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1.Bevezetés

1.1. A vazopresszin kivalasztas centralis regulacidja

Y

SON és a PVN neuronjaiban szintetizalodik [1,2]. A szintézist kdvetben
neuroszekréciés granulumok formajaban, axonalis transzporttal, a hipofizis nyélen
at jut a hipofizis hatsé lebenyének pituicitdihoz [3]. A VP innen jut a vérkeringésbe.
E szerint az altaldanosan elfogadott hipotézis szerint az NH, csak mint a VP
raktarozas szintere jatszik szerepet [4].

Ezzel ellentétben témavezetém, Dr. Laszl6 A. Ferenc és munkatarsai
medgfigyelték, hogy izolalt patkdany NH szodvetkultura pituicitai képesek VP
szintézisre és kivalasztasra [5]. A szdvettenyészet fellluszdé médiumaban
megjelend VP-t immunoldgiai és tdmegspektrografias médszerekkel azonositottak
[6]. Ezeket a medfigyeléseket alatamasztja tobb publikacio is, melyek leirjak, hogy
az NH pituicitaiban VP gén expresszio zajlik [7,8]. Patkany NH-ban, hipofizis-nyél
roncsolas és so bevitel utdn megemelkedett a VP mRNS szint [7]. A pituicitakban
a VP gén expresszié fokozddas az NH sejtek ozmoszenzitivitdsanak kdszonhetd
[9].

A VP kémiai szerkezetét Du Vigneaud és munkatarsai [10] hataroztak meg
és sikeresen szintetizaltak is. A VP kilenc aminosavbdl allé nonapeptid, mely egy
hat aminosavat tartalmazé gylribdl és az ehhez kapcsol6dd tripeptid-amid
oldallancbol épil fel. A VP ismert élettani hatasai kozul a legjelentésebb, hogy
antidiuretikus hatasaval szerepet jatszik a vizhaztartasban [11], valamint

vazokonstrikciét okozva emeli az artérias vérnyomast [12]. A f6 bioldgiai hatasai



mellett befolyasolja a tanulasi és memoriafolyamatokat [13], fokozza a
bélperisztaltikat [14], és ndveli a vércukorszintet [15].

Kimutattak, hogy a VP hatasa harom receptor tipuson keresztll érvényesdul.
A V1a receptorok féleg az erek falaban és a majban vannak jelen, inozitol-trifoszfat
rendszeren keresztul fejtik ki hatasukat [16-18]. A Vib receptorok a pituicitakban
helyezkednek el [19], a V2 receptorok a vese tubulus-sejtjeinek bazolateralis

membranjan talalhatdk és az adenilat-ciklaz aktivalasan keresztul hatnak [20].

1.2. Monoaminerg rendszer szerepe

A VP-t termel6 hipotalamikus magnocellularis magvakban szamos
neurotranszmitter és neuropeptid lokalizalodik. Ezek a vegylletek az
idegvégzbdésekbdl felszabadulva, a hipofizis hatsé lebenyébe kerllve részt
vehetnek a VP kivalasztas regulacidjaban [21].

Az emlitett neuroaktiv anyagok kozil az agy monoamin vegyduletei, a HA
[22,23], a DA [24,25], az 5-HT [26,27], és az adrenerg rendszer [28,29] is részt

vesznek a VP szekrécid szabalyozasaban.

1.3. Galanin és monoaminerg interakcid

A galanint (GAL) 1983-ban, Kazuhiko Tatemoto és Viktor Mutt irayitasaval,
a svéd Karolinska Intézet kutatdcsoportja fedezte fel. A 29 aminosavbdl allo,
biologiailag aktiv peptidet sertésbélbdl izolaltak, telies aminosav szekvenciaja:
Gly-Trp-Thr-Leu-Asn-Ser-Ala-Gly-Tyr-Leu-Leu-Gly-Pro-His-Ala-lle-Asp-Asn-His-
Arg-Ser-Phe-His-Asp-Lys-Tyr-Gly-Leu-Ala-NHz. A vegyllet az N- és C-terminalis

aminosavai alapjan (glicin és alanin) kapta nevét [30]. Az eltelt 24 évben a



patkany [31], a szarvasmarha [32] és szamos egyéb faj GAL szekvenciajat
meghataroztak. A human GAL-t 1991-ben Bersani és munkatarsai [33] izolaltak.

A kulonbozé fajspecifikus GAL-ok legtobbje 29 aminosavbdl és amidalt C-
terminalisbdl all. Az N-terminalis rész (1-15) aminosav szekvencigja fajonként
azonos, a fajra jellemzé eltérések a C-terminalis szakaszban vannak. Meglep6
modon a human GAL 30 aminosavbdl all és C-terminalisa nem amidalt, viszont az
N-termindlis rész megegyezik a tobbi fajbdl szarmazé GAL aminosav sorrendjével
[34,35].

A GAL felfedezése oOta szamos élettani hatasat leirtak: fokozza a
novekedési hormon, a prolaktin és a glukagon termelést [36,37], csokkenti az
inzulin, szomatosztatin és gasztrin kivalasztast [38,39]. Befolyasolja a pancreas
mikddést [40], a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengelyt [41]. A kozponti
idegrendszerre gyakorolt hatasai is ismeretesek: mddositja a kognitiv mikodést
[42], illetve a meméria folyamatokat [43].

A disszertacioban feldolgozott kisérletsorozatok elméleti alapja, hogy a GAL
jelentds szerepet jatszik az NH rendszer mikodésének, a VP kivalasztasanak

A GAL hatasait 3 GAL receptor altipus kozvetiti. Ezeket aminosav
szekvenciajuk, megoszlasuk, farmakologidajuk és szignal transzdukciojuk
kuldnbozteti meg egymastdl [46]. A VP termelés és kivalasztas vonatkozasaban
lényeges, hogy a PVN és a SON magnocellularis VP neuronjai GAL1 receptorokat
[47-50], az NH sejtek kis koncentracidéban GALs receptorokat expresszalnak [51].

Kutatasaink megtervezésében fontos szerepet jatszott a tény, hogy a

neurotranszmitter GAL szoros kapcsolatban van az agy VP szekrécio



szabalyozasaban is fontos szerepet jatsz6 monoaminerg rendszereivel, a HA-erg
[52], a DA-erg [53,54], az 5-HT-erg [55], és az adrenerg rendszerrel [55].
Altalanosan elfogadott nézet, hogy a GAL, valamint a monoaminerg
rendszerek altal kivaltott centralis regulacio két szinten érvényesulhet:
hipotalamikus (szomatodendrikus), illetve NH (nerve terminal) szinten, vagy mas
néven neuron-neuron, vagy neuron-glia interakcié eredményeként mehet végbe
[4,26,56]. Az irodalmi adatok tObbsége amellett sz6l, hogy a GAL, valamint a
monoaminerg rendszer a hipotalamusz szomatodendrikus szintjén fejti ki hatasat
[57-60]. A GAL, a monoaminok, illetve az interakciojuk altal kivaltott VP szintézis
és kivalasztas NH szinten kevésbé vizsgalt problémakor [61]. E meggondolasbdl
kiindulva vizsgaltuk, hogy a fenti neurotranszmitterek izolalt NH sejttenyészetben

hogyan befolyasoljak a pituicitak VP termelését és kivalasztasat.



2. Célkitlizés:

In vivo kutatasaink soran a kovetkez6 kérdések megvalaszolasara torekedtink:

1.

Van-e kulonbség a patkany, sertés, és human GAL, valamint a human GAL
fragmenseinek VP szekréciéra gyakorolt hatasa kdzott i.c.v. és i.v. adagolas
utan patkanyban?

Ozmotikus stimulus (2.5% NaCl oldat) utani VP koncentracié valtozasokat
hogyan mdodositjak a kulonb6zé GAL fragmensek és szarmazékok?

Milyen valtozast idéz el6 a GAL kezelés a nem-ozmotikus inger (HA) altal
kivaltott VP koncentracioban?

A GAL indukalta VP szekréciés valtozasok kivédhetdk-e a GAL antagonista
galantiddal (M15)?

A monoaminerg DA milyen hatassal van plazma VP koncentraciéra, illetve
meggatolhatéo-e a DA-okozta valtozas a DA antagonista pimozid (PIM)

alkalmazasaval?

In vitro kisérleteink segitségével az alabbi kérdésekre kivantunk valaszt kapni:

1.

A GAL-erg rendszer direkt médon hat-e a VP kivalasztasra izolalt NH
szovetkulturaban?

Aspecifikus ozmotikus inger (K* adagolas) utani VP koncentracié valtozasokat
hogyan modositja a patkany GAL kezelés?

Hogyan befolyasoljak a monoaminerg vegyuletek az NH szdvettenyészet
Modositja-e a monoaminerg vegyuletek hatasat a kulonbozd receptor-
specifikus antagonistak alkalmazasa?

Hogyan hatnak az izolalt NH szovetkultira VP termelésére a GAL-

monoaminerg interakciok?
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3. Altalanos modszerek

3.1. In vivo kisérletek

Felhasznalt allatok: Kisérleteinkhez az Osszehasonlitd Elettani Tanszék
allathazaban nevelt, 3-4 honapos, 180-250 g testtomegd, him Wistar patkanyokat
hasznaltunk. Az allatokat standard korilmények (hémérséklet, vilagitas,
paratartalom) kozott tartottuk. A patkanyok csapvizet ad libitum, és standard
granulalt patkanytapot (LATI, Go6doll6) kaptak. A kisérleti allatok tartasa, ellatasa
és a kutatasi modszerek az SZTE Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag el6irasainak
megfeleld volt.

Agykanul behelyezése: A mitétet a kisérlet el6tt 1 héttel végeztuk, éter-
altatdsban. Az allatot sztereotaxias készulékben rogzitettik. A ful- és szemvonal
kozott a fejbdrt felemelve kivagtunk egy darabot, a seb kornyékén a szért
lenyirtuk. A sebre hidrogén-peroxidos (30%) vattat helyeztink, amely fertétlenit és
feloldja a kotészovetet, a csonthartyat is beleértve. M(tét k6zben az eszkdzdket
hidrogén-peroxiddal fertétlenitettik. Kis id6 mulva eltavolitottuk a vattat, és a
felholyagzott részeket kivagtuk, szikével megtisztitottuk a koponyat, majd a
csontot szarazra toroltik. A jobb falcsontba kis lyukat furtunk LUER 20G 2 38/9
injekcios tabél gyartott, 4 mm-nél megjelolt koponyafuréval. A furas helye -
Praxinos és Watson sztereotaxias atlaszaban [62] leirtak szerint - 0.7 mm anterior
és 1.0 mm lateralis iranyban volt a bregmatol. A lyukon keresztul helyeztik a
kanult (belsé atméré: 0.4 mm) a jobb oldali lateralis agykamraba. A kanul hossza a
koponyacsonttdl szamitva, az allat sulyatdl figgdéen 3.5 — 4.0 mm volt. A kanult

gyorsan szilardul6 fogaszati cementtel rogzitettik a koponya felszinéhez.
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Anyagbeadas el6tt a kanult 6vatosan, forgaté mozdulattal kitisztitottuk, 26 G 72-es
thvel.

Mintavétel: 30 perccel a GAL bejuttatasa utdan az allatokat dekapitaltuk és a
vérmintakat hitott polisztirén csévekbe gydjtottik. Centrifugalas utan (4°C, 4000
rpom) a feltluszoé vérplazmabdl hataroztuk meg a VP koncentracot.

l.c.v. kaniil helyének ellendrzése: a vérmintak vétele utan a kanulén keresztl
1% metilénkék festéket (Reanal, Budapest) fecskendeztiink az agyba. Ezutan a
koponyabdl kiemeltik az agyat és a beszuras helye el6tt par mm-el megvizsgaltuk
az agy keresztmetszetét. Ha a kanul a megfeleld helyen volt, akkor a kamrakban
megjelent a festék. Hibasan behelyezett kanulok (0sszes allat szam 8.5%-a)

esetén az eredményeket az értékelésbdl kihagytuk.

3.2. In vitro modellrendszer

Neurohipofizis sejtkultura

In vitro kisérleteinket Dr. Galfi Marta féiskolai docens iranyitotta. Az NH
sejtjei, a pituicitak modosult gliasejteknek tekintheték. Ezért modellink a glia sejt-
tenyésztés technikajaban szerzett tapasztalatokat hasznalta fel, killonds tekintettel
az enzimatikus emésztés moddszerére [63,64]. A szovetkultura eljaras részleteivel
korabbi publikaciok foglalkoztak [5,6,65,66].

Him Wistar patkanyok (180-230 g) hipofizisét - pentobarbital anesztéziaban
(4.5 mg/kg, Nembutal, Abbott, USA), steril kdrilmények kozott - eltavolitottuk.
Preparaldé mikroszk6p alatt ovatosan elvalasztottuk egymastél a hatsé és a
k6zépsé lebenyt. A hatso lebeny enzimatikus emésztését 37°C-on, a kdvetkezb

anyagokkal hajtottuk végre:
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- 0.2% tripszin (Sigma, Steinheim, Németorszag) PBS-ben, 30 perc;

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

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

- 10 pg/ml DN-az | és Il (Sigma), 2 x 30 perc.
Az enzimatikus hidrolizist 100 pg/ml tripszin inhibitorral (Sigma) allitottuk meg,
majd a szovetet PBS-ben haromszor atmostuk. Ezt kovetéen a sejtek mechanikai
disszocialtatasahoz nylon blutex szir6t hasznaltunk (pérusatméré: 100 pm,
80 um, 48 pm). Végul sejtszam meghatarozast és viabilitasi tesztet végeztunk.

Sejtszam meghatarozas: A sejtszamlalast Blrker-kamraval és/vagy aramlasos-

cytometrias méréssel végeztik.

Viabilitasi teszt: Trypan-kék oldattal (Sigma) festett sejtkdrnyezetben, a sejtek

membranjanak integritasat vizsgalva ellenériztik a sejtek életképességét. Az
alkalmazott festékmolekula fiziologiailag €p membranon nem jut at a mérete miatt.
igy az egészséges sejtek nem festédnek. A sejtszam ismeretében, ha a nem
fest6d6 sejtek szama = 95%, akkor a sejtszuszpenzidét tovabb hasznaltuk
vizsgalatainkhoz.

A sejtszam meghatarozas (2 x 10°), és a viabilitasi teszt (99-100%) utan a
sejteket 2 x 10° sejt/ml koncentracidban, patkany farok kollagénnel (Sigma) fedett,
24 lyuku tenyésztéedényekben (Costar, USA) tartottuk, 37°C-on, 5% CO:2
jelenlétében. Tapoldatuk DMEM-t (Sigma), 20% marha magzati szérumot (Gibco,
USA), 100 pg/ml penicillint és 100 pg/ml streptomycint tartalmazott. A
sejtkulturakat naponta mostuk a tapoldattal, majd konfluenssé valasuktdl kisérleti
modellként hasznaltuk.

A szovettenyészet kezdetétél mértik a VP szintet, és megfigyeltik a

hormonszekrécié idéfuggesét (1. abra). A VP 5-6 nap elteltével jelent meg a
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médiumban, majd fokozatos koncentraciondvekedés utan a 13-14. napon valt
konstanssa a hormonszekrécio.
A tovabbi in vitro kisérletekhez ezért 13-14 napos szOvettenyészeteket

hasznaltunk.

1. abra:
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3.3. Vazopresszin radioimmunoassay

A vérmintakat h(tott polistirol csévekbe vettik le [67], melyek 1.4 mg
Na2EDTA-t tartalmaztak 30 ul fizioldgias soéoldatban. A mintadkat 4°C-on
centrifugaltuk (4000 rpm) 10 percig. A mérésekhez 1 ml plazmat hasznaltunk,
melyeket -20°C-on tartottunk. A méréseket a mintavétel utan 72 6ran belll
elvégeztuk.

Az NH sejttenyészet hormontartalma a kultura koranak 13-14. napjatol volt
standard (1. abra). Ez tette lehetévé az dsszehasonlitdé vazopresszin (VP) szint
meghatarozast. A sejtkultura médiumaibol 500 pl-t eltavolitottunk Gilson pipettaval
és -80°C-on taroltuk. A médiumokat, a mintavételt megel6z6en, a sejtkulturak
kezelési sémai szerint kezeltuk [6].

Az in vivo kisérletekbdl szarmazo vérplazmak, és az in vitro sejttenyészetek

médiumainak VP szintjét radioimmunoassay (RIA) eljarassal hataroztuk meg. A
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mobdszer Dogterom és munkatarsai [68] altal kidolgozott eljaras modositott
valtozata volt [69]. Szintetikus VP-t (Organon, Oss, Hollandia; antidiuretikus
aktivitas 408 NE/mg) alkalmaztunk az antitest termeléséhez és az izotopos
jeloléshez. VP antitestet birkaban, VP-(s-aminocaproicsav)-thyreoglobulin
conjugattal szemben képeztink. Az antiszérum higitas 1: 350000. A
keresztreakcid 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 ). Hunter és Greenwood [70]
chloramine T modszere szerint végeztik a VP 125-dal torténd jelzését. A jelzett
hormon tisztitdsat reverz fazisu kromatografiaval hajtottuk végre [71]. A jelzett VP
specifikus aktivitasa: 49.9-61.1 Thg/mmol. A jelzett VP-t a SZOTE Onallé Endokrin
Kutaté Laboratériumaban Dr. Gardi Janos készitette.

Az extrakci6 parhuzamos mintak alkalmazasaval tortént. Veérplazmak
esetén Amprep C8-as oszlopon (RPN 1902, Amersham, U.K.), amely rendszeren
a visszanyerés minimalisan 95%. Sejttenyészetek feliluszé médiumaibdl extrakcio
nélkul tértént a meghatarozas. A kalibracidés gorbéket 1-128 pg/csd tartomanyban
készitettUk. A higitdsokat 1 ml VP mentes plazmaban végeztiuk, melyet
Brattleboro homozigéta diabetes insipidus-os patkanyokbdl (CPB-TNO, Zeist,
Hollandia) nyertink. Beparlas utan a liofilizatumot 125 pl RIA pufferben [68]
feloldottuk, és ebbdl kétszer 50 upl-t hasznaltunk fel a parhuzamos mérések
elvégzéséhez. A mddszer érzékenysége 1 pg/ml, az intra- és interassay
koefficiense 13.3%. Az adatokat in vivo kisérletek esetében pg/ml, illetve in vitro

kisérletek esetében pg/mg fehérje egységben tlntettik fel.
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3.4. Fehérje meghatarozas

A Kisérleti mintak fehérje tartalmanak meghatarozasat spektrofotometrias

uton, Lowry médszere alapjan végeztuk [72].

3.5. Statisztikai analizis

Az adatokat az atlagéerték és a kozépérték szérasa alapjan adtuk meg az
egyes Kkisérleti csoportoknak megfeleléen. Az in vivo kisérletek eredményeit
Kruskal-Wallis probanak vetettuk ala. Az in vitro kisérletek eredményeinek
statisztikai elemzését Tukey-Kramer-féle paros 6sszehasonlitassal végeztik.

A P < 0.05 kuldonbséget tekintettuk szignifikansnak.
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I. Galanin hatasa a vazopresszin kivalasztasra

Bevezetés

A GAL felfedezése 6ta tobb tanulmany is ramutatott, hogy a GAL tdbb
helyen megtalalhaté a patkanyok hipotalamuszaban, [73-75], és a magnocellularis
neuronokban egyidejileg van jelen az NH hormonokkal, kozottuk a VP-vel
[55,60,76,77]. Emellet a hipotalamikus magnocellularis magvak nagy siriiségben
tartalmaznak GAL-kotéhelyeket [77-79].

Ismeretes, hogy dehidracio, vagy hipertonias sooldat bevitele miatt
kialakulé hiperozmolalitas csdkkenti a GAL immunoreaktivitasat, és noveli a GAL
MRNS szintjét a hipotalamusz magnocellularis neuronjaiban [59,60]. Az ozmotikus
stimulust kovetd GAL szekrécios valtozasok hasonléan alakulnak, mint a VP
szintézisének és kivalasztasanak valtozasai [59]. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy az ozmotikus stimulus szerepet jatszk a GAL termel6désének
szabalyozasaban. A GAL, mint peptid modulator, viszont részt vesz a VP
szekrécio regulaciojaban.

E meggondolasbdl kiindulva in vivo (a), illetve in vitro (b) kdrilmények kozt

végeztuk vizsgalatainkat.
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a. In vivo vizsgalatok

Modszerek

Az alabb felsorolt GAL szarmazékokat és fragmenseket Dr. Balaspiri Lajos
professzor szintetizalta az SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézetében [80].
1. GAL (patkany, 1-29)
2. GAL (sertés, 1-29)
3. GAL (human, 1-30)
4. GAL N-terminalis fragmens (human, 1-16)
5. GAL C-terminalis fragmens (human, 16-30)
6. Galantid (M15) - GAL antagonista
Az GAL vegylleteket a lateralis farokvénaba, 1.0 nmol (3.2 ug) dézisban,
200 ul fiziologias sooldatban adagoltuk. I.c.v. bejuttatdshoz Hamilton fecskendét
hasznaltunk és az anyagokat 1 perc alatt adtuk be. A patkany, sertés és human
GAL i.c.v. adagolasakor 100 pmol (0.32 pg) -t hasznaltunk 10 pl fiziologias
sboldatban. A GAL 1-16 és 16-30 fragmenseket i.c.v. 100 pmol (0.17 ug) /10 ul
fizioldgias sdoldat dozisban adtuk. A GAL antagonista M15 i.c.v. mennyisége 10.0
nmol (22 ug) volt 10ul fizioldgias sdoldatban feloldva, és 15 perccel a GAL
kezelések el6tt alkalmaztuk. A GAL-ok és az M15 dbzisat Landry [45] k6zleménye
alapjan valasztottuk. A kontroll allatok i.c.v. 10 pl fizioldgias sot kaptak. Az
ozmotikus stimulust 2.5%-0s NaCl oldattal idéztik el i.p. (2 mI/100 g testsuly)
kozvetlendl a GAL szarmazék beadasa el6tt. A patkanyok dekapitalasa és a

vérmintak gydjtése minden esetben a GAL kezelés utan 30 perccel tortént.
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Eredmények

A patkany, sertés és human GAL, valamint a human GAL 1-16 N-terminalis

és 16-30 C-terminalis fragmense i.v., vagy i.c.v. adagolast kdvetéen nem okozott

szignifikans valtozast a plazma VP koncentraciojaban (2. abra).

12

ll

10}

plazma VP koncentracié (pg/ml)

T

2. abra:

Patkany, sertés és human GAL,
valamint a human GAL 1-16 és

16-30 fragmens hatasa a plazma VP
koncentraciora i.c.v., vagy i.v.
adagolas utan, az abszolut kontroll és
a 10 pl fiziologias séoldattal kezelt
kontroll dllatok VP szintjéhez
viszonyitva

l.c.v., vagy i.v. patkany, sertés és human
GAL, valamint a human GAL 1-16 és
16-30 fragmens kezelés nem okozott
szignifikans valtozast a bazalis plazma
VP koncentracioban.

1 1T

kontroll
patkany
sertés

1-16

abszolut kontroll
i.c.v. kezelés

16-30
1-30

> B iv. kezelés
human |

GAL szekvenciak

(n=8-12; Atlag+ S.EM.)

2.5% -os NaCl oldat adagolasa jelentés emelkedést valtott ki a plazma VP

szintben (3. abra). l.c.v. adagolt patkany GAL kivédte a 2.5% -os NaCl okozta

plazma VP szint nOvekedését, i.v. kezelés utan a VP koncentracié azonban nem

tért vissza a normalis szintre. Az el6zdleg i.c.v. beadott GAL antagonista M15

megakadalyozta az i.c.v. patkdny GAL 2.5% -os NaCl okozta plazma VP szint

emelkedésére gyakorolt gatlé hatasat.

:g 307 a
\C a a
= B
()
g 20+
c &
>~ o
S e b
© 10
e
N
o
o
0 - . -
= 1LV. I.C.v. l.C.V.
o L
E + M15
PR + patkany GAL
+ 2.5% NacCl

3. abra:

Patkany GAL és GAL antagonista M15 hatasa a 2.5%-0s
NaCl oldat altal kivaltott plazma VP koncentracio
valtozasokra

2.5%-0s NaCl oldat adagolésa utan a plazma VP koncentracid
szignifikdnsan emelkedett, ami i.v. patkdny GAL kezeléssel
nem volt redukalhaté. Lc.v. patkdny GAL adagolasa a 2.5%-0s
NaCl-okozta emelkedést kivédte. Az i.c.v. patkany GAL
beadasa el6tt alkalmazott M 15 kezelés megakadalyozta az i.c.v.
patkany GAL azon hatasat, mely az ozmotikus stimulus utani
megemelkedett VP szintet redukalja.

(n=8-12; Atlag+ S.EM;

P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll csoporthoz
viszonyitva;

PP < 0.05, szignifikans kiilonbség a 2.5%-0s NaCl-kezelt
csoporthoz viszonyitva.)
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Mivel az i.v. kezelés eredménytelen volt, ezért a sertés és human GAL,
valamint a human GAL 1-16 és 16-30 fragmens VP szekréciéra gyakorolt hatasat
csak i.c.v. kezelés utan hasonlitottuk 6ssze (4. abra). 2.5% -os NaCl adagolasa
utan szignifikans emelkedést tapasztaltunk a plazma VP szintben. Ez a névekedés
kivédhet6 volt sertés, human, vagy human GAL 1-16 fragmens i.c.v. kezeléssel.
Viszont a human GAL 16-30 fragmens nem csOkkentette a 2.5% -os NaCl oldat

okozta VP koncentracio fokozodast.

4. abra:
a Sertés és human GAL, valamint a human GAL 1-16
No) 30- a és 16-30 fragmensének hatasa a 2.5%-0s NaCl oldat
0 okozta plazma VP szint emelkedésre
\g 2.5%-0s NaCl oldat adagolasa utan a plazma VP
c koncentracio szignifikansan emelkedett.
8 ~ 20- A sertés és a human GAL, valamint a human GAL 1-16
c E fragmense kivédte a 2.5%-0s NaCl adagolasa utan
_8 S b b bekdvetkezd plazma VP szint emelkedést.
o o A huméan GAL 16-30 fragmens hatastalannak bizonyult
> b 2.5%-0s NaCl kezelés utéan.
© 101 (n=8-12; Atlag+ S.EM;
E %P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll csoporthoz
© viszonyitva;
o PP < 0.05, szignifikans kiilonbség a 2.5%-0s NaCl-kezelt
0 csoporthoz viszonyitva.)
S g % 8 8
— — — (o] i
1< o - ]
2 L0 human ,
1 + GAL )
+ 2.5% NacCl

20



b. In vitro vizsgalatok

Modszerek

A dozis-hatas Osszefliggés vizsgalatakor tobb koncentracidban (10-3-10°
M) GAL-t adagoltunk a médiumokhoz. 1 6ra inkubalds utdn mértik a fellluszé
médium VP szintjét. A kinetikus gorbét 108 M GAL adagolasa utan vizsgaltuk.
Nem specifikus ozmotikus ingerként K*-t adtunk a felllusz6 médiumhoz 30 mM
koncentracioban és 1 ora inkubacios id6 elteltével meghataroztuk a médium VP
koncentracidjat. GAL és K* interakcio vizsgalatakor 20 perces GAL (10°¢ M)

eléinkubacio utan alkalmaztuk az 1 6ras K* (30 mM) kezelést.

Eredmények

Az adagolt GAL dézisa és az NH szdvettenyészet VP termelése kozotti
dozis-hatas kapcsolatot illusztralja az 5. dbra. 10°-10% M GAL kezelés jelentGs

VP tartalom csokkenést okozott a fellliszé médiumban.

804
23 —T— 5. abra:
~§ = 601 GAL hatisa a VP termelésre
€5 * kX x 4 10°-10"° M dézisa GAL adagolasa
Q- 40- utan a médium VP koncentrécidja
: m . . r r . r . "
6 E szignifikansan, dozistol fliggben
<5 csokkent.
% 2 201 (n=9; Atlag + S.EM.;

*P < 0.05, szignifikans kiilonbség a
0 — . kontroll csoporthoz viszonyitva.)

102 10 10% 10°MGAL

Kontroll
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A VP szint kinetikus gorbéjét a fellluszé6 médiumban a 6. abran tuntettik

fel. Megallapithatd, hogy a VP koncentracié a kontroll médiumban fokozatosan

emelkedett, az inkubacids id6tdl fliggéen. 10° M GAL a 30-120 perces inkubacios

periddusban szignifikdns mdédon csokkentette a VP szintet.

(0]
o
L

7

7

acio

(pg/mg fehérje)

VP koncentr

—— Kontroll
-V- GAL (108 M)

6. abra:

VP termelés kinetikus gorbéje
GAL adagolas utin

GAL adagolasa szignifikdns VP
szekrécio csokkenést eredményezett
a feliilisz6 médiumban.

(n=6; Atlag + SEM.;

*P <0.05, szignifikans kiilonbség a
kontroll médiumokhoz viszonyitva;
a: eléinkubaciods id6 (60 perc)

b: mosés 3x).

-
———
-

1 1
90 110 perc

A médiumhoz adott aspecifikus, ozmotikus ingert kivalté K* (30 mM)

jelentésen novelte a VP tartalmat. El6zetesen bejuttatott GAL nem befolyasolta a

VP szint emelkedést (7. abra).
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7. abra:

GAL és K* hatasa a VP termelésre

K* (30 mM) hatasara jelentdsen emelkedett a VP
szint a feliiluszo médiumban. Elézetes GAL kezelés
nem valtoztatta meg a K* hatasat.

(n=8; Atlag + SEM.;

*P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll
médiumokhoz viszonyitva.)
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Megbeszélés

A témakorhoz kapcsolodd szakirodalomban szamos publikacio foglalkozik a
GAL-nak a hipofizis hormonkivalasztasara gyakorolt hatdsaval. Szintetikus human
GAL i.v. adagolas szignifikans emelkedést valtott ki a vérplazma human
tortént [81]. Bauer és munkatarsai [36] korabban leirtdk, hogy egészséges
emberekben az i.v. sertés GAL kezelés fokozta a plazma human ndvekedési
hormon és a prolaktin szintet. Rendszeres GAL adagolas mérsékelt és rovid
vérnyomas emelkedést, valamint enyhe diurézist idézett el6, de az i.v. GAL
bejuttatas nem befolyasolta a VP okozta antidiuretikus hatast [60].

A disszertacioban bemutatott in vivo kisérletek soran az i.v. GAL kezelés
nem valtoztatta meg sem a bazalis plazma VP szintet, sem a hiperozmotikus
stimulust kdévetéen megemelkedett VP koncentraciét. l.c.v. GAL adagolas
hatastalannak bizonyult a bazalis VP szint vonatkozasaban. Ez a medgfigyelés
megegyezik Balment és al Barazanji [82] észlelésével. A hipertonias NaCl oldat
beadasa utani plazma VP tartalom fokozoédast az i.c.v. GAL adagolas
megszuntette. Hasonld eredményeket publikalt Kondo és kutatdcsoportja [44,83].
Mas kisérletek is a VP termelés és a GAL-erg rendszer kozotti szoros
kolcsonhatast igazoltak: ozmotikus stimulus hatasara a SON és a PVN VP és GAL
mRNS tartalma hasonléan fokozdédott [59,84]. Ujabban azonositottak egy 60
aminosavbdl all6 uj vegyuletet, a GAL-szer( peptidet (GALP) [51]. Hiperozmozist
kovetéen a GALP mRNS mennyiségének csdkkenése figyelheté meg az NH-ban
[61].

In vivo kisérleteinkkel a human 1-16 N-terminalis és 16-30 C-terminalis GAL

fragmensek ozmotikus stimulust kovetd plazma VP szekréciéra gyakorolt hatasat
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is tanulmanyoztuk. Tapasztalataink szerint az 1-16 N-terminalis fragmens
mérseékelte a plazma VP szint emelkedését. Ugyanezt az eredményt kaptuk,
amikor a teljes GAL molekulat adagoltuk. Eredményeink megfelelnek a Landry és
munkatarsai [45] altal leirt észlelésnek, akik a hipotalamikus VP mRNS tartalmat
mérték. Ezzel ellentétben a 16-30 C-terminalis GAL fragmens nem okozott
szignifikans valtozast. Medfigyeléseink alapjan elmondhatjuk, hogy a 1-16 N-
terminalis GAL fragmens tartalmazza a GAL molekula biolégiai aktiv centrumat.
Mivel az N-termindlis 1-15 aktiv centrum aminosav szekvencidja megegyezik a
patkany, sertés és human GAL-ban, nem meglep6, hogy ezeknek a GAL
szarmazékoknak a VP szekréciora gyakorolt hatasa is hasonlénak bizonyult.

Az elmult 10-12 évben szamos GAL receptor antagonistat fedeztek fel,
amelyek affinitisa a GAL receptorokhoz nagyobb, mint maganak a GAL-nak. Ezek
az antagonistak mindegyik GAL-érzékeny rendszerben gatoljak a GAL effektusait
[85,86]. A GAL antagonistak kozul a galantid (M15) volt az elsd, amelyet széles
korben hasznaltak az endogén GAL élettani hatasainak tanulmanyozasakor
[85,86]. Landry és munkatarsai [45] leirtdk, hogy az M15 kezelés megszinteti a
eldidézett VP mRNS szint csokkenést, és noveli a VP mRNS tartalmat a kontroll
patkanyokban. Az a tény, hogy az M15 hatékonynak bizonyult a GAL VP mRNS-re
kifejtett hatasanak gatlasaban, arra utal, hogy hipotalamikus szinten a GAL
specificitasanak felméréséhez megvizsgaltuk az M15 hatasat, amelyet a GAL
adagolas el6tt alkalmazott 2.5% NaCl oldat altal megemelt plazma VP szintre

gyakorolt. Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az M15, mint nem-szelektiv GAL
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receptor antagonista [87], képes megakadalyozni a GAL VP szekréciora kifejtett
gatlo hatasat.

A szakirodalom féként hipotalamikus szinten vizsgalja a GAL szerepét a
vizanyagcsere szabalyozasaban [57-60]. A VP kivalasztas GAL-erg regulacioja,
amely specidlisan az NH idegvégz6déseken megy végbe, még kevésbé ismert
[61]. Tovabbi vizsgalatok voltak sziikségesek ahhoz, hogy tisztazni tudjuk a GAL-
erg szabalyozas hatasanak pontos helyét/szerepét a VP kivalasztasban [44]. Az
NH sejtek aktiv szerepének hipotézisét Boersma és Van Leeuwen [4] irta le, akik a
pituicitak sejtmembranjan neuropeptid receptorok jelenlétét igazoltak. Shen és
kutatocsoportja [61] ramutatott, hogy dehidraciéval kivaltott ozmotikus stimulus
hasonldan fokozta a pituicitak GALP és VP mRNS szintjét.

Végul az aspecifikus ozmotikus inger hatasat vizsgaltuk a VP szekréciora
NH szdvettenyészetben. K*-ot adtunk a felllusz6 médiumhoz és jelentés VP
koncentracid novekedést észleltink, mely el6zetes GAL kezeléssel nem volt
kivédhet6. Mivel a K* hormonszekréciot fokozé hatasa nem receptorokhoz kotott,
ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a GAL-monoaminerg interakcié a specifikus
receptorok kozremikodésével érvényesul [88,89].

In vitro vizsgalataink arra utalnak, hogy a VP kivalasztas GAL-erg
szabalyozasa a hipotalamusztdl fuggetlenul, a hipofizis hatsélebeny szintjén is

érvényesdul.
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Kovetkeztetések

Eredményeinket 0Osszefoglalva elmondhatdé, hogy a GAL-nak élettani
talaltunk szignifikans kuldonbséget a stimulaciét kdvetéen emelkedd plazma VP
koncentracié vonatkozasaban az i.c.v. patkany, sertés, vagy human GAL gatlé
hatasa kdzott. EbbdSl a szempontbdl az 1-16 N-terminalis fragmens tlnik a GAL
molekula bioldgiailag aktiv részének. lzolalt NH szOvettenyészetben végzett
kisérleteink arra utalnak, hogy a GAL kdzvetlenll az NH sejtekre, a pituicitakra

hatva is képes a VP szekréciora gyakorolt hatasat kifejteni.
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Il. Hisztamin hatasa a vazopresszin kivalasztasra

Bevezetés

A HA neurotranszmitterként miikddik a hipotalamuszban [90,91]. Szerepet
jatszik az adenohipofizis hormonok szekrécidjanak kdzponti szabalyozasaban [22]
és az NH hormonok kivalasztasaban [23]. Szamos kdzlemény bizonyitja, hogy a
régié, a SON és PVN neuronjait [96-99]. Kjaer és munkatarsai leirtak, hogy HA
hatasara emelkedik a VP mRNS szint a SON-ban és PVN-ben [99,100]. A HA
szerepét a VP szekrécio szabalyozasaban igazolja az a tény is, hogy a HA-erg
rendszer gatldsa mérsékli a dehidracid altal el6idézett VP szint emelkedést
[99,101,102].

l.p., illetve i.c.v. HA adagolas is gyors és erételies VP koncentracio
emelkedést okoz a vérplazmaban. Az i.c.v. adagolas hatékonyabbnak bizonyult,
mint az i.p. bejuttatas [103].

A kisérletek tobbsége hipotalamikus szinten vizsgalia a HA és a VP
szekrécid Osszefliggését. Az idevonatkozd szakirodalomban csak néhany adat
demonstralja, hogy a HA-erg rendszer - a hipotalamusztél fuggetlendl - direkt

modon befolyasolja az NH VP kivalasztasat [104-106].

a. In vivo vizsgalatok

Az in vivo kisérletek soran az i.p. bejuttatott HA hatasat tanulmanyoztuk a
plazma VP szintre. Ezen tulmenéen a GAL-HA interakciét vizsgaltuk a VP

szekrécid szabalyozasanak vonatkozasaban.
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Modszerek

A HA ddzis-hatas gorbéjének meghatarozasahoz tobb dodzisban i.p.
adagoltunk HA-t (Histaminum-bihydrochloricum, Chinoin, Budapest). 10 perc
elteltével dekapitaltuk a kisérleti allatokat és vérmintakat vettink a plazma VP
koncentracidjanak meghatarozasahoz. Az idbkinetikai valtozasokat 50 mg/kg
testsuly dozisu HA i.p. bejuttatasa utan vizsgaltuk.

A GAL-HA interakcio vizsgalatahoz az i.c.v. GAL kezelés utan 15 perccel
adagoltuk a HA-t, i.p. 0.1 mg/kg testsuly dozisban. A bejuttatott GAL, illetve M15
dozisa megegyezett a 18. oldalon megadottakkal. Az M15 kezelést 15 perccel a
GAL adagolas elétt alkalmaztuk. A vérmintavétel 30 perccel a GAL kezelés utan

tortent.

Eredmények

A novekvé dozisban adagolt HA és a plazma VP koncentracio kozotti dozis-
hatas Osszefuggést szemlélteti a 8. abra. A HA adagolas plazma VP szint
emelkedést idézett eld. A kontrollhoz viszonyitva 2.5 mg/kg dézisu HA beadasa
utan valt szignifikanssa a kulénbség. Tovabb novelve a HA dézisat a plazma VP

tartalmanak linearis emelkedését detektaltuk.

3004 ¥
°
8 250- 8. abra:
..E HA adagolas és plazma VP tartalom dozis-
8 2001 hatas osszefiiggése
SE * Lp. HA kezelés hatasara dozistdl fliggd modon,
<5 15 linearisan emelkedett a plazma VP szint. A
% Z fokozodas 2.5 mg/100 g dozis bejuttatasa utan
© valt szignifikanssa.
£ 1 (n=5; Atlag + SEM.;
g_ % *P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll
501 csoporthoz viszonyitva.)
o T
S 8 KR 25 10 50 mg/kg
5 @ J
g (=}
X
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50 mg/kg HA adagolast kdvetéen megallapitottuk a plazma VP tartalmanak

idokinetikai gorbéjét (9. abra). HA hozzaadasa utan a plazma VP szintje gyors

utemben emelkedett. 10 perc elteltével mértuk a legnagyobb VP koncentraciot,

utdna a VP szint fokozatosan mérséklédott. 1 6raval a HA kezelés utan a plazma

VP tartalma a kiindulasi szintre csokkent.

plazma VP koncentracio

3504

9. abra:

Plazma VP tartalom kinetikus
gorbéje HA adagolas utan

Lp. HA kezelés hatasara gyors
titemben emelkedett a plazma VP
szintje. 10 perc mulva mértiik a
legmagasabb VP koncentraciot,
aztan a VP szint fokozatosan
csokkent.

(n =5; Atlag = S.E.M.)

10

20 30

40 50 60 perc

A kovetkez6kben a HA és GAL interakciot vizsgaltuk. Az i.p. HA kezelés

szignifikdnsan emelte a plazma VP koncentraciot. l.v. patkany GAL adagolast

kovetben ez a fokozddas nem valtozott. I.c.v. patkany GAL csokkentette a HA altal

el6idézett VP szint emelkedését, de a plazma VP koncentraciéja magasabb

maradt, a kezeletlen kontroll allatokhoz viszonyitva. Az el6zetes i.c.v. M15 kezelés

megakadalyozta, hogy az i.c.v. patkdny GAL mérsékelje a HA indukalta plazma

VP szint emelkedést (10. abra).

s

acio

7

plazma VP koncentr

(pg/ml)

704

60+

ab

kontroll

+ M15
+ patkany GAL ,

+ HA

10. abra:

Patkiany GAL és GAL antagonista M15 hatisa a HA altal
kivaltott plazma VP koncentracio valtozasokra

HA kezelés hatasara a plazma VP koncentracié szignifikansan
ndvekszik, ami i.v. patkdny GAL kezeléssel nem redukalhato.
Lc.v. patkany GAL adagolasa a HA altal eldidézett VP szint
emelkedést csdkkenti, de a plazma VP koncentracidja
magasabb marad, mint a kontroll allatokban. Az i.c.v. patkany
GAL beadasa el6tt alkalmazott M 15 kezelés megakadalyozza
az i.c.v. patkany GAL VP szintet redukal6 hatasat.

(n=8-12; Atlag+ S.E.M.;

P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll csoporthoz
viszonyitva;

PP < 0.05, szignifikans kiilonbség a HA-kezelt csoporthoz
viszonyitva.)
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HA i.p. adagolasa utan a plazma VP koncentraci6 magasabb szintre
emelkedett, mint az ozmotikus stimulust kdvetéen. Sertés, human, vagy human
GAL 1-16 fragmens i.c.v. kezelés egyarant csokkentette a HA indukalta plazma
VP koncentracio emelkedését, a VP szint azonban ezutan is magasabb maradt,
mint a kontroll patkanyokban. Az i.c.v. human GAL 16-30 fragmens ebben az

esetben is hatastalan maradt (11. abra).

11. abra:
Ne) 70+ a a Sertés és human GAL, valamint a human GAL
0 1-16 és 16-30 fragmensének hatasa a HA okozta
'© 60 plazma VP szint emelkedésre
c HA adagolésa utan a plazma VP koncentraci6
8 — 507 szignifikansan emelkedik.
g E 40 A HA okozta VP koncentracid no vekedést redukalja a
X 5 sertés és a human GAL, valamint a human GAL 1-16
% £ 304 ab ab ab frggmense. de a,plazma VP szint magasabb marad,
= mint a kontroll allatokban.
= 204 A human GAL 16-30 fragmens hatastalannak
N bizonyul HA kezelés utan.
= |-‘| ﬂ (n=8-12; Atlag+ S.EM.;
0 P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll

3 g 9 8 8 csoporthoz V.iszonyitva;

= £, a9 7 bP < 0.05, szignifikéans kiilonbség a HA-kezelt

> L2 human , csoporthoz viszonyitva.)

L + GAL )
+HA
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b. In vitro vizsgalatok

In vitro vizsgalataink soran az izolalt NH szovettenyészet VP szintézisére és
szekrécidjara gyakorolt HA hatast kivantuk tanulmanyozni. Arra a kérdésre is
valaszt kerestliink, hogy a GAL kezelés moédositja-e a HA altal eléidézett VP

szekrécios valtozasokat.

Modszer

Kisérleteink ezen fazisaban a korabban leirt médszerrel tenyésztett NH
szovetkulturakat alkalmaztuk. A HA dozis-hatas gorbéjének meghatarozasahoz
novekvd koncentracioban HA-t (10-1°-10* M) adagoltunk a tenyészetekhez, majd 1
ora inkubalas utan mértuk a koncentralt médium VP szintjét.

Az NH szovettenyészet VP szekréciojanak id6-kinetikai vizsgalatahoz - HA
és/vagy HA antagonista (106 M) 1 ¢ras elGkezelés utan - a kdvetkez6 90 percben
100 pl mintat vettink a médiumokbdl, az els6é 30 percben 10 percenként, utana 30
percenkeént.

Az alabb felsorolt HA agonistat és antagonistakat adagoltuk a monolayer
sz@vetkulturak médiumaihoz (Sigma, Steinheim, Németorszag):

1. Hisztamin (HA)

2. Mepyramin (MEP, Ha1 receptor antagonista)
3. Cimetidin (CIM, H2 receptor antagonista)

4. Thioperamid (TPE, Hs 4 receptor antagonista)

HA és antagonistai kozotti interakciod vizsgalatdhoz megmeértiik a 106 M HA,
10 M MEP, 106 M CIM, 10® M TPE adagolast és 1 éra inkubalasi id6t koveté VP

szintet a médiumokban. Majd megvizsgaltuk az antagonistakkal torténd, 20 perces
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elbkezelést kovet6é HA adagolas hatasat az VP szintre. A mintavételt 1 6ra
inkubaciés id6 elézte meg. A kovetkez6 Kkisérleti fazisban 20 perces HA
el6kezelést alkalmaztunk. Az antagonistakat ezutan adtuk a médiumokhoz, majd 1
ora mulva vettunk mintat.

GAL és HA interakciojanak tanulmanyozasakor 1 oraval a HA kezelés el6tt
GAL-t adagoltunk a sejttenyészetek egyik csoportjadhoz. A masik csoportnal a HA
adagolas 1 ¢draval megel6zte a GAL kezelést. Mindkét csoport esetében a
kezeléseket 1 Oras inkubacio kovette, ezutdn meghataroztuk a fellluszo

médiumok VP koncentraciojat.

Eredmények

Az izolalt NH szdvetkultura feluluszé6 médiumahoz adagolt HA dbzisa és a

szovettenyészet VP szekrécidja kozotti dozis-hatas Osszefuggést szemlélteti a 12.

abra.

175+ N

——-HA
o 150+ 0O kontrol 12. abra:
o .g. 1254 HA hatasa az NH VP termelésére
s @ HA novekvé dozisu adagolasa (1071°-10% M)
g O 100- utan fokozatos VP koncentracio emelkedés
‘é o tapasztalhato a felilisz6 médiumban.
o E 75 (n=8; Atlag+ S.EM;
= * P < 0.05, szignifikans kiillonbség a kontroll

o a gn g
> = 501 csoporthoz viszonyitva.)

25+

0

101 10° 10® 107 10® 10° 10* M

10® M ddézisban adagolt HA hatasara a szovettenyészet médiumaban
szignifikdns VP koncentracid emelkedést figyeltink meg. HA-t ndvekvd
koncentraciéban (107-10* M) adagolva, a fellilisz6 médium VP tartalmanak

linearis, dozisfuggb emelkedését detektaltuk.
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HA adagolast kovetéen megallapitottuk a szovetkultura felUluszé

médiumabdl mérhet6 VP tartalom idékinetikai gorbéjét (13. abra).

150 = 13 abra:

HA és antagonistdinak hatiasa VP termelés
kinetikus gorbéjére

HA adagolasa szignifikans VP szekrécio
emelkedést eredményezett a feliiluszo

125+

0~ médiumban. HA kezelést megel6z6 HA

S .21 antagonista MEP, vagy CIM hozzéadasa

s ‘g részben blokkolta a HA VP szekréciot noveld
S L effektusat. TPE hatastalan volt az HA

g o indukalta emelkedett VP koncentracid

o £ vonatkozaséaban.

2 2 . (n=6; Atlag + S.EM.;

> N

%P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll

e ﬁzn"o” médiumokhoz viszonyitva;
- b A
<0. -
254 om- MEP + HA P < 0.05, szignifikans kiilonbség a HA-kezelt

—¢CIM + HA medly}.lmokh’o;’wyc”)nyltva;
—o-TPE + HA  C: elSinkubacios id6 (60 perc)
d: mosas 3x)

oL
cd10 20 30 40 50 60 70 80 90 perc

HA hozzaadasa utan a szovettenyészet médiumanak VP koncentracioja a
medgfigyelési id6 elsdé 20 percében gyors Utemben ndvekedett, és 20 perc utan
allandé magas szinten maradt. HA antagonista MEP, vagy CIM kezelés hatasara
a VP tartalom a kontroll szinten maradt a medfigyelési periédus elsé 10 percben.
A tovabbiakban a hormon szintje megemelkedett a kontrollhoz képest, MEP és
CIM nem tudta teljesen kivédeni a HA okozta VP szekrécié fokozodast. TPE
adagolasa nem befolyasolta a HA VP koncentracié nével hatasat.

A HA és a HA antagonistak hatasanak, illetve interakciojanak eredményét
szemlélteti a 14. abra. HA adagolast és 1 6ras inkubalast kovetéen emelkedett VP
szekréciot mutattunk ki az NH szdvetkultura felilusz6 médiumabdl. A kisérletek
soran felhasznalt HA antagonista vegyuletek nem valtoztattak meg a médium VP
tartalmat. Abban az esetben, amikor HA bejuttatasat megel6zéen MEP, vagy CIM
kezelést alkalmaztunk, a HA indukalta VP koncentracio emelkedés szignifikansan

kisebb mértékii volt, de a hormonszint a kontroll koncentracié felett maradt.
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El6zetes TPE adagolas nem mérsékelte a HA altal eléidézett VP szekrécid

novekedést. A HA kezelést kdvetéen adagolt HA antagonistak nem csokkentették

a HA altal fokozott VP termelést.

VP koncentracidé

(pg/mg fehérje)

150+

Kontroll

HA

a a
ab
1
ab
o ol
O < Qs < =
W r W = T =
§+§0+$
o + s
U< 5%

TPE

TPE + HA

14. abra:

HA és HA antagonista vegyiiletek

(MEP, CIM, TPE) hatasa a VP termelésre

HA kezelés hatasara,1 oras inkubalas utan
megemelkedett a VP szint. HA antagonistak
onmagukban nem okoztak valtozast a
hormonszekrécioban. A HA adagolast megel8z6
MEP, vagy CIM kezelés redukalta a HA indukalta VP
koncentracié novekedést. Elézetes TPE kezelés
hatastalannak bizonyult a HA indukalta VP szekrécio
emelkedés vonatkozasaban.

A HA kezelés utan adagolt HA antagonistak nem
csokkentették a VP koncentracio ndovekedést.

(n=8; Atlag + S.EM;

P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll
médiumokhoz viszonyitva;

bP < 0.05, szignifikans kiilonbség a HA-kezelt
médiumokhoz viszonyitva.)

HA + TPE

A HA és GAL kozotti interakciot vizsgalva megallapitottuk, hogy GAL

adagolas

csokkentette a médium VP szintjét, HA kezelés pedig szignifikansan

novelte a szdvetkultira VP szekréciojat. Elézetes GAL kezelés jelentésen

mérsékelte a HA altal elbidézett VP koncentracid emelkedést. HA kezelés utan

alkalmazott GAL adagolas sikertelennek bizonyult, nem mérsékelte a HA okozta

magasabb VP szintet (15. abra.).

VP koncentracio

'_\

a1

o
L

(pg/mg fehérje)

=

N

o
3

90+

He

Kontroll ||

g I

HA

ab

GAL + HA

HA + GAL

15. abra

GAL és HA interakcidjanak hatasa a VP szekrécidra

HA adasa utan szignifikans VP szekréci6é emelkedést
detektaltunk a feliiliszo6 médiumban. HA adagolast megel6z6
GAL el6kezelés jelentdsen csokkentette a HA altal indukalt VP
szint fokozodast. HA kezelés utan adagolt GAL hatastalannak
bizonyult.

(n= 10, Atlag + S.EM;

P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll médiumokhoz
viszonyitva;

bP < 0.05, szignifikans kiilonbség a HA-kezelt médiumokhoz
viszonyitva.)
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Megbeszélés

A kisérleteink soran az i.v. GAL kezelés nem valtoztatta meg a HA
adagolast kovetéen megemelkedett VP koncentraciét. l.c.v. GAL kezelés
hatastalannak bizonyult a bazalis VP szekrécié vonatkozasaban, amely eredmény
telies mértékben megegyezik Balment és al Barazanji [82] medfigyelésével. |.c.v.
GAL adagolas azonban részben kivédte a HA kezelést kdveté plazma VP szint
fokozodast.

Tapasztalataink szerint az 1-16 N-terminalis GAL fragmens mérsékelte a
plazma VP szint ndvekedését. Ugyanezt figyelhettik meg, amikor a teljes
hosszusagu GAL szekvencia kezelést alkalmaztuk. Eredményeink megerésitik a
korabban tett megallapitasokat, mely szerint a 1-16 N-terminalis GAL fragmens
tartalmazza a GAL molekula biolégiai aktiv centrumat, és mivel az N-terminalis 1-
15 aktiv centrum aminosav szekvenciaja megegyezik a patkany, sertés és human
GAL-ban, nem meglepd, hogy ezeknek a GAL szarmazékoknak a VP szekréciora
gyakorolt hatasa is hasonlonak bizonyult.

A GAL kezelés specificitasanak felméréséhez megvizsgaltuk az M15
hatasat, amelyet a GAL adagolas elétt alkalmazott HA adagolas okozta fokozott
plazma VP szintre gyakorolt. Ebben a kisérletsorozatban is beigazolddott, hogy az
M15, mint nem-szelektiv GAL receptor antagonista [87], kivedi a GAL gatlo
hatasat a fokozott VP kivalasztas vonatkozasaban.

Ezen medfigyeléseink eredményei megegyeznek a GAL és az ozmotikus
stimulus alkalmazasa soran végzett kisérletek eredményeivel. A kuldnbség az,
hogy ozmotikus stimulus utdan a GAL kivédte VP koncentracié emelkedését,
viszont a HA adagolast kovet6 VP szint fokozodast csak csokkenteni tudta. Ennek

oka, hogy a HA jéval erételjesebben fokozta a VP termelést és kivalasztast.
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Az NH hormon kivalasztasara kifejtett HA hatasokra iranyulé morfoldgiai és
funkcionalis kutatasok altalaban a hipotalamikus regulaciora vonatkoznak. Az NH
sejtek (pituicitak) szerepe a HA altal indukalt VP szekrécidés valtozasokban
kevésbé vizsgalt kérdés. A disszertacioban bemutatott eredmények arra utalnak,
hogy NH szinten a HA-nak fontos regulalo szerepe van a VP kivalasztasban.

Korabbi tapasztalatok szerint a HA adagolas, in vitro korulmények kozott,
nem okozott VP kivalasztast az NH-ban [105], és hipofizis-irtott patkanyokban az
antidiuretikus reakcid is valtozatlan maradt [107]. Ezért mas szerz6k kétkedéssel
fogadtak, hogy HA kezelés hatasara az NH-ban direkt VP kivalasztas
detektalhato.

Eredményeink megerdsitik azt a nézépontot, amely szerint az NH HA
receptorokat tartalmaz. Felmerll a kérdés, melyik receptor a felelés a VP
szekrécioért az NH-ban. Napjainkig négy HA receptor tipust irtak le [108-110]: A
Hai receptor gént 1991-ben Yamashita és munkatarsai [111], a H2 receptor génjét
pedig - szintén 1991-ben - Gantz és kollégai [112] klonoztak. A Hs [113] és Ha
receptorokat [109] majd egy évtizeddel késébb fedezték fel. Szamos publikacio
jelent meg a HA receptorok mikodésével kapcsolatban, de funkciojuk nincs teljes
meértékben tisztdzva. A Hi receptornak az allergias tinetek manifesztaldédasaban
van szerepe. A Hz2 receptor kontrollalja a gyomorsav szekréciojat. A Hs receptor
fontos tényez6 a kodzponti idegrendszeri neurotranszmitterek kivalasztasaban. A
Ha receptor modulalhatja az immunseijtek miikddését [108-110]. Ugy tapasztaltuk,
hogy ha a HA antagonista kezelés megel6zte a HA adagolast, akkor a MEP, és a
CIM is szignifikansan csoOkkentette a HA altal elbidézett VP szint ndvekedést.
Eszerint az izolalt NH szOvettenyészetben a Hi és H2receptorok vesznek részt a

HA VP szekréciot fokozo hatdsanak kialakitasaban. Ezzel parhuzamosan a Hs és
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Ha4 receptor antagonistak hatastalannak bizonyultak: nem tudtédk blokkolni a HA
kezelés okozta VP koncentracio emelkedését. Ez az eredmény megfelel tébb
szerz6 eredményeinek [23,102,106,114].

A hipotalamikus magvak, a PVN és a SON, nemcsak VP-erg idegsejteket
tartalmaznak, hanem CRH neuronokat is [115], amelyeket HA-erg rostok
innervalnak [115,116]. Ez az anatdmia alapja a kolcsonds funkcionalis
kapcsolatnak a HA-erg idegsejtek, valamint a CRH és VP neuronok kozott
[101,115,117,118].

Erdekes jelenség, hogy a HA antagonistak csak akkor tudjak csdkkenteni a
HA VP kivalasztast fokozd hatasat, amikor az antagonistakat a HA kezelés el6tt
alkalmaztuk. Amikor viszont a HA adagolas megel6zte az antagonista kezelést, a
HA receptor antagonistak hatastalanok voltak. A VP produkcié emelkedése nem
valtozott. Ez a jelenség a receptorok deszenzitizadlodasaval magyarazhatd. A
receptorok telitettsége miatt az NH sejtek veszitenek szenzitivitasukbol, igy MEP,
vagy CIM kezelés ellenére nem csokken a VP koncentracié. Hasonldéan alakul a
pancreas szekrécioja is nagy dozis cholecystokinin és carbachol adagolasa utan
in vivo és in vitro kortlmények kozott [119-121]. A disszertacioban targyalt
kovetkezd kisérletsorozatban, a DA, vagy 5-HT szabalyozassal kapcsolatban is
megfigyelhetd ugyanez a jelenség. NH szovettenyészetben a DA, vagy 5-HT altal
el6idézett VP produkcié novekedést blokkolni lehet DA, vagy 5-HT receptor
antagonista el6kezeléssel. Ha a DA, vagy 5-HT adagolas utan alkalmaztuk az
antagonista kezelést, akkor az hatastalannak bizonyult. Mas megkozelitésben,
lehetséges, hogy a 20 perces id6hatas elég hosszu a HA-nak, hogy kialakitsa VP
szint fokoz6 hatasat az NH-ban, és igy a HA antagonistak hatastalannak

mutatkoznak.
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Mindezek az eredmények azt jelzik, hogy a HA-erg rendszer direkt médon
befolyasolja az NH VP produkciojat, a VP szekréciéo HA-erg kontrollja patkanyban

a hipofizis hatso lebenyének szintjén is érvényesul.
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[ll. Dopamin hatasa a vazopresszin kivalasztasra

Bevezetés

Ismeretes, hogy a DA-erg rendszer jelentés szerepet jatszik a VP
kivalasztas szabalyozasaban [24,25] és az ozmotikus stimulust koveté VP
szekrécios valtozasok szabalyozasaban is részt vesz [47,61]. Az idevonatkozo
szakirodalomban nem taldlhatdé olyan publikacié, amely megfeleléen
demonstralna, hogy az NH VP produkciojat a DA-erg rendszer direkt modon, a
hipotalamusztol fuggetlendl befolyasolja. Az NH VP kivalasztasanak DA-erg
patkanyban.

Vizsgalatainkat in vivo (a) és in vitro (b) kéralmények kdzott vegeztik.

a. In vivo kisérletek

Az in vivo kisérletek soran a kovetkez6 kérdésekre kerestik a valaszt:
1. DA i.c.v. bejuttatasa utan hogyan valtozik a plazma VP szint?
2. Megvaltoztatja-e a DA plazma VP koncentraciéra gyakorolt hatasat a DA

antagonista pimozid (PIM, Richter, Budapest, Magyarorszag)?

Modszer

l.c.v. bejuttatdshoz Hamilton fecskend6t hasznaltunk és az anyagokat 1
perc alatt adtuk be az allatoknak. A DA doézisa 20 nmol, a PIM db6zisa 110 nmol
volt 10-10 pl fiziolégias séoldatban feloldva. DA esetében 5, PIM esetében 10
perccel a kezelés utan tortént a vérmintavétel. A DA és PIM interakcio

vizsgalatakor a PIM adagolas 5 perccel el6zte meg az 5 perces DA kezelést.
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Eredmények

Centralis DA kezelés hatasara szignifikans plazma VP szint emelkedést
figyeltink meg (16. abra). Az dnmagaban alkalmazott DA antagonista PIM
adagolas nem befolyasolta a plazma VP koncentraciot. A DA kezelés el6tt

alkalmazott PIM kezelés mérsékelte, de kivédeni nem tudta a DA plazma VP

tartalmat novel6 hatasat.

16. abra:
100+ Lc.v. DA és DA antagonista PIM
hatdsa a plazma VP koncentraciéra
Azi.c.v. DA kezelés jelentds plazma VP szint
754 emelkedést idézett el6. A DA antagonista PIM,
onmagaban alkalmazva nem okozott valtozast a
plazma VP koncentracioban. A DA adagolast
megel6z6 PIM el6kezelés mérsékelte a DA altal
ab eléidézett plazma VP szint fokozddast, de kivédeni
nem tudta a DA hatasat.
(n=8-12; Atlag+ S.EM.;
I___I P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll
=
o

Fe

acio

Ho

50+

(pg/ml)

25+

plazma VP koncentr

csoporthoz viszonyitva,
bP < 0.05, szignifikans kiilonbség a DA-kezelt
csoporthoz viszonyitva.)

PIM + DA
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b. In vitro kisérletek

Modszer

A korabban részletezett szdvettenyésztési mdodszerrel készitett, 13-14 napos

NH szovetkultirakhoz 10® M dézisban adagoltuk a kovetkezd dopamin-aktiv

anyagokat:

1.

2.

Dopamin (DA, Hoffman-La Roches, Bazel, Svajc);

Apomorphin (APM, Chinoin, Budapest, Magyarorszag);

Pro-Lys-Gly (PLG, A. Gupta ajandéka, Department of Chemistry, University
of Rajasthan, Jaipur, India);

Haloperidol (HP, Richter, Budapest, Magyarorszag);

Chlorpromazin (CPZ, EGIS, Budapest, Magyarorszag);

Butaclamol (B, Henrik Keyzer, Department of Chemistry and Biochemistry,
California State University, Los Angeles, USA);

Sulpirid (SP, Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Németorszag).

A DA-aktiv vegyuletek doézisat a dozis-hatas gorbéik alapjan hataroztuk

meg. A kezelések utan, 1 éra inkubalasi id6 elteltével hataroztuk meg a feltluszo

médium VP tartalmat.

A VP termelés kinetikai vizsgalatahoz a szOvettenyészeteket kulonb6z6 DA-

aktiv anyagokkal 1 oran at el6kezeltik, majd a kovetkez6 2 oraban, 10

percenként, 100 ul mintat vettink a médiumokbdl, amelyekbdl meghataroztuk a

VP szinteket.
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Eredmények

A VP Kkivalasztas kinetikai gorbéjét demonstralja a 17. abra. A 2 ¢6ras
medfigyelési id6 alatt a kontroll médium VP tartalma, az eltelt id6 fUggvényében,
fokozatosan emelkedett. Ugyanakkor DA adagolas hatdsara a VP szintézis
jelentésen fokozédott. A VP termelés kinetikus gorbéje, magasabb szinten, kozel
parhuzamosan futott a kontroll goérbével. DA utan adagolt DA antagonista B
mindezt nem befolyasolta. A kinetikus gorbe lefutdsa megkozelitéleg azonos volt a
csak DA kezelést kapott médiumokkal. Abban az esetben, amikor a B hozzaadasa

megelbézte a DA kezelést, a B teljesen blokkolta a DA VP szintézis fokoz6 hatasat.

17. abra:
DA és DA antagonista B hatasa a VP
—&—kontroll LT o termelés kinetikus gorbéjére
~4-DA ST DA adagolésa szignifikans VP szekrécio
-O-DA+B a emelkedést eredményezett a feliiliiszo
médiumban. DA kezelést megel6z6 DA
antagonista B blokkolta a DA VP
szekréciot noveld effektusat. DA utan
adagolt B hatastalannak bizonyult a
megndvekedett VP koncentracio
vonatkozasaban.
(n=75; Atlag +S.EM.;
“P < 0.05, szignifikans kiilonbség a
kontroll médiumokhoz viszonyitva;

T T a: eléinkubacios id6 (60 perc)
ab 10 30 50 70 90 110 perc b: mosas 3x).

160+

-

acio

120+

-

80+

(pg/mg fehérje)

VP koncentr

40+

L

1 6ras inkubacio elteltével, a DA és DA agonistak (APM és PLG) hatasara a
VP produkcidé ndvekedett (18. abra). APM adagolasa nagyobb mértékben novelte
a szovettenyészet médiumanak VP szintjét, mint a DA hozzaadasa. A VP szintézis
legjelentésebb fokozddasat a PLG kezelés idézte el§. A VP termelést fokozd DA-

hatast a DA el6tt adagolt APM, vagy PLG nem tette intenzivebbé.
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VP koncentracio

(pg/mg fehérje)

250+

2004

150+

100+

50+

_|

Kontroll

DA

APM

APM + DA

*
1
+
Q <
| [a)
o +
O
1
[a

18. abra:

DA és DA agonistak (APM, PLG) hatasa

a VP termelésre

DA, APM, illetve PLG hat4sara a VP termelés
szignifikans modon novekedett a szdvettenyészet
médiumaban.

Legjelentdsebb mértékben a PLG, legkevésbé a DA
kezelés novelte VP szintet.

A VP termelést fokozo DA-effektus intenzitasa nem
fokozodott elézetes APM, vagy PLG adagolas
hatéasara.

(n=35; Atlag +S.EM,;

P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll
médiumokhoz viszonyitva.)

DA antagonista vegyuletek (HP, vagy B) hatasara az NH szbvetkultura VP

tartalma szignifikans médon lecsokkent. CPZ és SP adagolas dnmagaban nem

befolyasolta a VP szintet (19. abra). A DA antagonistak (beleértve a SP-t is)

nagymertékben mérséklik a DA hatasara bekovetkez6 VP szint emelkedést, ha az

antagonistakat a DA kezelés el6tt alkalmaztuk. Ebben a vonatkozasban B erds

antagonista hatasat figyeltik meg, DA és APM egyideji adagolasa esetén is. A

VP szintézis szignifikans emelkedését tapasztaltuk PLG + DA + APM + B egyluttes

alkalmazasakor.

VP koncentracio

(pg/mg fehérje)

100+

80+

60+

404

204

F

Kontroll

DA

HP

HP +DA

CPZ + DA

B + DA

SP + DA

B + DA + APM
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19. abra:

DA és DA antagonistak (HP, B, CPZ és SP)
hatasa a VP termelésre

HP, vagy B adagolésa szignifikansan
csokkentette a NH szovetkultira VP tartalmat.
CPZ és SP kezelés nem valtoztatta meg a VP
szintet. A DA kezelés el6tt alkalmazott DA
antagonistak jelentésen mérséklik a DA
hatasara bekdvetkez6 VP szint emelkedést.
DA ¢és APM egyidejii alkalmazéasakor B
elokezelés blokkolta a VP szintet noveld
hatast.

PLG, DA és APM egyidejli adagoléasa utan
adott B hatastalannak bizonyult a
megemelkedett VP szint vonatkozasaban.
(n=6; Atlag +S.EM.;

“P < 0.05, szignifikans kiilénbség a kontroll
médiumokhoz viszonyitva.)

PLG + DA + APM + B



c. Galanin és dopamin kozotti interakcié vizsgalata

Bevezetés

Miéta bebizonyosodott, hogy a GAL a kdzponti idegrendszerben a DA
kivalasztas hatasos inhibitora [53,54,122], érdemesnek tint in vitro kdralmények
kozt megvizsgalni a DA és a GAL interakcidjat is a pituicitdk VP szekrécidjanak

vonatkozasaban.

Modszer

A kovetkez6 kisérleti fazisban is 13-14 napos NH szovettenyészeteket
hasznaltunk. A kinetikus gorbe meghatarozasahoz a szovetkulturakat 1 6ran at
elbkezeltuk GAL-lal, majd haromszor atmostuk. A kovetkezd 2 oéraban, 100 pl
mintat vettink a fellUluszokbdl, az elsé 30 percben 10 percenként, utana 30
percenként, és a VP koncentraciot a mintakbdl meghataroztuk.

A GAL és DA interakcidjanak medfigyeléséhez 10° M DA-t és ugyanakkor
kilénb6z6 dbzisokban (10-14-10® M) GAL-t adagoltunk a médiumokhoz. Egy 6ra
inkubalasi idét kovetden vizsgaltuk a VP szintet a médiumokban.

GAL és DA-aktiv vegyuletek (APM, PLG) VP termelésre gyakorolt
hatdsanak vizsgalatdhoz 20 perces, 10© M DA, APM, vagy PLG el6kezelést
alkalmaztunk. Rogton ezutan 10® M GAL-t adagoltunk a médiumokhoz. A
mintavételt és a VP szint meghatarozasat 1 6ra inkubacios id6 el6zte meg. A
kisérlet kovetkezé szakaszaban 108 M GAL eldkezelés utan 20 perccel 10° M

DA-t, APM-t vagy PLG-t adtunk a szovettenyészetek fellluszéjahoz. Egy ora

Ve
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A galantid (M15) effektusanak vizsgalatahoz 20 perces 10® M DA kezelés
utan, tobb ddzisban (10-13-107 M) M15-t és 108 M GAL-t adagoltunk egyszerre a
médiumokhoz. A médiumokbdl 1 6ra mulva mintakat vettunk és meghataroztuk a
VP tartalmat.

Az inkubacidk soran alkalmazott GAL, M15, vagy DA-aktiv vegyuletek

anyagmennyiségét a dézis-hatas gorbék alapjan adtuk meg.

Eredmények

GAL, illetve DA VP szekréciéra gyakorolt hatdasanak kinetikus gorbéjét
illusztralja a 20. abra. A kontroll szovettenyészetek médiumaban a VP tartalom az
eltelt id6 aranyaban, fokozatosan novekedett. A DA adagolasa szignifikans VP
koncentracid emelkedést idézett el6, a kinetikus gorbe magasabb szinten,
megkozelitbleg parhuzamosan futott a kontroll gorbével. A korabban mar vizsgalt
GAL és VP szekrécid dozis-hatas osszefliggés (5. abra) alapjan meghatarozott
legkisebb effektiv GAL dozis (10-° M) redukalta a médium VP koncentracidjat. Ez

a valtozas a megfigyelési id6 30. percétdl valt szignifikanssa.

20. abra
& DA (10'6 M) A VP termelés kinetikus gorbéje
2001 —mKontroll GAL vagy DA adagolasat kiovetden
-V- GAL (10° m) ; A kontroll médium VP koncentracidja

s

acio

7

150+ R I az eltelt id6 fliggvényében
fokozatosan emelkedett. DA kezelés

X% jelentésen novelte a VP szintet. 10°M

. GAL adagolasa a megfigyelési

periddus 30. percétdl szignifikans VP

tartalom csokkenést okozott.

(n=8, Atlag +S.EM,;

*P < 0.05, szignifikans kiilonbség a

kontroll médiumokhoz viszonyitva;

a: 60 perc inkubacio;

b: mosas 3x)

et
.

1004

(pg/mg fehérje)

501

VP koncentr
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Amikor a GAL hozzaadasa megel6zte a DA kezelést (21. abra), a nagyobb
dézisi (10'2-10® M) GAL adagolas kivédte a DA altal eldidézett VP szint

emelkedést.

200 21. abra
a DA és kiilonb6z6 dézisban adagolt
Ne) GAL hatasa a VP produkciora
T @ . Nagyobb dozis GAL, a DA kezelést
O P
50 megel6zéen adagolva blokkolta a
c .q:, DA VP termelésre gyakorolt fokozo
] = 100 hatésat.
5 £ (n=9, Atlag + S.EM.;
< %P < 0.05, szignifikans kiilonbség a
% £ 5o kontroll médiumokhoz viszonyitva;
bp < 0.05, szignifikans kiilonbség a
DA kezelt médiumokhoz
04 T ™ viszonyitva.)

DA 10 102 102 108 M GAL

Kontroll

GAL és DA-aktiv vegyuletek (DA, APM és PLG), illetve azok interakciojanak

VP szekréciora kifejtett hatasat tuntettik fel a 22. abran.

22. abra

GAL és DA-aktiv vegyiiletek

(DA, APM, PLG) hatasa a VP
szekréciora

GAL kezelés csokkentette, DA-aktiv
vegyiiletek adagolasa fokozta a NH

a szovettenyészet feliilusz6 médiumanak
VP tartalmat. APM, vagy PLG indukalta
VP szint emelkedést az utdlagos GAL
hozzaadas redukalta. El6zetes GAL
kezelés blokkolta a DA-aktiv vegytiletek
100+ altal okozott VP koncentracid

ad fokozodast, a VP tartalom a csak GAL-
lal kezelt médiumok VP szintjével
azonos fokra csokkent.

(n=8, Atlag £ S.EM.;

8P < 0.05, szignifikéans kiilonbség a
kontroll médiumokhoz viszonyitva;

PP < 0.05, szignifikans kiilonbség a DA
kezelt médiumokhoz viszonyitva;

°P < 0.05, szignifikans kiilonbség az
APM kezelt médiumokhoz viszonyitva;
9p < 0.05, szignifikans kiilonbség a PLG
kezelt médiumokhoz viszonyitva.)

2504

o

e

2004

aclo
Ho
H

s

150- ac ad

(pg/mg fehérje)

50+

VP koncentr

DA
DA + GAL
GAL + DA

GAL i~

APM
PLG

APM + GAL

o
Kontroll |-|

GAL + APM
PLG + GAL
GAL + PLG
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Egy dras inkubacié utan DA, APM vagy PLG hozzaadasara a fellluszé
médium VP koncentracidja fokozédott. Az APM vagy PLG indukalta VP szint
novekedés merséklédétt, amikor az APM vagy PLG kezelés utan GAL-t adtunk a
médiumokhoz. Ha a GAL adasa megelézte a DA-aktiv anyagok hozzaadasat,
akkor a GAL telies mértékben kivédte a VP kivalasztas fokozodasat. A VP
koncentracié megegyezett a csak GAL-lal kezelt médiumok VP szintjével.

A DA kezelés altal kivaltott, fokozott VP szekréciora gyakorolt GAL és M15
effektust abrazolja a 23. abra. A kontroll szdvetkultuira médiumahoz 6nmagaban
adott nagy ddézis M15 (107 M) nem okozott szignifikdns valtozast a VP
termelésben (kontroll: 79.87+11.36 pg VP/mg fehérje; kontroll + 107 M M15:
84.12+12.11 pg VP/mg fehérje; n=9). A DA kezelés el6tti GAL hozzadadas
megakadalyozta a DA VP szint novel6 hatasat. Amikor a DA kezelés el6tt
kllonb6z6 dézisu M15-t és GAL-t egyutt adagoltunk a médiumhoz, a nagy
koncentracioju M15 kezelés kovetkeztében a GAL blokkold hatasa nem

érvényeslult, és a DA kezelést kovetd fokozott VP szekrécid valtozatlan maradt.

23. abra
GAL és kiilonb6z6 dézisu
M15 hatidsa a VP termelésre
Nagy dézis M15 (107 M) nem
véltoztatta meg a médium VP
DA kezelést megel6z6 GAL
hozzéadas meggatolta a DA VP
szint noveld hatasat.
DA kezelés el6tt alkalmazott
kiilonb6z6 dozist M15-t és
GAL-t egyiittes adagolasakor a
101 107 M M15  blokkolta a GAL redukalé
~ - effektusit.
M15 + GAL + DA (n=9, Atlag + S.EM.;
P < 0.05, szignifikans
kiilonbség a kontroll
médiumokhoz viszonyitva;
PP < 0.05, szignifikans
kiilonbség a DA kezelt
médiumokhoz viszonyitva.)
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Megbeszélés

Tébb morfolégiai és funkcionalis vizsgalat bizonyitia a DA-erg rendszer
jelentéségét a VP kivalasztasban ugy a magnocellularis magvak, mint az NH
szintién patkanyban [24,25]. Ezeken a terlleteken nagy affinitasu DA-erg
receptorok is vannak [123,124]. Az NH-ban a DA tartalom és a szintézis
sebessége Osszefligg az NH funkcionalis allapotaval [125,126]. Ezek az adatok
arra utalnak, hogy a DA-erg idegsejtek részt vesznek a VP szintézisének,
raktarozasanak és kivalasztasanak szabalyozasaban.

Kisérleteink eredményei szerint a DA az NH szintjén is fontos szerepet
jatszik a VP szekrécidban. Medfigyeléseinket szamos olyan irodalmi adat
tamasztja ala, amelyek az NH DA-erg beidegzését demonstraljak [24,25,127,128].
Izolalt, neuronalis lebenyen végzett in vitro vizsgalatok soran azonban a DA VP
kivalasztast gatlo effektusat észlelték [129]. Ugyanakkor mas szerz6k semmilyen,
VP kivalasztasra gyakorolt hatasat sem észlelték a DA-nak [130,131]. Racke
[132], valamint Treiman és Greengard [133] megfigyelései szerint két DA receptor
tipus talalhaté az NH-ban. A D2 receptor kdzvetiti a VP kivalasztas gatlasat, és a
D1 pedig el6segiti azt. Kisérleteinkben a DA agonista APM és PLG fokozta az NH
VP termelését. Megfigyeléseinkkel 6sszhangban mas kutatdk is leirtak az APM és
a PLG DA agonista természetét [134-136]. Kisérleteink szerint a VP szintézisre
kifejtett DA hatast az APM vagy PLG kezelés nem fokozta. A potencialé effektus
elmaradasanak mechanizmusara nehéz magyarazatot talalni. Lehetséges, hogy a
DA kotédése a receptorokhoz erésebb, mint az APM vagy PLG affinitas. A
szovettenyészet sejtieiben a receptor-szaturacié gatolhatja az APM vagy PLG

kotédést, ami blokkold hatast okozhat.
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A DA antagonistdk hatasair6dl elmondhatd, hogy a HP csdkkentette a VP
kivalasztast. Korabban mas szerzék is hasonlé eredményeket kdzoltek [134,137].
Human vizsgalatok soran az APM altal el6idézett VP kivalasztas teljes gatlasat
irtdak le [138]. Yamaguchi and Hama vizsgalatai szerint az i.c.v. HP kezelés
blokkolta a hipertonidas sooldat adagolasa miatt kialakuld plazma VP szint
emelkedést [139]. Egy tanulmany ugyan arrél szamol be, hogy a HP-nek D2
antagonista karaktere van [140], viszont egy masik kisérlet végeredménye szerint
D1 és D2 antagonistaként viselkedik [141]. Korabbi kutatasok eredményeihez
hasonlban a CPZ antagonista karakterrel rendelkezik [140,141]. Meglepd
medfigyelés volt, hogy a D2 antagonista SP nem befolyasolta a bazalis VP
produkciot. Mindamellett a VP szintézis DA-okozta fokozddasat el6zetes SP
kezeléssel teljes mértekben blokkolni lehetett. Tapasztalataink szerint, az irodalmi
adatokkal megegyezdben [142,143], B rendelkezik a leger6sebb DA antagonista
hatassal.

Kllénds megfigyelés, hogy a B csak akkor tudta megakadalyozni a DA VP
kivalasztast serkentd effektusat, amikor a DA adagolas elétt alkalmaztuk. Ha a DA
kezelés megelézte a B adagolasat, akkor a DA antagonista hatastalannak
mutatkozot: a VP termelés nem csokkent. A disszertacidban targyalt tobbi
kisérletsorozatban, a HA, 5-HT vagy adrenerg szabalyozassal kapcsolatban is
megfigyelhetd ugyanez a jelenség, amely a receptorok deszenzitizalédasaval
magyarazhatd. A receptorok telitettsege miatt az NH sejtek valoszinileg
veszitenek szenzitivitasukbdl, igy az antagonista kezelés ellenére sem csokken a

VP koncentracio.
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Eredményeink azt mutatjak, hogy az NH VP termelésére a DA-erg rendszer
hipotalamusztol fuggetlendl, a pituicitak szintjén is bekovetkezik.

Elmondhaté, hogy a VP szekrécié regulalasaban a GAL és a DA kdzott
antagonista interakcio all fenn. Ezt alatdmasztja az a medfigyelés is, hogy az i.c.v.
GAL kezelés csokkenti a VP kivalasztast [144,145]. Masrészt hipotalamikus
szinten a GAL és a DA termelés koélcsdnhatasban all egymassal. Ugyanis a
kozponti idegrendszerben a GAL az eminencia mediana DA kivalasztasanak
hatasos inhibitora [146]. Nordstrom és munkatarsai leirtak [147], hogy a GAL és a
DA egyidejlleg van jelen az eminencia mediana idegvégzddéseiben, és ez a
terilet nagy mennyiségben tartalmaz GAL-kot6 helyeket. In vitro medfigyeléseik
szerint a GAL dozis-flliggé mdédon csdkkenti a DA kivalasztast. Kisérleteink soran
megvizsgaltuk, hogy a GAL kezelés hogyan befolyasolja a DA altal kivaltott VP
szekrécio fokozddast az NH szovettenyészetben. Azt talaltuk, hogy DA vagy DA-
aktiv vegyulet adagolasa elétt alkalmazott GAL kezelés teljes mértékben blokkolta
a DA altal indukalt VP kivalasztast. A GAL és DA antagonizmusa a VP termelés
vonatkozasaban a hipotalamusztdl fuggetlendl is érvényesul. A VP szekréciora
gyakorolt ellentétes GAL és DA hatas az izolalt NH szdvetkultura pituicitaira
gyakorolt direkt effektus altal is megvalosul.

A GAL kezelés specificitasanak bizonyitasahoz a GAL és DA kezelést
megel6z6en adagolt M15 VP produkciora kifejtett hatasat tanulmanyoztuk.
Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy az M15, mint nem-szelektiv GAL receptor
antagonista [87], megakadalyozta a GAL azon hatasat, amely gatolta az NH
szbvettenyészet VP szintézisének DA kezelés altal kivaltott fokozodasat.

Eredményeink arra utalnak, hogy az M15 GAL receptor antagonista hatadsa a
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hipotalamikus magnocellularis magvaktél figgetlendl, direkt médon érvényesul az

NH szovetkultura sejtjeiben.
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IV. Szerotonin hatasa a vazopresszin kivalasztasra

Bevezetés

A VP Kkivalasztasban a szerotonin (5-hidroxitriptamin, 5-HT) is jelentés
szerepet jatszik [26,27]. Ferris és munkatarsai [148] beszamoltak az NH és az 5-
HT rendszer morfoldgiai és funkcionalis kapcsolatardl a hipotalamusz szintjén. Az
5-HT-erg neuronok kapcsolatban allnak a hipotalamusz SON és PVN magjaival
[149,150]. A PVN-ben 5-HT receptorokat azonositottak [151], amelyek fontos
szerepet jatszanak féleg az oxitocin neuronok szabalyozasaban [149]. Az 5-HT
i.c.v. adagolasa gyors emelkedést idéz el a plazma VP koncentracidjaban [152].
Jorgensen és kutatdécsoportja [153] nemrégiben leirta, hogy az 5-HT képes
aktivalni a VP expressziot a PVN-ben és a SON-ban. Tovabbi adatokkal szolgalt
lovino and Steardo [154], valamint Van de Kar [155], akik megallapitottak, hogy az
5-HT részt vesz az NH hormonok bazalis, illetve stressz altal kivaltott
szekrécidjaban. Az el6bbi medfigyelést igazolja, hogy a kulonbdzd
stressztényez6k altal eldidézett VP szekrécido novekedés 5-HT antagonistakkal
blokkolhaté [156]. A rendelkezésre allo6 adatok amellett szélnak, hogy a VP és az
5-HT rendszer kozotti interakci6 még nem teljesen tisztazott [150]. A VP
kivalasztas 5-HT-erg szabalyozasat szinte kizardlag a hipotalamusz szintjén
vizsgaltak. Azt a kérdést, hogy az NH VP szekrécidjat az 5-HT a hipotalamusztdl
fuggetlendl hogyan befolyasolja, nem tanulmanyoztak.

Kisérleteink elsé részében az 5-HT hatasat vizsgaltuk a VP szintézisre és
kivalasztasra, izolalt patkany NH szoOvetkulturaban. Miutan a neuropeptid GAL

szoros kapcsolatban all az agy 5-HT rendszerével [26,27,55], érdemesnek talaltuk
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tanulmanyozni az 5-HT és GAL rendszer interakcidjat a VP kivalasztas

s

Modszerek

Az alabb felsorolt 5-HT és 5-HT antagonistakat adagoltuk a monolayer

sejttenyészetek médiumaihoz:

1. Szerotonin  (5-HT, Sigma, Steinheim, Németorszag);

2. WAY-100635 (WAY, 5-HT1i-receptor antagonista, Tocris Cookson, Bristol, UK);
3. Ketanserin  (KTS, 5-HT2-receptor antagonista, Sigma);

4. Metergolin ~ (MTG, 5-HT12-receptor antagonista, Sigma).

A dozis-hatas gorbék meghatarozasahoz novekvé koncentracidban 5-HT-t
(10-10-104 M) adagoltunk a tenyészetekhez, majd 1 éra inkubalas utan mértik a
médiumok VP szintjét.

Az idé-kinetikai vizsgalatokhoz, 5-HT és/vagy 5-HT antagonista (10 M)
1 oras el6kezelés utan, a kovetkezd 90 percben 100 pl mintat vettink a
médiumokbdl: az els6é 30 percben 10 percenként, utana 30 percenként.

5-HT antagonistak hatasanak vizsgalatdhoz megmértik a 10°® M 5-HT,
106 M WAY, 10® M KTS, 10®* M MTG adagolast és 1 6ra inkubalasi idét kdvetden
a médiumban talalhaté VP szintet. Majd tanulmanyoztuk az antagonistakkal
torténd 20 perces elékezelést kovetd 5-HT adagolas hatasat. A mintavételt 1 6ra
inkubacios id6 el6zte meg. A kovetkezd kisérleti fazisban a 20 perces
elékezeléshez 5-HT-t alkalmaztunk. Ezt kdvetéen antagonistakat adtuk a
médiumokhoz, majd 1 6ra mulva vettink mintat.

GAL és 5-HT interakcidjanak vizsgalatahoz vagy az 5-HT kezelés el6tt,

vagy az 5-HT kezelés utan 1 éraval GAL-t adagoltunk. Mindkét csoport esetében a
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kezeléseket 1 Oras inkubacido kovette, ezutdn meghataroztuk a fellluszo

médiumok VP koncentracidjat.

Eredmények

Az NH szovettenyészet VP szekrécioja és az 5-HT dodzisa (101%-104 M)
kozotti 6sszefuggést demonstralja a 24. abra. Az 5-HT hatasara emelkedd VP
koncentraciét detektaltunk a szovetkultira médiumaban. 10 M 5-HT
adagolasakor valt szignifikanssa a VP szint emelkedése. Tovabb névelve az 5-HT
dozisat (1071°-107 M ), linearis VP koncentracié fokozodast tapasztaltunk. Még

nagyobb doézis (107-10%* M) 5-HT hatasara tovabbi VP szint emelkedést mar nem

talaltunk.
24, abra:
O kontroll X * 0F Az 5-HT hatdsa az NH
200+ O 5HT szovetkultiara VP
o _ termelésére
0 9 5-HT novekvod dozisu
e "E’ 1504 adagolasa (102-10* M) utan
] fokozatos VP koncentraci6
22 1004 emelkedés tapasztalhato a
L %’ feh'ill'lsz@ médiumban.
% =3 (n=8; Atlag = S.EM.;
50+ * P <0.05, szignifikans
|_L| kiilénbség a kontroll
0 csoporthoz viszonyitva.)

102 101t 101° 10° 10® 107 10° 10° 10* M5-HT

Meghataroztuk a szovetkultura feluluszé médiumabdl mérhet6 VP tartalom
kinetikai gorbéjét is (25. abra). A medfigyelési peridodus elsd 30 percében a kontroll
meédium VP tartalma gyors utemben novekedett, és 30 perc elteltével allando
magas szinten maradt. 5-HT adagolasa utan, a kontrollhoz viszonyitva,
szignifikans VP koncentracio fokozodast figyeltink meg. Az 5-HT antagonista
KTS, illetve MTG kezelés hatasara az els6 30 percben a VP tartalom a kontroll

szintre csodkkent. A tovabbiakban a hormon szintje kis fokban emelkedett a
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kontrollhoz képest. Az 5-HT VP produkcié serkent6 hatasat a KTS vagy MTG

kezelés csak részben blokkolta. A WAY nem befolyasolta az 5-HT altal kivaltott

fokozott VP szekréciot.

7
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25. abra:

Az 5-HT hatasa a VP termelés
kinetikus gorbéjére

5-HT adagolésa szignifikans VP
szekrécio emelkedést eredményezett a
feliilusz6 médiumban. 5-HT antagonista
ketanserin, vagy metergoline hozzaadasa
utan, az elsé 30 percben a VP tartalom a
kontroll szintre redukalodott, késébb
enyhén novekedett. WAY-1006335
hatastalan volt az 5-HT indukalta
emelkedett VP koncentracid
vonatkozasaban.

(n=8; Atlag+ S.EM;

P < (.05, szignifikans kiilonbség a
kontroll médiumokhoz viszonyitva;

PP < 0.05, szignifikans kiilonbség az 5-
HT kezelt médiumokhoz viszonyitva;

c: eldinkubacios id6 (60 perc);

d: mosas 3x)

inkubacios id6 elteltével,

megemelkedett VP produkciét észleltiink (26. abra). A kontroll médiumokhoz adott

5-HT antagonistak hatasara a VP koncentracio nem valtozott. Ha a KTS és MTG

e
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26. abra:

5-HT és 5-HT antagonista vegyiiletek
(WAY, KTS, MTG) hatasa a VP
termelésre

5-HT kezelés hatasara, 1 6ras inkubalas
utan megemelkedett a VP szint. 5-HT
antagonistak dnmagukban nem okoztak
valtozast a hormonszekrécidban. Az 5-
HT adagolast megel6z6 KTS, vagy MTG
kezelés redukalta az 5-HT indukalta VP
koncentracio novekedést. Elozetes WAY
kezelés nem csokkentette az 5-HT
hatasara megemelkedett VP szekréciot.
Az 5-HT kezelés utan adagolt 5-HT
antagonistak nem csokkentették a VP
koncentracidé novekedést.

(n=8; Atlag+ S.EM.;

P < (.05, szignifikans kiilonbség a
kontroll médiumokhoz viszonyitva;

bp < 0.05, szignifikans kiilonbség az
5-HT kezelt médiumokhoz viszonyitva.)



kezelést az 5-HT hozzaadasat megel6zéen alkalmaztuk, akkor az 5-HT-okozta VP
szint emelkedés jelentésen csokkent, de a kontroll koncentraciéonal magasabb
értéken maradt. A WAY nem bizonyult hatékony gatlészernek az 5-HT indukalta
VP szekrécio novekedés vonatkozasaban. A VP szintet nem redukaltak az 5-HT
antagonistak, amikor azokat az 5-HT kezelést kovetéen alkalmaztuk.

Az NH szovetkultura felilusz6 médiumanak VP tartalmat befolyasolé GAL
és 5-HT interakciot illusztralja a 27. abra. A GAL hozzaadasa csokkentette, amig
az 5-HT kezelés szignifikansan fokozta a médium VP koncentraciojat. Az elb6zetes
GAL kezelés jelentdsen mérsékelte az 5-HT altal elGidézett VP szint emelkedést,
de azt teljesen kivédeni nem tudta. Az 5-HT kezelés utan alkalmazott GAL

adagolas hatastalan volt. Nem mérsékelte az 5-HT okozta magasabb VP szintet.

27. abra
200- _-?‘-_ a GAL és 5-HT interakciojanak hatisa a VP
o szekréciora patkany NH szovettenyészetben
S o 5-HT adasa utan szignifikans VP szekrécio
‘® = 1504 emelkedést tapasztaltunk a feliiliiszo médiumban.
€< ab 5-HT adagolést megel6z6 GAL elékezelés
oL jelentésen csokkentette az 5-HT altal indukalt VP
e o 100+ szint fokozodast. 5-HT kezelés utan adagolt GAL
c g
o £E hatastalannak bizonyult.
o 8_’ (n=10, Atlag = S.EM.;
S — 504 8P < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontroll
0

médiumokhoz viszonyitva.)

5-HT

a médiumokhoz viszonyitva;
- bP < 0.05, szignifikans kiilonbség az 5-HT kezelt
= 4
e <
2 O
(@)
h'd

GAL +5-HT
5-HT + GAL

Megbeszélés

A szakirodalomban szamos publikacio jelent meg, amelyek az 5-HT NH
hormonszekréciojara kifejtett hatasaival foglalkoznak. A morfoldgiai €s funkcionalis

kutatasok foként a hipotalamikus regulaciét tartjak fontosnak. Az NH sejteknek
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(pituicitak) az 5-HT altal kivaltott VP szekrécids valtozasokban jatszott szerepe
kevésbé vizsgalt probléma.

Friedman [157], illetve Leranth [158] 5-HT—t tartalmazé idegrostokat talalt
az NH-ban. Nagy dozisu 5-HT kezelés VP kivalasztast idézett el6 az NH-bdl [159].
Holzbauer és munkatarsai [160] leirtak, hogy a hipofizis-nyél stimulalasat
kovetden fokozddik a hormon szekrécio az izolalt NH-bél. Sajat eredményeink arra
utalnak, hogy az NH szintjén az 5-HT fontos szerepet jatszik a VP szekrécio
szabalyozasaban.

Megfigyeléseink alapjan feltételezzik, hogy az NH 5-HT receptorokat
tartalmaz. Felvetédik a kérdés, hogy melyik 5-HT receptor tipus felelés az NH VP
szekréciojanak szabalyozasaért. Napjainkig az 5-HT receptorok 3 csoportjat,
azokon belul 15 altipust kulonitettek el [161]. Az 5-HTi receptor-alcsaladba
tartoznak az 5-HTia-r altipusok. Az 5-HT2-be sorolhatok az 5-HT2a-c altipusok.
Végul a vegyes 5-HT receptorok alcsaladja az 5-HTs-7 altipusokat tartalmazza. Az
5-HT receptorok részt vesznek az élettani folyamatokban. Szelektiv 5-HT
agonistakkal és antagonistakkal veégzett munkaik alapjan Bagdy és
kutatocsoportja arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a VP szekréciot az 5-HT:
receptorok medialjak [162]. Ezzel ellentétben késdébb Jorgensen és Kkollégai
megallapitottak, hogy nem az 5-HT1 receptorok, hanem az 5-HTz2a és az 5-HTzc
receptorok felelések a mérsékelt stressz-indukalta VP szekrécidért [156,163].
Kisérleteinkhez a szelektiv 5-HT1 receptor antagonista WAY-t [156,163], az 5-HT2
receptor antagonista KTS-t [164-168] és az 5-HTi,2 receptor antagonista MTG-t
[169-171] hasznaltuk. Medfigyeléseink szerint a KTS és az MTG szignifikans
modon csokkentette az 5-HT-okozta VP szint emelkedést, abban az esetben, ha

az 5-HT antagonista kezelést az 5-HT adagolas el6tt alkalmaztuk. Eszerint az
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izolalt NH szdvetkulturaban a VP szekréciot fokozd 5-HT effektus féleg az 5-HT2
receptorokon keresztul valosul meg.

Erdekes jelenség, hogy az 5-HT antagonistak csak akkor tudtak blokkolni
az 5-HT VP szekréciot serkentdé hatasat, amikor az 5-HT adagolas el6tt
alkalmaztuk 6ket. Ha az 5-HT kezelés megel6zte az antagonista adagolast, akkor
az 5-HT antagonistak hatastalanok voltak: a VP termelést nem csdkkentették. A
disszertacioban targyalt tobbi kisérletsorozatban, a HA, a DA, vagy az adrenerg
regulacio vonatkozasaban is megfigyelhetd ugyanez a jelenség, amely a
receptorok deszenzitizalédasaval magyarazhatd. A receptorok telitettsége miatt az
NH sejtek veszitenek szenzitivitasukbdl, igy az antagonista kezelés ellenére nem
csOkken a VP koncentracid. A masik lehetséges magyarazat az, hogy a 20 perces
inkubacio alatt az 5-HT kialakitja VP szint fokozé hatasat az NH-ban, és igy az 5-
HT antagonistak hatastalannak bizonyulnak.

Eredményeink arra utalnak, hogy az NH VP termelését az 5-HT-erg
rendszer direkt mdédon befolyasolja. Patkdnyban a VP szekrécié 5-HT-erg
szabalyozasa a hipofizis hatsé lebenyének szintjén is érvényesul.

Mas szerz6k korabban leirtak, hogy a GAL és receptorai (GALR1-GALR3)
[46] az agy olyan régidiban, illetve idegsejtieiben helyezkednek el, amelyek
klldnb6z6 neurotranszmittereket, koztuk 5-HT-t expresszalnak [74]. A raphe
magvak és a locus coeruleus teruletén talalhaté 5-HT-erg neuronokra kifejtett GAL
hatast tdbben is tanulmanyoztak in vitro elektrofiziolégiai [172,173], vagy in vivo
mikrodializis modszerrel [174,175]. Utobbi eljarast alkalmazva Kehr és
munkatarsai felismerték, hogy patkany hippocampusban a GAL a bazalis 5-HT
kivalasztas hatasos inhibitora. Effektusat a raphe magvak GAL receptorainak

stimulalasa révén szabalyozza [174].
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In vitro kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a GAL kezelés hogyan
befolyasolia az 5-HT altal kivaltott VP szekrécié fokozédast NH
szovettenyészetben. Medfigyeléseink szerint a VP szekrécié vonatkozasaban a
GAL és a 5-HT kozott antagonista interakcié all fenn, amely megfelel Fuxe és
kutatdcsoportja eredményeinek [176]. Ugy talaltuk, hogy az 5-HT adagolasa el6tt
alkalmazott GAL kezelés nem tudta teljes mértékben blokkolni az 5-HT Aaltal
indukalt VP kivalasztas emelkedését. Az utdlag alkalmazott GAL kezelés
ineffektivnek bizonyult. A GAL és 5-HT antagonizmusa a VP termelés
vonatkozasaban a hipotalamusztol fuggetlenul vizsgalhato, mivel a VP szekréciéra
gyakorolt ellentétes GAL és 5-HT hatas az izolalt NH szovetkultura pituicitaira

kozvetlenul is megvaldsul.
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V. Az adrenerg rendszer hatasa a vazopresszin kivalasztasra

Bevezetés

A VP kivalasztas szabalyozasaban az ozmotikus stimulus, illetve a
korabban emlitett kliléonb6zé neurotranszmitterek (GAL, HA, DA, 5-HT) mellett az
adrenerg rendszer is jelentds szerepet jatszik. Az i.c.v. adagolt adrenalin (ADR)
vagy noradrenalin (NADR) serkenti a VP kivalasztast [28,29]. A hipotalamikus
magnocellularis magvakba torténd direkt ADR vagy NADR injekciozas stimulalja a
VP sejteket [177,178], fokozva a VP mRNS szintézist [179]. Az exogén NADR a
magnocellularis neuronokat az ai-adrenoceptorok kézremikddésével serkenti
[180,181]. Az ADR, vagy NADR fokozza a VP szekréciét a hipotalamikus
explantatumokban [182], mas publikaciok azonban arrdl szamolnak be, hogy az
NADR gatolja a VP kivalasztast [183-186]. Ennek az ellentmondasnak az a
lehetséges magyarazata, hogy az adrenerg receptorok eltéréen oszlanak meg a
VP sejtek membranjanak felszinén, igy a kilénb6z6 adrenerg bemend jelek
(-input”) ugy gatld, mint serkent6 hatasuak egyarant lehetnek [28]. Az adrenerg
szinten vizsgaltak.

Kisérleteinkkel izolalt NH szdvettenyészetben kivantuk tanulmanyozni az

ADR és az NADR hatasat a VP szintézisre és szekréciora.

Modszerek

Az alabb felsorolt ADR és NADR agonistakat, illetve antagonistakat adagoltuk

a monolayer sejttenyészetek médiumaihoz (Sigma, Steinheim, Németorszag):
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1. Adrenalin (ADR, a-receptor agonista);

2. Phentolamin (PTA, ai+az-receptor antagonista);
3. Corynanthin (CAT, ai-receptor antagonista);

4. Yohimbin (YOB, a2-receptor antagonista);

5. Noradrenalin (NADR, B-receptor agonista);

6. Propranolol (PNL, B1+B2-receptor antagonista);
7. Atenolol (ATL, Bi-receptor antagonista);

8. Pindolol (PDL, B1t+p2-receptor antagonista).

A dbézis-hatas Osszefuggés meghatarozasahoz novekvd koncentracidban
ADR-t (10-10-10° M), illetve NADR-t (10°-10° M) adagoltunk a tenyészetekhez,
majd 1 6ra inkubalas utan mértuk a médium VP szintjét.

Az id6-kinetikai vizsgalatokhoz - ADR (10 M) és/vagy CAT (10° M), illetve
NADR (10 M) és/vagy PNL (106 M) 1 éras eldkezelés utan - a kovetkezé 90
percben 100 ul mintat vettink a médiumokbdl: az elsé 30 percben 10 percenként,
utana 30 percenként.

Az ADR és antagonistai kozotti interakcié vizsgalatdhoz megmértiik a 106
M ADR, 10° M PTA, 10% M CAT, 10% M YOB adagolas utan, 1 éra inkubalasi idét
kovetben a médium VP szintjét. Az NADR és antagonistai k6zotti kdlcsdnhatas
vizsgalatdhoz 10® M NADR-t, 10® M PLT-t, 10 M ATL-t, 108 M PDL-t
adagoltunk. Majd megvizsgaltuk az antagonistakkal torténd, 30 perces el6kezelést
kovet6 ADR, vagy NADR adagolas hatasat az VP szintre. A mintavételt 1 ora
inkubaciés id6 el6zte meg. A kovetkezé kisérleti fazisban 30 perces
elékezelésként ADR-t, vagy NADR-t alkalmaztunk. Ezt kdvetéen antagonistakat

adtunk a médiumokhoz, majd 1 éra mulva vettink mintat.
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GAL és ADR, illetve NADR interakcidjanak tanulmanyozasakor 1 6raval az
ADR (10 M), vagy NADR (10°® M) kezelés el6tt 10°® M GAL-t adagoltunk a
sejttenyészetek egyik csoportjahoz. A masik csoportban az ADR (10¢ M), vagy
NADR (10 M) adagolas 30 perccel megelézte a GAL (10°® M) kezelést. Mindkét

csoport esetében a kezeléseket 1 éras inkubacio kovette, ezutan hataroztuk meg

YV

Adrenalin hatasa a vazopresszin szekréciora

Eredmények

Az NH szdvettenyészet feluliszé médiumaban a VP koncentracié a
hozzaadott ADR mennyiségével egyenes aranyban novekedett (28. abra). A VP
szint emelkedése 108 M, vagy annal nagyobb dézisban adagolt ADR esetén valt

szignifikanssa.

*
x 28. abra:
:g < 2007 Az ADR hatasa az NH
@ o O Kontroll * szovettenyészet VP kivalasztasara
] "_"c’ 150+ oA Emelkedd ADR dézis (1071°-10"° M)
c o - . . 1 .
o Q hatasara linearisan novekv6 VP szint
g D 100- * volt kimutathaté a feliilaszo
g é médiumban
a8 504 (n=10; Atlag + S.E.M.;
> = *szignifikans kiilonbség a kontrollhoz
0 viszonyitva).

1010 10° 10® 107 10°% 10°M™

ADR és ai-receptor antagonista CAT VP szekréciora gyakorolt hatasanak

idokinetikajat szemlélteti a 29. abra. ADR adagolas hatasara jelentésen fokozédott
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a médium VP tartalma. Viszont az ADR bejuttatasat megel6z6 CAT kezelés

kivédte az ADR VP szint fokozd hatasat.

* * * 29. abra:

o _ 200- R Qe T ADR adagolist kiveté VP kivalasztis
iy X kinetikus gorbéje
© = J § ADR adas utan jelentdsen fokozodott a
£2 0 == Kontroll VP termelés. Az ADR kezelés el6tt
8 (e ; “O-A bejuttatott a;-receptor antagonista CAT a
c D 1001 -~V CAT + A médium VP tartalmat a kontroll szintre
g % csokkentette
o o 501 O, 0, P B ﬁ (n=10; Atlag £ S.E.M.;
> = *szignifikdns kiilonbség a kontrollhoz

oy | . . . . . . viszonyitva).

ab 10 30 50 70 90 110 perc

NH szovetkultura feliluszéjanak VP tartalma ADR hozzaadasa és 1 ora
inkubacio utan szignifikansan névekedett (30. abra). Az a receptor antagonistak
(PTA, CAT, YOB), dnmagukban adagolva, nem valtoztattdk meg a VP szintet.
Antagonista el6kezelést alkalmazva az ADR hozzaadasa el6tt azt tapasztaltuk,
hogy a PTA, ill. CAT kivédte a VP szint fokozddasat, a YOB viszont nem gatolta
az ADR hatasat. Utdlag adagolt antagonistak jelentésen nem valtoztattak az ADR
altal elGidézett VP koncentracio novekedést.

30. abra:

Az a-receptor antagonistak (PTA,

CAT, YOB) hatasa az ADR altal
a a kivaltott VP szint valtozasra
Egy oras inkubacio alatt a VP szint
emelkedett, ADR adasa utan.
Onmagéban alkalmazott a-receptor
antagonista kezelés nem okozott
valtozast a VP koncentracioban. Amikor
a PTA, ill. CAT adagolas megel6zte az
ADR kezelést, az ADR altal kivaltott
b b VP szint fokoz6das nem jott 1étre. YOB

elézetes adasa nem védte ki az ADR

hatéasat. Amikor az ADR kezelés
megelézte az antagonistak adasat, a VP

| [
o

200+

acio

[EEN
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o
'l

(pg/mg fehérje)
3

a
o
1

o
Kontroll |

VP koncentr

YOB )

< < < < = < < m  koncentracio ndvekedésében jelentds
F iR 6 hal 6 s 9 csokkenés nem volt kimutathato.
= :E 6 ;l-( 9 :( (n=10; Atlag + S.E.M.; a: szignifikans

kiilénbség a kontrollhoz viszonyitva;
b: szignifikans kiilonbség az
ADR-kezelthez viszonyitva).
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Az NH szdvetkultuira VP produkciojat megvaltoztatd GAL és ADR
kolcsonhatast demonstralja a 31. abra. Az NH szovettenyészet VP szekrécidja az
ADR kezelés hatasara fokozddott. Az ADR kezelést megel6z6 GAL adagolas
megakadalyozta az ADR altal el6idézett VP koncentracié emelkedést. Amikor a
GAL-t az ADR kezelést kdvetéen alkalmaztuk, a GAL hatastalannak bizonyult az

ADR altal megnovelt VP kivalasztas vonatkozasaban.

a 31. abra:
© 200+ == a GAL és ADR interakcidja az NH szovetkultira VP
C O termelésének vonatkozasaban
C 5 50l Az NH szovettenyészet VP termelését az ADR
t .qc, kezelés fokozta. Az ADR kezelést megel6z6 GAL
8 u— adagolas blokkolta az ADR indukalta VP szint
c @ 1004 b emelkedést. Utdlag adagolt GAL nem gatolta az ADR
o £ o o -
X 5 hatasat VP kivalasztas vonatkozasaban
oo 50 (n=10; Atlag £ S.EM.;
> a: szignifikans kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva,

b: szignifikans kiilonbség az ADR-kezelthez
viszonyitva).

o ']
Kontroll |-|
o i

GAL +A
A + GAL

Noradrenalin hatasa a vazopresszin szekrécidéra

Eredmények

Az NADR kezelés és a VP kivalasztas dbzis-hatas dsszefliggését mutatja a
32. dbra. Novekvs dozisban adagolt NADR (10°-10° M) emelked6 VP szekrécidt
valtott ki az NH szovettenyészetben. A VP szint névekedése 107 M, vagy annal

nagyobb dézisu NADR kezelés esetén valt szignifikanssa.

200+
:g ™ O Kontroll 32 Abra:
‘© ~’d:.>‘ 150+ —<—NA Az NADR hatasa a VP Kivalasztasra
= Emelkedé NADR dézis (10°-10° M)
o2 100 * hatéasara linearisan ndvekedett a VP
S o szint a feliilisz6 médiumban.
o £ (n=10; Atlag = S.E.M.; *szignifikans
a g-) 50+ kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva).

O L] L] L]

10° 10® 107 10% 10° wm
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Az NADR és PBat+Pz-receptor antagonista PNL kezelés VP szekréciora

gyakorolt hatasanak kinetikus gorbéjét tuntettik fel a 33. abran. Az NADR

adagolas szignifikans VP szint ndovekedést okozott a felUluszéban. Az NADR

kezelést megel6z6 PNL hozzaadas a médium VP tartalmat a kontroll szintre

csokkentette.
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33. abra:

NADR adast kovetéo VP
kivalasztas kinetikus gorbéje
NADR adés utén jelentésen
fokozodott a VP termelés.

Az NADR kezelés elott bejuttatott
B1+P2-receptor antagonista PNL
a médium VP tartalmat a kontroll
szintre csokkentette

(n=10; Atlag + S.EM;
*szignifikans kiilonbség a
kontrollhoz viszonyitva).

NADR kezelés utan, egy o6ras inkubacié alatt a VP szint emelkedett (34.

abra). Onmagéaban adott PNL, illetve ATL kezelés nem eredményezett valtozast a

VP koncentracioban. PDL az NADR-hez hasonldan fokozta a VP termelést.
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34. abra

p-receptor antagonistak (PNL,
ATL, PDL) hatasa az NADR altal
kivaltott VP szint valtozasra
NADR adasa az egy 6ras inkubacio
alatt VP szint emelkedést okozott.
Onmagaban adott PNL, ill. ATL
kezelés nem idézett el valtozast a
VP koncentracioban. PDL az
NADR-hez hasonldan fokozta a VP
produkcidt. Eldzetesen alkalmazott
PNL blokkolta az NADR okozta VP
szint emelkedést, mig az ATL ilyen
hatast nem idézett el6. Amikor az
NADR kezelés megel6zte a PNL
adasat, a VP koncentracid
novekedésében csokkenés nem volt
kimutathat6

(n=10; £ S.EM,;

a: szignifikans kiilonbség a
kontrollhoz viszonyitva,

b: szignifikans kiilonbség az
NADR-kezelthez viszonyitva).



Az el6zetesen alkalmazott PNL kivédte az NADR okozta VP szint
emelkedést, mig az ATL ilyen hatast nem idézett el6. Amikor az NADR kezelés
megel6zte a PNL adasat, a VP koncentracio novekedésében csokkenést nem
tudtunk kimutatni.

Az NH szdvetkultuira VP termelését befolyasoldé GAL és NADR
kdlcsOnhatast szemlélteti a 35. abra. Az NADR kezelés hatasara fokozodott a
szovettenyészet VP szekrécioja. Az NADR kezelést megel6z6 GAL adagolas
megakadalyozta az NADR altal elidézett VP koncentracid emelkedést. Amikor a
GAL-t az NADR kezelést kovetben alkalmaztuk, a GAL hatastalannak bizonyult az

NADR altal kivaltott VP kivalasztas fokozddas vonatkozasaban.

2004 35. 4 .
. abra:
0 > GAL hatasa az NADR altal eléidézett VP szekrécio
8 = 150+ fokozodasra NH szovetkultiraban
‘E -ch NADR kezelés fokozta a NH szovettenyészet VP termelését.
oQ 1004 NADR kezelést megel6z6 GAL adagolas blokkolta az
8 2] NADR indukalta VP szint emelkedést. Utolag adagolt GAL
g % nem gatolta az NADR VP kivalasztasra gyakorolt hatasat.
oo 50+ a (n=10; £ S.EM.;
> = I_‘I a: szignifikans kiilonbség a kontrollhoz viszonyitva,
0 . b: szignifikans kiilonbség az NADR-kezelthez viszonyitva).
s 3 2 2 2
‘E O] + O]
g 2 <
o =2
Megbeszélés

A szakirodalomban szamos publikacio foglalkozik a katekolaminok VP
kivalasztasra kifejtett hatasaival. A morfolégiai és funkcionalis kutatdsok soran
leginkabb a hipotalamikus regulaciot vizsgaltak. Human hipotalamuszban végzett
vizsgalatok alapjan beszamoltak az adrenerg rendszernek a VP kivalasztasra

gyakorolt hatasardl [187]. A pituicitak jelentéségének tisztdzasa a katekolaminok
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altal kivaltott VP szekrécids valtozasokban kevésbé vizsgalt téma. Eredményeink
arra utalnak, hogy az NH szintjén az ADR és az NADR jelent6s befolyast gyakorol
a VP szekréciora.

Katekolaminokkal végzett kutatasaink eredményei arra utalnak, hogy a VP
szekréciojanak adrenerg kontrollja az NH szintjén is érvényesul. Medfigyeléseink
alapjan feltételezziik, hogy az NH-ban adrenerg receptorok vannak. Felmerul a
kérdés, hogy melyik receptor tipus vesz részt az NH VP szekréciojanak
szabalyozasaban. Mostanaig 9 adrenerg receptor tipust azonositottak: 3-féle ai-
receptor tipust, 3-féle az-receptor tipust és 3-féle B-receptor tipust [188-191].
Tapasztalataink szerint a PTA és a CAT adagolas teljes mértékben kivédte az
ADR okozta VP szint emelkedést, ha az ADR kezelés el6tt alkalmaztuk azokat.
Ugyanakkor az az-receptor antagonista YOB hatastalannak bizonyult. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az izolalt NH szdvetkulturaban a VP szekrécié ADR-
okozta emelkedése az ai-receptorok kozvetitésevel realizalodik. Ezt a feltételezést
mas kutatok eredményei is megerdsitik [28,178,182,192]. A [-receptor
antagonistakkal kapcsolatban elmondhaté, hogy a PNL (a Bit+p2-receptor
antagonista) adagolas preventiv hatasu, ha az NADR kezelés el6tt alkalmazzuk.
Ugyanebben az esetben a specifikus Bi-receptor antagonista ATL hatastalan volt.
Meglepé mddon az onmagaban alkalmazott Bi+P2-receptor antagonista PDL
kezelés fokozta a VP szekréciot. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az NH
szbvettenyészetben a B2 receptorok jatszanak szerepet az NADR altal eldidézett
VP kivalasztas fokozodasban.

Kllénés moédon az adrenerg antagonistak csak abban az esetben
mérseékelték az ADR, vagy NADR altal el6idézett fokozott VP kivalasztast az NH-

ban, ha az antagonista kezelés megel6zte az ADR, vagy NADR adagolast. Ha az
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ADR, vagy NADR kezelést alkalmaztuk elébb, akkor az adrenerg receptor
antagonistak ineffektivnek bizonyultak, a VP produkcio valtozatlanul ndvekedett. A
HA, a DA és az 5-HT hatasaival foglalkozé korabbi kisérleteink soran hasonld
tapasztalatokat szereztink. A jelenség egyik lehetséges magyarazata ebben az
esetben is az, hogy a 20 perces inkubacids id6 elég hosszu ahhoz, hogy az ADR,
vagy NADR kialakitsa a VP szint fokoz6é hatasat az NH-ban, és igy az adrenerg
antagonista utdkezelés mar hatastalannak bizonyul. Mas megkdzelitésben a
receptorok deszenzitizalédasaval magyarazhaté. A receptorok telitettsége miatt az
NH sejtek veszitenek szenzitivitasukbdl, igy az antagonista kezelés ellenére nem
csOkken az NH szdvetkultura fellluszé médiumanak VP koncentracioja.

Eredményeink alapjan megallapithaté, hogy az ADR, illetve az NADR VP
kivalasztast serkent6 hatasaban nincs szignifikans kulénbség. Nem vart fejlemény,
hogy PDL (B1+B2 antagonista) kezelés utan fokozott VP szekréciét észleltink. Ez a
latszolagos ellentmondas azzal magyarazhaté, hogy a PDL nemcsak mint
blokkolé jatszik szerepet az adrenerg regulaciéban, hanem jelentés ,intrinsic
sympathomimetic action (ISA)” tulajdonsaganak megfeleléen erés adrenerg
agonista hatasa is van [193].

Megvizsgaltuk a GAL-adrenerg rendszer interakciojat az NH VP kivalasztas
vonatkozasaban. Azt talaltuk, hogy el6zetesen adott GAL kivédte az ADR, illetve
NADR okozta VP szint emelkedést.

Ismeretes, hogy a GAL és receptorai (GALR1-GALR3) jelen vannak az agy
klilonb6z6  neurotranszmittereket,  koztlk  katekolaminokat  expresszalo
neuronjaiban [46,74]. A locus coeruleus terlletén talalhatd NADR-erg neuronokra
kifejtett GAL hatast tdbben is tanulmanyoztak in vitro elektrofizioldgiai [172,194-

196], vagy in vivo mikrodializis mddszerrel [197].

68



Hipotalamikus szinten is kolcsOnhatasban all egymassal a GAL és a
katekolamin-termelés. Tsuda és kollégai [198] in vitro hipotalamusz metszeteken
végzett kisérleteik alapjan megfigyelték, hogy a GAL részt vesz a centralis
NADR kivalasztasanak hatasos gatlészere [146]. Ennek megfeleléen a VP
szekrécid szabalyozasaban a GAL-nak antagonista hatdsa van az adrenerg
rendszer mikodéseére.

Kisérleteink soran megvizsgaltuk, hogy a GAL kezelés hogyan befolyasolja
az adrenerg rendszer altal kivaltott VP szekrécio fokozodast az NH
szovettenyészetben. Medgfigyeléseink szerint a VP szekrécié szabalyozasaban a
GAL és az adrenerg rendszer kdzott antagonista interakcio all fenn. Ugy talaltuk,
hogy az ADR, vagy NADR adagolasa el6tt alkalmazott GAL kezelés csokkentette
az ADR, vagy NADR altal kivaltott VP kivalasztas emelkedését. Az utdlag
alkalmazott GAL kezelés hatastalannak bizonyult az ADR, vagy NADR altal
el6idézett VP szint fokozédas vonatkozasaban. A GAL és az adrenerg rendszer
ellentétes hatasa a VP termelés vonatkozasaban a hipotalamusztdl figgetlendl is
ervenyesul, mivel a VP szekréciéra gyakorolt ellentétes GAL és adrenerg hatas az
izolalt NH szdvetkultura pituicitaira gyakorolt direkt effektus altal is megvaldsul.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az adrenerg rendszer direkt modon hat
a VP termelésre az NH-ban. A VP szekrécid adrenerg kontrollja és a GAL-
adrenerg interakci6 a hipofizis hatsé lebenyének szintjén is érvényesul

patkanyban.
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Osszefoglalas

Kisérleteink soran a neuropeptid, illetve a monoaminerg rendszer
jelentéséget vizsgaltuk a hipotalamo-NH rendszer mUkodéseének
szabalyozasaban.

In vivo kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a sertés bélbdl izolalt, 29
aminosavbdl allé GAL fontos szerepet jatszik az NH VP kivalasztasaban.
Kimutattuk, hogy i.c.v., illetve i.v. bejuttatas utdn a GAL nem befolyasolja a bazalis
VP kivalasztast. Az ozmotikus (2.5% NaCl oldat) és nem-ozmotikus (HA) inger
hatasara fellép6 VP szint emelkedést az i.c.v. GAL kezelés részben, illetve teljes
mértékben kivédte. Osszehasonlitottuk a patkany, sertés és human GAL hatasat a
VP szint csOkkenés meértékére. Itt azonban kuldonbséget nem talaltunk.

A GAL molekula biolégiai aktiv centrumat tanulmanyozva megallapitottuk,
hogy a 30 aminosavat tartalmaz6 human GAL 1-16 N-terminadlis fragmense, a
telies molekula hatasaval megegyezéen csdkkenti a VP kivalasztast. Mig a 16-30
C-terminalis GAL fragmens hatastalannak bizonyult. E medfigyelésbdl arra
kovetkeztettunk, hogy az aktiv centrum a GAL molekula elsé részére lokalizalodik.
A GAL hatas specificitdsanak bizonyitasara a GAL i.c.v. injekcié beadasa elétt
GAL antagonista galantidot (M15) adtunk. Megallapitottuk, hogy a GAL
antagonista teljesen kivédte a 2.5%-o0os NaCl oldat, illetve a HA adagolasa altal
emelkedett plazma VP szintnek a GAL-okozta csOkkenését.

In vitro kisérleteink alkalmaval patkany GAL hatasat tanulmanyoztuk a VP
kivalasztasra izolalt patkany NH szovetkulturaban. Dr. Galfi Marta tanarné altal
korabban kidolgozott és publikalt modszer segitségével olyan NH sejtkulturat
tudtunk el6allitani, amely képes VP termelésre és kivalasztasra. A

szOvettenyészet feluluszé médiumaban megjelen6 VP koncentracidjat RIA
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eljarassal hataroztuk meg. Megallapitottuk, hogy a szdvetkulturaban a VP
kivalasztas az inkubacio kezdetétdl szamitott 5-6. napon indul meg, fokozatosan
novekszik, a 13-14. napon eléri a maximumot és a késbébbiek soran a feluluszé
médium VP tartalma nem valtozik. Kisérleteink alkalmaval 14 napos
szovetkulturakat hasznaltunk. Megfigyeltik, hogy egy-két 6ras inkubacié utan a
fellluszé6 médiumban doézistol fliggben (10°-10¢ M) a GAL szignifikdns mddon
csokkentette a VP koncentraciot.

A tovabbiakban az aspecifikus ozmotikus inger VP szekréciora gyakorolt
hatasat vizsgaltuk az NH szOvettenyészetben. K*-ot adtunk a fellluszo
médiumhoz és jelentés VP kivalasztas fokozddast észleltiink, a VP szekrécio
novekedes elézetes GAL kezeléssel nem védhetd ki. Mivel a K* hormonszekréciot
fokozd hatasa nem receptorokhoz kotott, ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a
tenyésztett pituicitak membranjan GAL receptorok helyezkednek el, és a GAL-
monoaminerg interakcid a specifikus receptorok kozremiikodésével érvényesul.

A monoaminerg anyagok kozul elészor a HA hatasat tanulmanyoztuk a VP
kivalasztasra. Megallapitottuk, hogy a VP termelés a HA dozisatol fuggben
novekszik a felilusz6 médiumban. A VP kivalasztas fokozodas részben
blokkolhaté el6zetesen adott Hi és H2 receptor antagonistakkal: MEP (Hi receptor
antagonista), illetve CIM (H2 receptor antagonista). A Hs-Ha receptor antagonista
TPE hatastalannak bizonyult. Amennyiben a MEP, illetve CIM adagolasa a HA
hozzaadasa utan tortént, a VP szint emelkedés valtozatlan maradt. Kisérleteink
alapjan arra kovetkeztettink, hogy a Hi és H2 receptorok szerepet jatszanak a HA
altal kivaltott VP szekrécio fokozdédasban in vitro koralmények kozott, mig a Ha+Ha
receptor antagonista TPE ineffektivnek bizonyult. A GAL-HA interakciot vizsgélva

megallapitottuk, hogy a HA kezelés elétt adagolt GAL részben kivédi a VP szint
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emelkedést, mig a HA adagolas utan alkalmazott GAL nem csOkkentette az NH
VP kivalasztasanak fokozodasat. Ezt a jelenséget azzal magyaraztuk, hogy a HA-
val torténd 20 perces elbinkubaciés periddus alatt jelentds VP szekrécid
novekedés jon létre, amelyet az utdlag adott HA antagonistak, illetve GAL
jelentésen nem tudott csokkenteni. Eredményeink arra utalnak, hogy a HA-erg
regulacio és a GAL-HA interakci6 a VP kivalasztds vonatkozasaban a
hipotalamusztél figgetlenil, a hipofizis hatsolebeny szintjén is érvényesdl.

A tovabbiakban a DA hatasat vizsgaltuk a VP kivalasztasra. Kimutattuk,
hogy DA és a DA-aktiv APM, illetve PLG novelte a VP szintet az NH
szovetkulturaban. A DA-aktiv vegyuletek altal kivaltott VP szint emelkedést a
médiumhoz el6zetesen hozzaadott GAL teljes mértékben kivédte. A GAL receptor
antagonista galantid (M15) viszont megelézte a GAL DA-blokkol6 hatasat.
Vizsgalataink arra utalnak, hogy az NH sejtjeiben (a pituicitdkban) DA receptorok
vannak és a DA-erg regulacio, valamint a GAL-DA interakcié a hipotalamusztdl
fuggetlendl, a hipofizis hatsélebeny szintjén is érvényesdil.

A neurotranszmittereknek az NH hormonok kivalasztasaban jatszott
szerepét tanulmanyozva a kovetkez6 kisérletsorozatunkban az 5-HT hatasat
vizsgaltuk. A VP szint, az 5-HT dbzisatdl fliggben szignifikdns emelkedést mutatott
a szoOvetkultura feliluszé médiumaban. A VP kivalasztas fokozédasa részben
megakadalyozhat6é az 5-HT kezelés el6tt adott 5-HT antagonista KTS-sel, illetve
MTG-vel. A WAY nem befolyasolta az 5-HT okozta VP szekrécié fokozddast. Ezek
alapjan arra kovetkeztettink, hogy az 5-HT:2 receptor a felelés az 5-HT altal
kivaltott VP szekrécid novekedésben, izolalt NH szovetkulturaban. Az 5-HT és a
GAL interakciojat vizsgalva kimutattuk, hogy az 5-HT 4&ltal kivaltott VP kivalasztas

fokozddasa részben kivédheté elbzetesen adagolt GAL bejuttatasaval.
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Amennyiben az 5-HT adagolas megel6zte a GAL hozzaadasat, a GAL preventiv
hatasa nem érvényesult. Mindezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
az 5-HT rendszer a VP kivalasztast direkt modon, a hatso lebeny szintjén is
befolyasolja.

A monoaminerg vegyuletek kozul végul az adrenerg rendszer jelentéségét
tanulmanyoztuk. Megallapitottuk, hogy az ADR, illetve az NADR egyarant noveli
az NH sejtek VP termelését. El6zetesen adott a receptor antagonista PTA (ai1+a2
receptor antagonista), illetve CAT (a1 receptor antagonista) kivédte a VP szint
emelkedést, mig az a2 receptor antagonista YOB nem befolyasolta az ADR-okozta
VP koncentracié fokozddast. A Bi+ B2 receptor antagonista PNL az NADR adas
el6tt megakadalyozta a VP szint emelkedést. Az ATL (B1 receptor antagonista)
nem valtoztatta meg az NADR indukalta VP koncentracié novekedést. Meglep6
eredményt kaptunk a PDL (B1+ B2 receptor antagonista) kezelést kdvetéen. A PDL
onmagaban (az NADR adashoz hasonléan) fokozta a VP termelést. Az
ellentmond6 eredményt az magyarazhatja, hogy a PDL-nek nemcsak B receptor
blokkol6 hatadsa van, hanem jelentds ,intrisic sympathomimetic action (ISA)”
tulajdonsaganak megfeleléen erés adrenerg agonista hatassal is rendelkezik.
Megvizsgaltuk a GAL-adrenerg rendszer interakcidjat is. Azt talaltuk, hogy
el6zetesen adott GAL kivédte az ADR, illetve NADR-okozta VP szint emelkedést.
Vizsgalataink alapjan arra kovetkeztettunk, hogy az a1 és P2 adrenerg
receptorokon keresztlul érvényesul az ADR, illetve NADR altal kivaltott VP
termelés fokozodas NH szovetkulturaban. A VP kivalasztas adrenerg regulacioja

és a GAL-adrenerg interakcio a hipofizis hatsdlebeny szintjén is kimutathaté.
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Summary

The significance of the neuropeptide and monoaminergic systems in
regulation of the function of the hypothalamo-neurohypophyseal system was
examined.

Our in vivo experiments revealed that the 29 amino-acid-containing GAL,
isolated from the porcine intestine, plays an important role in the regulation of VP
secretion. There were no changes in the basal VP secretion after i.v. or i.c.v. GAL
administration. l.c.v. GAL treatment partially or totally blocked the VP level
enhancement induced by 2.5% NaCl or HA administration. There was nho
significant difference in the inhibitory effects of rat, porcine or human GAL. Study
of the active centre of the GAL molecule revealed that the human GAL 1-16 N-
terminal fragment decreased the level of VP secretion. The GAL 16-30 C-terminal
fragment was ineffective. This observation suggested that the active centre is
localized in the N-terminal part of the GAL molecule. To prove the specificity of the
GAL effect, we administered the GAL antagonist galantid (M15) before the GAL
i.c.v. injection. We found that the GAL antagonist totally prevented the inhibitory
effect of GAL on the increased plasma VP level following the administration of
2.5% NacCl solution or HA.

In our in vitro experiments the effects of GAL on VP secretion in isolated rat
NH tissue cultures were studied. Using the method of Galfi, we could make NH
tissue cultures capable of VP production and secretion. The VP content of the
supernatant medium was determined by RIA. We proved that the VP content of
the medium appeared on day 5 or 6, and gradually increased up to day 13 or 14.

The hormone secretion had become constant by this time. We used 13-14-day
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cultures of NH tissue for our experiments. A significantly and dose-dependently
decreased content of VP was detected following the administration of 10-°-10° M
doses of GAL.

In the next experimental phase, we examined the effects of non-osmotic
stimuli on VP secretion in isolated NH tissue cultures. Significantly elevated VP
levels were measured after K* administration. The enhancement of VP secretion
could not be prevented by previous GAL treatment. The enhancing effects of K* on
hormone secretion is not dependent on the receptors, and we therefore concluded
that there are GAL receptors on the membrane of the pituicytes of the isolated
tissue cultures, and specific receptors are involved in the interactions between
GAL and the monoaminergic system.

Of the monoaminergic compounds, the effects of HA on VP secretion were
examined first. Significantly increased levels of VP production were detected in the
tissue culture media following HA administration, depending on the HA dose. The
VP secretion elevation could be partially blocked by previous administration of the
Hi-receptor antagonist MEP or the H2-receptor antagonist CIM. The Hs—Ha
receptor antagonist TPE did not influence the VP secretion increase induced by
HA. MEP or CIM application after HA administration proved ineffective. We
concluded that mainly the Hi- and Hz-receptors are involved in the HA-induced
increase of VP secretion, while the Hs—Has-receptor antagonist TPE proved
ineffective in isolated NH tissue cultures. Study of the interaction between GAL
and HA demonstrated that the HA-induced elevation of the VP level was partially
blocked by GAL administration before HA treatment. GAL administration after HA
treatment did not decrease the enhancement of VP secretion. This phenomenon

can be explained in that the 20-min preincubation period is probably long enough
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for the VP level-increasing action of HA, and thus GAL is ineffective. The results
indicate that the HA-ergic control and GAL-HA interaction relating to VP secretion
from the NH tissue in rats can occur independently of the hypothalamus, at the
level of the posterior pituitary.

In the next experimental series, the effects of DA on VP secretion were
studied. We observed that DA and DA-active compounds (APM and PLG)
increased the VP level in the medium of isolated NH tissue cultures. The VP level
elevations induced by DA-active compounds were totally blocked by the previous
administration of GAL. The DA-blocking effect of GAL was prevented by addition
of the GAL receptor antagonist galantid (M15). Our results indicate that there are
DA receptors in the cells of the NH (pituicytes), and that the DA-ergic regulation
and the GAL-DA interaction can occur independently of the hypothalamus, at the
level of the posterior pituitary.

As cincerns the role of neurotransmitters in VP secretion, the effects of 5-
HT were examined in the following experimental phase. Significantly increased
levels of VP production were detected in the tissue culture media following 5-HT
administration, depending on the 5-HT dose. The VP secretion elevation could be
partially blocked by previous administration of the 5-HT antagonist KTS or MTG.
WAY did not influence the VP secretion increase induced by 5-HT. Accordingly,
we conclude that mainly the 5-HT2 receptors are involved in the 5-HT-induced
increase of VP secretion in isolated NH tissue cultures. Examination of the
interaction between 5-HT and GAL indicated that GAL administration before 5-HT
treatment partially blocked the 5-HT-induced elevation of the VP level. GAL

administration after 5-HT treatment proved ineffective. These results reveal that
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VP release from the NH is influenced by the 5-HT-ergic system directly at the level
of the posterior pituitary.

Finally, the significance of the actions of ADR and NADR on VP secretion
was studied. Significantly increased VP levels were detected in the tissue culture
media following the administration of ADR or NADR, depending on the dose. The
VP secretion elevation was totally blocked by the previous administration of PTA
(an ait+az-receptor antagonist) or CAT (an ai-receptor antagonist). YOB (an a2-
receptor antagonist) did not influence the VP secretion increase induced by ADR.
PNL (a Bi+B2-receptor antagonist) before NADR administration prevented the VP
secretion increase. ATL (a Bi-receptor antagonist) did not block the VP secretion
elevation induced by NADR. Surprisingly, the administration of PDL (a Bi+fB2-
receptor antagonist) enhanced VP secretion. This contradictory effect can be
explained in that PDL not only acts as a [-receptor blocker, but also exerts
“‘intrinsic sympathomimetic action (ISA)” and a strong adrenergic agonist effect. As
regards the interactions between GAL and the adrenergic system, we observed
that GAL administration before ADR or NADR treatment prevented the VP level
elevation induced by ADR or NADR. We concluded that mainly the ai- and Be-
adrenergic receptors are involved in the ADR- or NADR-induced increase of VP
secretion in isolated NH tissue cultures. The adrenergic control of VP secretion
and the interactions between GAL and the adrenergic system can occur at the

level of the posterior pituitary.
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Zarszo

Kutatasaink alapkutatasnak mindsulnek. Eredményeink ujabb adatokat
szolgaltatnak a hipotalamo-NH rendszer mikodésének jobb megértésehez.

Az ozmoregulacié, illetve vizhaztartdas szempotjabdl jelentés VP
termelésének és kivalasztasanak szabalyozasat vizsgaltuk. A human
betegségekben, példaul Alzheimer-kérban [199], is szerepet jatszd GAL élettani
hatdsainak megismerését, valamint a GAL- monoaminerg rendszer kapcsolatanak
kutatasat tlztlk ki célul.

Kisérleteink soran bizonyitottuk, hogy in vivo kdralmények kozott a GAL-erg
rendszer jelentbés szerepet jatszik a VP kivalasztas regulaciojaban. In vitro
eredményeink alapjan a VP szekrécid GAL-erg kontrollja és a GAL-monoaminerg
interakcio az izolalt NH szdvetkulturaban a hipotalamusztél figgetlenul, a hipofizis
hatsélebeny szintjén is érvényesul.

Eredményeinkkel hozzajarulni kivanunk a GAL-erg rendszer mikodésének
jobb megértéséhez, amely perspektivikus lehet az Alzheimer-kér hatékony

kezelési eljarasainak kidolgozasaban.
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