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A kortikoidok visszajelent8 hatasa fontos szerepet tolt be az ACTH-elva-
lasztas szabalyozasaban (1d. Ganong, 1963; Fortier, 1966; Yates és mtsai, 1971).

A hypothalamus bizonyitottan a visszajelentés helyének tekinthetd
(Id. Mangili és mtsai, 1966; Yates és mtsai, 1971).

Tébb mint huszonst évvel ezel8tt Sayers gy vélte, hogy a kortikoidok
visszajelentésének helye a hypophysis (Sayers és Sayers, 1948). Ujabb vizs-
galatok eredményei is amellett szélnak, hogy az ACTH-elvalasztast a kortiko-
szteroidok kézvetleniil a hypophysisre hatva is gatolni képesek (Fleisher és
Vale, 1968; Dunn és Chritchlow, 1969; Gonzales-Luque és mtsai, 1970; Kracier
és mtsai, 1972). Sajat korabbi vizsgalataink ellentmondanak ennek a nézetnek
(Stark és mtsai, 1968).

Mas vizsgalatok azt mutattiak, hogy az ACTH-elvalasztast a kortiko-
szteroidok extrahypothalamikus kozponti idegrendszeri struktidrak kozve-
titésével is befolyasoljak (Corbin és mtsai, 1965; Davidson és Feldman, 1967;
Bohus és mtsai, 1968; Slusher és Hyde, 1969). Intézetiinkben végzett djabb
kisérletek szerint a hypothalamus eltavolitiasa utan is kimutathaté az exogén
kortikoszteroidoknak mind a nyugalmi, mind a sztressz okozta ACTH-el-
valasztast gatlé hatasa (Stark és mtsai 1973/74). Ez a megfigyelés arra utal,
hogy szamolni kell a kortikoszteroidok visszajelent§ hatasaval extrahypo-
thalamikus teriileteken és talan a hypophysisben is.

Jelenleg a receptorok jelenlétét a specifikus kortikoszteroid-hatas egyik
eléfeltételének tekintik. Ennek alapjan azt a kérdést, hogy a kortikoszteroidok
visszajelent$ hatasa a kozponti idegrendszer mely teriiletén érvényesiilhet dgy
vizsgaltuk, hogy meghataroztuk: hol vannak specifikus kortikoszteroid-
receptorok. Kortikoszteroid-receptornak azokat a makromolekulakat nevezik,
amelyek a kortikoszteroidokat azok biolégiai hatékonysagival ardnyos speci-
ficitassal, nagy affinitassal kotik, és amelyek telitddnek a sejtben élettani
koriilmények kozott el6fordulé hormonkoncentracién. A hormon-receptor
kotés jellemzdje, hogy id6ben megel6zi a kortikoszteroid mérhetd hatasanak
kifejlgdését, és a receptor a hormon lebontasi termékét nem koti (Litwack
és mtsai, 1972). '
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Médszerek

CFE torzsb6l szarmazé him patkanyokat szabélyozott h&mérsékletd
(2441 °C) és relativ paratartalma (50—609,) helyiségben tartottunk.

Kortikoszteron felhalmozds mérése in vivo

Kontroll és 7 nappal korabban mellékveseirtott allatoknak 50 uCi *H-
kortikoszteront (1,2-*H-corticosterone, 36 Ci/mM, Amersham, Anglia) adtunk
intraperitonealisan (i. p.). Egy mellékveseirtott allatcsoport a 3H-kortiko-
szteron injekcid elgtt 30 perccel 3 mg kortikoszteront (Fluka) kapott i. p.
(McEwen és mtsai, 1969). Két éraval késébb az allatokat leéltiik, az agyat
az a. carotison keresztiill 20 ml hideg fiziolégias konyhasé oldattal gyorsan
atmostuk, majd beléle feliiletes fagyasztas utan kriosztatban, frontalis sikban
torténd metszésekkel 300 um vastag szeleteket készitettiink. A szeletekbél
hideg targylemezen kivagtuk a vizsgalandé agyteriileteket (1. abra). A szovet
silyat mértiilk, majd 1 ml/100 mg Soluene ™M-t (Packard Sample Solubizer)
adtunk hozza, és a mintakat a szdvet feloldédasaig 37 °C-on tartottuk.
A radioaktivitast Packard folyadékscintillaciés szamlaléval (Modell 2420)

mértiik.

Specifikus kortikoszteron-kités mérése in vitro (szaturaciés analizis)

Specifikus receptornak csak azt tartjak, amely élettani hormonkon-
centracion telithetd (Litwack és mtsai, 1972). Ezért kotott kortikoszteronnak
azt tekintjiik, ami a szaturdciés analizis koriilményei kozott a szovetbdl
kiszorithaté (Sharp és mtsai, 1966; Snart és mtsai, 1970).

Az eljaras menetét az 1. tablazat vazolja. A vizsgalatok el8tt 16 éraval
eltavolitottuk az allatok mellékveséit. Az allatokat leéltiik és az agyakat
ugyantigy szeleteltiilk, mint az in vivo vizsgalatokban (1. abra). Az adeno-
hypbphysist és az egyes agyteriileteket feleztitk, és két cs6be osztottuk,
melyek mindegyike 50—50 ml Krebs— Ringer foszfat puffert (pH 7,35—7,45)
tartalmazott. Egy-egy cséparba 6—6 allatb6l szarmazd szovet keriilt. Az
egyik cs6ben (,,A”’) a puffer 2,5 x 10-1°—-10—% M °*H-kortikoszteront, a
masikban (,,B”) az ,,A” csdvel azonos *H-kortikoszteron koncentraciét és
10— M kortikoszteront tartalmazott. _

Hatvan percig, 4 °C-on, allandé keverés mellett inkubaltunk, majd a
szovetszeletek felszinét hideg fiziol6gias konyhasé oldattal 6blitettiik, leitattuk
és stlyukat megmértiik. Ejszakan at, 37 °C-on kloroform : metanol (2:1)
eleggyel a szovetbdl a kortikoszteront extrahaltuk, az extraktumot szarazra -
paroltuk, és mértiik 3H-kortikoszteron tartalmat.

Ismerve a kotott (Sg) és a szabad (S) kortikoszteron mennyiségét a
tomeghatas torvényén alapulé fiiggvény segitségével kiszamithaté a kortiko-
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1. dbra. Kozponti idegrendszeri teriiletek, melyeknek a kortikoszteroid-receptorait vizsgaltuk
1. parietalis agykéreg; 2. septum: 3. hypothalamus anterior (n. suprachiasmatis, n. anterior
hypothalami, n. periventriculdris, n. paraventriculdris); 4. hypothalamus medidlis (area
retrochiasmatic, n. arcuatus, n. ventromedidlis, n. dorsomediilis, eminentia mediana); 5.
amygdala; 6. n. habenulae; 7. hypothalamus posterior (n. premamillaris ventralis, n. pre-
mamillaris dorsalis, pars posterior nuclei arcuati, n. posterior hypothalami, corpus mamillare);
8. hippocampus

F.

: fornix HI: hippocampus
CA: comissura anterior TM: n. thalami medialis
CC: corpus callosum LY n. thalami ventralis
CF: n. caudatus NH: n. habenulae
GP: globus pallidum NPO: n. preoptici

NHA: n. hypothalamicus anterior
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1. tablazat
Specifikus kortikoszteron kités mérése in vitro szaturdciés analizissel

mellékveseirtas
| 16 o6ra
gyors vértelenités

szeletelés

\
inkubdlés
1 6ra

£

3H-kortikoszteron 3H-kortikoszteron -} kortikoszteron
(0,25—1,00) 10—°M (0,25—1,00) 10—°M + 10-¢M
N K
oblités
o
stlymérés
Vool
extrahdlds
} } éjszakdn at
beparlas
Voo

radioaktivitds mérés

szteron-kotShelyek szama (n) és a receptor-kortikoszteron kétés asszociacio-
allandéja (k):
I e kS
Ry Zu]_
=1 14k [5]

A fiiggvényt a legkisebb négyzetek elve szerinti becslés alapjan illesz-
tettiik, felhasznalva a Newton-féle iteraciés eljarast tobbdimenziés esetben.
A szamitasokat CDC-3300-as szamitégépen végexztiik.

Eredmények

In vivo korilmények kozott vizsgalva a 3H-kortikoszteron injekeio
utan két oraval minden vizsgalt szévet jelentfs mennyiségi radioaktivitast
tartalmazott, legtobbet a hypophysis. A radioaktivitas koncentraciéja mellék-
veseirtas utan mnagyobb volt, mint a kontrollokban, el§zetes kortikoszteron
adagolas csak a hippocampusban csokkentette (2. tablazat). A tsbbi vizsgalt
teriileten a radioaktivitas koncentraciéja nagyobb volt, ha az allatok el8zéleg
nem jelzett kortikoszteront kaptak, mint ha nem kaptak (2. tablazat). Ennek
okat tovabbi vizsgalatokkal kell tisztazni.
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2. tablazat

A radioaktivitds koncentrdciéja a kézponti idegrendszerben ®H-kortikoszteron beaddsa utdn
két éraval
(n = 4)
X 10—% dpm/g szovet

! Kontroll Mellékveseirtott Me}:sizi:::x:!:_

|
Hypophysis 0,41 + 0,08* 1,82 4 0,59 2,93 + 0,64
Septum 0,16 + 0,03 0,68 4+ 0,17 1,20 4 0,3
Hippocampus 0,17 4+ 0,03 1,39 4 0,45 0,80 4 0,16**
Hypothalamus anterior 0,16 + 0,05 0,54 + 0,11 0,98 4 0,26
Hypothalamus medidlis 0,15 4+ 0,03 0,52 4- 0,15 1,27 4- 0,31
Hypothalamus posterior 0,16 + 0,02 0,55 + 0,11 1,23 + 0,32
Amygdala 0,14 + 0,06 0,49 + 0,13 0,99 + 0,25
N. habenulae 0,16 + 0,04 0,73 4 0,11 0,85 + 0,18
Parietdlis agykéreg 0,11 + 0,03 0,51 4 0,14 0,74 4 0,16

* Atlag + S. E.
** Alacsonyabb, mint a mellékveseirtott csoportban

In vitro, szaturaciés analizissel tortént vizsgalatokban a hypothalamus

medialis és posterior, a hippocampus, a n. habenulae és a parietalis agykéreg
jelentds mennyiségli kortikoszteront kotott meg (3. tablazat), a hypophysis,
a hypothalamus anterior a septum és az amygdala nem kétstte a kortiko-

szteront.

3. tablazat

Kétot kortikoszteron mennyisége a kézponti idegrendszerben (in vitro szaturdciés analizis)

Kotott kortikoszteron (X 107° mél/1000 g szovet)

kortsi;:ls)zaferou hypothalamus l:;;lkezilgs
(< 10-*M) Y | hippocampus n. habenulae
mediélis t posterior
0,25 0,03+0,03* 0,054+0,09* | 0,134+0,03 | 0,06+0,05* | 0,1940,09
(®) 8 6 7 )
0,50 0,31+0,05 0,214+0,01 0,33+0,11 0,23+0,05 0,30+0,13
5 (6) 6 i (6
0,75 0,32+0,06 0,34+0,10 | 0,474+0,12 | 0,54+0,16 0,3240,15
(13) (11) | (10) 11
1,00 0,51+0,10 0,4240,06 | 0,49+0,09 0,56+0,14 0,45+0,12
(10) ® O @ ©

* Az érték 0-t6l nem kiilonbozik

"A receptor-kortikoszteron kétés asszociaciéallandéja legkisebb a hypo-
thalamus posteriorban és a n. habenulaeban, ezeken a teriileteken a kortiko-
szteron-kotShelyek szama nagy (4. tablazat). A hypothalamus medialisban
az asszociaciéallandé és a kotS8helyek szima megegyezik a parietalis agy-

kéreghen mért értékekkel, a receptor asszociaciéallandéja a hippocampusban
ennél valamivel kisebb (4. tablazat).
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4. tablazat

kiilonbozd teriiletein

Kotohelyek szima | Asspocidcidillands
X 107° mél/1000 g (X 10 M~1)
szovet
Hypothalamus medidlis 0,92 0,95
Hypothalamus posterior 520,00 0,0008
Hippocampus 4,40 0,13
N. habenulae 44,60 0,0118
Parietalis agykéreg 0,82 1,10
Megbeszélés

Megegyezden McEwen és mtsai (1969) adataival *H-kortikoszteron
injekcié utan valamennyi vizsgalt szévet koziil a hypophysisben a legnagyobb
a radioaktivitds koncentraciéja, de ezt a jelzett kortikoszteron elGtt adott
nem jelzett kortikoszteron nem csékkenti. In vitro kisérleteink szerint a
hypophysis nem koti a kortikoszteront. Ha elfogadjuk, hogy a szaturédciés
analizissel kimutathaté receptorhoz torténd kot8dés a specifikus kortiko-
szteroid-hatas elengedhetetlen eléfeltétele, akkor adataink azt a nézetet
tamasztjak ala, amely szerint a kortikoszteroidok visszajelenté hatasanak a
hypophysis nem elsddleges helye. Gondolnunk kell azonban arra a lehet8ségre
is, hogy csak azok a hypophysis-sejtek tartalmaznak kortikoszteroid-receptort,
amelyek ACTH-t termelnek. Ezek szama Costoff (1973) szerint az 8sszes hypo-
physis sejtek 2-—49-a, és ezt a szaturdciés analizissel kimutatni nem tudjuk.

A hypothalamusban in vive vizsgdlva McEwen és mtsai (1969) nem
talaltak kortikoszteron-kotést, és mi sem tudtunk kimutatni a hypothalamus
egyik teriiletén sem. In vitro, szaturaciés analizissel a hypothalamus media-
lisban kimutattunk kortikoszteroid-receptorokat, amelyeknek szerepe lehet
a kortikoszteroidok visszajelentd hatasanak mechanizmusaban. A hippocam-
pusban McEwen és mtsai (1969), valamint Stevens és mtsai (1971) adataival
megegyezéen kimutattunk in vivo kisérleteinkben kortikoszteron-kotést. In
vitro vizsgalataink bizonyitottak, hogy a hippocampusban a kortikoszteront
nagy affinitassal kot§ receptor van.

A septumban sem in vivo, sem in vitro vizsgalva nem talaltunk kortiko-
szteron-kotést. Ez ellentéthen van McEwen és mtsai (1969) adataival.

Minden bizonnyal sejtplazma receptort hataroztunk meg, mivel az
inkubalast 0 °C-on végeztiik, és mert az irodalmi adatok szerint a sejtplazma-
receptorokhoz a kortikoszteroidok 0 °C-on is, mig a sejtmag-receptorokhoz
csak magasabb (25—37 °C) h§mérsékleten kotddnek (Schaumburg és Bojesen,
1968; Baxter és Tomkins, 1970; Munck és mtsai, 1972).

A sejtplazma-receptorok kortikoszteroid-kotd tulajdonsdgai in vivo és
in vitro azonosak (Stith és Bottoms, 1972a). Az in vivo vizsgilatoknal szamos,
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nem ellenérizhetd tényezs hatasaval kell szamolni. ElsGsorban arra gondo-
lunk, hogy in vivo vizsgilva McEwen és mtsai (1969) és sajat kisérleteink
azért nem mutattak ki kortikoszteron-kotést a hypothalamus medialisban
és a parietalis agykéreghen, mert ezzel a médszerrel a kotott hormon nem
kiilonithet6 el a feltehetden jelenlevé lebontasi termékétdl. Nem tudjuk
magyarazni azt a tényt, hogy ennek ellenére a hippocampusban miért mutat-
haté ki kortikoszteroid-kotés in vivo vizsgalatainkban is.

A kortikoszteroid-receptornak csak a kortikoszteroidokat nagy affini-
tassal kotd, és a sejthen élettani kériilmények kozott eléfordulé hormon-
koncentracién telithetd makromolekulakat nevezik (Litwack és mtsai, 1972).
A hypothalamus medialisban, a hippocampusban és a parietalis agykéreghen
alapjan (4. tablazat) megfelel a receptor ezen kritériumainak. A hypothalamus
posteriorban és a n. habenulaeban a fenti feltételek nem teljesiilnek, és igy
ezeken a teriileteken mért kortikoszteroid kotést nem tekintjiik specifikus
receptornak.

A hypothalamus medialisban és a parietalis agykéregben azonos nagy-
agybdél izolalt sejtplazma kortikoszteroid-kotésének erfsségére meghataroztak.
A kortikoszteron kotéhelyek szama a hypothalamusban Stith és Bottoms
(1972b) szerint jelentdsen tobb, mint amit mi a patkdny hypothalamus
medialis sejtjeiben kimutattunk. Ezt az eltérést valészintileg az okozza, hogy
ezek a szerz8k egész hypothalamust vizsgaltak, és hogy sajat kisérleteink
szerint is a hypothalamus posteriorban a kotShelyek szama igen nagy.

Adataink azt bizonyitjak, hogy kortikoszteroid-receptorok vannak a
hypothalamus medialisban és azokban az extrahypothalamikus struktirakban,
amelyek — élettani vizsgalatok szerint — szerepet jatszanak az ACTH-
elvalasztas szabalyozasaban.

Az irodalom szerint a hippocampus és a parietalis agykéreg ingerlése
gatolja, 1ézijuk fokozza az ACTH-elvalasztast (Porter, 1954; Mason, 1958;
Endréczi és Lissak, 1960; 1962; Knigge, 1960; Mangili és mtsai, 1966; Kawa-
kami és mtsai, 1968a; 1968b). Az ingerlés, ill. 16zi6 az amygdala magcsoporthban
és a septumban az ACTH-elvalasztast ellentétesen befolyasolja, mint a hippo-
campusban (Mason, 1959; Endrgezi és Lissak, 1960; Setekleiev és mtsai,
1960; Ganong, 1963; Redgate, 1970; Redgate és Fahringer, 1973).

Kisérleteink azt mutatjak, hogy kortikoszteroid-receptor van a hippo-
campusban és a parietalis agykéreghen; az amygdalaban és a septumban
nincs. Ebb8l arra kévetkeztetiink, hogy a hippocampus és a parietélis agy-
kéreg — legalabbis részben — kortikoszteroid érzékeny mechanizmus ttjan
hat az ACTH-elvalasztasra, mig az amygdala és a septum mas, nem kortiko-
szteroid érzékeny mechanizmus utjan befolyasolhatja azt.
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Osszefoglalds

Kortikoszteroid-receptorokat mutattunk ki saturaciés analizissel a pat-
kany kozponti idegrendszerében: a hypothalamus medialisban, a hippocam-
pusban és a parietdlis agykéregben. A hypophysisben, a septumban, az
amygdalaban és a hypothalamus anteriorban kortikoszteroid-kétést nem
talaltunk. Eredményeink alapot adnak annak feltételezésére, hogy az extra-
hypothalamikus idegi strukturik szerepet jatszanak a corticoid visszajelentés
érzékelésében, ezen keresztil a hypothalamus-—hypophysis—mellékvese
rendszer miikédés szabalyozasaban.

Koszonetiinket fejezziik ki dr. Boszérményi Erngné, Hellferich Frigyesné,
Lapis Erzsébet és Seres Roézsa értékes technikai segitségéért.
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