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Roviditések jegyzéke

ARC: nucleus arcuatus

CVO: cirkumventrikuléris szerv

GHRP-6: novekedési hormont felszabaditoé peptid-6

GHS-R: novekedési hormon szekretagog receptor/ ghrelin receptor
i.c.v.: intracerebroventrikularis kezelés

I.v.: intravénas kezelés

NaCl: 0,9 %-os fiziologias sooldat

PVN: nucleus paraventricularis

SON:: nucleus supraopticus

VMN: nucleus ventromedialis

VTA: ventralis tegmentalis area



Bevezetés

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

szerotonint, hisztamint és a galanint is.

Az utdbbi néhany évtized, a bél-agy tengely szerepének leirasaval, Gj lehetéségeket nyitott a
gasztroenterologiai, valamint az idegrendszeri kutatdsok teriiletén. A 28 aminosavbol allo
ghrelin elsédleges termelddési helye a gyomor, azonban kisebb mértékben a hasnyalmirigyben,
vesékben, vékonybélben és a hipotalamuszban is taldlhatunk hormontermel6 sejteket. A ghrelin
a G-fehérje kapcsolt novekedési hormon szekretagdg receptor (GHS-R) természetes ligandja,
melynek expresszidja centralisan €s perifériasan egyarant igazolt. A kdzponti idegrendszerben
a legnagyobb denzitasi GHS-R expressziod a nucleus arcuatusban, valamint a dorsalis vagus
komplexben figyelhetd meg, melyek a ghrelin taplalékfelvételben, vizfogyasztasban és a

metabolikus folyamatokban bet6ltott szerepét kozvetitik.

Az oxitocin kilenc aminosavbol all6 nanopeptid, mely elsdsorban a hipotalamusz
magnocellularis sejtjeiben (nucleus supraopticus, SON ¢és nucleus paraventricularis, PVN)
termelddik. A magnocellularis neuronok mellett elkiilonithetiink parvocelluléris oxitocin
neuronokat is, melyek axonalis terminalisai kiemelt szerepet jatszanak a kardiovaszkularis
tekintve az oxitocin nemcsak a neurohipofizissel all axondlis kapcsolatban, hanem a nucleus
arcuatus (ARC), nucleus ventromedialis (VMN), ventralis tegmentalis area (VTA), nucleus
tractus solitarii (NTS), illetve a gerincveld tertileteire is projektal. A centralis és periférias
szabalyzd folyamatok révén az endogén oxitocin szint szoros Osszefiiggésbe hozhatd a

zsiranyagcserét érintd folyamatokkal.

A ghrelin-oxitocin interakcid vizsgalata hozzajarulhat a fizioldgiai és neurobioldgiai sajatsagok

megértéséhez és elemzéséhez.



Célkitiizések

Munkacsoportunk korabbi kutatasai a hipofizis szintjén megnyilvanulé ghrelin-oxitocin
interakcidt egyértelmiien alatdmasztjdk, azonban a hipotalamusz-hipofizis tengely
kozvetitésével megvalosulo kolcsonhatasrol kevés adat all rendelkezésiinkre. Munkank célja a

ghrelin-oxitocin interakci6 tanulmanyozasa in vivo allatkisérletes modellben.

Tisztazni kivantuk, hogy:

A centralisan bejuttatott ghrelin miképpen valtoztatja meg a plazma oxitocin

koncentraciot patkdnyban?

e Milyen valtozdsok 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 Akiilonb6z6 idépillanatokban alkalmazott ghrelin receptor antagonista hogyan

modositja a ghrelin-oxitocin interakciot patkany modellben?



Anyagok és modszerek

Kisérleti protokoll

Kisérleteinkhez 180-250 gramm tomegl, 3-4 hénapos him Wistar patkanyokat (Godollo,
Magyarorszag) hasznaltunk. Az allatokat standard koriilmények kozott (hdmérséklet, vilagitas,
paratartalom) tartottuk, csapvizet ad libitum kaptak és standard granulalt patkanytapot
fogyasztottak.

A ghrelin-oxitocin hatasmechanizmus 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. Egyhetes pihendfazist
kovetden, Hamilton fecskendo segitségével 10 ul végtérfogatban kiilonb6z6 dozisu (1, 10 és
100 pmol) ghrelint injektaltuk az allatok agykamrajaba 1 percen keresztiil. A vivoanyag
kezelésben részesiild allatok 10 pl végtérfogath fiziologias sdoldatot (0,9 % NaCl) kaptak a
jobb agykamraba.

A ghrelin receptor antagonista hatékonysaganak igazolasara, 1 percen keresztiil, 10 pmol dézist
[D-Lys®]-GHRP-6 antagonistat injekcioztuk az allatok agykamrajaba 10 pl térfogatban, 0,9 %-
os fizioldgias s6oldatban oldva. A ghrelin receptor antagonistat bejuttatasat 6nalloan, 15 perccel
termindldsa utdn az agykaniilbe 1%-os metilénkék oldatot (Reanal, Budapest, Magyarorszag)

juttatunk, melynek segitségével ellendriztiik a kaniilok pontos helyzetét.

cre

juttattunk 200 pl végtérfogatban, mig a vivéanyaggal kezelt csoportok azonos térfogatt 0,9 %
NaCl oldatot kaptak intravénasan (i.v.). Az antagonista kezelés a centralis vizsgalatokhoz
térfogatban Ondlléan, 15 perccel a ghrelin kezelést megeldzéen vagy pedig azt kdvetden

injekciodztuk az allatok farokvénajaba 1 percen keresztiil.

Az i.c.v. és az i.v. ghrelin-kezelt, illetve az antagonista kezelésben részesitett csoportok
allataibol 30 perccel a kezelést kovetden plazma vérmintakat gy(ijtottiink a tovabbi oxitocin

szint meghatarozasahoz.



Radioimmunassay

A plazma oxitocin koncentraciét radioimmunassay (RIA) modszerrel hataroztuk meg.
Meéréseinkhez szintetikus oxitocint hasznaltunk referencia preparatumként, mig az izotdpos
jelolést specifikus oxitocin antitesttel végeztiik. A jelzett hormon tisztitasat reverz fazist
kromatografias modszerrel végeztikk. A felilliszo hormontartalmat Amprep C8 oszlop
segitségével hataroztuk meg, tobb mint 95 %-o0s visszanyeréssel. Az extrahalt mintakat 125 pl
térfogatt RIA pufferben oldottuk, majd a RIA mérésekhez 50 pl-es duplikdtumokat
hasznaltunk. A fehérje meghatarozast a korabbi vizsgalataink soran is alkalmazott, Lowry
modszer alapjan végeztiik. 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.

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.



Eredmények

A centrdlis (1.c.v.) ghrelin kezelés hatasa a plazma oxitocin felszabadulasdra

crc

crer

oxitocin elvalasztasat, azonban a két dozis kozdtt mdar nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget. Kisérletiinkben a vivoanyaggal (NaCl) torténd kezelés nem eredményezett
oxitocin valtozast az oxitocin koncentracidban a kontroll/intakt allatokhoz viszonyitva, ezzel

kizérhato a vivoanyag esetleges befolyasold hatdsa az oxitocin mérések tekintetében.

A centralis [D-Lys®]-GHRP-6 antagonista kezelés hatdsa a plazma oxtiocin felszabaduldsra

crer

A ghrelin-oxitocin hatasmechanizmus igazolasara az allatokat 10 pmol koncentracidju [D-
Lys®]-GHRP-6 antagonistaval kezeltiik. Az dnmagaban beinjektalt, valamint a ghrelin kezelést
megeldz6 antagonista szignifikdns csOkkenést eredményezett a plazma oxitocin
megeldzd antagonista beadédsa egyértelmiien igazolja, hogy az oxitocin szint csokkenése a

ghrelin modulacion keresztiil érvényesiil.

A ghrelin beadasat kovetd antagonista kezelés nem okozott valtozast az oxitocin szintben.

A szisztémas (i.v.) ghrelin kezelés hatdsa a plazma oxitocin felszabaduldsra

A szisztémas vizsgalatok soran az allatok laterdlis farokvénajaba 1 nmol és 10 nmol
tapasztaltunk a plazma oxitocin szintben a kontroll/intakt csoporthoz viszonyitva. Az i.C.v.

kezeléshez hasonldan lathatd, hogy a vivoanyag (0,9 % NaCl) nem eredményezett valtozast az

crer



A szisztémds [D-Lys®]-GHRP-6 antagonista kezelés hatdsa a plazma oxtiocin felszabaduldsra

crer

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, az dnmagaban, illetve megel6z6 kezelésként alkalmazott antagonista szignifikans
csokkenést eredményezett a ghrelin-kezelt csoport oxitocin szintjéhez viszonyitva. A
szisztémas antagonista kezelés kovetkeztében a kontroll csoport oxitocin szintjéhez hasonlo

értékeket detektaltunk.



Osszefoglalas

In vivo vizsgalataink igazoljak a ghrelin modulald szerepét a hipotalamusz-hipofizis tengely
altal kozvetitett hatdsokban. A kdzponti idegrendszerbe injektalt ghrelin, a lokalisan kifejez6dd
receptoraihoz kapcsolodva, valamint a szomszédos idegi tertiletekre 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 penetrdlasa megvaldsulhat a cirkumventrikularis szervek (CVO) fenesztralt
kapillarisain atdiffundalva vagy a vér-cerebrospindlis folyadék barrierjén torténd atjutdssal.
Mind a vér-agy géaton, mind pedig a vér-cerebrospindlis folyadékon keresztiili atlépéssel a
ghrelin a nucleus paraventricularisban termel6dé oxitocin elvalasztas fokozéasara, valamint a

neurohipofizis oxitocin felszabaditasara képes.

A ghrelin, receptorahoz kapcsolodva in vitro sejttenyészetben és in vivo allatmodellben is
serkenti az oxitocin elvalasztast. A peptidhormonok interakcidja 0j utakat nyithat a metabolikus
folyamatok szabalyozasdban, mely a taplalékfelvétellel- és felhasznalassal kapcsolatos

rendellenességek kezelésének egy potencialis célpontja.
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