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2. Roviditések jegyzéke

AC2: adenilat-ciklaz 2

ACTH: adrenokortikotrop hormon

AgRP: agouti-kapcsolt fehérje

AP: area postrema

ARC: nucleus arcuatus

BCSFB: vér-cerebrospinalis folyadék gat

BBB: vér-agy gat

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CART: kokain- és amfetamin-regulalt transzkript
CRF: kortikotropin-felszabadito hormon

CCK: kolecisztokinin

CO: szén-monoxid

CSF: cerebrospinalis folyadék/liquor

CVO: cirkumventrikuléris szervek
[D-Lys®]-GHRP-6: ghrelin receptor antagonista
D1R: 1-es tipusti dopamin receptor

DAG: diacil-glicerol

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s médium



DMN: nucleus dorsomedialis

DMV: dorsalis motoros mag

DVC: dorsalis vagus komplex

EM: eminentia medialis

E2: 0sztrogén

ER-a: 6sztrogén receptor-alfa

FFARA4: szabad zsirsav receptor 4

FoxOL1: forkhead boksz O1 transzkripcids faktor

FSH: follikulus stimulalé hormon

GOAT: ghrelin o-aciltranszferaz

GH: novekedési hormon

GHRP-6: novekedési hormont felszabaditd peptid-6

GHS-R: novekedési hormon szekretagdg receptor/ ghrelin receptor

GHS-R1a: a ndvekedési hormon szekretagdg receptor 1a izoforma

Gos: G-fehérje aS alegység

HO: hem-oxigenaz enzim

HO-1, HO-2, HO-3: hem-oxigenaz 1/2/3 izoforma

HPA-tengely: hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely

i.c.v.: intracerebroventrikularis kezelés

I.p.: intraperitonealis kezelés



IP3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat

i.v.: intravénas kezelés

KO: knockout, génkititott

LH: luteinizal6 hormon

LTP: hosszutava potenciacid

MTOR: emlds rapamycin-célpont

NaCl: 0,9 %-os fiziologias sooldat

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NF-kB: nuklearis faktor-kappa B

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén-monoxid-szintaz

NPY': neuropeptid Y

NTS: nucleus tractus solitarii

OVLT: organum vasculosum

pCREB: foszforilalt cAMP valaszelem

PPARY: peroxiszoOma-proliferator aktivalt receptor gamma

PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PKC: protein kindz C

PLCB: foszfolipaz C béta

POMC: proopiomelanokortin



PRL: prolaktin

PVN: nucleus paraventricularis

RIA: radioimmunassay

SFO: szubfornikalis szerv

SIRT1: 1-es tipusu szirtuin

SON: nucleus supraopticus

UCP2: uncoupling fehérje 2

Ts: 3,5,3’-trijod-tironin

Ta: 3,5,3°,5’-tetrajod-tironin

TSH: thyreoidea stimulalé hormon

VMN: nucleus ventromedialis

VTA: ventralis tegmentalis area



3. Bevezetés

A klasszikus neuroendokrin jelatvitel mellet az elmult évtizedben egy 1Gj rendszer, a bél-agy
tengely, szabalyozo szerepét is igazoltak. A bél-agy axis legfontosabb tagja a 28 aminosavbol
allo ghrelin, mely legnagyobb mennyiségben a gyomor mukéza sejtjeiben termelddik.
Receptorai centralisan és periféridsan egyarant expresszalodnak, melyek a ghrelin étvagy- €s

testsulyszabalyzo, valamint a magasabb idegi funkciokban betoltott hatasait kozvetitik.

cres

hormonok vagy maga az idegi szabalyozas is nagymértékben befolyasolhatja. A szabalyozé
faktorokkal mutatkoz6 interakcidja mellett, tovabbi neuropeptidekkel is kolcsonhatasba 1éphet.
Korabbi tanulmanyok igazoljadk, hogy a ghrelin a hipofizis szintjén megnyilvanuléd
neuroendokrin szabalyozas egy meghataroz6 eleme, valamint az oxitocinnal valo kélcsonhatasa
szerepet jatszik a laktacio, a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely, a szorongas, Stressz-
valasz, valamint a magasabb idegi funkciok szabalyozasaban, beleértve a tanulast és a

memoriat.

Noha a taplalékfelvételben- és felhasznalasban betoltott szerepiiket tekintve a ghrelin és az

oxitocin ellentétes funkcidval bir, a két peptidhormon kdlcsonhatédsa 0j utakat nyithat az energia

crer

hozzajarulhat a fiziologiai és neurobiologiai sajatsagok megértéséhez és elemzéséhez.



4, Irodalmi attekintés

4.1. Ghrelin

4.1.1. Ghrelintermeld sejtek és a ghrelin receptor

A ghrelin a novekedési hormon szekretagdog receptor (GHS-R) endogén ligandjaként
novekedési hormon (GH)-stimulal6 hatassal bir. A GHS-R két izoformaja ismert, a GHS-R1a
¢s a GHS-R1b, azonban a két valtozat koziil kizardlag az utdobbi, GHS-R1a tekinthetd
funkcionalis ghrelin receptornak [6]. A receptorok szamos periférias szovetben, illetve
kiilonb6z6 agyi teriileteken is expresszalodnak, beleértve a hipofizist, hipotalamuszt, talamuszt,
illetve a hippokampuszt is. A GHS-R1a egy G-fehérje kapcsolt receptor, mely a G, fehérje
kozvetitésével megvaldsulod szignalizacios jelatvitelt kozvetiti. A G-fehérje és a foszfolipaz C
enzim aktivacidjanak eredménye a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2) masodlagos
termékeinek, a diacil-glicerol (DAG), illetve az inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) felszabadulasa.
Az agyban felszabaduldé DAG ¢és IP3 termékek a GH felszabadulasat stimulaljak, mig a ligand-
fliggetlen GHS-R1a a neuropeptid Y (NPY) és a proopiomelanokortin (POMC) neuronon
szignalizacios lehetdség a ghrelin/dopamin ttvonalak 6sszekapcsoldsa a GSH-R1 és a dopamin
D1 és D2 receptorainak heterodimerizacidjaval, mely hozzajarulhat a kognitiv funkciok

javulasahoz [5]. A GHS-R1-on keresztiili jelatvitelt az 1. abra mutatja be.

Ghrelintermeld sejtek elsdsorban a gyomor mukoéza rétegében talalhatoak, de kisebb mértékben
eléfordulhatnak az ovariumban, placentaban, vékonybélben, vesékben, hasnyalmirigyben,
illetve a kiilonboz6 agyi teriileteken is [7, 8]. Inmuncitokémiai mérések segitségével a ghrelin
expresszid jelenlétét a laterdlis hipotalamusz kozotti internuklearis térben, a nucleus
arcuatusban (ARC), nucleus ventromedialisban (VMN), nucleus dorsomedialisban (DMN),

nucleus paraventricularisban (PVN), illetve a I11. agykamra ependymalis rétegében is igazoltak



[9]. A hipotalamuszon kiviil esd teriiletek koziil a szenzomotoros kéreg V. rétegének
neuronjaiban, a gyrus cinguli, illetve a nyultvel6 dorzalis vagus komplex (DVC) teriiletén is
megfigyelhet6 a ghrelin mRNS expresszidja [10]. A ghrelin 28 aminosavbol all6 peptid. Ahhoz,
hogy a GHS-R-on keresztiili szignalizacid6 megvalosulhasson, a ghrelinnek acilalt allapotban
kell lennie. Az O-aciltranszferaz (GOAT) altali modifikaci6 eredményeként a ghrelin harmadik
aminosavan (Szerin) keresztiil megtorténik az acilalas folyamata. Gutierrez és mtsai. GOAT
hianyos egereken vizsgalva igazoltdk a GOAT aktivitds, valamint a vérben mérhetd acilalt

ghrelin aranyanak osszefiiggését [11].
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GHS-R1a: novekedési hormon szekretagdg receptor/ ghrelin receptor; PLCP: foszfolipaz C béta;
DAG: diacil-glicerol; PKC: protein kinaz C; IP3: inozitol-1,4,5-triszfoszfat; NPY: neuropeptid Y;
POMC: proopiomelanokortin; AC2: adenilat-ciklaz 2; cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat;
D1R: 1-es tipust dopamin receptor; GoS: G-fehérje aS alegység

Forras: Cong és mtsai., 2010, nyoman [5]



A GHS-R1a-nak, széleskorl expresszidja egyértelmiien igazolja a ghrelin pleiotrop hatasat a
periférias szovetekben és a kdzponti idegrendszerben egyarant. A ghrelin szerepet jatszik az
étvagy, szénhidrathaztartas- és zsiranyagcsere szabalyozasaban, valamint hatdssal van a
gyomor motilitasra, szivmiikddésre, a sejtproliferaciora, illetve a magasabb idegi funkciokra is.
Szintézisét Szamos szabalyozo faktor modulalhatja, melyek komplexitasa nagymértékben

hozzajarul a hormon bioldgia funkcidkban/folyamatokban betoltott szerepéhez.

4.1.2. A ghrelin szekréciot szabalyozo faktorok

A ghrelin szekrécio kiilonb6z6 tapanyagok és hormonok altal, valamint idegi szabalyozas révén
is regulalodhat. Az egyes szabalyozo faktorok Onalldan, illetve direkt vagy indirekt

kapcsolatokon keresztiil befolyasoljak a ghrelin aktivitasat.

Szamos tanulmany igazolja, hogy az orélisan vagy intravéndsan alkalmazott gliikoz csokkenti
a plazma ghrelin szintjét [12, 13]. Hasonldan a gliikoz kezeléshez, a hosszu és rovidlancu
zsirsavak is a ghrelin szint csokkenését eredményezik. A zsirsavreceptorok (FFAR4)
expresszidja kimutathato a ghrelintermel6 sejtekben. FFAR4 knockout (KO) egereket vizsgalva
magasabb ghrelin szint mérhetd, mely az FFAR4 ghrelin-szekrécioban betoltott szerepét
igazolja [14]. A rovidlanch acetat vagy a proprionat, az FFAR2 receptoron keresztiil fejtik ki a
ghrelin down-regulalo hatasat. Ezzel ellentétben, a kdzepes lancu molekulak novelik az acilalt

hormonmennyiséget [15].

A hormonalis szabalyzé anyagok koziil az inzulin rendelkezik a legmeghatarozobb szereppel a
ghrelin moduléacié folyamataiban. A kozotiik levé kapcsolatot szdmos tanulmany vizsgalja.
Human, illetve ragcsald modellekben az inzulinkezelés eredményeként csokkent a plazma

ghrelin koncentracioja [16, 17], mig inzulin deficiens allatokban szignifikansan magasabb szint



mérheté [18]. Gliikoz clamp technikdn alapuldé mérési eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a hiperinzulinémia kialakulasa, valamint az obezitas felelds a ghrelin
deprivacioért [19, 20][18, 21]. Az inzulin mellett a pankreasz tovabbi hormonjainak, a
szomatosztatinnak, illetve a glukagonnak is igazoltak ghrelin-moduldl6 hatasukat. A gyomor
szomatosztatin-termelé D sejtjei, illetve a ghrelintermeld sejtek egymas kozelségében
figyelheté meg, hasonloan a glukagon altal kifejtett hatasokhoz [22, 23]. A glukagon receptor
a Gs fehérjével kapcsolodva emeli az intracellularis cAMP szintet, s ezaltal stimuléalja a ghrelin
elvalasztasat [24]. Noha a ghrelintermel6 sejtek kolecisztokinin (CCK), valamint a gasztrin
hormonok receptorait egyarant expresszaljak, azok ghrelinszekrécidban betdltott szerepe
ellentmondasos. Human vizsgalatokban a CCK kezelés kovetkeztében csokkent a plazma
ghrelin szint [25], mig patkanyokon alkalmazva emelkedést tapasztaltak [26]. Friis-Hansen és
mtsai. egy korabbi munkajukban igazoltdk, hogy gasztrin/CCK KO egerek esetében
alacsonyabb plazma ghrelin szint volt kimutathat6 [27]. A hasnyalmirigy, valamint a gyomor-
bélrendszer hormonokhoz hasonloan a szexual szteroidok is hozzajarulhatnak a plazma ghrelin
valtozasahoz. A ghrelintermeld sejtek Osztrogén receptor alfat (ER-a), illetve G-fehérje-
kapcsolt receptorokat is expresszalnak. A hormonok interakcidjanak eredményeként a ghrelin
MRNS up-regulacidja és a szekrécido fokozodasa figyelheté meg [14]. A tesztoszteron

[28].

Mint ahogy az szdmos hormonnal megfigyelhetd, az idegi szabalyozas a ghrelin tekintetében is
megfigyelhetd. Az elvalasztas az autonom idegrendszer, valamint a gyomor szimpatikus
idegrendszeri aktivacioja altal szabalyzott. A B1 adrenerg receptorokon keresztiil az adrenalin

és noradrenalin direkt uton, a Ca®* szint emelésén keresztiil ndveli a cAMP szintet [29]. Ezzel
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ellentétben, a muszkarin receptorokhoz kotodott acetilkolin indirekt médon noveli a plazma

crer

4.1.3. A ghrelin szerepe a lipid metabolizmus szabalyozasdaban

Szamos tanulmany igazolja, hogy a ghrelin a hipotalamikus, illetve a periférids lipidanyagcsere
folyamatok modulacidja révén kiemelt fontossaggal bir az energia haztartas szabalyozasaban.
A kiilonboz6 tapanyagokra, illetve hormonokra szenzitiv hipotalamikus magvak, kiilonféle
¢s felhaszndlds egyensulyat. Anatomiai vizsgalatok egyértelmiien igazoljak, hogy a
hipotalamusz ARC régidjaban elhelyezked6 NPY/agouti-kapcsolt fehérje (AgRP)
nagymértékben expresszalja a GHS-R1a-ot, melyen keresztiil a ghrelin étvagyndveld hatassal
bir [30]. Tovabba, a ghrelin a NTS gatlasa révén kozvetve gatolja a taplalékfelvételt gatld
POMC/kokain- és amfetamin-regulalt transzkript (CART) régié miikodését is. Ragcsald
modellen vizsgalva, a centralisan bejuttatott ghrelin néveli az AgRP és az NPY elektromos
aktivitasat az ARC teriiletén [9]. Az anatémiai sajatsagok mellett, Diéguez és mitsai.
Osszegezték a ghrelin-kozvetitette molekularis Gtvonalakat is [4]. A ghrelin és a GHS-R1a
interakciojanak eredményeként aktivalodik az 1-es tipusu szirtuin (SIRT1), mely a p53
deacetilacio, illetve az AMPK aktivacio serkentésével csokkenti a malonil-CoA szintjét. Az
AMPK 4altal modulalt zsirsav oxidacid, a VMH FAS expresszdjanak csokkenése és a CPT1
aktivacioja, tovabba az uncoupling fehérje 2 (UCP2) szintjének emelkedése hozzajarulnak az
étvagy fokozasaért felelds transzkripcids faktorok aktivaciojdhoz. Végezetiil, a Bsx
transzkripcios faktor a forkhead boksz O1 (FoxO1) és a foszforilalt cAMP valaszelem (pCREB)
interakciojaval serkentik az AgRP ¢és a NPY mRNS expressziojat, igy az étvagy

fokozasat/taplalékbevitelt. A kdzponti idegrendszeri molekularis utvonalakat a 2. abra dsszegzi.
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2. abra: A ghrelin-kozvetitette molekularis valtozasok a lipidanyagcsere
szabalyozasaban

GHS-R: novekedési hormon szekretagdg receptor/ ghrelin receptor; SIRT1: 1-es tipusu szirtuin;
ACC: acetil-CoA karboxilaz; FAS: zsirsav szintetaz; CPT1: karnitin-palmitoil-transzferaz-1; UCP2:
uncoupling fehérje 2; NPY: neuropeptid Y, AgRP: agouti-kapcsolt fehérje; pCREB: foszforilalt
cAMP valaszelem; FoxOl: forkhead boksz O1; POMC: proopiomelanokortin, VMN: nucleus

ventromedialis

Forras: Diéguez és mtsai., 2011, nyoman [4]

A lipid metabolizmus centralis hatdsai mellett a ghrelin periférian kifejtett hatasai is igazoltak,
melyek koziil a legjelentésebb az elhizasban betoltott szerepe. A Centralisan bejuttatott,
kronikus ghrelin kezelés szignifikans novekedést eredményezett a fehér zsirszovet lipogén
enzimjeinek expressziojaban [31]. A centralis ghrelin, illetve a zsirszovet kozott megvalosuld
molekularis utvonalakért a szimpatikus idegrendszer felelds. Theander-Carrillo és mitsai.
igazoltak, hogy a lipolizis szabalyozasaért felelés B-adrenerg receptorok hianyaban a ghrelin

/////

hatastalannak bizonyul a lipidek szintéziséért és degradaciojaért felelés enzimek
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crer

rapamycin-célpont (mTOR), illetve a peroxiszoma-proliferator aktivalt receptor gamma

(PPARY) ttvonalakon keresztiil stimulalja a hepatikus lipogenezis folyamatat [33].

4.1.4. A ghrelin szignalizdcio szerepe az idegi funkciokban

A hippokampuszban expresszalodo GHS receptorok jelenlétébdl kovetkeztethetiink, hogy a
ghrelin a metabolikus folyamatok mellett, a kognitiv funkciok szabalyozasidban egyarant
szerepet jatszik. Elsdként Carlini és mtsai. igazoltak a ghrelin szerepét a kognitiv funkcidkban,
miszerint centralisan bejuttatva javulast eredményezett a memoriardgzités folyamataban
(retencid) [34]. Perifériasan alkalmazasa, a hippokampalis neuronokhoz kotédve eldsegiti a
dendrittiiskék, illetve a hossztava potenciacio (LTP) kialakulasat [35]. Ghrelin KO modelleket
vizsgalva a stratum radiatum teriiletén alacsonyabb szamu tliskeszinapszist rogzitettek a vad
tipust csoporthoz viszonyitva [35]. A hippokampuszban, a GHS-R1a/D1R heteromer kiemelt
jelent6séggel bir a szinaptikus plaszticitas szabalyozasaban [36]. A GHS-R1a/D1R heteromer
kolcsonhatasba 1ép a G-fehérjékkel, melyek egyiittese CAMP-fiiggd jelatvitelt kozvetit a D1
receptor agonista kotddését kovetden. A ghrelin memoria- funkciokra kifejtett pozitiv hatasain
tul bizonyitottadk, hogy a GHS-R-on keresztiili szignalizaci6 szerepet jatszik a hippokampalis
bizonyult a neuroprotekcio tekintetében is [37]. Ghrelin kezelés hatasara szignifikans
csokkenést tapasztaltak a Parkinson betegség kovetkeztében megjelené dopaminerg neuronok

crer

ghrelin/UCP2-fiigg6 mitokondrialis mechanizmus altal érhet6 el [38, 39].
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4.2. Oxitocin
4.2.1. Az oxitocin és az oxitocin receptor jellemzése

Az oxitocin kilenc aminosavbol allé6 nonapeptid. Az 1. és 6. pozicidban levo ciszteinek kozott
kialakulé diszulfid hid kotések egy ciklikus hexapeptidet formalnak, melynek C-terminalis
rész€¢hez hdrom aminosavat tartalmaz6 farok rész tartozik. A szerkezeti strukturat tekintve az
oxitocin nagy hasonlésagot mutat a vazopresszinhez, melytdl mindossze a 3. és 8. pozicidoban
levé izoleucin kiil6niti el [40]. Az oxitocin a hipotalamusz magnocellularis sejtjeiben, a nucleus
supraopticusban (SON), illetve a nucleus paraventricularisban (PVN) szintetizalodik a
neurophysin 1 kiséré fehérjével egyiitt [41]. A két peptid 1:1 aranya komplexként
neuroszekretoros vezikuldkba csomagolva, axondlis transzport révén ¢érik el az
idegvégzddéseket a neurohipofizisben, ahol raktarozodnak vagy pedig azonnal a véraramba
felszabadulédsa idézi el6. A magnocelluléris oxitocin-termeld sejtek mellett elkiilonithetdek a
parvocelluldris oxitocin neuronok is, melyek axonalis termindlisai kiemelt szerepet jatszanak a
A hipotalamuszban termel6dé oxitocin tehat nem csak a neurohipofizissel all axonalis
kapcsolatban, hanem az ARC, VMN, ventralis tegmentalis area (VTA), a nucleus tractus
solitartii (NTS), illetve a gerincveld teriileteire is projektal. A peptidhormon receptora hét
transzmembran doménnel rendelkezd, G-fehérje kapcsolt receptor, mely a PLC/IP3
szignalizaciés utvonalon keresztiil Ca®'-t szabadit fel, ezzel elésegitve a transzmitterek
felszabadulasat [43]. A hipotalamuszon kiviil az oxitocin receptorok egyéb idegi teriileteken,
valamint a periférias szovetekben is egyarant expresszalodnak [44]. Noha eltérd affinitassal,
azonban mind az oxitocinra, mind pedig a vazopresszinre igaz, hogy agonistaként kdtédnek

egymas receptoraihoz [45].
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4.2.2. Az oxitocin szerepe a lipid metabolizmus szabalyozasaban

Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a keringésbe felszabaduld oxitocin a méhosszehtizodasban
¢s tejelvalasztasban betoltott hatdsai mellett, szerepet jatszik a zsiranyagcsere szabalyozasaban
iS. Endogén szintje szoros &sszefliggésbe hozhato a zsiranyageserét érinté mechanizmusokkal,
illetve a testzsir mennyiségével. Eldsegiti a lipolizist, illetve a zsirsavak oxidacidjat, ezzel
csokkentve a viszceralis testzsir mennyiségét, illetve a testtomeget [46]. Koncentracio a
Osszefliggésbe hozhatd. Negativ korrelacio mutatkozik a szérum oxitocin koncentracio,
valamint a testtomegindex, hemoglobin A lc, gliikoz, valamint az inzulin és a triglicerid szintek
kozott [47]. A PVN-NTS projekciok eredményeként, a jollakottsagi szignalok integralasaért
felelds része a NTS-nak aktivalodik, melynek kovetkeztében csokken a bevitt tapanyag
mennyisége [48]. Mivel az oxitocin receptorok centralisan ¢és perifériasan egyarant
eléfordulnak, a target szovetektdl, illetve a lehetséges biologiai interakciok szamatol fiiggden
komplex hatasmechanizmusrol beszélhetiink (3. abra). A hatasmechanizmus pontos leirasat
tovabb neheziti, hogy azon hormonok k6z¢ tartozik, melyek pozitiv feedback szabalyozas révén
stimulaljak sajat felszabaduldsukat. Zhang és mtsai. szisztémas oxitocin kezelés kovetkeztében
oxitocin felszabadulast detektaltak PVN szeleteken ex vivo [49]. Hasonldé megfigyeléseket
tapasztaltak intraperitonealis (i.p.) alkalmazasat koveten is, melynek hatasara oxitocin-termel6
sejtek jelenlétét igazoltdk a PVN, SON, illetve a NTS teriiletén, mig a centralis kezelés az
oxitocin expresszio dozisfliggd novekedését eredményezte a hipotalamuszban, illetve a
plazméaban egyarant [50, 51]. Osszességében elmondhatd, hogy a periférias és a centralis
szabalyoz6é mechanizmusok Onalléan vagy egyiittesen regulalhatjdk a plazma oxitocin
koncentraciot. Az oxitocin szint emelkedése a testzsir mennyiségének csokkenését és

anorexigeén hatisokat eredményez.
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Hipotalamusz

Kozponti Neurohipofizis
idegrendszer
Periféria
oxnocm
| Zsirmennyiség \ CCK
&%) Gyomortel6dés
toxitocin
T Energia
felhasznalas T Gliikéz-
felhasznalas

3. abra: Az oxitocin centralis és periférias mechanizmusai az energiahaztartas
szabalyozasaban

CCK: kolecisztokinin; SON: nucleus supraopticus; PVN: nucleus paraventricularis; NTS: nucleus

tractus solitarii; DVC: dorsalis vagus komplex

Forras: Ho és Blevnis, 2013, nyoman [2]
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4.2.3. Az oxitocin kapcsolata a hem-oxigendz enzimrendszerrel

A kozponti idegrendszerben megjelend gyulladdsos folyamatok szdmos vaszkularis
megbetegedéssel tarsithatok, beleértve a traumas agysériilést, a stroke-ot, illetve a kiillonb6zo
neurodegenerativ megbetegedéseket is. A gyulladasos folyamatok kovetkeztében sériilnek a
kozponti idegrendszer homeosztazisanak fenntartasaért felelos kommunikacios €s funkcionalis
korok, valamint egységek. A gyulladasos valaszreakciot a nuklearis faktor-kappa B (NF-kB)
utvonal kozvetiti, mely meghatarozo szerepet tolt be a sejt talélésében, valamint a citokin

termelés szabalyozasaban [52].

A hem-oxigenaz (HO) enzimrendszer szamos szovetben megtalalhato [53-56]. A HO enzimek
a hem porfiringyiiri katabolizmusaval ekvimolaris mennyiségli szabad vasiont (Fe?"), szén-
monoxidot (CO) és biliverdint szabaditanak fel. A biliverdint a biliverdin reduktaz bilirubinna
alakitja. Mind a bilirubin, mind pedig a CO potencialis antioxidans és gyulladascsokkentd
hatassal birnak [57, 58]. A HO enzimrendszernek harom izoformajat kiilonithetjik el. A
koézponti idegrendszer legnagyobb mennyiségben expresszalt formaja a HO-2, mely konstitutiv
kifejez6dést mutat az eldagyi €s kozépagyi neuronokban, hippokampuszban, hipotalamuszban,
talamuszban, bazalis ganglionokban, valamint a cerebellumban. Az indukalhaté HO-1 izoforma
a VMN, valamint a hipotalamusz paraventricularis magjaban mutat aktivitast. A HO-3 egy
pszeudogén, mely a hippokampusz asztrocitdiban, a cerebellumban, valamint az agykéregben

expresszalodik [59].

A HO-1 izoforma expresszidja a hipotalamikus magok specifikus neuroncsoportjaiban is
kimutathatd, beleértve a SON, PVN, ventromedialis, valamint a preoptikus magokat, igy

feltételezhetd, hogy a HO altal termelt CO szerepet jatszik a magnocelluléris neuroszekrécids

crer

crer
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HO-1 izoforma a magnocellularis sejtcsoport két magjaban, a SON-ban, illetve PVN-ben
egyarant kimutathat6. Mig a nitrogén-monoxid-szintaz (NOS) altal termelt nitrogén-monoxid
(NO) gatl6 hatasat fejt ki a SON és PVN neuronok aktivitasara [61, 62], a HO/CO rendszer
serkenti ezen neuronok aktivitasat, valamint a neurohipofizealis hormonelvalasztast. A HO
enzimrendszer aktivaloddsa mar dGnmagdaban is antioxidans és anti-inflammatorikus hatassal bir,
azonban az oxitocin stimulacio révén tovabb fokozhatja az oxitocin igazolt gyulladascsokkentd

hatasat. A HO és az oxitocin kapcsolatat a 4. abra mutatja be.

o~ ~en Hem o -
HO-1

HO-2; HO-3 NADPH
+0,

Biliverdin + CO + Fe2* + H,0

NADPHAiliverdin reduktaz \

Bilirubin

Apoferritin

v

SON, PVN

Oxitocin stimulacio

4. abra: A hem-oxigenaz és az oxitocin kapcsolata

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat; CO: carbon-monoxid; HO-1/2/3: hem-
oxigenaz-1/2/3 izoforma, H20: viz; Fe?*' szabad vasion; SON: nucleus supraopticus;
PVN: nucleus paraventricularis
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5. Célkitiizések

A hipotalamusz-hipofizis tengely alapos leirasat kovetOen, az elmult évtizedben egy 1j
neuroendokrin tengely, a bél-agy tengely kommunikacios utjai is felfedezésre keriiltek. A
gyomor-bélrendszer egyik legjelentésebb hormonja a ghrelin, mely az eddigi irodalmi adatok
alapjan szoros szabalyozo kapcsolatban lehet egyéb neurohormonokkal, beleértve az oxitocint

¢€s vazopresszint.

Munkacsoportunk mar sikeresen igazolta in vitro koriilmények kozott a ghrelin-oxitocin
szabalyzo szerepét, igy jelen kisérletiinkben in vivo patkanymodellben vizsgaltuk a két hormon

kolcsonhatasat.

Tisztazni kivantuk, hogy:

A centralisan bejuttatott ghrelin miképpen valtoztatja meg a plazma oxitocin

koncentraciot patkanyban?

e Milyen valtozasok figyelhetdek meg a szisztémas ghrelin kezelés

kovetkeztében a plazma oxitocin szintjében?

e A [D-Lys’]-GHRP-6 ghrelin receptor antagonista alkalmas-e a ghrelin-

kozvetitett hatasok detektalasara?

e AKkiilonb6z6 iddpillanatokban alkalmazott ghrelin receptor antagonista hogyan

modositja a ghrelin-oxitocin interakcidt patkany modellben?

19



6. Anyagok és modszerek

6.1. Kisérleti protokoll

Kisérleteinkhez 180-250 gramm tomegli, 3-4 honapos him Wistar patkdnyokat (Go6dolld,
Magyarorszag) hasznaltunk. Az éllatokat standard koriilmények kozott (hdmérséklet, vilagitas,
paratartalom) tartottuk, csapvizet ad libitum kaptak és standard granulalt patkanytapot
fogyasztottak. A kisérleteink soran felhasznalt allatok tartdsa és felhasznalasa az Europai

Parlament ¢s Tanécs 2010/63/EU eldirasai alapjan tortént.

A ghrelin-oxitocin hatdsmechanizmus vizsgalatahoz az allatok egy csoportjanal centralis, mig

a masik csoport esetében szisztémas ghrelin injektalast végeztiink.

A ghrelin centrdlis bejuttatasdhoz az éllatok jobb oldali lateralis agykamréjaba
(intracerebroventrikularisan, i.c.v.) agykaniilt helyeztiink altatasban. A patkanyokat
sztereotaxias késziilékbe rogzitettiik, majd a jobb falcsonton keresztiil 4 mm hosszisagu kaniilt
helyeztiink a bregmatol szamitott 0,7 mm anterior €¢s 1,0 mm laterdlis pozicidban. A kaniilt
gyorsan szarado fogéaszati cement segitségével rogzitettiik a koponyahoz. Egyhetes pihendfazist
kovetden, Hamilton fecskendd segitségével 10 ul végtérfogatban kiilonb6z6 dézisu (1, 10 és
100 pmol) ghrelint injektaltuk az allatok agykamrajaba 1 percen keresztiil. A vivéanyag
kezelésben részesiilo allatok 10 ul végtérfogatu fiziologias sdoldatot (0,9 % NaCl) kaptak a

jobb agykamréba.

A ghrelin receptor antagonista hatékonysaganak igazolasara, 1 percen keresztiil, 10 pmol

crc

cre

végeztiik. A ghrelin-kezelt, illetve az antagonista kezelésben részesitett csoportok allataibol 30
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perccel a kezelést kdovetéen plazma vérmintakat gy(jtottink a tovabbi oxitocin szint

meghatarozasahoz.

Az allatok termindldsa utan az agykaniilbe 1%-o0s metilénkék oldatot (Reanal, Budapest,
Magyarorszag) juttatunk, melynek segitségével ellendriztiik a kaniilok pontos helyzetét. Abban
az esetben, ha a kaniil nem megfeleld orientacioban lett beillesztve (az esetek 6,5%-aban

talaltuk ezt), az adott egyed mintait kizartuk a kisérletbol.

cyey

juttattunk 200 ul végtérfogatban, mig a vivéanyaggal kezelt csoportok azonos térfogata 0,9 %
NaCl oldatot kaptak intravénasan (i.v.). Az antagonista kezelés a centralis vizsgalatokhoz
térfogatban oOnalldan, 15 perccel a ghrelin kezelést megel6zden vagy pedig azt kovetden
injekcioztuk az allatok farokvénajaba 1 percen keresztiil. A kisérleti protokollt az 5. abra

szemlélteti.
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[A]

Centralis (i.c.v.) kezelés Szisztémas (i.v.) kezelés
NacCl, 1, 10 vagy 100 pmol ghrelin NaCl, 1 vagy 10 nmol ghrelin
v

30 perc 30 perc

\
——> Plazma oxitocin szint L 5 Plazma Oxw'tocwrj szint
meghatarozasa g meghatédrozdasa

(o]

[D-Lys3-GHRP-6 ghrelin receptor antagonista [D-Lys3-GHRP-6 ghrelin receptor antagonista
i.c.v. beadasa .v. beadasa
15 perc <|:l 15 perc <|:l
i.c.v. NaCl vagy 10 pmol ghrelin i.v. NaCl vagy 10 nmol ghrelin
beinjektalas beinjektalas
i i
1
Y A4

30 perc 30 perc

— 5 Plazma oxitocin szint \ L 4 Plazma oxitocin szint
meghatdrozdsa g meghatarozasa

5. abra: Az eredményekben feltiintetett, in vivo centralis és szisztémas kezelések
sematikus protokollja

i.c.v.: intracerebroventrikularis kezelés; i.v.: intravénas kezelés; NaCl: fiziologias sdoldat; [D-Lys®]-

GHRP-6: ghrelin receptor antagonista

6.2. Oxitocin radioimmunassay

A plazma oxitocin koncentraciét radioimmunassay (RIA) mddszerrel hatiroztuk meg.
Méréseinkhez szintetikus oxitocin hasznaltunk referencia preparatumként, mig az izotdpos
jelolést specifikus oxitocin antitesttel (Bachem, USA) végeztiik. A jelzett hormon tisztitasat
reverz fazist kromatografias modszerrel végeztiik. A feliiliszo oxitocin tartalmat Amprep C8
oszlop (RPN 1902, Amersham, Buckinghamshire, UK) segitségével hatdroztuk meg, tobb mint
95 %-os visszanyeréssel. Az extrahalt mintakat 125 pl térfogati RIA pufferben oldottuk, majd
a RIA mérésekhez 50 pl-es duplikatumokat hasznaltunk. Mérésiink alapjat Dogterom és mtsai.

[63], valamint Vecsernyés és mtsai. [64] altal kidolgozott metodika képezte. A fehérje
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meghatdrozast a korabbi vizsgalataink soran is alkalmazott, Lowry mddszer alapjan végeztiik
[65]. A modszer érzékenysége 1 pg/ml, melynek intra-assay koefficiense 13,3%, inter-assay

koefficiense pedig 16,3%. Az oxitocin értékeket pg/mg fehérjeként fejeztiik ki.

6.3. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + S.E.M.-ként fejeztiik ki. A statisztikai analizist Tukey-Kramer préba
alapjan tobbszords Osszehasonlitast végeztiink, az eltéréseket p < 0,05 esetén tekintettiik

szignifikansnak.
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7. Eredmények

7.1. A centralis (i.c.v.) ghrelin kezelés hatasa a plazma oxitocin felszabadulasra

cyey

c sy

oxitocin elvalasztasat, azonban a két dozis kozdtt mdar nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget. Kisérletiinkben a vivéanyaggal (NaCl) torténd kezelés nem eredményezett
valtozast az oxitocin koncentracioban a kontroll/intakt allatokhoz viszonyitva, ezzel kizarhato
a vivOanyag esetleges befolyasolo hatdsa az oxitocin mérések tekintetében. Az eredményeket

az 6. abra mutatja be.
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6. abra: A centralis (i.c.v.) shrelin kezelés hatasa a plazma oxitocin felszabadulasra

Az eredmények pg/ml-ben fejeztiik ki és atlag + S.E.M.-ben adtuk meg, n=10

*p<0,05: Szignifikans kiilonbség a kontroll/intakt csoporthoz viszonyitva
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7.2. A centralis (i.c.v.) [D-Lys’]-GHRP-6 antagonista kezelés hatiasa a plazma oxtiocin

felszabadulasra

crer

Lys®]-GHRP-6 antagonistaval (10 pmol Antag.) kezeltiik. Az 5nmagaban beinjektalt (Antag.),
valamint a ghrelin kezelést megeléz6 antagonista (10 pmol Antag. + 10 pmol Ghrelin)
szignifikans csokkenést eredményezett a plazma oxitocin elvalasztasaban a 10 pmol
beadédsa egyértelmiien igazolja, hogy az oxitocin szint csokkenése a ghrelin modulédcion

keresztiil érvényesiil (7. abra).

A ghrelin beadéséat kovetd antagonista kezelés nem okozott valtozast az oxitocin szintben (az

eredményeket nem tiintettiik fel).
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Kontroll 10 pmol 10 pmol 10 pmol Antag.+
Ghrelin Antag. 10 pmol Ghrelin

7. abra: A centralis (i.c.v.) [D-Lys3]-GHRP-6 antagonista kezelés hatasa a plazma
oxtiocin felszabadulasra

Az eredmények pg/ml-ben fejeztiik ki és atlag + S.E.M.-ben adtuk meg, n=10
*p<0,05: Szignifikéans kiilonbség a kontroll/intakt csoporthoz viszonyitva

#p<0,05: Szignifikans kiilonbség a 10 pmol ghrelin-kezelt csoporthoz viszonyitva
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7.3. A szisztémas (i.v.) ghrelin kezelés hatasa a plazma oxitocin felszabadulasra

cyey

ghrelint injekcidéztunk. Mindkét dozis esetén hasonld mértékli novekedést tapasztaltunk a
plazma oxitocin szintben a kontroll/intakt csoporthoz viszonyitva. Hasonléan az i.C.v.

kezeléshez lathatd, hogy a vivéanyag (0,9 % NaCl) nem eredményezett valtozast az oxitocin

crer

Plazma oxitocin

Ghrelin

8. abra: A szisztémas (i.v.) ghrelin kezelés hatisa a plazma oxtiocin felszabadulasra

Az eredmények pg/ml-ben fejeztiik ki és atlag + S.E.M.-ben adtuk meg, n=10

*p<0,05: Szignifikéans kiilonbség a kontroll/intakt csoporthoz viszonyitva
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7.4. A szisztémas (i.v.) [D-Lys®*]-GHRP-6 antagonista kezelés hatasa a plazma oxtiocin

felszabadulasra

részesiilé allatok oxitocin elvalasztasa jelentdsen magasabb volt a kontroll/intakt csoporthoz
képest. Mig a 10 nmol [D-Lys®]-GHRP-6 antagonista utokezelés hatisara nem tapasztaltunk
valtozast (eredményeket nem tiintettiik fel), az Gnmagaban (10 nmol Antag.), illetve megel6z6
kezelésként alkalmazott antagonista (10 nmol Antag. + 10 nmol Ghrelin) szignifikans
csokkenést eredményezett a ghrelin-kezelt csoport oxitocin szintjéhez viszonyitva. A
szisztémds antagonista kezelés kovetkeztében a kontroll csoport oxitocin szintjéhez hasonld

értékeket detektaltunk (9. abra).

10- "

’, -

Kontroll 10 nmol 10 nmol 10 nmol Antag.+
Ghrelin Antag. 10 nmol Ghrelin

Plazma oxitocin

NN

9. abra: A szisztémas (i.v.) [D-Lys3]-GHRP-6 antagonista kezelés hatasa a plazma
oxtiocin felszabadulasra

Az eredmények pg/ml-ben fejeztiik ki és atlag + S.E.M.-ben adtuk meg, n=10
*p<0,05: Szignifikans kiilonbség a kontroll/intakt csoporthoz viszonyitva

#p<0,05: Szignifikans kiilonbség a 10 nmol ghrelin-kezelt csoporthoz viszonyitva
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8. Diszkusszid

Szamos tanulméany vizsgalja a hipotalamusz sejtcsoportjaiban termelédé neurohormonok
bioldgiai hatdsait, melyek a megfeleld fiziologia stimulacié eredményeként, a hipotalamusz-
hipofizis tengely kozvetitésével keriilnek a vérkeringésbe [66]. A hipotalamusz-hipofizis
tengely aktivalasaban a kiilonboz6 peptiderg és aminerg neuromodulatorok/neuromediatorok is
jelentds szerepet toltenek be, beleértve az adrenalint és noradrenalint [67], dopamint [68],

szerotonint [69], hisztamint [70], illetve a galanint [71] is.

Munkacsoportunk korabbi kisérleteiben célul tlizte ki egy 0j neuromodulator, a ghrelin
hatasainak vizsgalatat az oxitocin elvalasztasban in vitro. Igazoltak, hogy az oxitocin termelése
¢s szekréciodja a hipotalamusztol fiiggetleniil is megvaldsulhat [1]. Munkacsoportunk az in vitro
vizsgalatokat izolalt neurohipofizis szovetkultiran végezte. A szovetkultura kialakitdsanal a
kiindulasi naptdl mérték a médium oxitocin hormontartalmat. Az oxitocin a 6. naptdl volt
kimutathaté a szdvetkulturdban, majd fokozatosan nodvekedett és a 13-14. naptol valt

konstanssa, igy az in vitro méréseket a 13-14 napos tenyészeteken alkalmaztak (10. abra).
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szovetkulturaban vizsgalva

Az eredmények pg hormon/mg fehérjeként lettek kifejezve, atlag = S.E.M.-ben megadva, n=10

Forras: Galfi és mtsai., 2016, nyoman [1]
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A ghrelin-oxitocin sszefliggés meghatarozasdhoz ndvekvd koncentracioban (1071-10% M)
injektaltak a ghrelint a médiumhoz. Eredményeik egyértelmtien igazoljdk, hogy a ghrelin
hozzdadasa dozisfiiggd novekedést eredményezett a médium oxitocin elvédlasztdsdban a
kontroll médiumhoz viszonyitva (fels6 gorbe) (11. abra). Az alabbi eredmények segitettek

meghatarozni az in vivo kisérletek soran altalunk alkalmazott dozisokat.
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11. abra: A ghrelin dozisfiiggo hatasa az oxitocin felszabadulasara, izolalt
szovetkulturaban vizsgalva

Az eredmények pg/mg fehérjeként lettek kifejezve, atlag + S.E.M.-ben megadva, n=10
p<0,05: Szignifikans kiilonbség a kontroll médiumhoz viszonyitva

Forras: Galfi és mtsai., 2016, nyoman [1]

Az in vitro korilmények kozott megjelend oxitocin termelés Kkinetikus gorbéjének
vizsgalatdhoz a szovetkultira feliillusz6 médiumat 60 percig inkubaltak. Egyoras ghrelin
inkubaciot kovetden, 90 perces idOintervallumban vizsgéaltak az oxitocin szint kinetikus
gorbéjét, mely szignifikdns novekedést mutatott. A legnagyobb mértékii oxitocin szint
novekedés a ghrelin inkubaciot kovetd 10-30. percben volt kimutathato (12. dbra). Az alabbi

adatok alapjan valasztottuk az in vivo kezeléseket koveté mintavételi idopontot.
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12. abra: Az oxitocin termelés Kinetikus gorbéje in vitro

Az eredmények pg OT/mg fehérjeként lettek kifejezve, atlag + S.E.M.-ben megadva, n=6
8p<0,05: Szignifikans kiilonbség a kontroll médiumhoz viszonyitva;
OT: oxitocin; b: 60 perces eléinkubacio; ¢: mosas

Forras: Galfi és mtsai., 2016, nyoman [1]

A ghrelin moduldlé hatdsanak igazolasara, [D-Lys’]-GHRP-6 antagonistat injektaltak a
médiumhoz. Eredményeik egyértelmiien demonstraljak, hogy a ghrelin adagolast kovetd

antagonista (Ghrelin + Antag.) injektalasa nem eredményezett csokkenést a médium oxitocin

vagy 20 perccel a ghrelin bejuttatast megeldzéen (Antag. + Ghrelin) adtdk a médiumhoz,
szignifikans csokkentés jelentkezett az oxitocin koncentracioban a ghrelin-kezelt médiumok

értékeihez viszonyitva (13. abra). Ezen eredmények munkank soran in vivo koriilmények kozott

is igazolast nyertek.
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13. abra: A ghrelin és a [D-Lys3]-GHRP-6 antagonista kezelés hatasa az oxitocin
termelésre izolalt szovetkultiuraban vizsgalva

Az eredmények pg/ml-ben fejeztiik ki és atlag + S.E.M.-ben adtuk meg, n=8
*p<0,05: Szignifikans kiilonbség a kontroll médiumhoz viszonyitva
#p<0,05: Szignifikans kiilonbség a ghrelin-kezelt médiumhoz viszonyitva

Forras: Galfi és mtsai., 2016, nyoman [1]

A ghrelin ¢s a GHS-R-ok hipofizealis lokalizacigjat tovabbi tanulmény is igazolja. Galfi és
mtsai. korabbi kisérleteikben a ghrelin-oxitocin hatdsmechanizmus leirasahoz hasonld
megfigyeléseket tettek a dopamin-galanin-oxitocin interakcid kapcsan in vitro. A dopamin
okozta oxitocin fokozodast a galanin preinkubacio szignifikansan csokkentette, mely hatast a

galanin antagonistaval torténd elokezeléssel is bizonyitottak [72].

A ghrelin indukalta neurohipofizealis valtozasok mellett, a ghrelin-indukalt hatasok az
vizsgalataikkal human szomatotrép, kortikotrép, laktotrép, gonadotrop és thyreoptrop
pituicitdkon egyarant igazoltak a GHS-R-ok jelenlétét [73]. Stresszhatas kovetkeztében a

ghrelin, a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HPA-tengely) aktivalasaval serkenti az
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adrenokortikotrop hormon (ACTH) elvalasztasat [74]. Broglio és mtsai. a ghrelin indukalta
ACTH felszabadulasban nemfliggd és korfiiggd eltéréseket is igazoltak [75]. In vitro és in vivo
tanulmanyok egyarant megerdsitették, hogy a ghrelin a HPA-tengely aktivalasa mellett a
gonadalis tengely hormonelvalasztasaban is kulcstényezd, tovabba a prolaktin elvalasztasban
is szabalyozo hatasu. A ghrelin kezelés a prolaktin (PRL) [76], luteinizalé hormon (LH) [77]

crer

ghrelin hatasat az adenohipofizis hormonszekrécidja a 14. dbra Osszegzi.

Neuroendokrin sejtek
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14. abra: A ghrelin hatasa az adenohipofizis hormonszekréciojara

GHS-R: novekedési hormon szekretagdg receptor/ghrelin receptor; ACTH: adrenokortikotrop
hormon; TSH: thyreoidea stimulalé hormon; FSH: follikulus stimulalé hormon; LH: luteinizald
hormon; PRL: prolaktin, GH: névekedési hormon; Ts: 3,5,3"-trijod-tironin; Ta: 3,5,3',5'-tetrajod-

tironin; Ez: 0sztrogén
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A szovetkulturakon végzett vizsgalatok eredményei igazoljak, hogy az oxitocin termelése és
szekrécioja, valamint az egyes neuropeptidek kozotti interakcid a hipotalamusz jelenlététol
fiiggetlentil is megvalosulhat. Az eddigi in vitro eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy
a neurohipofizedlis pituicitdk membranjan expresszalodod receptorok felelések az egyes

peptidhormonok modulalo hatasainak kozvetitéséért.

crer

igazolta, a ghrelin-oxitocin interakcié in vivo hatasainak elemzésér6l kevés adat all

rendelkezéstinkre.

A 28 aminosavbol allo ghrelin els6dleges termelédési helye a gyomor, azonban a
hipotalamuszban is talalunk hormontermeld sejteket. A G-fehérje kapcsolt GHS-R-ok
expresszidja kimutathato a periférids szervekben is, azonban a legnagyobb receptordenzitas az
adenohipofizisben, az ARC ¢és a DVC teriiletén figyelhetd meg, beleértve az area postrema
(AP), NTS, illetve a dorsalis magcsoportot (DMV) [9]. Jelen munkank soran a centralisan

(i.c.v.) és szisztémasan (i.v.). injektalt ghrelin hatésait vizsgaltuk a plazma oxitocin szint

crer

crer

illetve 100 pmol dozisu ghrelin alkalmazasa eredményeként tovabbi oxitocin emelkedést
tapasztaltunk. A ghrelin és az oxitocin hormonok kozotti funkcionalis kapcsolatot korabbi
tanulmanyok is igazoljak. A ghrelin-oxitocin interakci6 eredménye megmutatkozik a laktacio,
parturacio, stresszvalaszok, a szorongasi viselkedési mintdzat, tanulds, valamint a
memoriafunkciokban egyarant [79-81]. Olszewski és mtsai. az i.c.v. agykamraba juttatott
ghrelin hatdsait vizsgaltak a nucleus paraventricularis, illetve a nucleus supraopticus teriiletén
termel6dd oxitocin aktivitdsdban. Immunhisztokémiai vizsgélataikkal igazoltdk, hogy a
centralis ghrelin kezelés szignifikans novekedést eredményezett a nucleus paraventricularis

teriiletén, tovabba alatamasztottak, hogy a ghrelin-oxitocin neuropeptid rendszer védo szerepet
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tolt be a hiperfagiaval szemben. A kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott ghrelin, dézisfiiggd
emelkedést okozott a taplalékbevitel mennyiségében. Amennyiben a ghrelin kezelést
kiilonb6z6 dozist oxitocin receptor antagonista kezeléssel is kiegészitették, a magasabb
antagonista koncentracio esetén fokozott étvagyndveld hatast tapasztaltak [82]. Jelen
kisérletinkben a ghrelin-oxitocin hatdsmechanizmus igazoldsdra ghrelin receptor
antagonistaval kezeltiik az allatokat. A ghrelin, receptorahoz kotddve fejti ki pleiotrop hatésat,
igy a specifikus GHS-R-ok vizsgalataval igazolhatjuk a ghrelin hormon hatésait. A ndvekedési
hormont felszabadito peptid-6 (GHRP-6) az els6ként alkalmazott olyan szintetikus agonista,
mely a ghrelin receptor kdzvetitette hatast igazolta. Korabbi szerkezetét [D-Lys®]-GHRP-6 (H-
His-D-Trp-D-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH) modositottak, az alanin aminosavat D-lizinre cserélték
[D-Lys®]-GHRP-6 (H-His-D-Trp-D-Lys-Trp-D-Phe-Lys-NH,), ezaltal az in vitro és in vivo
kisérletekben is egyarant alkalmazhato szelektiv antagonistat hoztak 1étre [83-85]. A 10 pmol
oxitocin szekrécioban. A ghrelin kezelés el6tti alkalmazott antagonista hatas egyértelmiien

alatamasztja a ghrelin serkent6 szerepét az oxitocin elvalasztasaban.

A centralis ghrelin indukalta oxitocin szignalizacié tanulméanyozéasa mellett a szisztémas
valtozasokat is nyomon kovettik. Eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy az i.v.
szervezetbe juttatott 1 ¢és 10 nmol koncentracidju ghrelin szignifikdns ndvekedést
eredményezett a plazma oxitocin szintjében. A ghrelin-oxitocin szignalizacido tovabbi
bizonyitasara a ghrelin injektalasat-megel6z6 antagonsita kezelést is alkalmaztunk. Hasonldan
a centralis vizsgalatokhoz, a [D-Lys®]-GHRP-6 antagonista hozzaad4sa mérsékelte a plazma
oxitocin elvalasztast. Ahhoz, hogy a szisztémasan injektalt ghrelin interakcioba léphessen a
centralisan termelddd oxitocinnal, illetve egyéb idegrendszeri egységekkel, at kell jutni a vér-

agy gaton. A vér-agy gat az agy homeosztazisdnak fenntartasaért felelds, melyen keresztiil a

plazma peptidek atjutasa korlatozott. A ghrelin penetralasa a cirkumventrikularis szervek
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(CVO) fenesztralt kapillarisain keresztiili diffazioval vagy a vér-cerebrospinalis folyadék

barrierjén torténd atjutassal valosul meg [3].

Emldsokben a CVO-k magaban foglaljak az eminentia medialist, illetve a szenzoros CVO-Kkat,
beleértve az area postrema teriiletét, melyek fontos szerepet jatszanak a peptid hormonok altal
befolyasolt hatasok kozvetitésében. Az eminentia medialis a III. agykamra alatt talalhato, mely
lateralisan az ARC teriilethez, posterior iranyultsagban a chiasma opticumhoz, rostralisan pedig
az infundibulumhoz kapcsolodik [86, 87]. Mig az eminentia medialis belsé zoénajaban a
neurohipofizishez projektaldo SON és a PVN magnocelluléaris neuronok axonjai talalhatok, a
kiils6 zoénat a hipofizedlis portalis keringés fenesztralt kapillarisai, illetve a hipofizis
neuroszekrécios sejtjeinek (PVN) terminalis axonjai alkotjak. A szenzoros CVO-k nagy
denzitasu peptiderg receptorkészlettel rendelkeznek, szoros kapcsolatban allva az autondom
szabalyzo kozpontokkal. Ennek értelmében, a szenzoros CVO-k mintegy transzducerként
funkcionélva a keringésen beliil felfogott jeleket tovabbitjak mas idegi struktirdkhoz, ahol az
integracio és feldolgozas folyamatai zajlanak. Harom szenzoros CVO kiilonithetd el, melyek a
szubfornikalis szerv (SFO), az area postrema, illetve az organum vasculosum (OVLT). Mind a
SFO, mind pedig az area postrema GHS receptorokat expresszal, tovabba ghrelin-szenzitiv
neuronok is talalhatoak teriiletiikon. A SFO a lamina terminalistol dorsalisan helyezkedik el,
mely a PVN és SON teriiletén szintetizalddod vazopresszin €s oxitocin neuronokhoz kdzvetett
¢és kozvetlen modon projektal [88]. Takayama és mtsai. periférias ghrelin kezelést kovetéen
megnovekedett c-Fos festodést detektaltak a SFO teriiletén, ezzel igazolva a ghrelin atjutasat a
vér-agy gaton [89]. A SFO a vizfogyasztas és szomjusagérzet fontos idegi kozpontja, igy a
ghrelin és a SFO kapcsolatdnak igazolasaval bizonyithatd a ghrelin vizfogyasztds és
taplalékfogyasztasban betdltott egyiittes szerepe [90]. Az area postrema a IV. agykamraban
helyezkedik el, mely a NTS-szal, illetve a dorsalis motoros maggal kiegészitve egylittesen

alkotjak a dorsalis vagus komplexet. Az area postrema szamos idegi teriilettel all kdlcsonds
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kapcsolatban. Descendens kapcsolat mutatkozik a PVN és az area postrema kozott, mig a NTS-
bdl és a nucleus parabrachialis lateralis-bol felszallo projekciok indulnak a PVN és az ARC
teriileteire [91]. Hasonldan a SFO-hoz az area postrema teriiletén is intenziv GHS receptor
expresszido figyelheté meg. Periférids ghrelin bejuttatast kovetéen fokozott c-Fos
immunreaktivitias jelentkezett az area postrema, dorsalis motoros mag és a NTS teriiletén [92,
93]. A fehérje molekulak atjutasa a vér-cerebrospinalis folyadék barrierjén keresztiil is
megvalosulhat, melyet a plexus choroideus, illetve a tanicitdk képeznek a III. és IV. agykamra
teriiletére lokalizalodva [87, 94]. A plazma ghrelin a vér-cerebrospinalis gaton athaladva eljut
neuront tartalmaz, melyek a kiillonbozi agyi régiokhoz projektalva szamos fizioldgiai funkcidt
hatdroznak meg. Korabbi tanulmanyokban a ghrelin, valamint a PVN kortikotropin-
felszabaditdo hormonjanak (CRF) interakciojat vizsgaltak. Noha a PVN neuronok folyamatos
innervaciot kapnak az ARC teriiletérél, a kisérleti eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy a subcutan ghrelin kezelés ARC-fiiggetlen modon, a GABA felszabadulas gatlasaval fejti
ki a hatasat a CRF neuronokon [95, 96]. Jelen kisérletiinkben a CRH neuronokhoz hasonléan
ghrelin-oxitocin kolcsonhatast igazoltunk szisztémas és centralis ghrelin kezelést kdvetden

egyarant. A ghrelin és a kiilonb6z6 agyi régiok kozotti interakciokat a 15. dbra szemlélteti.

Kisérletiink eredményei egyértelmlien alatdmasztjak, hogy a ghrelin indukalta oxitocin
elvalasztas a hipofizis mellett, in vivo allatmodellben is kimutathat6. Az i.c.v. és i.v. injektalt
ghrelin centralis receptoraihoz kapcsolddva serkenti a hipotalamusz oxitocin termelését és a
neurohipofizis oxitocin elvalasztasat. Mind a ghrelin, mind pedig az oxitocin szerepet jatszik a
taplalékfelvétel-, illetve felhasznalas szabalyozdsaban. A kardiovaszkularis megbetegedések
mellett [57], az obezitas [97] a 21. szdzad vezetd egészségligyi problémajava valt. A

peptidhormonok interakcidjanak vizsgélata 01j lehetdségeket nyithat a metabolikus folyamatok
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szabalyozasaban, valamint a taplalékfelvétellel- ¢és  felhasznalassal kapcsolatos

rendellenességek kezelésében.

Eddig nem all olyan bizonyiték a
rendelkezésiinkre, mely igazolja a
ghrelin  atjutasat a hippokampuszon

A plazma ghrelin a plexus choroideus

epithél sejtjei altal internalizdlodik a .
CSF-hez transzportalodva kes - L g\égFB
Plexus choroideus bp b Fenesztralt kapillarisok

Kizarolag BBB kapillarisok

A periférias ghrelin az AP teriiletén a
GHS-R-expresszalo neuronokon fejti ki
hatasat

A plazma ghrelin a BCSFB-n torténd
atjutast kovetéen lokalisan fejti ki

hatasata PVN-ben teriiletén, mely tovabb szabalyozza a

NTS-t

A vérben  keringd  ghrelin a
ventromedialis ARC teriiletén aktivalja
a lokalis GHS-R-okat

Eddig nem all olyan bizonyiték a
rendelkezésiinkre, mely igazolja a
ghrelin direkt hatasataVTA teriiletén

A plazma  ghrelin a
hipotalamusz tanicitai altal
internalizalodik a CSF-hez
transzportalodva

15. abra: A plazma ghrelin interakciéja a kiilonboz6 agyi régiokkal

CVO: cirkumventrikularis szerv; BCSFB: vér-cerebrospinalis folyadék barrier; BBB: vér-agy gat;
PVN: nucleus paraventricularis; ARC: nucleus arcuatus; EM: eminentia medialis; VTA: ventralis

tegmentalis area; NTS: nucleus tractus solitarii; AP: area postrema; CSF: cerebrospinalis

folyadék/liquor; GHS-R: ndvekedési hormon szekretagdg receptor/ghrelin receptor

Forras: Perello és mtsai., 2018, nyoman [3]
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9. Kovetkeztetések

A célkitiizéseinkben megfogalmazott kérdéseinkre az alabbi valaszokat kaptuk:

cre

kétszeres ndvekedést eredményezett az oxitocin elvalasztasban, melyet a ghrelin
dozis emelése (10 pmol és 100 pmol) tovabb fokozott a kontroll/intakt
csoporthoz viszonyitva.

Az i.c.v. kezeléshez hasonldan, a szisztémas (i.v.) 1 nmol ghrelin kezelés
szignifikdns plazma oxitocin szint emelkedést eredményezett. A 10 nmol

crer

szintet.

Mind a centrélis, mind pedig a szisztémas vizsgalatok soran a [D-Lys*]-GHRP-

6 antagonista mar 6nmagaban is csokkentette az oxitocin koncentraciot.

Annak igazolasara, hogy az antagonista kezelés a ghrelin modulaciojan
keresztiil csdkkenti az oxitocin elvéalasztast, a [D-Lys®]-GHRP-6 beinjektalast a
ghrelin beadasat megel6zden és azt kovetden is elvégeztiik mind a centralis,
mind pedig a szisztémas modellben. Amennyiben az antagonista kezelés a
ghrelin beadasat megel6zOen tortént, szignifikansan alacsonyabb plazma
oxitocin szint volt kimutathaté az antagonistdval nem kezelt csoporthoz
viszonyitva. Az oxitocin kezelést kovetd antagonista kezelés nem okozott

véltozast a plazma oxitocin szintjében.
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10. Osszefoglalas

A hipotalamusz-hipofizis tengely a szervezet homeosztazisanak kézponti szabalyozoja. A
interakcid is nagymértékben befolyasolhatja. Korabbi tanulmanyok igazoltdk, hogy a
neurohipofizisben raktarozodd oxitocin felszabadulasat szamos aminerg ¢&s peptiderg
neurotranszmitter szabalyozhatja, beleértve az adrenalint €és noradrenalint, dopamint,

szerotonint, hisztamint és a galanint is.

Az utobbi néhany évtized, a bél-agy tengely szerepének leirasaval, Gj lehetéségeket nyitott a
gasztroenteroldgiai, valamint az idegrendszeri kutatasok teriiletén. A 28 aminosavbol allo
ghrelin elsédleges termelddési helye a gyomor, azonban kisebb mértékben a hasnyalmirigyben,
vesékben, vékonybélben és a hipotalamuszban is talalhatunk hormontermeld sejteket. A ghrelin
a G-fehérje kapcsolt novekedési hormon szekretagdg receptor (GHS-R) természetes ligandja,
melynek expresszidja centralisan €s perifériasan egyarant igazolt. A kozponti idegrendszerben
a legnagyobb denzitasi GHS-R expresszi6 a nucleus arcuatusban, valamint a dorsalis vagus
komplexben figyelhetd meg, melyek a ghrelin taplalékfelvételben, vizfogyasztasban és a
metabolikus folyamatokban bet6ltott szerepét kozvetitik. Munkacsoportunk korabbi kutatasai
a hipofizis szintjén megnyilvanulod ghrelin-oxitocin interakciot egyértelmiien alatamasztjak,
azonban a hipotalamusz-hipofizis tengely kozvetitésével megvalosuld kolcsonhatasrol kevés
adat all rendelkezésiinkre. Munkank célja a ghrelin-oxitocin interakcid tanulmanyozasa

allatkisérletes modellben.

Kisérletiinkben in vivo vizsgaltuk a centralisan és szisztémasan beinjektalt ghrelin hatasait az
oxitocin elvalasztasdban. A centralis ghrelin kezeléshez soran a jobb oldali lateralis agykamraba
helyezett kaniilon keresztiil 1, 10 ¢és 100 pmol koncentraciéji ghrelint adagoltunk

intracerebroventrikularisan (i.c.v.). Eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy 1 pmol ghrelin
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kezelés szignifikans ndvekedést eredményezett a plazma oxitocin elvalasztasban, mely a 10 és
100 pmol dozisok tekintetében tovabb fokozddott. Annak érdekében, hogy a ghrelin hatasat
GHRP-6) juttattunk az allatok agykamrajaba 6nalloan, illetve 15 perccel a ghrelin hozzaadasat
megelézéen vagy kovetéen. Amennyiben az antagonista kezelés a ghrelin-injektalas el6tt
tortént, szignifikdns csokkenést tapasztaltunk az oxitocin koncentracidoban. Az utdkezelés nem
okozott valtozast. A szisztémas ghrelin hatasok vizsgalatdhoz az i.c.v. kezelés soran is
kialakitott kisérleti csoportokat alkalmaztuk. Az allatok egy részét kiilonb6z6 dozisu (1 és 10

nmol) ghrelinnel kezeltiik intravénasan (i.v.), majd a ghrelin-oxitocin hatdsmechanizmus

crer

e ey

blokkolhat6 volt. In vivo vizsgalataink igazoljak a ghrelin modulalé szerepét a hipotalamusz-
hipofizis tengely altal kozvetitett hatdsokban. A kozponti idegrendszerbe injektalt ghrelin, a
lokalisan kifejez0d6 receptoraihoz kapcsolodva, valamint a szomszédos idegi teriiletekre
projektalva szabalyozza a plazma oxitocin elvalasztast. Ellentétben az i.c.v. kezeléssel, a
szisztémasan szervezetbe juttatott ghrelinnek at kell jutnia a vér-agy gaton, hogy oxitocin-
serkentd hatasat kifejthesse. A ghrelin penetralasa megvalosulhat a cirkumventrikularis szervek
(CVO) fenesztralt kapillarisain atdiffundalva vagy a vér-cerebrospinalis folyadék barrierjén
torténd atjutassal. Mind a vér-agy gaton, mind pedig a vér-cerebrospindlis folyadékon keresztiili
atlépéssel a ghrelin a nucleus paraventricularisban termel6dé oxitocin elvélasztas fokozasara,

valamint a neurohipofizis oxitocin felszabaditasara képes.

A ghrelin, receptorahoz kapcsolddva in vitro sejttenyészetben €s in vivo allatmodellben is

serkenti az oxitocin elvalasztast. A peptidhormonok interakcidja 0j utakat nyithat a metabolikus
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folyamatok szabalyozasdban, mely a taplalékfelvétellel- és felhasznalassal kapcsolatos

rendellenességek kezelésének egy potencialis célpontja.
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11. Summary

The hypothalamic-pituitary axis is a complex pathway with a central role in maintaining body
homeostasis. Neurohormones are known to be released not only via physiological stimulation
but also via coexisting various peptides. Previous studies verified that the secretion of
neurohypophyseal oxytocin is regulated by different aminergic and peptidergic
neurotransmitters, including adrenaline, noradrenaline, dopamine, serotonin, histamine, and

galanin.

Describing the role of the gut-brain axis has opened up new possibilities for gastroenterology
and neurobiological researches over the past few decades. Ghrelin is a 28-amino-acid hormone,
mainly secreted by the stomach. Beside the stomach, other tissues possess ghrelin production,
such as pancreas, kidneys, small intestine, and hypothalamus. Ghrelin is the natural ligand for
G protein-coupled growth hormone secretagogue receptor (GHS-R) that is expressed in various
regions of the brain and also in peripheral tissues. In the central nervous system, the density of
the GHS-R is especially high in the nucleus arcuatus, and dorsal vagal complex, which mediate
the effect of ghrelin on food intake, water consumption, as well as metabolic processes. While
previous data clearly support the hypophyseal expression of GHS-R, only few studies are
available on their relationship related to the hypothalamic-pituitary axis. The aim of our work

was to determine the effect of the ghrelin-oxitocin interaction in animal model.

In our experiment, we studied the central and systemic effects of ghrelin on oxytocin release in
vivo. During central measurements, different doses of ghrelin (1, 10, and 100 pmol) were
administrated into the right lateral cerebral ventricle intracerebroventricularly (i.c.v.). Our
results show that 1 pmol ghrelin significantly increased the plasma oxytocin level, which was

further elevated as a result of the ghrelin injection in doses of 10 pmol and 100 pmol. In order
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to clearly demonstrate the ghrelin-mediated effects, [D-Lys*]-GHRP-6 ghrelin receptor
antagonist was administrated in a dose of 10 pmol in itself, and 15 min before/after to ghrelin.
[D-Lys®]-GHRP-6 resulted in a significant decrease in oxytocin concentration if the injection
of the anatgonist was prior to the ghrelin. The post-antagonist injection did not cause any change
on the oxytocin release. The experimental groups for systemic measurements was similar to the
previous i.c.v. ones. For systemic effects, different doses of ghrelin (1 and 10 nmol) were
injected intravenously (i.v.). To verify the ghrelin-oxytocin effects, [D-Lys®]-GHRP-6
antagonist was injected in a dose of 10 nmol into the animal’s tail vein. Intravenous
administration of ghrelin caused a significant increase in the oxytocin secretion, which was
blocked by [D-Lys®]-GHRP-6 prior to ghrelin injection. In vivo measurements prove that
ghrelin plays a role on the modulation of the hypothalamic-pituitary axis-mediated effects.
Central administration of the ghrelin regulates the plasma oxytocin release via binding to its
locally expressed receptors or projecting to the adjacent brain areas. If the ghrelin is
systemically injected, it need to pass the blood-brain barrier to enhance the oxytocin level. Both
circumventricular organs (CVO) with their fenestrated capillaries as well as the blood-
cerebrospinal barrier are well positioned areas, which facilitate the ghrelin penetration. Passing
the blood-brain barrier, ghrelin is able to enhance the nucleus paraventricularis-derived

oxytocin secretion as well as its release from the neurohypophysis.

The receptor-bound ghrelin is able to stimulate oxytocin release in vitro cell cultures as well as
in vivo animal models. Interactions of peptide hormones hold the promise of being a potential
regulator of metabolic processes as a potential target for treatment of disorders related to food

intake and consumption.
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