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ROVIDITESEK

5-HT: szerotonin

ADR: adrenalin

GAL: galanin

HA: hisztamin

NADR: noradrenalin

NH: neurohypophysis

OT: oxytocin

PVN: nucleus paraventicularis
RIA: radioimmunoassay

SON: nucleus supraopticus



BEVEZETES

Az allati szervezet homeosztazisanak fenntartdsa az ideg-, az endokrin- és az immunrendszer
altal komplexen szabalyozott. Az endokrin- ¢&s idegrendszer kozotti kapcsolat
megteremtésében a gliasejtek jelentds szerepet jatszanak. Hormonalis indukciora a gliasejtek
alapvetd fontossaguva valnak az idegrendszer fejlédésében, anyagcseréjében €s aktivitdsaban,
tovabba visszahatnak a hormon release-re. A neurohypophysis-t (NH) alkotd pituicytak glidlis
eredetli sejtek, melyek hormonszekrécidja neurovaszkularis kapcsolatokkal szabélyozott. Az
astroglia sejtek a hypothalamusban kiilonb6zé neuronokhoz futd szinaptikus bemeneteket
szabalyoznak, illetve részt vesznek a hypophysis hormonok elvalasztasaban.

A normal endokrin funkcidhoz intakt hypothalamus sziikséges. A hypothalamikus sejteknek
harom tipusat kiilonbozetjiik meg. Az egyik csoportot képviselik a magnocellularis neuronok,
melyek az arginin-vazopresszint és az oxytocint (OT) szintetizaljak. A sejttestek a nucleus
supraopticus-ban  (SON) ¢és a nucleus paraventricularis-ban (PVN) talalhatok,
idegvégzddésekbdl neurohormonok szabadulnak fel a NH-ben.

Az elsO peptidhormon, aminek a szerkezetét is meghataroztak és a bioldgiailag aktiv formajat
kémiai uton is szintetizaltdk az OT volt.

A fobb neurohormonok nemcsak fiziologiai stimuldcio hatisara iiriilnek, hanem bizonyos,
veliik egylitt eldforduld peptidek fokozhatjak, illetve gatolhatjdk a szekrécidjukat. Az OT
/5-HT/, hisztamin /HA/) és peptiderg (galanin /GAL/) nerurotranszmitter szabalyozza.

A katekolaminok k6z¢ tartozé dopamin, ADR, NADR neurotranszmitterek és/vagy hormonok
a periférian, 1illetve a kozponti idegrendszerben taldlhatok. A  noradrenalin
neurotranszmitterként fordul el6 az agyban. A NADR N-metilacioja soran keletkez6 ADR a
mellékveseveld hormonja, kiilonb6zd szervekben a katekolamin receptorokat stimuldlja. Az
agyban kiilonb6z6 katekolamin receptorok (o, a, és B) talalhatok, a NADR és ADR ezen
receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat.

A szerotoninerg neuronok sejttestjei diszkrét sejtcsoportokban fordulnak elé az agytdrzs
kozépvonalanak mentén. Axonjaik a kozponti idegrendszer csaknem egész teriiletét
beidegzik. Az 5-HT azon neurotranszmitterek egyike, mely részt vesz a hypophysealis
szekrécid hypothalamicus kontrolljaban. A 5-HT receptorok harom csaladja G-protein
kapcsolt: az els6t az 5-HT, és 5-HTs, a masodikat 5-HT, és a harmadikat a 5-HT4, 5-HTg €s
5-HT; egyiitt alkotja. Kiilon csaladot alkot az 5-HT; receptor mely ligand-vezérelt



ioncsatorna. Kiilonbség a szignal transzdukcidé mechanizmusdban, a neuroanatomiai
elé6fordulasaban, valamint a szintetikus kémiai dgensek iranti affinitdsdban van.

A HA szamos fizioldgiai és patologiai folyamat medidtora az idegrendszeren beliil és kiviil. A
kozponti idegrendszerben eléforduld6 HA szamos agyi funkcid fontos reguldtora. Annak
ellenére, hogy a kdzponti idegrendszer csaknem egészében tartalmaz hisztaminerg rostokat, a
beidegzés denzitasa eltérd. Valamennyi gerincesben a nucleus tuberomammilary-ban
eléfordulnak hisztaminerg neuronok. A tuberomammilary-ban taldlhatd sejtek monoaminerg
inputokat kapnak adrenerg, noradrenerg és serotoninerg sejtektdl. A HA négy G-protein
kapcsolt receptoron keresztiil fejti ki hatasat. Az agyban a H;, H;, és Hj; receptorok
meghatarozott teriileteken fordulnak eld, de nem kdthetdk egyes neuronokhoz.

A GAL 29/30 aminosavbdl all6 neuropeptid, ami a bél és agyi neuropeptidek csaladjaba
tartozik. A GAL jelen van mind az idegrendszerben, mind a periférids szovetekben. Egyes
patkany €s human agyi struktirdkban mas neurohormonokkal ill. neuromediatorokkal egytitt
expresszalodik. A GAL-nak parakrin-endokrin hatdsa van hypothalamus-hypophysis
egységen beliill. A GAL G-protein kapcsolt receptorokon és ioncsatornakon (Ca®’, K")

keresztiil fejti ki hatasat. Az idegrendszeren beliil széles spektrumu eléfordulast mutat.

CELKITUZESEK

Irodalmi adatok szerint a hypothalamus magnocellularis sejtjeiben (PVN, SON) az OT
intracellularis szintje monoaminerg (ADR, NADR, 5-HT, HA) és peptiderg (GAL)
szabalyozas alatt all. A fiziologidsan aktiv OT a NH pituicytaibol szabadul fel. igy a
hypothalamikus reguldcidoban ¢érintett peptidek ¢és monoaminok neurohypophysealis OT
release szabalyozasaban valo szerepe kiilonosen érdekes kérdéskort képvisel. Jelen munkank
sordan célunk az wvolt, hogy a vazolt problémakort vizsgaljuk. A problémakor

tanulmanyozéasahoz a kdvetkez6 feladatokat és kérdéseket kellett megoldani:

1/a. Sejtszintli szabdlyozas tanulmanyozasat jelentd standard in vitro modellrendszer (NH

sejtkultura) Iétrehozasa.

1/b. A funkciondlisan aktiv NH sejtkultirdbol az elvalasztott OT tartalom meghatarozasahoz

modositott radioimmunoassay (RIA) modszer beallitasa.



2/a. A kialakitott standard pituicyta kultara OT szekrécid valtozdsainak vizsgalata ADR,
NADR, 5-HT, HA dézis és id6fiiggésében.

2/b. Az emlitett monoaminerg agensek specidlis receptor tipusainak OT release kapcsolt
funkcionalis jelenlétének tanulmanyozasa a specifikus receptor altipusok agonistainak és/vagy

antagonistainak jelenlétében.

3. Az OT elvalasztds GAL receptorok altali szabalyozasanak vizsgalata peptiderg regulacio

okan.

4. Az OT szekrécid monoaminerg és peptiderg receptor funkcidk altali interakciok, mint a

szabalyozas jelentds lehetéségének meghatarozasa.

MODSZEREK

Neurohypophysis sejtkultura

A hypophysis neurohypophysedlis sejtjei, a pituicytak, glidlis eredetlieck. Munkank soran
Wistar him patkanyokbdl (ts.: 180-200 g) steril koriilmények kozott eltavolitottuk a NH-eket.
A szdvetet enzimatikusan [tripszin (0,2 %; 30 min.), kollagendz (30 pg/ml; 60 min.), diszpaz
(300 IU/ml; 30 min.) és DN-az I, IT (10pg/ ml; 2x30 min.)] emésztettiik 37 °C-on, majd PBS-
ban mostuk haromszor. Az enzimatikus emésztést kovetéen 100, 80 és 48 pm poérusatmérdji
nylon blutex szlir6t hasznaltunk a sejtek mechanikai disszocialtatasahoz.

A sejtek viabilitasat (99-100%) trypan-kék teszttel torténd ellenérzés utan 2 x 10° sejt/ml
koncentracioban, feliiletkezelt tenyésztéedényekben (24 lyuktt Costar) DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) +10% FCS (Fetal Calf Serum) +10 IU/ml penicillin-streptomycin
tapoldatban tartottuk, 5% CO; jelenlétében 37 °C-on. A sejtkultirakat rendszeresen mostuk

tapoldattal, majd amikor konfluenssé valtak, kisérleti modellként hasznaltuk.

Hormon meghatdrozdas metodikdja
A NH monolayer sejtkultiira hormon elvalasztd funkcidit a tenyészetek 13-14 napos kordban

vizsgéltuk. A médium hormontartalma kozel azonos modon valtozott a tenyészetek ¢letének



ebben a koraban. Igy ez az iddpont alkalmasnak bizonyult a hormon-release vizsgalatok
standard modon torténd vizsgalatara.
A NH tenyészetek feliilluszd6 médiumaibol 500-500 pl mintat vettiink és -80 °C-on, milanyag

edényben taroltuk az OT tartalom méréséig RIA modszerrel.

Oxytocin radioimmunoassay

A sejtkultura feliiliszé6 hormontartalmanak meghatarozasa 2 oraval a médium lecserélése utan
tortét. Szintetikus OT-t hasznaltunk jeldlésre. OT antitest az Uj-Zéland torzsii nytlban lett
termeltetve OT-(e-aminokapronsav)-thyroglobulin konjugadtum ellen. A keresztreakcio
92,7%-0s volt az oxypresszin-nel. A standard gorbe 1,0-128 pg/assay csé intervallumot fedte
le. Az assay érzékenysége OT-ra nézve 1pg/csé. Az OT tartalom pg/mg fehérje egységben lett

megadva.

Fehérje-meghatdrozds
A kisérleti mintdk protein tartalmdnak meghatarozasat spektrofotometrids uton, Lowry

modositott modszere alapjan végeztiik

Statisztikai elemzés
Az adatok elemzését Kruskal-Wallis teszt alkalmazasaval végeztiikk. A teszt szignifikancia
szintje p<0,05 volt. A statisztikailag értékelhetd eltéréseket a kontrollhoz és/vagy adott

kezelési sémahoz viszonyitva tlintettiik fel az eredmények prezentalasanal.

MEGBESZELES AZ EREDMENYEK TUKREBEN

A funkcionalis és morfoldgiai vizsgalatok a hypothalamikus szabalyozast érintik. Altalanosan
elfogadott, hogy a NH “csak” raktarozé szerepet tolt be az OT szempontjabol.

Ennek megfelelden, kevésbé tanulmanyozott volt a pituicytak szerepe a monoamin-indukalt
OT elvalasztasban. Mar bizonyitott a SON-ban, PVN-ben €és a commisura anterior-ban az OT

neuronok noradrenerg, dopaminerg €s szerotoninerg innervacioja.

Igazolt, hogy az adrenerg rendszer esszencidlis szerepet tolt be a neuronalis, endokrin,
kardiovaszkularis, vegetativ és metabolikus funkciok szabalyozasaban. Jelen vizsgalatainkban

azt talaltuk, hogy a coryanthine (ADR antagonista) teljesen blokkolja ADR indukalt OT



emelkedést abban az esetben, ha az a; receptor antagonista alkalmazasa megelézte az
adrenalin hozzéadésat. Viszont, az o, receptor antagonista (yohimbin) alkalmazésa hatastalan
volt az ADR indukalt OT emelkedés blokkoldsaban. Tehat elmondhatjuk, hogy a; receptor
vesz részt az ADR indukalt OT szekréci6 fokozasaban NH sejtkultaraban.

A PBis receptor antagonista propanolol a NADR el6tt adva felfiiggeszti a NADR OT
release-re gyakorolt hatdsat. A B, receptor antagonista (atenolol) alkalmazdsa nem védte ki a
NADR altal kivaltott OT elvalasztas fokozodast. Kovetkezményesen a NH sejtkulturdkban a
NADR f; receptoron keresztiil fejti ki regulalé hatésat.

Irodalmi adatok szerint a NADR az a; receptoron keresztiil felel a szoptatasi inger kivaltasaért
in vivo, mellyel adataink (in vitro) OT szekréciora vonatkozoan 6sszhangban vannak.

Noha in vivo B-adrenerg receptor stimuldcidja gatolja az OT szekrécidt, ez részben az
adrenerg hatasnak tulajdonithato, ami kdzpontilag és/vagy kozvetlen hat a NH-re.
Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy nincs szignifikans kiilonbség az ADR ¢és a

NADR indukalt OT release novekedés kozott in vitro.

crer

koncetralodnak, ahol elsddlegesen oxytocinerg sejtek dominalnak. Vizsgalataink soran 5-HT,
receptor antagonistat (WAY-100635), 5-HT, receptor antagonistat (ketanserin) és 5-HT»
receptor antagonistat (metergolin) hasznaltunk. Azt talaltuk, hogy valamennyi alkalmazott
antagonista szignifikdnsan csokkentette a megemelkedett OT szintet akkor, amikor az 5-HT
antagonista alkalmazdsa megeldzte az 5-HT hozzdadasat. Ennek megfeleléen
megallapithatjuk, hogy az 5-HT kivaltotta OT szekrécio-fokozddas az 5-HT; és 5-HT,
receptorokon keresztiil valosul meg NH sejtkultardkban. Ezen megallapitds 6sszhangban van
Jorgensen megfigyeléseivel, hogy az 5-HT indukalt OT szekrécid 5-HT;a, 5-HTyc és 5-HTy

receptorokon keresztiil valdosul meg.

crer

szabalyozasaban indirekt modon hypothalamikus szinten, ahol nagy szamban fordulnak eld
hisztaminerg rostok. HA stimulalo hatasat az OT-ra valdsziniileg SON-ra és PVN-ra hatva
fejti ki. Azt talaltuk, hogy a mepyramine €s cimetidine szignifikdnsan csOkkentette a HA-
indukélt OT elvalasztds fokozddasat abban az esetben, ha a HA antagonista hozzdadasa
megelézte a HA alkalmazéasat. Megallapithatjuk, hogy a HA a H; és H, receptorokon
keresztiil fejti ki OT release fokozo hatasat NH sejtkulturakban. A Hs.4 receptor antagonista

thioperamide hatastalannak bizonyult a HA indukalt fokozott OT szekrécid blokkolasaban.



Ezen megallapitasok parhuzamba allithatok mas kutatok megfigyeléseivel, pl. a HA stimulalt
OT szekrécio postszinaptikusan elhelyezkedd H; és H, receptorok aktivalasaval valosul meg.
In vivo szoptatos patkanyban a HA H; receptoron keresztiil excitatorikus hatassal van az OT
release-re. A H; receptor kettds hatast, egyrészt fokozza az OT szintézisét, masrészt gatolja

az érés elotti release-t in vivo.

A GAL szerepe az OT elvalasztas szabalyozdsdban nem teljesen tisztazott. Ezen és korabbi
megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy a NH hormonok kozvetlen galaninerg
NH szintjén fiiggetlen a hypothalamustol. Eredményeink értelmében in vitro a pituicyta
kultira membranjan GAL receptor taladlhatd, de a pontos GAL receptor altipus még nem
ismert.

A GAL modositotta a monoaminok NH hormon release fokozo6 hatasat abban az esetben, ha a
GAL adésa megeldzte a monoamin kezelést. Amennyiben a monoaminok hozziadasa eldzte
meg a GAL kezelést, ugy a GAL hatastalannak bizonyult és a fokozott OT elvalasztasban
nem tortént valtozds. Ugyanez a jelenség volt megfigyelhetd akkor is, amikor a GAL
antagonista M15 hozzéadasa megeldzte a GAL-t, és ezt kovette a monoaminok hozzdadasa.
Ekkor valamennyi esetben az OT szekrécié fokozodott. Igazoltuk a GAL OT release modositd

hatasat.

OSSZEFOGLALAS

Biologiailag aktiv NH sejtkultura modellt sikertilt 1étrehozni in vitro. A pituicyta kulttra jol
mikodé modellt prezentalt az OT release vizsgalatara. A release-It OT tartalom RIA-val
torténd meghatarozasat beallitottuk.

Megallapitottuk, hogy NH sejtkulturdban az OT szekrécidt a monoaminok (ADR, NADR,
5-HT, HA) ¢és a GAL megvaltoztatja, melyet a dozis- és ido-kinetikai gorbék mutatnak be.

Az ADR ¢és NADR doézis-fiiggd moddon novelte az OT szintet a kisérleti modell
feliiluszojaban. Nem észleltiink szignifikans kiilonbséget az ADR és NADR-indukélta OT
release-k kozott. Specifikus antagonistakat hasznalva igazoltuk, hogy o, receptoron keresztiil
torténik az ADR indukalta OT szekrécié fokozasa, a NADR medialta OT szekrécid

emelésében viszont a B, receptor jatszik szerepet in vitro.



Az 5-HT emelked6 dozisdnak hatdséara a kisérleti modell feliilisz6 médiuménak OT tartalma
linedrisan emelkedett. Megfigyeléseink alapjan megallapithatjuk, hogy az 5-HT indukalta OT
elvalasztds emelkedése az 5-HT; és 5-HT, receptorokon keresztiill valosult meg NH
sejtkulturakban.

Dozis-fliggést igazoltunk a HA ¢és az elvalasztott OT tartalom kozott az NH sejtkulttra
feliilisz6 médiuméaban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a H; és H, receptoron keresztiil
valosul meg a HA-indukalt OT elvalasztas novekedése.

A GAL (10 - 10° M dézisban) a NH sejtkultarak OT szekréciojanak csokkenését valtotta ki.
A GAL antagonista M15 alkalmazasa GAL elott a kisérleti protokollban, OT release
normalizalédasat eredményezett.

A monoaminok (ADR, NADR, 5-HT, HA) el6tt alkalmazott GAL, a monoamin indukalt OT
elvalasztas fokozasat blokkolta. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy GAL
receptorok vannak a pituicytdk membranjdn in vitro koriilmények kozott, de a pontos

altipusuk még nem tisztazott.

Eredményeink szerint az OT szekréci6 a monoaminerg rendszer kdzvetlen hatasa alatt all in
vitro NH sejtkultira modellben. Az OT elvalasztds monoaminerg kontrollja, valamint az OT
szekréciohoz kapcsolt monoaminerg ¢és galaninerg rendszer interakcidja fliggetlen a

hypothalamustol a NH szintjén.
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