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Bevezetés

Orexinek

Néhany éve izolaltak és szerkezetileg jellemezték a kisérletsorozatunkban is hasznalt két
neuropeptidet, a hypocretin-1-et és hypocretin-2-t. Kés6bbiekben legfébb bioldgiai
hatasanak megfeleléen orexinnek (orex: gorogul étvagy) nevezték el. A kémiai
szerkezetet vizsgalva megallapitottak, hogy két aktiv orexin vegyulet |étezik: az orexin-A
33 aminosavat és 2 diszulfid hidat tartalmaz, mig az orexin-B 28 aminosavbdl allo linearis
peptidlancbdl tevédik 6ssze. Két orexin receptor van: az OX4R szelektiv az orexin-A-ra
vonatkozoan, az orexin-B-hez az affinitdsa mintegy tizszer kisebb, mig az OX;R nem
tekinthetd szelektivnek, az orexin-A és orexin-B egyenl6 affinitassal kotédik hozza.
Immunhisztokémiai vizsgalatok a lateralis hypothalamusban mutattdak nagy mennyiségben
orexin peptidek jelenlétét. ToObb adat szdél amellett, hogy az orexin f6 hatasaként ismert
taplalékfelvételt fokozo tulajdonsaga mellett részt vesz a vizanyagcsere szabalyozasaban:
i.c.v. adagolva fokozza a vizfelvételt és vizeleturitést, az orexin szempontjabdl involvalt
lateralis hypothalamus |ézi6 csodkkenti a vizfogyasztast, szomjazas emeli a
hypothalamusban a 130 aminosavat tartalmaz6 orexin precursor prepro-orexin mRNS
szintet. Feltételezhet6, hogy az orexin, mint peptid modulator szerepet jatszik a
hypothalamo-neurohypophysealis rendszer regulaciéjaban. Erre utalnak azok a
megfigyelések, amelyek az orexin és a hypothalamus magnocelluléris régioja — a PVN és

SON - morfolégiai és funkcionalis kapcsolatat bizonyitjak.

VP

A hypothalamus magncellularis neuroszekretoros idegseijtjei (PVN, SON) altal termelt VP
axonalis transzporttal jut a hypophysis nyélen at a neurohypophysis fenesztralt
kapillarisaihoz. Az axonvégzddésekbdl, adekvat inger hatasara a vérkeringésbe jut. Egy,
korabban a munkatarsaim altal alatdmasztott hipotézis szerint a NH pituicytaiban is zajlik
VP termelés, VP génexpressziot mutattak ki: neurohypophysis sejttenyészet

fellluszojaban tomegspektroszkopiaval VP-t azonositottak.

Monoaminerg rendszer és ozmotikus inger

In vivo vizsgalatokban kimutattdk, hogy monoaminok, igy a HA, a 5-HT és a

katekolaminok (NADR, ADR, DA) részt vesznek a VP szekrécié szabalyozasaban. In vitro
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kisérleteink soran korabban megallapitottuk, hogy a monoaminok adagolasa utan a NH
szintjén is fokozodik a VP kivalasztas.
Régdbta ismert, hogy ozmotikus inger hatasara, pl. hiperozmotikus sdoldat intraperitonealis

adagolasat kdvetden a VP szint emelkedik.

Célkitlizés

A fent emlitett neurotranszmitterek azonos lokalizacioja és élettani folyamatokban betdltott
szereplket tekintve feltételezzlik, hogy funkcionalis kapcsolatban allnak egymassal.

Vizsgalatainkat in vivo és in vitro korilmények ko6zott végeztik.

In vivo kutatasaink soran a kovetkez6 kérdések megvalaszolasara torekedtiink:

1. Van-e kllénbség az orexin-A és orexin-B kozott intraperitonedlis és
intracerebroventrikularis adagolast kovetéen a taplalékfelvétel valamint
vizfogyasztas vonatkozasaban?

2. Ozmotikus stimulus (2,5%-o0s NaCl oldat) utan a VP koncentracio valtozasat
hogyan médositja az orexin neuropeptid?

3. Milyen valtozast idéznek el6 az orexinek a nem-ozmotikus inger (hisztamin) altal
kivaltott VP koncentraciéban?

4. Az orexin-A indukalta VP szekrécios valtozasok kivédhetdk-e az OX4R antagonista
SB408124-gyel?

In vitro kisérleteink az alabbi kérdések megvalaszolasara iranyultak:

1. NH sejtkulturaban hogyan hatnak az orexinek a VP kivalasztasra?

2. Mddositjdk-e az orexinek (és ha igen, akkor a két vegylulet hatasa kdzott van-e
kildnbség) a monoaminerg vegyuletekkel indukalt VP kivalasztas valtozasat a
sejttenyészet pituicytaiban?

3. Aspecifikus ozmotikus inger (K* adagolas) okozta VP szekrécié novekedést az
orexinek képesek-e befolyasolni?

4. Az OX4R antagonista (SB408124) alkalmazasaval a monoaminerg vegyuletek altal

elbidézett VP szint emelkedés orexin-A okozta mérséklése kivédheto-e?



Anyaqok és moédszerek

A) In vivo Kisérletek

180-250 g sulyu him Wistar patkanyokkal dolgoztunk. Az érkezést kovetd egy hetes
beszoktatas utan altatasban kanult helyeztink be a jobb ventriculus Ilateralisba.
Kisérleteket egy héttel a mitét utan végeztink. A kanul helyét a kisérletek lezajlasat
kovetben ellendriztik és csak a pozitiv esetekkel szamoltunk.

A taplalék- és vizfelvétel méréséhez szeparalt ketrecekbe helyeztiik az allatokat. A viz- és
taplalékfogyasztasukat 6ranként mértik 4-6 éran at.

A plazma VP szint meghatarozashoz a patkanyokat dekapitaltuk és vérmintat gyUjtottink
alvadasgatiéval ellatott (NaEDTA, 3 mg/ml) polisztirén csévekbe. A VP mennyiségét
centrifugalas utan kapott plazmabol RIA modszerrel mértik. Az eredmények statisztikai

analiziséhez Kruskal-Wallis prébat hasznaltunk.

A kezelésekhez felhasznalt anyagok:

Orexin-A és orexin-B (i.c.v. 10-30-90 ug/10pl/allat; i.p. 100-300 ug/1 mi/allat)
2,5% NaCl oldat (i.p. 1mlI/100g testsuly, 15 perccel az orexin kezelés utan)
HA (i.p. 1 mg/100g testsuly; 15 perccel az orexin kezelés utan)

SB408124 (N-(6,8-Difluoro-2-methyl-4-quinolinyl)-N'-[4-

(dimethylamino)phenyljurea) (i.c.v. 30 ug/10ul/allat, orexin kezeléssel

B bdh =

egyidében)
B) /n vitro kisérletek

Wistar patkanyok hypophysisét steril korilmények kdzott eltavolitottuk és enzimatikusan
emésztettuk (tripszin, DNaz-1 és IlI, kollagenaz), majd a diszpergalt sejteket kollagénnel
bevont plasztik Petri csészébe helyzetiik. (Viabilitas: 99-100%, sejtszam: 2x10%ml.) A VP
koncentraci6 meghatarozasa a felulusz6 médiumbdél RIA modszerrel tortént.
Eredményeink statisztikai analizisét Tukey-Kramer-féle paros 0sszehaSONIlitassal
végeztuk.
A kezelésekhez felhasznalt anyagok:

1. orexin-A és orexin-B (107°-10™* M)

2. HA, DA, ADR, NADR, K* (10°® M)

3. SB408124 (10° M)



Eredmények

1. Orexinek hatasa a taplalék- és vizfelvételre

Mind az orexin-A, mind az orexin-B i.c.v. alkalmazasat kovetéen mar az elsé 6raban
fokozodott a kontroll csoportokhoz képest a taplalék- és vizfelvétel. A két hormon hatasa
kozott szamottevd kuldonbség nem volt mérhetd. A vizfelvétel vonatkozasaban a 30 pg/10

Ml i.c.v. adagolt orexin-A hatasa volt a legkifejezettebb.

2. Az orexinek hatasa a VP kivalasztasra

A kuldénbdz6 koncentracidban, i.c.v. és i.p. adagolt orexin-A és orexin-B nem befolyasolta
a plazma bazalis VP szintjét. Az ozmotikus (2,5%-0s sooldat) és nem ozmotikus (HA)
inger hatasara a VP szint emelkedett, ezt a nbvekedést az orexinek redukalni tudtak, de
kivédeni nem. Az orexin-A és orexin-B neuropeptidet egymassal 6sszehasonlitva
megallapitottuk, hogy a kivaltott hatasaik tekintében nincs szamottevé kulonbség
kozottik.

A sejttenyészetben végzett kisérleteink az in vivo vizsgalatok eredményeivel jol
korrelalnak. A bazdlis VP koncentraci6 nem valtozott koncentraciéfuggbéen egyik
neuropeptid adagolasat kdvetéen sem. A monoaminergekkel indukalt VP kivalasztas az
orexinek preinkubacidjaval redukalhatd volt, az orexinek indukciét koveté adagolasaval
ilyen csokkenést nem tapasztaltunk. K* hatasara bekdvetkezé VP kivalasztas nem

valtozott orexin-A vagy —B kezelést kdvetben.

3. Az OX4R anatgonista alkalmazasaval kapott eredmények

Az orexin-A irodalomi adatok szerint nagyobb affinitassal kapcsoldédik az orexin-1
receptorhoz, ezt a tulajdonsagat kihasznalva az orexin-A és a receptora antagonistajanak
egyuttes alkalmazasaval végeztink kisérleteket. Az orexin-A mellett antagonista
alkalmazasaval a vizfelvétel szintje mérséklédott, de a kontrollhoz viszonyitva emelkedett
maradt.

A vérplazma VP koncentraciojaban bekovetkezett valtozasok tekintetében eredményeink
azt mutatjdk, hogy az antagonista egyideji adagolasaval, a HA-nal és hiperozmotikus
sboldattal indukalt emelkedést kovetben az el6zéekben tapasztalt redukcid nem
kovetkezett be. Az antagonista jelenléte az izolalt NH sejttenyészetben is kivédte a

monoaminerg stimulust kovetéen az orexin-A altal kivaltott VP szint csOkkenést.
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Kovetkeztetés

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy:

1. Orexin-A jelent6sebben, orexin-B kisebb mértékben fokozza a vizfogyasztast. Az
OX4R antagonista a polydipsiat szignifikansan csokkenti.

2. Kulénbdz6é dozisban bejuttatott orexin-A, illetve -B 6nmagaban a VP-szintet nem
valtoztatja meg.

3. HA, illetve 2,5%-0s NaCl kezelés emeli a VP-szintet; orexin-A i.c.v. adasa a HA, illetve
a hiperténias NaCl oldat okozta VP-kivalasztas ndvekedését gatolta. Az OX4R antagonista
adasaval a gatlast nem tudtuk kimutatni.

4. Megallapitottuk, hogy az orexin a vizfelvételre, illetve HA-nal és ozmotikusan indukalt
VP-szint emelkedésre gyakorolt hatasat feltehetéen az OX R kozvetitésével fejti ki.

5. Izolalt patkany NH sejttenyészetben a bazélis VP szintet az orexin kezelés nem
befolyasolja.

6. A monoaminergekkel indukalt VP szint emelkedés csokkenthetd orexin el6kezeléssel
NH sejttenyészetben. Az orexin VP szekrécié regulalasaban betdltott szerepét a
monoaminerg rendszerrel val6 interakciéjan keresztul érvényesiti.

7. Az orexin-A redukal hatasat a szelektiv OX1R antagonista csdkkenti.

8. A VP kivalasztas szabalyozasat az orexin a hypophysis hatsé lebeny szintjén is

érvenyesiti specifikus receptora, az OX1R-ok kdzremikodésével.

Osszefoqlalas

Vizsgalati eredményeink alapjan valdszindsitjuk, hogy a nemrégiben izolalt két orexin
neuropeptid in vivo és in vitro korilmények kozott szerepet jatszik a VP kivalasztas
regulacidjaban. Az in vitro kisérletek tovabba alatdmasztjdk azt a hipotézist, hogy
interakciéjuk monoaminergekkel a hypothalamustél fluggetlentl, a NH szintién is
érvényesul. Az antagonistaval kapott eredményeink arra utalnak, hogy az orexinek

regulator funkcidja a specifikus receptoraikon keresztul érvényesul.

Kisérleteink els6sorban elméleti jelentéséglek: a centrdlis szabalyozas szempontjabol
fontos orexinnek a vizanyagcserére gyakorolt hatdsmechanizmusanak tisztazasahoz

kivanunk hozzajarulni.
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