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1. Bevezetés

A ghrelin és az obestatin a preproghrelin génbdl szarmazod neuropeptidek, amelyeket
elészor a gastrointestinalis rendszerbdl izolaltak. Az utobbi évtizedek vizsgalatai szerint
a ghrelin rendszer peptidjei szimos szervben és szovetben megtalalhatok és endokrin,
parakrin vagy autokrin moddon résztvesznek kiilonbozé élettani  folyamatok
szabalyozasaban.

A ghrelin egy 28 aminosavbél allo peptid (Kojima és mtsai 1999), amely a growth
hormone secretagogue receptor (GHS-R1a) atjan orexigén hatast fejt ki, fokozza a
taplalékfelvételt, az étvagyat és szabalyozza az energiahaztartast. A ghrelin rendszer
miikodészavarat leirtak kiilonb6z6 taplalkozasi zavarokban, igy elhizasban, anorexia- és
bulimia nervosaban. Tovabba, a ghrelin képes aktivalni az agyi jutalmazo-meger6sitd
rendszert, és szerepe van a drogkeres® magatartds és a kiilonbozd drogfiiggdségek
(alkohol, nikotin, kokain, amphetamin) kialakuldsdban. Ezenkiviil részt vesz a
Régcsalokban végzett kisérletek szerint, a ghrelin magatartasi tesztekben szorongast és
depressziot, ugyanakkor anxiolytikus- és anti-depressziv szerii magatartast is kivalthat,
a kisérleti protokolltol fiiggden. Eszerint, alap- és stresszmentes kisérleti koriilmények
kozott a ghrelin szorongast €s depressziot valt ki. Stressznek kitett allatokban (pl.
immobilizacids stressz) ill exogén ghrelin injekcid vagy taplalékmegvonds hatisara az
emelkedett ghrelin szint a stresszhez val6 alkalmazkodast, a taplalékkeresd magatartast, az
energia hoemostasis fenntartasat, vagyis evolicos szempontbdl az egyed talélését segiti
eld.

A kiilonboz6  stresszfaktorok hatasara aktivalodik a hypothalmus-hypohysis-
mellékvesekéreg (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis- HPA) tengely, és gliikortikoidok
szabadulnak fel, elésegitve az adaptaciot. Tartos vagy erds stressz hatasara azonban a HPA
tengely miikédészavara 1ép fel, amely fokozott taplalékfelvételt valthat ki, és circulus
vitiosus-szeriien elhizas, metabolikus zavarok, valamint depresszio ¢és kiilonb6z6
szorongasos korképek kialakuldsdhoz vezethet.

Az obestatin egy 23 aminosavbol allo peptid, amelyet el6szor patkany gyomorbol
izolaltak, (Zhang JV ¢és mtsai., 2005), majd szamos egy€b szervben ¢és szovetben
(pancreas, maj, zsirszovet, vazizomzat, emlémirigy, pajzsmirigy, testis) valt
kimutathatova, amely centralis és periferids hatasokat egyarant feltételez. Eredetileg

ghrelin antagonista, taplalékfelvételt- ¢és a testsulyt csokkentd anorexigén hatasat



azonositottak, amelyet késébb szamos vizsgalat cafolt. Az akut obestatin adagolas azonban
képes csokkenteni a taplaléfelvételt és gatolja az acyl ghrelin orexigén és novekedési
hormonszekréciot- stimulalo hatasat ragcsalokban és halakban. Ugyanakkor, az éhezés
fokozta a ghrelin- és csokkentette az obestatin szintet, és mindkét hormon
plasmaszintjének, illetve a ghrelin-obestatin aranyanak valtozasait irtak le kiilonb6zo
elhizassal jard korképekben (monogenes elhizas, metabolic syndroma, Prader-Willi
syndroma), valamint anorexia- és bulimia nervosaban.

Az utobbi évek kutatdsai az obestatin metabolikus hatasaira iranyultak, amelyek soran
bizonyitottd valt, hogy az endokrin pancreas funkcidjanak kulcsfontossagu regulatora,
kedvezd hatast fejt ki az obestatin a zsirszovetben, fokozva a zsirsejtek differencialodasat,
tulélését, szdbalyozza a lipogenesist/lipolysist, valamint a lipidek plasmaszintjét. Az
obestatin szintjének koros valtozasait irtak le elhizasban, insulin-rezisztens allapotokban,
metabolikus syndromaban, valamint 2-es tipusu diabetes mellitusban is. Tekintettel a
zsirszovet koros mitkddésének kulcsszerepére diabetesben és metabolikus syndroméban, az
obestatin tobb tamadaspontu terapias potencial lehet ezekben a korképekben.

Az obestatinnak szdmos centralis hatdsa is ismert, igy szerepe van azon neuroendokrin
halozatok szabalyozasaban, integralasdban, amelyek az anyagcserét, a szomjusagérzetet, a
héhaztartast ¢és az alvast szabdlyozzdk. Tovabba befolydsolja a tanulasi ¢és
memoriafolyamatokat, vagyis a hippocampus és az amygdala miikodését is. Egy friss
tanulmany szerint a hippocampus progenitor sejtekben in vitro antiapoptotikus hatasu, és
fokozza a sejtek talélését valamint proliferacidjat, amely jot€kony hatasti lehet

neurodegenerativ korképek kezelésében.

2. Célkituzések

e Az obestatin szorongésra gyakorolt hatasat egyetlen tanulmany vizsgélta patkanyban,
eszerint az obestatin anxiogén-szer(i hatast valtott ki emelt keresztpallo (elevated plus
maze -EPM) tesztben.

e Jelenleg nem all rendelkezésre adat az obestatin esetleges hatasara vonatkozdan a
depresszioval kapcsolatos magatartasi mintazatokban.

e A ghrelintél eltéréen, az obestatinnal kapcsolatban az sem ismert, hogy befolyasolja

vagy nem az addiktiv szerek magatartdsi hatasait.



e Az emlitett okok miatt, vizsgaltuk a kiillonb6z6 dozist, akut centralis obestatin kezelés
hatasat szorongasban, EPM ¢és nyilt tér (open field-OF) tesztben, him CFLP
egerekben.

e A depresszidoban betoltott esetleges szerepének feltarasara, teszteltiik a kiilonbozo
dozisu, akut centralis obestatin kezelés hatasat forszirozott tszas tesztben (forced

swimming test-FST)
2. Kisérleti Anyag, Modszerek

Kisérleteinkhez CFLP t6rzsbol szarmazé him (25-35 g) egereket hasznaltunk (Domaszéki
Allathaz.). Az allatokat természetes 12 oras sotét/vilagos fényciklusban tartottuk, vizet és
ételt ad libitum fogyaszthattak. Kisérleteinket a Szegedi Tudomanyegyetem MAB

(Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag) eldirasainak megfelelden végeztiik.

2.1. Kezelés

Az allatcsoportokat  intra-cerebroventricularisan (icv)  obestatinnal [(1-23), AnaSpec,
Inc. USA] kezeltiik kiillonb6z6 dozisban (0.5 pug, 1 pg,  or 1.5 ug). Elékezelésként 1 ug
[D-Lys3] -GHRP-6-t (Sigma-Aldrich) vagy antalarmint (0.1 pg, Bachem, Switzerland)
adtunk. A kontrollcsoportok 2 pl mesterséges liquort (artificial cerebrospinal fluid -aCSF)

kaptak, aCSF volt a peptidek vivéanyaga is.

2.2. OF és EPM teszt
Kompjuterizalt OF tesztben (Conducta system, EXPERIMETRIA LTD. Hungary)

vizsgaltuk a kiilonb6zé mozgasmintidzatokat, a megtett utat (horizontalis aktivitast), a
mozgassal toltott idét, a mozdulatlanul t6ltott 1d6t, az agaskodasok, ugrasok szamat
(vertikalis aktivitas), valamint a centralis zonaban megtett utat (centralis /0sszes megtett Ut
%) és a centralis zOnaban elt6ltott id6t (centralis id6/mozgassal toltott id6%).

.EPM tesztben regisztraltuk az Gsszbelépések szamat, a nyitott karba tortént belépések
aranyat (open arm entries/ total entries%- OAE%) valamint a nyitott karba toltott id6

aranyat (open arm time/ total time %-OAT%).

2.3. A plasma kortikoszteron szint meghatarozas
A plasma kortikoszteron szintet torzsvérbdl hataroztuk meg, fluorescens assay

segitségével. (Zenker és Bernstein, Purves és Sirett altal modositva).



2.4. Forszirozott uszas teszt (FST)

Kisérleteinkben a modositott tesztet alkalmaztuk (Porsolt). Videokameraval rogzitettiik 5
percen at a maszassal, uszassal és immobilitassal (lebegés) toltott id6t egy specialis
pontrendszer (5 sec= 1 pont) segitségével. Az adatok elemzését szamitogépen egy

fliggetlen vizsgalo végezte el.
2.5. Az obestatin hatasa a naloxon-indukalt morfin megvonasra

Kronikus, subcutan (sc), emelked6 dozisu (10-20-40 mg/kg, 2x/nap) morphin, valamint
obestatin (1.5 ug/2 ul, aCSF icv, 1x/nap) kezelést alkalmaztunk. A teszt napon (4. nap)
egyszeri morphin (20 mg/kg,sc.) és obestatin injekciot adtunk. A morphin megvonast
0.2 mg/kg naloxon (naloxone—HCI, Sigma-Aldrich) adasaval valtottuk ki, majd az allatokat
EPM vagy OF tesztekkel vizsgaltuk. A kontroll csoportok mesterséges liquort vagy
fiziologias sooldatot kaptak.

3. Statisztikai értékelés

Az adatok statisztikai értékeléséhez egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA) kovetd
Holm-Sidak nem egyenlé elemszamu mintakra vonatkoztatott post hoc tesztet végeztiink.
A nullhipotézisek megallasanak kisebb, mint 5%-0s valdsziniisége esetén tekintettilk a
valtozok jellemzo értékeit szignifikansan kiilonbozdének.

A morphin-megvonasos kisérletekben két-utas ANOVA tesztet alkalmaztunk.
4. Eredmények
4.1. Az akut, centralis obestatin kezelés hatasa EPM és OF tesztben

e Emelt keresztpall6 tesztben az dsszbelépések szdma, a teljes mozgas aktivitas nem
valtozott obestatin kezelés hatasara.

e Csokkent a nyitott térben toltott id6 (OAT%), az akut, intracerebroventricularis
obestatin kezelés hatdsara.

e Nyilt tér tesztben az obestatin kezelés az altalanos lokomodciot (megtett Ut,
mozgassal toltott 1d6, ugrasok ¢és 4agaskodasok szdma, immobilitds) nem
befolyasolta.

e A centralis zondkban megtett Ut szignifikdnsan csokkent az obestatin kezelés
hatasara.

e A centralis zonakban eltoltott 1d6 csokkend tendenciat mutatott obestatin hatasara.


http://topics.sciencedirect.com/topics/page/Naloxone
https://www.google.hu/search?biw=1280&bih=620&q=mesters%C3%A9ges+liquor&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjuhM_djprTAhVHNxQKHXwUAEsQvwUIFSgA

Az antalarmin valamint a [D-Lys3]-GHRP6 eldkezelés felfligesztette az obestatin

centralis zondkban megtett utra kifejtett hatasat.

4.2. Az akut obestatin kezelés hatasa a plazma kortikoszteron szintre

Az obestatin kiilonb6z6 dozisban novelte a plazma kortikoszteron szintet, amely

hatést az antalarmin el6kezelés antagonizalta.

4.3. Az obestatin hatasa a naloxon-indukalt morfin megvonasra

4.3.1. EPM teszt

4.3.2.

A naloxon-kivaltott morfin megvonas novelte a nyitott karban eltoltott idot és a
nyitott karban torténd belépések szamat emelt keresztpalld tesztben, amely
paraméterek az obestatin el6kezelt megvonasos allatcsoportoknal csokkend

tendenciat mutattak.

OF teszt

Nyilt tér tesztben a kiilonboz6 dézist morfin csokkentette a centralis zonakban
megtett utat.

A naloxon-kivaltott morfin megvonas ugyanakkor anxiolitikus hatast fejtett ki, mert
novelte a centralis zondban megtett utat és 1d6t

A centralis id6-noveld hatasat az obestatin el6kezelés felfligesztette amegvonasos

allatokban.

4.4. Eroltetett uszas teszt

Erdltetett Gszas tesztben az obestatin fokozta az immobilitast és csokkentette az
uszassal toltott idot.

Az antalarmin eldkezelés ezen hatasokat felfligesztette, vagyis novelte az iszas és
csokkentette az immobilitas idejét.

A D-Lys3]-GHRPG6 ghrelin receptor antagonista szintén csokentette az obestatin
hatdsat az immobilitasra, valamint ndvelte a maszas €s Uszas idejét a kombinalt

kezelésben részesiilt allatcsoportokban.



5. Diszkusszio

Az obestatin anxiogén- és depresszio-szeru hatast fejt ki, a HPA tengely és a ghrelin
jelatviteli ut aktivalasa atjan

Kisérleteinkben elsokként bizonyitottuk, hogy az obestatin anxiogén hatasa két
kiilonb6z6é magatartas tesztben (OF/EPM), egérben. Az elsé  vizsgalatok  azonban
anxiolytikus hatast irtak le patkanyban, emelt keresztpallo tesztben.

Az ellentmondasos eredmények okai valdsziniileg az eltérd kisérleti koriilmények és
protokoll (az alkalmazott dozis, a kezelés tipusa, a tesztelés ideje, a kisérletben hasznalt
allatfaj, ad libitum taplalék vagy taplalékmegvonas) lehetnek.

A ghrelin szorongasra ¢és depressziora kifejtett hatasai szintén eltéréek a kisérleti
koriilményektdl fliggden, alapallapotban ill. akut és kronikus stresszben.

Az obestatint kisérleteinkben normal koriilmények kozott alkalmaztunk, az éllatokat
nem tettlik ki semmilyen kisérleti stresszhatdsnak. Ezért feltételezhetd, hogy az obestatin,
a ghrelinhez hasonldan alap, stresszmentes allapotban anxiogén hatast fejt ki.

A kiilonboz6 dozist obestatin szintén novelte a plazma kortikoszteron szintet, amely
alatamasztja a magatartasi teszt eredményeinket, ¢és arra utal, hogy az obestatin
szorongasra gyakorolt hatasat a HPA tengely aktivalasa atjan fejti ki.

Kisérleteinkben ugyanakkor, a CRHR1 antagonista antalarmin el6kezelés
felfliigesztettte az obestatin plazma kortikoszteron szint novelé és anxiogén hatasat OF
tesztben, amely alatdmasztja a CRHR1 és HPA tengely szerepét az obestatin hatasanak
medialasaban.

Ezen eredményeinkkel 6sszhangban a ghrelin anxiogén hatdsmechanizmusaban is részt
vesz a HPA tengely ¢és az emlitett CRH-1 receptor az irodalmi adatok alapjan.

Kisérleteinkben eldszor bizonyitottuk azt is, hogy eréltetett Gszas tesztben az  icv adott
obestatin 1 pg dozisban (amely anxiogén hatast valtott ki EPM tesztben), fokozta az
immobilitast és csokkentette az tszassal toltott idot, amely depresszid-szerii hatasra utal.
Az antalarmin elOkezelés ezen hatdsokat felfiigesztette, vagyis novelte az Uszéas és
csokkentette az immobilitas idejét.

Ezen adatok arra utalnak, hogy a HPA tengely és az CRH-1 receptor kozvetiti az
obestatin szorongasra ¢s  depressziora gyakorolt hatasait egyarant.

A HPA tengely mikodésének zavara szdmos neuropszichiatriai korkép, igy a
depresszid pathomechanizmusaban is szerepel, amely jelentds egészségiigyi, szocialis-

gazdasagi terhet jelent vilagszerte. A kiterjedt és alapos kutatdsok ellenére, a depresszid
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etiologidja jorészt ismeretlen, de a genetikai €s konyezeti tényezok szerepe egyarant
feltételezhetd. Ugyanakkor a tartds stresszallapot és a HPA tengely dysfunkcidjanak
szerepe szamos depresszidval kapcsolatos ~ human vizsgalatban is megerdsitést nyert.

A HPA tengely és az CRH-1 receptor aktivalodas szerepét az obestatin szorongasra és
depressziora gyakorolt hatdsainak medidlasdban elsékként irtuk le, amely tovabbi
preklinikai és human vizsgélatokra érdemes.

Az obestatin hatdsmechanizmusa nem tisztazott, és specifikus receptora sem ismert
jelenleg. Erre a kérdésre keresve a valaszt megvizsgaltuk a ghrelin jelatviteli ut esetleges
szerepét az obestatin magatartasi hatdsainak medialasaban.

Ezért ghrelin receptor antagonista [D-Lys3]-GHRPG6 elokezelést alkalmaztunk ugy OF,
mint erdltetett Giszas tesztben.

Nyilt tér tesztben a ghrelin receptor antagonista antagonizalta az obestatinnak a centralis
zOnaban megtett utat csokkentd hatasat. Ugyanakkor szintén gatolta az obestatin
immobilitast fokoz6 hatdsat valamint ndvelte a maszas €s uszas idejét erdltetett iszas
tesztben.

Osszefoglalva az eerdményeink arra utalnak, hogy az obestatin anxiogén és depresszio-
szer(l magatartasi hatasait a ghrelin jelatviteli ut kozvetiti.

A ghrelin receptor expresszidja igen Kifejezett a stresszel és a szorongassal Gsszefliggd
agyi régiokban (hypothalamus, adenohypophysis, amygdala, hippocampus).

Az obestatin jelenlétét egyelore csak az adenohypophysisben igazoltak, széleskorii
hatasai a taplalékfelvételben, szorongasban, depresszidban, neurogenesisben, a tanulasi és

memoriafolyamatokban azonban arra utalnak, hogy ezen folyamatok neurobioldgiai

crer

Az obestatin képes befolyasolni a naloxon-indukalt morfin megvonas magatartasi
hatasait
Az obestatin ezen hatasait EPM and OF tesztekben szintén els6kként irtuk le.

A ghrelin szerepét a kiilonb6zd addiktiv szerekkel kapcsolatos magatartasi hatasokban
¢s az agyi jutalmaz6 rendszer aktivdldsaban szamos tanulmany igazolta. Az obestatinnal
kapcsolatban nem 4llt trendelkezésre ilyen jellegii adat.

A kébitoszerfiiggdség stlyos, novekvd egészségligyi, szocialis-gazdasagi terhet jelent
vilagszerte. Az egészségkarositd hatasok kozismertek, fizikai fliggéség, memoria és
kognitiv zavarok, szorongas és depresszio egyarant gyakran jelentkezik ezekben a
betegekben.



Az utobbi évtized vizsgalatai arra utalnak, hogy az akut és kronikus morfin kezelés
kiilonb6z6 modon befolyasolja a szorongasos viselkedést ragesalokban. Az akut morfin
injekcio anxiolytikus hatast valtott ki, mig a morfin  kronikus adasa depresszio-szerii
viselkedést okozott FST tesztben, és szorongast EPM valamint OF tesztben.

Ezen eredményekkel 6sszhangban kisérleteinkben az emelked6 dézisu kronikus morfin
kezelés csokkentette a centrdlis zonakban megtett utat nyilt tér tesztben, amely anxiogén
hatasra utal.

Az opiod megvonds szamos szOmatikus €s pszichés tiinetet okoz, igy szorongast,
dysphoriat és anhedoniat, amelyek hozzajarulnak a drogfogyasztds fenntartdsdhoz és az
absztinens idészakokat  kovetd visszaszokashoz.

A human vizsgalatokkal ill a patkdnyokban kapott kisérleti eredményekkel ellentétben
egerekben ugy a spontan, mint a naloxon-indukalt morfin megvonas anxiolyticus
viselkedést valtott kKiEPM tesztben. Hasonl6 protokoll alkalmazéasaval kisérleteinkben a
naloxon-kivaltott morfin megvonas novelte a nyitott karban eltoltott id6t és a nyitott
karban torténd belépések szamat emelt keresztpallo tesztben. Ugyancsak novelte a centralis
zOondban megtett utat és id6t nyilt tér tesztben.

A naloxon-kivaltott morfin megvonas ellentétes magatartasi hatasai, mely szerint
anxiogén és anxiolytikus hatdsu egyarant lehet, dsszefiiggésbe hozhatok az alkalmazott
kiilonbo6z6 kisérleti koriilményekkel és protokollal (dozis, a kezelés, a tesztelés ideje, a
kisérletben hasznalt allatfaj stb).

Ugyanakkor az EPM teszt valdsziniileg nemcsak a szorongast, hanem az exploracios
viselkedést, de a neophobiat (viselkedésgatlas j kornyezetben) valamint a megvonasos
allapotban fellépd elkeriild/escape magatartast is regisztralja.

Masik magyarazat lehet a delta valamint a kappa opiod recptorok eltéré adaptacidja
az ismételt morfin kezelés valamint a megvonds sordn a kiilonb6zé fajokban, amely
kiilonb6z6 magatartasi valaszt idézhet el6 EPM tesztben.

Vizsgalatainkban az obestatin képes volt antagonizalni a naloxon-kivaltott morfin
megvonas anxiolitikus hatdsait. EPM tesztben csokkend tendencidt regisztraltunk, OF
tesztben pedig szignifikdnsan csokkentette a centralis zonaban t6ltott id6t a megvonasos
allatokban.

Az obestatin hatasmechanizmusa az opioid megvonasra nem ismert, de feltételezheté az
ERK1/2 jelatviteli 0t szerepe, amelyrél bizonyitott, hogy az obestatin gliik6z

metabolizmusra és a zsirszovet funcidra gyakorolt hatésait is kozvetiti.



6. Konkluzio

Az utdbbi kozel két évtizedben szamos tanulmany foglalkozott  a ghrelinnek, mint az
agy-tapcsatorna tengely fontos peptidje hatdsainak feltarasaval.

Az obestatint el6szor ghrelin-antagonista és anorexigén hatasa révén azonositottak,
késobb a gliikoz €s zsiranyagcserére gyakorolt jotékony hatasai miatt keriilt elotérbe.

Az obestatin centralis hatdsaira vonatkozo6 kisérleti adatok is egyre szaporodnak, igy
alvasban, a szomjujagérzet szabdlyozdsdban, hdhaztartasban, neuroprotekcidban,
tanulasi és memoriafolyamatokban szerepe mar jorészt igazolt.

Munkacsoportunk el0szor igazolta, hogy az obestatin befolyasolja a szorongassal,
depresszioval kapcsolatos viselkedési mintazatokat egérben.

Ugyancsak el6szor sikeriilt bizonyitanunk, hogy képes befolyasolni a naloxon-indukalt
morfin megvonds magatartasi hatasait.

Az obestatin hatasmechanizmusa és receptora jelenleg még nem ismert.

A kisérleti modszerek javuldsaval az obestatin hatékony terapias és diagnosztikus eszk6zzé

valhat kiilonb6z6 metabolikus és neuropszichiatriai korképekben egyarant.
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