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1. Bevezetés

1.1. Az orexin neuropeptidek jellemzése

1998-ban izolaltak két, szerkezetlket tekintve némileg eltérd6 neuropeptidet, a
hypocretin-1-et és hypocretin-2-t (1, 2). A két vegyuletet késdbb étvagyfokozo
hatasukrél a gordg orex (jelentése: étvagy) sz6 utan orexin-A-nak és orexin-B-nek
nevezték el. Orexin kizarélag a lateralis hypothalamus teruletén termel6dik, és projekcioi
révén innen jut el a kdzponti idegrendszer mas teruleteire. A 33 aminosavbdl allé orexin-
A két diszulfidhidat tartalmaz (Cys®'? és Cys '), mig az orexin-B 28 aminosavbdl all6
linearis peptidlanc. Az orexin-A teljes aminosav szekvenciaja: Pyr-Pro-Leu- Pro- Asp-
Cys- Cys- Arg- GIn- Lys- Thr- Cys- Ser- Cys- Arg- Leu- Tyr- Glu- Leu- Leu- His- Gly-
Ala- Gly- Asn- His- Ala- Ala- Gly- lle- Thr-Leu- NH, az orexin-B pedig a kodvetkezd
sorrendbdl tevédik Ossze: Arg- Ser- Gly- Pro- Pro- Gly- Leu- GIn- Gly- Arg- Leu- Gin-
Arg- Leu- Leu- GIn- Ala- Ser- Gly- Asn- His- Ala- Ala- Gly- lle- Leu- Thr- Met- NH2. A
human, a marha, az egér és a patkany orexin megegyezik, a két orexin tipus 46%-os
homoldgiat mutat (3).

Specifikus receptoraik G-fehérjéhez kapcsolt transzmembran receptorok. Az orexin-1
(OX1R) és orexin-2 receptor (OXzR) jellemzdje, hogy az orexin-A mintegy tizszer
nagyobb affinitassal kétédik az OX4R-hoz, mint az orexin-B, ugyanakkor az OX;R-hoz

val6 kotédésuk azonos meértéki (2).



1.2. Az orexinerg rendszer centralis kapcsolatai

s sy

és viszont, szamos teruletr6l kapnak afferenseket az orexin neuronok (4). Ezen
kapcsolatok és ehhez tartozé megfigyelések alapjan irtak le az orexin étvagyfokozé
hatasan tul szamos mas élettani folyamatban betoltétt szerepét.

Az orexin tartalmu neuronok axonvégzddéseit a nucleus arcuatus (ARC) terlletén
kimutattak, ahol dopamin (DA), neuropeptid Y (NPY) és proopiomelanocortin (POMC)
termelés folyik, amelyek ismert taplalékfelvételt szabalyozd peptidek. Feltehetéen ez a
kapcsolat lehet a felel6se az orexin taplalékfelvételt fokozé hatasanak (5).
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal intenziv orexin pozitivitdst mutattak ki a locus
coeruleus magcsoportjaban, mely noradrenerg kozpont révén az ébrenlét
fenntartasaban jatszik fontos szerepet. Az agytorzsi raphe-magok dorzalis csoportjanak
innervalasa az innen a nucleus suprachiasmaticusba ,feed back” informaciét kuldé
szerotoninerg neuronok kozvetitésével a cirkadian ritmus kialakitasaban is részt vesz (6,
7).

A hypothalamus hisztaminerg tuberomamillaris magja is szerpet jatszik a cirkadian
ritmus, az alvas-ébrenlét alakitasaban. Szamos orexin neuron végz6dik ezeken a
sejteken is (8).

Kutatasaink alapjat szolgald ismeretek azt mutatjak, hogy az orexinek ozmoszenzitiv
terlleteket is stimulalnak: orexin receptor immunreaktivitas figyelhetd6 meg a
nucleus paraventricularis (PVN) magcsoportokon (9). Az orexin jelentés szerepet jatszik

a neuroendokrin regulacioban (10-13). Tobb adat szd6l amellett, hogy az orexin részt



vesz a vizanyagcsere szabalyozasaban: intracerebroventrikularisan (i.c.v.) adagolva
fokozza a vizfelvételt és a vizeleturitést (9), az orexin szempontjabdl involvalt lateralis
hypothalamus |ézi6 csOkkenti a vizfogyasztast (14), a szomjazas emeli a
hypothalamusban a 130 aminosavat tartalmazo6 orexin precursor prepro-orexin mRNS
szintet (15).

Feltételezhetd, hogy az orexin, mint peptid modulator szerepet jatszik a hypothalamo-
amelyek az orexin és a hypothalamus magnocellularis régidja — mindenekel6tt a PVN -

morfoldgiai és funkcionalis kapcsolatat bizonyitjak (13, 16-20).

1.3. A vazopresszin (VP) kivalasztas centralis regulacidja

Ve

termel6dik és axonalis transzporttal a hypophysis nyélen keresztil jut el a hypophysis
hatsé lebenyébe neuroszekréciés granulumok formajaban (21). Altalanosan elfogadott
tény, hogy a NH csak mint a VP raktarozas szintere jatszik szerepet, itt kerll a
vérkeringésbe (22). Témavezetém, Dr. Laszl6 A. Ferenc és munkatarsai
tomegspektroszkopias modszerrel azonositottak izolalt NH sejtkultura fellluszo
médiumaban megjelend VP-t (23) és leirtak, hogy a pituicytak VP termelésre és
kivalasztasra képesek (24). VP prekurzor peptidet és mRNS-t is megfigyeltek NH-ben
(25, 26). Ugyanakkor hypophysis-nyél roncsolasa utan ozmotikus ingert kovetéen a
hatso lebenybdl VP mRNS-t nem tudtak kimutatni (27), mig masok 7-10 nappal a nyél
roncsolasat kovetéen VP mRNS expressziot talaltak pituicytak egy részében (28).

Harom VP receptor tipus ismert. A V1, receptorok inozitol-trifoszfat rendszeren keresztul

fejtik ki hatasukat az erek endotéljében és a majban (29-31). Az adenohypophysisben



V1, receptorok talalhatok (32), amelyek az ACTH rendszerre fejtik ki hatasukat, a V;
receptorok pedig a vese disztalis tubulus hamseijtjeinek bazolateralis membranjaban
talalhatok és adenilat-ciklaz aktivitason keresztul érvényesitik antidiuretikus hatasukat
(33).

A VP kémiai szerkezetét tekintve egy hat aminosavat tartalmazé6 gyUribdl és az ehhez
kapcsolddé tripeptid-amid oldallancbdl felépuld, kilenc aminosavbdl allé nonapeptid (34).
A VP emeli az artérias vérnyomast (35), a vércukorszintet (36), fokozza a
bélperisztaltikat (37) és emellett befolyasolja a tanulasi és memdriafolyamatokat is (38).
Legfébb biolégiai hatdsa az antidiuretikus effektus, amirél az antidiuretikus hormon
(ADH) elnevezést is kapta és kutatdsaink kozponti szereplbje, hiszen kulcsszerepet

jatszik a vizhaztartasban (39).

1.4. A monoaminerg rendszer és interakcidinak szerepe

Szamos kutatasi eredmény igazolja, hogy az agy monoamin vegyuletei, a hisztamin
(HA) (40, 41), a DA (42, 43), szerotonin (5-HT) (44, 45) és az adrenerg rendszer (46, 47)
Dr. Galfi Marta vezetésével, izolalt neurohypophysis sejttenyészetben kimutattak a
monoaminerg vegyuletek VP kivalasztast fokozé hatasat (48-50). Tovabbi vizsgalati
részét is képezi - aldtdmasztottak az emlitett neuroaktiv vegylletek VP szekréciot
fokozd hatasat in vivo korulmények kozott is. Bizonyitottak tovabba, hogy a VP
regulacidéja monoaminerg rendszer és egy peptid modulator, a galanin kézremikddése

révén a hypophysis hatso lebenyének szintjén is kimutathato.



A fent leirt megallapitasokbdl kiindulva jelen kisérletsorozatunkban vizsgaltuk, hogy az
orexin neuropeptidek hogyan befolyasoljak izolalt patkany NH sejttenyészetben és in

vivo korulmények kozott a VP termelést és kivalasztast.



2. Célkittizések

1.

Him Wistar patkanyokon végzett (in vivo) kisérletek célja:

a. a taplalékfelvétel valtozasanak monitorozasa az orexin neuropeptidek

centralis adagolasat kdvetben

. avizfelvétel vizsgalata orexin-A és orexin-B i.c.v. adagolasat kovetéen

. orexin i.c.v. adagolasa utan ozmotikus stimulust (i.p. 2,5%-0s NaCl oldat)

kovetd VP koncentracié vizsgalata

. i.c.v. adagolt orexin hatasanak mérése nem-ozmostikus inger (HA) altal

kivaltott VP koncentracio valtozasara

. OX1R antagonista (SB 408124) inhibitor hatdsanak vizsgalata az orexin-A

altal kivaltott VP szekrécios valtozasaira

2. In vitro kutatasaink a kovetkez6 kérdések megvalaszolasara iranyultak:

a. NH sejtkultura VP kivalasztasara direkt médon hatnak-e az orexinek?

b. modositjak-e az orexinek (és ha igen, akkor a két neuropeptid hatasa

kozott van-e kulonbség) a monoaminerg vegyuletekkel elbidézett VP

kivalasztast a sejttenyészet pituicytaiban?

. befolyasoljak-e az orexinek az aspecifikus ozmotikus inger (K* adagolas)

VP szekréciodra kifejtett hatasat?

. az OX4R antagonista alkalmazasaval kivédhet6-e az orexin-A okozta

esetleges valtozas a monoaminerg vegyuletek altal kivaltott VP

koncentraciéo novekedésében?
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3. Altalanos moédszerek

3.1. In vivo kisérletek leirasa

Allatok:

180-250 gramm sulyu him Wistar patkanyokat hasznaltunk kisérleteinkhez. Az allatokat
a Domaszéki Allathazbél rendeltiik minden esetben és ketrecenként 5 allatot tartottunk
standard korulmények kozott (12 oras vilagitas reggel 8 ératol, 2312 °C hdmérséklet,
csapviz és granulalt patkanytap (LATI, Godolld) ad libitum). Az allatok tartasi
kérilményei és a kisérletek menete a SZTE Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag
elirasainak megfelelt.

Centralis kaniil beépitése:

Az dllatokat 1 héttel az érkezésiik utan, steril koriilmények kozétt mitottiik. Eteres
(MOLAR Chemicals Kft., Budapest) altatast kovetéen sztereotaxias készilékben (David
Kopf Instruments, CA, USA) rogzitettik a patkanyokat. A fejbdr ful- és szemvonal kozotti
részét olléval eltavolitottuk, majd a seb kornyékének letisztitdsa utan a sebre hidrogén-
peroxidos (MOLAR Chemicals Kft., Budapest, 30%) vattat helyeztink fertétlenités és a
kotészovetek (csonthartya is) eltavolitasa érdekében. Kb. 1 perc elteltével a koponyanak
ezen részét alaposan megtisztitottuk és szarazra toroltik. A jobb parietalis csontba kis
lyukat furtunk 4 mm mélységben. A furashoz injekcios tibdl (LUER 20GG 7~ 38/9)
gyartott kézi furét hasznaltunk, melyet 4 mm-nél megjeldltink. A furas pontos helyének
meghatarozasahoz Paxinos és Watson sztereotaxias atlaszat hasznaltuk (51) — a Iyuk
0,7 mm anterior és 1 mm lateralis iranyban volt a Bregmatél minden esetben. A lyukon
keresztul kanult (PlasticOne Guide Cannula, 0.4 x 4 mm) helyeztink a jobb oldali

lateralis agykamraba. A kanult gyorsan szilardulé fogaszati cementtel (Adhesor cink-
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foszfat cement, SpofaDental, Csehorszag) rogzitettik a koponyacsont felszinéhez. A
fejbdrt egy oltéssel a kanul korul 6sszehuztuk. A mitétet kdvetéen az allatokat 1 hétig
hagytuk pihenni. A kisérleteket kdvetéen a kanulon keresztul 1%-os metilénkék festéket
(Reanal, Budapest) fecskendeztink az agyba és a koponyabdl kiemelve megvizsgaltuk
a keresztmetszetét. Amennyiben a kanul megfelel6 helyen volt, a kamrakban megjelent
a festék (1. kép). Hibasan behelyezett kanulok (kb. 8,5%-ban) esetén az eredményeket

az értékelésbdl kihagytuk.

1. kép: Kamra festédése metilénkékkel megfelelé6 kanulbehelyezés utan

(nyil: festék megjelenése a kamrakban sikeres kanulbeépités esetén)

Anyagok beadasa:

Az allatoknak éteres bdditasban adagoltuk az anyagokat. Az anyag bejuttatdsahoz
Hamilton fecskendére erdsitett mianyag kanult hasznaltunk, melynek végeén 1évé
MEDICOR NEOMED 25G tipusu steril ti pont illeszkedett az altalunk beépitett kanulbe.
A bedltetett kanult injektalas el6tt dvatos forgd mozdulatokkal tisztitottuk.
Taplalékfelvétel mérése:

Minden esetben reggel 9 6ra korul kezdtuk a megfigyelést. A kisérlet megkezdése elbtt
2 oraval az allatoktol megvontuk a vizet. Az allatoknak éteres altatasban i.c.v. adtuk be

az anyagokat. A kontroll allatok fiziologias sooldatot kaptak, a kezeltek pedig kilonb6z6
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koncentracioban, fiziologias séoldatban oldott orexint kaptak. Az OX4R antagonistat az
orexin-A-val egyutt adagoltuk i.c.v. Az allatokat az anyagok beadasa utan szeparalt
ketrecekbe helyeztik és szamukra lemért mennyiségl taprudat biztositottunk. Az
elfogyasztott taprad mennyiségét (gramm) mértik 1, 2 és 4 o6ra elteltével. A kisérlet
végén az eredményeket korrigaltuk a taprudrdél lehullott térmelék mennyiségével.
Vizfelvétel mérése:

A reggel 9 o6rakor induld kisérlet megkezdése el6tt 2 6raval az allatoktdl megvontuk az
ételt. A kisérlethez a taplalékfelvétel mérésénél leirt médon adagoltuk az anyagokat és a
szeparalt ketrecbe helyezéstél szamitott 2, 4 és 6 Ora elteltével olvastuk le az
elfogyasztott viz mennyiségét (ml).

Mintavétel plazma VP szint méréséhez:

30 perccel az orexinek i.c.v., 15 perccel a hiperozmotikus soéoldat vagy hisztamin
adagolasa utan a patkanyokat dekapitaltuk és a vérmintdkat h(tott, Na,EDTA-s
(3 mg/ml, Sigma, Németorszag) polisztirén csovekbe gyujtottuk. Centrifugalast kovetéen
(4 °C, 4000rpm, 20 perc) a fellluszo6 vérplazmabdl a VP mennyiségét RIA modszerrel

hataroztuk meg 72 éran belul. A VP meghatarozasig a mintakat -80°C-on taroltuk.

3.2. NH sejttenyésztés készitésének leirasa

A sejttenyészetekkel folytatott kisérleteinket Dr. Galfi Marta tanarné iranyitasaval
hajtottuk végre.

A pituicytdak, azaz a NH sejtiei mdédosult gliasejteknek tekinthetdk. Az enzimatikus
emeésztési modszereinket specialisan a gliasejtekre leirt eljarasok képezték (52, 53), a

tenyésztési folyamat tobbi részét korabbi publikaciok targyaljak (23, 24, 54, 55).
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Pentobarbital (4,5 mg/kg Nembutal, Abbott, USA) altatasban steril korulmények kodzott
tavolitottuk el him Wistar patkanyok (180-230 g) hypophysisét. Preparald mikroszkop
alatt 6vatosan elvalasztottuk a hatsé és a kdzépsé lebenyt. A tovabbiakban a hatso
lebennyel dolgoztunk, melyet enzimatikus emésztésnek vetettink ala. Az emésztési
folyamat 37 °C-on zajlott, a kdvetkez6 sorrendben:

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

- 30 pyg/ml kollagenaz (Sigma), 60 perc;

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

- 10 yg/ml DN-az | és Il (Sigma), 2 x 30 perc

- 100 pg/ml tripszin inhibitor (Sigma), STOP.
A sejttenyészetet 3-szor mostuk at PBS-ben és nylon blutex sz(rdén at (poérusatmeérdk:
100 ym, 80 um, 48 um) mechanikailag disszocialtuk. A sejtszam meghatarozasat
Biirker-kamraval és aramlasos cytometrias méréssel végeztik (2 x 10°). A sejtek
viabilitasat Trypan-kék (Sigma) oldattal festett kornyezetben vizsgaltuk. Ez a
festékmolekula nem jut at fiziologiailag ép membranon, igy az egészséges sejtek nem
festédnek. Amennyiben a nem fest6d6 sejtek szama = 95%, a szuszpenzidt
alkalmasnak talaltuk a kisérlet elvégzéséhez. A sejteket ezutan 2 x 10° sejt/ml
koncentracioban, patkany farok kollagénnel bevont, 24 Iyuku tenyésztbedényekbe
(Costar, USA) helyeztuk és 37 °C-on tartottuk 5% CO, jelenlétében. A sejtkulturakat
naponta mostuk tapoldattal (DMEM-t (Sigma), 20% marha magzati szérumot (Gibco,
USA), 100 pg/ml penicillint és 100 ug/ml streptomycint tartalmazott), majd konfluenssé
valasuktol kisérleti modellként alkalmaztuk.
A sejttenyészetés indulasatél mértik a feliliszé médium VP szintjét, hogy a

hormonszekrécio idébeli valtozasat regisztraljuk. Korabbi megfigyeléseket alatamasztva,
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a hormonszekréciéo a sejttenyészetben az 5-6. napon érte el a detektalhaté szintet,
fokozatos koncentracidonovekedés utan a 13-14. napon valt konstanssa, igy ez utébbi

idépontot valasztottuk a hormon kivalasztas vizsgalatara.

3.3. VP meghatarozas - RIA

A vérplazma mintakbdl és a sejttenyészet feliluszojabdl is RIA modszerrel hataroztuk
meg a VP mennyiségét a SZTE AOK |. sz. Belgydgyaszati Klinika Endokrin
Laboratériumaban Dr. Gardi Janos tudomanyos munkatars iranyitasaval.

A sejttenyészetbdl 2 déraval a tapoldat cserélése utan 500 pl-t kivettink és mérésig
-80 °C-on taroltuk. A vérplazmabdl a mérésekhez 1 mi-t hasznaltunk.

Sejttenyészet fellliszé meédiumabdl extrakcid nélkal tortént a VP meghatarozas,
vérplazmanal szukség volt ezen eljarasra.

Az extrakcié parhuzamos mintak alkalmazasaval tortént, kalibraciés gorbét 1-128 pg/csé
tartomanyban készitetttk 1 ml VP mentes plazmaban higitva, melyet Brattleboro
homozygéta diabetes insipidus-os patkanyokbdl (CPB-TNO, Zeist, Hollandia) nyertuk.
Az extrakcidhoz Sep-Pak Classic C18 (Waters, irorszag) oszlopokat hasznaltunk.
Beparlas (55 °C-on, folyamatos N, aram mellett) utan az extrahalt mintakat RIA
pufferben (56) feloldottuk.

A RIA mddszert Dogterom és munkatarsai (56) szerint végeztik kisebb médositasokkal
(57). Az eljaras soran birkaban termelt VP antitestet alkalmaztunk, melyet a
VP-(e-aminocapriocsav)-thyreoglobulin konjugattal szemben képeztek. A 1'** izotépos
jeloléshez szintetikus VP-t (Sigma, Németorszag) hasznaltunk és a Hunter és

Greenwood modszert alkalmaztuk (58). A jelzett hormont Janaky és munkatarsai szerint

15



kromatografiaval tisztitottuk (59). Az igy kapott jelzett VP specifikus aktivitasa 49,9-
61,1 Tbg/mmol.

Az antiszérum higitas 1:350000 volt. A keresztreakcié 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, Magyarorszag),
0.03% az 1-24 ACTH-val (Organon) és 10.7% az 1-deamino-8-arginin-vazopresszinnel
(Per Melin, Ferring Research Laboratory, Malmo, Svédorszag ).

A modszer érzékenysége 1 pg/ml, az intra- és interassay koefficiense 13,3%. Az
adatokat in vivo kisérletek esetében pg/ml plazma, illetve in vitro kisérletek esetében

pg/mg fehérje egységben tuntettik fel.

3.4. Fehérje meghatarozas

A mintak fehérje tartalmanak meghatarozasat spektrofotometrias uton, Lowry altal leirt

modszerrel végeztik (60).

3.5. Statisztikai analizis:

A vizsgalataink soran kapott adatokat az egyes kisérleti csoportok atlagértékei és a
kOzépérték szorasa alapjan értékeltuk. Az in vivo kisérletek eredményeit Krukal-Wallis
probanak vetettik ala, mig az in vitro korulmények kozott kapott értékek statisztikai
elemzését Tukey-Kramer-féle paros 0sszehasonlitassal végeztiuk. A p<0,05 kuldnbséget

szignifikansnak tekintettuk.
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4. In vivo vizsgalatok

4.1. Az orexinek hatasa a taplalékfelvételre

Bevezetés

Leirasuk o6ta az orexin neuropeptidek étvagyfokozd és taplalkozasi viselkedést
befolyasolé hatasat vizsgaltak a legszélesebb korben a cirkadian ritmus, az ébrenlét
fenntartasaban betoltott szerepuk mellett. Patkanyokban nappal adagolva ndveli a
taplalékfelvételt (61), mig éjszaka, amikor ezek az allatok normal koralmények kozott
aktivak, a taplalékfelvételiket nem befolyasolja (62). 1-2 napos éheztetés utan
kimutattdk, hogy az orexin neuronokban kodzel megkétszerez6dott a prepro-orexin
mRNS mennyisége, bizonyitva az étvagyfokozas kialakitasban betoltott szerepét (63).
Sweet és munkatarsai vizsgaltak kulonboz6 teruletekre centralisan adagolt orexin-A és
orexin-B hatasat, ez alapjan a hypothalamus és kdrnyékére injektalt orexin-A fejtett ki
taplalékfelvételt fokozd hatast mintegy 2 ora eltelte utan is (64). Mas publikaciék az
orexin-B kisebb hatékonysagarol (2) vagy akar hatastalansagardl (16, 65) szamolnak be
az orexin-A-hoz képest. Altalanosan elfogadott, hogy az i.c.v. adagolas fokozza a
taplalékfelvételt, az i.p. adagolas hatastalan (66), igy az altalunk végzett vizsgalatok az
utobbi adagolasi médra nem terjedtek ki.

Taplalkozasi viselkedést tanulmanyoz6 kisérleteinkkel a Toéth Gabor professzor
vezetésével az SZTE AOK Orvosvegytani Intézetében szintetizalt orexinek

hatasossagat is kivantuk igazolni.
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Anyagok és modszer

A 3.1. pontban leirtak szerint mitottik az allatokat és végeztuk a kisérleteket.

Az orexint 10 pg/10 pl, 30 pug/10 yl és 90 ug/10 pl mennyiségekben i.c.v. adagoltuk. Az
orexint fiziologias sdoldatban oldottuk. A kontroll allatok minden esetben 10 pl fiziolégias
sooldatot kaptak. A dézisokat Kunii kdzleménye alapjan valasztottuk (15).

Eredmények

1, 2 és 4 oraval az orexin-A i.c.v adagolasat kdvetéen a kontroll csoporthoz képest
dozistdl fuggd szignifikans novekedést tapasztaltunk a felvett taplalék mennyiségében

(1. bra).

= 1h
&1 @@ 2n *

6+

taplalékfelvétel (g)

2

kontroll 10 pg/10 pl

30ug/10pl 90 pg/10 pul

orexin-A

1. abra: Orexin-A hatasa a taplalékfelvételre (d6zis-hatas vizgalat).

(n=10; atlagtS.E.M., *: szignifikans valtozas a kontroll csoporthoz képest; p< 0,05)
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4.2. Az orexinek hatasa a vizfelvételre

Bevezetés

Etvagyfokozd hatasan tul az orexineknek jelentds szerepiik lehet a vizanyagcsere
szabalyozasaban, ezt néhany irodalmi adat alatamasztja (15, 16). Orexin-tartalmu
neuronok a lateralis hypothalamus (LHA) terlletén talalhatok, a LHA lézidja nemcsak
aphagiahoz, hanem adypsiahoz is vezet (67-69). Masrészr6l ugyanezen régio
elektromos, illetve kémiai ingerekkel torténd stimulaciéja megnoveli a vizfelvételt (70,
71). Medfigyelték tovabba, hogy ivas kdzben a LHA neuronjai aktivalédnak (72).

Ezek alapjan kulonb6zd dozisban centralisan bejuttatott orexin-A és orexin-B hatasat
vizsgaltuk a vizfelvétel tekintetében. Megnéztuk tovabba, hogyan befolyasolja az OXR-
ra szelektiv antagonista a vizfelvétel alakulasat onalléan és orexin-A-val egyidejlleg

adagolva.

Anyagok és moédszer

Az allatokat a 3.1. pontnak megfelel6en kezeltlik és vizsgaltuk a vizfelvétel valtozasat.

Az orexint 10 ug/10 pl, 30 pg/10 pl és 90 pg/10 uyl mennyiségekben adagoltuk
centralisan, fiziologias sooldatban oldva. A kontroll allatok minden esetben i.c.v. 10 pl
fiziologias sooldatot kaptak. A dézisokat Kunii kdzleménye alapjan valasztottuk (15). Az
OXiR-ra szelektiv antagonistat (SB 408124, C49H1sF2N4O; N-6,8-Difluoro-2-methyl-4-
quinolinyl)-N’-[4-(dimethylamino)pheny]urea, Sigma, Németorszag) az orexin-A-val

egyidejlleg adagoltuk 30 pg/10 ul dozisban.
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Eredmények

Orexin-A adagolasat kovetben a kontroll csoporthoz képest megndvekedett
vizfogyasztast tapasztaltunk. A vizfelvétel dozisfuggd alakulasat vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a fogyasztott viz mennyisége megnétt a legkisebb alkalmazott
dozis esetén is (10 ug/10 pl). Figyelemre méltonak talaltuk, hogy a leghatasosabbnak a
30 pg/10 pl-os dozis bizonyult, a vizfelvétel jelentésen meghaladta a nagyobb

(90 pg/10 pl) dozis alkalmazasat kovetd valtozast (2. abra).

—8- kontroll *
-B--10 ng/10 pl orexin-A ;
- ®- 30 ug/10 pl orexin-A e
—¥— 90 pg/10 pl orexin-A -

vizfelvétel (ml)

2. abra: Az i.c.v. adagolt orexin-A hatasa a vizfelvételre 2,4 és 6 oOra elteltével

patkanyban. (n=10; atlagtS.E.M.; *: szignifikans valtozas a kontroll csoporthoz

képest; p<0,05)
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Medfigyeltik, hogy 10 ug/10 ul, illetve 90 ug/10 pl doézisban alkalmazott orexin-B
szignifikans ndvekedést nem okozott a vizfelvételben, 30 ug/10 ul dézis alkalmazasa

utan 4 és 6 h periédusban a vizfogyasztas fokozodott a kontroll csoportokéhoz képest,

az orexin-A-val kapott értékeket azonban nem érte el (3. abra).

—B- kontroll
--B--10 pg/10 pl orexin-B

- ®--30 pg/10 pl orexin-B *
—%—90 ug/10 wl orexin-B I
6
E
= 4
[
‘O
>
o
N
>
2+
0 '

2h 4h 6h

3. abra Orexin-B kezelés hatasa a vizfelvételre 2, 4 és 6 6ra elteltével patkanyban.

(n=10; atlagtS.E.M.; *: szignifikans valtozas a kontroll csoporthoz képest; p<0,05)
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A leghatasosabb 30 pg/10 pl-es koncentraciot alkalmaztuk az OXiR-ra szelektiv
antagonista, az SB 408124 hatasanak vizsgalatahoz. Eredményeink azt mutattak, hogy
Onmagaban alkalmazva az antagonistat nem emelte meg a vizfogyasztas mértékét.
Orexin-A-val szimultdn adagolva azonban lényegesen visszaszoritotta a vizfogyasztast

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

magasabb szinten maradt (4. abra).

=8- kontroll

a
201 . & . 30 ug/10 1l SB 408124 ;
=@ 30 ug/10 pl orexin-A //
=6— 30 pg/10pl orexin-A + SB 408124 7

15+

10+

vizfelvétel (ml)

4. abra:Orexin-A és SB 408124 kezelést koveto vizfelvétel 2,4 és 6 6ra elteltével
patkanyban. (n=10; atlag+S.E.M.; ?: szignifikans kiildnbség a kontroll csoporthoz

képest; °: szignifikans kiildnbség az orexin-A-val kezelt csoporthoz képest; p<0,05)
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4.3. Az orexin-A jelentdésége a VP kivalasztas szabalyozasaban

Bevezetés

Orexin tartalmu neuronok a hypothalamus lateralis teruletén (73), és a vizhaztartasban
fontos szerepet jatszé PVN és SON magcsoportokban az orexin receptorok jelenléte (9)
a fent emlitett szerepére utal. A hypothalamo-hypophysealis tengely egyik
regulatoraként (74, 75) a neuroendokrin folyamatokra is hatassal van.

A vizanyagcsere masik igen fontos szabdlyozéja a hypothalamus magnocellularis
betegség kisérbje lehet. A vizfelvétel ndvelése normal esetben csokkent VP szintet
eredményez a vérben (76). Ismeretes, hogy dehidratacié vagy hipertéonias séoldat
bevitele jelentés ndvekedést eredményez a plazma VP szintjében (77).

A hypothalamusban neurotranszmitterként mikodé HA (78, 79) szerepet jatszik az
kivalasztasaban (41). A HA aktivalia a SON és PVN neuronjait (80-83), hatasara
megemelkedik a VP mRNS szintje (81, 84). Gyorsan és er6teljesen noveli a plazma VP
mérseékli a dehidratacio altal eldidézett VP szint emelkedést (81, 90, 91).

Ezen neuroanatomiai, funkciondlis és farmakoldgiai kapcsolédasok alapjan
kisérleteinkkel igazolni szeretnénk az orexinek vizhaztartasra gyakorolt szerepét.
Kulénb6z6 dézisban bejutatott orexin-A és orexin-B hatasat vizsgaltuk a vizfelvételre.
Megnéztuk, hogyan befolyasolja az orexin-A hatasat az OXiR-ra szelektiv antagonista

onallo és orexin-A-val torténd egyideju alkalmazasa.
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Az orexin-A plazma VP szintjére gyakorolt hatasat vizsgaltuk ozmotikus stimulust
kovetden, valamint a specifikus receptor antagonista szimultan adagolasa mellett.
HA kezelést kovetd valtozasokat néztuk a plazma VP szintjére orexin-A-val torténé

elbkezelést kdvetben és itt is megvizsgaltuk az antagonista esetleges inhibitor hatasat.

Anyagok és moédszer

10 mg/100 g HA i.p. adagolasa utan 15 perc elteltével dekapitaltuk az allatokat és
vérmintat gydjtottink a plazma VP szinjének meghatarozasahoz.

1 ml/100 g 2,5%-0os NaC adasa utan 15 perccel dekapitaltuk az allatokat és vérmintat
gyUjtéttunk a plazma VP szinjének meghatarozasahoz.

Az orexin-A és az SB 408124 bazalis plazma VP szintre gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz az i.c.v. orexin-A adagolast kdvetéen 30 perccel dekapitaltuk az allatokat
és gydjtottik a vért.

Az orexin-A és az SB 408124 megnovelt plazma VP szintre gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz az i.c.v. orexin-A adagolast kdovetéen 15 perccel adtuk be a plazma VP
szintet stimulalé HA-t és hiperozmotikus NaCl oldatot i.p.

Az orexin-A-t 30 pg/10 pl-es dozisban alkalmaztuk - a vizfelvételre gyakorolt hatasaban
ez bizonyult a leghatékonyabbnak.

Az SB 408124 antagonistat 30 pg/10 pl dozisban alkalmaztuk, inhibitor hatasanak

megfigyeléséhez az orexin-A-val egyidejlleg adagoltuk centralisan.
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Eredmények

A plazma bazalis VP szintjét nem valtoztatta az orexin-A-val val6 kezelés, egymagaban
adagolva az antagonistat is a kontroll értéken maradt. Varakozasainknak megfelel6en a
hiperozmotikus s6oldat beadasat kdvetben jelentésen fokozddott a plazmaban mért VP
mennyisége. A hiperozmdzist kivaltd injekciot megel6zéen kulonb6zé doézisban
bejuttatott orexin-A ezt a ndvekedést nagymértékben redukalni tudta, de meég igy is joval
a kontroll érték feletti VP koncentraciot mértink. Az SB 408124 ezt a reduktiv hatast

kivédte (5. abra).
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5. abra: A plazma VP szintjének alakulasa orexin-A kezelést kovetd i.p.
hiperozmotikus soéoldat adasa utan patkanyban. (n=12; 4&tlagtS.E.M,;
a

. szignifikans kiilénbség a kontroll csoporthoz képest; P: szignifikans kiilénbség a

2,5%-0s NaCl oldattal kezelt csoporthoz képest; p<0,05)

25



A hisztaminnal kivaltott VP szint emelkedés joval a hiperozmotikus kezelést kovetd
értéket mutatta. Orexin-A-val val6 el6kezelés ebben az esetben is csodkkentette a
megemelt VP szintet, de a kontrollhoz képest jéval magasabb értéken maradt. Az

SB 408124 alkalmazasa az orexinnel kivaltott VP szint csOkkenést gatolta (6. abra).

a + hisztamin
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6. abra: Orexin-A kezelés hatasa hisztamin adagolast koveté plazma VP szintre.
(n=12; atlag+S.E.M.; ®: szignifikdns kilonbség a kontroll csoporthoz viszonyitva;

b: szignifikans kiildnbség a hisztaminnal kezelt csoporthoz viszonyitva; p<0,05)
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4.4. In vivo eredmények megbeszélése

Az orexinek szerepének vizsgalataval a szakirodalomban szamos publikacié foglalkozik.
Ezek kozul is legnagyobb szamban az alvas-ébrenlét és étvagyfokoz6 hatasanak
kapcsan szllettek tudomanyos kozlemények.

A disszertacioban bemutatott in vivo kisérletekkel igazoltuk, hogy az orexin centralis
adagolasat kdvetden jelentds mértékben fokozza a taplalékfelvételt patkanyokban. Ezen
eredményeink a szakirodalomban leirtaknak (64, 92) megfelelnek, ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy az étvagy fokozasaban, a taplalkozasi viselkedés szabalyozasaban
az orexin szamos mas hypothalamikus és periférias hormon kézremikodéséval vesz
részt, mint példaul a ghrelin (93), a NPY (94, 95) és a leptin (96, 97).

Tobb morfolégiai és funkciondlis vizsgalat utal a LHA-ban termel6d6é orexinek
vizanyagcsere szabalyozasaban betoltott szerepére (9, 15). Az altalunk végzett
kisérletekben az orexin-A jelentésen fokozta a vizfogyasztast, a 30 pg-os dozis
bizonyult leghatékonyabbnak.

Backberg és munkatarsai leirtdk az OX4R-ok jelenlétét a vizhaztartas szabalyozasaban
kozponti szerepet jatszé hypothalamikus tertletek neuronjain (9). OXiR-ra szelektiv
antagonista alkalmazasaval végzett kisérleteink soran megfigyeltuk, hogy az SB 408124
semlegesitette az orexin-A hatasat, ezzel alatamasztottuk feltevésiinket, miszerint ezen
receptorok kulcsszerepet jatszanak az orexin hatasanak kifejtésében.

Eredményeinket a szakirodalmi adatokkal 6sszevetve megallapithato, hogy a LHA-ban
termel6d6 orexin fiziologias regulatorként részt vesz a vizfelvétel szabalyozasaban, a

vizfogyasztast centralis adagolast kovetéen jelentésen fokozza.
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Az orexin a taplalékfelvétel és az étvagyfokozas szabalyozasat a ghrelin-NPY utvonal
szoros kozremikodésével fejti ki (98-100). A ghrelin étvagyfokozo hatasat befolyasolja a
NPY (101, 102). Mind a NPY, mind a ghrelin fokozzak a VP kivalasztast in vivo
korulmények kozott (103-107). Az orexin-A centralisan adagolva nyulban szamos mas
hatasa mellett megnoveli a vér VP tartalmat (108) és a VP mRNS mennyiségét a PVN
tertletén patkanyokban (109). Ismeretes, hogy a dehidratacio fokozott aktivitashoz vezet
allatokban (110, 111). Transzgenikus egereken folytatott kisérletekkel igazoltak, hogy az
orexin neuronok Vi, receptor kdozremikodésével torténd aktivalasa szerepet jatszik a
vizmegvonassal jard hiperlokomotoros aktivitasban (112). Ozmotikus stimulus aktivalja a
SON (113) és PVN neuronjait (114, 115), fokozott VP és oxytocin kivalasztast
eredményezve a hypothalamikus magokbdl. Tsunematsu és munkatarsai igazoltak,
hogy a cerebrospinalis folyadék (CSF) VP és oxytocin tartalma humoralis Uton, a Vi,
receptorokon keresztll aktivalja az orexin neuronokat és az ezzel kivaltott fokozott
aktivitas hozzasegiti az allatot az éhezés és szomjazas soran a tuléléshez (112).

Kisérleteink soran a plazma bazalis VP szintjét az orexin i.c.v. injektalasa nem novelte
meg. Ozmotikus inger, azaz 2,5%-o0os NaCl oldat és nem-ozmotikus inger, hisztamin i.p.
adagolast kovetden jelentésen megemelkedett a plazma VP szintie. Ez a megfigyelés
0sszhangban van a témaban mar megjelent kézleményekben leirtakkal (57, 116). Az
orexin-A-val torténd elbkezelés ezt az emelkedést mérsékelte, ezt a hatast a specifikus

OXiR antagonista kivédett.
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4.5. Kovetkeztetések

Vizsgalataink eredményeink arra utalnak, hogy az orexin okozta polydypsia kivaltdsaban
nemcsak a szomjusag kozpont (,drinking behaviour”), hanem a hypothalamo-
neurohypophysealis rendszer is szerepet jatszhat.

Megfigyeléseink alapjan tovabba azt is megallapithatjuk, hogy az orexin hatasa a
vizfelvételre a VP kivalasztas szabalyozasaban az OX;R-ok kdzremiikodésével is
ervényesul.

Az orexinerg rendszer VP szekréciora gyakorolt hatdsanak pontosabb megismeréséhez

tovabbi vizsgalatokat tartottunk szikségesnek, ezeket in vitro sejtkulturakon végeztuk.
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5. In vitro vizsgalatok

Bevezetés

A szakirodalom féként hypothalamikus szinten vizsgalja a VP kivalasztas szabalyozasat
(117, 118). Ozmotikus stimulus altal kivaltott VP-release vizsgalatokat izolalt
hypothalamo-neurohypophysealis kulturan végeztek (119). A NH sejtek aktiv szerepét a
pituicytak sejtmembranjan 1évé neuropeptid receptorok jelenlétével igazoltak (22).
Munkatarsaim ezt megel6z6en VP kivalasztas szabalyozasara iranyuld vizsgalatokat
tobb izben végeztek NH sejttenyészeten. lgazoltak monoaminok VP termel6désre
kifejtett stimulalé hatasat in vitro korulmények kozott NH sejtkulturakban (48-50, 120).
Ezen vegyuletek a NH-re gyakorolt hatasanak tovabbi bizonyitékai is vannak. Lemay és
munkatarsai 5-HT altal kivaltott VP kivalasztas fokozodasat irtak le NH sejttenyészetben
(121), mig lovino és munkatarsai patkanyokban talaltak fokozott VP release-t 5-HT
hatasara (122). Pergola és munkatarsai a plazma VP szintjének gyors emelkedésérdl
szamoltak be 5-HT i.c.v adagolasa utan (123). A dopaminerg rendszer VP kivalasztas
szabalyozasaban betoltdtt szerepének morfoldgiai és funkcionalis bizonyitékai vannak
(42, 43, 124). Az adrenerg rendszer VP kivalasztast befolyasolé hatasanak vizsgalatat
szamos publikacio targyalja. Az ADR és NADR i.c.v. adagolasa serkentdleg hat a VP
kivalasztasra (46, 47), stimuldlja a PVN és SON neuronojait (125, 126) és i.c.v.
adagolva fokozza VP mRNS szintézisét (127). A HA VP szekréciét fokozd hatasat
irodalmi adatok mellett (85, 87, 88) in vivo korilmények kozott végzett kisérleteink

eredményei is alatamasztjak. A szakirodalomban tobbek ko6zo6tt munkatarsaim is
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beszamoltak a HA-erg rendszer hypothalamustdl fuggetlen, a NH-t direkt mddon
befolyasoldé VP kivalasztast fokozo hatasarol (128-130).

Az orexin jelentds szerepet jatszik a folyadékhaztartas szabalyozasaban (9, 15), ezt az
el6zbekben ismertetett eredményeink is igazoljak. Az orexin receptorok mRNS-ének
termel6dését diszné (131), birka (132) és patkany (133) hypophysisben egyarant
kimutattak. Az értekezésben feldolgozott in vitro kisérletsorozatok alapja, hogy az orexin
feltehetben részt vesz a NH VP kivalasztasanak szabalyozasaban.

Izolalt NH sejttenyészeten vizsgaltuk az 5-HT, a DA, a HA és az adrenerg vegyuletek
(ADR, NADR) hatasat a VP szekréciora. Megnéztuk, hogy valtozik-e a sejttenyészet VP
tartalma kulonb6zd doézisban torténé orexin-A és orexin-B  kezelést kovetben.
Tanulmanyozni kivantuk, hogyan befolyasolja a monoaminerg indukciét kovetd
megnovekedett VP kivalasztast az orexin-A-val és orexin-B-vel valé pre-, illetve
posztinkubacio, illetve az SB 408124 OX;R-ra szelektiv antagonista blokkolja-e az

orexin-A esetleges hatasat.

Anyagok és moédszer

Az izolalt NH sejttenyészeten végzett kisérleteinket a 3.2. pontban leirtaknak

megfelel6en végeztuk.

A hormon szekréciés vizsgalatokat az el6zetes megfigyelésekre alapozva a 13-14

napos sejttenyészeten végeztuk (7. abra).
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7. abra: VP szekrécidé alakulasa izolalt NH sejttenyészetben az eltelt napok

fuggvényében. (n=10; atlag+S.E.M.)

A 7. abran lathato, hogy a felilusz6 médium VP tartalma a 6. naptdl éri el a mérhet6
mennyiséget és a 13-14. napig folyamatos ndvekedést mutat majd ott elérve
maximumat konstanssa valik.

Az orexin-A-val és orexin-B-vel folytatott kezeléseket 10'°-10* M koncentraciok
hozzdadasaval végeztik, a feluluszobdl 1 6ra elteltével vettink mintat VP tartalmanak
meghatarozasahoz.

A monoaminergekkel val6 interakcidos vizsgalatokhoz minden anyagot - korabbi
kisérleteinkre alapozva - 10° M koncentracidban alkalmaztunk, (49, 50, 120). A pre- és
posztinkubacids idétartam egyarant 60 perces volt.

Az aspecifikus ozmotikus ingert jelenté K*-t 30 mM koncentracidban 1 6ras inkubacioval
alkalmaztuk és orexin-K* interakcié vizsgalatat 20 perces orexin (10° M) el&inkubacié

utan végeztuk.
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Az alabb felsorolt monoaminerg vegyuletekkel kezeltik a monolayer sejttenyészeteket:
1. HA (Sigma, Németorszag)
2. DA (Hoffman-La Roche, Svajc)
3. 5-HT (Sigma, Németorszag)
4. ADR (Sigma, Németorszag)
5. NADR (Sigma, Németorszag)
6. orexin-A és orexin-B (SZTE AOK Orvos Vegytani Tanszék, Prof. Téth Gabor)

7. SB 408124 (Sigma, Németorszag)
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In vitro vizsgalatok eredményei

5.1. Orexin-A és orexin-B kezelés hatasa a VP kivalasztasra

Az pituicytak VP kivalasztasara gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz az orexin-A-t és

orexin-B-t kiilénbdz6 koncentraciokban (107'°-10* M) adagoltuk a sejttenyészetekhez és

ey
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8. abra: Orexin-A és orexin-B dézisfliggd hatasanak vizsgalata a 14 napos

sejtkultara VP szekrécidjara (n= 10; atlag+S.E.M.)

A 8. abran demonstralt eredmények mutatjak, hogy sem az orexin-A sem az orexin-B

nem okozott szamottevé valtozast a VP release-ben a kontroll értékhez képest.
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5.2. Monoaminerg indukciot kovetd VP szint valtozasok orexin-A-val torténé

pre- és posztinkubaciét kovetden

A 9. abra katekolaminokkal vald interakcié eredményeit mutatja be orexin-A-val tortént
pre-és posztinkubaciot kdvetéen. A varakozasainknak megfeleléen ADR, NADR és DA
kezelés utan a VP koncentracio minden esetben szignifikansan megemelkedett. Orexin-
A-val val6 preinkubacio mérsékelte a VP szekréciot ADR és NADR indukciét kdvetéen,
de a csOkkenés ellenére is a VP koncentracié értéke joval a kontroll felett maradt.
DA esetében ilyen reduktiv hatast nem észleltink, éppugy, mint amikor a katekolaminok
adasat kovet6en alkalmaztuk az orexin-A kezelést. A specifikus OX4R antagonista
egymagaban nem modositotta a VP szekrécidt, de orexin-A-val valé szimultan

adagolasa a katekolamin kezelést megel6z6en kivédte az orexin-A redukald hatasat. Ez

YV
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9. abra: Katekolaminok (ADR, NADR és DA) és orexin-A interakcidjanak,
valamint az OXR-ra szelektiv antagonista blokkolé hatasanak vizsgalata pre-
és posztinkubaciot kovetéen izolalt patkany NH sejtkultaraban. (n= 10;

b.

atlagtS.E.M.; % szignifikans kulonbség a kontrollhoz képest; szignifikans
g

kulonbség a katekolaminnal kezelt atlaghoz képest; p<0,05)
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HA-nal és 5-HT-nal kezelt sejtkulturak feltlusz6 médiumaiban is szignifikansan
megemelkedett a VP koncentracid, amely orexin-A-val valé preinkubacioval
redukalhaté volt, mig - az el6z6ekben tapasztaltaknak megfelel6en - az utélagos orexin
kezelés nem eredményezett csokkenést. Az SB 408124 alkalmazasa mindkét esetben

kivédte az inhibitor hatast (10. abra).
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10. abra: HA és 5-HT és orexin-A interakcidjanak, valamint az OX{R-ra szelektiv
antagonista blokkolé hatasanak vizsgalata pre- és posztinkubaciot kovetéen
izolalt patkany NH sejtkultiraban. (n= 10; atlag+S.E.M.; % szignifikans kiilonbség
a kontrollhoz képest; °: szignifikans kiildnbség a HA-nal vagy 5-HT-nal kezelthez

képest; p<0,05)
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Aspecifikus ozmotikus inger hatasat és ennek orexin-A-val val6 befolyasolasanak
vizsgalatat a 11. abra mutatja. K™ -ot adtunk a fellilisz6 médiumhoz és jelentés VP
kivalasztas fokozddast észleltiink. K adagolast megel6z6 orexin-A kezelés nem

befolyasolta a VP szekrécio mértekét.
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11.4abra: Aspecifikus inger (K* adagolas) hatasa a VP kivalasztasra és valtozasa
orexin-A preinkubaciét kovetéen. (n= 10; atlagtS.E.M.; *: szignifikans kulonbség

a kontrollhoz viszonyitva; p<0,05)
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5.3. Monoaminerg indukciot koveté VP szint valtozasok orexin-B-vel torténé

pre- és posztinkubaciét kovetéen

In vitro Kisérleteink soran vizsgaltuk az orexin-B hatasara bekdvetkezé valtozasokat a
hatasara nem valtozott a VP koncentracioja a kontroll médiumok feluluszéjaban mérthez
képest. A 12. abran lathaté eredmények azt mutatjadk, hogy az orexin-B-vel torténé
el6kezelés visszaszoritotta az ADR és NADR éltal kivaltott VP termelés fokozodasat,
mig DA esetében nem tapasztaltunk ilyen mérséklést. Utdlagos kezelés orexin-B

esetében nem okozott az el6kezeléshez hasonld redukalé hatast.
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12.abra: Monoaminok (ADR, NADR és DA) és orexin-B interakcidjanak vizsgalata
pre- és posztinkubaciot kovetéen izolalt patkany NH sejtkulturaban. (n= 10;
atlag+S.E.M.; % szignifikans kiilénbség a kontrollhoz képest; : szignifikans

kulonbség a katekolaminnal kezelthez képest; p<0,05)
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Csakugy, mint az el6z6ekben, 5-HT és HA kezelés hatasara fokozodott a VP
koncentracio a sejttenyészet felilusz6 médiumaban. Ez az emelkedés orexin-B
elbkezeléssel csOkkenthetd volt, utélagos orexin-B adasa a megndvelt VP koncentraciot

nem befolyasolta (13. abra).
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13.abra: HA és 5-HT interakcidjanak vizsgalata orexin-B-vel izolalt patkany NH
sejttenyészet feliliuszé6 médiumanak VP szint kivalasztasaban (n= 10;
b.

atlagtS.E.M.; ® szignifikans kilonbség a kontrollhoz képest; szignifikans

kulonbség a HA-val, illetve 5-HT-val kezelthez képest; p<0,05)
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A K*-mal kivaltott fokozott hormon kivalasztast az orexin-B preinkubacié egyaltalan nem

befolyasolta, ezt az eredményt a 14. abra mutatja.
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14. abra: Aspecifikus inger (K" adagolas) hatasa a VP kivalasztasra és valtozasa
orexin-B preinkubaciét kovetéen. (n= 10; atlagtS.E.M.; *: szignifikans kulonbség

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

Az értekezeés elsd részében leirt in vivo kisérleteket in vitro vizsgalatokkal egészitettik
ki, melyek célja az orexineknek a VP kivalasztas NH szintjén torténd szabalyozasaban
és ezzel a folyadékhaztartasban betoltott szerepének tisztazasa.

Modszereink  korabbi  medfigyelésekre alapoztuk. Sejttenyészeteken végzett
vizsgalatainkhoz izolalt patkany NH sejtkultura VP-t termel6 képességét vettuk alapul,
melyet témavezetdm és munkatarsai igazoltak (24). Mas munkacsoportok VP és mRNS-
ének jelenlétét mutattak ki a neurohypophysisben (134) és adenohypophysisben is (135,
136). Kisérleteink tovabbi alapjat képezi az agy monoamin vegyuleteinek VP
kivalasztasra gyakorolt serkent6 hatasanak ismerete (48-50, 120).

Orexin receptorok mRNS-ének jelenlétét qRT-PCR, WB és ISH modszerekkel
analizaltdk periférias szOvetekben és az agy szamos teruletén is (131, 137, 138).
A hypophysisben mindkét receptor jelenlétét kimutattak patkanyban (74, 132, 139) és
emberben is (140). A receptorok jelenléte a hypophysisben feltételezi az orexinek
szabalyozo funkcidjat.

Els6 kisérletsorozatunkban medfigyeltik, hogy sem orexin-A-val, sem orexin-B-vel valo
kezelés a NH sejttenyészet bazalis VP kivalasztasat nem befolyasolja.

Ezt kovetben monoaminok adagolasaval fokozott VP szekréciora kifejtett hatasukat
néztuk meg és tanulmanyoztuk hogyan befolyasoljak a VP kivalasztas ndvekedését,
vizsgaltuk tovabba orexin-A esetében az OXR-ra szelektiv antagonista alkalmazasaval
megfigyelhetd valtozast.

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

valamint, hogy az orexin neuronok monoaminerg receptorokat tartalmaznak (142-145).

42



Immunhisztokémiai vizsgalatokkal bizonyitottak orexin neuronok axon végzédéseit locus
coeruleus és nucleus tractus solitarii noradrenerg és adrenerg sejtein (146), szinaptikus
aktivitdsukkal igazoltak funkciondlis kapcsolatukat (147, 148). A dopaminerg és
orexinerg rendszer kapcsolataval tobben is foglalkoztak (149, 150), megallapitottak,
hogy az orexinek altal kivaltott hiperlokomotoros aktivitas - amennyiben szomjazas miatt
alakult ki - a dopaminerg rendszer kozremikodésével jon létre (151). Tsunematsu
szerint a megnovekedett VP szintnek is jelentdsége van; ez a szabalyozas az orexin
neuronokon levd V1, receptorain keresztul érvényesul (112). Megdfigyelték, hogy az 5-HT
neuronok direkt és indirekt orexin szabalyozas alatt allnak (152), mind az orexin-A, mind
az orexin-B a hisztaminerg rendszeren keresztul vesz részt az ébrenlét hypothalamikus
szinten torténd szabalyozasaban (153), mindkét neuropeptid depolarizalja a
hisztaminerg neuronokat (8).

VP kivalasztast serkentd® hatasukban feltehetéen receptoraik koézremikodésével
vesznek részt. Mintegy 9 adrenerg receptor tipust (154), 2 DA receptor csaladot (155)
és 4 HA receptor tipust azonositottak (Hi14) (156), mig az 5-HT-nak 15 kilonb6z6
receptorat 3 csoportba soroljak (157). Munkatarsaimnak NH sejttenyészeten
antagonistakkal végzett korabbi megfigyelései 6sszhangban mas szakirodalmi adatokkal
alatamasztjak, hogy a dopaminerg D¢ és D, (158), az adrenerg a4 és B, (159, 160), a
serotonerg 5-HT, (161) és a hisztaminerg H¢ és H, (162) receptorok vesznek részt a VP
szekrécio NH szintjén torténd szabalyozasaban.

VP kivalasztasanak fokozédasat tapasztaltuk monoaminokkal valé kezelést kdvetéen a
sejttenyészet feliluszé médiumaban. Orexinnel a fokozott termelés csdkkenthetd volt,
de csak akkor, ha az orexin inkubacié megel6zte a monoamin kezelést. Az altalunk

sejttenyészeteken végzett kisérletek soran az orexin-A és orexin-B hatasa kozott
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szamottevd kulonbséget nem detektaltunk, ezzel szemben szamos kdzleményben az
orexin-B kisebb hatékonysagat mutattak ki (10, 16, 65). Az el6kezelés hatékonysagat az
utolagos kezelés hatasanak elmaradasaval korabban munkatarsaim megfigyelték egy
masik hypothalamikus hormon, a galaninnal tortént vizsgalataik soran is és igazoltak,
hogy a galanin, mint peptid modulator, részt vesz a VP kivalasztas szabalyozasaban NH
szintign is (116, 163). Antagonistdkkal veégzett kisérletekre alapoztak annak
magyarazatat, hogy mig az el6kezelés hatasos, az utdlagos neuropeptid adagolas nem
eredményez csoOkkentett VP kivalasztast. E szerint elképzelhetd, hogy a receptorok
deszenzitizalédnak, vagyis telitédéslik miatt az antagonistakra nem reagalnak és igy
elmarad a VP szint csokkenése. Ebben az esetben a monoaminokkal tortént kezelés
soran a pituicytdk veszitenek szenzitivitdsukbodl és igy az orexin kezelésre mar nem
reagalnak. Masrészrél magyarazat lehet az, hogy az inkubacios id6 (60 perc) elegend6
a monoaminok VP szintet fokozd hatdsanak maximalis eléréséhez, igy az azt kovetd
orexines kezelés mar hatastalan.

Az orexinnek 2 G-fehérjéhez kapcsolt receptora ismert (OX1R és OX;R) (164-167), a
hypophysis teruletén az OX4R-ok nagyobb szamban vannak jelen, mint az OX;R-ok
(133). Az OX4R VP kivalasztasban és monoaminerg-interakcioban val6 részvételének
igazolasara specifikus antagonistaval (SB 408124) (168) végeztunk vizsgalatot. Az
SB 408124 alkalmazasaval a monoaminergekkel indukalt VP szint emelkedés
csOkkenthetd volt. Ez a megfigyelés bizonyitékul szolgal az OX{R-ok jelentéségére a
specifikus ozmotikus ingerként alkalmazott K* adagolasaval kivaltott, receptoroktdl
fuggetlen hormonkivalasztas, ennek eredményeként nem észleltink kuldonbséget az

orexinnel kezelt és a kontroll csoportok 6sszehasonlitasa soran.
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5.5 Kovetkeztetések

Vizsgalataink eredményeként megallapithaté, hogy az orexin vizanyagcsere hatasat
nemcsak a hypothalamo-hypophysealis rendszer szintjén fejti ki, hanem a sejtkulturaban
tenyésztett NH sejtek (pituicytdk) VP kivalasztasat is befolyasolja. In vitro kisérleteink
meger(Gsitették az él6 allatban tett megfigyeléseinket: 1. Az orexin VP szekrécid
regulalasaban betoltott szerepét a monoaminerg rendszerrel valo interakciéjan keresztul
ervényesiti; 2. A VP kivalasztas szabalyozasat az orexin az OX1R-ok kdzremikodésével

fejti ki.
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Osszefoglalas

Kutatasaink soran az orexin neuropeptidek hatasat vizsgaltuk a vizanyagcserére és a
vazopresszin (VP) kivalasztasra in vivo és in vitro korulmények kozott.

In  vivo Kkisérleteinkben  egyrészt igazoltuk az irodalomban is leirt
intracerebroventrikularisan (i.c.v.) adagolt orexineknek taplalékfelvételt-fokozo hatasat.
Eredményeink alapjan az orexin-A hatékonyabbnak bizonyult az orexin-B-hez
viszonyitva. Intraperitonealis (i.p.) adagolast kovetéen nem tapasztaltunk valtozast,
amely szintén megegyezik az irodalmi adatokkal, igy a késdbbiekben ettél a kezelési
modtdl el is tekintettunk.

Az orexinek vizanyagcserére gyakorolt hatasanak vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a
centralisan, kulonb6z6 koncentracioban (10-30-90ug/10ul) beadott orexin-A jelentés
mértékben fokozta a vizfelvételt. Orexin-B kezeléssel is tapasztaltunk fokozott
vizfelvételt, de a vizfogyasztas joval az orexin-A-val tortént kezelést kdvetd szint alatt
maradt. A doézis-hatas Osszeflggést tanulmanyozva megallapitottuk, hogy az orexin
adagjanak nodvelésével a vizfogyasztas nem fokozodik linearis mértékben. Az
alkalmazott dézisok kozul a 30pg/10ul-es orexin-A  koncentracid bizonyult a
leghatékonyabbnak. Az utdbbi mennyiségben alkalmazva tanulmanyoztuk az orexin-A
receptor (OX4R) specifikus antagonistajanak szerepét a patkanyok orexin-A-val indukalt
vizfelvételére. Az 6Gnmagaban alkalmazott antagonista nem valtott ki fokoz6 hatast, mig
azonos koncentracioban (30ug/10ul) szimultan i.c.v. adagolva orexin-A-val, a vizfelvétel

joval az orexin-A injekciét kovetd emelkedett szint alatt maradt.
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Centralis orexin adagolast kovetéen a plazma bazalis VP szintie nem emelkedett.
Ozmotikus inger (i.p. 2,5% NaCl) hatasara fellépd VP szint emelkedést az i.c.v. orexin
elézetes adagolasa mérsékelte, antagonista egyuttes alkalmazasaval ez a redukci6
kivédhet6 volt. A hisztaminnal (HA) el6idézett nem ozmotikus inger jelent6sen emelte a
bazalis VP szintet, ez az emelkedés el6zetesen adagolt orexinnel kisebb értéket
mutatott, az antagonista a csOkkenést ebben az esetben is gatolta. Ezen eredményeink
alatamasztjdk az orexin szerepét a vizanyagcsere szabdalyozasaban a hypothalamo-
neurohypophysealis rendszerben. A specifikus receptor antagonistaval tortént
vizsgalataink arra utalnak, hogy ebben a szabalyozasban az OX{R-nak fontos szerepe
van.

A vizanyagcserére vonatkozé kisérleteinket kiegészitettk in vitro vizsgalatokkal.
Tanulmanyoztuk, hogy izolalt NH sejtkulturaban az orexin képes-e befolyasolni a VP
kivalasztast. Témavezetém, Prof. Laszl6 A. Ferenc és munkatarsai korabban igazoltak
az agy monoaminerg vegyuleteinek VP kivalasztast fokozé hatasat Dr. Galfi Marta
tanarné altal korabban kidolgozott és publikalt mdédszerrel eléallitott NH sejtkulturaban.
A felulusz6 médiumbdl RIA mdbdszerrel hataroztuk meg a VP mennyiségét.
Megallapitottuk, hogy a sejtkulturaban a VP kivalasztas az inkubacid elinditasat kovetd
5-6. napon indul meg és folyamatos ndvekedést mutat, a 13-14. napon maximumara ng,
ezt kovetben a VP szint nem valtozik. Vizsgalatainkhoz 14 napos szovetkulturakat
alkalmaztunk.

A sejtkultiraban az orexin-A és —B dézisainak ndvelésével (107'°-10* M) a kontroll VP
szintighez viszonyitva a felilusz6 médiumokban szignifikans valtozas nem volt
kimutathaté. Megallapitottuk, hogy - a kutatécsoport korabbi megfigyelését

alatamasztva - a monoaminerg vegyuletek (HA, DA, ADR, NADR, 5-HT) hatasara
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jelentés VP szint emelkedés jott létre. A monoaminerg indukciot megel6z6 orexin
preinkubacio a két neuropeptid tipus esetében egydntetlien csokkentette az emelkedett
VP szintet HA, ADR, NADR és 5-HT kezelést kovetéen. DA adagolas utan szignifikans
kildnbség nem volt kimutathaté. A csOkkenés az orexin-A-val folytatott
kisérletsorozatban a mar emlitett OX4R antagonista adasaval kivédhet6 volt.

A monoaminerg vegyuletekkel torténd inkubaciot kovetd orexin kezelés nem okozott
valtozast a megemelkedett VP szintben.

A sejttenyészetben aspecifikus ozmotikus inger hatasara, melyet K* adagolasaval
valtottunk ki, jelentds VP kivalasztas fokozodast észleltink, a VP szekréciot ebben az
esetben nem befolyasolta az orexinnel vald el6zetes inkubéacio. A K* hormonszekréciot
fokozd hatasa nem receptorhoz kotott és az antagonistaval tapasztalt védé hatasbol
arra kovetkeztethetink, hogy az orexin VP kivalasztas szabalyozasaban betoltott
szerepét a specifikus receptorai kozremikodésével fejti ki.

Kutatasaink eredményeibdl arra is kovetkeztethetink, hogy a VP termelés regulacioja és

az orexin-monoaminerg interakcio a hypophysis hatsolebeny szintjén is érvényesul.
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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 ug/ 10 ul concentration. To reveal the manner in which
the orexins possibly influence drinking behaviour, we carried out examinations with a
selective OX4R 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 pg/ 10 ul 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 ug/ 10 pl), treatment with
the specific OX4R 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. Marta Galfi, 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 107°-10* M orexins. In these experiments, noteworthy changes were
not observed in the VP concentrations of the cell culture media. Preincubation with
orexin-A (10° M) or orexin-B (10° 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 OX; 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 OX{Rs

are involved in the regulation of the water metabolism.
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Zarszo

Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a nemrégiben izolalt két orexin neuropeptid in vivo
vitro Kisérletek tovabba alatamasztjdk a hipotézist, miszerint az interakciojuk
monoaminergekkel a hypothalamustél fuggetlenul, a hypophysis szintjén is érvényesul.
Az antagonistaval kapott eredményeink arra utalnak, hogy az orexinek regulator

funkcidja a specifikus receptoraikon keresztul érvényesul.

Kisérleteink elsGsorban elméleti jelentéséglek: A centralis szabalyozas szempontjabol

fontos orexinnek a vizanyagcserére gyakorolt hatasanak tisztazasahoz kivanunk

hozzajarulni.
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