekcid joval enyhébb hipermetabolikus valaszt
valtott Ki, mint himekben, mely jelenség nem magyarazhato a fiatal néstények alacsonyabb
hétermeld kapacitasaval. Korabbi tanulmanyokbol ismert, hogy toxikus anyagok néstény és
him patkdnyokban hasonlo valtozast képesek 1étrehozni a testhomérsékletben [Gordon és Mack
2003], tovabba a barna zsirszovet hotermelési kapacitdsa még magasabb is ndstény allatokban
[Justo et al. 2005].

5.3. A CRF kroénikus hatasai a testtomegre és a testosszetételre himekben az
életkor fiiggvényében

Az ICV CREF infuzié szignifikansan csokkentette a fiatal felnott patkdnyok testtomegét,
bar a legéregebb (18-, 24 honapos) korcsoportokban nagyobb sulyvesztést tapasztaltunk. Ezzel
a szemben a kozépkoru allatokban a testtémeg nem valtozott jelentésen CRF hatasara. A fenti
mintdzat hasonldsadgot mutat az alpha-MSH ¢és a leptin infizi6 sordn tapasztalt valtozasokhoz
[Pétervari et al. 2011b], [Pétervari et al. 2014] és felveti a CRF lehetséges szerepét a testtomeg
hosszutavu szabalyozasaban.

Az ICV CRF infuzi6é szignifikansan csokkentette a fiatal felndtt him patkanyok
testtomegét, bar a legnagyobb stlyvesztést a legoregebb (18-, 24 hdonapos) korcsoportokban
tapasztaltuk. Ezzel a szemben a kdzépkoru allatokban a testtdmeg nem valtozott jelentésen CRF
hataséra. A fenti kor-fliggd mintdzat hasonlosadgot mutat az alpha-MSH ¢és a leptin inf(izi6 soran
tapasztalt valtozasokhoz [Pétervari et al. 2011b], [Pétervari et al. 2014] és felveti a CRF
lehetséges szerepét a testtomeg hosszutavl szabalyozasaban.

A testosszetétel indikatorai legjelentésebben az dregedo €s az dreg allatokban valtoztak
a CRF infuzi6 soran: a retroperitonealis zsirszovet mennyisége szignifikansan csokkent az
infizi6 végére mindkét korcsoportban. Az epididymalis zsirszovet nem valtozott szignifikdnsan
egyik korcsoportban sem. Habar korabbi vizsgalatok szerint a CRF infGzio csokkenti a
zsirtomeget fiatal felnétt allatokban [Arase et al. 1988], [Cullen et al. 2001], jelen
kisérleteinkben nem tapasztaltunk szamottevd valtozast a fiatal vagy a kozépkoru
csoportokban. Ismert, hogy a CRF1 receptor fokozott aktivitasa zsirfelhalmozodast okoz
[Cullen et al. 2001], igy vizsgalatainkban a zsirtomeg novekedésének hianya felveti a CRF2
receptor szerepét.

Az izomtomeg indikatorait nem befolyasolta jelentésen a CRF inftizid. A sarcopenia
hianya a CRF-el kezelt csoportokban arra utalhat, hogy a HPA tengely aktivacio és a periférias
corticosteron emelkedése (mely az izomtomeget csokkentené) [Kayali et al. 1987] [Rivest et al.
1989], [Cullen et al. 2001] nem befolyasolta jelentdsen eredményeinket. Masrészt a CRF
testtomeg- csokkentd hatasainak oreg kori felerésodése részben a periférias glucocorticoid szint
id6s kori csokkenésével magyarazhato [Rebuffat et al. 1992].

5.4. A CREF kroénikus anorexigén hatasai himekben az életkor fiiggvényében

A CREF inftizi6 anorexigén hatasa rovidnek bizonyult a legfiatalabb korcsoportban, mig
erds és tartds volt az dregedd és az oreg allatokban. Mindez alatdmasztja a CRF lehetséges
szerepét az iddskori anorexia kialakuldsdban, tovabba nem cafolja a peptid hozzajaruldsat a
koézépkortakban megjelend elhizdshoz. A CRF kronikus anorexigén hatdsainak életkorfiiggd
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mintdzata hasonlit aktivatorai, igy az alpha- MSH ¢és a leptin infizi6ja soran tapasztalt kor-
fliggd eltérésekhez [Pétervari et al. 2011a], [Pétervari et al. 2014].

Mivel a CRF a HPA tengelyt is aktivalja, felmeriil a kérdés, hogy a periférias
corticosteron szint kovetkezményes emelkedése [Rivest et al. 1989], [Cullen et al. 2001]
hozzajarulhat-e a CRF energetikai hatisaihoz. Kordbbi vizsgdlatok alatdmasztjak, hogy 13-
napos CRF infuzio képes megemelni a szérum corticosteron szintet [Rivest et al. 1989], [Cullen
et al. 2001], mindamellett a CRF injekcio akar még hypophysectomizalt patkanyokban is képes
a taplalékfelvételt csokkenteni [Morley és Levine 1982]. Ezek az eredmények is cafoljak a
corticosteronok elengedhetetlen szerepét a CRF hatasaiban. Tovabba ismert, hogy a
corticosteron noveli a taplalékfelvételt a CRF gatlasa és orexigén (taplalékfelvétel-ndveld)
anyagok aktivacidja révén [Chrousos 2000]. igy a corticosteron csokkent felszabadulasa a
mellékvesekéregbdl idés korban [Rebuffat et al. 1992] hozzajarulhat a CRF fokozott
anorexigén hatasahoz az altalunk vizsgalt 6reg him allatcsoportokban.

A CREF inflzi6 anorexigén hatasainak korfliggésében szamos egyéb faktor is szerepet
jatszhat, igy a kiilonféle CRF receptorok aktivitdsanak valtozasai is. Mivel az anorexigén hatas
f6 mediatora a CRF2 receptor [Cullen et al. 2001], [Ohata és Shibasaki 2004], [ Stengel és Taché
2014], igy felvetddik a CRF2 receptorok szerepe a fent emlitett folyamatokban.

5.5. A CRF kroénikus anyagcseréré, a testhomérsékletet és az aktivitasra az
himekben életkor fiiggvényében

Fiatal felndtt allatokban a CRF infuzi6 dtmeneti, enyhe hipertermiés hatast hozott 1étre,
mig az Oregebb allatokban nem befolyasolta jelentdsen a Tc-t. A szivfrekvencia egyik
korcsoporban sem valtozott szignifikansan az infizi6 soran.

A centralis leptin és alpha-MSH infuzidé hipertermias/hipermetabolikus hatasai
jelentdsen kiilonboztek a CRF infuzid soran tapasztaltakétol [Pétervari et al. 2011b], [Pétervari
etal. 2014]. A CREF, bar az alkalmazott dozis képes volt anorexigén hatasok kivaltasara, sokkal
gyengébb hipermetabolikus véaltozasokat hozott Iétre, mint a leptin vagy az alpha- MSH hasonl6
(anorexigén hatéast kivaltd) doézisban [Pétervari et al. 2011a], [Pétervari et al. 2014]. A
hipermetabolikus hatadsok nem mutatottak szdmottevd életkorfiiggést sem.

A szivfrekvencia novekedésének hianya a CRF infuzido soran a CRF2 receptor
aktivacidjara utalhat. Korabbi tanulmanyok alapjan a CRF injekcio6 szivfrekvencia emelkedést
képes létrehozni a CRF1 receptor segitségével [Nijsen et al. 2000], mig a CRF2 receptor
specifikus agonistai bradycardiat okozhatnak [Nakamura et al. 2009]. A fentick alapjan
feltételezhetjiik, hogy a CRF1 és a CRF2 receptor kolesondsen kioltjak egymas szivfrekvenciat
befolyasol6 hatasait a CRF infuzi6 soran.

A miitéti megterhelés okozta eltérésektdl eltekintve a spontan horizontalis lokomotor
aktivitas nem valtozott szamottevéen CRF, alpha- MSH vagy leptin infiizi6 hatasara [Pétervari
et al. 2011a], [Pétervari et al. 2014]. Ismert, hogy a CRF1 receptor noveli [Contarino et al.
2000], mig a CRF2 csokkenti az aktivitast [Ohata és Shibasaki 2004], igy kisérleteink soran az
aktivitas valtozasainak hianya e két receptor kdlcsonhatasara utalhat.
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5.6. CRF génexpresszidjanak valtozasa a hypothalamus paraventricularis
magjaban himekben az életkor fiiggvényében

Vizsgalataink alapjan a CRF génexpresszioja emelkedést mutatott a kor elérehaladtaval
18 honapos korig. Eredményiink 6sszhangban van a korabbi tanulmanyok tobbségével, melyek
id6s korban megtartott vagy akar emelkedett CRF szintet mutattak ki [Bao és Swaab 2007],
[Aguilera 2011] és alatamasztjak a CRF lehetséges szerepét az idéskori anorexiaban.
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6. OSSZEFOGLALAS, UJ EREDMENYEK

Uj eredmények az akut kisérletek soran:

Az ICV CREF injekcid taplalékfelvétel- csokkentd hatdsai az életkor elérehaladtaval
mind him, mind ndstény Wistar patkanyokban folyamatosan csokkentek, habar a
nostény allatokban az anorexigén hatas mindvégig szignifikans szinten megtartott
maradt.

A hipermetabolikus hatasokat nézve mindkét nemben azonos, az életkor elérehaladtaval
csokkend tendencia mutatkozott, mindazonaltal a him allatokban a valaszkészség az
oreg korcsoportokban is szignifikans maradt.

Az akut CRF hatasok korfiiggése tobbnyire eltért az alpha-MSH- és leptin injekcid soran
tapasztalt életkorfiiggd mintazattdl, egyediil a hipermetabolikus valaszkészség korfiiggd
csOkkenése mutatott hasonlosagot a centralis leptin injekciora jellemzd tendenciaval.
Nostény allatokban, az oOregebb korcsoportokban is megtartott anorexigén
valaszkészség nagyban hozzajarulhat a kozépkort elhizas hianyahoz és a késébbi,
oregkori testtomeg- csokkenéshez. Ezzel szemben himekben hasonld Osszefiiggések
nem figyelhetdk meg.

Nemcsak fiatal, de 6reg him allatokban is jelent6s hipermetabolikus hatas mutatkozott
CRF hatésara, ami hozzajarulhat himekben az dregkori teststilyvesztéshez.

Uj eredmények a kronikus kisérletek soran:

o Az ICV CRF infuzié jelentds taplalékfelvétel- és testtomeg-csokkenéshez
vezetett fiatal, 6regedd és oreg allatokban, szemben a kozépkoru tarsaikkal.

o AZ ICV CRF infizido hipermetabolikus/hipertermids hatdsaiban jelentds
¢letkorfiiggd valtozas nem mutatkozott.

o A hipermetabolikus/hipertermias hatdsokkal szemben, a CRF infuzi6 soran a
testtomeg- és a testosszetétel valtozasai a centralis melanocortin és leptin infizio
esetében tapasztalt korfliggd mintazathoz hasonlonak bizonyultak.

. Eredményeink alapjan a CRF infuzio életkorfliggd anorexigén valaszkészség-
eltérései hozzajarulhatnak az iddskori anorexidhoz és az ezt kovetd testtomeg-
csokkenéshez.

Uj eredmények a CRF génexpresszié vizsgalatok soran him patkanyokban:

o A CRF génexpresszio a PVN-ben jelentdsen nétt a 18 honapos korcsoportig, mig
késdbb, a 24 honapos him patkanyokban enyhe csdkkenés mutatkozott.

o A CRF génexpresszid ezen életkorfiiggd valtozasai hozzdjarulhatnak az
1d6sekben megfigyelhetd anorexiahoz.
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