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Az értekezésben előforduló rövidítések 

5-HT   szerotonin 

ACTH  adrenokortikotrop hormon 

ADH  antidiuretikus hormon 

ADR  adrenalin 

ARC  nucleus arcuatus 

CRH  corticotropin-releasing hormon 

CSF  cerebrospinális folyadék 
DA  dopamin 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

HA   hisztamin    

i.c.v.  intracerebroventrikuláris 

i.p.  intraperitoneális 

ISH  in situ hibridizáció 

i.v.  intravénás 

LHA  laterális hypothalamus 

NADR  noradrenalin 

NH  neurohypophysis 

OX1R  orexin-1 receptor 

OX2R  orexin-2 receptor 

PBS  foszfát puffer 

PVN  nucleus paraventricularis 

qRT-PCR „quantitative real time” polimeráz láncreakció 
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SEM  standard error of mean 

SON  nucleus supraopticus 

VP   vazopresszin  

WB  western blot 
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1. Bevezetés 
 
1.1. Az orexin neuropeptidek jellemzése 

1998-ban izoláltak két, szerkezetüket tekintve némileg eltérő neuropeptidet, a 

hypocretin-1-et és hypocretin-2-t (1, 2). A két vegyületet később étvágyfokozó 

hatásukról a görög orex (jelentése: étvágy) szó után orexin-A-nak és orexin-B-nek 

nevezték el. Orexin kizárólag a laterális hypothalamus területén termelődik, és projekciói 

révén innen jut el a központi idegrendszer más területeire. A 33 aminosavból álló orexin-

A két diszulfidhidat tartalmaz (Cys6-12 és Cys 7-14), míg az orexin-B 28 aminosavból álló 

lineáris peptidlánc. Az orexin-A teljes aminosav szekvenciája: Pyr-Pro-Leu- Pro- Asp- 

Cys- Cys- Arg- Gln- Lys- Thr- Cys- Ser- Cys- Arg- Leu- Tyr- Glu- Leu- Leu- His- Gly- 

Ala- Gly- Asn- His- Ala- Ala- Gly- Ile- Thr-Leu- NH2, az orexin-B pedig a következő 

sorrendből tevődik össze: Arg- Ser- Gly- Pro- Pro- Gly- Leu- Gln- Gly- Arg- Leu- Gln- 

Arg- Leu- Leu- Gln- Ala- Ser- Gly- Asn- His- Ala- Ala- Gly- Ile- Leu- Thr- Met- NH2. A 

humán, a marha, az egér és a patkány orexin megegyezik, a két orexin típus 46%-os 

homológiát mutat (3). 

Specifikus receptoraik G-fehérjéhez kapcsolt transzmembrán receptorok. Az orexin-1  

(OX1R) és orexin-2  receptor (OX2R) jellemzője, hogy az orexin-A mintegy tízszer 

nagyobb affinitással kötődik az OX1R-hoz, mint az orexin-B, ugyanakkor az OX2R-hoz 

való kötődésük azonos mértékű (2). 
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1.2. Az orexinerg rendszer centrális kapcsolatai 

Orexinerg neuronok efferentációját a központi idegrendszer több területén megfigyelték 

és viszont, számos területről kapnak afferenseket az orexin neuronok (4). Ezen 

kapcsolatok és ehhez tartozó megfigyelések alapján írták le az orexin étvágyfokozó 

hatásán túl számos más élettani folyamatban betöltött szerepét.  

Az orexin tartalmú neuronok axonvégződéseit a nucleus arcuatus (ARC) területén 

kimutatták, ahol dopamin (DA), neuropeptid Y (NPY) és proopiomelanocortin (POMC) 

termelés folyik, amelyek ismert táplálékfelvételt szabályozó peptidek. Feltehetően ez a 

kapcsolat lehet a felelőse az orexin táplálékfelvételt fokozó hatásának (5).  

Immunhisztokémiai vizsgálatokkal intenzív orexin pozitivitást mutattak ki a locus 

coeruleus magcsoportjában, mely noradrenerg központ révén az ébrenlét 

fenntartásában játszik fontos szerepet. Az agytörzsi raphe-magok dorzális csoportjának 

innerválása az innen a nucleus suprachiasmaticusba „feed back” információt küldő 

szerotoninerg neuronok közvetítésével a cirkadián ritmus kialakításában is részt vesz (6, 

7).  

A hypothalamus hisztaminerg tuberomamilláris magja is szerpet játszik a cirkadián 

ritmus, az alvás-ébrenlét alakításában. Számos orexin neuron végződik ezeken a 

sejteken is (8). 

Kutatásaink alapját szolgáló ismeretek azt mutatják, hogy az orexinek ozmoszenzitív 

területeket is stimulálnak: orexin receptor immunreaktivitás figyelhető meg a 

hypothalamus magnocelluláris régiójához tartozó nucleus supraopticus (SON) és 

nucleus paraventricularis (PVN)  magcsoportokon (9). Az orexin jelentős szerepet játszik 

a neuroendokrin regulációban (10-13). Több adat szól amellett, hogy az orexin részt 
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vesz a vízanyagcsere szabályozásában: intracerebroventrikulárisan (i.c.v.) adagolva 

fokozza a vízfelvételt és a vizeletürítést (9), az orexin szempontjából involvált laterális 

hypothalamus lézió csökkenti a vízfogyasztást (14), a szomjazás emeli a 

hypothalamusban a 130 aminosavat tartalmazó orexin precursor prepro-orexin mRNS 

szintet (15). 

Feltételezhető, hogy az orexin, mint peptid modulátor szerepet játszik a hypothalamo-

neurohypophysealis rendszer regulációjában. Erre utalnak azok a megfigyelések, 

amelyek az orexin és a hypothalamus magnocelluláris régiója – mindenekelőtt a PVN - 

morfológiai és funkcionális kapcsolatát bizonyítják (13, 16-20).  

1.3. A vazopresszin (VP) kiválasztás centrális regulációja 

A VP a hypothalamus magnocelluláris régiójának SON és PVN magcsoportjaiban 

termelődik és axonális transzporttal a hypophysis nyélen keresztül jut el a hypophysis 

hátsó lebenyébe neuroszekréciós granulumok formájában (21). Általánosan elfogadott 

tény, hogy a NH csak mint a VP raktározás színtere játszik szerepet, itt kerül a 

vérkeringésbe (22). Témavezetőm, Dr. László A. Ferenc és munkatársai 

tömegspektroszkópiás módszerrel azonosítottak izolált NH sejtkultúra felülúszó 

médiumában megjelenő VP-t (23) és leírták, hogy a pituicyták VP termelésre és 

kiválasztásra képesek (24). VP prekurzor peptidet és mRNS-t  is megfigyeltek NH-ben 

(25, 26). Ugyanakkor hypophysis-nyél roncsolása után ozmotikus ingert követően a 

hátsó lebenyből VP mRNS-t nem tudtak kimutatni (27), míg mások 7-10 nappal a nyél 

roncsolását követően VP mRNS expressziót találtak pituicyták egy részében (28). 

Három VP receptor típus ismert. A V1a receptorok inozitol-trifoszfát rendszeren keresztül 

fejtik ki hatásukat az erek endotéljében és a májban (29-31). Az adenohypophysisben 
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V1b receptorok találhatók (32), amelyek az ACTH rendszerre fejtik ki hatásukat, a V2 

receptorok pedig a vese disztális tubulus hámsejtjeinek bazolaterális membránjában 

találhatók és adenilát-cikláz aktivitáson keresztül érvényesítik antidiuretikus hatásukat 

(33). 

A VP kémiai szerkezetét tekintve egy hat aminosavat tartalmazó gyűrűből és az ehhez 

kapcsolódó tripeptid-amid oldalláncból felépülő, kilenc aminosavból álló nonapeptid (34). 

A VP emeli az artériás vérnyomást (35), a vércukorszintet (36), fokozza a 

bélperisztaltikát (37) és emellett befolyásolja a tanulási és memóriafolyamatokat is (38). 

Legfőbb biológiai hatása az antidiuretikus effektus, amiről az antidiuretikus hormon 

(ADH) elnevezést is kapta és kutatásaink központi szereplője, hiszen kulcsszerepet 

játszik a vízháztartásban (39). 

1.4. A monoaminerg rendszer és interakcióinak szerepe 

Számos kutatási eredmény igazolja, hogy az agy monoamin vegyületei, a hisztamin 

(HA) (40, 41), a DA (42, 43), szerotonin (5-HT) (44, 45) és az adrenerg rendszer (46, 47) 

is szerepet játszhatnak a VP kiválasztás regulációjában. Korábban munkatársaim, 

Dr. Gálfi Márta vezetésével, izolált neurohypophysis sejttenyészetben kimutatták a 

monoaminerg vegyületek VP kiválasztást fokozó hatását (48-50). További vizsgálati 

eredmények - melyek bemutatása Dr. Molnár H. Andor doktori disszertációjának nagy 

részét is képezi - alátámasztották az említett neuroaktív vegyületek VP szekréciót 

fokozó hatását in vivo körülmények között is. Bizonyították továbbá, hogy a VP 

regulációja monoaminerg rendszer és egy peptid modulátor, a galanin közreműködése 

révén a hypophysis hátsó lebenyének szintjén is kimutatható. 
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A fent leírt megállapításokból kiindulva jelen kísérletsorozatunkban vizsgáltuk, hogy az 

orexin neuropeptidek hogyan befolyásolják izolált patkány NH sejttenyészetben és in 

vivo körülmények között a VP termelést és kiválasztást.  
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2. Célkitűzések 
 

1. Hím Wistar patkányokon végzett (in vivo) kísérletek célja: 

a. a táplálékfelvétel változásának monitorozása az orexin neuropeptidek 

centrális adagolását követően 

b. a vízfelvétel vizsgálata orexin-A és orexin-B i.c.v. adagolását követően 

c. orexin i.c.v. adagolása után ozmotikus stimulust (i.p. 2,5%-os NaCl oldat) 

követő VP koncentráció vizsgálata 

d. i.c.v. adagolt orexin hatásának mérése nem-ozmostikus inger (HA) által 

kiváltott VP koncentráció változására 

e. OX1R antagonista (SB 408124) inhibitor hatásának vizsgálata az orexin-A 

által kiváltott VP szekréciós változásaira 

2. In vitro kutatásaink a következő kérdések megválaszolására irányultak: 

a. NH sejtkultúra VP kiválasztására direkt módon hatnak-e az orexinek? 

b. módosítják-e az orexinek (és ha igen, akkor a két neuropeptid hatása 

között van-e különbség) a monoaminerg vegyületekkel előidézett VP 

kiválasztást a sejttenyészet pituicytáiban? 

c. befolyásolják-e az orexinek az aspecifikus ozmotikus inger (K+ adagolás) 

VP szekrécióra kifejtett hatását? 

d. az OX1R antagonista alkalmazásával kivédhető-e az orexin-A okozta 

esetleges változás a monoaminerg vegyületek által kiváltott VP 

koncentráció növekedésében? 
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3. Általános módszerek 
 

3.1. In vivo kísérletek leírása 

Állatok: 

180-250 gramm súlyú hím Wistar patkányokat használtunk kísérleteinkhez. Az állatokat 

a Domaszéki Állatházból rendeltük minden esetben és ketrecenként 5 állatot tartottunk 

standard körülmények között (12 órás világítás reggel 8 órától, 23±2 °C hőmérséklet, 

csapvíz és granulált patkánytáp (LATI, Gödöllő) ad libitum). Az állatok tartási 

körülményei és a kísérletek menete a SZTE Munkahelyi Állatkísérleti Bizottság 

előírásainak megfelelt. 

Centrális kanül beépítése: 

Az állatokat 1 héttel az érkezésük után, steril körülmények között műtöttük. Éteres 

(MOLAR Chemicals Kft., Budapest) altatást követően sztereotaxiás készülékben (David 

Kopf Instruments, CA, USA) rögzítettük a patkányokat. A fejbőr fül- és szemvonal közötti 

részét ollóval eltávolítottuk, majd a seb környékének letisztítása után a sebre hidrogén-

peroxidos (MOLAR Chemicals Kft., Budapest, 30%) vattát helyeztünk fertőtlenítés és a 

kötőszövetek (csonthártya is) eltávolítása érdekében. Kb. 1 perc elteltével a koponyának 

ezen részét alaposan megtisztítottuk és szárazra töröltük. A jobb parietális csontba kis 

lyukat fúrtunk 4 mm mélységben. A fúráshoz injekciós tűből (LUER 20GG ½ 38/9) 

gyártott kézi fúrót használtunk, melyet 4 mm-nél megjelöltünk. A fúrás pontos helyének 

meghatározásához Paxinos és Watson sztereotaxiás atlaszát használtuk (51) – a lyuk 

0,7 mm anterior és 1 mm laterális irányban volt a Bregmától minden esetben. A lyukon 

keresztül kanült (PlasticOne Guide Cannula, 0.4 x 4 mm) helyeztünk a jobb oldali 

laterális agykamrába. A kanült gyorsan szilárduló fogászati cementtel (Adhesor cink-
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foszfát cement, SpofaDental, Csehország) rögzítettük a koponyacsont felszínéhez. A 

fejbőrt egy öltéssel a kanül körül összehúztuk. A műtétet követően az állatokat 1 hétig 

hagytuk pihenni. A kísérleteket követően a kanülön keresztül 1%-os metilénkék festéket 

(Reanal, Budapest) fecskendeztünk az agyba és a koponyából kiemelve megvizsgáltuk 

a keresztmetszetét. Amennyiben a kanül megfelelő helyen volt, a kamrákban megjelent 

a festék (1. kép). Hibásan behelyezett kanülök (kb. 8,5%-ban) esetén az eredményeket 

az értékelésből kihagytuk. 

 

1. kép: Kamra festődése metilénkékkel megfelelő kanülbehelyezés után 

(nyíl: festék megjelenése a kamrákban sikeres kanülbeépítés esetén) 

 

Anyagok beadása: 

Az állatoknak éteres bódításban adagoltuk az anyagokat. Az anyag bejuttatásához 

Hamilton fecskendőre erősített műanyag kanült használtunk, melynek végén lévő 

MEDICOR NEOMED 25G típusú steril tű pont illeszkedett az általunk beépített kanülbe. 

A beültetett kanült injektálás előtt óvatos forgó mozdulatokkal tisztítottuk.  

Táplálékfelvétel mérése: 

Minden esetben reggel 9 óra körül kezdtük a megfigyelést. A kísérlet megkezdése előtt 

2 órával az állatoktól megvontuk a vizet. Az állatoknak éteres altatásban i.c.v. adtuk be 

az anyagokat. A kontroll állatok fiziológiás sóoldatot kaptak, a kezeltek pedig különböző 
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koncentrációban, fiziológiás sóoldatban oldott orexint kaptak. Az OX1R antagonistát az 

orexin-A-val együtt adagoltuk i.c.v. Az állatokat az anyagok beadása után szeparált 

ketrecekbe helyeztük és számukra lemért mennyiségű táprudat biztosítottunk. Az 

elfogyasztott táprúd mennyiségét (gramm) mértük 1, 2 és 4 óra elteltével. A kísérlet 

végén az eredményeket korrigáltuk a táprúdról lehullott törmelék mennyiségével. 

Vízfelvétel mérése: 

A reggel 9 órakor induló kísérlet megkezdése előtt 2 órával az állatoktól megvontuk az 

ételt. A kísérlethez a táplálékfelvétel mérésénél leírt módon adagoltuk az anyagokat és a 

szeparált ketrecbe helyezéstől számított 2, 4 és 6 óra elteltével olvastuk le az 

elfogyasztott víz mennyiségét (ml). 

Mintavétel plazma VP szint méréséhez: 

30 perccel az orexinek i.c.v., 15 perccel a hiperozmotikus sóoldat vagy hisztamin 

adagolása után a patkányokat dekapitáltuk és a vérmintákat hűtött, Na2EDTA-s 

(3 mg/ml, Sigma, Németország) polisztirén csövekbe gyűjtöttük. Centrifugálást követően 

(4 °C, 4000rpm, 20 perc) a felülúszó vérplazmából a VP mennyiségét RIA módszerrel 

határoztuk meg 72 órán belül. A VP meghatározásig a mintákat -80°C-on tároltuk. 

3.2. NH sejttenyésztés készítésének leírása 

A sejttenyészetekkel folytatott kísérleteinket Dr. Gálfi Márta tanárnő irányításával 

hajtottuk végre.  

A pituicyták, azaz a NH sejtjei módosult gliasejteknek tekinthetők. Az enzimatikus 

emésztési módszereinket speciálisan a gliasejtekre leírt eljárások képezték (52, 53), a 

tenyésztési folyamat többi részét korábbi publikációk tárgyalják (23, 24, 54, 55). 
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Pentobarbitál (4,5 mg/kg Nembutal, Abbott, USA) altatásban steril körülmények között 

távolítottuk el hím Wistar patkányok (180-230 g) hypophysisét. Preparáló mikroszkóp 

alatt óvatosan elválasztottuk a hátsó és a középső lebenyt. A továbbiakban a hátsó 

lebennyel dolgoztunk, melyet enzimatikus emésztésnek vetettünk alá. Az emésztési 

folyamat 37 °C-on zajlott, a következő sorrendben: 

- 0,2% tripszin (Sigma, Steinheim, Németország) PBS-ben, 30 perc; 

- 30 µg/ml kollagenáz (Sigma), 60 perc; 

- 300 IU/ml diszpáz (Sigma), 30 perc; 

- 10 µg/ml DN-áz I és II (Sigma), 2 x 30 perc 

- 100 µg/ml tripszin inhibítor (Sigma), STOP. 

A sejttenyészetet 3-szor mostuk át PBS-ben és nylon blutex szűrőn át (pórusátmérők: 

100 µm, 80 µm, 48 µm) mechanikailag disszociáltuk. A sejtszám meghatározását 

Bürker-kamrával és áramlásos cytometriás méréssel végeztük (2 x 106). A sejtek 

viabilitását Trypan-kék (Sigma) oldattal festett környezetben vizsgáltuk. Ez a 

festékmolekula nem jut át fiziológiailag ép membránon, így az egészséges sejtek nem 

festődnek. Amennyiben a nem festődő sejtek száma ≥ 95%, a szuszpenziót 

alkalmasnak találtuk a kísérlet elvégzéséhez. A sejteket ezután 2 x 105 sejt/ml 

koncentrációban, patkány farok kollagénnel bevont, 24 lyukú tenyésztőedényekbe 

(Costar, USA) helyeztük és 37 °C-on tartottuk 5% CO2 jelenlétében. A sejtkultúrákat 

naponta mostuk tápoldattal (DMEM-t (Sigma), 20% marha magzati szérumot (Gibco, 

USA), 100 µg/ml penicillint és 100 µg/ml streptomycint tartalmazott), majd konfluenssé 

válásuktól kísérleti modellként alkalmaztuk. 

A sejttenyészetés indulásától mértük a felülúszó médium VP szintjét, hogy a 

hormonszekréció időbeli változását regisztráljuk. Korábbi megfigyeléseket alátámasztva, 
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a hormonszekréció a sejttenyészetben az 5-6. napon érte el a detektálható szintet, 

fokozatos koncentrációnövekedés után a 13-14. napon vált konstanssá, így ez utóbbi 

időpontot választottuk a hormon kiválasztás vizsgálatára. 

3.3. VP meghatározás - RIA  

A vérplazma mintákból és a sejttenyészet felülúszójából is RIA módszerrel határoztuk 

meg a VP mennyiségét a SZTE ÁOK I. sz. Belgyógyászati Klinika Endokrin 

Laboratóriumában Dr. Gardi János tudományos munkatárs irányításával.  

A sejttenyészetből 2 órával a tápoldat cserélése után 500 µl-t kivettünk és mérésig 

-80 °C-on tároltuk. A vérplazmából a mérésekhez 1 ml-t használtunk. 

Sejttenyészet felülúszó médiumából extrakció nélkül történt a VP meghatározás, 

vérplazmánál szükség volt ezen eljárásra.  

Az extrakció párhuzamos minták alkalmazásával történt, kalibrációs görbét 1-128 pg/cső 

tartományban készítettük 1 ml VP mentes plazmában hígítva, melyet Brattleboro 

homozygóta diabetes insipidus-os patkányokból (CPB-TNO, Zeist, Hollandia) nyertük. 

Az extrakcióhoz Sep-Pak Classic C18 (Waters, Írország) oszlopokat használtunk. 

Bepárlás (55 °C-on, folyamatos N2 áram mellett) után az extrahált mintákat RIA 

pufferben (56) feloldottuk.  

A RIA módszert Dogterom és munkatársai (56) szerint végeztük kisebb módosításokkal 

(57). Az eljárás során birkában termelt VP antitestet alkalmaztunk, melyet a 

VP-(ε-aminocapriocsav)-thyreoglobulin konjugáttal szemben képeztek. A I125 izotópos 

jelöléshez szintetikus VP-t (Sigma, Németország) használtunk és a Hunter és 

Greenwood módszert alkalmaztuk (58). A jelzett hormont Janáky és munkatársai szerint 
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kromatográfiával tisztítottuk (59). Az így kapott jelzett VP specifikus aktivitása 49,9-

61,1 Tbq/mmol.  

Az antiszérum hígítás 1:350000 volt. A keresztreakció 23.3% a lyzin-8-vazopresszinnel 

(Organon, Oss, Hollandia), 0.12% a desglycinamid-9-arginin-vazopresszinnel 

(Organon), kevesebb, mint 0.01% az oxitocinnal (Richter, Budapest, Magyarország), 

0.03% az 1-24 ACTH-val (Organon) és 10.7% az 1-deamino-8-arginin-vazopresszinnel 

(Per Melin, Ferring Research Laboratory, Malmö, Svédország ).  

A módszer érzékenysége 1 pg/ml, az intra- és interassay koefficiense 13,3%. Az 

adatokat in vivo kísérletek esetében pg/ml plazma, illetve in vitro kísérletek esetében 

pg/mg fehérje egységben tüntettük fel. 

3.4. Fehérje meghatározás 

A minták fehérje tartalmának meghatározását spektrofotometriás úton, Lowry által leírt 

módszerrel végeztük (60). 

3.5. Statisztikai analízis: 

A vizsgálataink során kapott adatokat az egyes kísérleti csoportok átlagértékei és a 

középérték szórása alapján értékeltük. Az in vivo kísérletek eredményeit Krukal-Wallis 

próbának vetettük alá, míg az in vitro körülmények között kapott értékek statisztikai 

elemzését Tukey-Kramer-féle páros összehasonlítással végeztük. A p<0,05 különbséget 

szignifikánsnak tekintettük. 
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4. In vivo vizsgálatok  
 

4.1. Az orexinek hatása a táplálékfelvételre 

Bevezetés 

 

Leírásuk óta az orexin neuropeptidek étvágyfokozó és táplálkozási viselkedést 

befolyásoló hatását vizsgálták a legszélesebb körben a cirkadián ritmus, az ébrenlét 

fenntartásában betöltött szerepük mellett. Patkányokban nappal adagolva növeli a 

táplálékfelvételt (61), míg éjszaka, amikor ezek az állatok normál körülmények között 

aktívak, a táplálékfelvételüket nem befolyásolja (62). 1-2 napos éheztetés után 

kimutatták, hogy az orexin neuronokban közel megkétszereződött a prepro-orexin 

mRNS mennyisége, bizonyítva az étvágyfokozás kialakításban betöltött szerepét (63). 

Sweet és munkatársai vizsgálták különböző területekre centrálisan adagolt orexin-A és 

orexin-B hatását, ez alapján a hypothalamus és környékére injektált orexin-A fejtett ki 

táplálékfelvételt fokozó hatást mintegy 2 óra eltelte után is (64). Más publikációk az 

orexin-B kisebb hatékonyságáról (2) vagy akár hatástalanságáról (16, 65) számolnak be 

az orexin-A-hoz képest. Általánosan elfogadott, hogy az i.c.v. adagolás fokozza a 

táplálékfelvételt, az i.p. adagolás hatástalan (66), így az általunk végzett vizsgálatok az 

utóbbi adagolási módra nem terjedtek ki. 

Táplálkozási viselkedést tanulmányozó kísérleteinkkel a Tóth Gábor professzor 

vezetésével az SZTE ÁOK Orvosvegytani Intézetében szintetizált orexinek 

hatásosságát is kívántuk igazolni. 
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Anyagok és módszer 

A 3.1. pontban leírtak szerint műtöttük az állatokat és végeztük a kísérleteket.  

Az orexint 10 µg/10 µl, 30 µg/10 µl és 90 µg/10 µl mennyiségekben i.c.v. adagoltuk. Az 

orexint fiziológiás sóoldatban oldottuk. A kontroll állatok minden esetben 10 µl fiziológiás 

sóoldatot kaptak. A dózisokat Kunii közleménye alapján választottuk (15).  

Eredmények 

1, 2 és 4 órával az orexin-A i.c.v adagolását követően a kontroll csoporthoz képest 

dózistól függő szignifikáns növekedést tapasztaltunk a felvett táplálék mennyiségében 

(1. ábra).  
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1. ábra: Orexin-A hatása a táplálékfelvételre (dózis-hatás vizgálat).  

(n= 10; átlag±S.E.M., *: szignifikáns változás a kontroll csoporthoz képest; p< 0,05) 
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4.2. Az orexinek hatása a vízfelvételre  

Bevezetés 

 

Étvágyfokozó hatásán túl az orexineknek jelentős szerepük lehet a vízanyagcsere 

szabályozásában, ezt néhány irodalmi adat alátámasztja (15, 16).  Orexin-tartalmú 

neuronok a laterális hypothalamus (LHA) területén találhatók, a LHA léziója nemcsak 

aphágiához, hanem adypsiához is vezet (67-69). Másrészről ugyanezen régió 

elektromos, illetve kémiai ingerekkel történő stimulációja megnöveli a vízfelvételt (70, 

71). Megfigyelték továbbá, hogy ivás közben a LHA neuronjai aktiválódnak (72). 

Ezek alapján különböző dózisban centrálisan bejuttatott orexin-A és orexin-B hatását 

vizsgáltuk a vízfelvétel tekintetében. Megnéztük továbbá, hogyan befolyásolja az OX1R-

ra szelektív antagonista a vízfelvétel alakulását önállóan és orexin-A-val egyidejűleg 

adagolva. 

 

Anyagok és módszer 

 

Az állatokat a 3.1. pontnak megfelelően kezeltük és vizsgáltuk a vízfelvétel változását. 

Az orexint 10 µg/10 µl, 30 µg/10 µl és 90 µg/10 µl mennyiségekben adagoltuk 

centrálisan, fiziológiás sóoldatban oldva. A kontroll állatok minden esetben i.c.v. 10 µl 

fiziológiás sóoldatot kaptak. A dózisokat Kunii közleménye alapján választottuk (15). Az 

OX1R-ra szelektív antagonistát (SB 408124, C19H18F2N4O; N-6,8-Difluoro-2-methyl-4-

quinolinyl)-N’-[4-(dimethylamino)pheny]urea, Sigma, Németország) az orexin-A-val 

egyidejűleg adagoltuk 30 µg/10 µl dózisban. 
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Eredmények 

 

Orexin-A adagolását követően a kontroll csoporthoz képest megnövekedett 

vízfogyasztást tapasztaltunk. A vízfelvétel dózisfüggő alakulását vizsgáltuk. 

Megállapítottuk, hogy a fogyasztott víz mennyisége megnőtt a legkisebb alkalmazott 

dózis esetén is (10 µg/10 µl). Figyelemre méltónak találtuk, hogy a leghatásosabbnak a 

30 µg/10 µl-os dózis bizonyult, a vízfelvétel jelentősen meghaladta a nagyobb 

(90 µg/10 µl) dózis alkalmazását követő változást (2. ábra). 
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2. ábra: Az i.c.v. adagolt orexin-A hatása a vízfelvételre 2,4 és 6 óra elteltével 

patkányban. (n=10; átlag±S.E.M.; *: szignifikáns változás a kontroll csoporthoz 

képest; p<0,05) 
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Megfigyeltük, hogy 10 µg/10 µl, illetve 90 µg/10 µl dózisban alkalmazott orexin-B 

szignifikáns növekedést nem okozott a vízfelvételben, 30 µg/10 µl dózis alkalmazása 

után 4 és 6 h periódusban a vízfogyasztás fokozódott a kontroll csoportokéhoz képest, 

az orexin-A-val kapott értékeket azonban nem érte el (3. ábra). 
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3. ábra Orexin-B kezelés hatása a vízfelvételre 2, 4 és 6 óra elteltével patkányban. 

(n=10; átlag±S.E.M.; *: szignifikáns változás a kontroll csoporthoz képest; p<0,05) 
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A leghatásosabb 30 µg/10 µl-es koncentrációt alkalmaztuk az OX1R-ra szelektív 

antagonista, az SB 408124 hatásának vizsgálatához. Eredményeink azt mutatták, hogy 

önmagában alkalmazva az antagonistát nem emelte meg a vízfogyasztás mértékét. 

Orexin-A-val szimultán adagolva azonban lényegesen visszaszorította a vízfogyasztást 

az orexin-A-val kezelt csoporthoz képest, de a kontroll csoportokhoz viszonyítva 

magasabb szinten maradt (4. ábra).  
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4. ábra:Orexin-A és SB 408124 kezelést követő vízfelvétel 2,4 és 6 óra elteltével 

patkányban. (n=10; átlag±S.E.M.; a: szignifikáns különbség a kontroll csoporthoz 

képest; b: szignifikáns különbség az orexin-A-val kezelt csoporthoz képest; p<0,05) 
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4.3. Az orexin-A jelentősége a VP kiválasztás szabályozásában 

Bevezetés 

 

Orexin tartalmú neuronok a hypothalamus laterális területén (73), és a vízháztartásban 

fontos szerepet játszó PVN és SON magcsoportokban az orexin receptorok jelenléte (9) 

a fent említett szerepére utal. A hypothalamo-hypophyseális tengely egyik 

regulátoraként (74, 75) a neuroendokrin folyamatokra is hatással van.  

A vízanyagcsere másik igen fontos szabályozója a hypothalamus magnocelluláris 

régiójában termelődő VP. A polydypsia - vagyis vízbevitel fokozódása - számos 

betegség kísérője lehet. A vízfelvétel növelése normál esetben csökkent VP szintet 

eredményez a vérben (76). Ismeretes, hogy dehidratáció vagy hipertóniás sóoldat 

bevitele jelentős növekedést eredményez a plazma VP szintjében (77).  

A hypothalamusban neurotranszmitterként működő HA (78, 79) szerepet játszik az 

adenohypophysis hormonok szekréciójának szabályozásában (40) és a NH hormonok 

kiválasztásában (41). A HA aktiválja a SON és PVN neuronjait (80-83), hatására 

megemelkedik a VP mRNS szintje (81, 84). Gyorsan és erőteljesen növeli a plazma VP 

koncentrációját, mind i.p., mind i.c.v. adagolva (85-89). A HA-erg rendszer gátlása 

mérsékli a dehidratáció által előidézett VP szint emelkedést (81, 90, 91).  

Ezen neuroanatómiai, funkcionális és farmakológiai kapcsolódások alapján 

kísérleteinkkel igazolni szeretnénk az orexinek vízháztartásra gyakorolt szerepét. 

Különböző dózisban bejutatott orexin-A és orexin-B hatását vizsgáltuk a vízfelvételre. 

Megnéztük, hogyan befolyásolja az orexin-A hatását az OX1R-ra szelektív antagonista 

önálló és orexin-A-val történő egyidejű alkalmazása.  
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Az orexin-A plazma VP szintjére gyakorolt hatását vizsgáltuk ozmotikus stimulust 

követően, valamint a specifikus receptor antagonista szimultán adagolása mellett. 

HA kezelést követő változásokat néztük a plazma VP szintjére orexin-A-val történő 

előkezelést követően és itt is megvizsgáltuk az antagonista esetleges inhibitor hatását. 

 

Anyagok és módszer 

 

10 mg/100 g HA i.p. adagolása után 15 perc elteltével dekapitáltuk az állatokat és 

vérmintát gyűjtöttünk a plazma VP szinjének meghatározásához. 

1 ml/100 g 2,5%-os NaC adása után 15 perccel dekapitáltuk az állatokat és vérmintát 

gyűjtöttünk a plazma VP szinjének meghatározásához. 

Az orexin-A és az SB 408124 bazális plazma VP szintre gyakorolt hatásának 

vizsgálatához az i.c.v. orexin-A adagolást követően 30 perccel dekapitáltuk az állatokat 

és gyűjtöttük a vért. 

Az orexin-A és az SB 408124 megnövelt plazma VP szintre gyakorolt hatásának 

vizsgálatához az i.c.v. orexin-A adagolást követően 15 perccel adtuk be a plazma VP 

szintet stimuláló HA-t és hiperozmotikus NaCl oldatot i.p. 

Az orexin-A-t 30 µg/10 µl-es dózisban alkalmaztuk - a vízfelvételre gyakorolt hatásában 

ez bizonyult a leghatékonyabbnak. 

Az SB 408124 antagonistát 30 µg/10 µl dózisban alkalmaztuk, inhibitor hatásának 

megfigyeléséhez az orexin-A-val egyidejűleg adagoltuk centrálisan. 
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Eredmények 

A plazma bazális VP szintjét nem változtatta az orexin-A-val való kezelés, egymagában 

adagolva az antagonistát is a kontroll értéken maradt. Várakozásainknak megfelelően a 

hiperozmotikus sóoldat beadását követően jelentősen fokozódott a plazmában mért VP 

mennyisége. A hiperozmózist kiváltó injekciót megelőzően különböző dózisban 

bejuttatott orexin-A ezt a növekedést nagymértékben redukálni tudta, de még így is jóval 

a kontroll érték feletti VP koncentrációt mértünk. Az SB 408124 ezt a reduktív hatást 

kivédte (5. ábra).  
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5. ábra: A plazma VP szintjének alakulása orexin-A kezelést követő i.p. 

hiperozmotikus sóoldat adása után patkányban. (n=12; átlag±S.E.M.;  

a: szignifikáns különbség a kontroll csoporthoz képest; b: szignifikáns különbség a 

2,5%-os NaCl oldattal kezelt csoporthoz képest; p<0,05) 
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A hisztaminnal kiváltott VP szint emelkedés jóval a hiperozmotikus kezelést követő 

értéket mutatta. Orexin-A-val való előkezelés ebben az esetben is csökkentette a 

megemelt VP szintet, de a kontrollhoz képest jóval magasabb értéken maradt. Az 

SB 408124 alkalmazása az orexinnel kiváltott VP szint csökkenést gátolta (6. ábra). 
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6. ábra: Orexin-A kezelés hatása hisztamin adagolást követő plazma VP szintre. 

(n=12; átlag±S.E.M.; a: szignifikáns különbség a kontroll csoporthoz viszonyítva;  

b: szignifikáns különbség a hisztaminnal kezelt csoporthoz viszonyítva; p<0,05) 
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4.4. In vivo eredmények megbeszélése 

 

Az orexinek szerepének vizsgálatával a szakirodalomban számos publikáció foglalkozik. 

Ezek közül is legnagyobb számban az alvás-ébrenlét és étvágyfokozó hatásának 

kapcsán születtek tudományos közlemények. 

A disszertációban bemutatott in vivo kísérletekkel igazoltuk, hogy az orexin centrális 

adagolását követően jelentős mértékben fokozza a táplálékfelvételt patkányokban. Ezen 

eredményeink a szakirodalomban leírtaknak (64, 92) megfelelnek, ugyanakkor fontos 

megjegyezni, hogy az étvágy fokozásában, a táplálkozási viselkedés szabályozásában 

az orexin számos más hypothalamikus és perifériás hormon közreműködéséval vesz 

részt, mint például a ghrelin (93), a NPY (94, 95) és a leptin (96, 97).  

Több morfológiai és funkcionális vizsgálat utal a LHA-ban termelődő orexinek 

vízanyagcsere szabályozásában betöltött szerepére (9, 15). Az általunk végzett 

kísérletekben az orexin-A jelentősen fokozta a vízfogyasztást, a 30 µg-os dózis 

bizonyult leghatékonyabbnak.  

Bäckberg és munkatársai leírták az OX1R-ok jelenlétét a vízháztartás szabályozásában 

központi szerepet játszó hypothalamikus területek neuronjain (9). OX1R-ra szelektív 

antagonista alkalmazásával végzett kísérleteink során megfigyeltük, hogy az SB 408124 

semlegesítette az orexin-A hatását, ezzel alátámasztottuk feltevésünket, miszerint ezen 

receptorok kulcsszerepet játszanak az orexin hatásának kifejtésében.  

Eredményeinket a szakirodalmi adatokkal összevetve megállapítható, hogy a LHA-ban 

termelődő orexin fiziológiás regulátorként részt vesz a vízfelvétel szabályozásában, a 

vízfogyasztást centrális adagolást követően jelentősen fokozza. 
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Az orexin a táplálékfelvétel és az étvágyfokozás szabályozását a ghrelin-NPY útvonal 

szoros közreműködésével fejti ki (98-100). A ghrelin étvágyfokozó hatását befolyásolja a 

NPY (101, 102). Mind a NPY, mind a ghrelin fokozzák a VP kiválasztást in vivo 

körülmények között (103-107). Az orexin-A centrálisan adagolva nyúlban számos más 

hatása mellett megnöveli a vér VP tartalmát (108) és a VP mRNS mennyiségét a PVN 

területén patkányokban (109). Ismeretes, hogy a dehidratáció fokozott aktivitáshoz vezet 

állatokban (110, 111). Transzgenikus egereken folytatott kísérletekkel igazolták, hogy az 

orexin neuronok V1a receptor közreműködésével történő aktiválása szerepet játszik a 

vízmegvonással járó hiperlokomotoros aktivitásban (112). Ozmotikus stimulus aktiválja a 

SON (113) és PVN neuronjait (114, 115), fokozott VP és oxytocin kiválasztást 

eredményezve a hypothalamikus magokból. Tsunematsu és munkatársai igazolták, 

hogy a cerebrospinális folyadék (CSF) VP és oxytocin tartalma humorális úton, a V1a 

receptorokon keresztül aktiválja az orexin neuronokat és az ezzel kiváltott fokozott 

aktivitás hozzásegíti az állatot az éhezés és szomjazás során a túléléshez (112). 

Kísérleteink során a plazma bazális VP szintjét az orexin i.c.v. injektálása nem növelte 

meg. Ozmotikus inger, azaz 2,5%-os NaCl oldat és nem-ozmotikus inger, hisztamin i.p. 

adagolást követően jelentősen megemelkedett a plazma VP szintje. Ez a megfigyelés 

összhangban van a témában már megjelent közleményekben leírtakkal (57, 116). Az 

orexin-A-val történő előkezelés ezt az emelkedést mérsékelte, ezt a hatást a specifikus 

OX1R antagonista kivédett. 
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4.5. Következtetések  

 
 
Vizsgálataink eredményeink arra utalnak, hogy az orexin okozta polydypsia kiváltásában 

nemcsak a szomjúság központ („drinking behaviour”), hanem a hypothalamo-

neurohypophysealis rendszer is szerepet játszhat. 

Megfigyeléseink alapján továbbá azt is megállapíthatjuk, hogy az orexin hatása a 

vízfelvételre a VP kiválasztás szabályozásában az OX1R-ok közreműködésével is 

érvényesül.  

Az orexinerg rendszer VP szekrécióra gyakorolt hatásának pontosabb megismeréséhez 

további vizsgálatokat tartottunk szükségesnek, ezeket in vitro sejtkultúrákon végeztük.  
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5. In vitro vizsgálatok 
 
Bevezetés 
 
 
A szakirodalom főként hypothalamikus szinten vizsgálja a VP kiválasztás szabályozását 

(117, 118). Ozmotikus stimulus által kiváltott VP-release vizsgálatokat izolált 

hypothalamo-neurohypophysealis kultúrán végeztek (119). A NH sejtek aktív szerepét a 

pituicyták sejtmembránján lévő neuropeptid receptorok jelenlétével igazolták (22). 

Munkatársaim ezt megelőzően VP kiválasztás szabályozására irányuló vizsgálatokat 

több ízben végeztek NH sejttenyészeten. Igazolták monoaminok VP termelődésre 

kifejtett stimuláló hatását in vitro körülmények között NH sejtkultúrákban (48-50, 120). 

Ezen vegyületek a NH-re gyakorolt hatásának további bizonyítékai is vannak. Lemay és 

munkatársai 5-HT által kiváltott VP kiválasztás fokozódását írták le NH sejttenyészetben 

(121), míg Iovino és munkatársai patkányokban találtak fokozott VP release-t 5-HT 

hatására (122). Pergola és munkatársai a plazma VP szintjének gyors emelkedéséről 

számoltak be 5-HT i.c.v adagolása után (123). A dopaminerg rendszer VP kiválasztás 

szabályozásában betöltött szerepének morfológiai és funkcionális bizonyítékai vannak 

(42, 43, 124). Az adrenerg rendszer VP kiválasztást befolyásoló hatásának vizsgálatát 

számos publikáció tárgyalja. Az ADR és NADR i.c.v. adagolása serkentőleg hat a VP 

kiválasztásra (46, 47), stimulálja a PVN és SON neuronojait (125, 126) és i.c.v. 

adagolva fokozza VP mRNS szintézisét (127). A HA VP szekréciót fokozó hatását 

irodalmi adatok mellett (85, 87, 88) in vivo körülmények között végzett kísérleteink 

eredményei is alátámasztják. A szakirodalomban többek között munkatársaim is 
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beszámoltak a HA-erg rendszer hypothalamustól független, a NH-t direkt módon 

befolyásoló VP kiválasztást fokozó hatásáról (128-130). 

Az orexin jelentős szerepet játszik a folyadékháztartás szabályozásában (9, 15), ezt az 

előzőekben ismertetett eredményeink is igazolják. Az orexin receptorok mRNS-ének 

termelődését disznó (131), birka (132) és patkány (133) hypophysisben egyaránt 

kimutatták. Az értekezésben feldolgozott in vitro kísérletsorozatok alapja, hogy az orexin 

feltehetően részt vesz a NH VP kiválasztásának szabályozásában.  

Izolált NH sejttenyészeten vizsgáltuk az 5-HT, a DA, a HA és az adrenerg vegyületek 

(ADR, NADR) hatását a VP szekrécióra. Megnéztük, hogy változik-e a sejttenyészet VP 

tartalma különböző dózisban történő orexin-A és orexin-B kezelést követően. 

Tanulmányozni kívántuk, hogyan befolyásolja a monoaminerg indukciót követő 

megnövekedett VP kiválasztást az orexin-A-val és orexin-B-vel való pre-, illetve 

posztinkubáció, illetve az SB 408124 OX1R-ra szelektív antagonista blokkolja-e az 

orexin-A esetleges hatását. 

 

Anyagok és módszer 

 

Az izolált NH sejttenyészeten végzett kísérleteinket a 3.2. pontban leírtaknak 

megfelelően végeztük.  

A hormon szekréciós vizsgálatokat az előzetes megfigyelésekre alapozva a 13-14 

napos sejttenyészeten végeztük (7. ábra).  
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7. ábra: VP szekréció alakulása izolált NH sejttenyészetben az eltelt napok 

függvényében. (n=10; átlag±S.E.M.) 

 

A 7. ábrán látható, hogy a felülúszó médium VP tartalma a 6. naptól éri el a mérhető 

mennyiséget és a 13-14. napig folyamatos növekedést mutat majd ott elérve 

maximumát konstanssá válik.  

Az orexin-A-val és orexin-B-vel folytatott kezeléseket 10-10-10-4 M koncentrációk 

hozzáadásával végeztük, a felülúszóból 1 óra elteltével vettünk mintát VP tartalmának 

meghatározásához. 

A monoaminergekkel való interakciós vizsgálatokhoz minden anyagot - korábbi 

kísérleteinkre alapozva - 10-6 M koncentrációban alkalmaztunk, (49, 50, 120). A pre- és 

posztinkubációs időtartam egyaránt 60 perces volt. 

Az aspecifikus ozmotikus ingert jelentő K+-t 30 mM koncentrációban 1 órás inkubációval 

alkalmaztuk és orexin-K+ interakció vizsgálatát 20 perces orexin (10-6 M) előinkubáció 

után végeztük. 
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Az alább felsorolt monoaminerg vegyületekkel kezeltük a monolayer sejttenyészeteket: 

1. HA (Sigma, Németország) 

2. DA (Hoffman-La Roche, Svájc) 

3. 5-HT (Sigma, Németország) 

4. ADR (Sigma, Németország) 

5. NADR (Sigma, Németország) 

6. orexin-A és orexin-B (SZTE ÁOK Orvos Vegytani Tanszék, Prof. Tóth Gábor) 

7. SB 408124 (Sigma, Németország) 
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In vitro vizsgálatok eredményei 

5.1. Orexin-A és orexin-B kezelés hatása a VP kiválasztásra  

 
 
 Az pituicyták VP kiválasztására gyakorolt hatásának vizsgálatához az orexin-A-t és 

orexin-B-t különböző koncentrációkban (10-10-10-4 M) adagoltuk a sejttenyészetekhez és 

egy óra elteltével mértük a felülúszó médium VP koncentrációját.  
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8. ábra: Orexin-A és orexin-B dózisfüggő hatásának vizsgálata a 14 napos 

sejtkultúra VP szekréciójára (n= 10; átlag±S.E.M.) 

 

A 8. ábrán demonstrált eredmények mutatják, hogy sem az orexin-A sem az orexin-B 

nem okozott számottevő változást a VP release-ben a kontroll értékhez képest.  
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5.2. Monoaminerg indukciót követő VP szint változások orexin-A-val történő 

pre- és posztinkubációt követően 

 

A 9. ábra katekolaminokkal való interakció eredményeit mutatja be orexin-A-val történt 

pre-és posztinkubációt követően. A várakozásainknak megfelelően ADR, NADR és DA 

kezelés után a VP koncentráció minden esetben szignifikánsan megemelkedett. Orexin-

A-val való preinkubáció mérsékelte a VP szekréciót ADR és NADR indukciót követően, 

de a csökkenés ellenére is a VP koncentráció értéke jóval a kontroll felett maradt.  

DA esetében ilyen reduktív hatást nem észleltünk, éppúgy, mint amikor a katekolaminok 

adását követően alkalmaztuk az orexin-A kezelést. A specifikus OX1R antagonista 

egymagában nem módosította a VP szekréciót, de orexin-A-val való szimultán 

adagolása a katekolamin kezelést megelőzően kivédte az orexin-A redukáló hatását. Ez 

újabb bizonyíték az orexin receptor VP kiválasztás regulációjában betöltött szerepére. 
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9. ábra: Katekolaminok (ADR, NADR és DA) és orexin-A interakciójának, 

valamint az OX1R-ra szelektív antagonista blokkoló hatásának vizsgálata pre- 

és posztinkubációt követően izolált patkány NH sejtkultúrában. (n= 10; 

átlag±S.E.M.; a: szignifikáns különbség a kontrollhoz képest; b: szignifikáns 

különbség a katekolaminnal kezelt átlaghoz képest; p<0,05) 
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HA-nal és 5-HT-nal kezelt sejtkultúrák felülúszó médiumaiban is szignifikánsan 

megemelkedett a VP koncentráció, amely orexin-A-val való preinkubációval 

redukálható volt, míg - az előzőekben tapasztaltaknak megfelelően - az utólagos orexin 

kezelés nem eredményezett csökkenést. Az SB 408124 alkalmazása mindkét esetben 

kivédte az inhibitor hatást (10. ábra). 
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10.  ábra: HA és 5-HT és orexin-A interakciójának, valamint az OX1R-ra szelektív 

antagonista blokkoló hatásának vizsgálata pre- és posztinkubációt követően 

izolált patkány NH sejtkultúrában. (n= 10; átlag±S.E.M.; a: szignifikáns különbség 

a kontrollhoz képest; b: szignifikáns különbség a HA-nal vagy 5-HT-nal kezelthez 

képest; p<0,05) 
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Aspecifikus ozmotikus inger hatását és ennek orexin-A-val való befolyásolásának 

vizsgálatát a 11. ábra mutatja. K+ -ot adtunk a felülúszó médiumhoz és jelentős VP 

kiválasztás fokozódást észleltünk. K+ adagolást megelőző orexin-A kezelés nem 

befolyásolta a VP szekréció mértékét. 
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11. ábra: Aspecifikus inger (K+ adagolás) hatása a VP kiválasztásra és változása 

orexin-A preinkubációt követően. (n= 10; átlag±S.E.M.; *: szignifikáns különbség 

a kontrollhoz viszonyítva; p<0,05) 
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5.3. Monoaminerg indukciót követő VP szint változások orexin-B-vel történő 

pre- és posztinkubációt követően 

 
In vitro kísérleteink során vizsgáltuk az orexin-B hatására bekövetkező változásokat a 

NH sejtkultúrák felülúszó médiumainak VP koncentrációjának függvényében. Orexin-B 

hatására nem változott a VP koncentrációja a kontroll médiumok felülúszójában mérthez 

képest. A 12. ábrán látható eredmények azt mutatják, hogy az orexin-B-vel történő 

előkezelés visszaszorította az ADR és NADR által kiváltott VP termelés fokozódását, 

míg DA esetében nem tapasztaltunk ilyen mérséklést. Utólagos kezelés orexin-B 

esetében nem okozott az előkezeléshez hasonló redukáló hatást. 
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12. ábra: Monoaminok (ADR, NADR és DA) és orexin-B interakciójának vizsgálata 

pre- és posztinkubációt követően izolált patkány NH sejtkultúrában. (n= 10; 

átlag±S.E.M.; a: szignifikáns különbség a kontrollhoz képest; b: szignifikáns 

különbség a katekolaminnal kezelthez képest; p<0,05) 
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Csakúgy, mint az előzőekben, 5-HT és HA kezelés hatására fokozódott a VP 

koncentráció a sejttenyészet felülúszó médiumában. Ez az emelkedés orexin-B 

előkezeléssel csökkenthető volt, utólagos orexin-B adása a megnövelt VP koncentrációt 

nem befolyásolta (13. ábra).  
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13. ábra: HA és 5-HT interakciójának vizsgálata orexin-B-vel izolált patkány NH 

sejttenyészet felülúszó médiumának VP szint kiválasztásában (n= 10; 

átlag±S.E.M.; a: szignifikáns különbség a kontrollhoz képest; b: szignifikáns 

különbség a HA-val, illetve 5-HT-val kezelthez képest; p<0,05) 
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A K+-mal kiváltott fokozott hormon kiválasztást az orexin-B preinkubáció egyáltalán nem 

befolyásolta, ezt az eredményt a 14. ábra mutatja. 
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14.  ábra: Aspecifikus inger (K+ adagolás) hatása a VP kiválasztásra és változása 

orexin-B preinkubációt követően. (n= 10; átlag±S.E.M.; *: szignifikáns különbség 

a kontrollhoz képest; p<0,05) 
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5.4. In vitro eredmények megbeszélése 

 Az értekezés első részében leírt in vivo kísérleteket in vitro vizsgálatokkal egészítettük 

ki, melyek célja az orexineknek a VP kiválasztás NH szintjén történő szabályozásában 

és ezzel a folyadékháztartásban betöltött szerepének tisztázása.  

Módszereink korábbi megfigyelésekre alapoztuk. Sejttenyészeteken végzett 

vizsgálatainkhoz izolált patkány NH sejtkultúra VP-t termelő képességét vettük alapul, 

melyet témavezetőm és munkatársai igazoltak (24). Más munkacsoportok VP és mRNS-

ének jelenlétét mutatták ki a neurohypophysisben (134) és adenohypophysisben is (135, 

136). Kísérleteink további alapját képezi az agy monoamin vegyületeinek VP 

kiválasztásra gyakorolt serkentő hatásának  ismerete (48-50, 120). 

Orexin receptorok mRNS-ének jelenlétét qRT-PCR, WB és ISH módszerekkel 

analizálták perifériás szövetekben és az agy számos területén is (131, 137, 138).  

A hypophysisben mindkét receptor jelenlétét kimutatták patkányban (74, 132, 139) és 

emberben is (140). A receptorok jelenléte a hypophysisben feltételezi az orexinek 

szabályozó funkcióját.  

Első kísérletsorozatunkban megfigyeltük, hogy sem orexin-A-val, sem orexin-B-vel való 

kezelés a NH sejttenyészet bazális VP kiválasztását nem befolyásolja.   

Ezt követően monoaminok adagolásával fokozott VP szekrécióra kifejtett hatásukat 

néztük meg és tanulmányoztuk hogyan befolyásolják a VP kiválasztás növekedését, 

vizsgáltuk továbbá orexin-A esetében az OX1R-ra szelektív antagonista alkalmazásával 

megfigyelhető változást.  

Vannak adatok a monoaminerg-kolinerg rendszer és az orexinek interakciójára (141), 

valamint, hogy az orexin neuronok monoaminerg receptorokat tartalmaznak (142-145). 
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Immunhisztokémiai vizsgálatokkal bizonyították orexin neuronok axon végződéseit locus 

coeruleus és nucleus tractus solitarii noradrenerg és adrenerg sejtein (146), szinaptikus 

aktivitásukkal igazolták funkcionális kapcsolatukat (147, 148). A dopaminerg és 

orexinerg rendszer kapcsolatával többen is foglalkoztak (149, 150), megállapították, 

hogy az orexinek által kiváltott hiperlokomotoros aktivitás - amennyiben szomjazás miatt 

alakult ki - a dopaminerg rendszer közreműködésével jön létre (151). Tsunematsu 

szerint a megnövekedett VP szintnek is jelentősége van; ez a szabályozás az orexin 

neuronokon levő V1a receptorain keresztül érvényesül (112). Megfigyelték, hogy az 5-HT 

neuronok direkt és indirekt orexin szabályozás alatt állnak (152), mind az orexin-A, mind 

az orexin-B a hisztaminerg rendszeren keresztül vesz részt az ébrenlét hypothalamikus 

szinten történő szabályozásában (153), mindkét neuropeptid depolarizálja a 

hisztaminerg neuronokat (8). 

VP kiválasztást serkentő hatásukban feltehetően receptoraik közreműködésével 

vesznek részt. Mintegy 9 adrenerg receptor típust (154), 2 DA receptor családot (155) 

és 4 HA receptor típust azonosítottak (H1-4) (156), míg az 5-HT-nak 15 különböző 

receptorát 3 csoportba sorolják (157). Munkatársaimnak NH sejttenyészeten 

antagonistákkal végzett korábbi megfigyelései összhangban más szakirodalmi adatokkal 

alátámasztják, hogy a dopaminerg D1 és D2 (158), az adrenerg α1 és β2 (159, 160), a 

serotonerg 5-HT2 (161) és a hisztaminerg H1 és H2 (162) receptorok vesznek részt a VP 

szekréció NH szintjén történő szabályozásában.  

VP kiválasztásának fokozódását tapasztaltuk monoaminokkal való kezelést követően a 

sejttenyészet felülúszó médiumában. Orexinnel a fokozott termelés csökkenthető volt, 

de csak akkor, ha az orexin inkubáció megelőzte a monoamin kezelést. Az általunk 

sejttenyészeteken végzett kísérletek során az orexin-A és orexin-B hatása között 
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számottevő különbséget nem detektáltunk, ezzel szemben számos közleményben az 

orexin-B kisebb hatékonyságát mutatták ki (10, 16, 65). Az előkezelés hatékonyságát az 

utólagos kezelés hatásának elmaradásával korábban munkatársaim megfigyelték egy 

másik hypothalamikus hormon, a galaninnal történt vizsgálataik során is és igazolták, 

hogy a galanin, mint peptid modulátor, részt vesz a VP kiválasztás szabályozásában NH 

szintjén is (116, 163). Antagonistákkal végzett kísérletekre alapozták annak 

magyarázatát, hogy míg az előkezelés hatásos, az utólagos neuropeptid adagolás nem 

eredményez csökkentett VP kiválasztást. E szerint elképzelhető, hogy a receptorok 

deszenzitizálódnak, vagyis telítődésük miatt az antagonistákra nem reagálnak és így 

elmarad a VP szint csökkenése. Ebben az esetben a monoaminokkal történt kezelés 

során a pituicyták veszítenek szenzitivitásukból és így az orexin kezelésre már nem 

reagálnak. Másrészről magyarázat lehet az, hogy az inkubációs idő (60 perc) elegendő 

a monoaminok VP szintet fokozó hatásának maximális eléréséhez, így az azt követő 

orexines kezelés már hatástalan. 

Az orexinnek 2 G-fehérjéhez kapcsolt receptora ismert (OX1R és OX2R) (164-167), a 

hypophysis területén az OX1R-ok nagyobb számban vannak jelen, mint az OX2R-ok 

(133). Az OX1R VP kiválasztásban és monoaminerg-interakcióban való részvételének 

igazolására specifikus antagonistával (SB 408124) (168) végeztünk vizsgálatot. Az 

SB 408124 alkalmazásával a monoaminergekkel indukált VP szint emelkedés 

csökkenthető volt. Ez a megfigyelés bizonyítékul szolgál az OX1R-ok jelentőségére a 

hypophysis hormon kiválasztásának regulációjában. Támogatja ezt a hipotézist a nem 

specifikus ozmotikus ingerként alkalmazott K+ adagolásával kiváltott, receptoroktól 

független hormonkiválasztás, ennek eredményeként nem észleltünk különbséget az 

orexinnel kezelt és a kontroll csoportok összehasonlítása során.  
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5.5 Következtetések 
 
 
Vizsgálataink eredményeként megállapítható, hogy az orexin vízanyagcsere hatását 

nemcsak a hypothalamo-hypophyseális rendszer szintjén fejti ki, hanem a sejtkultúrában 

tenyésztett NH sejtek (pituicyták) VP kiválasztását is befolyásolja. In vitro kísérleteink 

megerősítették az élő állatban tett megfigyeléseinket: 1. Az orexin VP szekréció 

regulálásában betöltött szerepét a monoaminerg rendszerrel való interakcióján keresztül 

érvényesíti; 2. A VP kiválasztás szabályozását az orexin az OX1R-ok közreműködésével 

fejti ki.  
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Összefoglalás 
 
 
Kutatásaink során az orexin neuropeptidek hatását vizsgáltuk a vízanyagcserére és a 

vazopresszin (VP) kiválasztásra in vivo és in vitro körülmények között. 

In vivo kísérleteinkben egyrészt igazoltuk az irodalomban is leírt 

intracerebroventrikulárisan (i.c.v.) adagolt orexineknek táplálékfelvételt-fokozó hatását. 

Eredményeink alapján az orexin-A hatékonyabbnak bizonyult az orexin-B-hez 

viszonyítva. Intraperitoneális (i.p.) adagolást követően nem tapasztaltunk változást, 

amely szintén megegyezik az irodalmi adatokkal, így a későbbiekben ettől a kezelési 

módtól el is tekintettünk. 

Az orexinek vízanyagcserére gyakorolt hatásának vizsgálatakor megállapítottuk, hogy a 

centrálisan, különböző koncentrációban (10-30-90μg/10μl) beadott orexin-A jelentős 

mértékben fokozta a vízfelvételt. Orexin-B kezeléssel is tapasztaltunk fokozott 

vízfelvételt, de a vízfogyasztás jóval az orexin-A-val történt kezelést követő szint alatt 

maradt. A dózis-hatás összefüggést tanulmányozva megállapítottuk, hogy az orexin 

adagjának növelésével a vízfogyasztás nem fokozódik lineáris mértékben. Az 

alkalmazott dózisok közül a 30μg/10μl-es orexin-A koncentráció bizonyult a 

leghatékonyabbnak. Az utóbbi mennyiségben alkalmazva tanulmányoztuk az orexin-A 

receptor (OX1R) specifikus antagonistájának szerepét a patkányok orexin-A-val indukált 

vízfelvételére. Az önmagában alkalmazott antagonista nem váltott ki fokozó hatást, míg 

azonos koncentrációban (30μg/10μl) szimultán i.c.v. adagolva orexin-A-val, a vízfelvétel 

jóval az orexin-A injekciót követő emelkedett szint alatt maradt.  
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Centrális orexin adagolást követően a plazma bazális VP szintje nem emelkedett. 

Ozmotikus inger (i.p. 2,5% NaCl) hatására fellépő VP szint emelkedést az i.c.v. orexin 

előzetes adagolása mérsékelte, antagonista együttes alkalmazásával ez a redukció 

kivédhető volt. A hisztaminnal (HA) előidézett nem ozmotikus inger jelentősen emelte a 

bazális VP szintet, ez az emelkedés előzetesen adagolt orexinnel kisebb értéket 

mutatott, az antagonista a csökkenést ebben az esetben is gátolta. Ezen eredményeink 

alátámasztják az orexin szerepét a vízanyagcsere szabályozásában a hypothalamo- 

neurohypophysealis rendszerben. A specifikus receptor antagonistával történt 

vizsgálataink arra utalnak, hogy ebben a szabályozásban az OX1R-nak fontos szerepe 

van. 

A vízanyagcserére vonatkozó kísérleteinket kiegészítettük in vitro vizsgálatokkal. 

Tanulmányoztuk, hogy izolált NH sejtkultúrában az orexin képes-e befolyásolni a VP 

kiválasztást. Témavezetőm, Prof. László A. Ferenc és munkatársai korábban igazolták 

az agy monoaminerg vegyületeinek VP kiválasztást fokozó hatását Dr. Gálfi Márta 

tanárnő által korábban kidolgozott és publikált módszerrel előállított NH sejtkultúrában. 

A felülúszó médiumból RIA módszerrel határoztuk meg a VP mennyiségét. 

Megállapítottuk, hogy a sejtkultúrában a VP kiválasztás az inkubáció elindítását követő 

5-6. napon indul meg és folyamatos növekedést mutat, a 13-14. napon maximumára nő, 

ezt követően a VP szint nem változik. Vizsgálatainkhoz 14 napos szövetkultúrákat 

alkalmaztunk. 

A sejtkultúrában az orexin-A és –B dózisainak növelésével (10-10-10-4 M) a kontroll VP 

szintjéhez viszonyítva a felülúszó médiumokban szignifikáns változás nem volt 

kimutatható. Megállapítottuk, hogy – a kutatócsoport korábbi megfigyelését 

alátámasztva - a monoaminerg vegyületek (HA, DA, ADR, NADR, 5-HT) hatására 
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jelentős VP szint emelkedés jött létre. A monoaminerg indukciót megelőző orexin 

preinkubáció a két neuropeptid típus esetében egyöntetűen csökkentette az emelkedett 

VP szintet HA, ADR, NADR és 5-HT kezelést követően. DA adagolás után szignifikáns 

különbség nem volt kimutatható. A csökkenés az orexin-A-val folytatott 

kísérletsorozatban a már említett OX1R antagonista adásával kivédhető volt.  

A monoaminerg vegyületekkel történő inkubációt követő orexin kezelés nem okozott 

változást a megemelkedett VP szintben. 

A sejttenyészetben aspecifikus ozmotikus inger hatására, melyet K+ adagolásával 

váltottunk ki, jelentős VP kiválasztás fokozódást észleltünk, a VP szekréciót ebben az 

esetben nem befolyásolta az orexinnel való előzetes inkubáció. A K+ hormonszekréciót 

fokozó hatása nem receptorhoz kötött és az antagonistával tapasztalt védő hatásból 

arra következtethetünk, hogy az orexin VP kiválasztás szabályozásában betöltött 

szerepét a specifikus receptorai közreműködésével fejti ki. 

Kutatásaink eredményeiből arra is következtethetünk, hogy a VP termelés regulációja és 

az orexin-monoaminerg interakció a hypophysis hátsólebeny szintjén is érvényesül. 
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Summary 
 

The effects of the orexin neuropeptides on water intake and VP secretion were 

investigated using in vivo and in vitro experiments. 

The effects of the centrally administered orexin-A and –B on water intake and VP 

secretion were studied in male Wistar rats in our in vivo experiments. Our present 

findings showed that food intake can be enhanced by the 33 amino-acid-containing 

orexin-A and the 28 amino-acid-containing orexin-B. A number of data have 

demonstrated that water consumption increased significantly following the i.c.v. 

administration of either orexin-A or orexin-B in a dose-dependent manner. The highest 

elevation was detected at the 30 µg/ 10 µl concentration. To reveal the manner in which 

the orexins possibly influence drinking behaviour, we carried out examinations with a 

selective OX1R antagonist. We observed that the specific antagonist itself did not cause 

any changes in water consumption, but when coadministered with orexin-A, the orexin-

A-induced increase was considerably reduced, but the water intake still remained 

significantly higher as compared with the controls.  

One other aim of our in vivo was to investigate whether the orexins can modulate 

drinking behaviour through influencing the VP secretion from the NH. Hyperosmotic 

stimulation (i.p. administration of either HA or 2.5% NaCl) enhanced the basal VP level 

in blood, i.p. HA injection increased plasma VP concentration to a much higher level 

than that following the hyperosmotic NaCl injection, but following the preinjection of 

orexin-A or orexin-B, the VP level increases were more moderate in both cases. The 

highest effect was observed for the 30 µg/ 10 µl orexin-A dose, but the VP level was not 
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as low as that of the control. At the most effective dosage (30 µg/ 10 µl), treatment with 

the specific OX1R antagonist SB 408124 together with orexin-A after i.p. HA or 

hyperosmotic NaCl stimulation prevented the reduction in VP level increase. 

According to our in vivo results - concordant to the relevant scientific publications -, we 

establish that  orexins administered i.c.v. cause enhanced food intake, act on the water 

metabolism and play a physiological role in the regulation of water consumption through 

the 1-type orexin receptor. 

As VP exerts a significant influence on the regulation of water metabolism, we examined 

in vitro whether orexins modify the secretion of VP in NH cell cultures. We earlier found 

that monoaminergic compounds, such as ADR, NADR, HA, DA and 5-HT, can increase 

VP secretion in NH cell cultures, and we therefore studied whether orexins influence this 

action of monoaminergic compounds. Using the method of Dr. Márta Gálfi, we could 

make pituicyte cultures from rat NH, capable of VP production and secretion. The VP 

content of the supernatant medium was determined on day 5 or 6, and gradually 

increased up to day 13 or 14, by this time the hormone secretion had become constant. 

We used these cultures for our in vitro experiments. The dose-effect relationship 

between orexin-A and orexin-B and VP secretion were investigated following the 

administration of 10-10-10-4 M orexins. In these experiments, noteworthy changes were 

not observed in the VP concentrations of the cell culture media. Preincubation with 

orexin-A (10-6 M) or orexin-B (10-6 M) reduced the ADR, NADR, HA and 5-HT-induced 

VP level increase, but the VP concentrations of the supernatant media remained above 

the control level. After DA administration, orexin treatment proved to be ineffective. If the 

monoaminergic compound treatment precedes the application of the orexins, neither 

orexin-A, nor orexin-B induced changes in the enhanced VP release, which can be 
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explain in that a 60-min period is probably long enough for the VP level-increasing action 

of monoaminergic compounds to be exerted and orexins have therefore no effect. There 

were no substantial differences in decreasing effect between orexin-A or orexin-B. To 

confirm the role of the orexin receptors in the regulation of the hypophyseal VP 

secretion, selective OX1 receptor antagonist, SB 408124 were used in our experiments 

and resulted that the antagonist prevented the orexin-A-induced VP reduction effect in 

each case. 

In the last experimental phase, we examined the effects of non-osmotic stimuli on VP 

secretion in isolated NH cell cultures. Significantly elevated VP levels were measured 

after K+ administration. The increase of VP secretion did not changed by orexin 

treatments. The enhancing effect of K+ on hormone secretion is not dependent on the 

receptors, and we therefore concluded that orexin receptors on the membrane of the 

pituicytes of the isolated cell cultures are involved in the interactions between the 

monoaminergic and orexinergic system.  

In conclusions, our present results show that orexins stimulate food intake and can 

cause polydypsia, acting on the water consumption through the orexin receptors and the 

orexinergic interactions also occur at the level of the posterior pituitary, and the OX1Rs 

are involved in the regulation of the water metabolism. 
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Zárszó 
 

Vizsgálatainkkal bizonyítottuk, hogy a nemrégiben izolált két orexin neuropeptid in vivo 

és in vitro körülmények között szerepet játszhat a VP kiválasztás regulációjában. Az in 

vitro kísérletek továbbá alátámasztják a hipotézist, miszerint az interakciójuk 

monoaminergekkel a hypothalamustól függetlenül, a hypophysis szintjén is érvényesül. 

Az antagonistával kapott eredményeink arra utalnak, hogy az orexinek regulátor 

funkciója a specifikus receptoraikon keresztül érvényesül. 

 

Kísérleteink elsősorban elméleti jelentőségűek: A centrális szabályozás szempontjából 

fontos orexinnek a vízanyagcserére gyakorolt hatásának tisztázásához kívánunk 

hozzájárulni. 
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