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Galanin hatédsa a vazopresszin kivalasztasra patkanyban
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TUDOMANYOS HATTER

A vazopresszin (VP) egy széles hatasspektrumu hormon. Az altalanosan elfogadott nézet szerint a hipotala-
musz magnocellularis régiojaban, fdleg a nucleus supraopticus és a nucleus paraventricularis idegsejtieiben
szintetizalddik [1,2]. A szintézist kdvetGen neuroszekréciés granulumok forméjaban, axonalis transzporttal, a
hipofizisnyélen at jut a hipofizis hatso lebenyének sejtjeinez a pituicitakhoz [3]. A VP innen jut a vérkeringésbe.
E szerint az altalanosan elfogadott hipotézis szerint a neurohipofizis (NH), mint a VP raktarozas szintere jat-
szik szerepet {4].

© A VP kémiai szerkezetét Du Vigneaud és munkatarsai [5] hataroztdk meg és sikeresen szintetizaltak is. A
VP kilenc aminosavbdl 4ll6 nonapeptid, mely egy hat aminosavat tartalmazé gy(ribdl és az ehhez kapcsolddd
tripeptid-amid oldallancbél épiil fel. A VP élettani hatdsai koziil tébb is ismeretes. FO hatasai, hogy
antidiuretikus hatasaval szerepet jatszik a vizhaztartasban [6], valamint vazokonstrikciét okozva emeli az arté-
rids vérnyomast [7]. F6 biologiai hatasai mellett befolyasolja a tanulasi és memoériafolyamatokat [8], fokozza a
bélperisztaltikat [9], &s noveli a vércukorszintet [10]. .

Sportélettani szempontbél a VP anfidiuretikus hatasa a lényeges. E hatasa révén a VP fontos szerepet
jatszik a vizhaztartas szabalyozaséaban [6). A sporttevékenység, az izommunka hotermeléssel jaro folyamat. A
keletkezd hotdl a szervezetnek meg kell szabadulnia, maskiildnben a testhmérséklet emelkedni kezd, ami a
szervezet karosodasahoz vezethet. A hétizzadas, verejtékezés formajaban adja le a test. A verejték minimum
90%-a viz, igy az izzadas vizvesztést okoz. Mivel a verejtékkel tavozé viz a vérplazmabdl szarmazik, a vér si-
risodik, hematokrit-értiéke novekszik. Ezzel egyidejlleg a plazma ozmolaritasa is novekszik. Ezeket a vérben
végbemend valtozasokat Gsszefoglaléan hemokoncentracidnak nevezzik. A megndvekedett plazma-
ozmolaritds az agyban, a hipotalamusz teriiletén talalhato specialis érzékeld sejteket, az ozmoreceptorokat in-
gerli. Az ozmoreceptorokbdl érkezd ingerekre reagélva a hipotalamusz aktivélja a hipofizis hatsé lebenyét,
ahonnan megindut az ott tarolt VP szekrécidja a vérbe. A VP a vérkeringés kozvetitésével eljut a vesébe. Ott a
viz visszaszivasat okozza, mert megnéveli a vese gyiijtécsatomnainak vizatereszto képességét. A fokozott viz-
visszaszivasbol szarmaz6 viz visszakerill a vérbe, megndveli a plazma térfogatat és — a vért Jhigitva” - le-
csokkenti annak ozmolaritasat. A VP igy igyekszik szabalyozni a vizhaztartast [11].

A VP termelését és vérbe torténd kivalasztasat szamos kilsd és belsd tényezd szabalyozza, koztik pél-
daul a hdmérséklet, a stressz, illetve tobb - a szervezet altal termelt — vegyilet (adrenalin, szerotonin, stb.) is.
Utdbbiak kozé tartozik a galanin.

A galanint (GAL) 1983-ban, Kazuhiko Tatemoto és Viktor Mutt iranyitasaval, a svéd Karolinska Intézet kutato-
csoporija fedezte fel. A 29 aminosavbdl a6, biolégiailag aktiv peptidet sertésbélibdl izolaltak, teljes aminosav
szekvencigja:  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-NH2. A vegyillet az N- és C-terminalis aminosavai alapjan (gficin és alanin) kapta
nevét [12). Az eltelt 24 évben a patkany {13}, a szarvasmarha [14] és szamos egyéb faj GAL szekvenciajat
meghataroztak. A human GAL-t 1991-ben Bersani és munkatarsai [15] izolaltak.

A kiillonboz6 fajspecifikus GAL-ok legtobbje 29 aminosavbdl és amidalt C-terminalisbét all. Az N-terminalis
rész (1-15) aminosav szekvenciaja fajonként azonos, a fajra jellemzd eltérések a C-termindlis szakaszban
vannak. Meglepé modon a huméan GAL 30 aminosavbdl all és C-termindlisa nem amidalt, viszont az N-
terminalis rész megegyezik a tobbi fajbdl szarmazé GAL aminosav sorrendjével [16,17). :

A GAL felfedezése 6ta szamos élettani hatasat leirtak: fokozza a ndvekedési hormon, a prolaktin és a
glukagon termelést [18,19], csdkkenti az inzulin, szomatosztatin és gasztrin kivalasztast [20,21]. Befolyasolja a
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pancreas mikodést [22], a hipotalamusz-hipofizis-pajzsmirigy tengelyt [23]. A kézponti idegrendszerre gyako-
rolt hatasai is ismeretesek: modositja a kognitiv mikddést [24], illetve a meméria folyamatokat [25].

A tovabbiakban bemutatasra keriild kisérletsorozatok elméleti alapja, hogy a GAL jelentds szerepet jatszik
az NH rendszer miikodésének, a VP kivalasztasanak szabalyozasaban [26, 27].

Célkitlizés
Kisérleteinkkel a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt: ,
1. Van-e kilénbség a patkany, sertés és human GAL, valamint a human GAL kiilénb6z0 fragmenseinek
VP szekrécidra gyakorolt hatasa k6zott intracerebroventriculéris (i.c.v.) és intravénas (i.v.) adagolas
utan patkanyban? :
2. Ozmotikus stimulus [2.5% NaCl oldat adagolésa] utani VP koncentracio valtozasokat hogyan médosit-
jék a kilénbozo GAL fragmensek és szarmazékok?
3. Hogyan befolyasolja a GAL kezelés a nem-ozmotikus stimulus [hisztamin (HA) adagolasa] altal el6-
idézett VP koncentracié valtozasokat?
4. A GAL indukalta VP szekrécids valtozasok kivédhetSk-e egy GAL antagonista vegyilet, a galantid
(M15) alkalmazaséaval?

Mdédszerek

Kisérleteinkhez az Osszehasonlité Elettani Tanszék ailathazaban nevelt, 3-4 honapos, 180-250 g testtéme-
g(, him Wistar-patkanyokat hasznaltunk. A vizsgalt anyagok beadasahoz a kisérleti dllatok jobboldali lateralis
agykamrajaba i.c.v. kanilt helyeztiink.

Az alabb felsorolt GAL szarmazékok és fragmensek hatasat vizsgaltuk. Ezeket dr. Balaspiri Lajos profesz-
szor szintetizélta az SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézetében,

1. GAL (patkany, 1-29)

2. GAL (sertés, 1-29)

3. GAL (human, 1-30)

4. GAL N-terminalis fragmens (humén, 1-16)

5. GAL C-terminalis fragmens (human, 16-30)

6. Galantid (M15) - GAL antagonista

l.v. kezelés esetén a GAL vegyiileteket a lateralis farokvénaba, 1.0 nmol (3.2 pg) dozisban, 200 p! fiziol6-
gids s6oldatban adagoltuk. 1.c.v. bejuttatashoz Hamilton fecskend6t 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 p! fiziolo-
gias soéoldatban. A GAL 1-16 és 16-30 fragmenseket i.c.v. 100 pmol (0.17 pg) /10 pl fiziolégias séoldat do-
zisban adtuk. A GAL antagonista M15 i.c.v. mennyisége 10.0 nmol (22 pg) volt 10yl fiziolgias séoldatban fel-
oldva, és 15 perccel a GAL kezelések eldtt alkalmaztuk. A kontrolt llatok i.c.v. 10 pl fiziologias sot kaptak. Az
ozmotikus stimulust intraperitonedlisan (i.p.) adagolt 2.5%-0s NaCl oldattal idéztik el6 (2 ml/100 g testsdly)
kézvetlenll a GAL szarmazék beadasa el6tt. A nem-ozmotikus stimulust i.p. HA kezeléssel (0.01 mg/100 g
testsuly) idéztilk elg, 15 perccel a GAL kezelés el6itt. A patkanyok dekapitdlasa és a vérmintak gydjtése min-
den esetben a GAL kezelés utan 30 perccel tortént) A VP koncentraciét a vérplazmabdl hataroztuk meg
radioimmunoassay (RIA) modszerrel.

Az adatokat az atlagérték és a kdzépérték szérasa alapjan adtuk meg az egyes kisérleti csoportoknak
megfelelden. A kisérletek eredményeit Kruskal-Wallis probénak vetettiik ala.

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 kdvetden nem okozott szignifikans valtozast a plazma VP koncentracitjaban.

Ozmotikus stimulus, azaz 2.5%-0s NaCl oldat adagolasa jelentds emelkedést valtott ki a plazma VP szint-
ben (1. 4bra). I.c.v. adagolt patkany GAL kivédte a 2.5%-0s NaCl okozta plazma VP szint ndvekedéseét, i.v.
kezelés utan a VP koncentracié azonban nem tért vissza a normélis szintre. Az el6zdleg i.c.v. beadott GAL
antagonista M15 megakadélyozta az i.c.v. patkany GAL 2.5% -os NaCl okozta plazma VP szint emelkedésére
gyakorolt gatlé hatasat.
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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 szekrécidra gyakorolt hatasat csak i.c.v. kezelés utan hasonlitottuk dssze (2. abra). 2.5%-
os NaCl adagolasa utan szignifikans emekedést tapasztaltunk a plazma VP szintben. Ez a ndvekedés kivéd-
hetd volt sertés, human, vagy human GAL 1-16 fragmens i.c.v. kezeléssel. Viszont a human GAL 16-30
fragmens nem csdkkentette a 2.5% -os NaCl oldat okozta VP koncentracio fokozodast.

Az i.p. HA kezelés szignifikansan emelte a plazma VP koncentraciot. |.v. patkany GAL adagolast kovetben
ez a fokoz6das nem valtozott. I.c.v. patkany GAL csokkentette a HA altal elbidézett VP szint emelkedését, de
a plazma VP koncentracitja magasabb maradt, a kezeletlen kontroll allatokhoz viszonyitva. Az eldzetes i.c.v.
M15 kezelés megakadalyozta, hogy az i.c.v. patkany GAL mérsékelje a HA indukalta plazma VP szint emel-
kedést (3. abra).

HA i.p. adagoldsa utdn a plazma VP koncentracié magasabb szintre emelkedett, mint az ozmotikus
stimulust kovetden. Sertés, human, vagy human GAL 1-16 fragmens i.c.v. kezelés egyarant csokkentette a
HA indukalta plazma VP koncentracié emelkedését, a VP szint azonban ezutén is magasabb maradt, mint a
kontroll patkanyokban. Az i.c.v. human GAL 16-30 fragmens ebben az esetben is hatastalan maradt (4. abra).

Eredmények ésszefoglalésa

Kisérleteink eredményeit dsszefoglalva eimondhatd, hogy az i.v. adagolt GAL nem befolyasolja a VP szekré-
Ciét, az i.c.v. bejuttatott GAL a nem stimulalt, bazalis VP szintet nem csokkenti. Megfigyeltik, hogy i.c.v. GAL
kezelés teljesen kivédi az i.p. beadott 2.5% NaCl okozta plazma VP szint emelkedést. A HA okozta VP szint
emelkedést csak részben védte ki az i.c.v. GAL kezelés. Nem talaltunk alapvetd hatasbeli kiilonbség a pat-
kény, sertés és human GAL 1-30, ill. az 1-16 fragmense kdzott. Kisérletsorozatainkban a human GAL C-
termindlis 16-30 fragmense hatastalannak bizonyult. Tapasztalataink szerint a GAL antagonista galantid
(M15) el6kezelés kivédi a GAL okozta VP szekrécios véltozasokat.

Kovetkeztetések

Eredményeink arra utalnak, hogy in vivo kbrilimények kdzott a GAL jelentds szerepet jatszik a VP kivalasztas
és ezen keresztiil a folyadék-haztartas szabalyozasaban. A GAL molekula biologiai aktiv centrumat a GAL 1-
16 fragmens tartalmazza.
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The effect of galanin on the excretion of vasopressin in rats

The 29 amino acid-containing galanin isolated from-the porcine intestine is known to play a significant role in
the regulation of the function of the hypothalamo-neurohypophyseal system. The basal vasopressin concentra-
tion was examined, and also those vasopressin levels following osmotic and non-osmotic stimuli after centrally
administered galanin. The effects of rat, porcine and human galanin and the human galanin 1-16 fragment on
vasopressin release were studied. Finally, the question was investigated of whether the galanin receptor an-
tagonist galantid (M15) was able to prevent the vasopressin level changes induced by galanin. Galanin admin-
istered intravenously did not influence the vasopressin excretion. After the intracerebroventricular (i.c.v.) injec-
tion of galanin, the vasopressin level decreased and the enhancement of the plasma vasopressin concentra-
tion following intraperitoneal 2.5% NaCl solution or histamine administration was significantly moderated.
There was no essential difference in the vasopressin release effects of rat, porcine and human galanins. The
human galanin 1-16 fragment proved to be active as concems vasopressin regulation. Galantid administered
i.c.v. before the galanin injection prevented all of the vasopressin- responsive effects of gafanin. The results
indicate that galaninergic control is of great importance in the regulation of vasopressin secretion.
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1. abra
Patkany GAL és GAL antagonista M15 hatasa a 2.5%-0s NaCl oldat altal kivaltott plazma VP koncentracio valtozasokra
(n=8-12; Atlag + SEM,;
P < (.05, szignifikans kiilonbség a kontrolicsoporthoz viszonyitva;
®P < 0.05, szignifikans killinbség a 2.5%-0s NaCl-kezelt csoporthoz viszonyitva.)
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2. abra
Sertés és human GAL, valamint a human GAL 1-16 és 16-30 fragmensének hatasa a 2.5%-os NaCl oldat okozta plazma

VP szint emelkedésre

(n=8-12; Atlag £ SEM,;
3P < 0.0, szignifikans kilonbség a kontrollcsoporthoz viszonyitva;
bP < 0.05, szignifikans killonbség a 2.5%-0s NaCl-kezelt csoporthoz viszonyitva.)
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3. dbra

Patkany GAL és GAL antagonista M15 hatasa a HA altal kivaltott plazma VP koncentracié valtozasokra
(n=8-12; Atlag + SEM.;
aP < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontrolicsoporthoz viszonyitva;
bP < 0.05, szignifikans kilonbség a HA-kezelt csoporthoz viszonyitva.)
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4. abra :
Sertés és human GAL, valamint a human GAL 1-16 és 16-30 fragmensének hatasa a HA okozta plazma VP szint emelke-
désre

(n=8-12; Atlag + SEM,;
aP < 0.05, szignifikans kiilonbség a kontrolicsoporthoz viszonyitva;
bP < 0.05, szignifikans kiilonbség a HA-kezelt csoporthoz viszonyitva.)



