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A hypophysis peptidhormonjainak elvalasztasat szabalyozé hypothalami-
kus eredetli kémiai anyagok koziil elsGként az ACTH elvalasztasat szabalyozé
faktort, a corticotroph releasing faktort (ma hasznalatos szinonimék: CRF,
CRH, kortikoliberin) irtdk le (Saffran és Schally 1955).

Kémiai szerkezete mindmaig ismeretlen, s ebbdl kévetkezik, hogy a CRH
kézvetlen mennyiségi mérése ma még nem lehetséges. Léte mint mis, azéta
mar kémiai szerkezetében ismert hypothalamikus eredeti neurohormonoké,
kézvetett iiton — biolégiai hatasan keresztiil — nyert bizonyitast.

Az elmiilt 25 esztenddben szdmos in vitro és in vivo médszert hasznaltak
a hypothalamikus eredetd vagy mas szoveti eredetdi CRF aktivitds mérésére
(Hiroshige és mtsai 1968; Portanova és Sayers 1973a; Saffran és mtsai 1973;
Buckingham és Hodges 1977).

E médszerek, bar szamos 1ij adat és dsszefiiggés felismeréséhez vezettek,
sok kivannivalét hagynak érzékenység, specificitas, egyszeriliség szempontjabol.

Laboratériumunkban a 60-as évek elején eredményesnek bizonyult az az
elképzelés, hogy a tenyésztett mellékvesekéreg sejtek altal elvalasztott és a
tapfolyadékban mérhet§ corticoidok mennyisége j6 mutatéja mind a mellék-
vesekéreg sejtekkel egyiitt tenyésztett adenohypophysis sejtek ACTH elva-
lasztasanak, mind a tapfolyadékhoz tett kiilonb6z8 dézisi ACTH-nak (Stark és
mtsai 1965a, b).

Amikor az ACTH mennyiségének radioimmunoassay-vel valé kozvetlen
mérése lehet§vé valt, indokoltnak lattuk a stalk median eminence (SME)
CRH tartalmat tenyésztett hypophysis sejtek ACTH elvalasztasan mérni.
Az altalunk bevezetett CRF bioassay, mely lényegében megegyezik a
Takebe és mtsai (1975) altal id6kézben kézolt médszerrel, bir némi technolégiai
elénnyel, és kielégiti egy bioassay-vel szemben tdmaszthaté legfontosabb igé-
nyeket.

Anyagok és mdidszerek

Patkdny hypophysis monolayer tenyészetek készitése: A laboratériumban
rutineljarasként alkalmazott szovettenyésztési technikat adaptaltuk a bio-
assay kovetelményeihez (Rappay és mtsai 1973). A 0,259,-0s trypsinnel
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1. Gbra. A hypothalamus bazalis felszine ChO: chiasma opticum ME: eminentia mediana
S: hypophysis nyél

2. Gbra. A hypothalamus bazilis felszine az eminentia mediana kivétele utdn ChO: chiasma
opticum V: III. agykamra; A nyil az eminentia mediana helyére mutat
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(Difco) CFY toérzsti, kontroll patkanyok (200-—250 g) adenohypophysiséLd!l
nyert eliilsé lebeny sejtszuszpenzié 1 ml-es aliquotjat (kb. 5 105 sejt/ml) sok-
lyukd taleca (Multi-Dish Disposo-Trays, Linbro) edénykéibe mértiik szét. A te-
nyészeteket 7—8 napig inkubaltuk foetalis borjisavét tartalmazé TC 199 tap-
folyadékban 37°C-on 59, CO, tartalmi atmoszféraban. A tapfolyadékot 48
o6ranként cseréltiik.

Patkdany nyél-eminentia mediana (SME) kivonat készitése: A hypophysis
nyelet és az eminentia mediana-t egyiittesen tavolitottuk el az allatok dekapi-
talasat kiovetden 2 percen beliil (1, 2. dbra). A nyél 0,2 mm-es disztalis végét
mikromanipuldcié tjan levalasztottuk az MBH (medialis bazélis hypothala-
mus) kimetszett darabjarél. Ezaltal a készitendd extrakium ACTH szennyezett-
sége minimalisra csékkenthet, s az igy kapott SME preparatumot (fehérje-
tartalom: 1 SME = 30-++1,8 ug) mikrohomogenizatorban 40 xl 0,1 N HCl-el
jégfiirdén homogenizaltuk. Legalabb 1 éraig tarté extrahalas utan a kivonatot
lecentrifugaltuk (2000 rpm, 10 perc, 4°C), s a CRF aktivitasi felilliszot polieti-
Ién mikrocsévekben liofilizaltuk. Azily médon késziilt SME preparatum érdem-
leges, a tesztelést zavar6 ACTH szennyezGdést nem tartalmaz, 1ISME ACTH
szennyezettsége < 200pg.

CRF tartalom meghatirozdsa: A 7T—8 napos eliilsé lebenybél késziilt
monolayer tenyészetekrgl leszivtuk a tapfolyadékot, a sejteket savémentes
TC 199 tapfolyadékkal megmostuk, majd a tenyészetekhez random elrendezés-
ben kontroll (SME nélkiili), ill. az SME kivonat kiilénb6z6 mennyiségeit tar-
talmazé tapfolyadékot (2,5 mg/ml human szérum albumint (Calbiochem) tar-
talmazé TC 199) adtunk. A tenyészeteket 2 oraig 37°C-on 5%, CO, tartalmi
atmoszféraban inkubaltuk. Ezt kévetfen a tapfolyadékot mianyag hegyd
mikropipettaval polistiren csévekbe (Sterilin) szivtuk le, amelyekbe el6zéleg
0,1 ml 0,5 M Sérensen foszfat puffert (pH 7,6) mértiink be. A leszivott tapfolya-
dékot lecentrifugaltuk, s a feliiliszét az ACTH tartalom meghatarozasaig
—20 °C-on fagyasztva taroltuk. Az ACTH mennyiségét radioimmunoassay-vel
(Rees és mtsai 1971; Stark és mtsai 1976) mértiik. (Az ACTH el§zetes extraha-
lasat sziikségtelenné tette az a tény, hogy tapfolyadék jelenlétében a dozis-
hatas osszefiiggés egyértelmii volt.) Az elvalasztott ACTH mennyiségét vagy
az egyedi tenyészetekre (ng/ml), vagy azok sejtfehérje tartalmara (ng/100 ug)
vonatkoztatva adtuk még. A fehérjét Lowry (1951) mdédszerével hataroz-
tuk meg.

Eredmények

A CRF bioassay pontossaga és reprodukalhatésiaga szempontjabél igen
fontos, hogy egy adott sejtszuszpenziobél elgallitott egyedi tenyészetek kontroll
ACTH elvalasztasa kozel azonos legyen. Mivel tesztelésre 7—8 napos tenyésze-
teket hasznaltunk, el8szor énkontrollos kisérletben két napos idékézokben
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1. tablazat

Hypophysis eliilsé lebeny tenyészetek ACTH elvilasztdsa
a kiiiltetéstél a tesztelésig

Tenyészetek ng ACTH (tenyészet) 48 éra
sorszdma 0—2 nap 2—4 nap 4—6 nap | 6—8 nap
1 0,9 1,2 1,7 2,9
2 1,3 1,4 2,4 3,0
3 1,0 1,1 1,8 4,0
x+sg 1,14-0,12 1,24-0,08 2,04-0,22 3,34-0,35

megvizsgaltuk, hogyan valtozik a nyugalmi ACTH elvalasztas a kiiiltetéstél a
tesztelésig (1. tablazat). Lathat6, hogy a tapfolyadékban mérhetd ACTH
mennyisége a 8. napig fokozatosan névekszik (kés6bbi iddpontokban mérést
nem végeztiink). Ezt kévet6en meghataroztuk az egyazon sejtszuszpenziébol
szirmaz6 8 napos tenyészetek altal 2 6ras inkubalas alatt elvalasztott ACTH
mennyiségét. Eredményeink azt mutattak, hogy az egyedi tenyészetek hormon-
termelése egyontetli (részletes kisérleti adatokat nem kozliink).

Miutan el8kisérletekben megallapitottuk az SME preparatum minimali-
san hatédsos doézisat, t6bbszor megismételve meghataroztuk azt a dézistarto-
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3. dbra. Kortikoliberin dézis-hatds giérbe. 1 SME ekvivalens = egy nyél-eminentia mediana
prepardtumbél késziilt CRF extraktum, ill. 1 SME fehérjetartalmanak megfelels (30 + 1,8 ug)
fehérjemennyiséget tartalmazé mds (pl. agy) szovetkivonat. Az dbrin az ¥ + s3
(n = 5) értékeket tiintettiik fel
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4. dbra. Vazopresszin (LVP) hatdsa tenyésztett eliilsé lebeny hypophysis sejtek ACTH el-
vialasztasdra. Az dbrdn az ¥ + sy (n = 3) értékeket tiintettiik fel

manyt, amelyben az SME kiilonb6z8 dézisai és az ACTH szekrécié kozott kielé-
gité dozis-hatas osszefiiggés all fenn. Mint a 3. dbra mutatja, 0,06 SME hata-
sara az ACTH elvalasztas fokozédik, s 0,06—2,0 SME dézistartomanyban a
bioassay-re altalaban jellemzd dézis-hatas osszefiiggés nyerhet§. A modszer
specifitasat jelzi, hogy ekvivalens fehérjemennyiséget tartalmazé agykivonat
higitasiaval hasonlé 6sszefiiggést nem kaptunk. Mivel vitatott, hogy az in vivo
adott vazopresszin ACTH elvalasztast fokozé hatasa specifikus hatés-e, illetve
kérdéses, hogy a vazopresszin onmagaban rendelkezik-e CRF hatassal, teszt-
rendszeriinkben kiilonb6z8 dézisd lizin-vazopresszin hatasossagat is megvizs-
galtuk. A 4. abran az lathaté, hogy 1 ng, 10 ng és 100 ng lizin-vazopresszin
(LVP, Sigma) nem stimulalja a tenyésztett sejtek ACTH elvalasztasat. A refe-
rensként hasznalt SME preparatum hatasossiga az adott tesztrendszer valasz-
készségét bizonyitja.

Megbeszélés

Amig a szintetikusan eldallitott CRH segitségével lehetdség nyilik a
releasing hormon tartalom kézvetlen mérésére, sziikségesek az anyag biologiai
hatasan alapul6in vivo vagy in vitro médszerrel térténd CRF aktivitds mérések.

A CRF aktivitas in vivo meghatarozasara tobb mdédszer ismeretes (Ver-
nikos-Danellis 1964, Hedge és Yates 1965; Hiroshige és mtsai 1968). Az utébbi
két médszer kétségtelen el6nyének latszik, hogy a CRF aktivitast hordozé
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mintat é16 allat hypophysisébe juttatva, s mérve az ACTH elvialasztas fokozo-
dasat tiikkréz8 plazma kortikoszteron koncentraciét, az ismeretlen minta CRF
aktivitasara végiil is a hypophysis-mellékvese rendszer in vivo aktivitasanak
fokozbédasabol kovetkeztetiink. Hatranyuk, hogy igen bonyolult mikrokirur-
giai technikat igényelnek, s ily médon nagyszamu mintat csak igen faradsagos
uton lehet meghatarozni.

Az in vitro bioassay-ek (Portanova és Sayers 1973a; Saffran és mtsai
1973; Takebe és mtsai 1975; Buckingham és Hodges 1977) kozos sajatsaga,
hogy a CRF aktivitas indikatora a célszervb6l — hypophysisbdl — készitett
szdvet-(inkubalt hypophysis darabok), ill. sejtpreparatumok (hypophysis sejt-
szuszpenzié, monolayer tenyészet) ACTH elvalasztasanak dézistél fiiggs foko-
z6dasa. Az elvalasztott ACTH mennyiségének mérése torténhet kézvetve:
szteroidogenetikus hatds mérésén alapulé bioassay-vel, redox assay-vel; és
kézvetleniil: radioimmunoassay-vel.

Tjgy tlinik, hogy a tenyésztett hypophysis sejteket mint tesztrendszert és
az ACTH radioimmunoassay-t mint specifikus hormonmérd médszert kombi-
nalé in vitro CRF bioassay el6nyés tulajdonsagokkal rendelkezik: (1) a tenyész-
tett sejtek specifikus stimulusra valé valaszkészsége jobb, mint a tébbi in vitro
hypophysis rendszeré, id6ben azonos az in vivo vélaszadassal (Takebe és mtsai
1975); (2) a sejteknek viszonylag nagy hanyada a kezdeti sejtpusztulas utan
életben marad és hosszi id8n at életképes is (Bécsy és mtsai 1976); (3) a tenyész-
tés targyi koriilményei egyszerdek; (4) a tenyésztett sejtek felhasznélasa idébeli
és pénzbeli megtakaritas: a sejtszuszpenziéhél sok parhuzamos tenyészet
készithet, s a tenyészetek tesztelésre ismételten felhasznalhatdk; (5) a radio-
immunoassay segitségével nagyszamid minta ACTH tartalméat lehet viszonylag
egyszeriien meghatarozni; az alkalmazott ACTH antiszérum o« MSH-val 109,
alatti kereszireakeiét adott; az ily médon mért immunreaktiv ACTH mennyi-
sége j6 egyezést mutat a tenyészetek altal elvilasztott biolégiailag aktiv
ACTH mennyiségével, mely utébbit esetenként Sayers és mtsai (1971) médsze-
rével hataroztuk meg; (6) a médszer specifitasat illetden megallapitottuk,
hogy lizin-vazopresszin nem stimulalja a tenyésztett sejtek ACTH elvalasztasat.
Ez a megfigyelésiink megegyezik a Takebe és mtsai (1975) altal kozolt adatok-
kal, de ellentmond — feltehet8leg az in vitro rendszerek kiilonb6z8sége miatt —
a Portanova és Sayers (1973b) altal korabban tett megallapitasnak, miszerint
a vazopresszin képes akut hypophysis sejtszuszpenzi6 ACTH elvalasztasat
fokozni. Adataink inkabb arra utalnak, hogy a vazopresszin 6nmagiban nem
CRF aktivitasi anyag.

Minthogy az alialunk bevezetett CRF bicassay lényegében megegyezik
a Takebe és mtsai (1975) altal k6zolt modszerrel, kiilon is érdemes kitérni arra,
hogy a kisebb eltérések milyen elényékkel jarnak: (1) a soklyukii talca felhasz-
nalasaval sikeriilt a tenyésztést miniatiirizalni és technikailag egyszertisiteni;

(2) joval kevesebb (kb. 309,) sejt elegend8 egyetlen minta tesztelésére. A kisebb
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sejtszam ellenére maximalis stimulusra (2SME) a 2 6ras inkubélas alatt elva-
lasztott ACTH mennyisége a bazalis érték 5—10 szerese; (3) egy tovabbi lénye-
ges kiilonbség az, hogy az altalunk hasznalt SME preparatum zavaré ACTH
szennyezGdést nem tartalmaz. Ennek magyarazata az, hogy a bazélis hypotha-
lamus j6l definialt része keriil kimetszésre, amely csak a neuroszekretoros
sejtek preszinaptikus rostjait és szinaptikus végz6déseit tartalmazza. Az SME
preparatum nagy fajlagos aktivitasa igen fontos, kiilénésen ha kiilonbozd
eredetd mintak (pl. neurohypophysis, plazma stb.) CRF aktivitasat hasonlit-
juk dssze.

Eredményeinket osszefoglalva megallapithaté, hogy a CRF aktivitas
meghatarozasara leirt bioassay alkalmas egyetlen SME preparditum CRF tar-
talméanak tobb higitasban t6rténd pontos, specifikus mérésére. A médszer
segitségével 1ij lehetdségek nyilnak a CRF-ACTH elvalasztas szabalyozasanak
kisérletes vizsgalatara.

()sszefoglalds

A szerzdk érzékeny és specifikus bioassay-t dolgoztak ki CRF aktivitas
meghatdrozasira. A tesztrendszerként hasznilt patkany eliils§ lebeny mono-
layer tenyészet homogén, CRF kivonatra adott specifikus vélaszkészsége a
tenyésztés folyaman megmarad. CRF tartalmi SME preparitum hatisara a
tenyésztett sejtek ACTH elvalasztasa dézistol fiiggd. A beillitott bioassay
érzékenysége 0,06 SME ekvivalens, ami lehetdvé teszi egyetlen nyél-eminentia
mediana preparatum CRF tartalmanak tobb higitasban t6rténé pontos mérését.

Szerz6k koszonetiiket fejezik ki Garamvélgyi Veronikanak, Deak Jézsef-
nének és Szabé Ilondnak értékes technikai segitségiikért.
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