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A hypophys i s p e p t i d h o r m o n j a i n a k e lvá lasz tásá t szabályozó h y p o t h a l a m i -
c s eredetű kémia i anyagok közül elsőként az A C T H e lvá lasz tásá t szabályozó 
f a k t o r t , a cor t i co t roph releasing f ak to r t (ma haszná la tos sz inonimák: C R F , 
C R H , kort ikoliberin) í r t ák le (Saf f ran és Schal ly 1955). 

Kémiai szerkezete m i n d m á i g ismeretlen, s ebből köve tkez ik , hogy a C R H 
közvet len mennyiségi mérése m a még nem lehetséges. Lé te m i n t más, a zó t a 
m á r kémiai szerkezetében i smer t h y p o t h a l a m i k u s e rede tű neu rohormonoké , 
közve te t t ú t o n —- biológiai h a t á s á n keresztül — n y e r t b izony í tás t . 

Az elmúlt 25 esz tendőben számos in v i t ro és in vivo módsze r t haszná l t ak 
a h y p o t h a l a m i k u s e rede tű v a g y más szöveti e r ede tű C R F ak t iv i t á s mérésére 
(Hiroshige és m t s a i 1968; P o r t a n o v a és Sayers 1973a; Sa f f r an és mtsa i 1973; 
B u c k i n g h a m és Hodges 1977). 

E módszerek , bá r számos ú j ada t és összefüggés fel ismeréséhez veze t tek , 
sok k ívánniva ló t h a g y n a k érzékenység, specif ici tás , egyszerűség szempont j ábó l . 

L a b o r a t ó r i u m u n k b a n a 60-as évek elején e redményesnek bizonyul t az az 
elképzelés, hogy a t enyész t e t t mellékvesekéreg se j t ek á l ta l e lválasz tot t és a 
t á p f o l y a d é k b a n m é r h e t ő cor t icoidok mennyisége jó m u t a t ó j a m i n d a mellék-
vesekéreg se j t ekke l együ t t t enyész t e t t adenohypophys i s s e j t ek ACTH elvá-
lasz tásának , m i n d a t á p f o l y a d é k h o z t e t t kü lönböző dózisú A C T H - n a k (Stark és 
m t s a i 1965a, b). 

Amikor az A C T H mennyiségének r ad io immunoassay -ve l való közvet len 
mérése lehetővé vá l t , i n d o k o l t n a k l á t t u k a s t a l k median eminence (SME) 
C R H t a r t a l m á t t enyész t e t t hypophys i s se j t ek A C T H elválasz tásán mérni . 
Az á l ta lunk beveze te t t C R F bioassay, me ly lényegében megegyezik a 
T a k e b e és mtsa i (1975) á l ta l időközben közölt módszerre l , bír n é m i technológiai 
e lőnnyel , és kielégíti egy bioassay-vel szemben t á m a s z t h a t ó legfontosabb igé-
n y e k e t . 

Anyagok és módszerek 

Patkány hypophysis monolayer tenyészetek készítése : A l a b o r a t ó r i u m b a n 
r u t i n e l járásként a lka lmazo t t szövet tenyésztési t e c h n i k á t a d a p t á l t u k a bio-
assay követe lményeihez ( R a p p a y és mtsai 1973). A 0 ,25%-os t ryps innel 
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1. ábra. A hypothalamus bazális felszíne ChO: chiasma opticum ME: eminentia mediana 
S: hypophysis nyél 
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2. ábra. A hypothalamus bazális felszíne az eminentia mediana kivétele után ChO: chiasma 
opticum V: III. agykamra; A nyíl az eminentia mediana helyére mutat 
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(Difco) Cl 'Y t ö r z s ű , kontroll p a t k á n y o k (200—250 g) adenohypophys i sébő l 
nye r t elülső l ebeny sejtszuszpenzió 1 ml-es a l i q u o t j á t (kb. 5 x l 0 5 sej t /ml) sok-
l y u k ú tá lca (Mult i -Dish Disposo-Trays, Linbro) edénykéibe m é r t ü k szét. A te-
nyészeteket 7—8 n a p i g i n k u b á l t u k foetális b o r j ú s a v ó t t a r t a l m a z ó TC 199 t á p -
fo lyadékban 37°C-on 5 % C 0 2 t a r t a l m ú a tmosz fé rában . A t á p f o l y a d é k o t 48 
ó r á n k é n t cseré l tük. 

Patkány nyél-eminentia mediana ( S ME J kivonat készítése : A hypophys i s 
nyele t és az e m inen t i a mediana- t együt tesen t á v o l í t o t t u k el az á l la tok dekapi-
t á l á sá t követően 2 percen belül (1, 2. ábra) . A nyél 0,2 mm-es disztális végét 
mikromanipu lác ió ú t j á n l evá lasz to t tuk az M B H (medialis bazál is hypo tha la -
mus) k imetsze t t da rab já ró l . Ezá l t a l a készí tendő e x t r a k l u m A C T H szennyezet t -
sége minimálisra csökkenthe tő , s az így k a p o t t SME p r e p a r á t u m o t (fehérje-
t a r t a l o m : 1 SME = 3 0 ± 1 , 8 pg) mikrohomogen izá to rban 4 0 / Д 0,1 N HCl-el 
j ég fü rdőn homogenizá l tuk . Lega lább 1 óráig t a r t ó ext rahálás u t á n a k ivona to t 
l ecent r i fugá l tuk (2000 rpm, 10 perc, 4°C), s a C R F akt iv i tású felülúszót polieti-
lén mikrocsövekben liofil izáltuk. Az ily módon készül t SME p r e p a r á t u m érdem-
leges, a tesztelést zavaró ACTH szennyeződést n e m t a r t a lmaz , I S M E ACTH 
szennyezet tsége <7 200pg. 

CRF tartalom meghatározása: A 7—8 n a p o s elülső lebenyből készült 
monolayer t enyésze tekrő l lesz ívtuk a t á p f o l y a d é k o t , a se j teke t savómentes 
TC 199 t á p f o l y a d é k k a l megmos tuk , m a j d a tenyésze tekhez r a n d o m elrendezés-
ben kontroll (SME nélküli), ill. az SME k ivona t különböző mennyiségei t t a r -
t a lmazó t á p f o l y a d é k o t (2,5 mg/ml h u m a n s zé ru m albumint (Calbiochem) t a r -
t a lmazó TC 199) a d t u n k . A tenyésze teke t 2 órá ig 37°C-on 5 % C 0 2 t a r t a l m ú 
a tmoszfé rában i n k u b á l t u k . Ez t követően a t áp fo lyadéko t m ű a n y a g hegyű 
mik rop ipe t t áva l polist i ren csövekbe (Sierilin) sz ív tuk le, ame lyekbe előzőleg 
0,1 ml 0,5 M Sörensen foszfát pu f f e r t (pH 7,6) m é r t ü n k be. A leszívott t áp fo lya -
dékot l ecen t r i fugá l tuk , s a fe lülúszót az A C T H ta r t a lom megha tá rozásá ig 
-—20 °C-on f a g y a s z t v a t á ro l tuk . Az ACTH mennyiségé t rad io immunoassay-ve l 
(Rees és mtsai 1971; Stark és mt sa i 1976) m é r t ü k . (Az ACTH előzetes ex t r ahá -
lásá t szükségtelenné t e t t e az a t é n y , hogy t á p f o l y a d é k je lenlé tében a dózis-
h a t á s összefüggés egyér te lmű volt . ) Az e lvá lasz to t t ACTH mennyiségét v a g y 
az egyedi t enyésze tekre (ng/ml), v a g y azok se j t f ehé r j e t a r t a l m á r a (ng/100 pg) 
v o n a t k o z t a t v a a d t u k meg. A fehé r j é t Lowry (1951) módszerével ha tároz-
t u k meg. 

Eredmények 

A CRF b ioassay pontossága és r eproduká lha tósága szempon t j ábó l igen 
fontos , hogy egy a d o t t sej tszuszpenzióból e lőál l í tot t egyedi t enyésze tek kontrol l 
ACTH elválasztása közel azonos legyen. Mivel tesztelésre 7—8 n a p o s tenyésze-
t eke t ha szná l tunk , először önkontrol los k ísér le tben két napos időközökben 
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1. táblázat 

Hypophysis elülső lebeny tenyészetek ACTH elválasztása 
a kiültetéstől a tesztelésig 

Tenyészetek ng A C T H ( ter yészet) 48 óra 

0 - 2 n a p 2 — 4 n a p 4 — 6 n a p 6—8 nap 

í 0,9 1,2 1,7 2,9 
2 1,3 1,4 2,4 3,0 
3 1,0 1Д 1,8 4,0 

1,1+0,12 1,2+0,08 2,0+0,22 3,3+0,35 

megvizsgál tuk, hogyan változik a nyuga lmi ACTH elválasztás a k iü l te tés tő l a 
tesztelésig (1. t áb láza t ) . Lá tha tó , hogy a t áp fo lyadékban mérhe tő A C T H 
mennyisége a 8. napig fokozatosan növekszik (későbbi időpontokban mérést 
nem végeztünk) . Ez t követően megha tá roz tuk az egyazon sejtszuszpenzióból 
származó 8 napos tenyésze tek által 2 órás inkubálás a l a t t e lválasztot t ACTH 
mennyiségét . E redménye ink azt m u t a t t á k , hogy az egyedi tenyészetek hormon-
termelése egyönte tű (részletes kísérleti ada toka t nem közlünk). 

Miután előkísérletekben megál lap í to t tuk az SME prepa rá tum minimáli-
san hatásos dózisát, többször megismételve megha tá roz tuk azt a dózis tar to-

ng ACTH/ml/2o'r 

SME Ekvivalens 
3. ábra. Kortikoliberin dózis-hatás görbe. 1 SME ekvivalens = egy nyél-eminentia mediana 
preparátumból készült CRF extraktum, ill. 1 SME fehér je tar ta lmának megfelelő (30 ± 1,8 pg) 

fehérjemennyiséget tartalmazó más (pl. agy) szövetkivonat. Az ábrán az ï ± s ; 
(n = 5) értékeket tün te t tük fel 
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1,0 10,0 100,0 LVP(ng) 
4, ábra. Vazopresszin (LVP) ha tá sa tenyésztett elülső lebeny hypophysis sejtek ACTH el-

választására. Az ábrán az x ± s j (n = 3) értékeket t ün t e t tük fel 

m á n y t , amelyben az SME különböző dózisai és az ACTH szekréció közöt t kielé-
gítő dózis-hatás összefüggés áll fenn. Mint a 3. ábra m u t a t j a , 0,06 SME ha tá -
sára az A C T H elválasztás fokozódik, s 0,06—2,0 SME dóz i s ta r tományban a 
bioassay-re á l ta lában je l lemző dózis-hatás összefüggés nyerhető . A módszer 
specif i tását jelzi, hogy ekvivalens fehérjemennyiséget t a r t a lmazó agykivona t 
hígításával hasonló összefüggést nem k a p t u n k . Mivel v i t a t o t t , hogy az in vivo 
a d o t t vazopresszin ACTH elválasztást fokozó hatása specif ikus hatás-e, i l letve 
kérdéses, hogy a vazopresszin önmagában rendelkezik-e C R F hatással , teszt -
rendszerünkben különböző dózisú lizin-vazopresszin ha tásosságá t is megvizs-
gál tuk. A 4. ábrán az l á t h a t ó , hogy 1 ng, 10 ng és 100 ng lizin-vazopresszin 
(LVP, Sigma) nem s t imulá l ja a tenyészte t t sejtek A C T H elválasztását . A refe-
rensként használ t SME p r e p a r á t u m hatásossága az a d o t t tesztrendszer válasz-
készségét b izonyí t ja . 

Megbeszélés 

Amíg a szintet ikusan előállított C R H segítségével lehetőség nyíl ik a 
releasing hormon t a r t a lom közvetlen mérésére, szükségesek az anyag biológiai 
ha tásán alapuló in vivo v a g y in vitro módszerrel történő C R F aktivi tás mérések. 

A C R F aktivi tás in v ivo meghatározására több módszer ismeretes (Ver-
nikos-Danellis 1964, Hedge és Yates 1965; Hiroshige és m t s a i 1968). Az u tóbb i 
két módszer kétségtelen előnyének látszik, hogy a C R F akt ivi tást hordozó 
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m i n t á t élő állat hypophysisébe j u t t a t v a , s m é r v e az ACTH elválasz tás fokozó-
d á s á t tükröző p l a z m a kor t ikosz te ron koncent rác ió t , az i smere t len minta C R F 
ak t iv i t á sá ra végü l is a hypophysis-mel lékvese rendszer in v ivo ak t iv i t á sának 
fokozódásából köve tkez t e tünk . H á t r á n y u k , h o g y igen bonyo lu l t mikrokirur-
giai t echn iká t igényelnek, s ily m ó d o n n a g y s z á m ú mintá t csak igen fáradságos 
ú t o n lehet megha tá rozn i . 

Az in v i t r o bioassay-ek ( P o r t a n o v a és Sayers 1973a; S a f f r a n és m t s a i 
1973; Takebe és mtsa i 1975; B u c k i n g h a m és Hodges 1977) közös sa já t sága , 
h o g y a C R F ak t iv i t á s i nd iká to ra a célszervből — hypophys i sbő l — készí tet t 
szöve t - ( inkubá l t hypophysis d a r a b o k ) , ill. s e j t p r e p a r á t u m o k (hypophysis se j t -
szuszpenzió, monolayer t enyésze t ) ACTH elválasz tásának dózis tól függő foko-
zódása . Az e lvá lasz to t t A C T H mennyiségének mérése t ö r t é n h e t közvetve : 
sz te ro idogenet ikus ha tás méré sén alapuló bioassay-vel, r e d o x assay-vel; és 
közve t lenü l : r ad io immunoassay-ve i . 

Úgy t ű n i k , hogy a t e n y é s z t e t t hypophysis sejteket m i n t tesz t rendszer t és 
az ACTH rad io immunoassay- t m i n t specifikus hormonmérő módszer t kombi -
ná ló in vitro C R F bioassay e lőnyös tu la jdonságokka l rendelkez ik : (1) a tenyész-
t e t t sej tek specif ikus s t imulusra való válaszkészsége jobb, m i n t a többi in v i t ro 
hypophysis rendszeré , időben azonos az in v ivo válaszadással (Takebe és m t s a i 
1975); (2) a se j t eknek v iszonylag nagy h á n y a d a a kezdeti se j tpusz t idás u t á n 
é le tben marad és hosszú időn á t életképes is (Bácsy és mtsai 1976); (3) a tenyész-
tés tá rgyi körü lményei egyszerűek; (4) a t enyész t e t t sejtek fe lhasználása időbeli 
és pénzbeli meg takar í t á s : a sej tszuszpenzióból sok p á r h u z a m o s tenyésze t 
készí thető, s a tenyészetek tesz te lésre i sméte l ten fe lhaszná lha tók ; (5) a radio-
immunoassay segítségével n a g y s z á m ú min ta A C T H t a r t a l m á t lehet viszonylag 
egyszerűen meghatá rozn i ; az a lka lmazo t t A C T H ant iszérum a MSH-val 1 0 % 
a la t t i keresztrcakciót adot t ; az ily módon m é r t i m m u n r e a k t i v ACTH mennyi -
sége jó egyezést m u t a t a t enyésze tek á l ta l elválasztott biológiailag a k t í v 
A C T H mennyiségével , mely u t ó b b i t ese tenként Sayers és m t s a i (1971) módsze-
rével h a t á r o z t u k meg; (6) a módszer speci f i tásá t illetően megá l l ap í to t tuk , 
h o g y lizin-vazopresszin nem s t imu lá l j a a t enyész t e t t sejtek A C T H elválasztását . 
E z a megfigyelésünk megegyezik a Takebe és mtsa i (1975) á l t a l közölt a d a t o k -
ka l , de e l len tmond — fel tehetőleg az in vi t ro rendszerek különbözősége m i a t t — 
a Po r t anova és Sayers (1973b) á l ta l k o r á b b a n t e t t megál lap í tásnak , miszerint 
a vazopresszin képes akut hypophys i s sejtszuszpenzió A C T H elválasztását 
fokozni. A d a t a i n k inkább a r r a u ta lnak , hogy a vazopresszin önmagában n e m 
C R F ak t iv i t á sú anyag. 

Minthogy az ál talunk beveze te t t C R F bioassay lényegében megegyezik 
a Takebe és m t s a i (1975) á l ta l közöl t módszerrel , külön is é r d e m e s kitérni a r r a , 
hogy a kisebb eltérések milyen előnyökkel j á r n a k : (1) a s o k l y u k ú tálca felhasz-
ná lásáva l s ikerül t a t enyész tés t minia tür izá ln i és technikai lag egyszerűsíteni; 
(2) jóval kevesebb (kb. 30%) s e j t elegendő egyet len minta tesztelésére. A k i sebb 
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se j t szám ellenére maximál i s s t imulusra (2SME) a 2 órás inkubálás a l a t t elvá-
lasz to t t A C T H mennyisége a bazális é r t é k 5—10 szerese; (3) egy t o v á b b i lénye-
ges különbség az, hogy az ál ta lunk haszná l t SME p r e p a r á t u m zava ró A C T H 
szennyeződést nem t a r t a l m a z . Ennek m a g y a r á z a t a az, hogy a bazális h y p o t h a -
lamus jól def iniá l t része kerül k imetszésre , amely c sak a neuroszekretoros 
se j tek presz inap t ikus r o s t j a i t és sz inap t ikus végződéseit t a r t a lmazza . Az SME 
p r e p a r á t u m nagy fa j l agos akt iv i tása igen fontos, különösen ha kü lönböző 
eredetű m i n t á k (pl. neurohypophys is , p l a z m a stb.) C R F akt ivi tását hasonl í t -
j u k össze. 

E r e d m é n y e i n k e t összefoglalva megá l l ap í tha tó , hogy a CRF a k t i v i t á s 
megha tá rozásá ra leírt b ioassay a lka lmas egyetlen S M E p repa rá tum C R F ta r -
t a l m á n a k t ö b b h íg í tásban tör ténő p o n t o s , specifikus mérésére. A módsze r 
segítségével ú j lehetőségek nyílnak a C R F - A C T H elvá lasz tás szabá lyozásának 
kísérletes v izsgá la tá ra . 

Összefoglalás 

A szerzők érzékeny és specifikus bioassay- t do lgoz tak ki C R F a k t i v i t á s 
megha tá rozásá ra . A tesz t rendszerkén t haszná l t p a t k á n y elülső l ebeny mono-
layer tenyésze t homogén, C R F k i v o n a t r a adot t spec i f ikus válaszkészsége a 
tenyésztés f o l y a m á n m e g m a r a d . C R F t a r t a l m ú SME p r e p a r á t u m h a t á s á r a a 
t enyész t e t t se j tek A C T H elválasztása dózistól függő . A beállí tott b ioassay 
érzékenysége 0,06 SME ekvivalens, ami lehe tővé teszi egyet len nyé l -eminen t i a 
med iana p r e p a r á t u m C R F t a r t a l m á n a k t ö b b hígí tásban t ö r t é n ő pontos mérésé t . 

Szerzők köszöne tüke t fejezik ki Garamvö lgy i Veron ikának , D e á k József-
nének és Szabó I l o n á n a k ér tékes t e c h n i k a i segí tségükér t . 
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