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1. Bevezetés

Az elhizést, a thlstlyossagot és a koros sovanysaggal jaro éallapotokat dsszefoglalo
néven testsuly szabdlyozasi zavaroknak hivhatjuk. Ezek hatterében allhat 6roklott vagy
szerzett betegség 1ill. helytelen- egészségtelen  taplalkozas, életmod. Ezen testsuly
szabalyozasi zavarokat mar napjainkban is 6ridsi és egyre ndvekvd incidencidjuk miatt
népbetegségnek kell tekinteniink. A felndtt kort lakossdg mintegy 1-1%-at érinti a két
ismert pszichiatriai megbetegedés az anorexia nervosa és a bulimia nervosa mely zavarok
szembetling tiinete lehet a kéros sovanysag. Ezen korképek gyermekkori eléfordulésa is
novekvd incidencidt mutat. A testsuly szabalyozasi zavarok masik véglete a tulsulyossag
ill. elhizds. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) felmérése szerint a felndtt koru
lakossag kb. 40%-a talsulyos, mig az elhizottak ardnya meghaladja a 20%-ot. Az iskolas
kort gyermekek korében ezen ardnyszamok 25% ill. 11%. Az elhizas kihat szervezetiink
minden egyes szervrendszerére, negativan befolyasolva azok mitkodését. Gondoljunk csak
a mozgasszervi megbetegedésekre, a 1égzdszervi, metabolikus ¢és a cardiovascularis
morbiditasra, mely utébbi a haldlozési listdk vezetdje. Tovabba az obesitas pszichés
kovetkezményei is jelentdsek, mint példaul a gyermekkoru elhizottak kozott kimutathad
kongnitiv funkcié romlas. Noha, ezen koros allapotok hatterében all6 neurokémiai
(dopaminerg-, noradrenerg-, serotoninerg-, stb.) valtozasok részben ismertek, ennek
ellenére még mindig nem kezelhetdk teljes sikerrel.

fgy tehat, ezen zavarok hatterében 4ll6 élettani- korélettani folyamatok megismerése
fontos feladat kell legyen a kozeljovo kutatasaiban.

Jelen ismereteink szerint a testsuly szabalyozasi zavarok hatterében (tul a tarsadalmi
tényezOkon, a helytelen taplalkozason, mozgasszegény életmodon €s mas még nem ismert
tényezokon) a taplalkozasi magatartds szabdlyozasanak és az energia felhasznéldsban
szerepet jatszd neurokémiai folyamatoknak a zavara allhat. Ezen neurokémiai folyamatok
jelentds része peptid molekuldkon- neuropeptideken keresztiil valésul meg. A
neuropeptidek az emberi szervezetben a kozponti idegrendszer k616nboz6 strukturaiban és
azon kiviil, szamos periférids szovetben termelddnek. Ezen peptidek hatdsa a periférian

és/vagy a kozponti indegrendszerben talalhato éhség-jollakottsagi rendszereken keresztiil



juthat érvényre. Vannak koztiik olyanok, melyek a taplalékfelvételt fokozzak (orexigén) és
vannak melyek csokkentik (anorexigén).

Az eldbbiekben bemutatott neuropeptidek csalddjaba tartozik a ghrelin is. Mint az a
kovetkez6 fejezetekbdl kideriil, bar a ghrelin tobb hatdsat mar ismerjiik, azonban szamos
kérdés tisztazatlan még. Pl.: 1) Pontosan milyen receptorialis mechanizmusok jatszanak
szerepet a ghrelin hatasainak kozvetitésében? 2) A taplalékfelvétel szabalyozasaban részt
vev0 agyi struktirdk, mint pl. az amygdala, hogyan jatszanak szerepet a ghrelin kozvetitette
taplalkozasi hatasokban? 3) Az egyes agyi struktirdkban azonos vagy eltéré modon
befolyasolja-e az acyl-€s a desacyl-ghrelin a taplalékfelvételt? 4) A taplalkozasi magatartas
megvaltozdsa mogott az  €hség-jollakottsag érzetének kialakulasa vagy egyéb
magatartdsformak megvaltozasa all-e? Eddigi ismereteink azt mutatjak, hogy a ghrelin
komplex szerepének tisztdzasa kozelebb vihet minket a szervezetben lejatszodo
energiaegyensulyt szabalyoz6 folyamatok megértéséhez, és esetleg olyan terapids
lehetdséghez juttathat minket, ami a testsuly szabalyozéasi zavarok egy részének

kezelésében hasznosithato.

1.1. A taplalékfelvétel szabalyozasa

Kisérleteink kozéppontjaban az éhség-motivalta magatartds vizsgalata allt, igy
indokoltnak latjuk a taplalékfelvétel szabalyozas témakorében végzett tobb mint fél
évszazadnyi kutatds eredményeinek rovid 0sszefoglaldsat, torténeti attekintését.

Az elmult évtizedekben ismereteink sokat gyarapodtak a taplalékfelvétel
szabalyozasaval kapcsolatban. Ismeriink agyi kozpontokat, fontos palyarendszereket,
neurotranszmittereket melyek részt vesznek a folyamatban. Azonban meg kell allapitanunk,
hogy még sok informacié hidnyzik melyek e bonyolult, egymassal 6sszefliggd, periférias €s

kozponti idegrendszeri szabalyozasi rendszert érthetévé tennék.



1.1.1. Agyi kdzpontok és palyarendszerek

crer

elektromos ingerlésével nyert informaciok ravilagitottak egyes agyi teriiletek
taplalékfelvétel szabalyozasban betoltott szerepére. Igy keriilt a koztudatba a hypothalamus
(HT) ,,kettds kdzpont” hipotézise. A laterdlis HT area (LH) 1ézi6ja aphagiat, adipsiat majd
kovetkezményes testtomegcsokkenést okoz, mig a HT ventromedialis (VMH) magjanak
roncsolasa hyperphagidhoz ¢és elhizdshoz vezet [6,99,152,154,251]. Ennek megfelelden, a
taplalékfelvétel szabdlyozdsdban betoltdtt szerepiik szerint ruhdztdk fel ezeket a
struktarakat ,,éhség-" (LH) és ,,jollakottsagi kozpont” (VMH) jelzdvel. A tovabbi 1€zids
kutatasok egyre tobb olyan extrahypothalamicus teriiletet tartak fel, melyek részt vesznek a
taplalkozasi magatartasformak Iétrejottében. Ilyen a ventralis tegmentalis area (VTA)
[26,90], a substantia nigra [259], a globus pallidus [149,151,159,160,186], a nucleus
accumbens (Nacc) [87] és az amygdala (AMY) [78,146,160] .

Az agy eltéré teriiletein megismert taplalékfelvétel szabalyozasaban részt vevo
kozpontok felvetették annak lehetdségét, hogy egy komplex szabalyozasi rendszerrél van
sz0, melyben a megismert struktirdk egymassal egy vagy kétiranyll kapcsolatban allnak.
Ezt kovetéen ezen kozpontok Osszekottetéseinek megismerése keriilt a kutatadsok
kozéppontjaba. fgy valt ismertté a nigrostriatalis dopaminerg- és a ventralis noradrenerg
rendszer. EI6bbi az ,,¢hség-palya”, mely a substantia nigra pars compactajabol ered, athalad
a LH-an, a capsula interndn ¢és a caudatumban, valamint a putamenben végzddik, utdbbi
pedig a locus coeruleusbodl indul és részben a VMH-ban, ill. a HT paraventricularis (PVN)
részében végzdodik [7,114,168,185,259]. Tovabbi kutatdsok eredményeként valt ismertté a
mesolimbicus dopamin rendszer, mely a nigrostriatalis dopaminerg rendszer eredése kortiili
tertiletekbdl indul, és ugyanugy athalad az LH-4n, de az area preoptica, a Nacc, az AMY ¢s
a cortex teriiletén végzoédik [72,156,181]. A catecholaminergids palyakkal kapcsolatos
kisérletek eredményei azt sugalljak, hogy a dopamin hidny hypophagiat, mig a noradrenalin

hidny evést indukal és hizashoz vezet [158,161,162].



1.1.2. A taplalékfelvétel ,,sztatikus™ szabalyozasa, a metabolikus paraméterek szerepe

A taplalékfelvétel szabalyoz6 mechanizmusainak vizsgalata az 1940-es években
kezd6édtek, ekkor keletkeztek az els6é, mérféldkOnek szamitd teodridk. Brobeck a
taplalékfelvétel szempontjabol a testhdmérsékletet latta az elsddleges szabalyozé
tényezOnek (thermosztatikus tedria) [31], mig Mayer glukosztatikus [174], Mellinkoff
aminosztatikus [178] és Kennedy liposztatikus [124] elképzelése a plazma metabolitok
szintjében bekdvetkezd valtozas kizardlagossagat hangsulyozta a szabalyozasban. Ezen
elméletek egyszerli negativ feedback alapjan képzelték el a taplalkozasi magatartas
szabalyozasat, és nem vették figyelembe a somatosensoros percepciés események (a
taplalek ¢és folyadék 1ize, szaga, latvanya stb.) jelentdségét a taplalékfelvétel
szabalyozasaban.

Az elébbi tényezok koziil a glukoz szerepe kiemelendd. A véna portaeba injektalt
glukéz még ¢hes allaton is csokkentette az evést, valamint megvaltoztatta a n. vagus
rostjainak tlizelési frekvencidjat [199]. A n. vagus egyes szabad idegvégzddései az erek
faladban érzékenységet mutatnak a vérben 1évé glukdz, szabad zsirsav és aminosav
koncentraciora. Ezen n. vagus altal kozvetitett periférids ,,glukoz informacio” a koézponti
idegrendszerbe a nucleus tractus solitarii (NTS) hatso részébe fut be. Erdekesség, hogy az
iz informaciok ugyanezen mag eliilsd teriileteire érkeznek. Ezzel parhuzamosan Oomura és
munkatarsai a kozponti idegrendszerben, nevezetesen a hypothalamus taplalékfelvétellel
kapcsolatos teriiletein multi-barrel elektrofizioldgiai technikaval olyan idegsejteket talaltak
melyek gluk6z lokalis hatdsira aktivitasuk megvaltozasaval vélaszoltak [206]. Ezen
neuronok valaszaik tekintetében két félék voltak: aktivitdsukat fokoztak ill. aktivitasukat
csokkentették glukoz hatasara. Elobbieket glukoz-receptiv, mig utdbbiakat glukoz-érzékeny
(szenzitiv) idegsejteknek nevezték el. Kimutattak tovabba, hogy ezen neuronok mas, a
taplalékfelvétellel kapcsolatba hozhatd neurokémiai anyagra is érzékenyek mint példaul az
inzulinra, gulkagonra vagy éppen az orexinekre. A késdbbiekben sikeriilt kimutatni ilyen
neuronokat a legtdbb taplalékfelvétel-szabalyozasal lapcsolatba hozhat6é agyi ill. limbikus
idegrendszeri struktirdban is. Ma mar Oomura, Lénard, Karddi, Nakano, Aou ¢és
munkatarsaik eredményei alapjan egy glukéz monitoroz6é idegsejt haldzat képe

korvonalazdodik, mely atszovi a teljes kozponti idegrendszert [9,118-120,153,196,204]. A



halozat egyes agyi teriileteken elhelyezkedd tagjai hierarchikus rendszerben helyezkednek
el. Integraljak a periféria és a kdzponti idegrendszeri informaciokat és szabalyzo efferens

hatast gyakorolnak a periférias metabolikus folyamatokra.

1.1.3.,,Brain-Gut” peptidek - A kapcsolat a periféria és a kozponti idegrendszer kdzott

Bar az elhizas és a taplalkozasi zavarok hatterében all6 dopaminerg-, serotonerg- és
noradrenerg valtozasok mar jol ismertek, szamos kisérleti adat alapjan feltételezhetd, hogy
a monoaminok mellett még tovabbi faktorok is szerepet jatszanak a taplalékfelvételi
magatartas kialakulasaban. Az utdbbi évtizedekben szdmos olyan hypothalamicus peptidet
talaltak, melyek szerepet jatszanak a taplalékfelvétel és a testtomeg, valamint a
taplalékfelvételi magatartds, a tanuldsi folyamatok ¢és az emodcidk Iétrejottében. E
neuropeptidek altaldban 3-40 aminosavbol dallnak, valamint neurotranszmitterként ¢&s
hormonként is funkciondlnak egyszerre. Jellegzetes forditott U-alaki dozis-hatas gorbével
rendelkeznek, tehat csak bizonyos dozistartomanyon beliil fejtik ki hatdsukat. Ma mar igen
sok olyan neuropeptidet ismeriink, mely centralisan és periféridsan hatva szabdlyozza a
taplalékfelvételt. Bizonyos peptidek csokkentik (cholecystokinin, leptin [236], gastrin
releasing peptid (GRP) [74,264], neuromedin B [142]), masok novelik (galanin [233],
neuropeptid Y (NPY) [22], ghrelin [130], orexin [276]) a taplalékfelvételt.

Az ugynevezett brain-gut peptidek a fent emlitett komplex rendszer centralis és
periférids szabalyozasaban egyarant részt vesznek, azaz hatdsuk a periférian és a kdzponti
idegrendszerben talalhato ,,&hség”.- és ,,jollakottsdg” kdzpontokon keresztiil, parakrin és
endokrin modon is érvényesiil. A gastrointestinalis traktusban, foként a gyomorban
termelddnek €s hatdsukat a n. vagus utjan, vagy kozvetleniill humoralis ton az area
postreméan keresztiil a hypothalamus magjaiban és a NTS-ben fejtik ki. Hatdsaik
szertedgazoak tobbek kozott szabalyozzak a taplalékfelvételt, a gastrointestinalis motilitast

¢€s a gyomorsav szekréciot.



1.2. Taplalékfelvétel, memoria, tanulas

A taplalékfelvételi magatartds egy komplex magatartasi forma, mely
homeosztatikus értékkel rendelkezik. A hatterében meghtzodo pszicholdgiai folyamatok
szemsz0geébol vizsgalva a taplalékfelvétel kivaltdja a motivacid, ami egy kozponti
idegrendszeri aktivacioként értelmezhetd, amit a hajtéerd (a magatartast hajtdé erd), un.
drive hoz létre [271]. Tehat az éhség motivalta taplalékfelvétel esetében a hajtderd az
¢hség. Ugyanakkor az éhség-jollakottsdg érzetének kialakulasa bonyolult idegrendszeri
folyamat, szamtalan tényezd befolyasolja. Gondoljunk példaul két szélséséges esetre: 1)
Vasarnapi, csaladi ebéd. A foétkezéseken tul vagyunk és talan mar diszkomfortot is érziink
az elfogyasztott nagymennyiségli taplaléktol, de jon a desszert. Cseppet sem vagyunk
¢hesek de ,,musz4aj” fogyasztanunk a siiteménybdl. Ebben a példaban a taplalékfelvételt mar
biztos, hogy nem az ¢hség motivalja, valami mas hiizodik meg a hatterében. Tobbek kozott
az ok lehet a siitemény illata, latvanya és ezen illathoz, latvanyhoz tarsuldé emlékképek,
melyeket korabbi tapasztalataink soran raktaroztunk el (tanultunk meg), mely mind azt
sugallja, hogy valami finom dologrél van szo. 2) Ehesek vagyunk, nem ettiink 2 napja. Az
utcan rank tamad egy vad kutya, az éhségérzetiink helyét a félelem ,,veszi at”, minden
erdnkkel a menekiilésre dsszpontositunk. A tanulasi komponens lehet ebben a szituacioban
a korabbi tapasztalatokon alapuld félelem a kutyatol (vadnak értékeljiik). Természetesen itt
most nem sz6lunk azon tényezdk sokasagarol, melyek még befolyasoljak viselkedésiinket
az adott szituacioban. Mindkét fent emlitett szituacid viselkedés lélektana bonyolultabb, de
annak mélyre hato elemzése meghaladnd e dolgozat terjedelmét. A cél csupan az éhség
motivalta magatartas komplexitasdnak érzékeltetése volt.

A tudoményos irodalomban taldlhatunk tovabbi bizonyitékokat a tanulas ¢és
szocidlis viselkedés taplalékfelvételt befolyasoldo hatdsdra. Wyrwiczka 1974-ben

demonstralta ezt macskadkon [275]. Vizsgélatait egy anyamacskan és annak kolykén



végezte. Az anyamacskat jutalmazd elektromos 6n-majd késobb kiilsé- ingerléssel banan
evésére szoktatta (a macska alapvetden hus evo allat). Ezt kovetden a kisérletbe bevonta a
kolykot is, aki az anya példajat kovetve bananevésbe kezdett, minden kiilsé elektromos-
ingerlés nélkiil. SOtt ezen tulajdonsagat még felndtt koraban is megtartotta, még akkor is ha
elérhetd lett volna szamdara a hus, tehat a banant preferalta. Hust csak akkor evett, ha a
banan mar elfogyott.

Nyilvanval6 tehat, hogy a taplalékfelvétel, a motivacio, az emécidk és a memoria
folyamatok valamint a tanulds osszefiiggd folyamatok. A tanulas drive-redukcids elmélete
szerint [109], az éhség mint hajtderd kivalt egy magatartas valtozast ami soran az allat
exploralja kornyezetét és ami soran ratalal a taplalékra, elfogyasztja azt igy ,,redukéalva” a
magatartast kivaltd hajtdéerét. Az elfogyasztott taplalék a jutalom, ami megerdsiti a
magatartasformat. Az ¢hség motivalta magatartads sordn az allat megtanulja hol, miként
talalhat taplalékra, mik a kiilonbségek az egyes taplalékok kozt (itt valik fontossa azok
hedonikus értéke) stb. Bar ezen elméletnek is vannak tamadhaté pontjai (melyeknek
targyaldsa meghaladna ezen dolgozat kereteit), de Grastyan egységes tanuldselméletének
[91] szemel6tt tartasaval és Carlson, Campbell és Sheffield motivacio-redukcidra tett

kiegészitéseivel a mai napig jol hasznalhato [37,44].

1.3. Az amygdala

Az alabbiakban az AMY rovid anatomiai, funkcionalis anatomiai leirasat szeretnénk
vazlatosan ismertetni a kisérletek elvégzéséhez ¢és az eredmények értékeléséhez
nélkiilozhetetlen adatokra szoritkozva. Kiemelve a taplalékfelvétel szabalyozasban betoltott
szerepét ¢és nagyobb hangsulyt fektetve a basolateralis mag mint vizsgalataink kozvetlen
célpontjanak szerkezetére és 0sszekottetéseire.

Az agy temporalis lebenyében taldlhatd ez a szamos magbdl 4llo, mandula alaka képlet.
Korabban a kutatok két nagy magcsoportot kiilonitettek el: a filogenetikailag régebbi
corticomedialis részt és a filogenetikailag Gjabb basolateralis részt. Jelen tuddsunk szerint

az AMY t6bb mint 10 magbol all, ezért Gjabban amygdala- komplexumrol beszélnek



[125,126,138,139,179,180,190,207-209,218,221,225,226]. Ezen mag-komplexum jelenleg
3 részre tagolddik: mély, felszines, ill. az elébbiekhez nem sorolhatd, de az AMY-hoz
tartozé magok kiilonithetdk el [216].

Az AMY részeinek fejlettsége az emldsok osztalyaba tartozo kiilonbozd fajokban
eltérd. A filogenezis sordn a centromedialis rész és a kérgi magok regressziot, a cortico-
basolaterdlis rész ndvekedést mutat. A kérgi magok méretbeli redukcidja fejlédéstani
szarmazasukkal magyarazhato. Ugyanis e teriilet az olfactoros rendszer részének tekinthetd,
s mivel az olfactoros rendszer filogenetikai redukcidja figyelheté meg, érthetdvé valik a
méretbeli csokkenés [244].

Az AMY szamos kétiranyu kapcsolattal rendelkezik a kéreg, ill. a kéreg alatti
tertiletek felé [163,177,208,221]. A taplalékfelvétel szabalyozasa szempontjabol fontos
kimenettel bir a HT és az agytorzs felé. Ugyanakkor visceroceptiv, nociceptiv, gustatoros,
somatosensoros ¢s auditoros informaciot kap az agy szamos teriilete feldl [146,267].

Az amygdala-komplex basolateralis része (BLA) egy kiilon szubdivizidjat alkotja az
AMY-nak és mint basolaterdlis amygdaloid komplex vagy mint basolateralis magcsoport
ismert [42,84]. A BLA egy corticalis eredetli struktira, szamos hasonlosag fedezhetd fel
ezen magcsoport és az agykéreg kozott. Példaul a f6 sejttipus a BLA-ban ugyanazon
morfologiai jellemzoket mutatja mint a corticalis neuronok [182]. Soét, fény- ¢és
elektronmikroszkdpos vizsgélatok azt bizonyitjak, hogy a BLA-ban vannak a neo-corticalis
piramis sejtekkel azonos tipust sejtek [43]. A BLA kétiranyu Osszekottetésben all a
temporalis kéreggel az orbitalis kéreggel valamint a medialis és lateralis (insula)-
prefrontalis cortex-el és a hippocampusszal [2,84,232,243]. Krettek ¢és munkatarsai
autoradiografids vizsgalataikban igazoltak, hogy a BLA kétiranyi kapcsolatban all a
thalamus dorsomedialis részével is [136,137]. Tovabba a BLA neuronjainak végzddéseit
igazoltak az LH-ban, és forditva, a HT els6sorban lateralis része de kis mértékben a
ventromedialis terliletek is projicialnak a BLA-ba [134,207,232]. De le kell szogezniink,
hogy az AMY hypothalamicus (hasonléan az agytorzsi) kapcsolatai elsGsorban a centralis
magon keresztiil valdésulnak meg [232]. Ugyanakkor a BLA projekciot kiild az AMY
centralis magjaba, mely mag informaciét kap az dsszes tobbi AMY magtol [135], a HT-t6l

€s mas agytorzsi vegetativ kozpontoktol [4,25] ily modon 6sszegezve a kiilvilagbol (BLA-n



keresztiil) és a belsé kornyezetbdl szarmazd informaciokat. Végiil ki kell emelniink, hogy
BLA-t inervalja a mesolimbicus dopaminerg rendszer is, melyrél tudjuk, hogy jelentds

szereppel bir a tanulasi és memoriafolyamatok szabélyozéasaban.

1.3.1. Az amygdala taplalékfelvétel és memdria folyamtok szabalyozasaban betdltott

szerepének attekintése

Az elébbiekben emlitett gazdag kétirany( kapcsolatrendszernek koszonhetéen az
AMY igen sokrétli funkcioval bir. A taplalékfelvétel és testtdmeg szabdlyozasa mellett
szerepet jatszik a memoria folyamatokban, a tanulasban, a figyelem fenntartasdban, az
alvas  szervezodésében, sensoros  informacidk  emocionalis  vonatkozasainak
szabalyozasaban, emociondlis események feldolgozasaban és azok megvalaszolasaban,
valamint a jaték, a diih-félelem, a tdmadas-védekezés és a szexudlis magatartdsformak
szervezésében. Jelen dolgozat keretein beliil nem lehetséges ezen soksziniliség részletes,
teljes kort leirdsa, igy csak a taplalékfelvétel és a memoria folyamatok szabalyozasaban
eddig megismert szerepe keriil targyalasra.

Els6ként Kliiver és Bucy szamoltak be 1939-ben az AMY-t is érintd, temporalis
lebeny 1€zidt elszenvedett majmokkal végzett kisérleteikrdl, melynek sordn az allatok
taplalkozasi szokasa megvaltozott [129]. Hasonld hatast értek el macskakban kétoldali
AMY 1¢ézidt kovetden: az allatok hyperphagiassd valtak, valamint testtomegiik 6-8 hétig
gyarapodott. Az AMY teljes kiirtdsa azt eredményezte, hogy a macskak még a romlott ételt
is elfogyasztottak, s6t az chetetlen targyakat is megkisérelték megenni (omniphagia),
mindezt a Kliiver-Bucy tiinetegyiittes részjelenségeként is értelmezhetjik [51]. A

patkdnyokon végzett kisérletek is hasonld eredményt hoztak, ugyanakkor latszolag



ellentmond6 eredményekrdl is beszamoltak, nevesiil az AMY Kkiterjedt, kétoldali 1ézioja
aphagiat és adipsiat eredményezett patkanyokban [234].

Ezt kovetden az 1970-es években Fonberg kutydkkal végzett kisérletei
bizonyitottak, hogy a HT-hoz hasonléan az AMY-ban is elkiilonithetd egy ,,&hség”- ill.
,Jollakottsag™ kozpont, tehat az AMY taplalékfelvételi magatartasban betoltott szerepe nem
egységes. Kutydkban a centralis mag 1¢zioja hypophagiat €s testtomeg csokkenést okoz,
mig a BLA elpusztitasa hyperphagiat és testtomeg novekedést eredményez. [77-79,81-83].
Mindemellett hangstlyozni kell, hogy az AMY-nak modosité hatdsa van a HT éhséget- és
jollakottsagot szabalyozo folyamataira, tehdt nem egyenértékli kozpontokrol van széd
[95,133,184].

A kordbbi vizsgalatok eredményeibdl jol ismert azon komplex interakciok halozata,
mely a kozponti idegrendszer, ezen belill is a HT és a periféria kozott talalhatd, s a
testtomeg-egyensuly szabalyozasat végzi. Jol ismert tovabbd azon tény, miszerint az
érzelmi hatasok, valtozasok, melyek a limbicus rendszer struktiraihoz kotottek,
befolyasoljak a taplalékfelvételi magatartast. Az AMY- a limbicus rendszer részeként —
foként az érzelmi allapot befolyasolasa és tanulasi folyamatok révén- fontos szerepet jatszik
a taplalékfelvételi magatartas 1étrejottében. Korabban mar szamos neuropeptidrél
bebizonyosodott, ugymint az orexin A-rdl, a neuromedin C-rdl [75] és a GRP-rdl [74,150],
hogy a kozponti idegrendszeri hatasaik egy része az AMY-n keresztiil valésul meg.
Mindemellett immunhisztokémiai vizsgéalatok ghrelin tartalmi neuronok végzddéseit
mutattak ki az AMY-ban [50].

Az AMY jelentds agyi teriilet a memoria folyamatok szabalyozasaban is.
Elsdsorban a munkamemoria fontos struktiraja. Részt vesz a kiilvilagbol beérkezd uj
informaciok feldolgozasaban, sziirésében, kiemeli az egyedi, az egyén szamara relevans
ingereket [213]. Azaz a tanulas kezdeti szakaszaban van fontos szerepe, €s altalaban azt
kovetéen az 0j dolgok megtanuldsa sériil [128]. Ezzel szemben egyes irodalmi adatok
mégis arra utalnak, hogy az erds emocionalis reakciokkal tarsulo, akar pozitiv akar negativ
¢lmények kivaltotta hosszatdvii memoria folyamatok kialakitasaban az AMY mégis csak

szerepet vallal [20,36,86]. Az AMY eltavolitasa ill. a BLA vagy az AMY centralis



magjanak szelektiv 1€zidja rontja az averziv szitudciokhoz kotdtt memoria konszolidéaciot
[5,92,123,166,194].

Tovabba, kisérleti adatok tdmasztjdk ald, hogy a memoria folyamatok
szabdlyozasaban részt vevd intraamygdaloid idegsejthalozatok  muikddésének
modulalasaban szamos, a meoéria kialakuldsaval ill. retencidjaval kapcsolatba hozhatd
neurotranszmitter-neuropeptid rendszer vesz részt. Ilyenek példaul a cholinerg,
noradrenerg, substance P vagy arginin-vasopressin rendszerek. Ezen anyagok
intraamygdaloid infuzidja modositja a memoria konszolidaciot [69-71,141,155].

Végiil, az AMY részt vesz a térbeli tanuldsi folyamatok szabalyozasdban is. Ez
azonban ugy tlinik, hogy az amygdalo-hippocampalis 6sszekottetés épségéhez kotott. Ezen
Osszekottetés 1ézidja esetén romlik a kisérleti allatok helytanuldsi képessége [2.3].
Ugyanakkor, ezen agyi teriiletre injektalt d-amphetamin [175] és corticosteroid [224]

fokozza a memoria retenciot térbeli tanuldst vizsgald magatartasi paradigmakban.

1.4. A ghrelin

1.4.1. A ghrelin felfedezése

Az 1970-es évek végétdl keriiltek a figyelem kdzéppontjaba azon szintetikus peptid
analogok (growth hormone releasing peptide [GHRP]-6, GHRP-2, hexarelin), melyek
adenohypophysis sejttenyészeten in vitro specifikusan fokozzak a novekedési hormon (GH)
szekréciot. A korai human adatok szerint ezen peptidek (pl. MK-0677) parenteralis és per
os adagolas soran is jelentds GH-szekréciot fokozo hatassal birnak, igy GH szekretag6gnak
(GHS) nevezték el oOket [29,67,88]. Miutan e molekuldk hatdsosnak bizonyultak,
megindultak a hatas kozvetitésében szerepet jatszd receptorok azonositasara iranyuld
vizsgalatok. 1996-ban azonositottak egy akkor még ismeretlen endogén liganddal
rendelkez6 G-protein kapcsolt receptort, mely specifikusan kototte e szintetikus

molekulakat, ezért a GHS receptor (growth hormone secretagogue receptor [GHS-R]) nevet



kapta [108,217]. Ezt kovetéen megindult a GHS-R endogén ligandjanak felkutatasa.
Elsoként Kojima €s munkatarsai izolaltdk az endogén ligandot, melyet ghrelinnek (Ghr)
neveztek el [130]. Az identifikalas soran egy GHS-R-t expresszald sejtvonalat alkalmaztak,
melyet kiilonféle szovetekbdl nyert extraktumokkal kezeltek, s melyben a specifikus
kotédés jeleként a Ca®" koncentracio valtozasat monitoroztak. Nem vart eredményként a
legnagyobb intracellularis Ca*" koncentracié valtozast a gyomorszoveti extraktum okozta,
igy elséként a 28 aminosavbol allo acylalt ghrelint (A-Ghr) innen sikeriilt izolalni, HPLC
modszer segitségével. Az A-Ghr-ben egy poszttranszlaciés modosulas révén a harmadik
pozicidban elhelyezkedd serin aminosavmaradékhoz egy nyolc szénatom hosszisagu

zsirsavlanc kapcsolddik észter kotéssel [107] (1. abra).
Ghrelin (human):

NH2-Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn

Q | patkany
C=0 Arg (Lys)
C7H15 !

N-octanoy! csoport Val (Ala)

|

Pro-Pro-Lys-Lys-Ser-Glu-Lys-Arg-GIn-GIn
|

Ala-Lys-Leu-GIn-Pro-Arg-COOH

1. abra: Az acylalt-ghrelin kémiai szerkezete

Ugyanekkor ezen procedura soran azonositottak a masik f6 format, a desacyl-ghrelint (DA-
Ghr), melyben az el6bb emlitett észterktés nincs jelen és amelyrdl korabban azt gondolték,
hogy az A-Ghr inaktiv bomlasterméke. Ma mar tudjuk, hogy ez nem igy van, ezen forma is
szamos ¢lettani hatassal rendelkezik, melyek részben megegyezenek részben pedig eltérnek
az A-Ghr hatésaitol [46]. Ezenkiviil tobb minor format is felfedeztek, melyek az eredeti

formahoz hasonldan aktivak, igymint az alternativ splicing eredményeként keletkezd des-



GIn14-ghrelint, melyben a 14. pozicidoban elhelyezkedd CAG kodon altal kodolt glutamin
hianyzik [106,107]. Tovabba Iéteznek olyan forméak is, melyekben 10 vagy 11
szénatomlanc hosszasagl zsirsavesoport kapcsolodik észter kotéssel, szintén a harmadik
alatamasztja: a human és a patkdny forma kdzott mindossze két aminosav eltérés van [130]
(1.4bra). Az ¢ldlényekben fellelhetd Osszes Ghr mennyiséget (A-Ghr+DA-Ghr+minor
formék) az irodalom totdl Ghr-nek nevezi. A tovébbiakban ezért a Ghr rovidités alatt az

emldsok szervezetében fellelhetd Ghr minden kémiai formdjat értjiik.

1.4.2. A ghrelin szdveti megoszlasa

A Ghr a gyomor fundus nyalkahartyaban elhelyezkedé X/A tipusti endokrin
sejtekben taldlhaté legnagyobb mennyiségben [58,68]. Kisebb mértékben ugyan, de a
vékony- és a vastagbél teriiletén is fellelhetéek Ghr-t termeld sejtek [58,105]. Mindez azt is
jelenti, hogy a vérben keringd Ghr nagyobb hanyada a gastrointestinalis traktusbol
szarmazik. Ezt bizonyitja azon kisérlet is, mely soran patkanyokban a gyomor fundus
eltavolitasat kovetden 80 %-kal csokkent a Ghr mennyisége a keringésben. Human
tapasztalatok szerint gastrectomian atesett betegek szérum Ghr koncentracidja 70 %-kal
csokkent, egészséges kontroll személyekhez viszonyitva [107,164]. Ugyanakkor a Ghr
génje expresszalodik szamos mas szdvetben is: immunhisztokémiai vizsgalatok Ghr
(nARC), a VMH, a dorsomedialis mag, valamint a PVN k6z6tt helyezkedik el [50]. Ezen
hypothalamicus teriiletr6l a ghrelinerg sejtek tobb iranyba is projicidlnak, ugymint a
hypophysisbe, a hippocampusba, a nARC-ba, a cortexbe, valamint az AMY-ba is. Ezen
kiviil a Ghr megtalalhat6 a tiidoben [266], a placentaban [93], a vesékben [89,187], az

immunrendszer [89] sejtjeiben, valamint a pancreasban [116] is.



1.4.3. A ghrelin hatasai

Mivel vizsgélatainkat az A-Ghr-rel végeztiik, ezért elsdsorban ezen kémiai forma
hat4sainak bemutatasara szoritkozunk. Az eddigi irodalmi adatok alapjan az A-Ghr tobb
homeosztatikus folyamat szabalyozasaban is meghatarozd szerepet tolt be, azonban a Ghr
gén knockout egerek vizsgalata soran a normal egyedekhez hasonldan, szintén életképesnek
bizonyultak, nem talaltak eltérést sem testtomegiikben, sem taplalékfelvételiiket illetéen
[247,272]. Az A-Ghr alabb ismertetett hatdsainak 1étrejottéhez esszencidlis a harmadik
pozicidban 1év6 acylcsoport jelenléte [11,12,23,33,59,130,237,249,274].

Az A-Ghr elsé felismert hatasa GH szekrécid fokozéasa volt, mely patkany
adenohypophysis sejttenyészeten [130], in vivo patkdnyban [59,237], valamint humén
[249] vizsgalatok sordn is dozisfiiggden jelentkezett. Mind a hypophysis, mind a nARC
GHRH termeld neuronjai tartalmaznak GHS receptorokat, a GH szekrécid stimulalasat
erdményezve [59,130,274].

Elsoként Okada ¢és munkatdrsai szdmoltak be a GHS-ek taplalékfelvételt noveld
hat4sarol intracerebroventricularis (i.c.v.) GHRP anal6g KP-102 mikroinjekcidkat kvetden
[201]. Az A-Ghr felefedezését kdvetden, a taplalékfelvételi kisérletek soran szintén a vart
hatast eredményezte. Intravénas (i.v.), intraperitonealis (i.p.), valamint i.c.v.
mikroinjekcidja  gyors, azonnal jelentkezd  taplaléfelvétel novekedést okoz
[117,197,256,273], tovabba human vizsgéalatokban fokozza az éhségérzetet is, szerepet
jatszva ezzel az ¢éhségérzet kialakitasaban. Preprandialisan szekrécidja megemelkedik,
kozvetleniil a kovetkezd étkezés eldtt a legmagasabb, majd postprandialisan lecsokken
[54,257].

Ismételt i.c.v. injekcidja noveli a testtomeget, mely elsdsorban nem a lassan
kialakul6 GH hatasnak kdszonhetd, hanem az attol eltéré modon 1étrejovo taplalékfelvétel
novekedésnek, az adipogenesis fokozodéasanak, valamint a zsirsav oxidacios folyamatok
csokkenésének [117,197,256,273]. GH deficiens, ugynevezett térpe patkanyokon végzett

kisérletek is ezt tdmasztjdk ala: a subcutan kronikusan adagolt A-Ghr itt is fokozta a



taplalékfelvételt [256]. Az A-Ghr az els6 olyan neuropeptid, amely nem csak kozvetlentil a
kozponti idegrendszerbe injektalva fejt ki orexigén hatast, hanem - ellentétben a NPY-nal -
ezen effektus periférids adagolaskor is jelentkezik. A periférids hatéds kialakulhat egyrészt a
n. vaguson keresztiil [60,279], masrészt a keringésbe jutd A-Ghr eljuthat a nARC-ba.
Ismert, hogy a nARC sejtjei altal termelt NPY, ill. az Ggynevezett agouti-related peptid
(AgRP) erételjes orexigén hatast, azaz taplalékfelvételt fokozd neuropeptidek [76,188],
melyek szekrécidja A-Ghr mikroinjekciokat kovetdéen fokozodik. Ezen orexigén hatas
patkdnyokban mind ¢heztetett, mind jollakott allapotban dozisfiiggéen jelentkezett.
Immunhisztokémiai vizsgalatok Ghr tartalmt neuronok végzddéseit mutattak ki a nARC
NPY-t és AgRP-t tartalmazo idegsejtjein [50,117,197]. Tovabbd mind a NPY, mind az
AgRP ellenes antitestek felfliggesztették az A-Ghr altal kivaltott orexigén hatas l1étrejottét.
Ezért feltételezhetd, hogy az i.c.v. injektalt A-Ghr taplalékfelvétel fokozd hatdsa a nARC
NPY peptiderg rendszerén keresztiil érvényesiil. Nakazato és munkatarsai anti-Ghr IgG
antitestekkel is végeztek vizsgalatokat: dozisfiiggden csokkent az éhezés indukalta
taplalékfelvétel mértéke patkanyban [197]. Hasonl6 hatéas érhetd el a GHS-R antagonista D-
Lys3-GHRP-6 adasakor is. E peptid tipust antagonistaval végzett 2 hetes kezeléssorozat
utan az obes ob/ob leptin deficiens egerekben csokkent a testsuly és euglycaemia alakult ki
[13]. GHS-R megtalalhat6 a nARC proopiomelanocortint termeld sejtjein is, melyeken
keresztiil a corticotropin szekrécid csokkentése révén szintén nd a taplalék felvétel [50].
Azonban Saito és munkatarsai épp ellentétes hatast észleltek neonatalis csirkéken végzett
vizsgalataik soran: i.c.v. A-Ghr injekcidkat kovetéen csokkent a taplalékfelvétel, mely a
corticotropin releasing factor (CRF) antagonista astressin el6kezeléssel felfiiggeszthetd volt
[228]. Human vizsgalatok szerint igen szoros kapcsolat lehet a Ghr génjének
polimorfizmusai, valamint az elhizas kialakuldsa kozott [219,258]. Taplalkozasi zavarokkal
nervosaban magas Ghr szintek figyelhetéek meg, mely megfeleld taplalas, valamint a
teststily visszanyerése sordn csokken [10,56,210], mig Prader-Willi szindroméban
alacsonyabb szérum koncentracio értékek jellemzdéek [53,64].

A Ghr patho-etiologiai szerepe korvonalazodik a diabetes mellitus (DM) mindkét f6

tipusanak hatterében is. Fiziologidsan negativ korreleacio figyelhetd meg a plazma Ghr ¢és



inzulin koncentraciok kozott, valaminta a Ghr plazmakoncentracidja és a 2-es tipust DM
prevalenciaja kozott [34,220]. Ugyanakkor a Ghr glukéz metabolizmusra ill. inzulin
szekréciora kifejtett hatdsait vizsgald kutatdsok eredményei ellentmondasosak. A
legtobbjiik a Ghr inzulin szekréciora kifejtett gatlasat figyelte meg [32,34], de vannak
tanulmanyok melyek ezzel ellentétes eredményt talaltak [61,147]. Mint azt korabban
emlitettiik a Ghr szekrécid az €hezés, ill. étkezési szlinetek ideje alatt fokozott, mig étkezést
kovetden plazmakoncentracidja csokken. Azonban az 1l-es tipusi DM-ban a Ghr
mérhetd Ghr koncentracio szignifikdnsan alacsonyabb. A normal negativ korrelaciéo a Ghr
¢s a vércukorszint kozott csak az inzulin terapia megkezdését kovetden figyelheté meg
[101,242]. A 2-es tipust DM-ban a Ghr alacsony plazmaszintje az elhizdssal és az
inzulinrezisztenciaval tarsul [220]. Bar nem vilagos, hogy az alacsony Ghr koncentracid
oka, rizikd tényezdje-e¢ a betegségnek vagy az elhizds okozta kompenzatorikus valasz-
folyamat-e [122].

Mivel az A-Ghr legnagyobb mennyiségben a gastrointestinalis rendszerben
termelddik, ezaltal rendelkezik itt érvényesiilé hatasokkal is, melyek azonban nem
kizardlag helyi, kozvetlen hatds eredményeképp jonnek létre. I.v. injekcidjat kdvetden a
gyomorban dozisfiiggden né mind a gyomorsav szekrécid, mind a gastrointestinalis
motilitds [15,58,172], azaz potens prokinetikus hatassal bir [255]. Ezen hatdsok
vagotomidval, vagy a n. vagus atropinos, ill. kapszaicines kezelésével megsziintethetdek
[172]. Ugyanakkor ezen effektus lokalisan is létrejohet, ugyanis GHS-R jelen van a
gyomor-bél traktus plexus myentericusaiban is [170]. Human vizsgalatok alapjan a

Ismertek a Ghr sziv- és érrendszerre kifejtett hatdsai is: human vizsgélatok soran
egészséges Onkéntesekben i.v. bdlusban adagolt A-Ghr a vérnyomas ¢és az artérids
kozépnyomas csokkenését eredményezte [192,193], mely hatds az NTS aktivalédasaképp, a
n. vagus Utjan jon létre [167,173].

Béar immunhisztokémiai vizsgalatok ghrelinerg sejtek végzddéseit mutattdk ki a
limbikus rendszer tobb teriiletén: a hippocampusban, az AMY-ban, a HT-ban, sot a

cortexben is, jelezve ezzel, hogy a Ghr részt vesz mas magatartdsi folyamatok



szabalyozasaban 1is, eziddig a Ghr eziranya hatéasait kevéssé vizsgaltdk [50]. I.c.v. A-Ghr
mikroinjekciok szorongast és memoria retentiot idéztek eld [40]. A Ghr memoria retenciot
fokozo hatdsa szelektiv serotonoin visszavétel gatld (selective serotonin reuptake
inhibitor=SSRI) fluoxetine ecldkezeléssel csokkenthetd volt [38]. Tovabba Diano és
munkatarsai azt igazoltak, hogy a keringdé Ghr a vér-agy gaton keresztiil a hippocampusba
jutva, fokozza az ott 1évé neuronok dendritikus tiiskéin kialakul6 szinapszisok szamat és a
memoria folyamatok hatterében meghuzodo ,,long-term” potencidcid generalasat. A Ghr
kivaltotta szinaptikus valtozasokkal parhuzamosan a tértanulds és a memoria javulasat is
csokkentette a szinapszisok szamat és rontotta a kisérleti allatok teljesitményét a memoria

tesztekben. Ezen hatds Ghr adasaval gyorsan visszafordithatonak bizonyult [66].

1.4.4. A ghrelin receptorai

A GHS-R a G-protein kapcsolt receptorok csaladjaba tartoz6, a sejtek
membranjadban elhelyezkedd fehérje. Eddig két kiilonb6zo formajat sikeriilt ¢cDNS tar
segitségével azonositani, az la altipus (GHS-R1a) és az 1b altipust (GHS-R1b) [108]. A
GHS-R1a 7 transzmembran doménnel rendelkezd ,klasszikus” Gq protein kotd receptor,
melyen keresztiil a ligand kotédése az intracellularis Ca®" koncentracié emelkedését
okozza. A GHS-RI1Db tipus ugyanazon gén terméke, alternativ splicing eredményeként jon

létre és 5 transzmembran doménnel rendelkezik, jelenleg kevés ismerettel rendelkeziink

crer

1.4.4.1. GHS-R1a altipus az A-Ghr-t koté receptor

In situ hibridizacios technikaval vizsgaltdk a GHS-R1a mRNS expresszalodasat a
kozponti idegrendszerben. A receptor nagy mennyiségben taldlhato meg a HT magjaiban: a
nARC-ban, a nucleus suprachiasmaticusban, és a VMH-ban, valamint a tuberomammillaris

magban [94,108,197]. Az expresszié megfigyelheté még az adenohypophysisben, a VTA-



ban és a NTS-ban is. Természetesen a periféras szovetek is expresszaljak a GHS-R1a-t:
jelen van a gyomor-bél traktus neuroendokrin sejtjeiben, a mellékvesékben, a
pajzsmirigyben, a pancreasban és a myocardiumban is [89,94,131].

A GHS-RI1a igen szoros rokonsagban all mas, szintén a brain-gut peptidek csaladjaba
tartozd fehérjék receptoraval. Ezen peptidek receptorait egylittesen ,,ghrelin receptor
szuper-csaladnak’ hivjuk.

A legnagyobb hasonlosag a motilin receptoraval, a GPR38 receptorral mutatkozik,

tovabba a két peptid is tartalmaz egymadassal homolég szakaszokat [73,176]. Human
vizsgalatokban a két receptor aminosav sorrendje 52%-0s homoldgiat mutatott egymassal
[15,65]. A GPR38 receptor nagy mennyiségben talalhaté meg a gastrointestinalis rendszer
elemein kiviil a pajzsmirigyben, a csontvelében és kiilonbozd kozponti idegrendszeri
struktirdkban mint pl az AMY-ban is [113,169]. A GPR38 receptor motilin kotése az
intracellularis Ca®" koncentracié emelkedését okozza hasonléan a GHS-Rla és A-Ghr
kapcsolathoz. A motilin képes a GHS-R1a aktivaldsara, azonban jelenlegi ismereteink
szerint az A-Ghr nem kapcsolodik a motilin receptorahoz.
A receptorcsalad kovetkezo tagja a GPR39 receptor, melynek struktardja szintén nagyfoka
hasonlosagot mutat a GHS-R1a-val [176]. Azonban a receptor Zn’'-al torténd aktivalasa
intracellularis cAMP koncentracid6 emelkedést okoz [102]. McKee és munkatarsai a
GPR39 receptor expresszidjat detektaltdk szadmos periférids szovetben és kozponti
idegrendszeri teriileten, igy az AMY-ban is [176]. Ugyanakkor a nagyfoki homolodgia
ellenére a pontos kapcsolat a ghrelin-rendszer és a GPR39 receptor kozott ma még nem
ismert. Hasonléan nem ismert a GPR39 receptor endogén ligandja sem, bar az elmult
idében megjelent eredmények szerint az obestatin kapcsolddhat ezen receptorhoz, tovabb
arnyalva a képet. Ugyanis az obestatin a Ghr génben kodolt, alternativ splicing utjan
1étrejovo peptid, mely hatdsaiban ellentétesnek bizonyult az A-Ghr hatasiaval [278]. Ezzel
szemben Lauwers ¢és munkatarsai cafoljak az obestatin- GPR39 receptor kapcsolat
lehetdségét [144].

A neuromedin U két receptora az NMU-R1 és az NMU-R2 kb. 30%-o0s homologiat
mutat a GHS-R1a-val [30]. NMU-R1 els6sorban a periférian, mig az NMU-R2 a kdzponti

idegrendszerben talalhatd. Egyik receptor jelenléte sem egyértrelmii az AMY-ban, de maga



a Neuromedin U kétség kiviil nagy mennyiségben van jelen ezen agyi teriileten €s i.c.v.
injekciodja ellentétes hatast kozvetit mint az A-Ghr [30]. Mindkét receptor ligandkotése az
intracellularis Ca*" szint emelkedésével jar [30]. Tovabbi figyelemre mélté adat, hogy a
neuromedin U a neuromedin receptorok hidnydban képes volt aktivalni a GHS-R1b és
neurotenzin 1 receptor alkotta heterodimer-receptort [248].

A receptor csalad eddig ismert tagjai koziil az utols6 a neurotenzin 1 (NT-R1) és 2 (NT-R2)
receptorok. Az NT-R1 aktivalodasa képes mind az intracellularis Ca*", mind pedig a cAMP
szint emelésére [265]. Ezzel szemben az NT-R2 intracelluléris masodlagos hirvivéje a Ca**
[231]. A GHS-R1a-hoz hasonléan a NT-R2 esetében is azonositottak egy alternativ splicing
soran létrejovo 5 transzmembran doménnal rendelkezd varianst, melynek szerepe jelenleg
tisztazatlan [214]. Hasonléan a ,csaldd” eddigi tagjaihoz a neurotenzin receptorok
megtalalhatok a periférias szovetekben és a kozponti idegrendszerben is. Mindkét tipusa
fellelheté az AMY-ban [265]. A nagyfoku hasonldsag és a hasonlo jelatviteli utak ellenére
ezidaig az egyetlen tény a ghrelin-rendszer és a neurotenzin receptorok kozti élettani
kapcsolatra a korabban mar emlitésre keriilt GHS-R1b és NT-R1 heterodimerizacio.

A korabban mar emlitett, acyl csoporttal nem rendelkez6 DA-Ghr nem Iép
kolcsonhatasba a GHS-R1a altipussal, ellenben kotédik a CRF 2-es tipust receptordhoz. A
DA-Ghr jelen irodalmi adatok szerint részben CRF 2 receptoron keresztiil fejti ki az acylalt
formaval ellentétes hatasait, nevezetesen csokkenti a taplalékfelvételt és lassitja a
gastrointestinalis motilitdst. Az A-Ghr nem Iép kolcsonhatasba a CRF 2 receptorral [46].
Osszességében azonban megallapithatjuk, hogy tovabbi kutatist igényel mind az acylalt,
mind a des-acylalt forma receptorainak pontos megismerése. Mindemellett a két forma
egyarant gatolja a proliferaciét H9c2 cardiomyocyta sejttenyészeten, mely azonban nem
expresszalja a GHS-R1a altipust, igy a hatas létrejottében mas, eddig ismeretlen GHS-R
altipus jelenlétét feltételezik [17].

1.4.4.2. GHS-R1b altipus funkcionalis szerepe

Ahogy azt koradbban emlitettiik a GHS-Rla alternativ splicing utjan 1étrejovo

variansa a GHS-R1b. Ot transzmambran doménbdl 4ll, melyek megegyezenek a a GHS-



Rla els6¢ 5 transzmembran doménjaval. Ezért ,,megcsonkitott”(truncated) receptornak
hivjuk. A GHS-RI1b-vel transzfektalt sejtek nem kotik az A-Ghr-t ill. az egyéb GH
secretagog anyagokat [240]. Ezért kordbban funkcionalisan inaktiv receptornak tartottak.
Azonban, mivel szdamos GHS-Rla-t is expresszalo ill. azt nem expresszald szovetben
azonositottak [89] valoszintinek tlinik, hogy ezen receptor altipus is bioldgiai szereppel bir.
Chu ¢és munkatarsai HEK-203 sejttenyészeten végzett vizsgalataikban azt talaltak, hogy a
GHS-R1b represszalta a konstitutivan aktiv GHS-R1a tllzott expressziojat [47]. Azaz a
GHS-R1b mintegy moddositotta, modulalta a GHS-Rla funkcidjat. Takahashi és
munkatarsai altal felismert GHS-R1b és NT-R1 heterodimerizacio [248] felhivja a
figyelmet arra, hogy az 1b altipus képes heterodimer képzésére mas, teljes értékli G protein
kotd receptorokkal, melyek ily modon olyan ligandok megkotésére képesek melyre az elétt
képtelenek voltak, ill. az Ujonan létrejovO receptor heterodimer az eredetitdl eltérd
jelatviteli utakat indukalhat, erdsitve az elképzelést ami szerint az 1b altipus mas receptorok

mukddésének modositasan keresztiil fejti ki hatasat.



2. Célkitiizések

Korabbi kisérletek alapjan megallapitottak, hogy az A-Ghr i.c.v. és az LH-ba adott
injekcidja patkanyban fokozza a téplalékfelvételt, facilitdlja a memoria folyamatokat,
valamint immunhisztokémiai vizsgélatok szerint fokozza a c-fos aktivitdst az AMY-ban
[202,203]. Az eddigi vizsgalatok zome csekély és kétes értékili informaciot nytjt az AMY-
ba injektalt A-Ghr hatdsair6l. Az irodalomban nem talaltunk adatot arra, hogy a AMY-ba
mikroinjektalt A-Ghr miként befolyasolja az taplalékfelvételi magatartast és a memoria
folyamatokat, s hogy ebben milyen receptorok involvaltak. Kisérleteinkben az AMY egy
jol koriilhatarohaté magcsoportjara, a BLA-ra fokuszaltunk, mivel ezen intraamygdaloid
szubrégid bizonyitottan fontos szerepet jatszik mind az ¢hség motivalta magatartds, mind
pedig a memoria kialakulds és memoria retencid kézponti idegrendszeri folyamataiban (Isd.

kiilon fejezet).

Mindezekért:

1) vizsgéltuk a BLA-ba injektalt A-Ghr taplalékfelvételre gyakorolt hatdsat ad libitum
taplalt patkanyokban.

a) tanulmanyoztuk, hogy a taplalékfelvételre gyakorolt hatas specifikus antagonista
eldkezeléssel kivédhetd e?

b) vizsgaltuk, hogy a 24 6rds éheztetés milyen hatassal van az A-Ghr kivaltotta
taplalékfelvétel-valtozasra.

c) Osszehasonlitottuk a BLA-ba mikroinjektalt DA-Ghr és a BLA-ba adott A-Ghr
taplalékfelvételre gyakorolt hatasat.

d) megvizsgaltuk az i.c.v. injektalt A-Ghr taplalékfelvételt befolyasold hatasat.

2) vizsgaltuk a BLA-ba injektalt A-Ghr akut hatdsidt az éhség-motivalta magatartas

kialakulasaval kapcsolatba hozhatd6 metabolikus paraméterekre: vércukorszintre, szérum



inzulin-, leptin-, 6ssz-koleszterin-, HDL koleszterin-, triglicerid-, 6ssz-fehérje-, és huigysav

koncentracidkra.

3) vizsgaltuk a BLA-ba injektalt A-Ghr patkdnyok spontdn motoros aktivitdsara és
szorongasra kifejtett hatdsat. Elobbit open field tesztben, utobbit emelt keresztpallo

tesztben tanulmanyozva.

4) vizsgaltuk a BLA-ba injektalt A-Ghr memoria kialakulasra, rogziilésre, tanulasra kifejtett

hatasat passziv elharit6 szituacioban és térbeli tanulast vizsgalod paradigmaban.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket 280-320 g testtomegli him Wistar patkdnyokon végeztiik (LATI,
G0dolle). Az allatokat klimatizalt allathazban (22°C), kiilon ketrecekben helyeztiik el. A
természetes napszaknak megfelelden 12 6ra sotét és 12 ora viladgos periddust biztositottunk.
A viladgos periddus reggel 7 oratdl indult. Viz korlatlanul allt az allatok rendelkezésére,
szilard tap (CRLT/N egységes ragcesalotap, Charles River Kft., Budapest) azonban csak a
kisérlet menetének megfelelden volt elérhetd szamukra. Az allatok tartasanal €s a kisérletek
soran végig az allatetikai kddex szabdlyait betartva jartunk el (Pécsi Tudoményegyetem ill.

European Union Council Directive 86/609/EEC).



3.2. Miitétek

A mitéteket altatasban végeztiik. Ehhez Calypsol (ketaminum 80 mg/testtomeg kg)
¢és Seduxen (diazepam 20mg/ testtomeg kg) (Richter Gedeon Rt., Budapest) 4:1 aranyu
keverékét hasznaltuk, melyet i.p. alkalmaztunk. Sztereotaxikus technikaval végzett muitét
soran fém vezetdkaniiloket vezettiink be a BLA 61¢, ill. a lateralis agykamrakba, a kantilok
atmérdje 22 gague (0,7 mm) volt és belsd vége a célzott struktura felett 0,5 mm-rel
helyezkedett el (2.4bra). A célzott teriilet koordinatait Paxinos ¢s Watson atlasza szerint
valasztottuk meg: BLA: AP: a bregmatél -2,3 , ML: 4,8, DV: 6,1 mm a durat6l szamitva.
Az i.c.v. mikroinjekcidk esetében: AP: a bregmatol -1,0 , ML: 1,5, DV: 3 mm a duratél

szamitva. [212].
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2. dbra: Patkany agyszelet sematikus képe Paxinos és Watson sztereotaxikus atlasza

alapjan. A vezeto kaniilok és a mikroinjekcio sematikus abrazolasa.



Ezt kovetden a vezetdkaniiloket az allat koponyacsontjahoz rogzitettiik rozsdamentes
csavarok ¢€s fogaszati acrylat (Duracryl, Dental, Csehorszag) segitségével. Végiil 27 gague
(0,4 mm) atmérdjii dugokkal zartuk le a vezetOkaniilok kiilsé végét, megakadalyozva ezzel
az eltomddésiiket. Ezek vége éppen a vezetdkaniilok végéig ért. A miitéteket megeldzden és
azokat kovetden is naponta mértilk az allatok testtomegét, valamint taplalék- ¢&s

vizfogyasztasukat.

3.3. A kisérletek menete

Kisérleteinket a miitét utani felépiilési idészakot kdvetden a 7. napon kezdtiik meg.
Ezen id6 alatt az allatok visszanyerték a mitét el6tti sulyukat. A taplalékfelvétel
szabalyozassal kapcsolatos kisérletek soran a mérési periodus alatt szilard tap nem allt
rendelkezésiikre, vizhez azonban korlatlanul hozzajuthattak. Kisérleteink a taplalékfelvétel
¢és vércukorszint mérési vizsgalatok soran Onkontrollosak voltak, ami azt jelenti, hogy a
kisérlet napjan a random modon kivalasztott allatcsoport egyikét A-Ghr-rel, a masikat
vehiculummal, az A-Ghr vivéanyagaval kezeltiik, majd a kovetkezd kisérleti napon
felcseréltiik a kezeléseket. Az onkontrollos kisérleti elrendezés valasztdsanak tobb oka is
volt. Egyrészrdl nem allatak rendelkezésre adatok a hatékony dozistartomanyrol, mely ily
modon sziikségessé tette tobb dozis alkalmazasat. A tobbfajta, eltérd koncentracid sok
mikroinjekciot jelent. Egyetelen 4llat esetében a direkt agyi mikroinjekciok szédma
maximum kettd lehet, amit az agyallomany kiilondsebb (funkciondlis) zavar nélkiil
Lelvisel”. fly modon t6bb dézis hasznélata, a sziikséges mikroinjekciok szdma egyben nagy
allatszamot is jelent. Igy, egy mas kisérleti elrendezés esetén az eltéré dozisu A-Ghr
mikroinjekcios kezelésben részesiilé allatcsoportok viszonylag rovid i1dén beliili
(egyiddben) torténd injekcidzasa lehetetlen véllalkozas lett volna. A technikai problémak
kikiiszobolésén kiviil valasztasunknak egy sokkal gyakorlatiasabb oka is volt. Nevezetesen
az, hogy a taplalékfelvétel mértéke nagy wvariabilitdst mutat patkanyrol patkanyra
(hasonloan az emberhez). Ezt az allatszam ndvelésével (tobb tucat csoportonként) lehetett

volna megoldani, de ez felvetette volna a kordbban emlitett technikai problémat.



A tovabbi metabolikus paraméterek mérése soran valamint a memoria retenciot-
tanulast vizsgald kisérleteinkben a klasszikus latin négyzet elrendezést alkalmaztuk, azaz az
allatokat random modon csoportokba osztottuk és minden csoport mds-mas kezelésben
részeslilt a kisérlet menetének megfelelden. Két mikroinjekciot minimum két

vizsgalatmentes nap valasztott el.

3.4. Anyagok, mikroinjekciok

A BLA-ban végzett kisérletekhez A-Ghr-t (1465, Tocris) 25, 50, 100, 250 és 500 ng
(7,42; 14,83; 30,16; 74,16 és 148,32 pmol), GHS-R antagonista [D-Lys3]-GHRP-6-0t
(ANT) (1922, Tocris) 15 és 30 ng (14,83 ill. 32,25 pmol) és DA-Ghr-t (2260, Tocris) 25,
50 és 100 ng (7,71; 15,41 ¢és 30,82 pmol) dézisban hasznaltunk. Az anyagokat 0,15 M-os
steril NaCl-ben oldottuk. A mikroinjekcidk térfogata 0,4 ul volt. Kontrollként a vehiculum
(0,15 M steril NaCl) hasonlo térfogata (0,4 pl) injekcidjat alkalmaztuk. Az elébb emlitett
dozisok agyféltekénként értenddek. Mivel beadasaink minden esetben kétoldaliak voltak az
0ssz-dozisok a fent emlitett dozisok kétszeresei voltak. A tovabbiakban mind a dolgozat
szoveges részében mind pedig az dbrdkon az egyoldali dozisokat szerepeltetjiik.

Kozvetleniil a kisérletet megelézéen a dugdkat eltavolitottuk, helyiikre 30 gague
(0,4 mm) kiilsé atmérdji injektort vezettiink, mely 0,5 mme-rel talnyult a vezetokaniilon. Az
injektort 20 cm-es polietilén csdvel 10 pl-es Hamilton fecskend6hdz csatlakoztattuk. A
Hamilton fecskend6t pedig Cole-Parmer automata minipumpéval (IITC Inc. Life Sciences
Instruments, 200-as modell) miikodtettiik (3.4bra). A taplalkozési kisérletek keretén beliil
végzett i.c.v. A-Ghr mikroinjekcidk esetén a dozisok a kovetkezdk voltak: 500 ng (148,32
pmol) és 1000 ng (296,64 pmol), az oldatok elkészitése és beadasa hasonlo modon tortént,
mig az injekciok térfogata 1 pl volt.

A mikroinjekcid idétartama 1 perc volt, ezt kdvetden ujabb 1 percet vartunk, majd
eltavolitottuk az injektort és dugdval zartuk a kaniiloket. Az ANT eldkezelések minden
esetben 15 perccel elézték meg az A-Ghr mikroinjekciokat, az ANT-ot szintén bilateralisan

a BLA-ba injektaltuk.
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3.abra: A mikroinjekciohoz hasznalt automata pumpa ,, miikédés kozben”.

3.5. Taplalékfelvétel mérés

Ad libitum taplalt allatokkal végzett kisérletek soran a patkanyok a kisérlet teljes
ideje alatt szabadon fogyaszthattak taplalékot, mig a 24 orat €heztetett allatokkal végzett
kisérletek soran a mikroinjekcidokat megel6z6 24 draban €s a mérési peeriodusok ideje alatt
a taplalékot megvontuk. A neofdbia elkeriilése végett, 14 nappal a kisérletek eldtt az
allatokat folyékony tap felvételre, tejivasra (136,45 kJ/100 ml, Milk Quick, Berettyoujfalu)
szoktattuk, melyhez egy kalibralt milliliteres beosztasti tubusbol juthattak. Azon allatokat,
melyeknél nem alakult ki stabil fogyasztas, kizartuk a kisérletb6l. Ezen taplalkozasi
paradigma eldnye, hogy biztosithatd az azonos izii és energiatartalmt téplalék minden
kisérleti allat esetében, tovabba lehetdvé teszi, hogy az éallatok megzavarasa nélkiil, akar 5

perces iddintervallumokban leolvashaté legyen az aktudlis fogyasztas [75,254]. Elsé héten



délelott 9 oratol délutan 2 oraig kaptak az allatok a tejet, hogy hozzaszokjanak, s a neofobia
megszinjon. A mitéteket megel6z0 7 napon keresztiil, mint késObb a kisérletek folyaman
végig, mar csak napi egy oran keresztiil allt rendelkezésiikre folyékony tap. Vizsgélataink
soran ml-ben mértikk az akut taplalékfelvételt, az injekciokat kovetd elsé fél ordban 5
percenként, majd a 40., 50., 60. percben. A mérés utan az allatok Gjra ad libitum szilard

taphoz, valamint folyadékhoz juthattak.

3.6. Vércukorszint mérési vizsgalatok

A vércukorszint mérési vizsgalatokat, hasonldoan a taplalékfelvétel mérési
kisérletekhez, a patkanyok sajat ketrecében végeztiik és ezek a kisérletek is dnkontrollosak
voltak. A vércukrszintet ad libitum taplalt patkanyok farokvénajabol vett vérmintabol
hataroztuk meg vércukor mérd elektroda (Glucometer Elite 2000, Bayer) segitségével. A
farokvéna megsliccelését kovetd elsd vércseppet letordltiik, majd a masodik vércseppbdl
tortént a mérés. Mindosszesen 3 pl vér elegendének bizonyult egyetlen méréshez, melyet
az elektroda sajat kapillaritasanal fogva szivott fel. Az intraamygdalaris mikroinjekciokat
megeldzden 10 perccel valamint azt kdvetden 10, 20, 30, 50, 70, 90 és 120 perccel tortént
mintavételezés. A kisérlet ideje alatt az allatoknak nem allt rendelkezésére sem szildrd sem

pedig folyékony tap. Vizet azonban szabadon fogyaszthattak.

3.7. Egyéb metabolikus paraméterek mérése

Ad libitum taplalt patkanyok vérszérumdban mértiik az Ossz-koleszterin, HDL
koleszterin, triglicerid, hugysav és 0ssz-fehérje koncentraciot ARKRAY, SPOTCHEM
EZSP 4430 (Arkray Technology, Japan) késziilék segitségével. Mértiik tovabba a szérum
inzulin és leptin szintet eldre érzékenyitett inzulin ill. leptin ELISA kittel (ALPCO
Diagnostics, Amerikai Egyesiilt Allamok). A méréshez sziikséges mintakat

torzsvéresztetéssel nyertiik: 20 perccel a kétoldali BLA injekciokat kdvetden (a



taplalékfelvételi kisérleteinkben tapasztalt hatas kezdetének idépontja) az allatokat
guillotine-al lefejeztiik, a vért kémcsovekbe felfogtuk, vigydzva a minta mechanikai és
kémiai sértetlenségére. Az igy gylijtott vért +4 °C-on 1000 fordulat/ perccel 20 percen
keresztiil centrifugaltuk, majd a feliiluszot (szérum) pipettaval leszivtuk és a minta tovabbi
feldolgozasaig -20 °C-on fagyasztottuk. A konkrét mérések soran a szérum mintakbol 100
ul-t az analizdl6 automataba pipettaztunk, mely tesztcsikok segitségével specifikus
enzimatikus reakcidt kovetd fotometralassal hatarozta meg az altalunk vizsgélt anyagok
koncentracioit. Az ELISA mérések soran az ELISA-lemezek gyartdja altal eldirt 1épéseket

kovettiik €s a lemezekhez mellékelt gyari oldatokat hasznaltuk.

3.8. Magatartasi tesztek

3.8.1. Open field teszt

Tiz perccel a kétoldali intraamygdaloid injekcidkat kdvetden a patkdnyokat egy
60x60x60 cm-es dobozba helyeztiikk. A doboz aljat festett vonalakkal 16 egyenld méretii
négyzetre osztottuk. Ot percen keresztiil figyeltiik és a doboz folé erdsitett videdkameraval
rogzitettiik az allatok viselkedését. Mértiik a megtett tavolsagot €s a keresztezések szamat.
Eredményink analizisét egy specidlis szamitogépes program, a Noldus cég EthoVision
Basic (NEVB) (Noldus Information Technology b.v., Wageningen, The Netherlands) nevii
programjanak segitségével végeztilk. Ez a program koveti és digitalisan rogziti az allat

mozgasat az altalunk kijelolt teriileten, on-line és off-line analizisre is lehetdséget ad.

3.8.2. Emelt keresztpall6 teszt (Elevated plus-maze)

A kisérleti berendezés 2 -2 egymassal szemben elhelyezkedd nyitott (50x12 cm) és
zart (50x12x40 cm) karbol allt, melyek 1 méterrel a talaj folott helyezkedtek el. 40 W-os

piros fényll (patkdny szamara nem lathatd, a videodfelvételt mégis lehetove tévod



megvilagitas) égovel vilagitottuk meg. Tiz perccel az A-Ghr BLA injekcigjat kovetden a
kisérleti allatot az apparatus kozepére helyeztiik, orral az egyik zart kar iranyaba. Ezt
kovetden 5 percig figyeltiik és videora rogzitettiik az allatok mozgasat. Mértiik a zart
karokon, a nyitott karokon és a nyitott karok végein eltoltott id6t, valamint a zart karokra, a
nyitott karokra és a nyitott karok végeire torténd belépések szamat. Az értékelés NEVB

programmal tortént.

3.8.3. Passziv elharito teszt

Kisérleteinket 2 kompartmentes passziv elharité apparatusban végeztiik. A kisérleti
berendezés egy nagyobb (60x60x60 cm), jol megvilagitott (100 W-os izz0) és egy kisebb
(15x15x15 cm) fedett, sotét dobozbdl allt, melyeket egy guillotine ajtoval zarhatd nyilés
kotott Ossze. A kisebb doboz aljara sokkold racsot épitettiink. Vizsgalataink soran a
kisérleti allatokat a jol megvilagitott doboz kozepére helyeztiik és mértiik azt az id6t ami a
sotét dobozba vald belépésiikig telt el (latencia idd). A megfigyelés maximum 3 percig
(180 s) tartott. Az els6 napi habitudcio sordn az allatok szabadon mozoghattak az
apparatusban. A kondiciondlas soran, amikor az éllatok a s6tét dobozba 1éptek a guillotine
ajtot bezartuk és elektromos aramiitést kaptak (sokk). A kondicionaldst gyenge sokkal (0,4
mA) haromszor 1 s-ig végeztiik. Az A-Ghr-t a sokk utan, a patkdnyokat a dobozbol kivéve
injektaltuk a BLA-ba. A kondicionalas utan 24 6raval, valamint 1 héttel késobb végeztiink
teszteket (Teszt 1, 2), melyek sordn a sotét (sokkold) dobozba 1épés latencia idejét mértiik.
Az allatok viselkedését az apparatus fol¢ helyezett videokamera segitségével rogzitettiik.

Eredményeink analizisét itt is az NEVB program segitségével végeztiik.

3.8.4. Morris féle Usztatasi teszt (Morris water maze)

Kisérleteinkhez egy 150 cm &atmérdjli, 60 cm magas, kor alakii medencét

hasznaltunk, melyet vizzel t6ltottiink meg. A vizet szintelen, szagtalan ételfestékkel



festettiik meg, hogy azon atlatni ne lehessen. A medence koriil jol lathato, a tajékozodast
segitd targyakat helyeztiink el (kiils cue). A medencét virtualisan 4 negyedre osztottuk. Az
egyikben (célkvadrans) egy 10x10 cm alapteriiletii platformot helyeztiink el ugy, hogy
annak felszine a viz szintje alatt 1 cm-el helyezkedjen el (ne legyen lathat6). Az allatok a
medence fala melldl usztak a fix helyzeti platformra, a starthely iilésenként valtozott. A
patkanyok addig maradtak a medencében amig a platformot meg nem talaltak. Amelyik
allatnak ez 3 perc (180 s) alatt nem sikeriilt, azt a kisérletvezetd helyezte a platformra.
allatok a platformot). Els6 nap kétszer usztak az dallatok, majd ezutan torténtek a
mikroinjekciok a BLA-ba. Masodik nap (kb. 24 o6ra elteltével) az allatok ujra kétszer 3
percig uszhattak mely sordn ismét a céltalalasi idot mértik. Az allatok viselkedését
hasonléan a passziv elharitd tesztnél leirtakhoz, videdkameraval rogzitettik és a NEVB

programmal értékeltiik.

3.9. Adatok kiértékelése

3.9.1. Szovettan

A kisérletek végeztével i.p. urethan (20%) oldattal az allatokat elaltattuk, és el6szor
fiziologias sooldattal, majd 10%-os formaldehid oldattal transzkardidlisan perfundaltuk. Az
eltavolitott és fixalt agyakbol mikrotommal 40 um vastagsagi metszeteket készitettiink,
melyeket krezil ibolyaval festettiink meg. Az értékelés fénymikroszkoppal tortént, Paxinos
és Watson-féle sztereotaxikus atlasz segitségével rekonstrualtuk a kaniilok valos helyét
[212]. Az eredmények kiértékelése soran kizartuk azon allatokat a kisérletb6l, melyek

esetében a kaniilok helyzetét nem megfeleld pozicidban talaltuk.



3.9.2. Statisztikai kiértékekés

A taplalékfelvétel ¢és vércukorszint mérési vizsgalatok soran nyert adatok
kiértékeléséhez dozisonként két utas variancia analizist (ANOVA, SPSS Windows 15.0)
alkalmaztunk. Mivel ezen kisérleteink onkontrollosak voltak (Isd. 3.3 kisérletek menete
fejezet) melyek soran az A-Ghr ill. DA-Ghr kiilonb6zd doézisait, valamint antagonistaval
kombinalt kezeléseket is alkalmaztunk, a kisérletek menete €s az allatcsoportok nagy szama
miatt az dsszes dozistartomanyt egyiitt kezel6 ANOVA-t kdvetden, post hoc tesztekkel nem
értékelhettiik adatainkat. Mindezért ahol a variancia analizis a kezelés és/vagy a kezelés-id6
interakci6é szignifikdns voltdt mutatta, parositott t-prébaval hasonlitottuk Ossze egyes
idopontokban ugyanazon allatcsoport eltérd kezeléseket kovetden nyert adatait. Tovabbi
vizsgalataink esetében a kisérleti elrendezés nem dnkontrollos volt, igy azok soran az eltérd
kezelésekben részesiilt allatcsoportok eredményeinek statisztikai értékelésére egy utas
variancia analizist (ANOVA, GraphPad InStat for Windows 3.0) alkalmaztunk melyet
kovetden Student-Newman-Keuls féle tobbszords dsszehasonlitdo (Student-Newman-Keuls
Multiple Comparisons) post hoc tesztet végeztiink. A szignifikancia szintet minden esetben
p<0,05-nek tekintettiikk, a szignifikdns értékeket a grafikonokon csillaggal és kettds
kereszttel jeloltiik.

3.9.3. Az adatok abrazolasa

A taplalekfelvétel és vércukorszint mérési kisérletek sordn nyert adatok abrazolasa
kumulativ diagrammokkal tortént. Az abrakon feltiintetett kontroll értékeknek ugyanazon
allatcsoport vehiculum utani fogyasztasat tekintettiik. Az dbrazolt értékek minden esetben a
kisérletben részt vevo, a szovettani kiértékelést kdvetden ,,megmaradt” n szamu allatnal
mért értékek 4tlagai. A vizszintes tengelyen a taplalékfelvétel ill. vércukorszint mérés

idépontjait percben, a fliggdleges tengelyen a fogyasztott tap mennyiségét ml-ben jeldltiik,



a kisérleti allatok testtomegének 100 grammjara szamitva adtuk meg. A vércukorszintet
mmol/l-ben fejeztiik ki. A tovabbi kisérletekben az abrdzolast oszlopdiagrammokkal
végeztiik. A kiilonbozd kezelésben részesiilt llatcsoportokat kiilonbozé oszlopok jeldlik. A
fiiggdleges tengelyen a mért paramétert, a vizszintes tengelyen a kisérlet metodikdjanak
megfeleld fazist tiintettiik fel. Minden abran feltlintettiik a mérés hibajaval korrigalt szorast

is (atlag + S.E.M.).



4. Eredmények

4.1. Taplalékfelvétel mérési vizsgalatok

4.1.1. Az A-Ghr bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcidinak hatasa a folyékony

taplalekfelvételre ad libitum taplalt allatokban

Kisérleteink soran vehiculum, ill. 25, 50, 100, 250 és 500 ng A-Ghr vezetdkaniilon
keresztiil torténé BLA mikroinjekciokat kovetden 60 percen keresztiil mértiik a tejfelvételt.
25 ng (7,42 pmol) A-Ghr mikroinjekciot kovetéen az ANOVA analizis kizarolag az 1id6
szignifikans hatidsat mutatta a taplalékfelvételre, sem a kezelés sem pedig a kezelés- id6
intarakcié nem mutatkozott szignifikansnak (id6 hatasa: F[8,56]=21,110, p<0,0001, kezelés
hatasa: F[1,7]=0,428, p>0,534, id6 x kezelés: F[8,56]=0,525, p>0,833, 4. abra).
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4.dbra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 25 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcioja utdan. Az iires kérok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-
Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.

Megfigyeléseink szerint az 50 ng (14,83 pmol) A-Ghr injekcidja szignifikans
taplalékfelvétel csokkenést okozott. ANOVA analizis alapjan az id6 és a kezelések kozti
interakcié szignifikans (id0 hatidsa: F[8,56]=18,442, p<0,0001, kezelés hatésa:
F[1,7]=6,714, p<0,036, id6 x kezelés: F[8,56]=2,322, p<0,032) volt. A parositott t-proba
eredménye alapjan a mérés 40. percétdl a mérés végéig tartd szignifikans taplalékfelvétel

redukcidt okozott a kontroll kezelés hatasahoz képest (n=8, p=0,0195-0,046, 5. ébra).
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S.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 50 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcioja utan. Az tires korék a kontroll-, a fekete négyzetek pedig
az A-Ghr kezeléseket koveto taplalékfelveétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A csillagok a
szignifikancia szintet jelzik: p<0,05.



A 100 ng (30,16 pmol) A-Ghr mikroinjekcié hasonld hatast eredményezett
(ANOVA: idd: F[8,72]=36,534, p<0,0001, kezelés: F[1,9]=5,165, p<0,049, id6 x kezelés
interakcio: F[8,72]=7,453, p<0,0001). Parositott t-proba alapjan a 100 ng A-Ghr a 40. és az
50. percben szignifikans taplalékfelvétel csokkenést idézett el (n=10, p=0,0119-0,0197, 6.

abra).
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6.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 100 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcioja utan. Az iires kérok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-
Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. eértékeit tiikrozik. A csillagok a

szignifikancia szintet jelzik: p<0,05.



crcr

az i1d6 (F[8,72]=29,811, p<0,0001) és az id6 x kezelés interakcid (F[8,72]=2,601, p<0,015)
szignifikdns hatdsat mutatta a taplalékfelvételre, mig a kezelés 6nmaga (F[1,9]=3,700,
p=0,087) nem okozott szignifikans valtozast a tejfelvételben. A parositott t-proba azonban
azt mutatta, hogy a kontroll kezelésben részesiilt patkanyok szignifikdnsan tobbet ettek a
megfigyelés 25., 30. és 40. percében A-Ghr kezelésben részesiilt tarsaikhoz viszonyitva

(n=10, p=0,029-0,0442, 7. abra).
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7.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 250 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcioja utdan. Az iires kérok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-
Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A csillagok a

szignifikancia szintet jelzik: p<0,05.



Az 500 ng A-Ghr alkalmazasat kovetden elvégzett ANOVA az id6 és az id6-kezelés
Osszefiiggésében szignifikdns, mig a kezelés esetében nem szignifikans hatast mutatott. Az
ezt kovetd parositott t-probaval nem taldltunk szignifikans hatast az eltérd kezelést kapott
csoportok kozott egyetlen idopontban sem (n=10, 1d6 hatdsa: F[8,72]=44,741, p<0,0001,
kezelés hatasa: F[1,9]=1,241, p=0,294, id6 x kezelés: F[8,72]=2,367, p=0,025, 8.4bra).
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8.dbra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 500 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcioja utan. Az iires kérok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-

Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.



4.1.2. GHS-R antagonista D-Lys3-GHRP-6 mikroinjekcidinak hatdsa a taplalékfelvételre

ad libitum téplalt allatokban

Az A-Ghr okozta anorexigén hatds szubsztratspecifikussagarol ANT kezeléssel
gy6zOdtink meg. Elséként vizsgaltuk 30 ng ANT bilaterdlis intraamygdalaris
mikroinjekcidinak hatdsat. Eredményeink szerint az ANT Onmagaban alkalmazva nem

befolyésolja a taplalékfelvételt (9. abra).
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9.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 30 ng ANT vagy vehiculum intraamygdalaris
injekcioja utan. Az iires korék a kontroll-, a fekete négyzetek pedig a ANT kezeléseket
koveto taplalékfelvetel atlag + S.E.M. ertékeit tiikrozik.

Miutan meggy6zddtiink arrdl, hogy az ANT mikroinjekcié nem okoz valtozast a
kontroll kezeléshez viszonyitva, kombinalt kezeléseket kezdtiink. Irodalmi adatok és sajat
megfigyelések szerint a 15 perces iddintervallum, melyet az ANT és az A-Ghr
mikroinjekcié kozott hagytunk, elegendé a receptorokhoz vald kotédéshez, s az antagonista

hatasanak kialakulasahoz.



Vizsgalataink soran a korabbi vizsgalatainkban leghatékonyabbnak bizonyult 50 ill.
100 ng (14,83 ill 30,16 pmol) A-Ghr doézisokkal ekvimolaris, tehat azonos moléris
mennyiségli ANT (15 és 30 ng) el6kezelés hatasat vizsgaltuk. Az ANT eldkezelés mindkét
esetben kivédte az A-Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatasat (10. és 11. abra).
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10.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 15 ng ANT + 50 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcidja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az

ANT+50 ng A-Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvetel atlag += S.E.M. értékeit tiikrozik.
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11.abra: A folyéekony taplalékfelvétel valtozasa 30 ng ANT + 100 ng A-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcidja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az

ANT+100 ng A-Ghr kezeléseket kéveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.

Kisérleteink alapjan feltételezhetjiik, hogy az A-Ghr hatasa az AMY-n beliil
specifikus, mivel ANT eldkezeléssel felfiiggeszthetd volt.

Az ad libitum taplalt allatokkal végzett kisérleteinket kovetd szdvettani feldolgozas
soran azt tapasztaltuk, hogy a megoperalt 90 allatbol 9 esetben a kaniilok nem a BLA-ban
végzodtek. Ezen allatok eredményeit a statisztikai értékelésbol kizartuk. A kilenc esetbdl
harom esetben a kaniilok az agyalapon szimmetrikusan a liquortérben végzddtek. A tovabbi
hat esetben a kaniilok elhelyezkedése aszimmetrikus volt: a bal oldalon a piriform
kéregben, az anterior corticalis amygdaloid magban és a centralis amygdaloid magban
végzodtek; mig jobb oldalon az amygdala centralis magjaban, a basomedialis amygdaloid
magban, a caudatum-putamen régidoban ¢€s a dorsalis endopiriform magban végzddtek. A
helyes és a ,,hibas” pozicidkban tortént mikroinjekciok helyeit a 12. d4brdn mutatjuk be. A
»hibas”  mikroinjekciok sordan egyik esetben sem tapasztaltunk valtozast a
taplalékfelvételben. Mivel a tovabbi kisérletekben is hasonldan jartunk el, nevezetesen a
nem megfeleld pozicioban tortént mikroinjekciok esetén nyert adatokat nem vettiik

figyelembe a statisztikai értékelésnél és az itt bemutatott helyes beadasi teriiletek



megfelelnek a kovetkezd kisérletekben tapasztalt helyes beadasi teriileteknek (kivéve

természetesen az i.c.v. injekciokat), igy a tovabbiakban eltekintiink a részletes szdvettani

analizis eredményeinek bemutatasatol.

(B) Jobb

-2.12

-2.56

12.abra: A helyes (A, n=81) és a ,,hibas” (B, n=9) mikroinjekciok helyeinek sematikus
dbrazolasa a részletes szovettani analizis eredménye alapjan. A szamok a diagrammon a
bregmatol mert anterior-posterior tavolsagot mutatjak mm-ben Paxinos és Watson
sztereotaxikus atlaszanak megfeleléen. Az azonos szimbolumok a (B) abran a kaniil parokat

jelolik. A szimbolumok melletti szamok jelentik az allatok szamat.

4.1.3. Az A-Ghr bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcidinak hatasa a folyékony

taplalékfelvételre éheztetett patkdnyon

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, vajon az 50 vagy a 100 ng A-Ghr bilateralis
mikroinjekcioja befolyasolja-e az elézdleg 24 orat €heztetett allatok taplalékfelvételét is,

hiszen esetilkben az ¢hezés egy kiilon motivacids drive-ot jelent. Az 50 ng A-Ghr



mikroinjekcid nem okozott szignifikans valtozast (n=10, ANOVA n.s.). A 100 ng A-Ghr
kezelést kovetd6 ANOVA az id0 ¢és az id6-kezelés Osszefliggésében szignifikans eltérést
mutatott (n=12, i1d6 hatasa: F[8,88]=56,419, p<0,0001, kezelés hatasa: F[1,11]=0,670,
p=0,431, id6 x kezelés: F[8,88]=3,141, p<0,004). Az ezt kovetd parositott t-proba azonban
egyetlen mérési idépontban sem igazolta az A-Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatasat.

Eredményeink szerint tehat egyik doézis sem okozott szignifikdns valtozast a kontroll

kezeléshez képest (13. és 14. abra).
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13.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 24 ords éheztetést kovetoen 50 ng A-Ghr
vagy vehiculum intraamygdalaris injekcioja utan. Az iires korék a kontroll-, a fekete

négyzetek pedig az A-Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit
tiikrozik.
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14.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 24 oras éheztetést kovetoen 100 ng A-Ghr
vagy vehiculum intraamygdalaris injekcioja utin. Az iires kérok a kontroll-, a fekete
négyzetek pedig az A-Ghr kezeléseket koveté taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit

tiikrozik.

4.1.4. A DA-Ghr bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcioinak hatasa a folyékony

taplalékfelvételre ad libitum taplalt allatokban

Kisérleteinkben A-Ghr-t hasznaltunk, ezért fontos kiemelniink, hogy az A-Ghr-ben
1évo poszttranszlaciés modosulas kiils6 behatasokra igen érzékeny. Hosoda vizsgélatai
szerint [104] az A-Ghr-t tartalmazé minta tobb ciklusban torténd lefagyasztasa és
felolvasztdsa minden egyes ciklus utan szignifikdnsan csokkentette a mintaban mérhetd A-
Ghr mennyiségét, mig a DA-Ghr mennyisége nétt. Az agyszovet gazdag nem specifikus
észterazokban, melyek az A-Ghr-t is képesek deacylacié utjan DA-Ghr-né bontani, igy
felmeriilhet a kérdés, hogy az altalunk tapasztalt hatds nem az A-Ghr deacyléacidja révén
kialakul6 DA-Ghr-nek tulajdonithato-e. Ezért kiilon kisérletben megvizsgaltuk 25 ng, 50 ng
¢s 100 ng DA-Ghr bilateralis BLA mikroinjekcidjanak hatasat a taplalékfelvételre. Ezen

doézisok Osszevethetdek az A-Ghr-el végzett kisérleteinkben hasznalt dozisokkal. Az



elvégzett variancia analizis egyik dozis esetében sem mutatott szignifikdns valtozast sem a

kezelés, sem pedig a kezelés-id6 interakcio vonatkozéasaban (15-17. abra).
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15.dbra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 25 ng DA-Ghr vagy vehiculum

intraamygdalaris injekcioja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az

DA-Ghr kezeléseket koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.
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16.dbra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 50 ng DA-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcidja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az

DA-Ghr kezeléseket koveto taplalékfelveétel atlag + S.E.M. értekeit tiikrozik.
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17.abra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 100 ng DA-Ghr vagy vehiculum
intraamygdalaris injekcioja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az

DA-Ghr kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.

4.1.5. Intracerebroventricularis A-Ghr injekciok hatasa a taplalékfelvételre

Az eddig ismert irodalmi adatok egy része ellentétes az altalunk kapott
eredményekkel. Ugyanis korabbi vizsgalatokban az i.c.v. injektalt A-Ghr taplalékfelvétel
novekedést okozott szilard tap hasznalata esetén [117,197,256,273]. Mindezért indokoltnak
lattuk megvizsgélni, hogy az altalunk az el6z6 kisérletekben hasznalt ugyanazon mintabol
szarmazo A-Ghr miként hat a folyékony taplalékfelvételre i.c.v. alkalmazas utan. Ehhez a
lateralis agykamrak dorsalis részébe beiiltetett kaniilokon keresztiil 500 ill. 1000 ng A-Ghr-
t mikroinjektaltunk bilateralisan, majd ezt kovetden mértiik a tejfelvételt. Az 500 ng A-Ghr
injekcidja nem okozott valtozast a tejfelvételben. ANOVA teszt alapjan az 1000 ng A-Ghr



esetén az 1d6 hatdsa szignifikans volt (F:[8,56]=11,646, p<0,0001), valamint a kezelés ¢és
(F[1,7]79,347, p<0,018) az 1d6 x kezelés interakcid (F[8,56]=2,449, p<0,024) is
szignifikans kiilonbséget mutatott. Az ezt kovetd parositott t-proba szerint az 1000 ng-os
dozis a 15. perctdl a mérés végéig tartd szignifikdns taplalékfelvétel ndvekedést okozott

(n=8, p=0,009-0,038; 18. és 19. 4bra).
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18.dbra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 500 ng A-Ghr vagy vehiculum i.c.v.
injekcioja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-Ghr kezeléseket
koveto taplalékfelvetel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.
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19.dbra: A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 1000 ng A-Ghr vagy vehiculum i.c.v.
injekcioja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-Ghr kezeléseket
koveto taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A csillagok a szignifikancia szintet
jelzik: p<0,05.

4.2. Metabolikus paraméterek mérése

4.2.1. Az A-Ghr bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcidinak hatésa a vércukorszintre

ad libitum téplalt allatokban

Vizsgalatainkban arra kerestiik a valaszt, hogy az intraamygdaloid A-Ghr hatéssal
van e a szérum glukoz szintre. Mivel a tapalékfelvétel mérési vizsgalatainkban az ¢heztetés
elfedte az A-Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatasat, ezért ezen kisérleteket ad libitum
taplalt allatokon végeztiik. A kisérleti procedira miatt ezen vizsgalatokban nem volt
lehetdségiink folyékony taplalékfelvétel mérésére, igy a kisérletek ideje alatt taplalék nem
allt a patkdnyok rendelkezésére. Vizet azonban korlatlanul fogyaszthattak. Kisérleteink
soran vehiculum, ill. a taplalékfelvétel mérési vizsgalatainkban hatékonynak bizonyult 50
¢s 100 ng A-Ghr vezetdkaniilon keresztiil torténd BLA mikroinjekciokat megelézéen 10
perccel valamint azokat kovetden 120 percen keresztiil mértiik a vércukorszintet. Mindkét
dozis estén kiillon elemeztik a mikroinjekciokat megel6zéen mért (-10 perc)
vércukorszinteket parositott t-probaval, hogy igazoljuk a kiindulasi vércukorszintekben
nincs kiilonbség a kontroll ill. az A-Ghr kezelésben részesiild allatok kozott (50 ng: p>0,29,
n.s.; 100 ng: p>0,66, n.s.). Az 50 ng A-Ghr mikroinjekciot kovetéen az ANOVA analizis
szignifikans eltérést mutatott az id6 és a kezelés esetében (n=11, id6 hatasa: F[7,70]=3,713,
p<0,002, kezelés hatasa: F[1,10]=5,111, p<0,047, id6 x kezelés: F[7,70]=1,204, p>0,312).
Az ezt kovetd parositott t-proba az A-Ghr vércukorszint emeld hatasat igazolta a 20. és a

30. percben (20.4bra, p=0,03-0,046).
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20.abra: A vércukorszint valtozasa 50 ng A-Ghr vagy vehiculum intraamygdalaris
injekcioja utan. Az iires korok a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-Ghr kezeléseket
kéveto vercukorszint atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A csillagok a szignifikancia szintet

Jjelzik: p<0,05.

Megfigyeléseink szerint az 100 ng A-Ghr injekcidja szintén szignifikdnsan
megemelte a vércukorszintet. ANOVA analizis sordan az id6 és az idd-kezelések kozti
interakci6 szignifikdnsnak mutatkozott (id6 hatasa: F[7,56]=6,322, p<0,0001, kezelés
hatasa: F[1,8]=2,979, p>0,123, id6 x kezelés: F[7,56]=3,593, p<0,003). A péarositott t-préba
eredménye alapjan a mikroinjekcido a 10. és a 20. percben szignifikdns vércukorszint

emelkedést okozott a kontroll kezelés hatasahoz képest (n=9, p=0,011-0,015, 21. abra).
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21.abra: A vércukorszint valtozasa 100 ng A-Ghr vagy vehiculum intraamygdalaris
injekcioja utan. Az iires korék a kontroll-, a fekete négyzetek pedig az A-Ghr kezeléseket
kéveto vercukorszint atlag = S.E.M. értékeit tiikrozik. A csillagok a szignifikancia szintet

jelzik: p<0,05.

4.2.2. Az A-Ghr bilaterdlis intraamygdaléris mikroinjekcioinak akut hatasa a szérum
0ssz-koleszterin, HDL koleszterin, triglicerid, fehérje, higysav, inzulin és leptin

koncentraciora ad libitum taplalt allatokban

Mivel az A-Ghr valtozast okozott a vércukorszintben, indokoltnak lattuk
megvizsgalni az A-Ghr tovabbi lehetséges akut hatdsdt mas metabolikus paraméterek
vonatkozasaban is. Vizsgélataink soran olyan anyagok szérum koncentracioit mértik,
melyek szerepet jatszanak a taplalékfelvétel szabalyozasédban és/vagy koncentracidjuk jol
jellemzi a szevezetben zajloé anyagcsere folyamatokat. Méréseinket vehiculum, 50 és 100
ng A-Ghr bilateralis BLA mikroinjekciojat 20 perccel kdvetd tdzsvéresztetéssel nyert
vérmintabol végeztik. A 20. percben torténd mintavételt azért valasztottuk, mert az
eldzetes vércukorszint mérési vizsgalatokban ez az idépont bizonyult az A-Ghr hatés

idépontjanak, mindkét alkalmazott dozis esetén. Ugyanakkor azt is meg kell jegyezniink,



hogy sorozatméréseket nem tudtunk végezni, mert mas mérési metodika technikai feltételei

nem voltak adottak. Méréseink statisztikai értékelése soran az ANOVA analizis nem

mutatott szignifikdns valtozast a szérum Ossz-fehérje (n=43, F[2,40]=1,941, p>0,1668,

22 .4bra),

triglicerid (n=43, F[2,40]=1,123, p>0,3353,

23.4bra), hugysav (n=43,

F[2,40]=2,320, p>0,1114, 24.4bra) és leptin (n=21, F[2,18]=0,4421, p>0,6495, 25.4bra)

koncentraciokban az A-Ghr-el ill. vehiculummal kezelt csoportokban.
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22.abra: A szérum Ossz-fehérje koncentrdcio valtozasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-Ghr

intraamygdalaris injekciojat kéveté 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr

kezeléseket koveto szérum koncentracio atlag += S.E.M. értékeit tiikrozik.
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23.abra: A szérum triglicerid koncentrdacio valtozasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-Ghr

intraamygdalaris injekciojat kéveté 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr

kezeléseket koveto szérum koncentracio atlag = S.E.M. értékeit tiikrozik.
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24.abra: A szérum hugysav koncentracio valtozdasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-Ghr

intraamygdalaris injekciojat kéveté 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr

kezeléseket koveto szérum koncentracio atlag += S.E.M. értékeit tiikrozik.
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25.abra: A szérum leptin koncentrdcio valtozasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-Ghr
intraamygdalaris injekciojat koveté 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr

kezeléseket koveto szérum koncentrdcio atlag = S.E.M. értékeit tiikrozik.

Ugyanakkor a szérum 6ssz-koleszterin (F[2,40]=7,297, p<0,002), HDL koleszterin
(F[2,40]=4,951, p<0,012) és a szérum inzulin (F[2,18]=5,112, p<0,0175) mérések soran a
variancia analizis szignifikans hatast mutatott a kezelésre vonatkozoan. Az ezt kdvetden
elvégzett post hoc teszt megmutatta mely kezelésben részesiilt allatcsoportok kozott
mutatkozik szignifikdns kiilonbség. A szérum 6ssz-koleszterin szint esetében mind az 50 ng
mind pedig a 100 ng A-Ghr kezelésben részesiilt allatcsoport szérum 0Ossz-koleszterin
koncentracioja szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult mint a vehiculum kezelésben
részesiilt allatoknal (n=43, q=4,521 ill 4,698, p<0,01, 26.abra). Hasonldé eredményre
vezetett a post hoc analizis a szérum HDL koleszterin esetében is (n=43, q=3,306 ill. 4,161,
p<0,05, 27.abra). A szérum inzulin mérés soran az 50 ng A-Ghr szignifikans inzulin
koncentraci6 csokkentd hatasat talaltuk mind a vehiculum mind pedig a 100 ng A-Ghr-el

kezelt allatcsoporthoz képest (n=21, q=3,386 ill. 4,289, p<0,05, 28.4bra).
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26.abra: A szérum ossz-koleszterin koncentracio valtozasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-
Ghr intraamygdalaris injekciojat koveto 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr
kezeléseket kovet6 szérum koncentracio atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A szimbolumok a

szignifikancia szintet jelzik: *#: p<0,05.
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27.abra: A szérum HDL koleszterin koncentrdcio valtozasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-
Ghr intraamygdalaris injekciojat koveto 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr
kezeléseket koveto szérum koncentrdacio atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A szimbolumok a

szignifikancia szintet jelzik:*, #: p<0,05.
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28.abra: A szérum inzulin koncentracio valtozasa vehiculum, 50 vagy 100 ng A-Ghr
intraamygdalaris injekciojat koveto 20. percben. Az oszlopok a kontroll-, ill. az A-Ghr
kezeléseket kovet6 szérum koncentracio atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A szimbolumok a

szignifikancia szintet jelzik:*, #: p<0,05.

4.3. Magatartasi vizsgalatok

4.3.1. Az A-Ghr bilaterdlis intraamygdalaris mikroinjekcidinak hatasa open field tesztben

Open field fesztben az A-Ghr spontdn motoros aktivitdsra kifejtett hatasat
vizsgaltuk. Tiz perccel vehiculum, 50 ng vagy 100 ng A-Ghr bilateralis BLA injekciojat
kovetden 5 percen keresztiil mértilk a patkdnyok alltal megtett utat és a keresztezések
szamat, melyek jo indikdtorai a motoros aktivitdsnak. Az eltérd kezelésben részesiilt
allatcsoportok teszt soran kapott adatait dsszevetettiik ill. sszehasonlitottuk az egy nappal
a mikroinjekciokat megelézden végzett mérés soran felvett megtett Gt hosszaval és
keresztezések szdmaval azaz az alapaktivitissal. Az eredmények statisztikai értékelése

soran semmilyen Osszefiiggésben nem talaltunk eltérést az allatcsoportok kozott, sem a



keresztezések szamat illetben (ANOVA F[5,36]=0,1402, p=0,9817, 29.4abra), sem pedig a
megtett tdvolsagban (ANOVA F[5,36]=0,3088, p=0,9044, 30.abra). Ezen adatok alapjan
arra  kovetkeztethetlink, hogy a korabbi kisérleteinkben hatékonynak bizonyult

dozistartomanyban az A-Ghr az éllatok alltalanos aktivitdsara nem volt hatéassal.
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29.abra: A keresztezések szama vehiculum, 50 ng, 100 ng A-Ghr intraamygdalaris
injekciojat kovetden. Az oszlopok a kontroll-, A-Ghr kezeléseket koveto atlag + S.E.M.

ertekeit tiikrozik.
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30.abra: A megtett tavolsag cm-ben vehiculum, 50 ng, 100 ng A-Ghr intraamygdalaris
injekciojat kovetden. Az oszlopok a kontroll-, A-Ghr kezeléseket koveto atlag + S.E.M.

értékeit tiikrozik.

4.3.2. Az A-Ghr bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcidinak hatasa emelt keresztpallo

tesztben (elevated plus maze)

Emelt keresztpalld tesztben vizsgaltuk az A-Ghr lehetséges szorongast fokozo
(anxiogén) ill. szorongés oldé (anxiolitikus) hatasat. Tiz perccel vehiculum, 50 ng vagy 100
ng A-Ghr bilateralis BLA injekcidjat kovetden 15 percen keresztiil mértiik a zart karokon, a
nyitott karokon €s a nyitott karok végein eltoltott id6t, valamint a zart karokra, a nyitott
karokra €s a nyitott karok végeire torténd belépések szamat. Nem tapasztaltunk szignifikéns
kiilonbséget egyetlen mért paraméterben sem (eltdltott idd: zart karokon: F[2,30]=0,5291,
p=0,3945, nyitott karokon: F[2,30]=0,09278, p=0,9117, nyitott karok végein:
F[2,30]=0,2517, p=0,7791; belépések szama: zart karokra: F[2,30]=2,802, p=0,076, nyitott
karokra: F[2,30]=0,4414, p=0,6473, nyitott karok végeire: F[2,30]=0,3418, p=0,7132).
Ezen eredmények azt sugalljak, hogy sem az 50 ng sem pedig a 100 ng A-Ghr nem

anxiogén (nem okoz szorongast) ill. nem anxiolitikus (nem szorongés oldd) hatasu.
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31.abra: Az emelt keresztpallo kitiintetett részein eltoltétt id6 vehiculum, 50 ng, 100 ng A-

Ghr intraamygdalaris injekciojat kévetoen. Az oszlopok a kontroll-, A-Ghr kezeléseket

koveto atlag = S.E.M. értékeit tiikrozik.
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32.abra: Belépések szama vehiculum, 50 ng, 100 ng A-Ghr intraamygdalaris injekciojat

kévetoen. Az oszlopok a kontroll-, A-Ghr kezeléseket koveto dtlag + S.E.M. értékeit

titkrozik.



4.3.3. Az A-Ghr bilaterdlis intraamygdaléris mikroinjekcidinak hatasa passziv elhérito
tesztben

Az A-Ghr bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcidja jelentds valtozast okozott
passziv elharitdsos tanuldsban. A teljes kisérlet variancia analizise szignifikdns hatast
mutatott (F[14,90]=2.975, p<0.0009). Az ANOVA szintén szignifikdns hatast mutatott
mikor a mikroinjekciokat 24 o6raval kovetd teszt (Teszt 1) adatait vetettilk Ossze
(F[4,30]=3.764, p<0.0135), ugyanakkor az egy héttel a kondicionalast kdvetd teszt (teszt 2)
eredményeinek értékelésekor nem mutatkozott szignifikans eltérés (F[4,30]=2.655,
p>0.0522). A post hoc analizis azt mutatta hogy az 50 ng A-Ghr kétoldali BLA injekcidja
szignifikdnsan novelte a latencia 1d6t (33.4bra) passziv elharitdo tesztben 24 oraval a
kondicionalas utan (Teszt 1; g=5.590, p<0.01).

Egy héttel az elektromos sokkot kovetéen (Teszt 2) az 50 ng A-Ghr hatasa
kiemelkedé maradt, de nem érte el a szignifikancia szintjét. Az eltérd kezelésben részesiilt
allatcsoportok adatainak dszehasonlitasa az A-Ghr kezelést kovetden 24 oraval azt mutatta,
hogy az 50 ng A-Ghr kezelésben részesiilt allatoknak szignifikdnsan tobb idére volt
szlikségiik, hogy belépjenek a s6tét dobozba, ahol az elektromos sokkot kaptak (q=4.976-
5.510, p<0.05). A 100 ng A-Ghr és az ANT onmagaban hatastalan volt. Az 50 ng A-Ghr
tanulast fokozo hatasa bilateralis BLA ANT eldkezeléssel meggatolhat6 volt (Isd.: 50 ng A-
Ghr hatasa Osszevetve ANT+50 ng A-Ghr kezelt allatok eredményeivel a teszt 1-ben:
g=5.510, p<0.05).
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33.abra: A latencia ido valtozasa vehiculum, 50 ng, 100 ng A-Ghr, ANT, ANT+50 ng A-
Ghr intraamygdalaris injekciojat 24 oraval (Teszt 1) és 1 héttel (Teszt 2) kévetoen. Az
oszlopok a kontroll-, A-Ghr, ANT ill. kombinalt ANT+A-Ghr kezeléseket kovetd latencia
ido atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A szimbolumok a szignifikancia szintet jelzik:* #:
p<0,05.

4.3.4. Az A-Ghr bilateralis intraamygdaléris mikroinjekcidinak hatasa Morris féle
Usztatési tesztben

A teljes kisérlet variancia analizise azt mutatta, hogy a BLA-ba mikroinjektalt A-
Ghr szignifikans véltozast okozott a Morris féle Uisztatasi tesztben vizsgalt helytanulasban
(F[9,134]=2.631, p<0.0078). Szintén szignifikans eredményre jutottunk mikor 24 6raval a
mikroinjekciokat kovetd két uszas (3. és 4. uszas atlaga) atlagaibol nyert eredményeket
vetettiilk 6ssze (F[4,67]=3.642, p<0.0096), mig a kezelések eldtti két uszas (1. €s 2. Gszas
atlaga) eredményeinek variancia analizise 6nmagaban nem mutatott statisztikailag jelentds
eltérést (F[4,67]=0.082, p>0.9876). A post hoc analizis azt mutatta, hogy az 50 ng A-Ghr
kezelést kapott allatcsoport (n=7) céltalalasi latencia ideje (platform megtaldldsdhoz

sziikséges 1d0) szignifikdnsan csokkent a kezelést kovetden (q=4.528, p<0.05, 31.abra).



S6t, az eltérd kezelésben részesiilt allatcsoportok mikroinjekcid utani (3. és 4. Giszés atlaga)
adatainak Osszevetésébdl kitlinik, hogy az 50 ng A-Ghr kezelt allatoknak szignifikdnsan
kevesebb iddre volt sziikségiik a platform megtalalasdhoz mint a vehiculum, ANT vagy az
ANT+50 ng A-Ghr kezelt allatoknak (q=4.106-4.430, p<0.05, 34.4bra). A 100 ng A-Ghr és
az ANT kezelés onmagaban hatastalannak bizonyult. Az 50 ng A-Ghr tanulast fokozé
hatdsa ANT eldkezeléssel elimindlhato volt. (50 ng A-Ghr kezelt allatok 3. és 4. uszasanak
atlaga vs. ANT+50 ng A-Ghr kezelt allatok 3. és 4. Gszasainak atlaga: q=4.106, p<0.05).
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34.abra: A céltalalasi latencia ido vehiculum, 50 ng, 100 ng A-Ghr, ANT, ANT+50 ng A-
Ghr intraamygdalaris injekciojat megelozéen (1-2. uszas atlaga) és azt kovetoen 24 oraval
(3-4. uszas atlaga). Az oszlopok a kontroll-, A-Ghr, ANT ill. kombinalt ANT+A-Ghr
kezeléseket kapott dllatcsoportok céltaldlasi latencia idé6 atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik. A

szimbolumok a szignifikancia szintet jelzik:*, #: p<0,05.

A kisérlet soran mindegyik csoport mutatott tanulasi tendenciat. Az 50 ng A-Ghr
kezelést kapott allatcsoportnak a kezelést kovetéen minddssze a mikroinjekecid elotti
céltalalasi latencia id6 21,5 %-ra volt sziiksége a platform megtaldlasdhoz, ez a tobbi

csoport esetében 53-74 % volt (35.4bra).
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35.dabra: A latencia idé6 valtozasa szazalékosan feltiintetve (,,tanulas mértéke”) vehiculum,
50 ng, 100 ng A-Ghr, ANT, ANT+50 ng A-Ghr intraamygdalaris injekciojat 24 oraval
kévetoen. Az oszlopok a kontroll-, A-Ghr, ANT ill. kombinalt ANT+A-Ghr kezeléseket
koveto latencia ido % atlag + S.E.M. értékeit tiikrozik.

5. Eredményeink megbeszélése

5.1. Taplalékfelvétel mérés

Szamos kisérleti eredmény tdmasztja ala, hogy az AMY esszencialis szerepet jatszik
az ¢hség motivalta magatartas szabalyozasaban [51,74,75,79,80,95,161,162]. Az AMY
kiilonboto tertileteinek 1ézidja soran mind hypophagia [79,95,133], mind pedig hyperphagia
[81] megfigyelhetd. Fonberg szerint [77] az AMY dosomedialis-centralis része az ¢hség,
mig basolateralis része a jollakottsag érzetének kialakuldsaban vesz részt. Ismert, hogy a
BLA noradrenalin- vagy dopamin-specifikus mikrolézioja csokkentik ezen agyi teriilet

crer

gyarapodashoz vezet, mig ugyanezen teriilet dopamin tartalménak csékkenése hypophagiat



¢s testsuly csokkenést okoz [162]. Majomkisérletekben iz-érzékeny neuronokat detektaltak
az AMY lateralis-basolateralis teriiletein [121,235], tovabba ezen neuronok
catecholaminok, morfin és acetilkolin mikroiontoforézisére is valaszkészséget mutattak
[157,195].  Téplalkozéasi kondiciondlds megerdsitési periddusa alatt a dopamin és
noradrenalin érzékeny neuronok jellemzd aktivitds mintdzatot mutattak, mely mintdzat
specifikus antagonistak adasdval megsziintethetd volt [195]. Ezek az adatok azt mutatjak,
hogy a BLA részt vesz a taplalkozés asszocialt motivaciok és a kiilsé kémiai informéciok
kéregbdl és a hippocampusbdl [2,243] és informaciét kiilld az AMY centralis magja felé. A
centralis és az interkalaris AMY magok pedig informaciot kapnak mas AMY magok feldl,
ily moédon megalkotva az AMY f6 input-output rendszerét a ventralis amygdalofugalis
palyan és a stria terminalison keresztiil. Az AMY kétiranyu kapcsolatban all a HT-al [205]
és az agytorzsel mely informaciét kap fontos vegetativ miikodéseket szabalyozd
kozpontoktol, mint a n. vagus dorsalis motoros magja, az NTS és a parabrachialis mag feldl
[103]. Ezen régiok tigy ismertek mint a taplalkozassal kapcsolatos vegetativ funkciok
modulatorai és az iz- palyarendszer fontos atkapcsold allomasai. Az AMY-ban kiilonb6z6
orexigén ¢és anorexigén peptidek és peptid receptorok jelenlétét igazoltadk. Mig példaul a
bombesin vagy a bombesin szerii peptidek, mint a gastrin releasing peptid ¢és a neuromedin
C mikroinjekcidja jollakottsdgot okozott az AMY-ban [74,75,263], addig az orexin A
fokozta a taplalékfelvételt [200]. Habar ezidadig GHS-R jelenlétét nem sikertiilt igazolni az
AMY -ban, ghrelinerg neuronok végzodéseit azonositottak ezen agyi treriileten [50,85]. S6t,
a HT-ba injektalt A-Ghr c-Fos overeszpressziot eredményezett az AMY-ban [202,203].
Eredményeink azt mutatjadk, hogy az A-Ghr mikroinjekcigja a BLA-ba szignifikans,
tranziens folyékony taplalék felvétel csokkenést okoz az 50-250 ng dozistartomanyban. A
legalacsonyabb ¢és a legmagasabb dozisok (25 ng €és 500 ng) hatastalanok voltak, mutatva a
jol ismert forditott U alaku dézis-hatas Gsszefiiggést, mely nagyon gyakran megfigyelhetd
kiilonb6z6 neuropeptidek alkalmazéasa soran [74,111]. Az 50-250 ng dozistartomdnyban az
A-Ghr hatasa specifikusnak bizonyult, mivel GHS-R antagonistaval eliminalhat6 volt.
Eredményein az elsdk, melyek az A-Ghr folyékony taplalékfelvétel csokkentd hatasarol

szamolnak be a BLA-ban [254]. Eredményink azonban szemben allnak az irodalomban



eddig fellelheté adatokkal [16,202,253,256,273]. Nevezetesen azokban a kisérletekben,
melyekben az A-Ghr-t i.c.v. vagy direkt intrahypothalamicusan injektaltak az A-Ghr szilard
taplalékfelvétel noveld hatasat figyelték meg [16,253,256,273]. Az altalunk alkalmazott
hatékony A-Ghr koncentraciok pikomolos (14,84-72,2 pmol/0,4ul) tartomanyba estek, ez
magasabb mint a vérplazmaban mérhetd fiziologias koncentracio (20 fmol/ml) [143], de
sokkal alacsonyabb (fele- egyhuszada), mint a kordbbi agyi mikroinjekcios kisérletekben
alkalmazottaké (0,3-3,0 nmol; 1000-10000 ng) amikor a taplalékfelvétel ndvekedését
tapasztaltak [41,202].

Eredményeink értelmezésének egy masik érdekes aspektusa az altatlunk alkalmazott
folyékony taplalékfelvételi paradigma. A tej bevitel soran az ivas €s az evés mint
magatartasi mintak keverednek egymassal. Erdekes megemliteniink, hogy Hashimoto és
munkatarsai a vizfelvétel csokkenését és a taplalékfelvétel novekedését tapasztaltdk Ghr
i.c.v. injekcidjat kovetden [98]. Ismereteink szerint az intracerebralis A-Ghr mikroinjekcid
hatdsat eddig nem vizsgaltak folyékony taplalékfelvételi paradigméaban. Ezért kiilon
kisérletsorozatban tanulméanyoztuk az i.c.v. injektdlt A-Ghr hatdsat a folyékony
taplalékfelvételi paradigmaban. Ezeket a kisérleteket az intraamygdaloid A-Ghr kezelések
okozta taplalékfelvétel valtozasok kontroll vizsgalatainak szantuk. Amint azt eredményink
mutatjdk az A-Ghr (1000 ng/oldal) i.c.v. injekcidja novelte a folyékony taplalékfelvételt.
Ez teljesen egybevag a kordbbi i.c.v. beaddsokon alapuld eredményekkel [16,253,273]
melyeket szilard taplalék felvételének mérésével végeztek. Masrészrdl viszont szemben all
az A-Ghr BLA injekcidja altal okozott taplalékfelvétel csokkenéssel. Ez az ellentmondas
felodhatdo az i.c.v. A-Ghr injekciok lehetséges hatashelyének magyarazatival. Fontos
kiemelniink a kiilonbséget az i.c.v. és egy jol koliirirt agyi teriilet célzott mikroinjekcidinak
hatasai kozott. Az i.c.v. injekcio esetében az alkalmazott neuropeptid difftizids sebessége
nagyobb a cerebrospinalis folyadékban mint az agyi parenchymaban, igy az A-Ghr az
agykamra viszonylag nagy felszinén szétterjed mieldtt bekeriilne az agyallomanyba. Ezért,
véleményiink szerint, az i.c.v. injekcio egy joval altaldnosabb hatast okoz mint a lokalis
mikroinjekci6. Tovabba a hatds fiigg a receptor denzitastol és a peptid féléletidejétdl (A-
Ghr esetén ez nem ismert) is. A mi kisérleteinkben az i.c.v. beiiltetett kaniilok

meglehetdsen tavol voltak az AMY-t6l. A diffuzié miatt minél tavolabb van egy adott agyi



teriilet, ott annal kisebb a beadott anyag koncentracioja. Ezért feltételezhetjiik, hogy az
1.c.v. injektalt A-Ghr azon GHS receptorokhoz kot6dott melyek az agykamra falahoz
kozelebb helyezkedtek el, valamint koncentracidja fokozatosan csokkent az agyi
parenchymaban. Kovetkezésképpen tehdt az A-Ghr koncentracidja a tavoli BLA-ban
nagyon alacsony volt (ha volt egyaltalan). Ezzel szemben, az A-Ghr célzott BLA
mikroinjekcioja esetén a neuropeptid a lokalis, elérhet6 GHS receptorokhoz tud kotni és
modosithatja a lokélis neuronhalozatok miikodését.

Fontos tudnunk, hogy Ghr tartalma neuronokat irtak le a hypothalamicus nucleus
arcuatusban és a periventricularis terlileteken kozel a 3. agykamra faldhoz, a dorsalis,
ventralis és periventricularis magvak kozott €s a PVN-ben is [50,132]. Ezek a Ghr tartalmu
neuronok efferens rostokat kiildenek az NPY ¢és AgRP tartalmi neuronokhoz és
stimulaljak ezen orexigén peptidek felszabadulasat [132]. Az A-Ghr i.c.v. injekcioja NPY-t
termeld neuronokban c-Fos expressziot indukal és noveli NPY mRNS mennyiségét a
nucleus arcuatusban és az AgRP mRNS mennyiségét a HT-ban. Immunohisztikémiai
vizsgalatok azt igazoltdk, hogy ghrelinerg neuronok rostjai direkt moédon végzddnek
NPY/AgRP neuronokon [50]. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a Ghr
taplalékfelvétel fokozo hatasat az NPY/AgRP neuronok stimulalasa révén fejti ki a HT-ban,
serkentve a termelését és a szekrécdjat ezen orexigén peptideknek mind i.c.v. mind pedig
direkt PVN mikroinjekciok utan [132]. A Ghr taplalékfelvételre kifejtett hatdsa gatolhato
volt anti-NPY, anti-AgRP antitestek ¢s NPY Y1 receptor szelektiv antagonista i.c.v.
adasaval [112,145]. Ezen adatok ismeretében tehat levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a
periféridsan vagy az i.c.v. alkalmazott Ghr fokozza a taplalékfelvételt NPY és/vagy a AgRP
rendszeren keresztiil [132]. A sajat i.c.v. kisérleteinkben az A-Ghr-t a lateralis
agykamrakba injektaltuk ami diffizo Gtjan elérhette az arcuatus-perivenricularis régiot, igy
valtva ki taplalékfelvételt. Carlini és munkatarsainak egy publikacidjaban irt konkluzidja
[41] szintén alatamasztja az altalunk talalt kiilonbséget a taplalékfelvételben az A-Ghr i.c.v.
ill. BLA injekcioit kdvetden. Nevezetesen, véleményiik szerint, az i.c.v. alkalmazott A-Ghr
a direkt intracerebralis mikroinjekcié csak az adott agyi teriileten jelenlévo receptorokat

aktivalja [41].



Vizsgalatainkban a GHS-R antagonista D-Lys3-GHRP-6 elokezelés meggatolta az
A-Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatdsat a BLA-ban. A D-Lys3-GHRP-6 egy specifikus
GHS-R antagonista ami nem szelektiv a GHS-R la vagy 1b altipusokra. Halem és
munkatarsai [96] egy Gj GHS-R la specifikus antagonistar6l szamoltak be (BIM-28163),
mely az A-Ghr GH szekréciot fokozd hatasat felfliggesztette ugyan, azonban a
taplalékfelvételi kisérletekben vart antagonizalé hatdsa elmaradt, s6t az A-Ghr-hez
hasonloan fokozta azt. Mindez arra utalhat, hogy a téplalékfelvételi folyamatok
szabalyozasaban eddig ismeretlen GHS-R altipus is szerepet jatszhat. Az irodalomban a
GHS-R 1a altipuson kiviil emlitést csak a GHS-R 1b tipusrol tesznek. Ezen forma élettani

Tovabb arnyalja a receptoridlis hatdsmechanizmus képét az a kisérleti eredmény,
miszerint 0jsziilott csirkék esetében az A-Ghr taplalékfelvétel csokkenést okozott, mely
CRF antagonista astressin kezeléssel kivédhetd volt. Mindez azt sugallja, hogy az A-Ghr a
HT-ban nem csak a NPY-t tartalmazé neuronokat aktivéalja, hanem fokozza a CRF
allapot alakulhat ki, taplalékfelvétel csokkenést eredményezve [228]. Ezen elképzelést
azonban céfoljak azon irodalmi adatok, melyek szerint patkdnyban az A-Ghr nem képes
CREF receptorhoz kapcsolodni [46]. A desacylalt forma azonban képes kapcsolodni a CRF
receptor 2-es tipusdhoz [46], mely megtalalhato az AMY-ban is [165,261]. Mivel az A-Ghr
poszttranszlacios észterifikacidja nagyon érzékeny [104] és az agyszdvet nem specifikus
észterazokat tartalmaz, igy felmertil a lehetdsége annak, hogy az altalunk tapasztalt hatas az
A-Ghr deacylacioja soran létrejott DA-Ghr altal kozvetitett. Kisérleteinkben azonban
igazoltuk, hogy az azonos folyékony taplalékfelvételi paradigmaban, az A-Ghr
kezeléssekkel Osszevethetd dozistartomanyban (25, 50 ill. 100 ng) a DA-Ghr bilateralis
BLA injekcioja nem befolyasolta a taplalékfelvételt. igy a CRF 2 receptor szerepe az A-
Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatasdnak kozvetitésében valosziniitlen.

Erdekes tovdbba megemliteni azt is, hogy a GHS-R relative nagy szekvencia-
homologiat mutat mas peptidek mint a motilin, neurotenzin, neuromedin U receptoraival

(Isd. kiilon fejezet) [15,65]. Ezen receptorok nagy koncentracidoban fordulnak elé az AMY-



ban. [169]. Nem zarhatjuk ki azt a feltételezést, hogy az A-Ghr taplalékfelvétel csokkentd
hatdsa részben ezen receptorokon keresztiil valésulna meg.

Kiilon kisérletekben vizsgéltuk a 24 6ras éhzetetés hatdsat a BLA-ba injektalt A-
Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatdsara. Jol ismert, hogy taplalékmegvonast kovetden
fokozodik az éhség-hajtoeré (drive). Eheztetés hatasara kezdetben né a kisérleti allatok
taplalék felkutatasra kifejtett aktivitdsa, ami a fokozott exploracidban ill. fokozott motoros
aktivitdsban nyilvanul meg. Mésrészrdl azt is ismerjiik, hogy €¢hezés soran a szérumban nd
a keringd Ghr koncentracié (mind az A-Ghr, mind pedig a DA-Ghr). Vizsgélatainkban azt
tapasztaltuk, hogy az ¢hség fokozasaval a korabban hatékonynak bizonyult 50 és 100 ng A-
Ghr taplalékfelvétel csokkentd hatasa megsziint. Azaz a fokozott ¢éhség-motivacio
ellensulyozta az A-Ghr szatiacios hatasat. Mindez arra utal, hogy a BLA-ba injektalt A-Ghr
az ¢hség-motivalta magatartds modulalasaban vesz részt.

Eredményeink azt igazoljdk, hogy a BLA-ba injektdlt A-Ghr adott
dozistartomanyon beliil taplaléfelvétel csokkenést okoz. Ezen hatas GHS-R-on keresztiil
valésul meg, mivel GHS-R antagonista D-Lys3-GHRP6-al kivédhetd, azonban az A-Ghr
pontos hatdsa a GHS-R altiptisokon nem ismert, és mas, eddig nem ismert receptor-
mechanizmusok sem zarhatok ki. Az A-Ghr okozta taplalékfelvétel redukcid fiigg az
¢hség-jollakottsag allapotatdl és Eheztetés hatasdra megsziinik. Mivel az A-Ghr i.c.v.
injekcioja novelte, de BLA injekcidja csokkentette a taplalékfelvételt, az feltételezhetd,
hogy az i.c.v. alkalmazott A-Ghr a NPY/AgRP tton hat, mig a BLA-ba adott A-Ghr mas

mechanizmusokon keresztiil fejti ki hatasat.

5.2. Vércukorszint mérés, metabolikus paraméterek

Kisérleteinkben mértilk a vércukorszintet sorozatméréseket végezve, valamint
torszvéresztetéssel nyert vérmintabol a szérum Ossz-fehérje, triglicerid, 0ssz-koleszterin,
HDL koleszterin, hugysav, inzulin és leptin koncentraciokat. Ezen mért paraméterek koziil

eltérést talaltunk a vércukorszintben, az inzulin, 6ssz-koleszterin és HDL koleszterin

crer



A plazma metabolitok regulédlta mechanisztikus taplalékfelvétel szabalyozasi teoriak
mara jelentdsen modosultak, kiegésziiltek (Brobeck thermosztatikus [31], Mayer
glukosztatikus [174], Mellinkoff aminosztatikus [178] és Kennedy liposztatikus [124]
teoriaja, lsd. kiilon fejezet). Ugyanakkor hangstulyoznunk kell, hogy az anyagcserében
résztvevo nutriensek (lipidek, fehérjék, gluk6z) kulcsszerepet jatszanak a taplalékfelvétel
szabalyozasaban. Maga az ¢hség-motivalta magatartas egy, a kdzponti idegrendszerben ¢és a
periférian lejatszodd komplex, szdmos mediatort magaban foglald szabalyozasi folyamat
végeredménye. Az evést megeldzden a szervezet mar felkésziil a taplalék felvételére. Ez a
fazis a taplalékfelvétel cephalicus (preprandidlis) fazisa, mely sordn az afferens szenzoros
informaciok a kiilvilagbol a koézponti idegrendszerbe jutnak és ott a belsd kdrnyezetbol
szarmazo afferens inputokkal integralodva kialakitjdk a taplalékfelvételhez vezetd éhség
hajtéerdt. Ezt koveti maga a magatartds megvalosuldsa az evés vagy masnéven prandialis
fazis, melyben fontos szerepet jatszanak a gastrointestinalis rendszerbdl a kozponti
idegrendszerbe jutd szignalok. Ezen szignalok forrasa egyrészrdél a gyomor-bélrendszer
mechanoreceptorai, melyek érzékelik a bevitt taplalék mennyiségét, és a kemoreceptorok,
melyek a mindségi Osszetételrdl tajékoztatnak. A taplalékfelvétel utols6 fazisa a
postprandialis fazis, melynek f6 szabalyzdja a felszivodott nutriensek maguk [28].

Ezen szabalyozasi rendszerben kiilondsen fontos a vércukorszint szerepe. A
vércukorszint egy adott tartomanyon beliil szigorGan szabalyozott. Az eddig ismert
egyetlen hormon mely a vércukorszintet csokkenti az inzulin. Az inzulint az endokrin
pancreas (Langerhans szigetek B sejtjei) termeli. Az inzulin elvalasztas szabalyozasa igen
komplex folyamat, melynek néhany részletét ismerjiik, de teljes valdgjdban még nem feltart.
A megnovekedett vércukorszintrél biztosan tudjuk, hogy inzulin elvalasztist indukal.
Azonban a taplalkozas megkezdése soran az inzulin szekrécidé azonnal megkezdddik, noha
még a taplalékbol torténd glukoz felszivodds és vércukorszint emelkedés nem
tapasztalhat6. Ez az inzulin elvalasztas cephalicus fazisa, mely az oro-pharingealis régioba
keriild taplalék kivaltotta vegetativ reflex altal szabalyzott és a n. vagus Utjan valosul meg
[245]. Az inzulin szekrécid eldfeltétele a B sejtek membranjanak depolarizacid okozta
fokozott Ca*" permeabilitdsa. Az igy megemelkedd intracellularis Ca®" koncentracid

inicidlja az inzulin tartalmu vesiculak kitiriilését.



Radio-immuno-assay vizsgalatokkal bebizonyosodott, hogy a Ghr minden formaja
megtalalhatd a hasnyalmirigyben. Azonban ellentmondésos kisérleti eredmények sziilettek
a Ghr termeld Langerhans szigetsejtek vizsgalatai soran. Egyes vizsgéalatok az o sejtek,
masok a B sejtek Ghr termelését igazoltak, mig megint masok az ¢ szigetsejteket ill. eddig
nem azonositott sejttipusokat tesznek feleldssé a Ghr termeléséért [61,268,269]. A foetalis
fejlodés soran a pancreas Ghr termelése fokozatosan valtozik [45]. A Ghr-t expresszalo
pancreas sejtek szdma nagy (az Osszes endokrin sejt kb 10%-a) a gestacio kozepétdl
egészen a korai posztnatalis korig, majd sziiletést kovetden csokken. Tovabbi vizsgalatok
azonositottdk a GHS-R eddig ismert mindkét altiptisat (GHS-R 1a és 1b) is a pancreasban.
A két altipus koziil az la altipusrél tudjuk, hogy az A-Ghr kétédése intracellularis Ca®*
koncentracid emelkedést indukal az IP3 medialta jelatviteli Gton keresztiil [171]. Mindez
azt sugallnd, hogy a Ghr (A-Ghr) kotddése funkciondlisan aktiv receptordhoz az
intracellularis Ca®" koncentracio emelése révén inzulin szekréciot indukalna. A kisérletes
tapasztalatok azonban ellentmondasosak. Egyes szerzok az A-Ghr inzulin szekréciot gatlo,
masok az inzulin szekréciot serkentd hatasardl szamoltak be [1,61,147,222]. Hogy mi allhat
az eltéré megfigyelések hatterében, azt ma még nem tudjuk pontosan. Lehetséges, hogy az
eltér6é metodikakbdl adddo kiilonbségekrdl van szo, vagy esetleg eddig nem ismert
receptorialis mechanizmusok lehetnek a felelosek, példaul a GHS-R 1b altipus
heterodimerizacios képessége és az igy 1étrejovo ligand és/vagy jelatviteli utak szintjén
megvalosuld eltérd szabalyozés. Tudjuk, hogy a glukoéz csokkenti a keringd A-Ghr
elvalasztast [127]. Ugy tiinik tehat, hogy a glukdz szérum koncentracidja fontos tényezé az
A-Ghr hatisaban. Date és munkatarsai szdmoltak be arrdl, hogy az A-Ghr stimulalta az
inzulin szekréciot Langerhans sejtkulturdban a tapoldat normalisnal magasabb cukorszintje
esetén és nem befolyasolta azt egy alacsonyabb glukéz koncentracié jelenlétekor [61].

A majban ¢és a vesékben zajlé glukonenogenesis fontos része a glukoz
homeosztasisnak. =~ A glukoneogenesis  sebesség  meghatdrozd  enzime  a
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), melynek transzkripcidjat az inzulin gatolja
[191]. Patkdny majsejt tenyészeten az inzulin PEPCK gatld6 hatdsait az A-Ghr

visszaforditotta, és mivel a Ghr receptoranak mRNS-ét mind a majszévetben mind pedig a



vesékben kimutattak, lehetséges, hogy az A-Ghr szerepet jatszik az in vivo
glukoneogenesisben. Tovabba ismert a glukagon vércukorszint szabalyozasban ¢és a
Langerhans szigeteken beliili inzulin szekrécié szabdlyozdsdban betoltott szerepe. A
glukagon noveli a maj glukéz leadasat €s az endokrin pancreas intrinsic szabalyozasaban
direkt modon a B sejteken fokozza az inzulin elvéalasztasat, de indirekt modon a & sejtek
somatostatin elvalasztasanak indukalasa révén gatolja is azt. Salehi és munkatérsai
vizsgaltak az A-Ghr hatdsat in vitro izolalt B szigetsejt tenyészeten €s in vivo egérben. In
kezeléseket kdvetden mérték a glukagon és inzulin koncentraciokat. Az inzulin elvalasztast

az alacsony koncentracioju Ghr (1-100 pmol/l) kezelés csokkentette, mig a 0,1-1 pmol/l

crer

crer

mmol/l), a ndvekvd glukdz koncentracié mellett ndvekvo inzulin és glukagon elvalsztast
detektaltak. In vivo kisérleteikben a 10 nmol/’kg Ghr i.v. injekcidja 6 perccel a beadast
kovetden az inzulin koncentraci6 csokkenését és a plazma gluk6z koncentracié emelkedését
okozta, de nem mutatkozott valtozds a glukagon koncentraciéban. Ellenben 40 nmol/kg
Ghr injekciot kovetéen 15 és 40 perccel megnovekedett inzulin, glukagon és glukoz
koncentraciot mértek [230]. Lehetséges tehat, hogy az A-Ghr-nek szérum glukoz
koncentraci6 fliggd hatdsai vannak az inzulin ill. glukagon elvélasztasra. A szérum glukéz
koncentraci6 Osszefiigg a taplalékfelvétellel, mint azt korabban targyaltuk. Tudjuk, hogy a
keringd Ghr koncentracio az étkezési sziinetekben (két evés kozott) nd és a taplalék
elfogyasztasat kovetden lecsokken. Etkezési sziinetekben a normal vércukorszintet a majbol
kiaramlo glukoéz tartja fennt. Ilyenkor az inzulin szekrécid gatldsa és a glukoneogenezis
serkentése célszerli biokémiai folyamatok. Ellenben étkezéskor a vércukorszint né amikor
az inzulin szekréci6 fokozasa ¢és a glukoneogenezis gatldsa az adaptiv fiziologiai
folyamatok.

Klinikai vizsgalatainkban Osszehasonlitottuk oralis glukéz tolerancia teszt sordn az
elhizott, ill. normal sulya gyermekek A-Ghr szintjeit. Eredményeink szerint az elhizott

gyermekekben a vart A-Ghr koncentraci6 csokkenés elmaradt, s tartosan magas A-Ghr



koncentracio volt mérhetd. Feltételezhetd, hogy ezen valtozas mint adaptiv mechanizmus
jelentkezik, s a testtémeg normalizal6dasa soran megsziinik [143].

Ismeretes tovabba az a tény is, hogy a gyomor eltdvolitisa emberben ¢és
allatkisérletes modellekben is az inzulin szekrécid csokkenésé¢hez vezet [229,246]. A Ghr-t
legnagyobb mennyiségben a gyomor nyalkahartya endokrin sejtjei termelik [130].
Gastrectomiat kovetéen a keringd Ghr koncentracio megkozelitdleg a mitét elotti
koncentracio felére csokken [148,164]. Ez szintén a Ghr inzulin szekréciot fokozo hatasat
sugallnd, de meg kell emliteniink, hogy a gastrointestinalis rendszer és benne a gyomor,
hormonalisan nagyon aktiv szerv. Szdmtalan hormont termel, melyek jelentds részérdl
tudjuk, hogy befolyésolja az inzulin elvalasztasat (gastrin, cholecystokinin, secretin, stb).
fgy a gyomor eltavolitas okozta endokrin pancreas funkciojaban bekovetkezd valtozasokat
egyetlen peptidnek tulajdonitani nem volna helyénvald. A tény, hogy a Ghr f6 forrasa a
gastrointestinalis rendszer és megtalalhato a kozponti idegrendszerben is azt mutatja, hogy
szerepe lehet a periféria €és a kozponti idegrendszer kozott megvaldsuld ,,komunikacioban”,
azaz periférias szignalként részt vehet a kozponti idegrendszeri folyamatok kialakuldséban,
a periférian lezajlo élettani valtozasok reguldlasdban. Régota tudjuk, hogy a kodzponti
idegrendszer befolyasolja a periférids metabolikus folyamatokat a vegetativ idegrendszeren
keresztiil. A brain —gut peptidek, mint a Ghr, ezen szerepe t6bb mddon is megvalosulhat:
1) a periférian felszabaduld6 Ghr direkt modon atlépve a vér- agy gaton eljut a kdzponti
idegrendszer egyes elemeihez [19], 2) a periféridn felszabaduld6 Ghr a vegetativ
[60,100,227] és 3) a kozponti idegrendszer egyes teriiletein maguk a neuronok termelnek
Ghr-t [50] és az ott in situ termelt peptid vesz részt a lokalis neuronhaldézatok miikodésének
szabalyozasaban, modositva ez altal az agymikodést. A parasympatikus informacidkat a
majhoz és a pancreashoz a n. vagus rostjai szallitjdk, mig a sympatikus rostok a n.
splanchnicussal érik el ezen teriileteket. 1931-ben mar egy Osszefoglal6 jellegli kozlemény
jelent meg a n. vagus inzulin szekréciora kifejtett hatasait targyalva, amikor az inzulin
maga ,,még csupan csak 10 éves volt” [48]. Ez a kdzlemény alapvetden a n. vagus inzulin
szekréciot fokozo hatasarol szamolt be [48]. Az inzulin erés enzim induktor és gatld hatasai

révén gyakorlatilag az emlds szervezet minden szdvetének anyagcseréjét befolyasolja.



Azonban Clark viszgalatai soran felvetette annak lehetdségét, hogy a n. vagusban futd
egyes rostok esetleg gatlo hatast fejthetnek ki az inzulin elvalasztasra [48] hasonloan a
sympatikus idegrendszer aktivalodasadhoz [57].

Az A-Ghr i.c.v. injekcidja fokozta a c-Fos expresszidt a vagus dorsalis motoros
magjaban ¢és stimuladlta a gyomorsav szekréciét ami arra utal, hogy az A-Ghr aktivalja a
vagus rendszert [62]. Tovabba a vagotomia meggatolta az A-Ghr taplalékfelvételt és GH
elvalasztast fokozo hatdsat [8,60]. Azonban a bazélis Ghr koncentracidt a n. vagus
atmetszése nem befolyasolta. Masrészrol viszont az ¢éhezés kivaltotta plazma Ghr
koncentraci6 emelkedést a subdiaphragmatikus vagotomia ill. atropin kezelés megsziintette
[270]. Az A-Ghr i.c.v. injekcidja csokkentette a periférids sympatikus idegrendszeri
aktivitast [173,241,277].

Az AMY ¢s a vegatativ idegrendszer kapcsolata is ismert. Az AMY erds kétiranyu
anatdmiai 6sszekottetésben all szamos agytorzsi teriilettel, példaul a locus ceruleus, nucleus
parabrachialis, HT vagy a n. vagus dorsalis motoros magjaval, melyekrdl vegetativ
preganglionaris neuronok rostjai indulnak [221,232].

Vizsgalatainkban 50 ¢és 100 ng A-Ghr mikroinjekcojat kdvetden mérve a
vércukorszintet azt talaltuk, hogy ad libitum taplalalt, normoglikémias patkanyokban mind
az 50 ng mind pedig a 100 ng A-Ghr BLA injekcidja emelte a vércukorszintet, mikdzben a
Ez a vércukorszint novekedés mindkét dozis esetében megeldzte a szignifikans
taplalékfelvétel csokkenést. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a BLA-ba juttatott A-Ghr
okozta akut és tranziens vércukorszint emelkedés jollakottsagi szignalként hatva atmeneti
taplalékfelvétel csokkenést okozhat. A megemelkedett vércukorszintek mindkét
alkalmazott do6zis esetében a normadl tartomanyon beliil voltak, bar kétségtelen hogy a 100
ng A-Ghr dozisa esetén a kiinduldsi vércukorszintek magasabbak voltak. Ezért fontos
kiemelniink, hogy a kiindulasi vércukorszintek nem az ¢hgyomri vércukorszinteket jelolik,
hiszen a mérési iddszakokat megel6zden az dallatok ad libitum tdplalkozhattak. Ezen
kiilonbség tehat adodhat a kisérleteket megel6zd eltérd mértekl taplalékfelvételbdl és az
igy kialakult eltérd glikémias allapotbol. Ezért indokolt lehet a kisérletek elvégzése oralis

glukoztolerancia teszttel, amikor az allatok glikémias allapota kdzel azonos.



Azonban az eddigieknél is szerényebbek az ismereteink a kozponti idegrendszer €s
a periférian zajlo lipoprotein anyagcsere 0sszefiiggéseirdl. Egy lehetséges mechanizmus az
eddig targyalt kozponti idegrendszer modositotta inzulin szekrécid okozta véltozasok. Az
inzulin bizonyosan részt vesz a lipoprotein metabolizmus szabalyozédsédban is. Noveli a
koleszterin ¢s igy a HDL koleszterin szintézisét a majban, tobbek kozott a HMG CoA
reduktaz enzim aktivitasanak fokozasa révén [198]. Tovabba, Seto és munkatarsai
igazoltdk, hogy az AMY-ba injektélt inzulin [238] vagy glukagon [239] megvaltoztatja a
m4j metabolikus aktivitdsat, ami érinti a koleszterin szintézisét is. Ezen hatas a stria
terminalis épségéhez kotott, mivel az adott teriilet 1ézidja esetén a hatds nem volt
kivalthat6. Ha feltételezziik tehat, hogy az euglikémias patkdnyban az A-Ghr az inzulin
szekréciot csokkenti, akkor ennek kovetkezménye lehet a méajban zajlo lipoprotein szintézis
csokkenése is [223], mely magyarazhatja az A-Ghr mindkét altalunk alkalmazot dézisdnak
intraamygdalaris mikroinjekcioit kovetden tapasztalt plazma 0Ossz-koleszterin és HDL

koleszterin koncentraciok csokkenését.

5.3. Magatartasi tesztek

5.3.1. Open field és emelt keresztpalld teszt

Mind a passziv elharitd teszt mind pedig a Morris féle usztatasi tesz a memoria
kialakuldst és memoria retenciot vizsgald magatartasi paradigma. Ugyanakkor, az A-Ghr
kisérleti allatok spontdn motoros aktivitasara, motoros képességére ¢és szorongasara kifejtett
hatdsdnak ismerete elengedhetetlen e tesztek értékeléséhez. Ezért elébb a motoros
aktivitasra kifejtett hatdsat open field tesztben majd a szorongésra kifejtett hatdsat emelt
keresztpalld tesztben vizsgaltuk meg.

Az open field tesztben mérheté motoros aktivitds megvaltozasa hatassal lehet mind
a passziv elhdritdsos, mind a Morris féle Usztatasi tesztben mérhetd tanulds latencia idejére.

A motoros aktivitds meglassuldsa a latencia idék novekedéséhez vezethet, ami passziv



elharitd tesztben a memoria retencidé fokozodasanak, mig az Usztatdsi tesztben a tanulas
romlasanak hamis kovetkeztetéséhez vezethet. A motoros aktivitds fokozodasa pedig
nehezen megjoésolhatd, de jelentds hatdssal lehet a latenciaiddkre, igy befolyasolva a tesztek
értékelhetdségét.

Kordbban az open field teszt a habituacié jelenségének vizsgalatira volt
hasznalatos. Az 1j kornyezethez valod habitudcio az egyik legalapvetdbb tanulasi forma.
Ugyanazon kornyezetbe torténd ismételt ,behelyezés” okozta exploracids magatartas
csokkenés a memoria kialakulas fontos jele [252,262]. Ugyanakkor, amennyiben az allatot
habitualtuk a kornyezethez, az ezt kovetd farmakologiai agens alkalmazéasa alkalmas a
kisérleti allatok spontan motoros aktivitdsanak vizsgalatdra. Ezért a patkanyokat eldszor
hozzészoktattuk (habitualtuk) a viszonylag egyszerii (ingerszegény) kornyezethez (open
field doboz), hogy a habituaci6 jelensége alltal hordozott memoria retencid ne zavarja
vizsgalatunk céljat. Ezt kovetOen rogzitettiik az allatok alapaktivitasat a mar megszokot
kornyezetben. Majd egyetlen A-Ghr mikroinjekcié akut hatdsat vizsgaltuk egyetlen
tesztben. Ebben a szitudcidban az éallatok alltal megtett ut és a doboz aljara festett
négyzetek keresztezésének szama jol jellemzi a lokomdciot.

Irodalmi adatok az A-Ghr open field tesztben mérheté hatasaval kapcsolatosan
tobbfélék, részben ellentmonddak. Egyes szerzok azt tapasztaltak, hogy az A-Ghr i.c.v.
injekcioja fokozta a keresztezések és az agaskodéasok (rearing: mikor az allat két hatséd
labara all, jellemz6 viselkedésforma az exploracid soran) szdmat [115], masok ugyanakkor
nem talaltak valtozast a lokomocioban [40]. Tang-Christensen és munkatérsai, pedig arrol
szamoltak be, hogy az A-Ghr i.c.v. injekciojat kovetden 10 oraval egy tn. késdi csokkenést
tapasztaltak a lokomodcioban, azonban valdsziniileg ezen csokkent aktivitas hattrében az A-
Ghr okozta fokozott taplalékbevitel allhat [250]. Ezek a kisérletek i.c.v. mikroinjekciok
voltak, melyek hatdsa joval altalanosabb, mint az daltalunk hasznalt direkt agyi
mikroinjekcio és az A-Ghr alkalmazott dozisa minden esetben meghaladta az altalunk, a
direkt agyi beaddsok sordn hasznalt dézist, annnak sokszorosa volt (0,5-5 pg ill. 0,3-3
nmol).

Vizsgalatainkban nem talaltunk valtozast a lokomoécidban az akut 50 ng vagy 100

ng A-Ghr mikroinjekciok hatésara.
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Az emelt keresztpallo teszt alkalmas egy kémiai anyag szorongasra kifejtett
hatdsanak vizsgalatara. A patkdnyok természetes viselkedésiiknél fogva tobb 1dot toltenek
az apparatus biztonsagos, zart karjain [52]. A szorongés keltd (anxiogén) anyagok ndvelik a
normal tendenciét, azaz az averziot a nyitott karokkal szemben. Igy az allat tobb id6t tolt a
zart karokon, mozgasa is erre a teriiletre koncentralodik, azaz a nyitott karokra torténd
belépések szama is csokken. Az anxiolitikus (szorongés csokkentd) anyagok hatdsara az
allat kimerészkedik a nyitott karokra, s6tt annak végeire is, tobbszor 1€p ki és tobb 1dot tolt
ott el. A rendelkezésiinkre all6 kevés adat szerint az i.p. vagy i.c.v. alkalmazott A-Ghr
csokkenti a nyitott karokra torténd kilépések szamat és az ott eltdltott idot is, igy anxiogén
hatdsunak bizonyult [14,40]. Kisérletinkben azonban a BLA-ba injektalt 50 vagy 100 ng
dozist A-Ghr nem befolyasolta a mért paramétereket, sem anxiogén, sem anxiolitikus
hatast nem fejtett ki.

Eredményink alapjan elmondhatjuk, hogy az intraamygdalaris A-Ghr az altalunk
alkalmazott d6zisban nincs hatassal a patkanyok spontan motoros aktivitasara, sem pedig a
szorongasra. 1gy a passziv elharitd szitudcidban tapasztalt latenciaidé novekedés és a
Morris féle Gisztatési tesztben tapsztalt céltalalasi latenciaidé csokkenés nem magyarazhatd
hatasara bekovetkezd megvaltozasaval. Igy a tapasztalt hatasok az A-Ghr memoria

kialakudst és retenciot moduldlo hatdsdval magyarazhatok.

5.3.2. Passziv elharito teszt

A két kompartmentes passziv elharitd teszt egy széleskoben hasznalt vizsgalati
modszer a memoria kialakulds ¢és rogziilés vizsgalatara. A passziv elharité szituacid
magaban foglal egy kondiciondlt félelmi komponenst, mely jelentés emociondlis
valtozastokat idéz eld a kisérleti allatokban. A ,,passziv”’ azt jelenti, hogy a kisérleti
szituacioban az allatnak valamit nem kell megtennie ahhoz, hogy elkeriilje a kellemetlen
stimulust. Gyakorlatilag a szitudcid egy jutalmazd-megerOsitéses tanuldsként is

értelmezhetd, ahol a megerdsités (jutalom) a biintetés elkeriilése. Az elharité magatartasban



bekovetkezd ,romlas” magyarazhatdé emocionalis valtozasokkal, kognitiv funkciok
zavaraval vagy a megerdsités, a memoria kialakulés, ill. retencié zavaraval [232]. Ezen
magatartasi paradigmanak legalabb két kritikus pontja van, nevezetesen az elektromos sokk
erejének optimalizaldsa és a mikroinjekciok megfeleld id6zitése. Korabbi kisérleteink és az
irodalmi adatok alapjan két lehetdség adott a sokkolds erejét tekintve. Haszndlhatunk
gyenge (0,4 mA) erdsségli, vagy erds (1 mA vagy nagyobb) elektromos sokkot. Abbol a
célbol, hogy elkeriiljiik az allatok elektromos sokk okozta ,,lefagyasat”(freezing-behaviour)
¢s, hogy minimalizaljuk a f4jdalmi komponenst (inkabb egy kellemetlen mintsem egy erds,
nagyon fajdalmas ingert akartunk alkalmazni) kisérleteinkben a gyenge elektromos sokkot
hasznaltuk. Az ilyen kisérleti kondiciok mellett végzett vizsgalatok alkalmasak a tanulasi
tendencia ¢és az A-Ghr lehetséges megerdsitd hatdsanak vizsgalatara. Tovabba
hangstlyoznunk kell, hogy az erds elektromos sokk hasznalata sokkal megfelelébb a
memoria retencid vizsgalatara de egyaltalan nem alkalmas a memoria kialakulas
tanulmanyozasara [49,260]. A gyenge elektromos sokk azonban alkalmas mind a memoria
kialakulds mind pedig a memoria retencid vizsgalatara.

A mikroinjekciok iddzitését illetden, az A-Ghr elektromos sokk utani alaklamzasat
valasztottuk [110]. Ezaltal kikiiszoboltiik az estleges fajdalmas inger ill. egyéb nem
specifikus valtozok (példaul az A-Ghr esetében eddig nem vizsgalt, de ki nem zérhat6
analgetikus hatas) A-Ghr altal kivaltott tanulasra kifejtett hastasat.

Ismert, hogy az AMY részt vesz az emocidk, tanulds, megerdsités és memoria
folyamatok kialakulasaban és szabalyozasaban. Az AMY teljes eltavolitasa [166,194] ill. a
BLA vagy az ACE szelektiv 1ézioja [5,92,123] rontja a kisérleti allatok teljesitményét
passziv elhérito szituacidban.

Carlini és munkatarsai szadmoltak be eldszor arrél, hogy az A-Ghr i.c.v. injekcidja
képes megvaltoztatni a memoria folyamatokat [40]. Tanulmanyukban az A-Ghr i.c.v.
alkalmazasa dozis fliggd modon fokozta a memoria retenciot “step down” tesztben. Ebben
a kisérleti szitudcioban az allatnak egy kisméretli platformon kell megmaradnia, ha a
platformrdl lelép elektromos sokkal biintetik. Ezen a ponton ujra ki kell hangstlyoznunk
azt a tényt, hogy alapveto kiilonbség mutatkozik az i.c.v injekcio és a direkt intracerebralis

injekcid hatasa kozott [254]. Ahogy azt mar korabban is emlitettiik (el6z6 fejezet) az i.c.v



alkalmazas sokkal ‘“4ltalanosabb” hatést fejthet ki mint a lokalis agyi beadas, hiszen a
diffuzionak készonhetden minél tavolabb van az adott agyi teriilet a beadas helyétdl annal
kisebb lesz ott a beadott anyag koncentracidja. Més kisérletekben azt talaltdk, hogy az A-
Ghr intrahippocampdlis, intraamygdaloid vagy a raphe dorsalisba adott injekcioja fokozta a
memoriat elharitasos szituacidban [41]. Diano és munkatarsai mérték az A-Ghr hatdsat a
hippocampalis szinaptikus plaszticitasra, a térbeli tanulasra, az averziv szituacidhoz kotott
tanulasra és az 0j targyak felismerésének képességéhez kotott tanulasra. Eredményeik azt
mutattak, hogy az A-Ghr i.c.v. vagy szisztémas mikroinjekcidja novelte a dendritikus
tiiskéken a szinapszisok szamat és a poszt szinaptikus potenciacié (long term potentiatio)
kialakulasat, mikozben a kisérleti allatok jobban teljesitettek az emlitett magatartasi
tesztekben. Tovabba azt is megfigyelték, hogy a Ghr génkiiitott egerek Uj targy
felismerésének képességéhez kotott tanuldsa elmaradt egészséges tarsaikhoz képest [66].
Az A-Ghr szerepét a targyfelismerési memoria kialakuldsdban tovabbi adatok is
alatamasztjak, nevezetesen, hogy a csokkent targyfelismerési memoria visszafordithato A-
hogy az A-Ghr biztosan hatassal bir a memoriafolyamatokra. Legjobb ismereteink szerint, a
korabban emlitett egyetlen kivétellel, ezidaig nem volt kisérleti bizonyiték az
intraamygdaloid A-Ghr esetleges passziv elharitasos tanuldst befolyasold hatasara. Abban
az egyetlen kivételben [41] a szerzOk azt talaltak, hogy az intraamygdaloid A-Ghr memoria
retenciot okozott “step down” tesztben. Ebben a kisérleti szitudcioban az allatok mozgasa
erésen korlatozott, gatolt. Ez a szitudci6 dnmagaban nagyobb stresszt jelent annak ellenére,
hogy a kisérletben alkalmazott elektromos sokk gyenge volt (0,4 mA). Tovabba, ebben a
kisérletben a célzott agyi teriilet az AMY eliilsd része volt, nem pedig a BLA, valamint
meg kell jegyezniink, hogy a szerzOk alltal leirt sztereotaxikus koordinatdk alapjan a
mikroinjekciok inkdbb intracerebroventricularisak voltak mint intraamygdalarisak. A mi
kisérleteinkben a célzott agyi teriilet a BLA volt, mely kétségkiviil részt vesz a félelem és a
félelem alapu tanulds, memoria kialakuldsédban és szabalyozasaban

Kisérleteinkben hasznalt hatdsos A-Ghr koncentracié 50 ng azaz 14,84 pmol/0,4ul
volt, ami sokkal tobb mint a plazmdban mérhetd fizioldgids koncentracio (20 fmol/ml)

[143], de sokkal alacsonyabb mint a korabbi direkt agyi beaddsok soran alkalmazott



mennyiségek (0,3-3,0 nmol; 1000-10000 ng), melyek alkalmazisa soran az A-Ghr
memoria retenciot okozo hatdsat passziv elharitd szituacidban megfigyelték [41].
Eredményeink bizonyitjak, hogy averziv szitudcidban az intraamygdaloid A-Ghr
fokozza a tanulasi folyamatokat és a memoriat. Ez a hatas specifikus, mivel ekvimolaris
mennyiséglit ANT elokezeléssel kivédhetd. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
hogy feltarjak az intraamygdaloid A-Ghr tanuldsi mechanizmusokra kifejtett hatdsanak

részleteit.

5.3.3. Morris féle Gsztatasi teszt

A Morris féle usztatasi teszt egy elfogadott tér-tanuldst vizsgalé metodika.
Alapvetden eltér az elobb targyalt passziv elharitasos tanulastol. A Morris féle usztatasi
teszt soran az 4llat tanulasi folyamatait kiilsé jelek, térbeli tdjékozodast segitd
szimbolumok, targyak szabdlyozzak. A szituacio az allat aktiv kozremitkodését igényli. Az
»aktiv’ azt jelenti az allatnak valamit meg kell tennie, hogy kikeriiljon a szdmara nem
kivanatos szitudciobol. Ugyanis a patkanyok jol tsznak, de a megpihenés lehetdsége nélkiil
hamar kellemetlenné valik szamukra a szitudci6. Azaz hasonléan a passziv elhéritdsos
tanulashoz itt is fellelhetd egy averziv komponens, bar joval gyengébb. A teszt ily modon
egy aktiv elharitdsos tanulasként is értelmezhetd, amiben a kisérleti apparatusban
elhelyezett platform megtaldlasa, azon valdé megpihenés ¢értelmezhetd mint a
megerdsitéshez vezetd jutalom. A Morris féle usztatdsi tesztben a patkanyok rossz vagy
»tal jo” teljesitményének oka lehet az alkalmazott kémiai agens motoros aktivitast
deprimal6 vagy fokozo6 hatdsa, melyet a mikroinjekcio megfeleld iddzitésével, uszas utani
injekciokkal (post trial injection) kiiszobolhetiink ki €s természetesen az Uszas
sebességének, esetleg a megtett Gt hosszdnak mérésével kontrollalhatunk. Az Uszés utani
injekciok alkalmazdsa megfelel6 modszer, mivel ismert, hogy a memoria rogziilés
folyamata idében késébb torténik az wszashoz (platform megtaldlasahoz) képest. Igy

esetiinkben a patkdnyok térbeli tanulasi tesztben torténd teljesitményét a memoria



kialakulasa és retencidja ill. az ezeket befolyasol6 emocionalis és kongnitiv valtozasok
hatarozzak meg [35].

Ahogy azt kordbban részletesen diszkutaltuk Carlini és munkatarsaik voltak az
els6k, akik az A-Ghr memoriafolyamatok szabalyozasdban betoltott szerepét felvetették
[40]. Késobb Diano és tarsai tanulmanyoztdk az A-Ghr hatdsat. Vizsgalataikban a
szisztémasan ill. i.c.v. adott A-Ghr a hippocampusba jutva, mely struktira szerepe a
tératanuldsi folyamatokban vitathatatlan, fokozta a tértanulast. Az A-Ghr a
hippocampusban 1év6 neuronokhoz kotddott és fokozta a dendritikus szinapszisok szamat
valamint a memoriafolyamatok hatterében 4ll6 elektrofiziologiai jelenség, a poszt
szinaptikus potenciacio kialakulasat [66].

Ezen eredmények azért is jelentdsek, mert ugyan az AMY szerepe a tanulasi ¢és
memoriafolyamatok szabalyozasaban [5,92,123,166,194] ill. specidlisan a tértanulas
szabalyozasaban [224] bizonyitott, ugy tlinik a tértanuldsra gyakorolt hatisa fiigg az
amygdalo-hippocampalis kapcsolatok épségétél. Az AMY ¢és a hippocampus kozotti
anatomiai kapcsolatra utald vizsgdlati eredmények mar az 1970-es, 80-as években
megsziilettek [232]. A funkcionalis kapcsolat lehetdségét Mishkin vetette fel, amikor
majmokban a megjegyzés képességének karosodasat figyelte meg kombinalt AMY és
hippocampus 1¢ézi6t kovetden [183]. Aggleton és munkatarsai arra az eredményre jutottak,
hogy az AMY lézidja dnmagaban nem valtoztatja meg a patkdnyok tanuldsi képességét
forced-choice térvaltoztatasi tesztben, csak egy enyhe, az 0j ételekkel és kornyezettel
szembeni neofobia ndvekedés tapasztalhatd. Ellenben, az AMY ¢és a hippocampus
kombinalt 1ézidja rontotta a tértanulast és csokkentette a neofobiat [3]. Késébb Roozendhal
¢s munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy A BLA szelektiv 1ézi¢ja gatolta a hippocampusba
adott gliitkokortikoidok hatasat usztatéasi tesztben. [224]. Tovabbi bizonyitékként szolgal az
AMY tértanuldsban betoltott szerepére, hogy a d-amfetamin Uszds utdni (post-trial)
intraamygdaloid injekcioja facilitalta a memoria retenciot uszasi tesztben [211].

Mivel az NMDA receptorok jol ismert, fontos szerepet jatszanak a térbeli tanulasi
folyamatokban, lehetséges, hogy az A-Ghr okozta fokozott NMDA receptor funkcio felelds
a megfigyelt fokozott térbeli tanulasért. Az NMDA-Ghr rendszerek kozti kapcsolatot

tamasztja ald az a megfigyelés, miszerint az NMDA receptorokon keresztiil megvalosuld



hatékony GH szekréci6 GHS-R antagonista D-Lys3-GHRP-6-al blokkolhat6 volt [66,215].

Ismereteink szerint eddig senki sem tanulményozta az intraamygdaloid A-Ghr
lehetséges hatdsat a térbeli tanuldsra. Vizsgalataink agyi célpontja a BLA volt, mely teriilet
vitathatatlanul részt vesz az averziv komponenst tartalmazé szituaciokhoz kotott tanulds és
memoriafolyamatok kialakulasédban €s szabalyozasaban. A Morris féle Uiszasi teszt averziv,
emociondlis és kognitiv komponenseket is tartalmazo tanulasi paradigma. Tovabba, averziv
szituacioban, mint az akut pszichés stressz, fokozott Ghr génexpresszié detektalhato a
gyomornyalkahartya endokrin sejtjeiben, ami a keringd Ghr koncentraci6 emelkedéséhez
vezet [140]. A keringd Ghr a vér-agy gaton at belépve a kozponti idegrendszerbe direkt
moédon vagy a periférids vegetativ afferensek segitségével, indirekt modon fejtheti ki
hatésat.

A hatékony dozis a Morris féle usztatasi tesztben hasonléan a passziv elhdritd
szituacidban tapasztaltakhoz az 50 ng (14,84 pmol)/0,4 pl/oldal A-Ghr volt.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az A-Ghr részt vesz a térbeli tanulds AMY-hoz kotott
folyamatainak facilitdlasaban. Ez specifikus hatds, mert ekvimoldris mennyiségli ANT

elokezeléssel felfliggeszthetd volt.



6. Eredményeink osszefoglalasa

Eredményeink azt igazoljak, hogy:

1) az A-Ghr a BLA-ba injektalva akut, dozisfiiggd, atmeneti taplalékfelvétel csokkenést
okoztott ad libitum taplalt patkanyokban, mely ANT eldkezeléssel felfiiggeszthetd volt.

2) 24 orés ¢éheztetést kovetden az A-Ghr mikroinjekcidja nem okozott valtozast a
taplalékfelvételben, ami arra utal, hogy az AMY-ba injektalt A-Ghr hatasdra megvalosul6d
taplalékfelvétel csokkenés fligg az ¢hség-jollakottsag allapotatol.

3) a DA-Ghr BLA mikroinjekcidja az A-Ghr kezeléseinkkel Osszevethetd
dozistartomanyban nem befolyasolta a taplalékfelvétel mértékét. Ez azt sugallja, hogy az
alltalunk tapasztalt taplalékfelvétel csokkenés az A-Ghr hatdsara jott 1étre €s nem az A-Ghr
gyors deacylacidja kovetkeztében az agyszovetben képzddott DA-Ghr felelds a kialakult

hatasért.

4) az A-Ghr i.c.v. mikroinjekcidja, hasonléan az irodalmi adatokhoz, fokozta a
taplalékfelvételt. Ezen két ellentétes hatas ramutat a kevésbé specifikus i.c.v. beadas ¢és a

direkt agyi teriiletre torténd mikroinjekciok kozti fontos kiilonbségre.

5) a szignifikans taplalékfelvétel csokkenést idében megeldzte a vércukorszint emelkedése

crer

crer

kozpontjaibdl kiinduld vegetativ efferensek intraamygdaloid A-Ghr injekciok okozta
aktivitds valtozasa, mely az AMY ¢és a HT anatomiai kapcsolatrendszerén keresztiil
valosulhat meg (Isd. 1.3. fejezet). Ezen efferensek azutan a pancreas hormontermelését és a

m4j metabolikus folyamatait befolyasolva létrehozhatjdk az emlitett valtozasokat.



6) Magatartasi kisérleteinkben, két kiilonb6z6 paradigmaban igazoltuk, hogy az
intraamygdaloid ghrelinerg mechanizmusok részt vesznek a medriafolyamatok

szabalyozasaban, a hatas GHS-R specifikus ANT-al felfiiggeszthetd volt.

7) A memoria kialakuldsat €s a memoria retenciojat jellemzo latencia id6 valtozasok nem
magyarazhatok a spontan motoros aktivitds vagy szorongasra kifejtett hatassal, mivel open

field és emelt keresztpall6 tesztben nem talaltunk erre utalé véltozasokat.

Az A-Ghr hatasmechanizmusanak pontos ismerete, a receptorialis mechanizmusok,
az eltérd agyi teriileteken Iétrehozott eltérd valtozasok magyarazata azonban tovabbi
kisérleteket tesznek sziikségessé. Azt reméljiik, hogy kisérleteink eredményei segitenek
mikent egyrészrél az A-Ghr komplex hatdsdnak megismerésében, masrészrdél a kozponti
idegrendszer modulalasaban szerepet jatszé neuropeptid-mechanizmusok

feltérképezésében.



7. A ghrelin klinikai jelentosége

Az A-Ghr felfedezését kovetden az alapkutatdsok és a klinikai vizsgéalatok
kozéppontjaba keriilt. Human vizsgéalatokban a szérum A-Ghr koncentracidja negativ
korrelaciot mutat a testtomeggel. Azon betegekben, akik anorexia nervosaban, vagy
tumoros cachexidban szenvednek, magas A-Ghr értéket mértek, mig elhizott betegekben és
bulimia nervosaban alacsonyat [24,55,97]. Valtozik tovabba a szérum koncentraciok
valtozasanak kinetikdja e betegekben. Mig egészséges egyénekben a taplalékfelvétel
hatdsara az A-Ghr szintje csokken, éhezéskor pedig nd, addig anorexia nervosaban eltlinik
ez az étkezés indukalta csokkenés. A genetikai alapon kialakul6 elhizés egyik jo példaja a
Prader-Willi szindroma, melyre a mar gyermekkorban kialakul6 GH deficiencia,
hyperphagia ¢és a kovetkezményes testtomeg novekedés jellemzo. Ellentétben az elhizas
tobbi formajaval, itt igen magas Ghr koncentraciok mérhetdek, mely a hyperphagia egyik
alapja lehet [53,64]. Inzulin rezisztencidban és 2-es tipust diabetesben szintén csokkent
Ghr szintet talaltak [220]. Ugyanakkor streptozotocin indukalta diabeteses patkanyokban
magas értékek mérhetdek, ami valoszintileg a kialakulé negativ energiahaztartdsnak is
koszonhetd, s inzulin kezelésre megsziinik [1]. Mindez azt sugallja, hogy az A-Ghr
fontos szerepet jatszik egyes betegségek pathogenesisében, ezért a Ghr-el kapcsolatos
ismeretek bdviilése a jovoben segitséget nyujthat kialakuldsuk pontosabb megértésében,
tervezik Ghr alkalmazasat GH hianyos allapotok kezelésében [18,63]. Tovabba az elhizas
kezelésében megkisérelnék a kozeljovoben A-Ghr ellenes antitestek hasznalatat [21],
anorexia nervosa esetében pedig A-Ghr-t alkalmazndnak [189]. Patkdny modellen végzett
vizsgélatok szerint erés prokinetikus hatdsa révén alkalmas lehet postoperativ ileus
kialakulasanak preventiv kezelésére is [255].

Bar az elmult évek sordn szdmos informacié gytlt Ossze a Ghr ¢lettani ill.
betegségekben jatszott patho-etiologiai szerepérdl, még mindig sok az ismeretlen tényezd.

Reményeink szerint a Ghr élettani szerepének jobb megértését célzo vizsgalatainkkal hozza



tudunk jarulni a fent emlitett betegségek molekularis hatterének jobb megértéséhez és az
emlitett terapids lehetdségek gyakorlatban valé megvaldsuldsahoz ¢és 1) terapias

lehetdségek kidolgozasahoz.

8. Roviditések jegyzéke

A-Ghr: acylalt ghrelin

GRP: gastrin releasing peptide

AgRP: agouti-related peptide

AMY: amygdala

ANT: antagonista (D-Lys3-GHRP-6)
nARC: nucleus arcuatus

DA-Ghr: desacyl-ghrelin

BLA: basolateralis amygdala

CREF: corticotropin releasing factor

Ghr: a szervezetben talalhat6 teljes ghrelin mennyiség
GHRP: growth hormon releasing peptide
GHS: novekedési hormon szekretagog
GHS-R: novekedési hormon szekretagdg receptor
HT: hypothalamus

i.c.v.: intracerebroventricularis

1.p.: intraperitonealis

1.v.: intravénas

LH: lateralis hypothalamus

NPY: neuropeptid Y

PVN: nucleus paraventricularis

VMH: ventromedialis hypothalamus
VTA: ventralis tegmentalis area

Nacc: nucleus accumbens



NTS: nucleus tractus solitarii

GH: novekedési hormon

DM: diabetes mellitus

PEPCK: phosphoenolpyruvat carboxykinase
NEVB: Noldus EthoVision Basic szoftver
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