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A B S T R A C T

A  v a r i e t y  o f  n e u r o p e p t i d e s  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  w h e r e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e i r  

p r e s e n c e  i s  u n c e r t a i n .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h e  

e x i s t e n c e  o f  l o c a l l y  a c t i n g  r e g u l a t o r y  s y s t e m s  w i t h i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  l o c a l l y  

s y n t h e s i s e d  n e u r o p e p t i d e s  f u n c t i o n  a s  a u t o c r i n e  o r  

p a r a c r i n e  a g e n t s  w i t h i n  t h i s  t i s s u e .  T h e  s e c r e t i o n  o f  

h o r m o n e s  f r o m  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i s  i n f l u e n c e d  b y  

t a r g e t  g l a n d  a n d  p e r i p h e r a l  h o r m o n e s  a n d  s u c h  f a c t o r s  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  i n f l u e n c e  l o c a l l y  s y n t h e s i s e d  

n e u r o p e p t i d e s ,  p o s s i b l y  i n  p a r t  r e g u l a t i n g  p i t u i t a r y  

h o r m o n e  s e c r e t i o n  t h r o u g h  t h e m .  T h e  p r o g r a m m e  o f  w o r k  

d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  a  s t u d y  o f  t h e  i n f l u e n c e  o f  

e n d o c r i n e  s t a t u s  o n  5  o f  t h e s e  n e u r o p e p t i d e s  -  g a l a n i n  

( G A L ) ,  n e u r o t e n s i n  ( N T ) ,  n e u r o p e p t i d e  Y  ( N P Y ) ,  s u b s t a n c e  

( S P )  a n d  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( V I P )  i n  t h e  r a t  

h y p o t h a l a m o - a d e n o h y p o p h y s e a l  c o m p l e x .  N o r t h e r n  b l o t  

a n a l y s i s  h a s  b e e n  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

r a d i o i m m u n o a s s a y  t o  e s t i m a t e  s t e a d y  s t a t e  l e v e l s  o f  

p r o h o r m o n e  e n c o d i n g  m R N A  a n d  p e p t i d e .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  

s t u d y  d e m o n s t r a t e  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  t h e  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  g l a n d  c o n t a i n s  m R N A s  e n c o d i n g  N P Y ,  N T  a n d  V I P .  

T h e  s t u d y  h a s  a l s o  s h o w n  t h a t  a l t e r a t i o n s  i n  p h y s i o l o g i c a l  

e n d o c r i n e  s t a t u s  a f f e c t e d  a l l  5  p e p t i d e s  a n d  t h e i r  

p r o h o r m o n e  e n c o d i n g  m R N A s  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  

b u t  n o t  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s .  T h y r o i d e c t o m y  i n c r e a s e d  

p i t u i t a r y  N P Y ,  S P  a n d  V I P  p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t s  b u t  

d e c r e a s e d  t h o s e  o f  G A L  a n d  N T ,  w h i l s t  h y p e r t h y r o i d i s m
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d e c r e a s e d  t h e  p e p t i d e  c o n t e n t s  o f  S P  a n d  V I P  a n d  h a d  n o  

e f f e c t  o n  t h o s e  o f  G A L  o r  N T .  A d r e n a l e c t o m y  h a d  n o  e f f e c t  

o n  t h e  p i t u i t a r y  p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t s  o f  N P Y  a n d  N T ,  

b u t  i n c r e a s e d  V I P  a n d  G A L  p e p t i d e  c o n t e n t s  a n d  d e c r e a s e d  

t h a t  o f  S P .  C h r o n i c  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  h a d  n o  e f f e c t  

o n  p i t u i t a r y  N P Y  p e p t i d e  c o n t e n t  b u t  d e c r e a s e d  t h e  p e p t i d e  

c o n t e n t s  o f  G A L ,  N T ,  S P  a n d  V I P .  O v a r i e c t o m y  d e c r e a s e d  

G A L  a n d  V I P  m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t s ,  b u t  i n c r e a s e d  t h o s e  

o f  N P Y ,  N T  a n d  S P .  C h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  i n c r e a s e d  

G A L  a n d  V I P  m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t s  b u t  d e c r e a s e d  t h o s e  

o f  N T  a n d  S P .  C a s t r a t i o n  o f  m a l e  r a t s  h a d  n o  e f f e c t  o n  

a n y  p i t u i t a r y  n e u r o p e p t i d e  w h i l s t  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  

t r e a t m e n t  a f f e c t e d  o n l y  V I P ,  w h i c h  w a s  d e c r e a s e d  i n  b o t h  

m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t .  T h e  e f f e c t s  o f  t h e  

m a n i p u l a t i o n s  o n  t h e  h y p o t h a l a m o - a d e n o h y p o p h y s e a l  g r o w t h  

h o r m o n e  a x i s  w e r e  a l s o  e x a m i n e d  w i t h  s o m e  i n t e r e s t i n g  

r e s u l t s  o b s e r v e d  i n  t h e  t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n  

g r o u p .  H y p o t h a l a m i c  S R I F  m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  

u n a l t e r e d  i n  e i t h e r  h y p o  o r  h y p e r t h y r o i d  r a t s  w h i l s t  G H R H  

c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  i n  b o t h  g r o u p s  w i t h  G H R H  m R N A  b e i n g  

i n c r e a s e d  i n  t h e  f o r m e r  b u t  d e c r e a s e d  i n  t h e  l a t t e r  g r o u p .  

I n  t h e  h y p o t h y r o i d  g r o u p  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  G H m R N A  w a s  

a l t e r e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  l e n g t h  o f  t h e  p o l y ( A )  t a i l .  

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  t h e  s y n t h e s i s  o f  

G A L ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

g l a n d  i s  i n f l u e n c e d  b y  e n d o c r i n e  s t a t u s .  T h e  p r e c i s e  

f u n c t i o n a l  r o l e s  o f  t h e s e  n e u r o p e p t i d e s  a r e  a s  y e t  

u n c e r t a i n  b u t  t h e y  m a y  w e l l  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  

o f  h o r m o n e  s e c r e t i o n  o r  p o s s e s s  s o m e  o t h e r  a s  y e t  u n k n o w n

f u n c t i o n .
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A C K N O W L E D G E M E N T S

I  a m  g r a t e f u l  t o  m y  s u p e r v i s o r  P r o f e s s o r  S  R  B l o o m  f o r  

p r o v i d i n g  m e  w i t h  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  w o r k  o n  t h i s  s t u d y  

a n d  f o r  h i s  g u i d a n c e ,  d i r e c t i o n  a n d  e n c o u r a g e m e n t  d u r i n g  

t h e  c o u r s e  o f  t h e  s t u d y .  I  s h o u l d  a l s o  l i k e  t o  

a c k n o w l e d g e  D r  D  J  O'  H a l l o r a n ,  D r  M A  G h a t e i  a n d  D r  J  

D o m i n  f o r  t h e i r  i n v a l u a b l e  h e l p  w i t h  t h e  a n i m a l  w o r k  a n d  

r a d i o i m m u n o a s s a y ,  a n d  D r  S  L e g o n  f o r  p r o v i d i n g  t e c h n i c a l  

f a c i l i t i e s  a n d  a d v i c e .

I  a m  i n d e b t e d  t o  D r  M A  G h a t e i ,  D r  D  J  O '  H a l l o r a n ,  D r  C J  

M a r s h a l l ,  M r s  K D a v i e s  a n d  D r  D  S m i t h  f o r  t h e i r  t i m e  a n d  

h e l p  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  p r o o f - r e a d i n g  o f  t h i s  t h e s i s .

T h i s  t h e s i s  i s  d e d i c a t e d  t o  t h e  m e m o r y  o f  m y  f a t h e r  F r a n k

Tudno J o n e s ,  1925 1989.
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T A B L E  O F  C O N T E N T S

P A G E
N o

T I T L E  1

A B S T R A C T  2

A C K N O W L E D G E M E N T S  4

T A B L E  O F  C O N T E N T S  5

L I S T  O F  P L A T E S  9

L I S T  O F  T A B L E S  1 0

C H A P T E R  1

I N T R O D U C T I O N  1 4

T h e  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  G l a n d  1 5

E l u c i d a t i o n  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  F u n c t i o n  1 6

P r o o p i o m e l a n o c o r t i n  D e r i v e d  P e p t i d e s  1 7

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  C e l l  T y p e s  1 8

R e g u l a t i o n  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  F u n c t i o n  2 0

M i n o r i t y  P i t u i t a r y  P e p t i d e s  2 2

H y p o p h y s e o t r o p i c  P e p t i d e s  i n  t h e  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  2 4

M i n o r i t y  P e p t i d e  S y n t h e s i s  i n  t h e  A n t e r i o r  p i t u i t a r y  3 0

S i g n i f i c a n c e  o f  M i n o r i t y  P i t u i t a r y  p e p t i d e s  3 2

E v i d e n c e  o f  A u t o c r i n e - p a r a c r i n e  S y s t e m s  i n  t h e  3 3
A n t e r i o r  P i t u i t a r y

C r i t e r i a  f o r  E s t a b l i s h i n g  L o c a l l y  A c t i n g  P e p t i d e s  3 7

A i m  o f  S t u d y  4 1

D e s c r i p t i o n  o f  P e p t i d e s  4 2

A p p r o a c h 4 6
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C H A P T E R  2

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  4 9

A n i m a l s  5 0

D i s s e c t i o n  5 0

E x t r a c t i o n  a n d  Q u a n t i t a t i o n  o f  R N A  5 2

E x t r a c t i o n  o f  R N A  5 3

V i s u a l i s a t i o n  o f  R N A  5 4

N o r t h e r n  B l o t t i n g  5 5

P r o b e s  5 6

O l i g o ( d T ) - c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  5 7

S y n t h e s i s  o f  c D N A  5 8

P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  5 9

M i n i - p r e p a r a t i o n s  o f  P l a s m i d  D N A  6 2

I s o l a t i o n  o f  D N A  f r a g m e n t s  6 4

D N A  S e q u e n c i n g  6 5

P r e p a r a t i o n  o f  D N A  P r o b e s ,  H y b r i d i s a t i o n  6 8
a n d  W a s h i n g

P r e p a r a t i o n  o f  R N A  P r o b e s ,  H y b r i d i s a t i o n  7 1
a n d  W a s h i n g

R N a s e  H D i g e s t i o n  7 3

P e p t i d e  E x t r a c t i o n  7 4

R a d i o i m m u n o a s s a y  7 4

A s s a y  F o r m a t  7 5

S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s  7 7

C H A P T E R  3

T H Y R O I D  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S  8 0

I N T R O D U C T I O N 8 1
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R E S U L T S  8 4

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s  9 0

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s  9 0

M i n o r i t y  P e p t i d e  m R N A  L e v e l s  9 2

D I S C U S S I O N  9 4

C H A P T E R  4

A D R E N A L  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S  1 0 1

I N T R O D U C T I O N  1 0 2

A N I M A L S  1 0 4

R E S U L T S  1 0 5

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s  1 1 1

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s  1 1 1

M i n o r i t y  P e p t i d e  m R N A  L e v e l s  1 1 3

D I S C U S S I O N  1 1 5

C H A P T E R  5

F E M A L E  S E X  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S  1 2 1

I N T R O D U C T I O N  1 2 2

A N I M A L S  1 2 4

R E S U L T S  1 2 6

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s  1 3 7

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s  1 3 7

M i n o r i t y  P e p t i d e  m R N A  L e v e l s  1 3 9

ANIMALS 8 3

D I S C U S S I O N 1 4 2
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C H A P T E R  6

M A L E  S E X  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S  1 4 9

I N T R O D U C T I O N  1 5 0

A N I M A L S  1 5 2

R E S U L T S  1 5 3

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s  1 5 9

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s  1 5 9

M i n o r i t y  P e p t i d e  m R N A  L e v e l s  1 6 0

D I S C U S S I O N  1 6 1

C H A P T E R  7

T H E  I N F L U E N C E  O F  E N D O C R I N E  S T A T U S  O N  G R O W T H  H O R M O N E  1 6 4

I N T R O D U C T I O N  1 6 5

R E S U L T S  1 6 7

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s  1 7 4

H y p o t h a l a m i c  m R N A  L e v e l s  1 7 5

H y p o t h a l a m i c  p e p t i d e  c o n t e n t s  1 7 5

D I S C U S S I O N  1 7 7

C H A P T E R  8

C O N C L U S I O N  1 8 2

S u m m a r y  o f  R e s u l t s  1 8 3

F u r t h e r  R e s e a r c h  1 8 9

R E F E R E N C E S  1 9 3

A P P E N D I C E S 220
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L I S T  O F  P L A T E S

P L A T E  1 R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m  t h y r o i d  8 9

h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

P L A T E  2  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m  a d r e n a l  1 1 0  

h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

P L A T E  3  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m  f e m a l e  1 3 4

s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  -  G r o u p  A

P L A T E  4  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m  f e m a l e  1 3 6

s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  -  G r o u p  B

P L A T E  5  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m  m a l e  1 5 8

s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

P L A T E  6  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  o f  t h e  e f f e c t s  1 7 1  

o f  m a n i p u l a t i o n s  o n  g r o w t h  h o r m o n e  m R N A

P L A T E  7  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  o f  t h e  e f f e c t s  1 7 3

o f  t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  

h y p o t h a l a m i c  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  

h o r m o n e  a n d  o n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g r o w t h  

h o r m o n e  f o l l o w i n g  R N a s e  H d i g e s t i o n
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L I S T  O F  T A B L E S

T A B L E 1 .  1

T A B L E 1 .  2

T A B L E 1 .  3 a

T A B L E 1 .  3 b

T A B L E 1 .  4

T A B L E 1 .  5

T A B L E 1 .  6

T A B L E 1 .  7

T A B L E 2 .  1

T A B L E 2 .  2

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  s e c r e t o r y  c e l l  t y p e s

M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s

H y p o p h y s e o t r o p i c  p e p t i d e s  i n  t h e  

h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l  p o r t a l  c i r c u l a t i o n

A d e n o h y p o p h y s e a l  r e c e p t o r s  f o r

h y p o p h y s e o t r o p i c  p e p t i d e s  A d e n o h y p o p h y s e a l

M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  

i n  h y p o t h a l a m u s

M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a f f e c t i n g  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e  r e l e a s e

M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e  r e c e p t o r s  i n  

a d e n o h y p o p h y s e a l  m e m b r a n e s

M i n o r i t y  p e p t i d e  m R N A s  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y

D e t a i l s  o f  c o n j u g a t e s ,  a n t i s e r a  
a n d  l a b e l s  u s e d  i n  r a d i o i m m u n o a s s a y

T h e  s t a n d a r d  r e c i p e  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y

1 9

2 3

2 5

2 5

2 7

2 8

2 9

3 1

7 8

7 9



1 1

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s

T A B L E  3 .  2  T h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  8  5

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  

p e p t i d e  c o n t e n t s

T A B L E  3 .  3  T h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  8 6

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  

o f  N o r t h e r n  b l o t s

T A B L E  3 . 4  T h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  8 7

h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

T A B L E  4 .  1 A d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 0 5

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s

T A B L E  4 .  2  A d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 0 6

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  

p e p t i d e  c o n t e n t s

T A B L E  4 .  3  A d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 0 7

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  

o f  N o r t h e r n  b l o t s

T A B L E  4 .  4  A d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 0 8

h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

TABLE 3. 1 T h y r o i d  horm one  m a n i p u l a t i o n s  8 4



1 2

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s  

G r o u p  A

T A B L E  5 .  2  F e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 2 7

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s  

G r o u p  B

T A B L E  5 .  3  F e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 2 8

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  

p e p t i d e  c o n t e n t s

T A B L E  5 .  4  F e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 2 9

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  

o f  N o r t h e r n  b l o t s  -  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e s

T A B L E  5 .  5  F e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 3 0

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  

o f  N o r t h e r n  b l o t s  -  m i n o r i t y  

p i t u i t a r y  p e p t i d e s

T A B L E  5 .  6  F e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 3 1

h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

TABLE 5 . 1  F e m a le  s e x  hormone  m a n i p u l a t i o n s  126

G r o u p  A
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h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s  

G r o u p  B

T A B L E  6 .  1 M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 5 3

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s

T A B L E  6 .  2  M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 5 4

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  

p e p t i d e  c o n t e n t s

T A B L E  6 .  3  M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 5 5

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  

o f  N o r t h e r n  b l o t s

T A B L E  6 .  4  M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  1 5 6

h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

T A B L E  7 .  1 H y p o t h a l a m i c  a n d  p i t u i t a r y  m R N A  l e v e l s  1 6 7

TABLE 5. 7 F e m a le  s e x  horm one  m a n i p u l a t i o n s  132

T A B L E  7 .  2  H y p o t h a l a m i c  G H - R H  a n d  S R I F  c o n t e n t s  i n  1 6 9  

t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s



CHAPTER 1

I N T R O D U C T I O N
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T h e  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  G l a n d

T h e  p i t u i t a r y  g l a n d ,  a  s m a l l  o r g a n  s i t u a t e d  a t  t h e  b a s e  o f  

t h e  b r a i n ,  c o n s i s t s  o f  3  l o b e s ;  t h e  a n t e r i o r  l o b e  o r  

a d e n o h y p o p h y s i s  ( a l s o  k n o w n  a s  t h e  p a r s  d i s t a l i s  o r  p a r s  

g l a n d u l a r i s ) ,  t h e  i n t e r m e d i a t e  l o b e  ( p a r s  i n t e r m e d i a )  a n d  

t h e  n e u r a l  l o b e  ( p o s t e r i o r  p i t u i t a r y  o r  i n f u n d i b u l a r  

p r o c e s s )  ( D a u g h a d a y  WH 1 9 8 5 ) .  F o r  1 , 5 0 0  y e a r s ,  f r o m  t h e  

s e c o n d  c e n t u r y  t o  t h e  s e v e n t e e n t h ,  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d  w a s  

b e l i e v e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  n a s a l  m u c u s  

( p i t u i t a )  f o r m e d  f r o m  t h e  w a s t e  p r o d u c t s  o f  c h e m i c a l  

r e a c t i o n s  i n  t h e  b r a i n .  I t  i s  o n l y  r e l a t i v e l y  r e c e n t l y  

t h a t  t h e  s i g n i f i c a n c e  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d  

h a s  b e e n  a p p r e c i a t e d .  S t u d i e s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  f i r s t  

h a l f  o f  t h i s  c e n t u r y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  p i t u i t a r y  

p l a y e d  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g r o w t h ,  

m e t a b o l i s m  a n d  e n d o c r i n e  f u n c t i o n .  S u r g i c a l  r e m o v a l  o f  

t h e  p i t u i t a r y  g l a n d  ( h y p o p h y s e c t o m y ) w a s  f o u n d  t o  r e s u l t  

i n  a t r o p h y  o f  s e v e r a l  o f  t h e  b o d y ' s  m a i n  e n d o c r i n e  o r g a n s ,  

n a m e l y  t h e  a d r e n a l s ,  g o n a d s  a n d  t h y r o i d s .  I t  w a s  

s u b s e q u e n t l y  r e a l i s e d  t h a t  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

r e g u l a t e d  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e s e  t i s s u e s  a n d  t h a t  i t  w a s  

i n  e f f e c t  t h e  " c o n d u c t o r  o f  t h e  e n d o c r i n e  o r c h e s t r a "  

( C u s h i n g  HW 1 9 1 0 ) .  E x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  b y  A s c h n e r ,  

C u s h i n g  a n d  o t h e r s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  e x e r t e d  a  c r i t i c a l  i n f l u e n c e  o n  d e v e l o p m e n t ,  

m e t a b o l i s m ,  s e x u a l  m a t u r a t i o n  a n d  b e h a v i o u r .  S u b s e q u e n t  

s t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  e x e r t s  i t s  

e f f e c t s  o n  i t s  t a r g e t  t i s s u e s  b y  m e a n s  o f  s u b s t a n c e s  

r e l e a s e d  i n t o  t h e  g e n e r a l  c i r c u l a t i o n .  W e  n o w  k n o w  t h a t
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t h e s e  s u b s t a n c e s  a r e  p e p t i d e  h o r m o n e s  a n d  t h a t  6  o f  t h e m  

a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  o b s e r v e d  e f f e c t s  o n  m e t a b o l i s m ,  

d e v e l o p m e n t  e t c .

E l u c i d a t i o n  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  F u n c t i o n  

S u r g i c a l  h y p o p h y s e c t o m y  ( a n d  a l s o  c l a m p i n g  o f  t h e  

p i t u i t a r y  s t a l k )  i n  d o g s  w a s  f o u n d  t o  r e s u l t  i n  d e a t h  

p r e c e d e d  b y  l o s s  o f  w e i g h t  a n d  a t r o p h y  o f  t h e  o v a r i e s  a n d  

u t e r u s  ( C r o w e  J  e t  a l  1 9 1 0 ,  C u s h i n g  HW 1 9 1 0 ) .  

H y p o p h y s e c t o m y  i n  p u p p i e s  r e s u l t e d  i n  c e s s a t i o n  o f  g r o w t h  

o f  t h e  l o n g  b o n e s ,  t h y r o i d  a t r o p h y  a n d  g e n i t a l  h y p o p l a s i a  

( A s c h n e r  B  1 9 1 2 ) .  A t r o p h y  o f  t h e  a d r e n a l  c o r t e x  i n  a d u l t  

d o g s  a l s o  r e s u l t e d  f r o m  h y p o p h y s e c t o m y  ( A s c o l i  G a n d  

L e g n a n i  T  1 9 1 2 ) .  D e s t r u c t i o n  o f  t h e  p i t u i t a r y  b o d y  i n  

t a d p o l e s  l e d  t o  a t r o p h y  o f  t h e  t h y r o i d  g l a n d  a n d  f a i l u r e  

t o  m e t a m o r p h o s i s e  ( A d l e r  L  1 9 1 4 ) .  S t u d i e s  t h a t  f o l l o w e d  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t a i n e d  

s u b s t a n c e s  w h i c h  c o u l d  p r e v e n t  t h e  e f f e c t s  o f  

h y p o p h y s e c t o m y .  I n j e c t i o n  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  

e x t r a c t s  i n t o  h y p o p h y s e c t o m i s e d  r a t s  p r e v e n t e d  t h e  l o s s  o f  

g r o w t h  n o r m a l l y  p r o d u c e d  b y  t h i s  t r e a t m e n t  a n d  

d e m o n s t r a t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  g r o w t h  h o r m o n e  o r  

s o m a t o t r o p h i n  ( G H  o r  S T H )  ( E v a n s  HM a n d  L o n g  J A  1 9 2 1 ) .  

A d m i n i s t r a t i o n  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  e x t r a c t s  t o  

t a d p o l e s  f o l l o w i n g  r e m o v a l  o f  t h e  p i t u i t a r y  b o d i e s  

r e g e n e r a t e d  t h e i r  a t r o p h i e d  t h y r o i d  g l a n d s  a n d  

d e m o n s t r a t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h y r o t r o p h i n  ( T S H )  ( S m i t h  P E  

a n d  S m i t h  I P  1 9 2 2 ) .  T r e a t m e n t  o f  m i c e  w i t h  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  e x t r a c t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  2  d i s t i n c t  

g o n a d o t r o p h i c  h o r m o n e s .  T h e s e  w e r e  i n i t i a l l y  c a l l e d
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P r o l a n  A ,  w h i c h  g o v e r n e d  f o l l i c l e  m a t u r a t i o n  a n d  P r o l a n  B  

w h i c h  c o n t r o l l e d  l u t e i n i s a t i o n  a n d  a r e  n o w  r e s p e c t i v e l y -  

c a l l e d  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  ( F S H )  a n d  l u t e i n i s i n g  

h o r m o n e  ( L H )  w h i c h  i s  a l s o  k n o w n  a s  i n t e r s t i t i a l  c e l l  

s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  ( I C S H )  ( Z o n d e k  B  a n d  A s c h h e i m  S  1 9 2 7 ) .  

T h e  s e c r e t i o n  o f  h o r m o n e s  f r o m  t h e  a d r e n a l  c o r t e x  o f  t h e  

r a t  w a s  s h o w n  t o  b e  r e g u l a t e d  b y  a  s u b s t a n c e  p r e s e n t  i n  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  n o w  k n o w n  a s  a d r e n o c o r t i c o t r o p h i n  

( A C T H ) ( S m i t h  P E  1 9 3 0 ) .  T h e  i n d u c t i o n  o f  l a c t a t i o n  i n  

o v a r i e c t o m i s e d  r a b b i t s  f o l l o w i n g  t h e  i n j e c t i o n  o f  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  e x t r a c t s  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  

s u b s t a n c e  r e g u l a t i n g  l a c t a t i o n ,  n o w  r e f e r r e d  t o  a s  

p r o l a c t i n  ( P R L )  ( S t r i e k e r  P  a n d  G r u e t e r  F ,  1 9 2 9 ) .

F o l l o w i n g  i s o l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  p e p t i d e  i n  n a t u r e  ( L i  

C H  1 9 7 2 ) .

P r o o p i o m e l a n o c o r t i n  D e r i v e d  P e p t i d e s

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  d e s c r i b e d  

a b o v e ,  t h e r e  a r e  s e v e r a l  o t h e r  p e p t i d e s  k n o w n  t o  b e  

d e r i v e d  f r o m  t h e  p r e c u r s o r  m o l e c u l e  w h i c h  g i v e s  r i s e  t o  

A C T H .  T h e s e  c o r t i c o t r o p h i n - r e l a t e d  p e p t i d e s  a r e  d e r i v e d  

b y  s e l e c t i v e  p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  f r o m  a  c o m m o n  

t r a n s l a t i o n  p r o d u c t  c a l l e d  p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  ( P O M C ) .  A s  

j u d g e d  b y  s e c r e t o r y  p r o d u c t s ,  c o r t i c o t r o p h s  c l e a v e  P O M C  

i n t o  A C T H ,  a  c a r b o x y - t e r m i n a l  p e p t i d e  c a l l e d  

b e t a - l i p o t r o p h i n  a n d  a n  a m i n o - t e r m i n a l  g l y c o p e p t i d e .  

S e c o n d a r y  c l e a v a g e  o f  b e t a - l i p o t r o p h i n  t o  b e t a - e n d o r p h i n



a n d  g a m m a - l i p o t r o p h i n  a l s o  o c c u r s  i n  c o r t i c o t r o p h s . 

F u r t h e r  c l e a v a g e  c a n  o c c u r  t o  g i v e  a  1 3  a m i n o  a c i d  

m o l e c u l e  d e r i v e d  f r o m  A C T H  -  a l p h a - m e l a n o t r o p h i n ,  a n d  

b e t a - l i p o t r o p h i n  c a n  b e  c l e a v e d  t o  g i v e  a n  1 8  a m i n o  a c i d  

m o l e c u l e  -  b e t a - m e l a n o t r o p h i n ,  a l t h o u g h  i t  i s  u n l i k e l y  

t h a t  t h e s e  2  p e p t i d e s  a r e  p r o d u c e d  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  ( D a u g h a d a y  WH 1 9 8 5 ) .
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A n t e r i o r  P i t u i t a r y  C e l l  t y p e s

T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  a r e  s y n t h e s i s e d ,  s t o r e d  

a n d  r e l e a s e d  f r o m  a t  l e a s t  5  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s .  G r o w t h  

h o r m o n e  ( G H ) ,  a d r e n o c o r t i c o t r o p h i n  ( A C T H ) ,  p r o l a c t i n  ( P R L )  

a n d  t h y r o t r o p h i n  ( T S H ) a r e  f o u n d  i n  s e p a r a t e  c e l l s  o f  t h e  

a d e n o h y p o p h y s i s  w h i l s t  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  ( F S H )  

a n d  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  ( L H )  a p p e a r  t o  b e  p r o d u c e d  b y  o n e  

c e l l  t y p e  ( N a k a n e  P K  1 9 7 0 ) .
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T A B L E  1 .  1 A n t e r i o r  p i t u i t a r y  s e c r e t o r y  c e l l  t y p e s

H O R M O N E C E L L  T Y P E

G r o w t h  h o r m o n e s o m a t o t r o p h

A d r e n o c o r t i c o t r o p h i n c o r t i c o t r o p h

P r o l a c t i n l a c t o t r o p h

T h y r o t r o p h i n t h y r o t r o p h

L u t e i n i s i n g  h o r m o n e g o n a d o t r o p h

F o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  
h o r m o n e g o n a d o t r o p h

b e t a - l i p o t r o p h i n c o r t i c o t r o p h

b e t a - e n d o r p h i n c o r t i c o t r o p h

g a m m a - l i p o t r o p h i n c o r t i c o t r o p h



R e g u l a t i o n  o f  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  F u n c t i o n  

R e g u l a t i o n  o f  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y -  

h o r m o n e s  i s  c o m p l e x  a n d  i s  d e t e r m i n e d  b y  f e e d b a c k  e f f e c t s  

o f  t a r g e t  g l a n d  h o r m o n e s  a n d  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  

( M c C a n n  S M ,  P o r t e r  J C  1 9 6 9 ) .  T h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  

r e g u l a t e s  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f u n c t i o n  t h r o u g h  t h e  

h y p o t h a l a m u s ,  w h i c h  e x e r t s  s t i m u l a t o r y  a n d  i n h i b i t o r y  

i n f l u e n c e s  o n  p i t u i t a r y  s e c r e t i o n s .  T a r g e t  g l a n d  h o r m o n e s  

e x e r t  m a i n l y  i n h i b i t o r y  f e e d b a c k  i n f l u e n c e s  o n  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  f u n c t i o n  t h r o u g h  d i r e c t  e f f e c t s  o n  t h e  g l a n d  a n d  

i n d i r e c t  e f f e c t s  v i a  t h e  h y p o t h a l a m u s  ( F i n k  G 1 9 7 9 ) .  T h e  

h y p o t h a l a m u s  a n d  p i t u i t a r y  t h u s  f o r m  a n  i n t e g r a t e d  u n i t ,  

s o m e t i m e s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  h y p o t h a l a m o - a d e n o h y p o p h y s e a l  

c o m p l e x ,  t h r o u g h  w h i c h  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  b o d y '  s  

e n d o c r i n e  t i s s u e s  a r e  r e g u l a t e d .  E a r l y  s t u d i e s  o n  t h e  

s y m p a t h e t i c  n e r v e  s u p p l y  t o  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

r e v e a l e d  t h a t  s o m e  f i b r e s  p a s s e d  t o  t h e  g l a n d  b u t  t h e s e  

w e r e  f e w  i n  n u m b e r  a n d  l a r g e  a r e a s  o f  t h e  p i t u i t a r y  w e r e  

f r e e  o f  n e r v e  f i b r e s  ( D a n d y  WE 1 9 1 3 ) .  I n  1 9 3 0  a  p o r t a l  

c i r c u l a t i o n  s y s t e m  l i n k i n g  t h e  m e d i u m  e m i n e n c e  o f  t h e  

h y p o t h a l a m u s  t o  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  w a s  d e s c r i b e d  

( P o p p a  G T  a n d  F i e l d i n g  U 1 9 3 0 ) .  H o w e v e r ,  t h e  d i r e c t i o n  o f  

b l o o d  f l o w  i n  t h e s e  v e s s e l s  w a s  a t  f i r s t  u n c e r t a i n  a n d  a  

m a t t e r  o f  d i s p u t e .  F o l l o w i n g  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  h u m o r a l  

t r a n s m i s s i o n  o f  s t i m u l i  f r o m  t h e  h y p o t h a l m u s  t o  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  s u g g e s t e d  ( F r i e d g o o d  H B  1 9 3 6 ) .  

N e u r o h u m o r a l  f a c t o r s  s y n t h e s i s e d  b y  h y p o t h a l a m i c  n e r v e  

c e l l s  ( n e u r o s e c r e t i o n )  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  r e l e a s e d  i n t o  

t h e  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  s y s t e m  l i n k i n g  t h e  m e d i a n  e m i n e n c e  

o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  t o  t h e  p i t u i t a r y .  T h i s  t h e o r y  o f
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h y p o t h a l a m i c  c o n t r o l  o f  h y p o p h y s e a l  s e c r e t i o n  w a s  f i r m l y  

e s t a b l i s h e d  b y  G e o f f r e y  H a r r i s  w h o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  

d i r e c t i o n  o f  b l o o d  f l o w  i n  t h i s  s y s t e m  w a s  m a i n l y  f r o m  t h e  

h y p o t h a l a m u s  t o  t h e  p i t u i t a r y  ( G r e e n  J D  a n d  H a r r i s  GW 

1 9 4 9 ) .  T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  t h u s  c h a r a c t e r i s e d  a s  

b e i n g  " a  g l a n d  u n d e r  n e r v o u s  c o n t r o l  b u t  l a c k i n g  a  n e r v o u s  

s u p p l y "  ( H a r r i s  GW 1 9 4 8 ) .  T h e  n e u r o h u m o r a l  f a c t o r s  

r e l e a s e d  b y  t h e  h y p o t h a l a m u s  c o n t r o l  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  b y  s t i m u l a t i n g  o r  i n h i b i t i n g  t h e  r e l e a s e  o f  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  ( F i n k  G 1 9 7 6 ) .  T h e s e  

h y p o t h a l a m i c  f a c t o r s  w e r e  f o u n d  t o  b e  t h e  m o n o - a m i n e ,  

d o p a m i n e ,  a n d  s e v e r a l  p e p t i d e  h o r m o n e s  w h i c h  a r e  k n o w n  a s  

h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s .  R e l e a s i n g  h o r m o n e s  f o r  L H  

( M a t s u o  H e t  a l  1 9 7 1 ) ,  G H ( R i v i e r  J  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  T S H  ( N a i r  

R M G  e t  a l  1 9 7 0 )  a n d  A C T H  ( F u r u t a n i  Y  e t  a l  1 9 8 3 )  h a v e  b e e n  

i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i s e d  a s  w e l l  a s  a  g r o w t h  

h o r m o n e - r e l e a s e  i n h i b i t i n g  h o r m o n e  k n o w n  a s  s o m a t o s t a t i n  

( B r a z e a u  P  e t  a l  1 9 7 3 ) .  T h e  s e c r e t i o n  o f  P R L  i s  r e g u l a t e d  

t h r o u g h  t h e  r e l e a s e  o f  d o p a m i n e  w h i c h  e x e r t s  a n  i n h i b i t o r y  

i n f l u e n c e  o n  p r o l a c t i n  r e l e a s e .
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M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s

I n  a d d i t i o n  t o  G H ,  P R L ,  L H ,  F S H ,  T S H  a n d  t h e  P O M C  d e r i v e d  

p e p t i d e s  a  v a r i e t y  o f  n e u r o p e p t i d e s ,  r e g u l a t o r y  p e p t i d e s  

a n d  g r o w t h  f a c t o r s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  T h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  p e p t i d e s  w e r e  

n o t  d e t e c t e d  a s  a  r e s u l t  o f  a n y  o b s e r v e d  b i o l o g i c a l  

e f f e c t ,  b u t  w e r e  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y  

( R I A ) ,  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y ,  o r  d e t e c t i o n  o f  s p e c i f i c  

m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  ( m R N A ) .  T h e s e  p e p t i d e s  a r e  

p r e s e n t  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  a t  m u c h  l o w e r  l e v e l s  

t h a n  t h e  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  a n d  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  i n  

t h i s  t e x t  a s  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s .
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T A B L E  1 .  2  M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s

A n g i o t e n s i n ( S t e e l e  MK e t a l 1 9 8 2 )

A t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e ( M c K e n z i e  J C e t a l 1 9 8 5 )

C a l c i t o n i n ( D e f t o s  L J e t a l 1 9 7 8 )

C a l c i t o n i n  g e n e  r e l a t e d  p e p t i d e ( S k o f i  t s  c h G a n d
J a c o b o w i t z DM 1 9 8 5  )

C h o l e c y s t o k i n i n ( R e h f e l d  «J F 1 9 7 8 a )

C h o n d r o c y t e  g r o w t h  f a c t o r ( K a s p e r  S e t a l 1 9 8 2 )

C o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r ( M o r e l  G e t  «a l 1 9 8 2 a )

E p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r ( K u d l o w  J E e t a l 1 9 8 4 )

F i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r ( F e r r a r a  N e t a l 1 9 8 7 )

G a l a n i n ( V r o n t a k i s  ME e t a l 1 9 8 7 )

G a s t r i n ( R e h f e l d  ■J F 1 9 7 8 b )

G r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e ( M o r e l  G e t a l 1 9 8 4 )

I n h i b i n ( M e u n i e r  H e t a l 1 9 8 8 )

I n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  I ( B i n o u x  M e t a l 1 9 8 1  )

L u t e i n i s i n g  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( D u e l l o T M 1 9 7  8  )

M o t i l i n ( K o r c h a k e t a l 1 9 8 4  )

N e u r o t e n s i n ( G o e d e r t  M e t a l 1 9 8 2 )

N e u r o m e d i n  B ( S t e e l e  J H e t a l 1 9 8 8 )

N e u r o m e d i n  U ( D o m i n  J e t a l 1 9 8 7 )

N e u r o p e p t i d e  Y ( J o n e s  P M e t a l 1 9 8 9 )

O x y t o c i n ( M o r e l  G e t a l 1 9 8 8 )

S e c r e t i n ( S a m s o n  WK e t a l 1 9 8 4 )

S o m a t o s t a t i n ( M o r e l  G e t a l 1 9 8 3 )

S u b s t a n c e  P ( M o r e l  G <e t a l 1 9 8 2 b )

T h y r o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e ( C h i l d s  G V e t a l 1 9 7 8  )

T r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r - a l p h a ( K o b r i n  MS e t a l 1 9 8 7  )

V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e ( M o r e l  G 'e t a l 1 9 8 2 c )

V a s o p r e s s i n ( C h a t e a u  M e t  a l  1 9 7 9 )



H v p o p h v s e o t r o p i c  P e p t i d e s  i n  t h e  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  

A  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  

h y p o p h y s e o t r o p i c  p e p t i d e s  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i s  

s u g g e s t e d  b y  t h e  n a t u r e  o f  h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n  o f  

p i t u i t a r y  h o r m o n e  s e c r e t i o n .  P e p t i d e  h o r m o n e s ,  s u c h  a s  

t h e  h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s ,  f u n c t i o n  b y  b i n d i n g  t o  

s p e c i f i c  r e c e p t o r  p r o t e i n s  o n  t h e  s u r f a c e s  o f  t a r g e t  c e l l s  

a n d  g e n e r a t i n g  i n t r a c e l l u l a r  s i g n a l s .  T h e  r e c e p t o r  

m o l e c u l e  i s  t h o u g h t  t o  u n d e r g o  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  

u p o n  t h e  b i n d i n g  o f  s u c h  a  l i g a n d ,  l e a d i n g  t o  t h e  

a c t i v a t i o n  o f  a  p l a s m a - m e m b r a n e  b o u n d  e n z y m e  s u c h  a s  

a d e n y l a t e  c y c l a s e  o r  t h e  o p e n i n g  o r  c l o s i n g  o f  i o n  

c h a n n e l s  i n  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e .  P e p t i d e s  b o u n d  t o  s u c h  

r e c e p t o r s  a r e  t h e n  t a k e n  u p  i n t o  t h e  t a r g e t  c e l l  a n d  

d e g r a d e d  ( A l b e r t s  B  e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h e  h y p o p h y s e o t r o p i c  

h o r m o n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l  p o r t a l  

c i r c u l a t i o n  a n d  h i g h  a f f i n i t y  r e c e p t o r s  f o r  a l l  h a v e  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  o n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l  m e m b r a n e s .

24
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h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l  p o r t a l  c i r c u l a t i o n

TABLE 1 . 3 a  H y p o p h y s e o t r o p i c  p e p t i d e s  i n  t h e

C o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r  ( P l o t s k y  P M  a n d  V a l e  W
1 9 8 4 )

G r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( P l o t s k y  P M  a n d  V a l e  W
1 9 8 5 )

L u t e i n i s i n g  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( C h i n g  M 1 9 8 2 )

S o m a t o s t a t i n  ( C h i h a r a  K e t  a l  1 9 7 9 )

T h y r o t r o p h i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( S h e w a r d  W J  e t  a l  1 9 8 3 )

T A B L E  1 .  3 b  A d e n o h y p o p h y s e a l  r e c e p t o r s  f o r  

h y p o p h y s e o t r o p i c  p e p t i d e s

C o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r  ( W y n n  P C  e t  a l  1 9 8 3 )

G r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( S e i f e r t  H e t  a l  1 9 8 5 )

L u t e i n i s i n g  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( H o p k i n s  C R  a n d
G r e g o r y  H 1 9 7 7 )

S o m a t o s t a t i n  ( S r i k a n t  C B  a n d  P a t e l  Y C  1 9 8 1 )

T h y r o t r o p h i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e ( L a b r i e  F  e t  a l  1 9 7 8 )
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T h u s  t h e  p r e s e n c e  o f  h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s  i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  m a y  w e l l  r e s u l t  f r o m  u p t a k e  o f  p e p t i d e  

f r o m  t h e  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  b y  p i t u i t a r y  t a r g e t  c e l l s .

T h i s  e x p l a n a t i o n  h a s  b e e n  p u t  f o r w a r d  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  

p r e s e n c e  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  o f  

c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r  ( C R F ) ,  l u t e i n i s i n g  

h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( L H R H ) ,  s o m a t o s t a i n  ( S R I F ) ,  a n d  

t h y r o t r o p h i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( T R H )  ( M o r e l  G e t  a l  1 9 8 2 a ,  

D u e l l o  T M  e t  a l  1 9 8 3 ,  M o r e l  G e t  a l  1 9 8 3 ,  M o r e l  G e t  a l  

1 9 8 5 ) .  T h i s  h y p o t h e s i s  m i g h t  a l s o  a p p l y  t o  o t h e r  

h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e s  w h i c h  a f f e c t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

f u n c t i o n .  C e r t a i n  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a r e  p r e s e n t  

i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  a n d  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  a f f e c t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  f u n c t i o n .  T h e  p r e s e n c e  o f  r e c e p t o r s  f o r  s e v e r a l  

m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  o n  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l  m e m b r a n e s .



TABLE 1. 4 M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  i n  h y p o t h a l a m u s

A n g i o t e n s i n  I I ( N a r u s e  M e t a l 1 9 8 5 )

A t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e ( G l e m b o t s k i  C C e t a l 1 9 8 5 )

C a l c i t o n i n ( F l y n n  J J e t a l 1 9 8 1 )

C h o l e c y s t o k i n i n  ( R e h f e l d  J F  1 9 7 8 a )  

G a l a n i n  ( S k o f i t s c h  G a n d  J a c o b o w i t z  D M  1 9 8 6 )  

I n h i b i n  ( R a m a s h a r m a  K a n d  L i  C H  1 9 8 6 )  

M o t i l i n  ( O ' D o n o h u e  T L  e t  a l  1 9 8 1 a )

N e u r o m e d i n  B ( S t e e l  J H  e t a l 1 9 8 8 )

N e u r o m e d i n  U ( S t e e l  J H  e t a l 1 9 8 8  )

N e u r o p e p t i d e  Y ( L u n d b e r g  J M  e t a l 1 9 8 4 )

N e u r o t e n s i n ( C a r r a w a y  R  a n d  L e e m a n S E 1 9 7 3 )

O x y t o c i n ( V a n d e s a n d e  F  a n d  D i e r i c k x ; K 1 9 7 5 )

S e c r e t i n  ( O '  D o n o h u e  T L  1 9 8 1 b )  

S u b s t a n c e  P  ( C h a n g  MM a n d  L e e m a n  S E  1 9 7 1 )  

V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( E m s o n  P C  e t  a l  1 9 7 8 )

V a s o p r e s s i n ( V a n d e s a n d e  F  a n d  D i e r i c k x  K 1 9 7 5 )
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TABLE 1. 5 M i  n o r i t y  

a n t e r i o r

p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a f f e c t i n g  

p i t u i t a r y  h o r m o n e  r e l e a s e

P E P T I D E H O R M O N E  A F F E C T E D

A n g i o t e n s i n  I I

C a l c i t o n i n

C h o l e c y s t o k i n i n

G a l a n i n

G a s t r i n

I  n h i b i n

M o t i l i n

N e u r o m e d i n  B

N e u r o p e p t i d e  Y

N e u r o t e n s i n

O x y t o c i n

S e c r e t i n

S u b s t a n c e  P

V a s  o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e

P R L ( A g u i l e r a  G e t a l

P R L ( S h a h  G V e t a l

P R L ( M a t s u m a r a  M e t  a l

G H ( G a b r i e l  S M e t a l

T S H ( V i j a y a n  E e t a l

F S H ( V a l e  W e t a l

G H ( S a m s o n  WK e t  ■a l  1

T S H ( R e t t o r i  V e t a l

L H ( C r o w l e y  WR e t a l

P R L ( A r o n i n  N e t a l

P R L ( S a m s o n  WK e t a l

P R L ( S a m s o n  WK e t  ,a l  1

P R L ( A r o n i n  N e t a l

P R L ( R e i c h l i n  S

A C T H ( T u r k e l s o n  CM e t a l

1 9 8 2 )

1 9 8 8 )

1 9 8 5 )

1 9 8 8 )  

1 9 7 8  )

1 9 8 6 )  

9 8 4 b )

1 9 8 9 )

1 9 8 7 )  

1 9 8 6 )  

1 9 8 6 )  

9 8 4 b )  

1 9 8 6 )

1 9 8 8 )  

1 9 8 2 )V a s o p r e s s i n



TABLE 1. 6 M i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e  r e c e p t o r s  i n  

a d e n o h y p o p h y s e a l  m e m b r a n e s
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A n g i o t e n s i n  ( H a u g e r  R L  e t  a l  1 9 8 2 )

A t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  ( L e i t m a n  D C  a n d  M u r a d  F  1 9 8 7 )

C a l c i t o n i n ( G o l t z m a n  D a n d  M i t c h e l l  J  1 9 8 5 )

C a l c i t o n i n  g e n e r e l a t e d  p e p t i d e  ( G o l t z m a n  D  a n d  M i t c h e l l
J  1 9 8 5 )

I n h i b i n ( S e e t h a l a k s h m i  L  1 9 8 4 )

S u b s t a n c e  P ( K e r d e l h u e  B  e t  a l  1 9 8 5 )

N e u r o t e n s i n ( M e m o  M e t  a l  1 9 8 6 )

O x y t o c i n ( A n t o n i  F A  1 9 8 6 )

V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( R o b b e r e c h t  P  e t  a l  1 9 8 6  

V a s o p r e s s i n  ( A n t o n i  F A  e t  a l  1 9 8 4
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T h u s  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  m i g h t  f u n c t i o n  i n  

t h e  s a m e  w a y  a s  h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s ,  a n d  t h i s  h a s  

b e e n  s u g g e s t e d  t o  b e  t h e  c a s e  f o r  s e v e r a l  i n c l u d i n g ;  -  

m o t i l i n  ( S a m s o n  WK e t  a l  1 9 8 4 b ) ,  n e u r o p e p t i d e  Y  ( S u t t o n  S W  

e t  a l  1 9 8 8 ) ,  n e u r o t e n s i n  ( E n j a l b e r t  A  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  

o x y t o c i n  ( M o r e l  G e t  a l  1 9 8 8 ) ,  s e c r e t i n  ( S a m s o n  WK e t  a l  

1 9 8 4 a ) ,  s u b s t a n c e  P  ( V i j a y a n  E  a n d  M c C a n n  S M  1 9 7 9 )  a n d  

v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( S h i m a t s u  A  e t  a l  1 9 8 1 ) .  I t  

h a s  n o t  b e e n  p o s s i b l e  t o  a s s i g n  c l e a r  c u t  r o l e s  a s  

r e l e a s i n g  o r  r e l e a s e  i n h i b i t i n g  h o r m o n e s  t o  t h e s e  p e p t i d e s  

b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e y  m a y  f u n c t i o n  b y  m o d i f y i n g  t h e  

a c t i o n s  o f  t h e  k n o w n  h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s .

M i n o r i t y  P e p t i d e  S y n t h e s i s  i n  t h e  A n t e r i o r  P i t u i t a r y  

T h e  u p t a k e  o f  e x o g e n o u s  p e p t i d e  b y  t a r g e t  c e l l s  m a y  n o t ,  

h o w e v e r ,  b e  s u f f i c i e n t  e x p l a n a t i o n  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e s e  p e p t i d e s  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y ,  a s  

t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  s o m e  o f  t h e s e  p e p t i d e s  a r e  

s y n t h e s i s e d  w i t h i n  t h e  g l a n d  i t s e l f .  T h e  p r e s e n c e  o f  

a n g i o t e n s i n  ( S a i n t - A n d r e  J P  e t  a l  1 9 8 6 ) ,  c h o l e c y s t o k i n i n  

( R e h f e l d  J F  1 9 8 7 )  a n d  v a s o p r e s s i n  ( L o h  Y P  e t  a l  1 9 8 8 )  

p r o h o r m o n e s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  r a t  p i t u i t a r y ,  a n d  

c u l t u r e d  r a t  h e m i p i t u i t a r i e s  w e r e  s h o w n  t o  i n c o r p o r a t e  3 - H  

l a b e l e d  a m i n o  a c i d s  i n t o  i m m u n o p r e c i p i t a b l e  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( A r n a o u t  MA e t  a l  1 9 8 6 ) .  M e s s e n g e r  R N A  

m o l e c u l e s  ( m R N A s )  e n c o d i n g  s e v e r a l  m i n o r i t y  p e p t i d e s  h a v e  

b e e n  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .
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T A B L E  1 .  7  M i n o r i t y  p e p t i d e  m R N A s  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y

A t r i a l  N a t r i u r e t i c  P e p t i d e

A n g i o t e n s i n

G a l a n i n

G a s t r i n

I n h i b i n

I n s u l i n - L i k e  G r o w t h  F a c t o r  I  

N e u r o p e p t i d e  Y  

N e u r o t e n s i n  

P r e p r o t a c h y k i n i n - A  

S o m a t o s t a t i n

V a s o a c t i v e  I n t e s t i n a l  P e p t i d e  

V a s o p r e s s i n

( G a r d n e r D G e t a l 1 9 8 6 )

( H e l l m a n n L W e t a l 1 9 8 8 )

( V r o n t a k i s ME e t a l 1 9 8 7 )

( P o w e l l C T e t a l 1 9 8 5 )

( M e u n i e r • H e t a l 1 9 8 8 )

( F a g i  n J A e t a l 1 9 8 7  )

( J o n e s P M e t a l 1 9 8 9 )

( J o n e s P M e t a l 1 9 8 9 )

( J o n a s s e n J A e t a l 1 9 8 7 )

( P a g e s y • P e t a l 1 9 8 9 )

( J o n e s P M e t a l 1 9 8 9 )

( L o h Y P e t a l 1 9 8 8 )
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S i g n i f i c a n c e  o f  M i n o r i t y  P i t u i t a r y  p e p t i d e s  

T h e s e  p e p t i d e s  a r e  f o u n d  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i n  

s m a l l  a m o u n t s  a n d  a r e  e i t h e r  u n d e t e c t a b l e  i n  t h e  g e n e r a l  

c i r c u l a t i o n  o r  p r e s e n t  a t  v e r y  l o w  l e v e l s  i n  c o m p a r i s o n  t o  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s .  T h i s  m a k e s  i t  u n l i k e l y  

t h a t  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a f f e c t  d i s t a n t  t a r g e t  

t i s s u e s  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

h o r m o n e s .  T h e  l o w  l e v e l s  o f  t h e  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  

p e p t i d e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a c t i o n s  o f  t h e s e  p e p t i d e s  a r e  

d i r e c t e d  t o w a r d s  a  t a r g e t  s i t u a t e d  c l o s e  t o  t h e  s i t e  o f  

p e p t i d e  s y n t h e s i s .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  m a y  h a v e  n o  f u n c t i o n  

w i t h i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  I n  t h e  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y ,  a t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  a p p e a r s  t o  b e  

s y n t h e s i s e d  a n d  i n t e r n a l i s e d  b y  g o n a d o t r o p h s  a n d  y e t  

e x e r t s  n o  k n o w n  e f f e c t s  o n  h o r m o n e  s e c r e t i o n  ( M o r e l  G e t  

a l  1 9 8 9 ) .  T h e  d i r e c t i o n  o f  b l o o d  f l o w  i n  t h e  p i t u i t a r y  

s t a l k  m a y  n o t  b e  s o l e l y  f r o m  t h e  m e d i a n  e m i n e n c e  o f  t h e  

h y p o t h a l a m u s  t o  t h e  p i t u i t a r y  b u t  m a y  a l s o  o c c u r  i n  t h e  

o p p o s i t e  d i r e c t i o n .  R e t r o g r a d e  b l o o d  f l o w  i n  t h e  

p i t u i t a r y  s t a l k  h a s  b e e n  o b s e r v e d  ( O l i v e r  C  e t  a l  1 9 7 7 )  

a n d  e x o g e n o u s l y  a d m i n i s t e r e d  n e u r o p e p t i d e s  h a v e  b e e n  s h o w n  

t o  r e a c h  t h e  h y p o t h a l m u s  f r o m  t h e  p i t u i t a r y  ( M e z e y  E  e t  a l  

1 9 7 8 ) .  T h u s  p e p t i d e s  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c o u l d  p o s s i b l y  b e  i n v o l v e d  i n  a  h u m o r a l  f e e d b a c k  

s y s t e m  w i t h i n  t h e  h y p o t h a l a m o - a d e n o h y p o p h s y e a l  c o m p l e x .  

H o w e v e r ,  t h i s  i s  n o t  a  w e l l - c h a r a c t e r i s e d  p h e n o m e n o n  a n d  

r e q u i r e s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .  M a n y  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  

p e p t i d e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  a f f e c t  h o r m o n e  s e c r e t i o n  f r o m
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p r i m a r y  c u l t u r e s  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  s u g g e s t i n g  

t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  

p i t u i t a r y  f u n c t i o n .  T h e  m o s t  l i k e l y  f u n c t i o n  o f  l o c a l l y  

s y n t h e s i s e d  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  w o u l d  b e  a s  

p a r a c r i n e  o r  a u t o c r i n e  a g e n t s .  P a r a c r i n e  r e g u l a t i o n  i s  a  

m e c h a n i s m  b y  w h i c h  a  s u b s t a n c e  i s  s e c r e t e d  b y  a  g r o u p  o f  

c e l l s  w i t h i n  a  t i s s u e  o r  o r g a n  a n d  m o v e s  t h r o u g h  t h e  

i n t e r s t i t i a l  s p a c e s  t o  a c t  o n  a  g r o u p  o f  n e i g h b o u r i n g  

t a r g e t  c e l l s  ( F e y r t e r  F  1 9 5 3 ) .  A u t o c r i n e  r e g u l a t i o n  i s  a  

m e c h a n i s m  b y  w h i c h  a  s u b s t a n c e  i n f l u e n c e s  t h e  c e l l  f r o m  

w h i c h  i t  i s  r e l e a s e d  ( S p o r n  M B  a n d  T o d a r o  G J  1 9 8 0 ) .  T h e r e  

i s  e v i d e n c e  f r o m  a  n u m b e r  o f  i n d i r e c t  o b s e r v a t i o n s  t o  

s u g g e s t  t h e  e x i s t e n c e  o f  a u t o c r i n e / p a r a c r i n e  i n t e r a c t i o n s  

i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .

E v i d e n c e  o f  A u t o c r i n e - p a r a c r i n e  S y s t e m s  i n  t h e  A n t e r i o r  

P i t u i t a r y

A )  P e p t i d e s  i n v o l v e d  i n  t h e  l o c a l  r e g u l a t i o n  o f  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  f u n c t i o n  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  

f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  s e c r e t i o n  o f  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  s u c h  

a s  t a r g e t  g l a n d  h o r m o n e s  a n d  t h i s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

f o r  c e r t a i n  m i n o r i t y  p e p t i d e s .  T i s s u e  s p e c i f i c  c h a n g e s  i n  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  c e r t a i n  p e p t i d e s  h a v e  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  f o l l o w i n g  a l t e r a t i o n s  i n  e n d o c r i n e  

s t a t u s .  N e u r o t e n s i n  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  

s h o w n  t o  d e c r e a s e  a f t e r  t h y r o i d e c t o m y  b u t  n o t  a f t e r  

a d r e n a l e c t o m y  o r  m a l e  c a s t r a t i o n  ( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 2 ) .  

S u b s t a n c e  P  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  s h o w n  t o  

i n c r e a s e  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  o v a r i e c t o m i s e d  a n i m a l s  

( C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ,  A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 4 )  w h i l s t



t h y r o x i n e  o r  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  p r o d u c e d  a  d e c r e a s e  i n  

s u b s t a n c e  P  c o n t e n t  ( C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ,  A r o n i n  N  e t  

a l  1 9 8 4 ) .  I n  t h e  f e m a l e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g a l a n i n  

m R N A  c o n t e n t  w a s  s h o w n  t o  a l t e r  d r a m a t i c a l l y  f o l l o w i n g  

a l t e r a t i o n s  i n  o e s t r o g e n  l e v e l s  ( K a p l a n  L M  e t  a l  1 9 8 8 a ) .  

L e v e l s  o f  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  I  m R N A  i n  r a t  

p i t u i t a r y  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  a f f e c t e d  b y  c i r c u l a t i n g  

l e v e l s  o f  G H ( F a g i n  J A  e t  a l  1 9 8 8 ) .  I n  h e t e r o t r o p i c  

p i t u i t a r i e s  t r a n s p l a n t e d  b e n e a t h  t h e  k i d n e y  c a p s u l e s  o f  

t h y r o i d e c t o i s e d  r a t s ,  s u b s t a n c e  P  a g a i n  i n c r e a s e d  i n  

c o n t e n t  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  i t  c o u l d  n o t  b e  h y p o t h a l a m i c  i n  

o r i g i n  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e  c o n t e n t  o f  N e u r o m e d i n  B  

i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  s h o w n  t o  d e c r e a s e  i n  

h y p o t h y r o i d ,  a n d  i n c r e a s e  i n  h y p e r t h y r o i d  r a t s  ( S t e e l  J H  

e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  N e u r o m e d i n  

U i n  r a t s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  f o l l o w i n g  T R H  

t r e a t m e n t  ( D o m i n  J  e t  a l  1 9 8 9 ) .  H y p e r p r o l a c t i n a e m i a  a n d  

t h y r o i d e c t o m y  w e r e  r e p o r t e d  t o  i n c r e a s e  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p e p t i d e  c o n t e n t  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

( M a l e t t i  M e t  a l  1 9 8 2 ,  L a m  K S L  e t  a l  1 9 8 9 ) .  A l l  t h e s e  

e f f e c t s  w e r e  s p e c i f i c  f o r  p e p t i d e s  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  a n d  w e r e  n o t  s e e n  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s .

B )  T h e  t o p o g r a p h i c a l  a r r a n g e m e n t  o f  c e l l  t y p e s  w i t h i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i s  h i g h l y  o r g a n i s e d .  W i t h i n  t h e  p a r s  

t u b e r a l i s  o n l y  g o n a d o t r o p h s  a n d  t h y r o t r o p h s  a r e  f o u n d  

( G r o s s  D S  1 9 8 3 ,  G r o s s  D S  e t  a l  1 9 8 4 )  w h i l s t  t h e  

d o r s o c e p h a l i c  r e g i o n  ( o r  s e x - z o n e )  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a  

h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  g o n a d o t r o p h i c  c e l l s  ( N a k a n e  P K  

1 9 7 0 ) .  T h y r o t r o p h s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  o c c u r  m a i n l y  i n
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c l u s t e r s  i n  t h e  c e n t r e  o f  t h e  g l a n d  ( N a k a n e  P K  1 9 7 0 ) .

T h e  r e v e r s e  h a e m o l y t i c  p l a q u e  a s s a y  h a s  b e e n  u s e d  t o  

d e m o n s t r a t e  t h a t  P R L  s e c r e t i n g  c e l l s  f r o m  d i f f e r e n t  

r e g i o n s  o f  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  a r e  d i f f e r e n t i a l l y  

r e s p o n s i v e  t o  h y p o t h a l a m i c  s t i m u l i  ( B o o k f o r  F R  a n d  F r a w l e y  

L S  1 9 8 7 ) .

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c e l l  t y p e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  

c e l l s  m a y  i n t e r a c t  i n  s o m e  w a y ,  a n d  t h i s  i s  f u r t h e r  

s u p p o r t e d  b y  o b s e r v a t i o n s  t h a t  c e r t a i n  c e l l  t y p e s  a r e  

f o u n d  i n  c l o s e  j u x t a p o s i t i o n  t o  e a c h  o t h e r .  C o r t i c o t r o p h s  

h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  f o u n d  f r e q u e n t l y  a m o n g  c l u s t e r s  

o f  s o m a t o t r o p h s  ( N a g a t a  M e t  a l  1 9 8 0 ) .  A  c l o s e  

j u x t a p o s i t i o n  o f  s o m a t o t r o p h s  w i t h  t h y r o t r o p h s  h a s  a l s o  

b e e n  r e p o r t e d  ( Y o s h i m u r a  F  a n d  N o g a m i  H 1 9 8 0 ) .

G o n a d o t r o p h s  a n d  l a c t o t r o p h s  a r e  f r e q u e n t l y  f o u n d  i n  c l o s e  

a s s o c i a t i o n  ( N a k a n e  P K  1 9 7 0 ) .  L a c t o t r o p h s  h a v e  f r e q u e n t l y  

b e e n  o b s e r v e d  t o  f o r m  c u p  s h a p e s  w h i c h  e m b r a c e  o r  

c o m p l e t e l y  s u r r o u n d  a n d  f o r m  j u n c t i o n a l  c o n t a c t s  w i t h  

g o n a d o t r o p h s  ( N a k a n e  P K  1 9 7 0 ,  S a t o  S  1 9 8 0 ,  H o r v a t h  E  e t  a l  

1 9 7 7 ) .  N o  f u n c t i o n a l  c o r r e l a t i o n s  o f  t h e  a s s o c i a t i o n s  

b e t w e e n  c o r t i c o t r o p h s  a n d  s o m a t o t r o p h s  o r  t h y r o t r o p h s  a n d  

s o m a t o t r o p h s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  b u t  a  d i r e c t  i n h i b i t o r y  

e f f e c t  o f  P R L  o n  L H  r e l e a s e  f r o m  c u l t u r e d  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  ( C h e u n g  C Y  1 9 8 3 ) .  

F u r t h e r m o r e ,  h y p e r p r o l a c t i n a e m i a  w a s  r e p o r t e d  t o  w e a k e n  

t h e  L H  r e s p o n s e  t o  L H R H  ( S m i t h  S  1 9 8 0 )  s u p p o r t i n g  t h e  i d e a  

t h a t  s u c h  c l o s e  p h y s i c a l  a s s o c i a t i o n s  u n d e r l i e  a  p o s s i b l e  

f u n c t i o n a l  r e l a t i o n s h i p .



C )  D e n e f  a n d  c o - w o r k e r s  h a v e  u s e d  r e - a g g r e g a t i o n  o f  

s e m i - p u r i f i e d  p o p u l a t i o n s  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  t o  

d e m o n s t r a t e  t h e  e x i s t e n c e  o f  l o c a l l y  a c t i n g  f a c t o r s .  

I n c u b a t i o n  o f  a  l a c t o t r o p h - e n r i c h e d / g o n a d o t r o p h - p o o r  

p o p u l a t i o n  o f  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  i n  m e d i u m  

p r e v i o u s l y  u s e d  t o  c u l t u r e  a  g o n a d o t r o p h  r i c h  c e l l  

p o p u l a t i o n ,  i n c r e a s e d  P R L  s e c r e t i o n  s e v e r a l - f o l d  i m p l y i n g  

t h a t  t h e  g o n a d o t r o p h s  h a d  r e l e a s e d  s o m e  P R L - r e l e a s i n g  

f a c t o r ( s )  i n t o  t h e  m e d i u m  ( D e n e f  C  a n d  A n d r i e s  M 1 9 8 3 ) .

A  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  o n  

G H  s e c r e t i o n  w a s  d e m o n s t r a t e d  f o r  e n r i c h e d  p o p u l a t i o n s  o f  

s o m a t o t r o p h s  r e a g g r e g a t e d  w i t h  p o p u l a t i o n s  o f  s m a l l - s i z e d  

p i t u i t a r y  c e l l s  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d e x a m e t h a s o n e  

( D e n e f  C  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h e  e f f e c t  w a s  l a r g e l y  a b l a t e d  w h e n  

p o p u l a t i o n s  o f  e n r i c h e d  s o m a t o t r o p h s  w e r e  u s e d  o n  t h e i r  

o w n  a n d  r e s t o r e d  w h e n  t h e  s m a l l - s i z e d  c e l l  p o p u l a t i o n  w a s  

a d d e d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  s o m a t o t r o p h ' s  r e s p o n s e  w a s  

a c t i v a t e d  b y  a n  i n t e r c e l l u l a r  s i g n a l  f r o m  t h e  

n o n - s o m a t o t r o p h  c e l l s  ( D e n e f  C  e t  a l  1 9 8 5 ) .  C o a g g r e g a t e s  

o f  e n r i c h e d  p o p u l a t i o n s  o f  f o l l i c u l o - s t e l l a t e  ( F S )  c e l l s  

w i t h  o t h e r  p i t u i t a r y  c e l l  p o p u l a t i o n s  r e s u l t e d  i n  a n  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  G H r e l e a s i n g  e f f e c t  o f  G H R H ,  t h e  L H  

r e l e a s i n g  e f f e c t  o f  L H R H  a n d  t h e  P R L  r e l e a s i n g  e f f e c t s  o f  

T R H  a n d  a n g i o t e n s i n  ( B a e s  M e t  a l  1 9 8 7 ) .

F o l l i c u l o - s t e l l a t e  c e l l s  a r e  n o t  b e l i e v e d  t o  s e c r e t e  

h o r m o n e s ,  a n d  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  t h e i r  

f u n c t i o n  m a y  b e  a s  p a r t  o f  a n  i n t e r c e l l u l a r  m e s s e n g e r  

s y s t e m  w h i c h  i s  n o t  b a s e d  o n  p h y s i c a l  c o n t a c t  b e t w e e n  

i n t e r a c t i n g  c e l l s  ( B a e s  M e t  a l  1 9 8 7 ) .

36
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C r i t e r i a  f o r  E s t a b l i s h i n g  L o c a l l y  A c t i n g  P e p t i d e s  

T h e  a b o v e  e v i d e n c e  i s  c i r c u m s t a n t i a l  a n d  c a n n o t  b e  u s e d  t o  

d e s c r i b e  t h e  f u n c t i o n ( s )  o f  s p e c i f i c  p e p t i d e s ,  n o r  c a n  i t  

s u g g e s t  t h e  i d e n t i t y  o f  p e p t i d e s  r e s p o n s i b l e  f o r  p u t a t i v e  

p a r a c r i n e  e f f e c t s .  I n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  t h e  p r o b a b l e  

p a r a c r i n e  n a t u r e  o f  a  p e p t i d e  s e v e r a l  c r i t e r i a  h a v e  b e e n  

p u t  f o r w a r d  b y  P  F r a n c h i m o n t .

A )  T h e  p e p t i d e  m u s t  b e  p r e s e n t  i n  t h e  t i s s u e  o r  o r g a n  

u n d e r  s t u d y .

B )  I t  m u s t  b e  l o c a l l y  p r o d u c e d .  S u c h  l o c a l  p r o d u c t i o n  

s h o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d  b y  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  a m i n o  

a c i d s  i n t o  t h e  m o l e c u l e ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  b i o c h e m i c a l  

p r e c u r s o r s  s u c h  a s  p r o h o r m o n e s  a n d  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  

m R N A  e n c o d i n g  t h e  p e p t i d e .

C )  I t  m u s t  e x e r t  a  b i o l o g i c a l  e f f e c t  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  

c o n d i t i o n s .  T h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  h i g h  a f f i n i t y  c e l l  

s u r f a c e  r e c e p t o r s  i s  g o o d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  t i s s u e  i s  a  

d i r e c t  t a r g e t  f o r  a  p e p t i d e .

D )  T h e  e n d o g e n o u s  p r o d u c t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  b i o l o g i c a l  

e f f e c t  m u s t  b e  i n d u c e d  l o c a l l y  b y  h o r m o n a l  s t i m u l a t i o n .  

C o n v e r s e l y ,  i m m u n o n e u t r a l i z a t i o n  o f  e n d o g e n o u s  

p a r a h o r m o n e s  w i t h  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  s h o u l d  l e a d  t o  

a l t e r a t i o n s  i n  t i s s u e  o r  o r g a n  f u n c t i o n .
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E )  A b l a t i o n  o f  t h e  g l a n d  n o r m a l l y  s e c r e t i n g  t h e  p e p t i d e  

d o e s  n o t  l e a d  t o  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  p a r a h o r m o n e  f r o m  

t h e  b l o o d s t r e a m  o r  t h e  t i s s u e  u n d e r  s t u d y .

F )  W h e n  t h e  t i s s u e  o r  o r g a n  u n d e r  s t u d y  c a n  b e  

c a t h e t e r i s e d ,  t h e r e  m u s t  e x i s t  a  v e n o a r t e r i a l  g r a d i e n t ,  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  p a r a h o r m o n e  b e i n g  h i g h e r  i n  t h e  

e f f e r e n t  v e i n  t h a n  i n  t h e  a f f e r e n t  a r t e r y .  ( F r a n c h i m o n t  P  

1986)

T h e  a b o v e  c r i t e r i a  f o r  e s t a b l i s h i n g  t h e  p a r a c r i n e  n a t u r e  

o f  a  p e p t i d e  a r e  g e n e r a l i s e d  g u i d l e l i n e s  w h i c h  c a n n o t  b e  

a p p l i e d  t o  a l l  p e p t i d e s  i n  a l l  e n d o c r i n e  t i s s u e s .  T h e  

m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a r e  a n  e x a m p l e  o f  w h e r e  s u c h  

i d e a l i s a t i o n s  c a n n o t  e a s i l y  b e  a p p l i e d .  T h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h a s  a  c o m p l i c a t e d  b l o o d  s y s t e m  a s  t h e  r e s u l t  o f  

i t s  f u n c t i o n  a s  a n  e n d o c r i n e  g l a n d  a n d  t h e  n a t u r e  o f  

h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n .  C o n s e q u e n t l y  i t  w o u l d  n o t  b e  

f e a s i b l e  t o  c a t h e t e r i s e  t h e  g l a n d  a n d  a t t e m p t  t o  e s t a b l i s h  

a  v e n o a r t e r i a l  g r a d i e n t .  A s  m e n t i o n e d  a b o v e  s e v e r a l  

m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

h y p o t h a l a m u s  a n d  m a y  a f f e c t  t h e  p i t u i t a r y  i n  t h e  s a m e  w a y  

a s  t h e  h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s .  M a n y  o f  t h e s e  p e p t i d e s  

a r e  s y n t h e s i s e d  i n  m u l t i p l e  s i t e s  a r o u n d  t h e  m a m m a l i a n  

b o d y  a n d  i t  w o u l d  b e  i m p o s s i b l e  t o  a b l a t e  t h e  g l a n d  t h a t  

n o r m a l l y  s e c r e t e s  t h e  p e p t i d e .

S e v e r a l  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  a p p e a r  t o  f u l f i l  o n e  

o r  m o r e  o f  t h e  a b o v e  c r i t e r i a  a n d  i t  w a s  s u g g e s t e d



a c c o r d i n g l y  t h a t  t h e y  m i g h t  f u n c t i o n  a s  

a u t o c r i n e / p a r a c r i n e  a g e n t s .  T h e s e  i n c l u d e  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( A r n a o u t  MA e t  a l  1 9 8 6 ) ,  s u b s t a n c e  P  

( C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ) ,  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  I  

( F a g i n  J A  e t  a l  1 9 8 7 ) ,  a n g i o t e n s i n  ( S a i n t - A n d r e  J P  e t  a l  

1 9 8 6 ) ,  v a s o p r e s s i n  ( L o h  Y P  e t  a l  1 9 8 8 ) ,  i n h i b i n  ( M e u n i e r  H 

e t  a l  1 9 8 8 ) ,  a n d  n e u r o t e n s i n  ( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 4 ) .

T h e s e  p e p t i d e s  a r e  k n o w n  t o  a f f e c t  t h e  s e c r e t i o n  o f  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  a n d  f o l l o w i n g  d e m o n s t r a t i o n  o f  

l o c a l  s y n t h e s i s  w e r e  s u g g e s t e d  t o  h a v e  l o c a l  r e g u l a t o r y  

f u n c t i o n s .  I n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  p u t a t i v e  p a r a h o r m o n e s  

i t  i s  i m p o r t a n t  t o  s h o w  t h a t  t h e y  a r e  l o c a l l y  s y n t h e s i s e d  

a n d  p r o d u c e  l o c a l  e f f e c t s .  B y  t h e s e  c r i t e r i a  t h e  m o s t  

w e l l  c h a r a c t e r i s e d  l o c a l l y  a c t i n g  p e p t i d e  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  i s  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e .  E v i d e n c e  f o r  

l o c a l  s y n t h e s i s  c o m e s  f r o m  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l l e d  a m i n o  a c i d s  i n t o  

i m m u n o p r e c i p i t a b l e  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( A r n a o u t  

MA  e t  a l  1 9 8 6 )  a n d  t h e  d e c t e c t i o n  o f  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  

p e p t i d e  m R N A  ( J o n e s  P M  e t  a l  1 9 8 9 ) .  T h e  a d d i t i o n  o f  a  

v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  a n t i s e r u m  t o  d i s p e r s e d  r a t  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  d e c r e a s e d  P R L  s e c r e t i o n  f r o m  

t h e s e  c e l l s  ( H a g e n  T C  e t  a l  1 9 8 6 ) .  T h e  r e v e r s e  h a e m o l y t i c  

p l a q u e  a s s a y  d e m o n s t r a t e d  n o t  o n l y  t h a t  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p e p t i d e  w a s  r e l e a s e d  f r o m  l a c t o t r o p h s ,  b u t  a l s o  

t h a t  t r e a t m e n t  w i t h  a  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  

a n t i s e r u m  o r  a n t a g o n i s t  c o u l d  r e v e r s i b l y  b l o c k  P R L  

s e c r e t i o n  f r o m  t h e s e  c e l l s  ( N a g y  G e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e  n e e d  

t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  a  m i n o r i t y  p e p t i d e  i s  s y n t h e s i s e d  

w i t h i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i s  p a r t i c u l a r l y  r e l e v a n t  a s
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i t  i s  n e c e s s a r y  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  p e p t i d e s  w h i c h  m a y  

b e  p r e s e n t  a s  a  r e s u l t  o f  u p t a k e  f r o m  t h e  

h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l  c i r c u l a t i o n  a n d  t h o s e  w h i c h  a r e  

s y n t h e s i s e d  l o c a l l y .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  p e p t i d e  

i m m u n o r e a c t i v i t y  d e t e c t e d  i n  a  t i s s u e  m a y  r e s u l t  f r o m  

n o n - s p e c i f i c i t y  o r  c r o s s  r e a c t i v i t y  o f  a n t i - s e r a .

E v i d e n c e  o f  l o c a l  s y n t h e s i s  i s  c o m m o n l y  p r o v i d e d  b y  t h e  

d e t e c t i o n  o f  p r o h o r m o n e  e n c o d i n g  m R N A  ( H e i l m a n  E  e t  a l  

1 9 8 8 ,  F a g i n  J A  e t  a l  1 9 8 7 ,  M e u n i e r  H e t  a l  1 9 8 8 ,  J o n a s s e n  

J A  e t  a l  1 9 8 7 ) ,  a n d  w h i l s t  t h i s  i s  n o t  a b s o l u t e  p r o o f  o f  

s y n t h e s i s  i t  i s  u s u a l l y  t a k e n  a s  s t r o n g  e v i d e n c e  o f  s u c h .
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A i m  o f  S t u d y

T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  h a s  b e e n  t o  p r o v i d e  e v i d e n c e  

o f  t h e  l o c a l  s y n t h e s i s  o f  5  n e u r o p e p t i d e s  -  g a l a n i n ,  

n e u r o p e p t i d e  Y ,  n e u r o t e n s i n ,  s u b s t a n c e  P  a n d  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( h e r e a f t e r  r e f e r r e d  t o  r e s p e c t i v e l y  a s  

G A L ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P )  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  

a n d  t o  e x a m i n e  t h e  i n f l u e n c e  o f  a l t e r a t i o n s  i n  e n d o c r i n e  

s t a t u s  o n  t h e  m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t  o f  t h e s e  5  p e p t i d e s  

i n  b o t h  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  a n d  h y p o t h a l a m u s  o f  

t h e  r a t .  W i t h  t h e  p o s s i b l e  e x c e p t i o n  o f  V I P ,  l i t t l e  i s  

k n o w n  a t  p r e s e n t  a b o u t  t h e  i d e n t i t y  a n d  f u n c t i o n  o f  

p i t u i t a r y  p a r a c r i n e  a g e n t s .  D e m o n s t r a t i o n  o f  l o c a l  

s y n t h e s i s  a n d  c h a n g e s  i n  p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t  

f o l l o w i n g  a l t e r a t i o n s  i n  p h y s i o l o g i c a l  e n d o c r i n e  s t a t u s  

w i l l  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  a r e  i n v o l v e d  i n  

r e g u l a t i n g  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f u n c t i o n .  T h e  r e s u l t s  o f  

t h e  s t u d y  w i l l  a c t  a s  a  g u i d e  f o r  f u t u r e  r e s e a r c h  a n d  m a y  

a l s o  a i d  i n  i n d i c a t i n g  t h e  f u n c t i o n s  o f  t h e s e  p e p t i d e s  i n  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .

T h e  e f f e c t s  o f  c e r t a i n  e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  N T ,  S P  a n d  V I P  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  m a k i n g  t h e s e  

p e p t i d e s  o f  i n t e r e s t  a n d  a l l o w i n g  c o m p a r i s o n  o f  t h e  

r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w i t h  t h o s e  o f  o t h e r s .  I n  

a d d i t i o n  t o  t h e s e  3  p e p t i d e s  N P Y  a n d  G A L  h a v e  b e e n  s t u d i e d  

a s  t h e s e  a r e  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  n e u r o p e p t i d e s  k n o w n  t o  

a f f e c t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e  s e c r e t i o n .
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D e s c r i p t i o n  o f  P e p t i d e s

T h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  5  p e p t i d e s  o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  h o r m o n e s  a r e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l  

i n  t h e  r e l e v a n t  r e s u l t s  c h a p t e r s .  G a l a n i n ,  N P Y ,  N T ,  S P  

a n d  V I P  a r e  s t r u c t u r a l l y  u n r e l a t e d  p e p t i d e s  a n d  a r e  

d e s c r i b e d  b r i e f l y  b e l o w .  A l l  5  p e p t i d e s  s h o w  w i d e s p r e a d  

t i s s u e  d i s t r i b u t i o n s ,  t y p i c a l l y  b e i n g  f o u n d  i n  t h e  n e r v o u s  

s y s t e m  a n d  v a r i o u s  e n d o c r i n e  a n d  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  a n d  

p r o d u c i n g  a  r a n g e  o f  e f f e c t s  o n  t h e s e  d i f f e r e n t  t i s s u e s  

d e p e n d e n t  o n  d o s a g e  a n d  m o d e  o f  a d m i n i s t r a t i o n .

G a l a n i n ,  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  p o r c i n e  i n t e s t i n e  

c o n t a i n s  2 9 - a m i n o  a c i d s  a n d  i s  s t r u c t u r a l l y  u n r e l a t e d  t o  

a n y  o t h e r  k n o w n  p e p t i d e  ( T a t e m o t o  K e t  a l  1 9 8 3 ) .  

G a l a n i n - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  ( G A L - L I )  h a s  b e e n  f o u n d  

t h r o u g h o u t  t h e  c e n t r a l  a n d  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m s  o f  

v a r i o u s  m a m m a l i a n  s p e c i e s  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  h a v e  

b e e n  d e t e c t e d  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  n e u r o i n t e r m e d i a t e  l o b e  

o f  t h e  p i t u i t a r y  a n d  s p i n a l  c o r d  ( S k o f i t s c h  G a n d  

J a c o b o w i t z  DM 1 9 8 6 ) .  I n  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  G A L - L I  h a s  

b e e n  f o u n d  i n  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t ,  p a n c r e a s ,  

a d r e n a l  m e d u l l a ,  g e n i t o u r i n a r y  t r a c t  a n d  r e s p i r a t o r y  t r a c t  

o f  s e v e r a l  s p e c i e s  ( R o k a e u s  A  1 9 8 7 ) .  I n j e c t i o n  o f  G A L  

i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  r a t s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  

s t i m u l a t e  f o o d  i n t a k e  ( K i r k o u l i  S E  e t  a l  1 9 8 6 )  a n d  i n d u c e  

a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s e c r e t i o n  o f  G H  a n d  P R L  ( O t t l e c z  A  e t  

a l  1 9 8 8 ) .  G a l a n i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n h i b i t  t h e  r e l e a s e  

o f  i n s u l i n  a n d  p a n c r e a t i c  p o l y p e p t i d e  f r o m  p e r f u s e d  r a t  

p a n c r e a s  ( S i l v e s t r e  R  e t  a l  1 9 8 7 a ,  S i l v e s t r e  R  e t  a l  

1 9 8 7 b )  a n d  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  G A L  i n t o  d o g s



r e s u l t e d  i n  h y p e r g l y c a e m i a  a n d  g l u c o s e  i n t o l e r a n c e  

( R o k a e u s  A  1 9 8 7 ) .

N e u r o p e p t i d e  Y  ( N P Y )  i s  a  3 6 - a m i n o  a c i d  p e p t i d e  w h i c h  

s h o w s  c o n s i d e r a b l e  s e q u e n c e  h o m o l o g i e s  w i t h  p a n c r e a t i c  

p o l y p e p t i d e  a n d  p e p t i d e  Y Y  ( T a t e m o t o  K e t  a l  1 9 8 2 )  a n d  i s  

o n e  o f  t h e  m o s t  a b u n d a n t  a n d  w i d e s p r e a d  p e p t i d e s  i n  t h e  

m a m m a l i a n  n e r v o u s  s y s t e m  ( A l l e n  J M  a n d  B l o o m  S R  1 9 8 6 ) .  

N e u r o p e p t i d e  Y - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  h a s  b e e n  f o u n d  i n  

h i g h  c o n c e t r a t i o n s  i n  n e r v e  c e l l  b o d i e s  i n  t h e  a r c u a t e  a n d  

p e r i v e n t r i c u l a r  n u c l e i i  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  ( L u n d b e r g  J M  

e t  a l  1 9 8 4 ,  C h r o n w a l l  B M e t  a l  1 9 8 5 ) .  N e u r o p e p t i d e  Y  

i m m u n o r e a c t i v e  n e r v e  f i b r e s  a r e  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  a r o u n d  

t h e  b o d y  a n d  N P Y  m R N A  h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  a  v a r i e t y  o f  

p e r i p h e r a l  t i s s u e s  s u c h  a s  h e a r t ,  a d r e n a l  a n d  s p l e e n  

( L a r h a m m a r  D e t  a l  1 9 8 7 ) .  N e u r o p e p t i d e  Y  h a s  b e e n  s h o w n  

t o  b e  a  p o t e n t  v a s o c o n s t r i c t o r  ( E d v i n s s o n  L  e t  a l  1 9 8 3 )  

a n d  t o  e n h a n c e  a d r e n e r g i c  v a s o c o n s t r i c t i o n  i n  v i t r o  

( E d v i n s s o n  L  e t  a l  1 9 8 4 ) .  I n j e c t i o n  o f  N P Y  i n t o  t h e  t h i r d  

v e n t r i c l e  o f  r a t s  i n d u c e s  f e e d i n g  b e h a v i o u r  ( A l l e n  L G  e t  

a l  1 9 8 5 )  a n d  m o d u l a t e s  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  L H  d e p e n d i n g  

u p o n  t h e  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  o f  t h e  a n i m a l  ( K a l r a  S P  a n d  

C r o w l e y  1 9 8 4 ,  K e r k e r i a n  L  e t  a l  1 9 8 5 ,  S a h u  A  e t  a l  1 9 8 7 ) .  

S y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  N P Y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  i n c r e a s e  

o r  d e c r e a s e  c i r c u l a t i n g  L H  l e v e l s ,  a g a i n  d e p e n d i n g  o n  s e x  

h o r m o n e  s t a t u s  ( K e r k e r i a n  L  e t  a l  1 9 8 5 ,  R o d r i g u e z - S i e r r a  

J F  e t  a l  1 9 8 7 .

N e u r o t e n s i n  i s  a  1 3 - a m i n o  a c i d  p e p t i d e  ( C a r r a w a y  R  a n d  

L e e m a n  S E  1 9 7 3 )  w h i c h  s h o w s  a  w i d e s p r e a d  d i s t r i b u t i o n
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t h r o u g h o u t  t h e  m a m m a l i a n  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  ( E m s o n  P C  

e t  a l  1 9 8 2 ,  M u r a k i  K e t  a l  1 9 8 5 )  a n d  i s  a l s o  f o u n d  i n  t h e  

g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  ( M u r a k i  K e t  a l  1 9 8 5 ) .  S y s t e m i c  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  N T  p r o d u c e s  h y p o t e n s i o n  ( C a r r a w a y  R  a n d  

L e e m a n  S E  1 9 7 3 ) ,  g u t  c o n t r a c t i o n  ( C a r r a w a y  R  a n d  L e e m a n  S E  

1 9 7 5 ) ,  h y p e r g l y c a e m i a  ( B r o w n  M a n d  V a l e  W 1 9 7 6 )  a n d  

s t i m u l a t i o n  o f  t h e  r e l e a s e  o f  P R L ,  T S H ,  a n d  G H  ( A r o n i n  N  

e t  a l  1 9 8 6 ) .  I n t r a v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n  o f  N T  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  d e c r e a s e  l e v e l s  o f  c i r c u l a t i n g  P R L  ( A r o n i n  N  

e t  a l  1 9 8 6 )  a n d  w a s  r e p o r t e d  b y  d i f f e r e n t  g r o u p s  t o  e i t h e r  

i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e  c i r c u l a t i n g  G H  a n d  L H  l e v e l s  ( A r o n i n  

N  e t  a l  1 9 8 6 ) .

S u b s t a n c e  P  ( S P ) ,  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  b o v i n e  

h y p o t h a l a m u s  ( C h a n g  MM a n d  L e e m a n  S E  1 9 7 1 )  i s  a n  1 1 - a m i n o  

a c i d  m e m b e r  o f  t h e  t a c h y k i n i n  f a m i l y  o f  p e p t i d e s .

S u b s t a n c e  P  i s  u n e v e n l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  c e n t r a l  

a n d  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m s  ( H o k f e l t  T  e t  a l  1 9 7 5 )  a n d  

i s  f o u n d  i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  

( L j u n g d a h l  A  e t  a l  1 9 7 8 ) .  I n  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  S P  i s  

f o u n d  i n  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  ( P e a r s e  A G E  a n d  P o l a k  

J M  1 9 7 5 )  a n d  a d r e n a l  m e d u l l a  ( R o l e  LW e t  a l  1 9 8 1 ) .  

P e r i p h e r a l  e f f e c t s  o f  S P  i n c l u d e  m o d u l a t i o n  o f  g u t  

c o n t r a c t i o n  ( B u r y  RW a n d  M a s h f o r d  ML  1 9 7 6 ) ,  s a l i v a t i o n  

( L e e m a n  S E  a n d  H a m m e r s h l a g  R  1 9 6 7 )  a n d  e f f e c t s  o n  t h e  

r e l e a s e  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s .  I n t r a v e n t r i c u l a r  

i n j e c t i o n  o f  S P  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e l e v a t e  s e r u m  P R L ,  G H  

a n d  L H  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 )  w h i l s t  s y s t e m i c  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  S P  w a s  r e p o r t e d  t o  i n c r e a s e  t h e  r e l e a s e  

o f  G H  a n d  P R L  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .
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V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  i s  a  2 8 - a m i n o  a c i d  p e p t i d e  

o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  p o r c i n e  i n t e s t i n e  ( S a i d  S I  a n d  

M u t t  V  1 9 7 0 )  w h i c h  i s  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  t o  s e v e r a l  

o t h e r  p e p t i d e s  i n c l u d i n g  s e c r e t i n ,  g l u c a g o n  a n d  

c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s i n g  f a c t o r .  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  

p e p t i d e  i s  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  c e n t r a l  

n e r v o u s  s y s t e m  a n d  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m  ( B r y a n t  MG e t  

a l  1 9 7 6 ,  B e s s o n  J  e t  a l  1 9 7 9 )  a n d  i s  f o u n d  i n  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  

s u p r a c h i a s m a t i c  a n d  p a r a v e n t r i c u l a r  n u c l e i  ( S a m s o n  WK e t  

a l  1 9 7 9 ) .  I n  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  V I P  i s  p r e s e n t  i n  t h e  

g a s t r o - i n t e s t i n a l  ( B r y a n t  MG e t  a l  1 9 7 6 )  a n d  

g e n i t o - u r i n a r y  ( L a r s s o n  L I  e t  a l  1 9 7 7 )  t r a c t s  a s  w e l l  a s  

v a r i o u s  e n d o c r i n e  t i s s u e s  s u c h  a s  t h y r o i d  ( A h r e n  B  e t  a l  

1 9 8 0 )  a n d  o v a r y  ( G o z e s  I  a n d  T s a f r i r i  A  1 9 8 6 ) .  P e r i p h e r a l  

e f f e c t s  o f  V I P  i n c l u d e  s m o o t h  m u s c l e  r e l a x a t i o n  ( S a i d  S I  

1 9 8 4 ) ,  v a s o d i l a t i o n  ( S u z u k i  Y  e t  a l  1 9 8 4 )  a n d  m o d u l a t i o n  

o f  t h e  s e c r e t i o n  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s .  

I n t r a c e r e b r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  V I P  w a s  r e p o r t e d  t o  

i n c r e a s e  P R L  ( K a t o  T  e t  a l  1 9 7 8 ) ,  L H  a n d  GH ( V i j a y a n  E e t  

a l  1 9 7 8 )  s e c r e t i o n  w h i l s t  s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  e f f e c t s  o n l y  t h e  r e l e a s e  o f  

P R L  ( O t t e s e n  B  e t  a l  1 9 8 1 ,  K a t o  Y  e t  a l  1 9 8 4 ) .  T h e  p o t e n t  

P R L  r e l e a s i n g  a c t i o n  o f  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  a n d  

i t s  p r e s e n c e  i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  

a n d  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  ( S h i m a t s u  A ,  e t  a l  1 9 8 1 )  h a v e  l e d  

t o  s p e c u l a t i o n  t h a t  i t  m a y  b e  t h e  p u t a t i v e  h y p o t h a l a m i c  

P R L  r e l e a s i n g  f a c t o r  ( A b e  H e t  a l  1 9 8 5 ) .
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A p p r o a c h

G a l a n i n ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P  a r e  p r e s u m e d  t o  a f f e c t  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f u n c t i o n  b y  l o c a l  a c t i o n s  a n d  s o  w o u l d  

b e  e x p e c t e d  t o  a l t e r  f o l l o w i n g  c h a n g e s  i n  p i t u i t a r y  

h o r m o n e  s e c r e t i o n .  T h i s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  b y  a l t e r i n g  

t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  r e g u l a t i n g  

t h y r o i d ,  a d r e n a l  a n d  m a l e  a n d  f e m a l e  g o n a d  f u n c t i o n  a n d  

e x a m i n i n g  t h e  e f f e c t s  o n  G A L ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P .  T h i s  

a p p r o a c h  h a s  b e e n  f o l l o w e d  b y  g r o u p s  i n v e s t i g a t i n g  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  G A L ,  N T ,  S P  a n d  V I P  ( K a p l a n  L M  e t  a l  

1 9 8 8 a ,  G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 2 ,  A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 4 ,

C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ,  D e P a l a t i s  L R  e t  a l  1 9 8 5 ,  L a m  K S L  

e t  a l  1 9 8 9 ) .  H o w e v e r ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  w o r k  o n  

N T  a n d  S P ,  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  a r e  r a t h e r  d i s p a r a t e  a n d  a  

t h o r o u g h  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  a l t e r a t i o n s  i n  

h o r m o n a l  s t a t u s  o n  t h e s e  p e p t i d e s  w i l l  b e  a n  i m p o r t a n t  

c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  f i e l d  o f  s t u d y .  T h e  5  p e p t i d e s  h a v e  

b e e n  e x a m i n e d  i n  b o t h  t h e  h y p o t h a l a m u s  a n d  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  a s  t h e s e  t i s s u e s  f o r m  a n  i n t e g r a t e d  u n i t  

r e g u l a t i n g  p h y s i o l o g i c a l  e n d o c r i n e  s t a t u s .  T h i s  a p p r o a c h  

h a s  a l l o w e d  t h e  t i s s u e  s p e c i f i c i t y  o f  e f f e c t s  t o  b e  

a s s e s s e d  a n d  p r o v i d e d  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  l e v e l  a t  w h i c h  

r e g u l a t i o n  o f  p i t u i t a r y  f u n c t i o n  m a y  o c c u r .  A s  p a r t  o f  

t h i s  s t u d y  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( G H R H )  a n d  

s o m a t o s t a t i n  ( S R I F )  h a v e  b e e n  s t u d i e d  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  

f o r  c o m p a r i s o n  a s  t h e s e  a r e  h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e s  k n o w n  t o  

a f f e c t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g r o w t h  h o r m o n e  f u n c t i o n .

N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  h a s  b e e n  u s e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

r a d i o i m m u n o a s s a y  t o  m o n i t o r  t h e  e f f e c t s  o f  t h e
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m a n i p u l a t i o n s  o n  t h e s e  p e p t i d e s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  a n d  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  T h i s  a p p r o a c h  w a s  e m p l o y e d  t o  

d e m o n s t r a t e  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e s e  p e p t i d e s  w i t h i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  a n d  t o  g i v e  a  b e t t e r  o v e r a l l  p i c t u r e  o f  

t h e  e f f e c t s  o f  t h e  m a n i p u l a t i o n s  o n  p e p t i d e  p r o d u c t i o n .

T h e  a d v e n t  o f  m o l e c u l a r  c l o n i n g  t e c h n i q u e s  a l l o w s  t h e  

i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  n u c l e i c  a c i d  c o d i n g  

s e q u e n c e  f o r  a n y  p e p t i d e  f o r  w h i c h  a  s u i t a b l e  s c r e e n i n g  

p r o c e d u r e  c a n  b e  e s t a b l i s h e d .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  

a  n u m b e r  o f  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e  m R N A s  h a v e  b e e n  

d e t e r m i n e d  a n d  c l o n e s  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  h a v e  b e c o m e  

a v a i l a b l e .  T h e s e  c l o n e s  c a n  b e  u s e d  a s  r a d i o a c t i v e  

h y b r i d i s a t i o n  p r o b e s  t o  d e t e c t  m R N A  m o l e c u l e s  e n c o d i n g  

s p e c i f i c  p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s  i n  N o r t h e r n  b l o t t i n g .  T h i s  

t e c h n i q u e  a l s o  a l l o w s  q u a n t i t a t i o n  o f  c h a n g e s  i n  s t e a d y  

s t a t e  l e v e l s  o f  m R N A .  T h e  h y b r i d i s a t i o n  r e a c t i o n s  u s e d  i n  

N o r t h e r n  b l o t t i n g  c a n  b e  c a r r i e d  o u t  b o t h  u n d e r  s t r i n g e n t  

c o n d i t i o n s  s o  t h a t  h i g h l y  h o m o l o g o u s  s e q u e n c e s  a r e  

d e t e c t e d  a n d  u n d e r  l e s s  s t r i n g e n t  c o n d i t i o n s  t o  d e t e c t  

r e l a t e d  s e q u e n c e s .  D e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  ( D N A )  c l o n e s  f o r  

n e u r o p e p t i d e  Y ,  s u b s t a n c e  P  a n d  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  

p e p t i d e  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  v a r i o u s  l a b o r a t o r i e s  a n d  

p r e p a r e d  f o r  u s e  a s  h y b r i d i s a t i o n  p r o b e s .  P r o b e s  f o r  

g a l a n i n  a n d  n e u r o t e n s i n  h a v e  b e e n  s y n t h e s i s e d  u s i n g  t h e  

p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  o r  P C R  ( S a i k i  R  e t  a l  1 9 8 5 ) .

T h i s  t e c h n i q u e  h a s  m a d e  i t  p o s s i b l e  t o  a m p l i f y  a l m o s t  a n y  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  u p  t o  s e v e r a l  t h o u s a n d  b a s e  p a i r s  i n  

l e n g t h ,  b e  i t  f r o m  a  D N A  o r  R N A  s o u r c e ,  p u r i f y  a n d  i s o l a t e  

t h e  s e q u e n c e .  T h u s  i t  i s  n o w  p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  p r o b e s  

f o r  a n y  p e p t i d e  s e q u e n c e ,  p r o v i d i n g  t h e  n u c l e o t i d e



s e q u e n c e  i s  k n o w n ,  a n d  t o  u s e  t h e s e  a s  h y b r i d i s a t i o n  

p r o b e s .  T h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  a l l  5  p e p t i d e s  a r e  

e x p r e s s e d  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d  a n d  t h a t  

c h a n g e s  i n  e n d o c r i n e  s t a t u s  c a n  p r o d u c e  d r a m a t i c  

a l t e r a t i o n s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  p e p t i d e s .
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T h e  r e s u l t s  o f  m a n i p u l a t i n g  t h y r o i d a l ,  a d r e n a l ,  f e m a l e  

g o n a d a l  a n d  m a l e  g o n a d a l  s t a t u s  a r e  p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r s  

3  t o  6  r e s p e c t i v e l y  a n d  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  m a n i p u l a t i o n s  

o n  G H R H  a n d  S R I F  a r e  p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r  7 .



CHAPTER 2

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S
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A n i m a l s

I n t a c t  o r  s u r g i c a l l y  o p e r a t e d  m a l e  a n d  f e m a l e  W i s t a r  r a t s  

w e r e  s u p p l i e d  b y  e i t h e r  C h a r l e s  R i v e r s  B r e e d i n g  

L a b o r a t o r i e s  ( M a r g a t e ,  K e n t )  o r  I n t e r f a u n a  L t d  

( H u n t i n g d o n ,  C a m b r i d g e s h i r e ) .  T h e  t r e a t m e n t  r e g i m e s  f o r  

e a c h  s e r i e s  o f  m a n i p u l a t i o n s  a r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  

a p p r o p r i a t e  c h a p t e r s .  T w e n t y  f o u r  h o u r s  a f t e r  t h e  l a s t  

d a y  o f  t r e a t m e n t  a n i m a l s  w e r e  s a c r i f i c e d  b y  c a r d i a c  

p u n c t u r e  a n d  e x s a n g u i n a t i o n  w h i l s t  u n d e r  l i g h t  e t h e r  

a n a e s t h e s i a .

D i s s e c t i o n

F o l l o w i n g  s a c r i f i c e  t h e  c r a n i u m  w a s  o p e n e d  a n d  t h e  b r a i n  

r e m o v e d  l e a v i n g  t h e  p i t u i t a r y  v i s i b l e  i n  i t s  f o s s a  w i t h i n  

t h e  s k u l l .  T h e  w h o l e  p i t u i t a r y  g l a n d  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  

a n t e r i o r  l o b e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  n e u r o i n t e r m e d i a t e  l o b e  b y  

c a r e f u l l y  p i n c h i n g  a r o u n d  t h e  n e u r o i n t e r m e d i a t e  l o b e  w i t h  

a  p a i r  o f  f i n e  f o r c e p s .  F o r  N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d s  f r o m  e a c h  g r o u p  w e r e  p o o l e d  a n d  

e x t r a c t e d ,  w h i l s t  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

g l a n d s  w e r e  e x t r a c t e d  i n d i v i d u a l l y .

T h e  h y p o t h a l a m u s  o f  e a c h  a n i m a l  w a s  d i s s e c t e d  e n  b l o c  f r o m  

a  b r a i n  s l i c e  c u t  b e t w e e n  t h e  o p t i c  c h i a s m  a n d  t h e  

m a m m i l l a r y  b o d i e s .  T h e  h y p o t h a l a m u s  w a s  r e m o v e d  a s  a  

b l o c k  f r o m  t h e  b r a i n  s l i c e  b y  c u t t i n g  v e r t i c a l l y  a l o n g  t h e  

p e r i h y p o t h a l a m i c  s u l c i  a n d  t h e n  h o r i z o n t a l l y  i m m e d i a t e l y  

b e l o w  t h e  a n t e r i o r  c o m m i s u r e .  F o r  N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  

w h o l e  h y p o t h a l a m i c  b l o c k s  f r o m  e a c h  g r o u p  w e r e  p o o l e d  a n d
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e x t r a c t e d .  F o r  r a d i o i m m u n o a s s a y  h y p o t h a l a m i c  b l o c k s  w e r e  

f u r t h e r  s u b d i v i d e d  i n t o  c e n t r a l  a n d  l a t e r a l  p o r t i o n s  w h i c h  

w e r e  e x t r a c t e d  i n d i v i d u a l l y .  T h i s  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  D r  D 

J  O'  H a l l o r a n  u s i n g  a  b i n o c u l a r  d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e .  T h e  

h y p o t h a l a m i c  b l o c k ,  l y i n g  o n  i t s  v e n t r a l  s u r f a c e ,  w a s  

d i v i d e d  i n t o  c e n t r a l  a n d  l a t e r a l  p o r t i o n s  b y  v e r t i c a l  

l o n g i t u d i n a l  c u t s  t h r o u g h  t h e  t w o  f i b r e  b u n d l e s  w h i c h  c a n  

b e  s e e n  l y i n g  o n  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  u p p e r  s u r f a c e  m i d l i n e .  

T h e  c e n t r a l  h y p o t h a l a m u s  c o n t a i n e d  m o s t  o f  t h e  m a j o r  

h y p o t h a l a m i c  n u c l e i  n a m e l y ;  -  p e r i v e n t r i c u l a r ,  

s u p r a c h i a s m a t i c ,  a r c u a t e ,  p a r a v e n t r i c u l a r ,  v e n t r o m e d i a l ,  

d o r s o m e d i a l ,  p o s t e r i o r  h y p o t h a l a m i c ,  p r e m a m m i l l a r y  a n d  

m a m m i l l a r y  n u c l e i ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  m e d i a l  p r e o p t i c  a n d  

a n t e r i o r  h y p o t h a l a m i c  a r e a s .  T h e  l a t e r a l  p o r t i o n  

c o n s i s t e d  o f  t h e  l a t e r a l  p r e - o p t i c  a n d  l a t e r a l  

h y p o t h a l a m i c  a r e a s  b u t  a l s o  i n c l u d e d  t h e  s u p r a o p t i c

n u c l e u s .
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E x t r a c t i o n  a n d  Q u a n t i t a t i o n  o f  R N A

T h e  m e t h o d  o f  R N A  d e t e c t i o n  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  

N o r t h e r n  b l o t t i n g  w h i c h  i s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e  

d e v e l o p e d  b y  E  M S o u t h e r n .  T h e  s e p a r a t i o n  o f  D N A  

m o l e c u l e s  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  n e u t r a l  a g a r o s e  g e l s ,  

f o l l o w e d  b y  i m m o b i l i s a t i o n  o n  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  a n d  

h y b r i d i s a t i o n  w i t h  r a d i o a c t i v e  p r o b e s  p r o d u c e d  a  r a p i d  a n d  

s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  s p e c i f i c  D N A  

m o l e c u l e s  w h i c h  b e c a m e  k n o w n  a s  S o u t h e r n  b l o t t i n g  

( S o u t h e r n  E M  1 9 7 5 ) .  W h e n  t h i s  t e c h n i q u e  w a s  a d a p t e d  a n d  

a p p l i e d  t o  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  R N A  t h r o u g h  t h e  u s e  o f  

d e n a t u r i n g  a g a r o s e  g e l s  ( A l w i n e  J C  e t  a l  1 9 7 9 )  i t  p r o v i d e d  

a  m e a n s  f o r  d e t e c t i n g  a l t e r a t i o n s  i n  m R N A  c o n t e n t  a n d  

s t r u c t u r e  a n d  a q u i r e d  t h e  n a m e  o f  N o r t h e r n  b l o t t i n g .  

D i s p e r s a l  o f  t i s s u e s  i n  c h a o t r o p i c  s o l u t i o n s ,  s u c h  a s  

s a l t s  o f  g u a n i d i n i u m ,  p r o t e c t s  R N A  f r o m  d e g r a d a t i o n  b y  

n u c l e a s e s ,  a l l o w i n g  r a p i d  e x t r a c t i o n .  F o l l o w i n g  

p u r i f i c a t i o n  R N A  c a n  b e  s i z e  s e p a r a t e d  b y  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  f i x e d  t o  a  s o l i d  s u p p o r t  w h e r e  

s p e c i f i c  m R N A s  c a n  b e  d e t e c t e d  b y  h y b r i d i s a t i o n  w i t h  

r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  D N A  o r  R N A  p r o b e s .  D e t a i l s  o f  t h e  

m e t h o d s  o f  R N A  e x t r a c t i o n  a n d  o f  t h e  p r e p a r a t i o n ,  

l a b e l l i n g  a n d  u s e  o f  p r o b e s  a r e  g i v e n  b e l o w .  T h e  r e c i p e s  

f o r  b u f f e r s  a n d  s o l u t i o n s  a r e  g i v e n  i n  a p p e n d i x  A .

T h e  e x t r a c t i o n  o f  R N A  a n d  a l l  w o r k  i n v o l v i n g  t h e  

p r e p a r a t i o n  a n d  u s e  o f  p r o b e s  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  

a u t h o r  i n  t h e  l a b o r a t o r y  o f  D r  S  L e g o n .



53
E x t r a c t i o n  o f  R N A  ( C h o m c z y n s k i  P  a n d  S a c c h i  N  1 9 8 7 )  

R e a g e n t s

S o l u t i o n  D:  4 M  g u a n i d i n i u m  i s o t h i o c y a n a t e  ( F l u k a )

2 5 m M  s o d i u m  c i t r a t e ,  p H 7 .  0  

0 .  5% s o d i u m  s a r c o s y l  ( F l u k a )

0 .  1M 2 - m e r c a p t o e t h a n o l ,

P h e n o l  ( w a t e r  s a t u r a t e d )

C h l o r o p h o r m / i s o - a m y l  a l c o h o l  m i x t u r e  ( 4 9 :  1 v o l : v o l )

M e t h o d

T i s s u e s  w e r e  d i s p e r s e d  i n  s o l u t i o n  D i n  a  g l a s s  

h o m o g e n i s e r  w i t h  a  t e f l o n  h e a d e d  r o t o r .  H o m o g e n a t e s  w e r e  

m i x e d  s e q u e n t i a l l y  w i t h  0 .  1 v o l u m e  o f  2 M  s o d i u m  a c e t a t e  p H  

4 .  0 ,  1 v o l u m e  o f  p h e n o l  a n d  0 .  2  v o l u m e  o f

c h l o r o p h o r m / i s o - a m y l  a l c o h o l ,  s h a k e n  f o r  2 0  s e c o n d s ,  

c h i l l e d  o n  i c e  f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  2 0  

m i n u t e s  a t  1 0 , O O O g  ( 8 , 0 0 0  r p m  i n  a  S o r v a l l  R C - 5 B  

R e f r i g e r a t e d  S u p e r s p e e d  C e n t r i f u g e  u s i n g  a  S o r v a l l  H B - 4  

r o t o r ) .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  u p p e r ,  a q u e o u s  l a y e r  w a s  

r e m o v e d  a n d  t h e  R N A  p r e c i p i t a t e d  b y  m i x i n g  i t  w i t h  a n  

e q u a l  v o l u m e  o f  i s o p r o p a n o l  a n d  c h i l l i n g  a t  - 2 0 ° C  f o r  6 0  

m i n u t e s .  T h e  R N A  w a s  t h e n  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  

2 0 ,  O O O g  ( 1 2 ,  0 0 0  r p m  i n  a  H B - 4  r o t o r  i n  a  S o r v a l l  R C - 5 B  

c e n t r i f u g e )  f o r  2 0  m i n u t e s ,  d i s s o l v e d  i n  o n e  q u a r t e r  o f  

t h e  o r i g i n a l  v o l u m e  o f  s o l u t i o n  D  a n d  p r e c i p i t a t e d  w i t h  

i s o p r o p a n o l  a t  - 2 0 ° C .  F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  R N A  

w a s  w a s h e d  i n  7 0 %  e t h a n o l ,  d i s s o l v e d  i n  s t e r i l e  T E  a n d  i t s  

c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  o p t i c a l  d e n s i t y

a t  2 6 0  n m .



54
V i s u a l i s a t i o n  o f  R N A  

R e a g e n t s

D e n a t u r i n g  b u f f e r :  1 0 0  u l  f o r m a m i d e

3 0  u l  f o r m a l d e h y d e  

1 0  u l  2 0  X  M O P S

L o a d i n g  B u f f e r :  3 0 %  F i c o l l

1 mM E D T A

0 .  2 5 %  B r o m o p h e n o l  b l u e

M e t h o d

S a m p l e s  c o n t a i n i n g  5  u g  o f  t o t a l  R N A  i n  4  u l  o f  d i s t i l l e d  

w a t e r  ( G D W )  w e r e  m i x e d  w i t h  8  u l  o f  d e n a t u r i n g  b u f f e r  a n d  

h e a t e d  a t  6 5 ° C  f o r  5  m i n u t e s .  A f t e r  c o o l i n g  t o  r o o m  

t e m p e r a t u r e ,  3  u l  o f  l o a d i n g  b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  e a c h  o f  

t h e  s a m p l e s  w h i c h  w e r e  t h e n  l o a d e d  o n t o  t h e  f o r m a l d e h y d e  

g e l  ( A p p e n d i x  B )  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  1 0 0  V .  W h e n  t h e  

s a m p l e s  h a d  r u n  a p p r o x i m a t e l y  3 0  mm t h e  c u r r e n t  w a s  t u r n e d  

o f f  a n d  t h e  g e l  p l a c e d  i n  a  p l a s t i c  s a n d w i c h  b o x  o n  a  

r o c k e r  p l a t f o r m  a n d  s t a i n e d  f o r  3 0  m i n u t e s  w i t h  T E  

c o n t a i n i n g  1 .  0  u g / u l  o f  e t h i d i u m  b r o m i d e  f o l l o w e d  b y  

d e s t a i n i n g  i n  T E  a l o n e  f o r  a t  l e a s t  o n e  h o u r .  F o l l o w i n g  

d e s t a i n i n g  t h e  R N A  w a s  v i s u a l i s e d  b y  i l l u m i n a t i o n  o n  a  U V  

t r a n s i l l u m i n a t o r  ( C h r o m a t o - v u e  3 0 2  n m  t r a n s i l l u m i n a t o r ,  

m o d e l  T M - 3 6 ,  U l t r a - v i o l e t  p r o d u c t s  I n c .  ,  S a n  G a b r i e l ,  

C a l i f o r n i a ,  U S A )  a n d  t h e  g e l  p h o t o g r a p h e d  u s i n g  a  P o l a r o i d  

M P - 3  L a n d  C a m e r a  a n d  P o l a r o i d  6 6 7  f i l m .  V i s u a l i s a t i o n  o f  

R N A  s a m p l e s  a l l o w e d  t h e  i n t e g r i t y  a n d  r e l a t i v e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s a m p l e s  t o  b e  a s s e s s e d .
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N o r t h e r n  B l o t t i n g  ( M a n i a t i s  T  e t  a l  1 9 8 2 ,  c h a p t e r  6 )

M e t h o d

S a m p l e s  c o n t a i n i n g  u p  t o  5 0  u g  o f  t o t a l  R N A  i n  a  1 0  u l  

v o l u m e  w e r e  m i x e d  w i t h  1 2  u l  o f  d e n a t u r i n g  b u f f e r  ( p a g e  

5 4 )  a n d  d e n a t u r e d  b y  h e a t i n g  a t  6 5 ° C .  A  f o r m a l d e h y d e  g e l  

( A p p e n d i x  B )  w a s  s u b m e r g e d  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  a n d  

t h e  s a m p l e s  l o a d e d  a n d  r u n  a t  1 0 0  V  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  

b l u e  d y e  h a d  r u n  9 0  -  1 0 0  mm f r o m  t h e  w e l l s .  A  m a r k e r  

l a n e  c o n t a i n i n g  5  u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  s t a i n e d  a n d  

d e s t a i n e d  ( a s  d e c r i b e d  o n  p a g e  5 4 )  a n d  p h o t o g r a p h e d  n e x t  

t o  a  r u l e r .  T h e  g e l  w a s  p l a c e d  i n v e r t e d  o n t o  2  p i e c e s  o f  

W h a t m a n  3 MM  p a p e r  s o a k e d  i n  2 0  X  S S C  w h i c h  w e r e  i n  c o n t a c t  

w i t h  a  r e s e r v o i r  o f  2 0  X  S S C .  C l i n g  f i l m  w a s  p l a c e d  

a r o u n d  t h e  g e l  w h i c h  w a s  t h e n  m e a s u r e d  w i t h  a  r u l e r .  A  

p i e c e  o f  H y b o n d - N  m e m b r a n e  c u t  t o  t h e  s i z e  o f  t h e  g e l  w a s  

p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  g e l  a n d  a i r  b u b b l e s  w e r e  e x p e l l e d  b y  

r o l l i n g  a  g l a s s  p i p e t t e  o v e r  t h e  g e l .  A  p i e c e  o f  3MM  

p a p e r  s o a k e d  i n  2 0  X  S S C  a n d  c u t  t o  t h e  s i z e  o f  t h e  

m e m b r a n e  w a s  p l a c e d  o n t o  t h e  m e m b r a n e  f o l l o w e d  b y  t w o  d r y  

p i e c e s  o f  c u t  3 M M  p a p e r  f o l l o w e d  b y  a  s t a c k  o f  t o i l e t  r o l l  

t i s s u e s  ( 5  -  1 0  m m  t h i c k )  a n d  t h e n  a  s t a c k  o f  h a n d  t o w e l s  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  mm t h i c k .  A  2 0 0  g  w e i g h t  w a s  p l a c e d  o n  

t h e  s t a c k  w h i c h  w a s  l e f t  f o r  1 6  -  2 4  h o u r s  t o  a l l o w  

t r a n s f e r  o f  R N A  t o  o c c u r .  F o l l o w i n g  t r a n s f e r ,  t h e  

m e m b r a n e  w a s  a i r  d r i e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s  

b e f o r e  t h e  R N A  w a s  f i x e d  t o  i t  b y  b a k i n g  a t  8 0 ° C  f o r  t w o  

h o u r s ,  a f t e r  w h i c h  t h e  m e m b r a n e  w a s  s e a l e d  i n t o  a  p l a s t i c  

b a g  f o r  s t o r a g e .
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P r o b e s

P r o b e s  f o r  S R I F ,  N P Y ,  P P T - A  a n d  V I P  w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  

P r o f e s s o r s  J  D i x o n  ( P u r d u e  U n i v e r s i t y ,  W e s t  L a f a y e t t e ,

U S A ) ,  J E  K r a u s e  ( W a s h i n g t o n  U n i v e r s t i y  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  

S t  L o u i s ,  U S A )  a n d  H O k a m o t o  ( T o h o k u  U n i v e r s i t y ,  T o k y o ,  

J a p a n ) .  T h e  r a t  T S H - b e t a  s u b u n i t  p r o b e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

P r o f e s s o r  WW C h i n ,  B r i g h a m  a n d  W o m e n 7 s  H o s p i t a l  a n d  

H a r v a r d  M e d i c a l  S c h o o l ,  B o s t o n ,  M A.  T h e  r a t  G H R H  c D N A  

p r o b e  w a s  k i n d l y  d o n a t e d  b y  P r o f  R  E v a n s ,  S a l k  I n s t i t u t e ,  

S a n  D i e g o ,  U S A .  T h e  r a t  G H p r o b e  w a s  s u p p l i e d  b y  D r  F  D e  

N o t o ,  M e t a b o l i c  R e s e a r c h  U n i t ,  U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a  

a n d  t h e  r a t  P R L  p r o b e  b y  P r o f  R  A  M a u r e r ,  D e p t  P h y s i o l o g y  

a n d  B i o p h y s i c s ,  U n i v e r s i t y  o f  I o w a ,  I o w a  C i t y .  T h e  P O M C  

a n d  L H - b e t a  s u b u n i t  p r o b e s  w e r e  d o n a t e d  b y  P r o f  J  L  

R o b e r t s ,  C o l l e g e  o f  P h y s i c i a n s  a n d  S u r g e o n s  o f  C o l u m b i a  

U n i v e r s i t y '  T h e  h u m a n  u b i q u i t i n  c D N A  f r a g m e n t  w a s  

s u p p l i e d  b y  P r o f e s s o r  K.  L u n d ,  S c h o o l  o f  M e d i c i n e ,  

U n i v e r s i t y  o f  N o r t h  C a r o l i n a  a t  C h a p e l  H i l l ,  U S A .  P r o b e s  

f o r  G A L  a n d  N T  w e r e  s y n t h e s i s e d  b y  a m p l i f y i n g  c D N A  

f r a g m e n t s  u s i n g  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n .  S i n g l e  

s t r a n d e d  c D N A  p r e p a r e d  b y  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  p r o v i d e d  a  

t e m p l a t e  f o r  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  a l l o w i n g  

a m p l i f i c a t i o n  i n t o  d o u b l e  s t r a n d e d  c D N A  f r a g m e n t s  w h i c h  

w e r e  t h e n  i s o l a t e d ,  l i g a t e d  i n t o  p l a s i d  v e c t o r s  a n d  

s e q u e n c e d .  U s e  o f  t h e  p l a s m i d  b l u e s c r i p t  a l l o w e d  t h e  

s e l e c t i o n  o f  b a c t e r i a  c o n t a i n i n g  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  o n  

t h e  b a s i s  o f  i n a c t i v a t i o n  o f  b e t a - g a l a c t o s i d a s e  a c t i v i t y .  

O n c e  t h e  s e q u e n c e  a n d  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  i n s e r t  h a d  b e e n  

d e t e r m i n e d  t h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  w a s  g r o w n  u p  f o r  t h e  

p r e p a r a t i o n  o f  D N A  a n d  R N A  p r o b e s .



O l i g o ( d T ) - c e l l u l o s e  C h r o m a t o g r a p h y  

( M a n i a t i s  T  e t  a l ,  c h a p t e r  6 )

R e a g e n t s

O l i g o ( d T ) - c e l l u l o s e  ( S i g m a  C h e m i c a l  C o  L t d ,  P o o l e ,  D o r s e t )  

M e t h o d

B o t h  G A L  a n d  N T  a r e  k n o w n  t o  b e  p r e s e n t  a t  h i g h  l e v e l s  i n  

t h e  r a t  h y p o t h a l a m u s  a n d  t h i s  w a s  t h e  t i s s u e  u s e d  i n  t h e  

p r e p a r a t i o n  o f  R N A  f o r  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  f o r  b o t h  

p r o b e s .  T o t a l  R N A  ( 1  -  2  m g )  w a s  l o a d e d  d r o p w i s e  o n t o  t h e  

o l i g o ( d T )  c o l u m n  i n  1 m l  o f  T E  c o n t a i n i n g  0 .  5  M N a C l  a n d  

0 .  1% S D S  u s i n g  a  P a s t e u r  p i p e t t e  a n d  t h e  e f f l u e n t  k e p t .  

F o l l o w i n g  l o a d i n g  t h e  c o l u m n  w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  1 m l  o f  

T E  c o n t a i n i n g  0 .  5  M N a C l  t o  r e m o v e  u n b o u n d  R N A  ( i e  

n o n - p o l y a d e n y l a t e d  R N A s  s u c h  a s  r i b o s o m a l ,  t r a n s f e r  a n d  

s m a l l  n u c l e a r  s p e c i e s ) .  T h e  p o l y ( A ) + p u r i f i e d  R N A  w a s  

t h e n  r e m o v e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  T E  t o  t h e  c o l u m n  a n d  t h e  

y i e l d  d e t e r m i n e d  b y  s p e c t r o p h o t o m e t r y .  F o l l o w i n g  

q u a n t i t a t i o n ,  R N A  w a s  c o n c e n t r a t e d  b y  a d d i n g  s o d i u m  

a c e t a t e  ( p H  5 . 0 )  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .  3 M ,  m i x i n g  

w i t h  2 .  5  v o l u m e s  o f  a b s o l u t e  e t h a n o l  a n d  c h i l l i n g  a t  - 2 0 ° C
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f o r  o n e  h o u r .
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S y n t h e s i s  o f  c D N A  ( K r u g  MS a n d  B e r g e r  S L  1 9 8 7 )

R e a g e n t s

1 0  X  R e a c t i o n  b u f f e r :  5 0 0  mM T r i s  p H  8 .  3

7 5 0  mM K C 1

1 0 0  mM D i t h i o t h r e i t o l  

3 0  mM M g C l

d N T P  m i x t u r e  ( 2 .  5  mM e a c h  d A T P ,  d T T P ,  d C T P  a n d  d G T P ;  

P h a r m a c i a  L t d ,  M i l t o n  K e y n e s ,  B u c k i n g h a m s h i r e )  

p o l y ( A ) + R N A  ( 1  m g / m l ) 

o l i g o ( d T )  ( 1  m g / m l ) ( S i g m a )

M o l o n e y - M u r i n e  L e u k a e m i a  V i r u s  ( M - M L V )  R e v e r s e  

T r a n s c r i p t a s e  2 0 0  u / u l  ( G i b c o - B R L )

M e t h o d

R e a c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  5 0  u l  s e t  

u p  i n  t h e  f o l l o w i n g  w a y ;

5  u l  1 0  X  r e a c t i o n  b u f f e r  

2  u l  r a t  h y p o t h a l a m u s  p o l y ( A ) +  R N A  

1 u l  o l i g o ( d T )  ( S i g m a )

1 0  u l  d N T P  m i x t u r e

1 u l  R e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  ( G i b c o - B R L )

3 1  u l  d i s t i l l e d  w a t e r

T h e  b u f f e r ,  R N A ,  o l i g o ( d T ) ,  n u c l e o t i d e s  a n d  d i s t i l l e d  

w a t e r  w e r e  m i x e d  t o g e t h e r  a n d  h e a t e d  a t  6 5 ° C  f o r  3  m i n u t e s  

t o  d e n a t u r e  t h e  R N A .  T h e  r e a c t i o n  w a s  i n i t i a t e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  1 u l  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  a n d  i n c u b a t e d  a t  

3 7 ° C  f o r  6 0  m i n u t e s  b e f o r e  b e i n g  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  u s e  

i n  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n .
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P o l y m e r a s e  C h a i n  R e a c t i o n  ( S a i k i  R  e t  a l  1 9 8 5 )  

R e a g e n t s

1 0  X  T a q  p o l y m e r a s e  b u f f e r :

1 0 0  mM T r i s  p H  8 .  3  

5 0 0  mM K C 1  

2 0  mM M g C l  

0 .  1% g e l a t i n

d N T P  m i x t u r e  ( 2 .  5  mM e a c h  d A T P ,  d T T P ,  d C T P  a n d  d G T P )

T a q  D N A  p o l y m e r a s e ,  2 .  5  u / u l  ( A m e r s h a m ,  A m e r s h a m ,  

B u c k i n g h a m s h i r e )

O l i g o n u c l e o t i d e s  ( s y n t h e s i s e d  o n  a  B i o s e a r c h  C y c l o n e  D N A

s y n t h e s i s e r ,  N e w  B r u n s w i c k ) :

G a l a n i n  ( K a p l a n  L M e t  a l  1 9 8 8 b ) ;

5 '  ; -  C T G A A C A G C G C T G G C T A C C T T C T G -

i d e n t i c a l  t o  n u c l e o t i d e s  2 5 0  -  2 7 3  o f  r a t  g a l a n i n  m R N A  

3 '  ; -  A G G A C A C A G G T G C A C A G T G G G T G T -

c o m p l e m e n t a r y  t o  n u c l e o t i d e s  5 2 4  -  5 4 7  o f  r a t  g a l a n i n  m R N A

N e u r o t e n s i n  ( K i s l a u s k i s  J  e t  a l  1 9 8 8 ) :

5 '  ; -  G G A A T G A A C C T T C A G C T G G T G -

i d e n t i c a l  t o  n u c l e o t i d e s  2 6 0  -  2 8 0  o f  r a t  n e u r o t e n s i n  m R N A  

3 '  ; -  C A T G A T C G A G G A T A T C C T C C T G

c o m p l e m e n t a r y  t o  n u c l e o t i d e s  6 1 8  -  6 3 9  o f  r a t  n e u r o t e n s i n

m R N A
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M e t h o d

T a q  p o l y m e r a s e  i s  a  h e a t  s t a b l e  D N A  p o l y m e r a s e  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  t h e r m o p h i l e  b a c t e r i u m  T h e r m o p h i l u s  a q u a t i c u s .

T h e  u s e  o f  t h i s  h e a t  s t a b l e  D N A  p o l y m e r a s e  g r e a t l y  

f a c i l i t a t e s  t h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  b y  a l l o w i n g  

d e n a t u r a t i o n  o f  t h e  D N A  w i t h o u t  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  

m a k i n g  i t  u n n e c e s s a r y  t o  a d d  f r e s h  e n z y m e  t o  t h e  r e a c t i o n  

a f t e r  e v e r y  d e n a t u r a t i o n  s t e p  a s  w a s  t h e  s i t u a t i o n  b e f o r e  

t h i s  e n z y m e  b e c a m e  a v a i l a b l e .  O n e  t e n t h  o f  t h e  r e v e r s e  

t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n  p r o v i d e d  s u f f i c i e n t  m a t e r i a l  t o  

a m p l i f y  D N A  f r a g m e n t s .  T h e  r e a c t i o n  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  

f o l l o w i n g  w a y  b y  m i x i n g  t o g e t h e r :

5  u l  t h e  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  r e a c t i o n  

1 0  u l  1 0  X  T a q  p o l y m e r a s e  b u f f e r ,

5  u l  e a c h  p r i m e r  ( 2 0 0  n g / u l )

2 0  u l  d N T P  m i x t u r e  

5 9  u l  d i s t i l l e d  w a t e r

T h e  m i x t u r e  w a s  o v e r l a i d  w i t h  1 0 0  u l  p a r a f i n  o i l  a n d  

h e a t e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  9 4 ° C  f o r  5  m i n u t e s  t o  d e n a t u r e  

t h e  D N A .  I t  w a s  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a  5 5 ° C  w a t e r  b a t h  f o r  

3  m i n u t e s  t o  a l l o w  t h e  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r s  t o  

h y b r i d i s e  t o  t h e  t a r g e t  s e q u e n c e .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t h e n  

i n i t i a t e d  b y  a d d i n g  1 u l  o f  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  t o  t h e  

r e a c t i o n  a n d  i n c u b a t i n g  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  7 2 ° C  f o r  5  

m i n u t e s .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  m i x t u r e  w a s  s u b j e c t e d  t o  

t h i r t y  c y c l e s  o f  r e p e a t e d  r o u n d s  o f  d e n a t u r a t i o n ,  p r i m e r  

a n n e a l i n g  a n d  D N A  s y n t h e s i s  u s i n g  a  t h e r m o c y c l e  p r o f i l e  o f  

2  m i n u t e s  a t  9 4 ° C ,  2  m i n u t e s  a t  5 5 ° C  a n d  3  m i n u t e s  a t
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7 2 ° C .  A t  t h e  e n d  o f  t h e  l a s t  c y c l e  t h e  m i x t u r e  w a s  

i n c u b a t e d  f o r  a n  e x t r a  3  m i n u t e s  a t  7 2 ° C .  O n e  t e n t h  ( 1 0  

u l ) o f  e a c h  r e a c t i o n  w a s  t h e n  r u n  o u t  o n  a  1 .  0% n e u t r a l  

a g a r o s e  g e l  i n  p a r a l l e l  w i t h  a  l a d d e r  o f  D N A  s i z e  m a r k e r s ,  

( a  H i n d  I I I  d i g e s t  o f  p h a g e  l a m b d a  o r  a  H a e  I I I  d i g e s t  o f  

p h a g e  P H I  X )  a n d  v i s u a l i s e d  u s i n g  a  U V  t r a n s i l l u m i n a t o r .  

W h e n  a  b a n d  o f  t h e  c o r r e c t  s i z e  w a s  o b s e r v e d  i t  w a s  

e x c i s e d  w i t h  a  s c a l p e l  b l a d e ,  e l e c t r o e l u t e d  a n d  p u r i f i e d  

( p a g e  6 4 ) .  T h e  e x c i s e d  b a n d  w a s  t h e n  l i g a t e d  i n t o  p l a s m i d  

B l u e s c r i p t  ( V e c t o r  C l o n i n g  S y s t e m s ,  s u p p l i e d  t h r o u g h  

N o r t h u m b r i a  B i o l o g i c a l s  L t d ,  N o r t h u m b e r l a n d )  w h i c h  h a d  

b e e n  d i g e s t e d  w i t h  S m a  I  t o  g i v e  a  l i n e a r  p l a s m i d  w i t h  

b l u n t  e n d s .  W h e n  a  b a c t e r i a l  c o l o n y  c o n t a i n i n g  a  

r e c o m b i n a n t  B l u e s c r i p t  p l a s m i d  h a d  b e e n  i s o l a t e d  D N A  

s e q u e n c i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  t h e  i d e n t i t y  a n d  

o r i e n t a t i o n  o f  t h e  i n s e r t e d  s e q u e n c e .
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M i n i - P r e p a r a t i o n s  o f  P l a s m i d  D N A  ( D e l  S a l  G e t  a l  1 9 8 8 )  

R e a g e n t s

S T E T  b u f f e r :  8% ( w / v )  s u c r o s e

0 .  1 % T r i t o n  X - 1 0 0

5 0  mM E D T A

5 0  mM T r i s  p H  8 .  0

2 . 0 %  ( w / v  i n  G D W )  C T A B  ( c e t y l  t r i m e t h y l  a m m o n i u m  

b r o m i d e ,  S i g m a ) .

B C I G  ( 5  b r o m o ,  4  c h l o r o  3  i n d o l y l  b e t a  D  g a l a c t o s i d e ,  

S i g m a )  2 0  m g / m l  i n  d i m e t h y l  f o r m a m i d e .

I P T G  ( I s o  p r o p y l  b e t a  D  t h i o  g a l a c t o p y r a n o s i d e ,  S i g m a )

2 4  m g / m l  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .

M e t h o d

P l a s m i d s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  E c o l i  ( M a n i a t i s  T  e t  a l  

1 9 8 2 ,  c h a p t e r  8 )  a n d  s p r e a d  o n t o  p l a t e s  o f  L - b r o t h  

c o n t a i n i n g  1 .  5% a g a r  p l u s  a n t i b i o t i c .  F o r  i s o l a t i o n  o f  

r e c o m b i n a n t  b a c t e r i a  t h e  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  2 0  u l  

e a c h  o f  B C I G  a n d  I P T G  s o l u t i o n s .  S i n g l e  b a c t e r i a l  

c o l o n i e s  w e r e  i n n o c u l a t e d  i n t o  1 .  5  m l  a l i q u o t s  o f  L - B r o t h  

p l u s  a n t i b i o t i c  i n  3 0  m l  u n i v e r s a l s  a n d  g r o w n  s h a k i n g  a t  

3 7 ° C  o v e r n i g h t .  N e x t  d a y  t h e  c u l t u r e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o

1 . 5  m l  e p p e n d o r f  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  t w o  m i n u t e s .

T h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  d i s c a r d e d  a n d  t h e  p e l l e t s  

r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  u l  S T E T  c o n t a i n i n g  1 m g / m l  l y s o s y m e  a n d  

l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s  b e f o r e  b e i n g  b o i l e d
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f o r  9 0  s e c o n d s  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  

p e l l e t s  w e r e  r e m o v e d  w i t h  w o o d e n  t o o t h p i c k s  a n d  2 0  u l  2% 

C T A B  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  a n d  t h e  r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e s  

c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  

i n  3 0 0  u l  1 .  2  M N a C l  b y  v i g o r o u s  p i p e t t i n g  a n d  t h e n  

r e p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  7 5 0  u l  a b s o l u t e  a l c o h o l .  

T h e s e  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  1 0  m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t s  

r e m o v e d ,  t h e  p e l l e t s  r i n s e d  w i t h  2 0 0  u l  7 0 %  e t h a n o l  a n d  

t h e n  d r i e d  u n d e r  v a c u u m .  T h e  p e l l e t s  w e r e  r e d i s s o l v e d  i n  

2 0  u l  T E  a n d  o n e  t e n t h  o f  e a c h  w a s  t h e n  d i g e s t e d  w i t h  t h e  

a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  ( M a n i a t i s  T  e t  a l  1 9 8 2 ,  

c h a p t e r  4 ) .  P l a s m i d s  c o n t a i n i n g  i n s e r t s  o f  t h e  c o r r e c t  

s i z e  a n d  r e s t r i c t i o n  p a t t e r n  w e r e  t h e n  s e q u e n c e d  a n d / o r  

r e - i n t r o d u c e d  i n t o  b a c t e r i a  f o r  l a r g e - s c a l e  p r e p a r a t i o n s  

o f  p l a s m i d  D N A  ( M a n i a t i s  T  e t  a l  1 9 8 2 ,  c h a p t e r  3 ) .



64
I s o l a t i o n  o f  D N A  F r a g m e n t s  

M e t h o d

T h e  D N A  s a m p l e  f r o m  w h i c h  t h e  f r a g m e n t  w a s  t o  b e  i s o l a t e d  

( e i t h e r  a  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t  o r  a  P C R  r e a c t i o n )  w a s  

e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  n e u t r a l  a g a r o s e  g e l  ( a p p e n d i x  B ) .

W h e n  t h e  d e s i r e d  b a n d  w a s  o b s e r v e d  t o  b e  s e p a r a t e d  f r o m  

a n y  o t h e r  f r a g m e n t s  b y  a  s a t i s f a c t o r y  d i s t a n c e ,  i t  w a s  

e x c i s e d  b y  s l i c i n g  t h r o u g h  t h e  a g a r o s e  a r o u n d  i t  w i t h  a  

s c a l p e l  b l a d e .  T h e  p i e c e  o f  a g a r o s e  w a s  p l a c e d  i n  a  

l e n g t h  o f  d i a l y s i s  t u b i n g  5  -  8  c m  i n  l e n g t h  w i t h  a  s m a l l  

v o l u m e ,  u s u a l l y  2 0 0  u l  o f  1 X  T B E  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  

2 0 0  V  f o r  3 0  m i n u t e s ,  a t  t h e  e n d  o f  w h i c h  t i m e  t h e  

d i r e c t i o n  o f  t h e  c u r r e n t  w a s  r e v e r s e d  ( k e e p i n g  t h e  v o l t a g e  

c o n s t a n t )  f o r  4 5  s e c o n d s .  T h e  T B E  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a n  

e p p e n d o r f  t u b e  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

s o d i u m  a c e t a t e  a n d  e t h a n o l  t o  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 .  3 M  

a n d  7 0 %  r e s p e c t i v e l y  a n d  c h i l l i n g  o v e r n i g h t  a t  - 2 0 ° C .  T h e  

D N A  w a s  t h e n  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  d r i e d  a n d  

r e d i s s o l v e d  i n  a  s u i t a b l e  v o l u m e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  e s t i m a t e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  o n e  

f i f t i e t h  a n d  o n e  t e n t h  o f  a n  i s o l a t e d  f r a g m e n t  a n d  

c o m p a r i n g  t h e  i n t e n s i t y  o f  f l u o r e s c e n c e  u n d e r  U V  l i g h t  

w i t h  1 0 ,  2 0 ,  5 0  a n d  1 0 0  n g  o f  u n c u t  p h a g e  l a m b d a  D N A  r u n

o n  t h e  s a m e  g e l .
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D N A  S e q u e n c i n g  ( M i e r e n d o r f  R C ,  P f e f f e r  D  1 9 8 7 )  

R e a g e n t s

1 0  X  K l e n o w  b u f f e r :

1 0 0  mM T r i s  p H  7 .  5  

5 0 0  mM N a C l  

5 0  mM M g C l

I s o t o p e / e n z y m e  m i x t u r e :  F o r  2  c l o n e s  ( 8  r e a c t i o n s )

2  u l  0 . 1  mM D T T  

1 u l  3 2 - P  d C T P  

1 u l  1 0  u M  d C T P

I  u l  K l e n o w  D N A  p o l y m e r a s e  ( 1  u n i t )

I I  u l  1 0  mM T r i s  p H  8 . 0

F o r m a m i d e  d y e :  d e i o n i s e d  f o r m a m i d e  c o n t a i n i n g

2 0  mM E D T A  

0 .  0 3  % X y l e n e  c y a n o l  

0 .  0 3  % B r o m o p h e n o l  b l u e

D e o x y t r i p h o s p h a t e  ( d N T P )  s o l u t i o n s  ( P h a r m a c i a )  

D i d e o x y t r i p h o s p h a t e  ( d d N T P )  s o l u t i o n s  ( P h a r m a c i a )

T 7  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  -  A A T A C G A C T C A C T A T A G  

T 3  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r  -  A T T A A C C C T C A C T A A A G G G A  

3 2 - P  C T P  ( A m e r s h a m ;  3 , 0 0 0  C i / m m o l ;  1 0  m m o l / 1 )

K l e n o w  f r a g m e n t  o f  D N A  p o l y m e r a s e  1 u / u l ,  ( G I B C O - B R L ,  

P a i s l e y ,  S c o t l a n d )
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D e o x y t r i p h o s p h a t e  ( d N T P ) s e q u e n c i n g  m i x e s :

d T T P d A T P d G T P 5 0 mM T r i s

( 0 . 5  m M ) ( 0 .  5 m M ) ( 0 .  5 m M ) ( p H  8 .  0 )

T m i x 2  u l 4 0 u l 4 0 u l 1 0  u l

A m i x 4 0  u l 2 u l 4 0 u l 1 0  u l

G m i x 4 0  u l 4 0 u l 2 u l 1 0  u l

C m i x 4 0  u l 4 0 u l 4 0 u l 1 0  u l

S e q u e n c i n g i s o l u t i o n s :

T 5 u l T  m i x + 3 u l 0 .  5 mM d d T T P + 2 u l G D W

C -  5 u l C m i x + 1 u l 0 .  1 mM d d C T P + 4 u l G D W

G -  5 u l G m i x + 5 u l 0 .  1 mM d d G T P

A -  5 u l A  m i x + 3 u l 0 .  3 mM d d A T P + 2 u l G D W

M e t h o d

T h e  r a t i o s  o f  d i d e o x y t r i p h o s p h a t e  t o  d e o x y t r i p h o s p h a t e  

n u c l e o t i d e s  u s e d  f o r  D N A  s e q u e n c i n g  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  

d e t e r m i n e d  e m p i r i c a l l y  f r o m  t h e  m e t h o d  o f  S a n g e r  i n  t h e  

l a b o r a t o r y  o f  D r  S  L e g o n  ( S a n g e r  F  e t  a l  1 9 7 7 ) .  O n e  t o  2  

u g  o f  p l a s m i d  D N A  i n  2 0  u l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  

d e n a t u r e d  b y  a d d i n g  2  u l  2  N  N a O H ,  2  mM E D T A  a n d  

i n c u b a t i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  

s o l u t i o n  w a s  n e u t r a l i s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  3  u l  2  M N a O A c  

a n d  p r e c i p i t a t e d  b y  a d d i n g  7  u l  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  7 5  u l  

a b s o l u t e  a l c o h o l  a n d  c h i l l i n g  a t  - 7 0 ° C  f o r  5  m i n u t e s .  

F o l l o w i n g  t h i s  t h e  s o l u t i o n  w a s  s p u n  i n  a  m i c r o c e n t r i f u g e  

f o r  1 0  m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t  

w a s h e d  w i t h  7 0 %  e t h a n o l  a n d  d r y e d  u n d e r  v a c u u m .  T h e  

p e l l e t  w a s  r e d i s s o l v e d  i n  8  u l  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  w h i c h  

w a s  t h e n  a d d e d  1 u l  1 0  X  K l e n o w  b u f f e r  a n d  1 u l  o f  a
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1 n g / u l  s o l u t i o n  o f  e i t h e r  o l i g o n u c l e o t i d e  p r i m e r .  T h i s  

w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 5 - 2 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  

t h e  p r i m e r  t o  a n n e a l  t o  t h e  p l a s m i d  D N A .  W h i l s t  a n n e a l i n g  

w a s  b e i n g  c a r r i e d  o u t ,  2  u l  o f  e a c h  s e q u e n c i n g  s o l u t i o n  

w a s  a l i q u o t e d  i n t o  a p p r o p r i a t e l y  l a b e l l e d  t u b e s  ( A ,  T ,  C 

o r  G )  t o  w h i c h  w a s  t h e n  a d d e d  2  u l  o f  a n n e a l e d  p l a s m i d .

T h e  i s o t o p e / e n z y m e  m i x t u r e  w a s  m a d e  u p  a n d  2  u l  o f  t h i s  

w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e ,  t h e  c o n t e n t s  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  

t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 5  m i n u t e s .  A f t e r  1 5  m i n u t e s ,

2  u l  0 .  5  mM d C T P  w a s  a d d e d  t o  e a c h  r e a c t i o n  a n d  t h e  

r e a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  a  f u r t h e r  1 5  m i n u t e s  

b e f o r e  b e i n g  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  4  u l  f o r m a m i d e  d y e  

t o  e a c h  r e a c t i o n .  T h e  r e a c t i o n s  w e r e  d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g  

f o r  5  m i n u t e s  a n d  a n a l y s e d  b y  e l e c t r o p h o r e s i s  o n  a  6 .  0% 

a c r i l a m i d e ,  8 .  3  M u r e a  g e l  ( A m b r o s e  B J B  a n d  P l e s s  R C  

1 9 8 7 ) .
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P r e p a r a t i o n  o f  D N A  P r o b e s .  H y b r i d i s a t i o n  a n d  W a s h i n g

R e a g e n t s

D N A  L a b e l l i n g  B u f f e r  ( F e i n b e r g  a n d  V o g e l s t e i n  1 9 8 3 )  

P r e p a r e d  b y  m i x i n g  b u f f e r s  A ,  B  a n d  C t o g e t h e r  i n  t h e  

r a t i o s  1 0 0  : 2 5 0  : 1 5 0  ( A  : B  : C )

B u f f e r  A :  

a d d e d :

B u f f e r  B:  

B u f f e r  C:

T o  1 m l  1 2 5  mM M g C 1 2 / l .  2 5  M T r i s  p H  8 .  0  w a s  

1 8  u l  b e t a  m e r c a p t o e t h a n o l  

5  u l  1 0 0  mM d A T P  

5  u l  1 0 0  mM d T T P  

5  u l  1 0 0  mM d G T P

2  M H E P E S  p H  6 .  6  ( t i t r a t e d  t o  p H  w i t h  4  M N a O H )  

H e x a m e r i c  o l i g o n u c l e o t i d e s  ( 6 m e r s )  r a n d o m  

s e q u e n c e  ( 1 1 2  u g / m l ,  P h a r m a c i a )

B S A  2  m g / m l  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  ( G I B C O - B R L )

A l p h a  3 2 - P ,  d C T P  ( A m e r s h a m ;  3 0 0 0  C i / m M o l ;  1 0  m m o l / 1 )

K l e n o w  ( l a r g e )  f r a g m e n t  o f  D N A  p o l y m e r a s e  I  ( G I B C O - B R L )

M e t h o d

T e n  t o  2 0  n g  o f  D N A  i n  a  1 5  u l  v o l u m e  o f  w a t e r  w a s  b o i l e d  

f o r  5  m i n u t e s  i n  a  0 .  5  m l  e p p e n d o r f  t u b e .  F o l l o w i n g  

b o i l i n g ,  t h e  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  2 0  s e c o n d s  i n  a  

b e n c h  m i c r o f u g e  a n d  5  u l  o f  A B C  b u f f e r  w a s  a d d e d  f o l l o w e d  

b y  5  u l  o f  B S A  s o l u t i o n .  T o  t h i s  w a s  n o w  a d d e d  w i t h  c a r e  

1 0  u C i  ( 1  u l ) o f  a l p h a  3 2 - P  d C T P .  O n e  u l  ( 1  u n i t )  o f
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K l e n o w  f r a g m e n t  D N A  p o l y m e r a s e  w a s  a d d e d  a n d  t h e  r e a c t i o n  

p l a c e d  a t  3 7 ° C  f o r  a  m i n i m u m  o f  o n e  h o u r .  U n i n c o r p o r a t e d  

n u c l e o t i d e  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  r e a c t i o n  b y  p a s s i n g  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  d o w n  a  S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n  ( M a n i a t i s  e t  

a l  1 9 8 2 ,  a p p e n d i x  A ) .  A  l a b e l l i n g  r e a c t i o n  w a s  u s e d  i f  

> 5 0 %  o f  l a b e l l e d  n u c l e o t i d e  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  n e w l y  

s y n t h e s i s e d  D N A ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  p r o b e s  p r e p a r e d
9

i n  t h i s  w a y  w a s  1 -  2  X  1 0  d p m / u g  D N A .  M e m b r a n e s  w e r e  

p r e h y b r i d i s e d  a n d  h y b r i d i s e d  i n  p l a s t i c  b a g s .  

P r e h y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  2  h o u r s  a t  4 2 ° C  i n  a  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  5 0  % f o r m a m i d e ,  5 0  mM s o d i u m  

p h o s p h a t e  p H  6 .  6 ,  5 X  S S C ,  1 x  D e n h a r t s  s o l u t i o n ,  1 0 0

u g / m l  s o n i c a t e d ,  d e n a t u r e d  h e r r i n g  s p e r m  D N A .  

H y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 2 ° C  f o r  1 6  h o u r s  i n  

p r e h y b r i d i s a t i o n  s o l u t i o n  t o  w h i c h  h a d  b e e n  a d d e d  d e x t r a n  

s u l p h a t e  a n d  D N A  p r o b e  a t  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0 %  w / v  

a n d  1 - 2  n g / m l  r e s p e c t i v e l y .  F o l l o w i n g  h y b r i d i s a t i o n  

f i l t e r s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  2  X  S S C / 0 . 1 % S D S  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n u t e s  a n d  t h e n  t w i c e  w i t h  0 .  1 X  

S S C / 0 . 1 % S D S  i n  a  s h a k i n g  w a t e r  b a t h  a t  6 0 ° C  f o r  3 0  

m i n u t e s .  A f t e r  w a s h i n g ,  f i l t e r s  w e r e  s e a l e d  i n t o  p l a s t i c  

b a g s  a n d  e x p o s e d  t o  K o d a k  X A R - 5  f i l m  a t  - 7 0 ° C  w i t h  

i n t e n s i f i c a t i o n  s c r e e n s  f o r  p e r i o d s  o f  a  f e w  h o u r s  i n  t h e  

c a s e  o f  N o r t h e r n  b l o t s  h y b r i d i s e d  w i t h  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

h o r m o n e  p r o b e s  o r  f r o m  1 t o  1 0  d a y s  f o r  m i n o r i t y  a n d  

h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e s  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  

s i g n a l .  A f t e r  a u t o r a d i o g r a p h y  b o u n d  p r o b e s  w e r e  r e m o v e d  

b y  h e a t i n g  a t  8 0 ° C  f o r  2 0  m i n u t e s  i n  a  s o l u t i o n  o f  1 0  mM 

T r i s  p H  7 .  5 ,  1 mM E D T A  p l u s  0 .  5% S D S .  T o  e n s u r e  t h a t

b o u n d  p r o b e s  h a d  b e e n  r e m o v e d  f i l t e r s  w e r e  e x p o s e d  t o
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X A R - 5  f i l m  a t  - 7 0 ° C  f o r  2 4  h o u r s .  N o r m a l i s a t i o n  w a s  

c a r r i e d  o u t  b y  r e h y b r i d i s a t i o n  w i t h  a  h u m a n  u b i q u i t i n  c D N A  

f r a g m e n t ,  l a b e l l e d  a n d  h y b r i d i s e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  b u t  

u s i n g  l e s s  s t r i n g e n t  c o n d i t i o n s  o f  w a s h i n g .  A f t e r  2  

w a s h e s  i n  2  X  S S C / 0 . 1% S D S  f o r  5  m i n u t e s  e a c h  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  u b i q u i t i n  p r o b e d  f i l t e r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  f o r

2  h o u r s  i n  2  X  S S C / 0 . 1% S D S  a t  6 5 ° C  f o l l o w e d  b y  a  3 0  

m i n u t e  w a s h  i n  0 .  2  X  S S C / 0 .  1% S D S  a t  5 0 ° C .  N o r t h e r n  b l o t s  

w e r e  a n a l y s e d  w i t h  a  J o y c e - L o e b e l l  c h r o m o s c a n  3  s c a n n i n g  

d e n s i t o m e t e r  ( J o y c e - L o e b e l l ,  G a t e s h e a d ,  U K ) .  I n  c h a p t e r s

3 t o  7  f o r  t h e  r e s u l t s  o f  N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  t h e  

c o n t r o l  g r o u p s  h a v e  b e e n  g i v e n  v a l u e s  o f  1 0 0 %  a n d  t h e  

v a l u e s  f o r  m a n i p u l a t e d  g r o u p s  e x p r e s s e d  r e l a t i v e  t o  t h i s .  

I n  o r d e r  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a n y  e r r o r s  i n  l o a d i n g  o r  

t r a n s f e r  o f  R N A ,  m e m b r a n e s  w h i c h  h a d  b e e n  h y b r i d i s e d  w i t h  

p r o b e s  f o r  G A L ,  G H R H ,  N P Y ,  N T ,  P P T - A ,  S R I F  a n d  V I P  m R N A  

w e r e  r e - h y b r i d i s e d  w i t h  a  u b i q u i t i n  c D N A  p r o b e .  T h e  

v a l u e s  f o r  p e p t i d e  m R N A s  w e r e  t h e n  a d j u s t e d  b y  c o m p a r i n g  

t h e  a m o u n t  o f  u b i q u i t i n  m R N A  i n  m a n i p u l a t e d  g r o u p s  

r e l a t i v e  t o  u b i q u i t i n  m R N A  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p .  I t  

s h o u l d  b e  r e m e m b e r e d  t h a t ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  a l l  

v a l u e s  f o r  m R N A  a r e  t h e  r e s u l t s  o f  s i n g l e  d e t e r m i n a t i o n s ,  

a n d  a s  s u c h  m a y  o n l y  b e  t a k e n  a s  e s t i m a t e s  o f  a l t e r a t i o n s

i n  m R N A  l e v e l .
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P r e p a r a t i o n  o f  R N A  P r o b e s .  H y b r i d i s a t i o n  a n d  W a s h i n g  

R e a g e n t s

1 0  X  r e a c t i o n  b u f f e r  ( M e l t o n  D A  e t  a l  1 9 8 4 ) :

4 0 0  m m o l / 1  T r i s - H C l  p H  8 .  0 ,

2 5 0  m m o l / 1  N a C l  

8 0  m m o l / 1  M g C l  

2 0  m m o l / 1  s p e r m i d i n e

B S A / D T T  m i x  1 0 0  m m o l / 1  d i t h i o t h r e i t o l

1 m g / m l  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,

N T P  m i x  ( 5  mM e a c h  o f  A T P ,  G T P  a n d  U T P )

3 2 - P  C T P  ( A m e r s h a m ;  8 0 0  C i / m m o l ;  2 0  m m o l / 1 )

T 7  R N A  p o l y m e r a s e  ( B R L )  5 0  u / u l  

S P 6  R N A  p o l y m e r a s e  ( P h a r m a c i a )  2 0  u / u l  

R N a s e - f r e e  D N a s e  ( P h a r m a c i a )  1 u / u l  

R N A s e  i n h i b i t o r  1 0  u / u l  ( A m e r s h a m )

D N A  t e m p l a t e  1 m g / m l

M e t h o d

T e m p l a t e s  f o r  r i b o p r o b e  s y n t h e s i s  w e r e  p r e p a r e d  b y  

d i g e s t i o n  o f  p l a s m i d  D N A  w i t h  s u i t a b l e  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e s .  T e m p l a t e s  f o r  R N A  p r o b e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  

d i g e s t i n g  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  r a t  c D N A  i n s e r t s  f o r  G A L ,

N P Y ,  P P T  a n d  V I P  w i t h  E c o  R l ,  E c o  R l ,  H i n d  I I I  a n d  B a m  H I  

r e s p e c t i v e l y .  A n t i - s e n s e  R N A  p r o b e s  f o r  G A L ,  N P Y ,  P P T  a n d  

V I P  w e r e  s y n t h e s i s e d  b y  i n  v i t r o  t r a n s c r i p t i o n  u s i n g  T 7 ,  

S P 6 ,  T 7  a n d  S P 6  R N A  p o l y m e r a s e s  r e s p e c t i v e l y .  T h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  w a y ;
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D N A  t e m p l a t e 1 u l

N T P  m i x 1 u l

B S A / D T T  m i x 1 u l

R N A s e  i n h i b i t o r 1 u l

1 0  X  b u f f e r 1 u l

3 2 - P  C T P 5 u l

E n z y m e 1 u l

T r a n s c r i p t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 0 ° C  f o r  6 0  m i n u t e s  

f o l l o w e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  l u  R N a s e - f r e e  D N a s e  ( P h a r m a c i a )  

a t  3 7 ° C  f o r  1 5  m i n u t e s .  O n e  t w e n t i e t h  o f  a  r e a c t i o n  w a s  

p a s s e d  d o w n  a  S e p h a d e x  G - 5 0  c o l u m n  t o  a s s e s s  t h e  

e f f i c i e n c y  o f  t h e  r e a c t i o n ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  R N A
g

p r o b e s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  5  -  8  X  1 0  d p m / u g .

U n i n c o r p o r a t e d  n u c l e o t i d e s  w e r e  r e m o v e d  b y  p r e c i p i t a t i n g  

r e a c t i o n s  t w i c e  w i t h  a m m o n i u m  a c e t a t e  a n d  e t h a n o l  a t  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 .  7  M a n d  7 0 %  r e s p e c t i v e l y .  

P r e h y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  5 5 ° C  i n  

a  s o l u t i o n  o f  5 0 %  f o r m a m i d e ,  5  X  D e n h a r t s  s o l u t i o n ,  5  X  

S S C ,  5 0  mM N a  P 0 4  ( p H  6 .  6 ) ,  2 0 0  u g / m l  y e a s t  t R N A ,  1 0 0  

u g / m l  d e n a t u r e d ,  s o n i c a t e d  s a l m o n  s p e r m  D N A .

H y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  5 5 ° C  f o r  1 6  h o u r s  i n  

p r e h y b r i d i s a t i o n  s o l u t i o n  t o  w h i c h  h a d  b e e n  a d d e d  d e x t r a n  

s u l p h a t e  a n d  R N A  p r o b e  a t  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0 %  w / v  

a n d  1 0  n g / m l .  F i l t e r s  w e r e  w a s h e d  a t  r o o m  t e m p e r t a u r e  3  

t i m e s  i n  a  s o l u t i o n  o f  2  X  S S C / 0 .  1 % S D S  f o r  5  m i n u t e s  t h e n  

t w i c e  a t  6 5 ° C  i n  a  s o l u t i o n  o f  0 .  1 X  S S C / 0 .  1% S D S  f o r  6 0  

m i n u t e s .  A f t e r  w a s h i n g ,  f i l t e r s  w e r e  s e a l e d  i n t o  p l a s t i c  

b a g s  a n d  e x p o s e d  t o  K o d a k  X A R - 5  f i l m  a t  - 7 0 ° C  w i t h

i n t e n s i f i c a t i o n  s c r e e n s .
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R e a g e n t s  

R N a s e  H b u f f e r :

6 0  mM K C 1 ,

2 0  mM M g C l ,

1 0 0  mM t r i s  p H  7 .  5 ,

2  mM d i t h i o t h r e i t o l

R N a s e  H ( G i b c o  B R L )  2  u / u l  

O l i g o  d T  5  m g / m l  ( S i g m a )

M e t h o d

F i v e  u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  p r e c i p i t a t e d  f r o m  a  s o l u t i o n  o f  

0 .  3 M  s o d i u m  a c e t a t e  p H  5 .  2  b y  a d d i t i o n  o f  e t h a n o l  t o  a  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  7 0 %  a n d  c h i l l i n g  a t  - 2 0 ° C  

o v e r n i g h t .  T h e  R N A  w a s  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  d r i e d  

u n d e r  v a c u u m ,  r e d i s s o l v e d  i n  l O u l  1 0 0  mM K C 1 / 0 . 1 mM E D T A ,  

m i x e d  w i t h  l u l  o l i g o ( d T )  s o l u t i o n ,  h e a t e d  a t  6 5 ° C  f o r  3  

m i n u t e s  a n d  t h e n  a l l o w e d  t o  a n n e a l  a t  2 2 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s .  

T w e l v e  u l  o f  R N a s e  H b u f f e r  c o n t a i n i n g  1 u n i t  o f  R N A s e  H 

w a s  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  3 0  

m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  i t  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  

p h e n o l / c h l o r o f o r m ,  p r e c i p i t a t e d  w i t h  s o d i u m  a c e t a t e  a n d  

e t h a n o l  a n d  a n a l y s e d  b y  N o r t h e r n  b l o t  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .

RNAse H D i g e s t i o n  ( C a r r a z a n a  EJ e t  a l  1 9 8 8 )



74
P e p t i d e  E x t r a c t i o n

P e p t i d e s  f r o m  i n d i v i d u a l  c e n t r a l  a n d  l a t e r a l  h y p o t h a l a m i c  

s e g m e n t s  w e r e  e x t r a c t e d  b y  p l a c i n g  t h e  t i s s u e s  i n  0 .  5  m l  

o f  0 .  5  M a c e t i c  a c i d  a n d  h e a t i n g  a t  1 0 0 ° C  f o r  1 0  m i n u t e s .  

I n d i v i d u a l  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d s  w e r e  e x t r a c t e d  i n  

0 .  3 m l  o f  0 .  5 M  a c e t i c  a c i d  h e l d  a t  1 0 0 ° C  f o r  t e n  m i n u t e s .  

T h e  e x t r a c t s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  a s s a y .

R a d i o i m m u n o a s s a y

T h e  r a d i o i m m u n o a s s a y  o f  a  h o r m o n e  d e p e n d s  o n  t h e  

c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  r a d i o a c t i v e l y - l a b e l l e d  a n d  u n l a b e l l e d  

h o r m o n e  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  a  s p e c i f i c  a n t i b o d y .  T h e  

a m o u n t s  o f  a n t i b o d y  a n d  l a b e l l e d  h o r m o n e  a r e  f i x e d ,  t h e  

o n l y  v a r i a b l e  b e i n g  t h e  u n l a b e l l e d  h o r m o n e  c o n c e n t r a t i o n .  

T h e  h i g h e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  u n l a b e l l e d  h o r m o n e ,  t h e  

l e s s  r a d i o a c t i v e l y  l a b e l l e d  h o r m o n e  w i l l  b e  b o u n d  t o  

a n t i b o d y .  A f t e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  b o u n d  f r o m  t h e  f r e e  

h o r m o n e ,  a  s t a n d a r d  c u r v e  c a n  b e  p r e p a r e d  w i t h  w h i c h  

u n k n o w n  s a m p l e s  c a n  b e  c o m p a r e d .  T h e  a m o u n t  o f  a n t i b o d y  

i n  t h e  a s s a y  i s  a d j u s t e d  t o  b i n d  a b o u t  5 0 %  o f  t h e  l a b e l  

a d d e d  ( i n  t h e  a b s e n c e  o f  u n l a b e l l e d  h o r m o n e ) .  T h i s  p o i n t  

b e i n g  m i d w a y  b e t w e e n  t h e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  t h e  l a b e l  

a n d  t h e  m a x i m a l  b i n d i n g  b y  e x c e s s  a n t i b o d y ,  g i v e s  t h e  

s t e e p e s t  s t a n d a r d  c u r v e  s l o p e  a n d  a l s o  o p t i m a l  p r e c i s i o n  

i n  c o u n t i n g .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a s s a y s  u s e d  i n  t h i s  

s t u d y  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l ,  g a l a n i n  

( B a u e r  F E  e t  a l  1 9 8 5 ) ,  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  

( J o n e s  P M  e t  a l  1 9 9 0 ) ,  n e u r o p e p t i d e  Y  ( A l l e n  J M  e t  a l  

1 9 8 4 ) ,  n e u r o t e n s i n  ( B l a c k b u r n  A M ,  B l o o m  S R  1 9 8 3 ) ,
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s u b s t a n c e  P  ( M c G r e g o r  G P  a n d  B l o o m  S R  1 9 8 3 ) ,  s o m a t o s t a t i n  

( O '  S h a u g n e s s y  e t  a l  1 9 8 2 )  a n d  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  

p e p t i d e  ( M i t c h e l l  S J ,  B l o o m  S R  1 9 7 8 ) .  D e t a i l s  o f  t h e  

d e v e l o p m e n t  a n d  s e n s i t i v i t i e s  o f  t h e  a s s a y s  a r e  g i v e n  i n  

t a b l e  2 .  1 .

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  a l l  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y s  

d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  P r o f e s s o r  S  R  

B l o o m '  s  l a b o r a t o r y  b y  v a r i o u s  m e m b e r s  o f  h i s  s t a f f .

A s s a y  F o r m a t

T i s s u e  e x t r a c t s  w e r e  t h a w e d  a n d  a s s a y e d  i n  d u p l i c a t e  i n  

0 .  8  m l  o f  0 .  0 6  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 .  4  w h i c h  c o n t a i n e d  

1 0  mM E D T A ,  4 5  u M  B S A  a n d  2 0  k a l l i k r e i n  i n h i b i t i n g  

u n i t s / m l  o f  a p r o t i n i n .  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  a n  a s s a y  

i n c r e a s e s  w i t h  i n c u b a t i o n  t i m e  r e a c h i n g  a  m a x i m u m  a f t e r  

a b o u t  5  t o  6  d a y s  a n d  a l l  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y s  c a r r i e d  

o u t  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  5 d a y s .  I n c u b a t i o n  

w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 ° C  t o  h e l p  p r e v e n t  b a c t e r i a l  g r o w t h  

a n d  m i n i m a l i s e  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  a n d  e v a p o r a t i o n .  

A f t e r  i n c u b a t i o n  a n t i b o d y  b o u n d  l a b e l  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  

f r e e  l a b e l  b y  a d d i n g  2 5 0  u l  o f  a  s u s p e n s i o n  c o n t a i n i n g  4  -  

8  m g  c h a r c o a l  ( N o r i t  G S X ,  H o p k i n s  a n d  W i l l i a m s )  c o a t e d  

w i t h  c l i n i c a l  g r a d e  d e x t r a n  ( 1 :  1 0  g  c h a r c o a l ,  a v e r a g e  m o l  

w t  7 0 , 0 0 0 ,  S i g m a ) .  T h e  t u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  g  

f o r  2 0  m i n u t e s  a t  4 ° C ,  f o l l o w e d  b y  i m m e d i a t e  s e p a r a t i o n  o f

t h e  s u p e r n a t a n t .



T h e  g e n e r a l  s c h e m e  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y s  u s e d  i n  t h i s

s t u d y  i s  s h o w n  i n  t a b l e  2 .  2  a n d  i s  e x p l a i n e d  b e l o w .

1 .  B l a n k .  A  t u b e  w i t h  a l l  a s s a y  r e a g e n t s  e x c e p t  a n t i b o d y  

w h i c h  a l o w s  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  l a b e l l e d  h o r m o n e  t o  

b e  a s s e s s e d .

2 .  A  t u b e  c o n t a i n i n g  h a l f  t h e  a m o u n t  o f  a d d e d  l a b e l  w h i c h  

i s  a d d e d  t o  o t h e r  t u b e s  a n d  i s  u s e f u l  f o r  a s s e s s i n g  

w h e t h e r  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  c o u l d  h a v e  b e e n  a c h i e v e d .

3 .  A  t u b e  t h a t  c o n t a i n s  t w i c e  t h e  a m o u n t  o f  l a b e l  a d d e d  t o  

t h e  o t h e r  a s s a y  t u b e s  a n d  i s  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  a m o u n t  o f  

l a b e l  a d d e d .

4 .  T u b e s  c o n t a i n i n g  n o  u n l a b e l l e d  h o r m o n e  ( b u t  w h i c h  

c o n t a i n  h o r m o n e  l a b e l  a n d  a n t i b o d y  e t c )  w h i c h  a r e  r u n  

t o  a s s e s s  a n y  d r i f t  w h i c h  m a y  o c c u r  a s  a  r e s u l t  o f  

r e a g e n t  d e t e r i o r a t i o n  o r  s y r i n g e  f a t i g u e .

5 .  A  t u b e  c o n t a i n i n g  e x c e s s  a n t i b o d y  w h i c h  w i l l  b i n d  a l l  

o f  t h e  b i n d a b l e  h o r m o n e  a n d  p r o v i d e  a  m e a s u r e  o f  t h e  

i m m u n o l o g i c a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  l a b e l l e d  h o r m o n e  a n d  t h e  

q u a l i t y  o f  t h e  l a b e l .
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S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s

A l l  t h e  r e s u l t s  o f  r a d i o i m m u n o a s s a y  a r e  g i v e n  a s  m e a n s  

w i t h  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n .  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  

w a s  p e r f o r m e d  b y  o n e - w a y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  f o r  e a c h  

p e p t i d e  s e p a r a t e l y  u s i n g  t h e  S t a t g r a p h i c s  p r o g r a m m e  

a v a i l a b l e  w i t h  t h e  C o m p a q  3 8 6  P C .  I n d i v i d u a l  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  c o n t r o l  a n d  t r e a m e n t  g r o u p s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  

d e t e r m i n e d  b y  u n p a i r e d  t - t e s t s .
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TABLE 2 . 1  D e t a i l s  o f  c o n j u g a t e ,  a n t i s e r a  and l a b e l s  u s e d  i n  r a d i o i m m u n o a s s a y

P e p t i d e A n t i g e n C o n j  u g a t i o n 1 2 5 - 1  l a b e l R I A  a n t i b o d y  
d i l u t i o n

S e n i t i v i t y * 
( f m o l / t u b e )

G A L P o r c i n e  G A L U n c o n j  u g a t e d P o r c i n e  G A L oooCOrH 2 .  0

G H - R H R a t  G H - R H / B S A C a r b o R a t  G H - R H 1:  1 6 0 ,  0 0 0 1 .  5

N T N T / B S A B .  D.  B . B o v i n e  N T 1:  8 0 ,  0 0 0 0 .  4

N P Y P o r c i n e  N P Y / B S A G l u t P o r c i n e  N P Y 1:  1 2 0 ,  0 0 0 0 .  4

S P O v i n e  S P / B S A G l u t ( T y r - 8 )  S P oooco%—1 0 .  3

S R I F O v i n e  S R I F / B S A C a r b o O v i n e  S R I F 1:  8 0 ,  0 0 0 0 .  4

V I P P o r c i n e  V I P / B S A C a r b o P o r c i n e  V I P 1:  3 2 0 ,  0 0 0 0 .  3

N P Y  =  N e u r o p e p t i d e  Y ;  V I P  = V a s o a c t i v e  I n t e s t i n a l  P e p t i d e ;  N T  = N e u r o t e n s i n ;
S P  =  S u b s t a n c e  P ;  B S A  =  B o v i n e  S e r u m  A l b u m i n ;  G l u t  = G l u t a r a l d e h y d e ;  C a r b o  = 
C a r b o d i i m i d e ;  B .  D . B .  = B i s  D i a z o t i z e d  B e n z i d e n e ;  *  =  9 5 %  C o n f i d e n c e  L i m i t  f r o m  z e r o .
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TABLE 2. 2 The s t a n d a r d  r e c i p e  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y

B l a n k 0 .  5  X  L a b e l 2  X  L a b e l Z e r o S t a n d a r d S a m p l e

B u f f e r  
7 0 0  u l

B u f f e r  
6 5 0  u l

B u f f e r  
5 0 0  u l

B u f f e r  
6 0 0  u l

B u f f e r  
5 0 0 - 6 0 0  u l

B u f f e r  
6 0 0  u l

0 .  5 M  A c e t i c
A c i d
2 - 2 0  u l

0 .  5 M  A c e t i c
A c i d
2 - 2 0  u l

0 .  5 M  A c e t i c
A c i d
2 - 2 0  u l

0 .  5 M  A c e t i c
A c i d
2 - 2 0  u l

0 .  5 M  A c e t i c
A c i d
2 - 2 0  u l

T i s s u e  
E x t r a c t s  
2 - 2 0  u l

L a b e l  
1 0 0  u l

L a b e l  
5 0  u l

L a b e l  
2 0 0  u l

L a b e l  
1 0 0  u l

L a b e l  
' 1 0 0  u l

L a b e l  
1 0 0  u l

A n t i b o d y
l O O u l

A n t i b o d y  
1 0 0  u l

A n t i b o d y  
1 0 0  u l

A n t i b o d y  
1 0 0  u l

A n t i b o d y  
1 0 0  u l



CHAPTER 3

T H Y R O I D H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S
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I N T R O D U C T I O N

T h e  s e c r e t i o n  o f  t h y r o i d  h o r m o n e s  b y  t h e  t h y r o i d  g l a n d  i s  

r e g u l a t e d  b y  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e  t h y r o t r o p h i n  

( T S H ) t h e  s y n t h e s i s  a n d  r e l e a s e  o f  w h i c h  i s  r e g u l a t e d  i n  a  

n e g a t i v e  f e e d b a c k  f a s h i o n  b y  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  t h y r o i d  

h o r m o n e s  ( W o n g  C C  e t  a l  1 9 8 0 ,  C h i n  WW e t  a l  1 9 8 5 ,  M i r e l l  

C J  e t  a l  1 9 8 7 ,  F r a n k l y n  J A  e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h y r o i d  h o r m o n e  

s t a t u s  h a s  a l s o  b e e n  f o u n d  t o  i n f l u e n c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

g r o w t h  h o r m o n e  ( G H )  a n d  p r o l a c t i n  ( P R L ) .  T h e  e f f e c t  o f  

a l t e r a t i o n s  i n  t h y r o i d  h o r m o n e  s e c r e t i o n ,  e s p e c i a l l y  

h y p o t h y r o i d i s m ,  o n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h a s  b e e n  

e x t e n s i v e l y  s t u d i e d .  T h e  s e c r e t i o n  o f  G H  a n d  t h e  

a c c u m u l a t i o n  o f  G H  m R N A  i n  c u l t u r e d  r a t  p i t u i t a r y  t u m o r  

c e l l s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  s t i m u l a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

t h y r o i d  h o r m o n e s  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  ( D o b n e r  P R  e t  a l  

1 9 8 1 ,  E v a n s  RM e t  a l  1 9 8 2 ,  Y a f f e  B M  a n d  S a m u e l s  HH 1 9 8 4 ) .  

T h e  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  o f  G H  i s  i m p a i r e d  i n  t h e  

h y p o t h y r o i d  s t a t e  i n  b o t h  r a t s  a n d  h u m a n s  ( P e a k e  G T  e t  a l  

1 9 7 3 ,  H e r v a s  F  e t  a l  1 9 7 5 ,  C o i r o  V  e t  a l  1 9 7 9 ,  M i r e l l  C J  

e t  a l  1 9 8 7 ) .  I n  r a t s  h y p o t h y r o i d i s m  h a s  a l s o  b e e n  

a s s o c i a t e d  w i t h  b o t h  d e c r e a s e d  ( W o n g  C C  e t  a l  1 9 8 0 )  a n d  

i n c r e a s e d  p r o l a c t i n  p r o d u c t i o n  ( M i r e l l  C J  e t  a l  1 9 8 7 ) .

P r i o r  t o  t h i s  s t u d y  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  h a d  b e e n  s h o w n  

t o  a f f e c t  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  p e p t i d e  c o n t e n t  o f  N T  a n d  

S P  ( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 2 ,  A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 4 )  s u g g e s t i n g  

t h a t  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  i n f l u e n c e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  a t  

l e a s t  s o m e  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s .  H o w e v e r ,  t h e  

m e c h a n i s m  o f  t h e s e  e f f e c t s  w a s  n o t  c l e a r  b e c a u s e  t h e r e



82

w e r e  n o  r e p o r t s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  

o n  N T  o r  P P T  m R N A  l e v e l s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  e f f e c t s  o f  

t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  t h e  c o n t e n t  o f  G A L ,  N P Y ,  

a n d  V I P  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  m R N A s  h a d  n o t  b e e n  r e p o r t e d .  

R e s u l t s  f r o m  e x p e r i m e n t s  i n  t h i s  s e c t i o n  o f  t h e  s t u d y  

c o n c e r n i n g  t h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  

N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  ( J o n e s  P M  e t  a l  

1 9 8 9 )  u s i n g  d a t a  d e r i v e d  f r o m  a  d i f f e r e n t  g r o u p  o f  a n i m a l s  

t o  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  F o l l o w i n g  p u b l i c a t i o n  

o f  t h o s e  r e s u l t s  t h e  m a n i p u l a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  i n  o r d e r  

t o  e x t e n d  t h e  o r i g i n a l  o b s e r v a t i o n s  a n d  d a t a  f r o m  t h e  

l a t e r  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  i s  g i v e n  i n  t h i s  c h a p t e r .
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A N I M A L S

M a l e  W i s t a r  r a t s  w e i g h i n g  2 0 0 - 2 5 0  g ,  ( s u p p l i e d  b y  

I n t e r f a u n a  L t d ) ,  w e r e  m a n i p u l a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  w a y s :

1 .  S u r g i c a l  t h y r o i d e c t o m y .  O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  

t h e  s u p p l i e r  a n d  e x p e r i m e n t s  w e r e  t i m e d  t o  s t a r t  f i v e  d a y s  

a f t e r  s u r g e r y .  A n i m a l s  r e c e i v e d  c a l c i u m  l a c t a t e  ( 0 . 1 %  

w / v )  i n  t h e i r  d r i n k i n g  w a t e r  i n  t h e  i m m e d i a t e  

p o s t - o p e r a t i v e  p e r i o d  t o  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  

p a r a t h y r o i d  g l a n d s .

2 .  S u r g i c a l  t h y r o i d e c t o m y  w i t h  t h y r o x i n e  ( T 4 )  r e p l a c m e n t .  

O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  s u p p l i e r  a n d  e x p e r i m e n t s  

w e r e  t i m e d  t o  s t a r t  f i v e  d a y s  a f t e r  s u r g e r y  f r o m  w h i c h  

t i m e  a n i m a l s  w e r e  i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  d a i l y  w i t h  5  u g  

T 4 .  A n i m a l s  a l s o  r e c e i v e d  c a l c i u m  l a c t a t e  ( 0 .  1 % )  i n  t h e i r  

d r i n k i n g  w a t e r  t o  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  

p a r a t h y r o i d  g l a n d s .

3 .  C h r o n i c - t h y r o x i n e  ( T 4 )  t r e a t m e n t .  A n i m a l s  w e r e  

i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  d a i l y  w i t h  2 5  u g  T 4  ( S i g m a ) .

A l l  g r o u p s  w e r e  m a i n t a i n e d  f o r  1 4  d a y s .  R a d i o i m m u n o a s s a y  

a n d  N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  c h a p t e r .



RESULTS

T A B L E  3 . 1  T h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s

A n t e r i o r  p i t u i t a r y

________________________ T i s s u e  w e t  w e i g h t __________________ T o t a l  R N A

c ( a ) 5 9 m g 3 2 0 u g ( n  = 5 )

T X (b) 5 5 m g 3 0 2 u g ( n  = 5)

R ( c ) 5 0 m g 2 9 0 u g ( n  = 5 )

T 4 (d) 5 8 m g 3 6 0 ug ( n  = 5 )

H y p o t h a l a m u s

T i s s u e  w e t  w e i g h t __________________ T o t a l  R N A

C 3 1 8 m g 4 5 0 u g ( n  = 5 )

T X 2 0 6 m g 4 1 0 u g ( n  = 5 )

R 2 3 8 m g 3 5 0 u g ( n  = 5 )

T 4 2 6 4 m g 3 7 5 u g ( n  = 5 )

( a )  C  =  c o n t r o l  g r o u p

( b )  T X  =  t h y r o i d e c t o m i s e d  g r o u p

( c )  R  =  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p

( d )  T 4  =  c h r o n i c  T 4  t r e a t e d  g r o u p

A l l  v a l u e s  a r e  f o r  p o o l e d  g r o u p s  o f  t i s s u e s
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a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

G r o u p __________ C____________________________ T X ________________________R ________________________ T 4 _

TABLE 3. 2 T h y r o i d  hormone m a n i p u l a t i o n s

GAL 9 0 +_ 6 3 6 + 2 * * * 8 1 7 8 2 +_ 6

N P Y 1 5 +_ 4 3 3 5 _+ 5 8  * * * 5 8 7 +_ g g * * * 1 2 +_ 3

NT 1 6 2 _+ 2 9 2 1 +_ 8 8 _+ 2 1 * 1 4 5 +_ 2 4

S P 1 9 9 +_ 3 2 5 8 1 +_ 9 0 *  * * 2 1 4 +_ 2 9 5 4 +_ 1 3 * *

V I P 4 1 7 _+ 7 7 1,  3 8 6 _+ 3 9 6 * * * 3 2 0 +_ 4 4 2 2 6 _+ 2 4 * *

M e a n  v a l u e s  a r e  f e m t o m o l e s  p e r  g l a n d  ( n  =  9 )  d e t e r m i n e d  b y  

r a d i o i m m u n o a s s a y ,  g i v e n  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n .

* V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 .  0 5  

* *  V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 .  0 1  

* * *  V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 .  0 0 1
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s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  o f  N o r t h e r n  

b l o t s

A .  M i n o r i t y  p e p t i d e s

G r o u p ____________ C______________________ T X ________________________ R____________________________ T 4

TABLE 3. 3 T h y r o i d  hormone m a n i p u l a t i o n s

G A L 1 0 0 % 3 6 % 5 8 % 3 9 %

N P Y 1 0 0 % 2 1 ,  7 6 0 % 9 7 0 % 1 2 8 %

N T 1 0 0 % 3 8 % N D N D

P P T - A 1 0 0 % 1 , 7 4 4 % 3 1 % 2%

V I P 1 0 0 % 6 8 0 % 2 3 % 8%

B .  A n t e r i o r  p i t u i t a r y h o r m o n e s

G r o u p C T X R T 4

G H 1 0 0 % 1 8 % 1 0 8 % 9 7 %

P R L 1 0 0 % 3 2 % 9 1 % 1 0 5 %

T S H - B 1 0 0 % 7 2 5 % < D L < D L

P O M C 1 0 0 % 1 0 2 % 1 0 0 % 9 8 %

N D  = e x p e r i m e n t  n o t  d o n e  ( d u e  t o  

< D L  =  b e l o w  d e t e c t i o n  l i m i t

e x h a u s t i o n o f  m a t e r i a l )

V a l u e s f o r  t r e a t m e n t  g r o u p s  a r e e x p r e s s e d  a s p e r c e n t a g e s

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .
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h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

TABLE 3. 4 T h y r o i d  hormone m a n i p u l a t i o n s

C e n t r a l  h y p o t h a l a m u s

G r o u p ________________ C________________________ T X ______________________ R ____________________________ T 4

G A L 3 1 +_ 2 3 4 +_ 2 3 2 +_ 1 3 1 _+ 2

N P Y 1 2 9 +_ 7 1 2 2 + 8 1 1 8 _+ 1 3 1 3 2 +_ 1 1

N T 1 0 7 +_ 4 1 0 4 + 6 1 1 1 + 4 1 0 1 + 6

S P 2 7 6 _+ 8 2 8 4 +_ 1 3 2 8 6 +_ 1 3 2 7 9 +_ 1 3

V I P 3 7 +_ 2 3 3 +_ 2 3 6 +_ 2 3 5 _+ 2

L a t e r a l  h y p o t h a l a m u s

G r o u p ______________ C____________________________ T X ______________________ R __________________________ T 4

G A L 2 9 +_ 1 3 0 + 2 3 0 +_ 2 2 9 + 1

N P Y 6 2 3 7 0 + 4 5 6 + 6 6 2 + 5

N T 1 1 3 + 7 1 1 6 6 1 2 4 + 1 2 1 2 9 + 1 3

S P 3 1 7 1 8 3 2 8 +_ 1 4 3 2 8 +_ 1 9 3 6 5 +_ 2 4

V I P 1 1 _+ 1 1 1 _+ 1 1 1 +_ 1 1 2 +_ 1

M e a n  v a l u e s  a r e  p i c o m o l e s / g  w e t  w e i g h t  t i s s u e  a s  

d e t e r m i n e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  g i v e n  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r s

o f  t h e  m e a n  ( n  = 9 ) .
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L E G E N D  T O  P L A T E  1 R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  B l o t s

F r o m  T h y r o i d  H o r m o n e  M a n i p u l a t i o n s

C =  c o n t r o l  g r o u p

T X  =  t h y r o i d e c t o m i s e d  g r o u p

R  =  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p  

T 4  =  c h r o n i c  T 4  t r e a t e d  g r o u p

F o r  t h e  g a l a n i n ,  n e u r o p e p t i d e  Y ,  n e u r o t e n s i n ,  

p r e p r o t a c h y k i n i n - A  a n d  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  b l o t s  a l l  

l a n e s  c o n t a i n e d  4 0  u g  o f  t o t a l  R N A  e x c e p t  f o r  t h o s e  m a r k e d  

5  w h i c h  c o n t a i n e d  5  u g  o f  t o t a l  R N A .  F o r  t h e  

t h y r o t r o p h i n - b e t a  s u b u n i t  b l o t  a l l  l a n e s  c o n t a i n e d  5  u g  o f  

t o t a l  R N A .  F o r  t h e  n e u r o t e n s i n  a n d  t h y r o t r o p h i n - b e t a  

b l o t s  D N A  p r o b e s  w e r e  u s e d  a n d  f o r  t h e  o t h e r s  R N A  p r o b e s

w e r e  u s e d .



P L A T E  1
8 9

T H Y R O I D
S T I M U L A T I N G
H O R M O N E - b e t a

t
C T4 R TX

N E U R O P E P T I D E  Y

C T R TX TX
5

P R E P R O T A C H Y K I N I N - A

C T4 R TX TX

G A L A N I N

N E U R O T E N S I N

m

c lx

V A S O A C T I V E  
I N T E S T I N A L  
P E P T I D E

C T4 R TX TX
5
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A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s  

A n a l y s i s  o f  t o t a l  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  R N A  u s i n g  a  r a t  

T S H - b e t a  s u b u n i t  s p e c i f i c  c D N A  f r a g m e n t  r e v e a l e d  t h a t  

t h e r e  w e r e  d r a m a t i c  d i f f e r e n c e s  i n  l e v e l s  o f  T S H - b e t a  m R N A  

a m o n g s t  t h e  c o n t r o l  a n d  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s .  B o t h  

c h r o n i c - T 4  t r e a t m e n t  a n d  T 4  r e p l a c e m e n t  i n  

t h y r o i d e c t o m i s e d  r a t s  d e c r e a s e d  T S H - b e t a  m R N A  t o  

u n d e t e c t a b l e  l e v e l s ,  w h i l s t  t h y r o i d e c t o m y  e l i c i t e d  a  l a r g e  

i n c r e a s e  i n  T S H - b e t a  m R N A  ( > 7 - f o l d ) .  T h y r o i d e c t o m y  

d e c r e a s e d  b o t h  G H a n d  P R L  m R N A s  t o  a p p r o x i m a t e l y  2 0 %  a n d  

3 0 %  r e s p e c t i v e l y  o f  c o n t r o l  v a l u e s  w h i l s t  T 4  t r e a t m e n t  h a d  

n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  l e v e l s  o f  e i t h e r  m R N A .  

P r o o p i o m e l a n o c o r t i n  m R N A  l e v e l s  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  e i t h e r  

t h y r o i d e c t o m y ,  t h y r o i d e c t o m y  t o g e t h e r  w i t h  T 4  r e p l a c e m e n t  

o r  c h r o n i c - T 4  t r e a t m e n t .

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s

T h y r o i d e c t o m y  d e c r e a s e d  p i t u i t a r y  G A L  p e p t i d e  c o n t e n t  t o  

l e s s  t h a n  5 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  ( 3 5  + 2  v s  c o n t r o l  9 0  +. 6  

f m o l / g l a n d  p < 0 .  0 0 1 ) .  N e i t h e r  c h r o n i c - T 4  t r e a t m e n t  o r  T 4  

r e p l a c e m e n t  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n i m a l s  h a d  a n y  

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  p i t u i t a r y  G A L  c o n t e n t .

I n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r i e s  o f  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n i m a l s  

t h e  c o n t e n t  o f  N P Y  w a s  i n c r e a s e d  d r a m a t i c a l l y  f r o m  1 5  +. 4  

f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l  a n i m a l s  t o  3 3 5  +. 5 8  f m o l / g l a n d  

( p < 0 .  0 0 1 )  w h i l s t  T 4  t r e a t m e n t  h a d  n o  e f f e c t  o n  N P Y  

c o n t e n t .  I n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p  

N P Y  c o n t e n t  w a s  i n c r e a s e d  t o  5 8 7  +. 8 9  f m o l / g l a n d  f r o m  1 5  ±
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4  f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l  a n i m a l s  ( p < 0 . 0 0 1 ) .

N e u r o t e n s i n  s h o w e d  a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  p i t u i t a r y  t i s s u e  

p e p t i d e  c o n t e n t  f r o m  1 6 2  ±  2 9  f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l  

a n i m a l s  t o  2 1  + 9  f m o l / g l a n d  ( p < 0 . 0 0 1 )  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  

a n i m a l s  w h i l s t  T 4  t r e a t m e n t  p r o d u c e d  n o  s i g n i f i c a n t  

e f f e c t .  I n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p  N T  

c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  f r o m  1 6 2  +. 2 9  f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l  

a n i m a l s  t o  8 8  +. 2 1  f m o l / g l a n d  ( p < 0 .  0 5 )

S u b s t a n c e  P  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  f r o m  1 9 9  +. 3 2  

f m o l / g l a n d  i n  t h e  p i t u i t a r i e s  o f  c o n t r o l  a n i m a l s  t o  5 8 1  ±  
9 0  f m o l / g l a n d  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  r a t s  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  

C h r o n i c - T 4  t r e a t m e n t  p r o d u c e d  a  d e c r e a s e  i n  p i t u i t a r y  S P  

p e p t i d e  c o n t e n t  f r o m  1 9 9  +. 3 2  f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l s  t o  5 4  

±  1 3  f m o l / g l a n d  ( p < 0 .  0 1 )  a n d  t h y r o i d e c t o m y  w i t h  T 4  

r e p l a c e m e n t  h a d  t h e  e f f e c t  o f  r e s t o r i n g  S P  p e p t i d e  c o n t e n t  

t o  a  l e v e l  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  t h e  

c o n t r o l  g r o u p  ( 2 1 5  +. 3 0  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  1 9 9  +. 3 2  

f m o l / g l a n d ) .

V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  s h o w e d  a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  

i n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t  f r o m  4 1 7  +. 7 7  

f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l s  t o  1 ,  3 8 6  +. 3 9 6  f m o l / g l a n d  i n  

t h y r o i d e c t o m i s e d  r a t  p i t u i t a r i e s  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  C h r o n i c - T 4  

t r e a t m e n t  p r o d u c e d  a  r e d u c t i o n  i n  p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  t o  

a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  ( 2 2 6  +. 2 4  v s  c o n t r o l  

4 1 7  ±  7 7  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 1 ) ,  w h i l s t  i n  t h e  T 4  r e p l a c e d  

g r o u p  p i t u i t a r y  V I P  l e v e l s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t  f r o m  c o n t r o l  v a l u e s  ( 3 2 1  +. 4 4  v s  c o n t r o l  4 1 7  +.

7 7  f m o l / g l a n d ) .
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I n  b o t h  c e n t r a l  a n d  l a t e r a l  h y p o t h a l a m i c  r e g i o n s  n o n e  o f  

t h e  5  p e p t i d e s  s h o w e d  a n y  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  f o l l o w i n g  

a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t s  ( T a b l e  4 ) .

M i n o r i t y  P e p t i d e  m R N A  L e v e l s

T h e  N P Y  p r o b e  h y b r i d i s e d  w i t h  a  b a n d  o f  a p p r o x i m a t e l y  8 0 0  

n u c l e o t i d e s ,  c o r r e s p o n d i n g  i n  l e n g t h  t o  t h e  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  s i z e  o f  r a t  N P Y  m R N A  ( L a r h a m m a r  D e t  a l  1 9 8 7 ) .  

T h e  P P T - A  p r o b e  d e t e c t e d  a  b a n d  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 , 2 0 0  

n u c l e o t i d e s ,  t h e  s a m e  s i z e  a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  r a t  

P P T - A  m R N A  ( K r a u s e  J E  e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h e  N T  p r o b e  

h y b r i d i s e d  t o  a  1 . 0 K b  b a n d  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y ,  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  s i z e  o f  N T  m R N A  

( K i s l a u s k i s  E e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e  V I P  p r o b e  d e t e c t e d  a  b a n d  

o f  a p p r o x i m a t e l y  1 .  7 K b  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  a n d  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  s i z e  

o f  V I P  m R N A  ( L i n d e r  S  e t  a l  1 9 8 7 )  a n d  a l s o  d e t e c t e d  a  

s e c o n d  t r a n s c r i p t  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 .  1 K b  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  w h i c h  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  u n i q u e  t o  t h i s  t i s s u e .

N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  G A L  m R N A  c o n t e n t  w a s  

d e c r e a s e d  i n  t h e  p i t u i t a r i e s  o f  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  

c h r o n i c a l l y - T 4  t r e a t e d  a n i m a l s  t o  a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  

e x t e n t  ( 3 6 %  a n d  3 9 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  r e s p e c t i v e l y ) ,  a n d  

t o  a  l e s s e r  e x t e n t  i n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  

g r o u p  ( 5 8 %  o f  c o n t r o l ) .
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A n t e r i o r  p i t u i t a r y  N P Y  m R N A  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n i m a l s  

w a s  i n c r e a s e d  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 - f o l d  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .  

C h r o n i c - T 4  t r e a t m e n t  a p p e a r e d  t o  h a v e  n o  e f f e c t  o n  N P Y  

m R N A  l e v e l s ,  w h e r e a s  i n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  

r e p l a c e d  g r o u p  N P Y  m R N A  w a s  i n c r e a s e d  a p p r o x i m a t e l y  

1 0 - f o l d  o v e r  c o n t r o l  l e v e l s .

N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  N T  m R N A  d e m o n s t r a t e d  a  d e c r e a s e  

t o  a p p r o x i m a t e l y  3 8 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  

a n i m a l s  b u t  s h o r t a g e  o f  R N A  p r e v e n t e d  a s s e s s m e n t  o f  t h e  

e f f e c t s  o f  t h y r o i d e c t o m y  a n d  T 4  r e p l a c e m e n t  o r  c h r o n i c - T 4  

t r e a t m e n t .

T h y r o i d e c t o m y  p r o d u c e d  a n  i n c r e a s e  o f  a p p r o x i m a t e l y  

1 7 - f o l d  i n  p i t u i t a r y  P P T - A  m R N A  l e v e l s .  I n  c h r o n i c a l l y - T 4  

t r e a t e d  a n i m a l s  P P T - A  m R N A  l e v e l s  w e r e  d e p r e s s e d  t o  s u c h  a  

l e v e l  a s  t o  b e  a l m o s t  u n d e t e c t a b l e  ( 2 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s ) ,  

w h i l s t  i n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p  P P T  

m R N A  l e v e l s  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  3 1 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s .

N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h y r o i d e c t o m y  

i n c r e a s e d  V I P  m R N A  l e v e l s  a p p r o x i m a t e l y  7 - f o l d ,  w h i l s t ,  

l i k e  S P ,  p i t u i t a r y  V I P  m R N A  l e v e l s  w e r e  d r a m a t i c a l l y  

d e p r e s s e d  i n  t h e  c h r o n i c a l l y - T 4  t r e a t e d  g r o u p  ( t o  

a p p r o x i m a t e l y  8% o f  c o n t r o l  l e v e l s )  a n d  t o  a  l e s s e r  e x t e n t  

( 2 3 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s )  i n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  

r e p l a c e d  g r o u p .

N o  a l t e r a t i o n  w a s  s e e n  i n  h y p o t h a l a m i c  m R N A  f o r  a n y  o f  t h e  

f i v e  p e p t i d e s  e x a m i n e d  f o l l o w i n g  a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t s .
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D I S C U S S I O N

T h e  a i m  o f  t h i s  s e c t i o n  o f  t h e  s t u d y  w a s  t o  a l t e r  t h e  

s y n t h e s i s  o f  T S H  a n d  o b s e r v e  t h e  e f f e c t s  o n  p i t u i t a r y  

h o r m o n e s  a n d  m i n o r i t y  p e p t i d e s .  T h y r o t r o p h i n - b e t a  s u b u n i t  

m R N A  s h o w e d  c l a s s i c a l  n e g a t i v e  f e e d b a c k  r e s p o n s e s  t o  t h e  

m a n i p u l a t i o n s  a s  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d  t o  o c c u r  

f o l l o w i n g  s u c h  t r e a t m e n t s  ( F r a n k l y n  J A  e t  a l  1 9 8 7 ,  M i r e l l  

C J  e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h y r o i d e c t o m y  p r o d u c e d  i t s  c h a r a c t e r i s t i c  

n e g a t i v e  e f f e c t s  o n  G H a n d  P R L  m R N A s  ( F r a n k l y n  J A  e t  a l  

1 9 8 7 ,  S a m u e l s  MH e t  a l  1 9 8 9 )  w h i l s t  P O M C  m R N A  w a s  

u n a f f e c t e d  a s  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( S a m u e l s  MH e t  

a l  1 9 8 9 ) .  T h e  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  w e r e  a f f e c t e d  

b y  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  w i t h  G A L ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P  i n  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  s h o w i n g  d i f f e r e n t i a l ,  t i s s u e  

s p e c i f i c  r e s p o n s e s  t o  a l t e r a t i o n s  i n  t h y r o i d  h o r m o n e  

s t a t u s .  T h e  e f f e c t s  o f  T 4  r e p l a c e m e n t  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  

a n i m a l s  o n  T S H - b e t a ,  P P T - A  a n d  V I P  m R N A  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

d o s e  o f  T 4  g i v e n  w a s  i n  e x c e s s  o f  p h y s i o l o g i c a l  

r e q u i r e m e n t s  r e n d e r i n g  t h e  a n i m a l s  h y p e r t h y r o i d .

T h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  p i t u i t a r y  

G A L  h a v e  n o t  b e e n  r e p o r t e d .  T h y r o i d e c t o m y  d e c r e a s e d  b o t h  

G A L  p e p t i d e  a n d  m R N A  t o  l e s s  t h a n  5 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s .  

C h r o n i c  T 4  t r e a t m e n t  h a d  n o  a f f e c t  o n  p e p t i d e  c o n t e n t  b u t  

d e c r e a s e d  G A L  m R N A  t o  a p p r o x i m a t e l y  6 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s .  

T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  p e p t i d e  t u r n o v e r  a n d  s y n t h e s i s  

w e r e  d i f f e r e n t i a l l y  a f f e c t e d  b y  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s .  

G a l a n i n - i m m u n o r e a c t i v i t y  ( G A L - I R )  h a s  b e e n  s h o w n  b y  

i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  t o  b e  p r e s e n t  m a i n l y  i n  s o m a t o t r o p h s  

a n d  o c c a s i o n a l l y  i n  t h y r o t r o p h s  i n  t h e  m a l e  r a t  p i t u i t a r y
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( S t e e l  J H  e t  a l  1 9 8 9 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  s o m e  f u n c t i o n a l  

l i n k  m a y  e x i s t  b e t w e e n  G A L  a n d  s o m a t o t r o p h  a n d / o r  

t h y r o t r o p h  f u n c t i o n .  D a t a  f r o m  p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  

s u p p o r t s  a n  i n v o l v e m e n t  o f  G A L  i n  G H  r e g u l a t i o n ,  w h e r e a s  

t h e r e  a r e  n o  r e p o r t s  o f  G A L  h a v i n g  a n y  e f f e c t  o n  T S H  

s e c r e t i o n  i n  a n y  s y s t e m .  I n j e c t i o n  o f  G A L  b o t h  

i n t r a v e n o u s l y  a n d  i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  m a l e  r a t s  

r e s u l t e d  i n  e l e v a t e d  s e r u m  l e v e l s  o f  GH ( M u r a k a m i  Y  e t  a l  

1 9 8 7 ,  M e l a n d e r  T  e t  a l  1 9 8 7 ,  O t t l e c z  A  e t  a l  1 9 8 8 ) .  

I n c u b a t i o n  o f  G A L  w i t h  c u l t u r e d  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  

w a s  r e p o r t e d  b y  d i f f e r e n t  g r o u p s  t o  h a v e  e i t h e r  n o  e f f e c t  

o n  G H  r e l e a s e  ( O t t l e c z  A  e t  a l  1 9 8 6 )  o r  t o  i n c r e a s e  t h e  

r e l e a s e  o f  G H  ( G a b r i e l  S M  e t  a l  1 9 8 8 ) .  W h e n  G A L  a n t i s e r u m  

w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  m a l e  r a t s  a  

d e c r e a s e  i n  s e r u m  G H  l e v e l s  w a s  o b s e r v e d  ( O t t l e c z  A  e t  a l  

1 9 8 8 ) .  I n  m a n  t h e  r e s p o n s e  o f  s e r u m  G H  t o  G H R H  w a s  

i n c r e a s e d  m o r e  t h a n  3 - f o l d  w h e n  G H R H  w a s  i n j e c t e d  i n  

c o m b i n a t i o n  w i t h  G A L  ( D a v i s  T M  e t  a l  1 9 8 7 ) .  I f  G A L  i s  

s y n t h e s i s e d  b y  s o m a t o t r o p h s  t h e n  t h e  d e c r e a s e  i n  l o c a l l y  

p r o d u c e d  G A L  s e e n  i n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  s t a t e  m a y  r e s u l t  

f r o m  c o o r d i n a t e  r e g u l a t i o n  o f  a  m i n o r i t y  p e p t i d e  

c o l o c a l i s e d  w i t h  a  p i t u i t a r y  h o r m o n e .  T h i s  w a s  s u g g e s t e d  

t o  o c c u r  f o r  a n o t h e r  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e ,  

n e u r o m e d i n  B ,  w h i c h  w a s  f o u n d  t o  b e  c o - l o c a l i s e d  w i t h  T S H ,  

a n d  t h e  i m m u n o r e a c t i v e  c o n t e n t  o f  n e u r o m e d i n  B  w a s  s h o w n  

t o  c h a n g e  i n  p a r a l l e l  w i t h  T S H  c o n t e n t  f o l l o w i n g  

t h y r o i d e c t o m y  ( S t e e l  J  e t  a l  1 9 8 8 ) .



T h e  r e s p o n s e  o f  N P Y  t o  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  w a s  s o m e w h a t  

u n u s u a l ,  w i t h  d r a m a t i c  i n c r e a s e s  i n  p e p t i d e  a n d  m R N A  

c o n t e n t  o b s e r v e d  i n  b o t h  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  

t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p s .  N e u r o p e p t i d e  Y  

p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t  d i d  n o t  a l t e r  s i g n i f i c a n t l y  i n  

t h e  c h r o n i c a l l y - T 4  t r e a t e d  g r o u p ,  s u g g e s t i n g  t h a t  u n l i k e  

S P  a n d  V I P  ( s e e  b e l o w )  h y p e r t h y r o i d i s m  h a d  n o  e f f e c t  o n  

p i t u i t a r y  N P Y  s y n t h e s i s .  A n  u n u s u a l  a s p e c t  o f  t h e s e  

r e s u l t s  i s  t h e  h i g h  l e v e l s  o f  N P Y  p e p t i d e  a n d  m R N A  s e e n  i n  

t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p .  T h i s  m i g h t  

i n d i c a t e  t h a t  p i t u i t a r y  N P Y  r e g u l a t i o n  i s  d e p e n d e n t  o n  

s o m e  o t h e r  f a c t o r  p r o d u c e d  b y  t h e  t h y r o i d  g l a n d  s u c h  a s  

c a l c i t o n i n  ( F o s t e r  G V  e t  a l  1 9 6 4 ) .  T h e  t i s s u e  p e p t i d e  

c o n t e n t  o f  N P Y  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  

t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  r e p l a c e d  g r o u p  i n  c o m p a r i s o n  t o  

t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  g r o u p  w h e r e a s  N P Y  m R N A  w a s  

a p p r o x i m a t e l y  2 0 - f o l d  m o r e  a b u n d a n t  i n  t h e  l a t t e r  g r o u p  

t h a n  i n  t h e  f o r m e r  i m p l y i n g  t h a t  p e p t i d e  s y n t h e s i s  a n d  

t u r n o v e r  w e r e  d i f f e r e n t  i n  t h e  t w o  g r o u p s .  A  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  r e s p o n s e  o f  N P Y  t o  t h y r o i d e c t o m y  a n d  

i t s  s i m i l a r i t y  t o  t h a t  o f  T S H  i s  s u g g e s t e d  f r o m  

i m m u n o c y t o c h e m i c a l  d a t a .  N e u r o p e p t i d e  Y  i m m u n o r e a c t i v e  

c e l l s  w e r e  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  n o r m a l  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r i e s  a n d  i n c r e a s e d  i n  n u m b e r  i n  h y p o t h y r o i d  r a t s  

( J o n e s  P M  e t  a l  1 9 8 9 ) .  I n  b o t h  g r o u p s  o f  a n i m a l s  t h e s e  

c e l l s  w e r e  i d e n t i f i e d  a s  a  s u b s e t  o f  t h y r o t r o p h s  

i n d i c a t i n g  a  p o s s i b l e  l i n k  w i t h  T S H  s e c r e t i o n .  H o w e v e r ,  

t h e r e  a r e  a t  p r e s e n t  n o  r e p o r t s  o f  a n y  e f f e c t  o f  N P Y  o n  

T S H  r e l e a s e  w h i c h  m i g h t  i n d i c a t e  t h a t  N P Y  i s  s y n t h e s i s e d  

b y  t h y r o t r o p h s  b u t  a f f e c t s  o t h e r  p i t u i t a r y  c e l l  t y p e s .
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T h y r o i d e c t o m y  h a d  a  n e g a t i v e  e f f e c t  o n  N T ,  w i t h  p e p t i d e  

c o n t e n t  b e i n g  r e d u c e d  t o  l e s s  t h a n  2 0 %  a n d  m R N A  b e i n g  

r e d u c e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  4 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s .  A  

d e c r e a s e  i n  N T  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t  f o l l o w i n g  

t h y r o i d e c t o m y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  ( G o e d e r t  M e t  

a l  1 9 8 2 ,  G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 4 )  a n d  c o n f i r m s  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  p r e s e n t  s t u d y .  I n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  

r e p l a c e d  g r o u p  N T  c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  r e l a t i v e  t o  t h e  

c o n t r o l  g r o u p .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  i s  u n c e r t a i n  a s  

t h e s e  a n i m a l s  w o u l d  a p p e a r  t o  h a v e  b e e n  h y p e r t h y r o i d ,  a s  

j u d g e d  b y  t h e  e f f e c t s  o n  T S H - b e t a ,  P P T - A  a n d  V I P  m R N A s ,  

b u t  i n  t h e  c h r o n i c  T 4  t r e a t m e n t  g r o u p  N T  c o n t e n t  w a s  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t o  t h e  c o n t r o l  g r o u p .  N e u r o t e n s i n  

i m m u n o r e a c t i v i t y  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

c e l l s  ( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 2 )  b u t  a t  p r e s e n t  n o t h i n g  i s  

k n o w n  a b o u t  t h e  c o l o c a l i s a t i o n  o f  N T  w i t h  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e s .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  f o r  a  p o s s i b l e  

i n v o l v e m e n t  o f  N T  w i t h  t h e  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  w h i c h  w e r e  

a f f e c t e d  b y  t h y r o i d e c t o m y  i e  T S H ,  G H a n d  P R L .  I n j e c t i o n  

o f  N T  i n t o  t h e  l a t e r a l  v e n t r i c l e  o f  m a l e  r a t s  d e c r e a s e d  

s e r u m  l e v e l s  o f  G H  a n d  T S H  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 )  w h i l s t  

i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  N T  i n t o  m a l e  r a t s  i n c r e a s e d  s e r u m  

G H  a n d  T S H  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  M i c r o i n j e c t i o n  o f  N T  

i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  

i n c r e a s e d  s e r u m  G H  l e v e l s  w i t h o u t  a f f e c t i n g  T S H  r e l e a s e ,  

w h i l s t  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  N T  i n t o  o v a r i e c t o m i s e d  

f e m a l e  r a t s  h a d  n o  e f f e c t  o n  G H  b u t  e l e v a t e d  p l a s m a  T S H  

( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  T h e  i n c u b a t i o n  o f  N T  w i t h  

h e m i p i t u i t a r i e s  f r o m  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  h a d  n o  

e f f e c t  o n  G H  r e l e a s e ,  b u t  e n h a n c e d  t h e  r e l e a s e  o f  T S H
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( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  W h e n  N T  w a s  a d d e d  t o  p r i m a r y  

c u l t u r e s  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  f r o m  i n t a c t  f e m a l e  

r a t s ,  b a s a l  T S H  s e c r e t i o n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  a n d  

t h e  s t i m u l a t i o n  o f  T S H  s e c r e t i o n  b y  T R H  w a s  a b o l i s h e d  

( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  N e u r o t e n s i n  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  

s t i m u l a t e  t h e  s e c r e t i o n  o f  P R L  b o t h  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  

( s e e  c h a p t e r  5  f o r  d e t a i l s ) .  T h e  d e c r e a s e  i n  N T  o b s e r v e d  

i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  r a t s  m i g h t  i n d i c a t e  t h a t  N T  i s  

s y n t h e s i s e d  i n  e i t h e r  s o m a t o t r o p h s  o r  l a c t o t r o p h s  a n d  i s  

r e g u l a t e d  c o o r d i n a t e l y  w i t h  t h e  h o r m o n e  p r o d u c e d  b y  e i t h e r  

c e l l  t y p e .  C o l o c a l i s a t i o n  d a t a  w i l l  a i d  i n  i n d i c a t i n g  

w i t h  w h i c h  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  N T  m a y  b e  i n v o l v e d .

T h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  S P  p e p t i d e  

c o n t e n t  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  r e p o r t e d  ( A r o n i n  N e t  a l  

1 9 8 4 )  a n d  c o n f i r m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  A f t e r  

c o m p l e t i o n  o f  t h i s  s e c t i o n  o f  t h e  s t u d y  a  r e p o r t  a p p e a r e d  

a b o u t  t h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  o n  P P T - A  m R N A  

i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y  ( J o n a s s e n  J A  e t  a l  1 9 8 7 )  w h i c h  a l s o  

a g r e e s  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  S u b s t a n c e  

P - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  ( S P - I R )  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  

t h e  r o d e n t  p i t u i t a r y ,  b u t  t h e r e  i s  d i s a g r e e m e n t  a b o u t  

c o l o c a l i s a t i o n  w i t h  p i t u i t a r y  h o r m o n e s .  M o r e l  a n d  

c o - w o r k e r s  f o u n d  t h a t  i n  t h e  r a t ,  S P - I R  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  

l a c t o t r o p h  a n d  g o n a d o t r o p h  ( M o r e l  G e t  a l  1 9 8 2 b )  w h i l s t  

D e P a l a t i s  a n d  c o l l e a g u e s  f o u n d  S P - I R  p r e s e n t  i n  a  

s u b - p o p u l a t i o n  o f  t h y r o t r o p h s  i n  t h e  g u i n e a  p i g  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  ( D e P a l a t i s  L R  e t  a l  1 9 8 2 ) .  I f  S P  w a s  p r e s e n t  i n  

t h y r o t r o p h s  t h e n  i t  m i g h t  b e  c o - r e g u l a t e d  w i t h  T S H  i n  

r e s p o n s e  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  s t i m u l i .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s
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o n l y  a  s m a l l  a m o u n t  o f  e v i d e n c e  f o r  a  l i n k  b e t w e e n  S P  a n d  

t h y r o t r o p h  f u n c t i o n .  I n t r a v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n  o f  S P  

i n t o  m a l e  o r  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  h a d  n o  e f f e c t  o n  

T S H  r e l e a s e  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ,  A r i s a w a  M e t  a l  1 9 8 9 )  

b u t  s t i m u l a t e d  T S H  r e l e a s e  i n  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  

p r i m e d  w i t h  o e s t r o g e n  ( A r i s a w a  M e t  a l  1 9 8 9 ) .  I n c u b a t i o n  

o f  h e m i p i t u i t a r i e s  f r o m  e i t h e r  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  o r  

n o r m a l  m a l e  r a t s  w i t h  S P  f a i l e d  t o  p r o d u c e  a n y  e f f e c t  o n  

T S H  r e l e a s e  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ,  A r i s a w a  M e t  a l  1 9 8 9 ) .  

T h y r o i d e c t o m y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  n o  e f f e c t  o n  

g o n a d o t r o p h i n  s y n t h e s i s  ( S a m u e l s  MH e t  a l  1 9 8 9 )  m a k i n g  i t  

u n l i k e l y  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  S P  s e e n  i n  t h i s  s t a t e  w a s  

r e l a t e d  t o  a n y  a l t e r a t i o n  i n  g o n a d o t r o p h  f u n c t i o n .  A  

s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  S P  o n  t h e  r e l e a s e  o f  P R L  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  b o t h  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  ( s e e  c h a p t e r  f i v e  

f o r  d e t a i l s ) .  T h i s  m i g h t  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r e s p o n s e  o f  S P  

t o  t h y r o i d e c t o m y  i s  a  f e e d b a c k  r e s p o n s e  t o  t h e  d e c r e a s e  i n  

P R L  s y n t h e s i s  s e e n  i n  t h i s  s t a t e .

T h e  r e s p o n s e  o f  V I P  t o  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  w a s  s i m i l a r  t o  

t h a t  o f  S P .  T h y r o i d e c t o m y  p r o d u c e d  a n  i n c r e a s e  a n d  

h y p e r t h y r o i d i s m  a  d e c r e a s e  i n  V I P  p e p t i d e  a n d  m R N A  l e v e l s .  

A  r e p o r t  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d e c t o m y  o n  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  ( L a m  K S L  e t  a l  

1 9 8 9 )  c o n f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  T h e  

p r e s e n c e  o f  V I P - i m m u n o r e a c t i v i t y  ( V I P - I R )  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  i n  l a c t o t r o p h s  o f  n o r m a l  m a l e  a n d  f e m a l e  r a t s  

b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i s a t i o n  ( M o r e l  G e t  a l  1 9 8 2 c )  

a n d  a l s o  s h o w n  t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  l a c t o t r o p h s  o f  

o e s t r o g e n  t r e a t e d  f e m a l e  r a t s  ( S t e e l  J H  e t  a l  1 9 8 9 ) .
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H o w e v e r ,  i n  t h e i r  r e p o r t  L a m  a n d  c o - w o r k e r s  f o u n d  t h a t  i n  

h y p o t h y r o i d  r a t  p i t u i t a r i e s  V I P - I R  w a s  p r e s e n t  i n  a  

p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  w h i c h  w e r e  n e i t h e r  l a c t o t r o p h s  n o r  

t h y r o t r o p h s  a n d  h a v e  y e t  t o  b e  i d e n t i f i e d  ( L a m  K S L  e t  a l  

1 9 8 9 ) .  D e s p i t e  a  v a r i e t y  o f  d a t a  i n d i c a t i n g  t h a t  V I P  i s  

s y n t h e s i s e d  b y  l a c t o t r o p h s  ( s e e  c h a p t e r  5  f o r  d e t a i l s )  L a m  

a n d  c o l l e a g u e s  f e l t  t h a t  t h e i r  r e s u l t s  c a s t  d o u b t  o n  t h e  

c o l o c a l i s a t i o n  o f  V I P  w i t h  P R L  n o t  o n l y  f r o m  t h e  r e s u l t s  

o f  t h e i r  l o c a l i s a t i o n  s t u d i e s  b u t  a l s o  f r o m  t h e  o p p o s i t e  

r e s p o n s e s  o f  V I P  a n d  P R L  t o  t h y r o i d e c t o m y .  T h e r e  m a y  b e  

a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  i n t e r e s t i n g  a n d  u n e x p e c t e d  f i n d i n g s  

o f  L a m  a n d  c o - w o r k e r s .  T h e i r  r e s u l t s  m a y  r e f l e c t  

p l a s t i c i t y  o f  V I P  e x p r e s s i o n ,  w i t h  V I P  s y n t h e s i s  b e i n g  

i n d u c i b l e  i n  c e l l  t y p e s  o t h e r  t h a n  l a c t o t r o p h s  u n d e r  

c e r t a i n  c o n d i t i o n s .  A l t e r n a t i v e l y ,  V I P  m a y  b e  n o r m a l l y  

e x p r e s s e d  a t  l o w  l e v e l s  i n  c e l l  t y p e s  o t h e r  t h a n  t h e  

l a c t o t r o p h  a n d  t h e  s y n t h e s i s  o f  V I P  c o u l d  b e  s t i m u l a t e d  i n  

t h e s e  c e l l s  i n  t h e  h y p o t h y r o i d  s t a t e .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  

t h a t  b o t h  g r o u p s  w e r e  u n a b l e  t o  l o c a l i s e  V I P  i n  a n y  c e l l  

t y p e  i n  n o r m a l ,  u n t r e a t e d  r a t s .



CHAPTER 4

A D R E N A L  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S
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INTRODUCTION

S e c r e t i o n  o f  t h e  g l u c o c o r t i c o i d  h o r m o n e ,  c o r t i c o s t e r o n e  

f r o m  t h e  a d r e n a l  g l a n d  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e ,  a d r e n o c o r t i c o t r o p h i n  ( A C T H ) .  I n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t h e  s e c r e t i o n  o f  A C T H  a n d  t r a n s c r i p t i o n  

o f  t h e  p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  ( P O M C )  g e n e  a r e  r e g u l a t e d  b y  

l e v e l s  o f  s e r u m  c o r t i c o s t e r o n e  i n  a  n e g a t i v e  f e e d b a c k  

f a s h i o n  ( E b e r w i n e  J H  a n d  R o b e r t s  J L  1 9 8 4 ,  B i r n b e r g  N C  e t  

a l  1 9 8 3 ,  A u t e l i t a n o  D J  e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h e  s e c r e t i o n  o f  G H  

a n d  t h e  g o n a d o t r o p h i c  h o r m o n e s  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  

b e  i n f l u e n c e d  b y  g l u c o c o r t i c o i d s .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  

a r t i f i c i a l  g l u c o c o r t i c o i d ,  d e x a m e t h a s o n e ,  i n c r e a s e d  G H  

s e c r e t i o n  i n  a d r e n a l e c t o m i s e d  r a t s  ( B e i n f e l d  MC a n d  

P a c k m a n  P M  1 9 8 0 )  a n d  e n h a n c e d  t h e  G H  r e l e a s i n g  e f f e c t  o f  

G H R H  i n  b o t h  i n t a c t  a n d  a d r e n a l e c t o m i s e d  r a t s  ( W e h r e n b e r g  

WB e t  a l  1 9 8 3 ) .  A d r e n a l e c t o m y  d e c r e a s e d  G H m R N A  i n  t h e  

r a t  p i t u i t a r y ,  a n  e f f e c t  w h i c h  w a s  r e v e r s e d  b y  

d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  ( M a r t i n o l i  MG a n d  P e l l e t i e r  G  

1 9 8 9 ) .  D e x a m e t h a s o n e  w a s  s h o w n  t o  i n c r e a s e  G H - R H  

s t i m u l a t e d  G H  s e c r e t i o n  a n d  m R N A  a c c u m u l a t i o n  i n  p r i m a r y  

c u l t u r e s  o f  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  ( V a l e  W e t  a l  

1 9 8 3 ,  F u k a t a  J  a n d  M a r t i n  J B  1 9 8 6 ) .  I n j e c t i o n  o f  

d e x a m e t h a s o n e  i n t o  f e m a l e  r a t s  w a s  r e p o r t e d  t o  s u p p r e s s  L H  

s e c r e t i o n  ( E u k e r  J S  e t  a l  1 9 7 5 )  a n d  p r e v e n t  o v u l a t i o n  

( B a l d w i n  DM a n d  S a w y e r  C H  1 9 7 4 )  w h i l s t  c u l t u r e d  r a t  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  i n  s e c r e t i o n  

o f  F S H  i n  r e s p o n s e  t o  L H R H  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

d e x a m e t h a s o n e  ( S u t e r  D E  a n d  S c h w a r t z  N B  1 9 8 5 ) .
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R e l a t i v e l y  l i t t l e  w o r k  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  o n  t h e  i n f l u e n c e  

o f  a d r e n a l  h o r m o n e  s t a t u s  o n  p i t u i t a r y  m i n o r i t y  p e p t i d e s  

i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  w o r k  p u b l i s h e d  o n  t h e  e f f e c t s  o f  

a l t e r a t i o n s  i n  t h y r o i d  a n d  s e x  h o r m o n e  s t a t u s .  I n  t h e  r a t  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y ,  N T  a n d  S P  p e p t i d e  l e v e l s  w e r e  r e p o r t e d  

t o  b e  u n a l t e r e d  b y  a d r e n a l e c t o m y  ( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 2 ,  

C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ) ,  a l t h o u g h  t h e  e f f e c t s  o f  

h y p e r c o r t i l i s m  o n  e i t h e r  N T  o r  S P  a r e  u n r e p o r t e d .  A  

d o u b l i n g  i n  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  o c c u r  2 8  d a y s  a f t e r  b i l a t e r a l  a d r e n a l e c t o m y  

( R o t s z t e j n  WH e t  a l  1 9 8 0 )  a l t h o u g h  t h e  e f f e c t s  o f  

a d r e n a l e c t o m y  o n  V I P  m R N A  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  

h y p e r c o r t i l i s m  o n  e i t h e r  V I P  p e p t i d e  o r  m R N A  c o n t e n t  a r e  

u n r e p o r t e d .
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A N I M A L S

M a l e  W i s t a r  r a t s ,  s u p p l i e d  b y  C h a r l e s  R i v e r s  B r e e d i n g  

L a b o r a t o r i e s ,  w e i g h i n g  b e t w e e n  2 0 0 g  a n d  2 5 0 g  e a c h  w e r e  

m a n i p u l a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  w a y s :

1 .  S u r g i c a l  b i l a t e r a l  a d r e n a l e c t o m y .  O p e r a t i o n s  w e r e  

p e r f o r m e d  b y  t h e  s u p p l i e r  a n d  t h e  a n i m a l s  w e r e  t i m e d  f r o m  

5  d a y s  a f t e r  s u r g e r y  a n d  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  0 .  9% s a l i n e  t o  

c o m p e n s a t e  f o r  t h e  e f f e c t s  o f  a d r e n a l e c t o m y  o n  s a l t  

b a l a n c e .

2 .  S u r g i c a l  b i l a t e r a l  a d r e n a l e c t o m y  t o g e t h e r  w i t h  s u r g i c a l  

b i l a t e r a l  c a s t r a t i o n .  O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  

s u p p l i e r  t o  p r o d u c e  a n i m a l s  l a c k i n g  i n  b o t h  a d r e n a l  a n d  

g o n a d a l  s t e r o i d  h o r m o n e s .  A n i m a l s  w e r e  t i m e d  f r o m  5  d a y s  

p o s t  s u r g e r y  a n d  m a i n t a i n e d  o n  0 .  9% N  s a l i n e .

3 .  C h r o n i c  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t .  A n i m a l s  r e c e i v e d  

d a i l y  i n j e c t i o n s  o f  2  m g  d e x a m e t h a s o n e  ( M e r c k ,  S h a r p e  a n d  

D o m e )  i n j e c t e d  s u b - c u t a n e o u s l y  i n  s t e r i l e  s a l i n e .

4 .  C o n t r o l s  w e r e  s h a m  a d r e n a l e c t o m i s e d .

A l l  t r e a t m e n t  g r o u p s  w e r e  m a i n t a i n e d  f o r  2 8  d a y s .  A n i m a l s  

w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  t i s s u e s  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n

m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .



RESULTS

T A B L E  4 . 1  A d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s

A n t e r i o r  p i t u i t a r i e s

__________________________________ W e t  w e i g h t ________________________ T o t a l  R N A

c  ( a ) 6 1  m g 4 5 0  u g ( n  = 5 )

A X  ( b ) 6 9  m g 4 1 5  u g ( n  = 5 )

A C  ( c ) 5 8  m g 3 2 0  u g ( n  = 5 )

D X  ( d ) 4 7  m g 2 9 0  u g ( n  = 5 )

H y p o t h a l a m u s

W e t w e i c r h t T o t a l  R N A

C 2 3 4 m g 3 9 4  u g ( n = 5 )

A X 2 7 4 m g 4  3 0  u g ( n = 5 )

A C 2 0 0 m g 4  7 0  u g ( n =  5 )

D X 2 0 1 m g 3 4 0  u g ( n =  5 )

( a ) C = c o n t r o l  g r o u p

( b ) A X =  a d r e n a l e c t o m i s e d g r o u p

( c ) A C =  a d r e n a l e c t o m i s e d a n d  c a s t r a t e d  g r o u p

( d ) D X =  h i g h  d o s e  d e x a m e t h a s o n e t r e a t e d  g r o u p

A l l v a l u e s  a r e  f o r  p o o l e d g r o u p s o f  t i s s u e s



106

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

G r o u p ______________ C________________________A X ________________________A C __________________ D X

TABLE 4. 2 A d r e n a l h orm on e m a n ip u la t io n s

G A L 8 4 8 1 1 1 7 * 4 3 6 * * 5 3 +_ ^ * * *

N P Y 1 7 _+ 3 1 6 +_ 3 7 _+ 3  * * 1 8 +_ 3

N T 2 9 9 +_ 2 4 2 7 7 +_ 4 1 2 3 8 +_ 3 2 1 1 9 +_ 1 5 * * *

S P 3 3 7 _+ 2 7 1 7 7 +_ 2 1 * * * 1 5 7 +_ 3  5  *  *  * 3 7 +_ 5  *  *  *

V I P 1 1 2 1 3 3 3 5 _+ 3 5 * * * 8 2 +_ 7  * 2 7 +_ 4  *  *  *

M e a n v a l u e s a r e  f e m t o m o l e s p e r  g l a n d  ( n  = 9 )  a s d e t e r m i n e d

b y  r a d i o i m m u n o a s s a y , g i v e n w i t h s t a n d a r d e r r o r o f t h e

m e a n .

* V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 .  0 5  

* *  V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 .  0 1  

* * *  V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 . 0 0 1
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TABLE 4. 3 A d r e n a l h orm one m a n ip u la t io n s

A .  M i n o r i t y

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  

N o r t h e r n  b l o t s

o i t u i t a r v  p e p t i d e s

a n a l y s i s  o f  

A C D XG r o u D C A X

G A L 1 0 0 % 1 1 0 % 1 1 5 % 3 ,  7 3 0 %

N P Y 1 0 0 % 8 8 % 1 1 8 % 1 2 1 %

N T 1 0 0 % 1 0 5 % 9 1 % 7 1 %

P P T - A 1 0 0 % 5 3 % 6 8 % 3%

V I P 1 0 0 % 2 3 0 % 7 2 % 1 1 %

B .  A n t e r i o r p i t u i t a r y h o r m o n e s

A C D XG r o u p C A X

P O M C 1 0 0 % 2 6 0 % 2 2 0 % 2 1 %

G H 1 0 0 % 5 8 % 6 5 % 1 0 8 %

L H - b e t a 1 0 0 % 1 0 3 % 1 ,  3 0 0 % 2 1 0 %

V a l u e s  f o r t r e a t m e n t g r o u p s  a r e e x p r e s s e d  a s p e r c e n t a g e s

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .
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h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

TABLE 4. 4 A d r e n a l  horm one m a n ip u la t io n s

A )  C e n t r a l  H y p o t h a l a m u s

G r o u p __________________ C__________________________A X ______________________A C ____________________ D X

G A L 1 6 +_ 1 1 5 +_ 1 1 6 _+ 1 1 9 +_ 1

N P Y 8 3 +_ 5 7 2 +_ 7 5 7 +_ g  * 1 0 4 +_ 7  *

N T 1 0 5 _+ 1 5 1 0 8 +_ 1 9 9 1 +_ 1 7 1 2 3 +_ 1 0

S P 1 6 0 _+ 8 1 6 0 +_ 1 1 1 3 9 _+ 7 1 5 6 +_ 9

V I P 2 1 +_ 1 1 7 +_ 0 1 7 1 2 1 _+ 1

B )  L a t e r a l  H y p o t h a l a m u s

G r o u p __________________ C__________________________M ______________________A C ____________________ D X

G A L 1 9 _+ 1 1 8 1 1 7 _+ 1 2 2 1

N P Y 4 5 +_ 3 3 4 6 3 0 5  * 6 0 _+ 5 *

N T 1 2 2 _+ 6 1 1 5 8 1 0 9 +_ 5 1 3 9 _+ 8

S P 1 8 3 +_ 1 1 1 6 9 +_ 1 0 1 7 1 +_ 9 1 9 9 _+ 1 5

V I P 1 0 +_ 0 9 +_ 0 1 0 _+ 1 1 0 +_ 1

M e a n  v a l u e s  a r e  p i c o m o l e s / g  w e t  w e i g h t  t i s s u e  ( n  = 9 )  a s  

d e t e r m i n e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  g i v e n  w i t h  s t a n d a r d  

e r r o r s .

*  V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 . 0 5
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L E G E N D  T O  P L A T E  2  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m

a d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

C  = c o n t r o l  g r o u p

A X  =  a d r e n a l e c t o m i s e d  g r o u p

A C  =  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p

D X  =  h i g h  d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p

F o r  t h e  N o r t h e r n  b l o t  h y b r i d i s e d  w i t h  t h e

p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  p r o b e ,  5  u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  l o a d e d  i n  

e a c h  l a n e  a n d  f o r  a l l  o t h e r  b l o t s  5 0  u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  

l o a d e d  i n t o  e a c h  l a n e .  T h e  g a l a n i n ,  n e u r o t e n s i n  a n d  

p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  h y b r i d i s a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  

D N A  p r o b e s  a n d  t h e  o t h e r s  u s i n g  R N A  p r o b e s .
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I l l

A n a l y s i s  o f  t o t a l  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  R N A  u s i n g  a  r a t  

P O M C  c D N A  f r a g m e n t  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a m o u n t  o f  P O M C  m R N A  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  

a n d  t r e a t e d  g r o u p s .  I n  b o t h  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  

c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p s  o f  a n i m a l s  

t h e  a m o u n t  o f  P O M C  m R N A  w a s  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  a b o v e  

c o n t r o l s  ( > 2 . 0 - f o l d  i n  e a c h  c a s e ) ,  w h i l s t  i n  t h e  h i g h - d o s e  

d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p  P O M C  m R N A  w a s  r e d u c e d  t o  

a p p r o x i m a t e l y  2 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s .  L e v e l s  o f  L H - b e t a  

s u b u n i t  m R N A  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  a d r e n a l e c t o m y  b u t  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  

c a s t r a t e d  g r o u p  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 3 - f o l d  t h e  a m o u n t  i n  t h e  

c o n t r o l  g r o u p ,  a n d  i n  t h e  h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  

g r o u p  L H - b e t a  m R N A  w a s  a p p r o x i m a t e l y  t w i c e  t h e  l e v e l  o f  

t h e  c o n t r o l  g r o u p .  T h e  a m o u n t  o f  G H  m R N A  w a s  d e c r e a s e d  i n  

b o t h  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m i s e d  

a n d  c a s t r a t e d  g r o u p s  o f  a n i m a l s  b u t  w a s  u n a f f e c t e d  b y  

h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t .

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  Hormone mRNA L e v e l s

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s

I n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  g r o u p  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  G A L  

c o n t e n t  w a s  i n c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0 %  o f  c o n t r o l  

l e v e l s  ( 1 1 1  + 7  v s  c o n t r o l  8 4  +. 8  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 5 ) ,  

w h i l s t  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p  G A L  

c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  c o n t r o l  

l e v e l s  ( 4 3  + 6  v s  c o n t r o l  8 4  _+ 8  f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 )  a n d  

i n  t h e  h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p  G A L  c o n t e n t  

w a s  a l s o  d e c r e a s e d  ( 5 3  + 4  v s  c o n t r o l  8 4  +. 8 , p < 0 .  0 0 1 ) .



N e u r o t e n s i n  p i t u i t a r y  c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  b y  c h r o n i c  

d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  f r o m  2 9 9  +. 2 4  f m o l / g l a n d  i n  

c o n t r o l s  t o  1 1 9  +. 1 5  f m o l  g l a n d  ( p < 0 .  0 0 1 )  b u t  w a s  

u n a f f e c t e d  b y  a n y  o f  t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s .

N e u r o p e p t i d e  Y  p i t u i t a r y  c o n t e n t  w a s  d e c r e a s e d  i n  t h e  

a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p  ( 7  + 3  v s  c o n t r o l  1 7  

+. 3  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 1 )  b u t  w a s  u n a f f e c t e d  b y  a n y  o f  t h e  

o t h e r  t r e a t m e n t s .

S u b s t a n c e  P  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n s  i n  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t  i n  b o t h  t h e  

a d r e n a l e c t o m i s e d  ( 1 7 7  +. 2 1  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  3 3 7  +. 2 7  

f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 ) a n d  c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  

c a s t r a t e d  g r o u p s  ( 1 5 7  +. 2 1  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  3 3 7  +. 2 7  

f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 ) a n d  a n  e v e n  g r e a t e r  r e d u c t i o n ,  t o  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 % o f  c o n t r o l  l e v e l s ,  i n  t h e  d e x a m e t h a s o n e  

t r e a t e d  g r o u p  ( 3 7  ±  6  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  3 3 7  +_ 2 7  

f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 ) .

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  i n c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  

3 0 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  f o l l o w i n g  a d r e n a l e c t o m y  ( 3 3 5  +. 3 5  

f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  1 1 2  +. 1 3  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 0 1 )  

w h e r e a s  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p  a  

s m a l l  d e c r e a s e  w a s  s e e n  ( 8 2  ±  7  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  1 1 2  

+. 1 3  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 5 )  a n d  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  t o  

a p p r o x i m a t e l y  2 5 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  

d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  a n i m a l s  ( 2 7  ±  4  f m o l / g l a n d  v s  

c o n t r o l  1 1 2  +. 1 3  f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 ) .

G a l a n i n ,  N P Y ,  S P  a n d  V I P  h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e  c o n t e n t s

1 1 2



w e r e  u n a f f e c t e d  b y  a n y  o f  t h e  f o u r  t r e a t m e n t s .  T h e  

c o n t e n t  o f  N P Y  i n  t h e  c e n t r a l  a n d  l a t e r a l  h y p o t h a l a m i c  

r e g i o n s  w a s  d e c r e a s e d  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  

c a s t r a t e d  g r o u p  ( 5 7  ±  9  v s  c o n t r o l  8 3  +. 5  p m o l / g  w e t  

w e i g h t  a n d  3 0  + 5  v s  c o n t r o l  4 5  +, 3  p m o l / g  w e t  w e i g h t ,  

p < 0 .  0 5  r e s p e c t i v e l y ) .  C e n t r a l  a n d  l a t e r a l  h y p o t h a l a m i c  

c o n t e n t s  w e r e  i n c r e a s e d  i n  t h e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p  

( 1 0 4  + 7  v s  c o n t r o l  8 3  + 5  p m o l / g  w e t  w e i g h t  a n d  6 0  ±  5  v s  

c o n t r o l  4 5  ±  3  p m o l / g  w e t  w e i g h t ,  p < 0 .  0 5  r e s p e c t i v e l y ) .
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M i n o r i t y  p e p t i d e  m R N A  l e v e l s

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  g a l a n i n  m R N A  w a s  u n a f f e c t e d  i n  b o t h  t h e  

a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p s  

o f  a n i m a l s  b u t  i n  t h e  h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  

g r o u p  w a s  i n c r e a s e d  t o  n e a r l y  4 0  t i m e s  c o n t r o l  l e v e l s .

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  N P Y  m R N A  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  

a d r e n a l e c t o m y  b u t  w a s  e l e v a t e d  s l i g h t l y  i n  b o t h  t h e  

a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  a n d  h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  

t r e a t e d  g r o u p s  o f  a n i m a l s  ( 1 1 8 %  a n d  1 2 1 % o f  c o n t r o l  l e v e l s  

r e s p e c t i v e l y ) .

L e v e l s  o f  N T  m R N A  w e r e  u n a l t e r e d  i n  e i t h e r  t h e  

a d r e n a l e c t o m i s e d  o r  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p s  

o f  a n i m a l s  b u t  i n  t h e  h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  

g r o u p  a  d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s

w a s  o b s e r v e d .



P r e p r o t a c h y k i n i n - A  m R N A  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n s  

c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  g r o u p  i n  a l l  t h r e e  m a n i p u l a t i o n s  

w i t h  a d r e n a l e c t o m y  p r o d u c i n g  a  d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  

5 0 % ,  a d r e n a l e c t o m y  a n d  c a s t r a t i o n  a  d e c r e a s e  t o  

a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  a n d  c h r o n i c  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  a  

d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  3% o f  c o n t r o l  v a l u e s .

L e v e l s  o f  V I P  m R N A  a l s o  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s  a n d  c o n t r o l s  w i t h  a n  i n c r e a s e  

o b s e r v e d  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  g r o u p  t o  a p p r o x i m a t e l y  

2 3 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s ,  w h e r e a s  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  

a n d  c a s t r a t e d  g r o u p  t h e r e  w a s  a  d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  

7 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  a n d  i n  t h e  h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  

t r e a t e d  g r o u p  a  d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 1 % o f  c o n t r o l  

l e v e l s  w a s  o b s e r v e d .

N o  a l t e r a t i o n s  i n  h y p o t h a l a m i c  m R N A  l e v e l s  w e r e  o b s e r v e d  

f o r  a n y  p e p t i d e  f o l l o w i n g  a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t s .
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D I S C U S S I O N

T h e  e f f e c t s  o f  t h e  m a n i p u l a t i o n s  o n  P O M C  a n d  L H - b e t a  m R N A  

l e v e l s  d e m o n s t r a t e d  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  t r e a t m e n t s  i n  

a l t e r i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e s e  h o r m o n e s .  T h e  

m a n i p u l a t i o n s  p r o d u c e d  t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  e f f e c t s  o n  

P O M C  a n d  L H - b e t a  m R N A  l e v e l s  w i t h  b o t h  p e p t i d e s  s h o w i n g  

c l a s s i c a l  n e g a t i v e  f e e d b a c k  e f f e c t s  i n  r e s p o n s e  t o  c h a n g e s  

i n  h o r m o n a l  s t a t u s .  A s  f o r  t h e  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  

p e p t i d e s ,  s o m e  u n u s u a l  a n d  u n e x p e c t e d  r e s u l t s  w e r e  

o b s e r v e d ,  w i t h  N P Y  a n d  N T  s h o w i n g  v e r y  l i t t l e  r e s p o n s e  t o  

t h e  m a n i p u l a t i o n s .

G a l a n i n  m R N A  w a s  u n a f f e c t e d  i n  e i t h e r  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  

o r  c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p s ,  w h i l s t  

G A L  p e p t i d e  c o n t e n t  s h o w e d  d i f f e r e n t i a l  r e s p o n s e s  t o  t h e  

t w o  t r e a t m e n t s ,  b e i n g  i n c r e a s e d  i n  t h e  f o r m e r  a n d  

d e c r e a s e d  i n  t h e  l a t t e r  g r o u p .  S u c h  d i f f e r e n t i a l  

r e s p o n s e s  o f  p e p t i d e  a n d  m R N A  i n d i c a t e s  t h a t  a l t e r a t i o n s  

i n  a d r e n a l  h o r m o n e  s t a t u s  d i f f e r e n t i a l l y  a f f e c t  G A L  

s y n t h e s i s  a n d  p e p t i d e  t u r n o v e r .  T h i s  o c c u r e d  d r a m a t i c a l l y  

i n  t h e  c h r o n i c  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p  w h e r e  G A L  

p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  a g a i n  d e c r e a s e d  w h i l s t  a  3 7 - f o l d  

i n c r e a s e  i n  G A L  m R N A  c o n t e n t  w a s  s e e n .  T h e  c h a n g e s  i n  G A L  

p e p t i d e  c o n t e n t  f o l l o w i n g  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  a n d  t h e  

i n d u c i b i l i t y  o f  G A L  m R N A  b y  d e x a m e t h a s o n e  w e r e  u n e x p e c t e d  

a s  t h e r e  a r e  n o  r e p o r t s  o f  a n y  e f f e c t  o f  G A L  o n  t h e  

p i t u i t a r y - a d r e n a l  a x i s  a n d  t h i s  w i l l  r e q u i r e  f u r t h e r  

i n v e s t i g a t i o n .



T h e  o n l y  m a n i p u l a t i o n  w h i c h  a f f e c t e d  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  N P Y  w a s  c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m y  a n d  

c a s t r a t i o n  w h e r e  a  d e c r e a s e  i n  p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  

o b s e r v e d  w i t h o u t  a n y  d e t e c t a b l e  a l t e r a t i o n  i n  m R N A  l e v e l .  

T h e  l a c k  o f  a l t e r a t i o n  i n  m R N A  m i g h t  i m p l y  t h a t  t h i s  

m a n i p u l a t i o n  h a d  a f f e c t e d  p e p t i d e  s t o r a g e  a n d / o r  r e l e a s e  

w i t h o u t  a f f e c t i n g  p e p t i d e  s y n t h e s i s .  N o  a l t e r a t i o n  i n  N P Y  

c o n t e n t  o r  m R N A  w a s  o b s e r v e d  a f t e r  a d r e n a l e c t o m y  o r  

c h r o n i c  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  w h i c h  m i g h t  i n d i c a t e  a  

g e n e r a l  l a c k  o f  i n v o l v e m e n t  o f  l o c a l l y  p r o d u c e d  N P Y  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  A C T H  s e c r e t i o n .  T h i s  w o u l d  b e  i n  a c c o r d  

w i t h  t h e  r e p o r t e d  f a i l u r e  o f  N P Y  t o  p r o d u c e  a n y  e f f e c t  o n  

A C T H  s e c r e t i o n  f o l l o w i n g  s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  i n  r a t s  

o r  i n c u b a t i o n  w i t h  p r i m a r y  c u l t u r e s  o f  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l s  ( K e r k e r i a n  L  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h e  c e n t r a l  a n d  

l a t e r a l  h y p o t h a l a m i c  c o n t e n t s  o f  N P Y  w e r e  d e c r e a s e d  i n  t h e  

c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  g r o u p  a n d  

i n c r e a s e d  i n  t h e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p .  N o  

a l t e r a t i o n  i n  h y p o t h a l a m i c  N P Y  m R N A  w a s  o b s e r v e d  i n  a n y  o f  

t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s  i n d i c a t i n g  t h a t  a l t h o u g h  n o  

d e t e c t a b l e  a l t e r a t i o n s  i n  N P Y  s y n t h e s i s  w e r e  o b s e r v e d ,  

h y p o t h a l a m i c  N P Y  m a y  b e  r e s p o n s i v e  t o  a l t e r a t i o n s  i n  

a d r e n a l  h o r m o n e  s t a t u s .  T h i s  i s  s u p p o r t e d  b y  e x p e r i m e n t a l  

s t u d i e s  i n d i c a t i n g  t h a t  h y p o t h a l a m i c  N P Y  m a y  b e  i n v o l v e d  

i n  r e g u l a t i o n  o f  t h e  p i t u i t a r y - a d r e n a l  a x i s  ( L i p o s i t s  Z s  

e t  a l  1 9 8 8 ,  W a h l e s t e d t  C  e t  a l  1 9 8 7 ,  H a a s  D A  a n d  G e o r g e  S R
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T h e  l a c k  o f  e f f e c t  o f  a d r e n a l e c t o m y  o n  N T  p e p t i d e  a n d  m R N A  

c o n t e n t  i s  i n  a g g r e e m e n t  w i t h  t h e  e a r l i e r  r e s u l t s  o f  

G o e d e r t  e t  a l  w h o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  N T  p e p t i d e  c o n t e n t  i n  

t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  u n a f f e c t e d  b y  a d r e n a l e c t o m y  

( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r  t h e  e f f e c t s  o f  h i g h  d o s e  

d e x a m e t h a s o n e  t r e a m e n t  w e r e  n o t  r e p o r t e d  a n d  w e r e  f o u n d  i n  

t h i s  s t u d y  t o  p r o d u c e  a  d e c r e a s e  i n  b o t h  N T  c o n t e n t  a n d  N T  

m R N A  i n d i c a t i n g  t h a t  a  d e c r e a s e  i n  N T  s y n t h e s i s  h a d  

o c c u r r e d .  T h e  i n c u b a t i o n  o f  N T  w i t h  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  f r a g m e n t s  w a s  r e p o r t e d  t o  h a v e  n o  e f f e c t  o n  

b a s a l  o r  C R F  s t i m u l a t e d  A C T H  r e l e a s e  ( A r o n i n  N  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  T a k e n  t o g e t h e r  w i t h  t h e  u n r e s p o n s i v e n e s s  o f  N T  t o  

a d r e n a l e c t o m y  t h i s  m i g h t  i n d i c a t e  t h a t  N T  s y n t h e s i s e d  i n  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  d o e s  n o t  f u n c t i o n  i n  r e g u l a t i n g  

c o r t i c o t r o p h  f u n c t i o n  a n d  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  N T  s e e n  i n  

t h e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  g r o u p  w a s  a  n o n  s p e c i f i c  e f f e c t  

o f  t h i s  t r e a t m e n t .

B o t h  a d r e n a l e c t o m y  a n d  a d r e n a l e c t o m y  t o g e t h e r  w i t h  

c a s t r a t i o n  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e s  i n  p i t u i t a r y  S P  

p e p t i d e  c o n t e n t  w h i c h  o c c u r r e d  c o - o r d i n a t e l y  w i t h  

d e c r e a s e s  i n  P P T - A  m R N A .  H i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  

t r e a t m e n t  p r o d u c e d  e v e n  g r e a t e r  d e c r e a s e s  i n  b o t h  p e p t i d e  

a n d  m R N A  w i t h  b o t h  b e i n g  r e d u c e d  t o  1 0 %  o r  l e s s  o f  c o n t r o l  

l e v e l s .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i n d i n g s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  

C o s l o v s k y  a n d  c o - w o r k e r s  r e p o r t e d  f i n d i n g  n o  c h a n g e  i n  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  p e p t i d e  c o n t e n t  o f  S P  i n  

a d r e n a l e c t o m i s e d  m a l e  r a t s  ( C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ) .  T h e  

d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  f i n d i n g s  o f  t h a t  s t u d y  a n d  t h e
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p r e s e n t  m a y  r e s u l t  f r o m  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  s t r a i n s  o f  

a n i m a l s  u s e d  i n  t h e  t w o  s t u d i e s  a n d  a l s o  i n  t h e  d u r a t i o n  

o f  t h e  e x p e r i m e n t s .  W i s t a r  r a t s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  

a n d  s a c r i f i c e d  a f t e r  2 8  d a y s ,  w h i l s t  C o s l o v s k y  a n d  

c o - w o r k e r s  u s e d  S p r a g u e - D a w l e y  r a t s  w h i c h  w e r e  s a c r i f i c e d  

a f t e r  1 4  d a y s .  T h e r e  a r e  n o  r e p o r t s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  

h i g h - d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  o n  p i t u i t a r y  S P .  T h e  

n e g a t i v e  r e s p o n s e  o f  S P  t o  b o t h  a d r e n a l e c t o m y  a n d  h i g h  

d o s e  d e x a m e t h a s o n e  t r e a t m e n t  i s  u n u s u a l  a n d  h a s  n o t  s o  f a r  

b e e n  r e p o r t e d  f o r  a n y  p i t u i t a r y  h o r m o n e  i n  r e s p o n s e  t o  

e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  S P  m a y  

a f f e c t  t h e  p i t u i t a r y - a d r e n a l  a x i s  d i r e c t l y  a t  t h e  l e v e l  o f  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  S u b s t a n c e  P  w a s  s h o w n  t o  

s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  A C T H  r e l e a s e  

i n d u c e d  b y  b o t h  C R F  a n d  a r g i n i n e  v a s o p r e s s i n  f r o m  c u l t u r e d  

r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  q u a r t e r s  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 )  a n d  

t o  s t i m u l a t e  t h e  r e l e a s e  o f  B - e n d o r p h i n  a n d  B - l i p o t r o p i n  

f r o m  d i s p e r s e d  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  ( A r o n i n  N  e t  

a l  1 9 8 6 ) .  T o g e t h e r  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

t h i s  s u g g e s t s  t h a t  l o c a l l y  s y n t h e s i s e d  S P  m a y  a f f e c t  

c o r t i c o t r o p h  f u n c t i o n  a n d  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  

e f f e c t s  o f  S P  o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  P O M C  d e r i v e d  p e p t i d e s  i s  

i n d i c a t e d .

I n  i t s  r e s p o n s e s  t o  a d r e n a l e c t o m y  a n d  d e x a m e t h a s o n e  

t r e a t m e n t  V I P  a p p e a r e d  t o  b e  s h o w i n g  a  n e g a t i v e  f e e d b a c k  

t y p e  o f  r e s p o n s e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  P O M C .  H o w e v e r ,  V I P  

p e p t i d e  a n d  m R N A  w e r e  d e c r e a s e d  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  

a n d  c a s t r a t e d  g r o u p .  P i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  h a s  p r e v i o u s l y
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a d r e n a l e c t o m y ,  c o n f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

( R o t s z t e j n  WH e t  a l  1 9 8 0 a ) .  H o w e v e r ,  t h e  e f f e c t s  o f  

t r e a m e n t  w i t h  h i g h  d o s e s  o f  d e x a m e t h a s o n e  w e r e  n o t  

r e p o r t e d .  I n  r e s p e c t  t o  t h e  p i t u i t a r y - a d r e n a l  a x i s  t h e r e  

i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  V I P  m a y  d i r e c t l y  i n f l u e n c e  

A C T H  s e c r e t i o n  f r o m  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  I n c u b a t i o n  o f  

V I P  w i t h  c u l t u r e d  h u m a n  p i t u i t a r y  a d e n o m a s  ( W h i t e  MC e t  a l

1 9 8 2 ,  O l i v a  D e t  a l  1 9 8 2 )  a n d  t h e  m o u s e  p i t u i t a r y  t u m o u r  

d e r i v e d  A t T - 2 0  c e l l  l i n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  s t i m u l a t e  t h e  

r e l e a s e  o f  a d r e n o c o r t i c o t r o p i n  ( A C T H )  ( W e s t e n d o r f  J M  e t  a l

1 9 8 3 ,  W e s t e n d o r f  J M  a n d  S c h o n b r u n n  A  1 9 8 5 ,  R e i s i n e  T D  e t  

a l  1 9 8 2 ) .  G l u c o c o r t i c o i d s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  m o d i f y  

t h e  e f f e c t s  o f  V I P  o n  t h e  r e l e a s e  o f  o t h e r  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e s .  A d d i t i o n  o f  d e x a m e t h a s o n e  t o  c u l t u r e d  

r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  w a s  s h o w n  t o  m o d i f y  t h e  

r e s p o n s i v e n e s s  o f  l a c t o t r o p h s  t o  V I P  a n d  t o  i n h i b i t  V I P  

i n d u c e d  P R L  r e l e a s e  ( R o t s z t e y n  WH e t  a l  1 9 8 0 b ,  R o t s z t e y n  

WH e t  a l  1 9 8 1 ) .  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  w a s  a l s o  

s h o w n  t o  p r o d u c e  a  p o t e n t  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o n  G H  

s e c r e t i o n  f r o m  r e a g g r e g a t e s  o f  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

c e l l s  o n l y  w h e n  t h e y  w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

d e x a m e t h a s o n e  ( D e n e f  C  e t  a l  1 9 8 5 ) .  O n e  o f  t h e  m o s t  

s t r i k i n g  a s p e c t s  o f  t h e s e  r e s u l t s  i s  t h e  d e c r e a s e  i n  

p i t u i t a r y  V I P  i n  t h e  c o m b i n e d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  

c a s t r a t e d  g r o u p  w h e r e a s  V I P  w a s  i n c r e a s e d  i n  t h e  

a d r e n a l e c t o m i s e d  g r o u p .  T h e  l a c k  o f  e f f e c t  o f  c a s t r a t i o n  

o n  p i t u i t a r y  V I P  ( s e e  c h a p t e r  6 ) i n d i c a t e s  t h a t  t h e  

d e c r e a s e  in V I P  s e e n  in t h e  combined adrenalectomised and
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c a s t r a t e d  g r o u p  i s  a n  e f f e c t  m a n i f e s t  o n l y  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  a d r e n a l  a n d  g o n a d a l  f a c t o r s .  A  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n  o f  

s e x  h o r m o n e s  w i t h  g l u c o c o r t i c o i d s  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i s  s u p p o r t e d  b y  e v i d e n c e  o f  a  l i n k  

b e t w e e n  c o r t i c o t r o p h  f u n c t i o n  a n d  g o n a d o t r o p h  f u n c t i o n .

I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  i d e n t i f i e d  a  s u b - p o p u l a t i o n  o f  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  c o n t a i n i n g  b o t h  A C T H  a n d  F S H  o r  

L H .  T h e s e  c e l l s  w e r e  m o r e  a b u n d a n t  i n  t h e  n e o n a t a l  p e r i o d  

t h a n  i n  a d u l t  l i f e  a n d  w e r e  p o s t u l a t e d  t o  f u n c t i o n  i n  

a d r e n a l - g o n a d a l  m a t u r a t i o n  o r  t o  r e p r e s e n t  a  f o r m  o f  s t e m  

c e l l  ( C h i l d s  G V  e t  a l  1 9 8 2 a ) .  A c u t e  e x p e r i m e n t s  

d e m o n s t r a t e d  a d r e n a l e c t o m y  t o  h a v e  a  d e l a y i n g  e f f e c t  o n  

t h e  r i s e  i n  s e r u m  g o n a d o t r o p h i n s  f o l l o w i n g  c a s t r a t i o n  i n  

m a l e  r a t s  ( L o r e n z e n  J R  e t  a l  1 9 8 0 )  a n d  a l s o  t o  i n h i b i t  t h e  

h y p e r t r o p h y  o f  g o n a d o t r o p h s  w h i c h  o c c u r s  i m m e d i a t e l y  a f t e r  

c a s t r a t i o n  ( C h i l d s  G V  e t  a l  1 9 8 3 ) .



CHAPTER 5

F E M A L E  S E X  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S



1 2 2

I N T R O D U C T I O N

I n  f e m a l e  r a t s ,  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y -  

g o n a d o t r o p h i c  h o r m o n e s ,  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  ( F S H )  

a n d  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  ( L H ) ,  a r e  r e g u l a t e d  i n  a  n e g a t i v e  

f e e d b a c k  f a s h i o n  b y  t h e  s e c r e t i o n  o f  o v a r i a n  s t e r o i d  

h o r m o n e s  ( C o u n i s  R  e t  a l  1 9 8 3 ,  G h a r i b  S D  e t  a l  1 9 8 6 ,

G h a r i b  S D  e t  a l  1 9 8 7 )  a n d  i n  a  p o s i t i v e  w a y  b y  L H R H  f r o m  

t h e  h y p o t h a l a m u s .  T h e  o v a r i a n  s t e r o i d  h o r m o n e ,  o e s t r o g e n ,  

i s  a l s o  k n o w n  t o  i n f l u e n c e  t h e  s e c r e t i o n  o f  P R L  a n d  h a s  

b e e n  r e p o r t e d  t o  a f f e c t  G H  s e c r e t i o n .  O e s t r o g e n  h a s  b e e n  

s h o w n  t o  s t i m u l a t e  t h e  s y n t h e s i s  o f  P R L  ( M a u r e r  A R  a n d  

G o r s k i  J  1 9 7 7 )  a n d  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  P R L  m R N A  ( S e o  H e t  

a l  1 9 7 9 ,  Y a m a m o t o  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  G o n a d e c t o m y  o f  3 0  d a y  

o l d  f e m a l e  r a t s  w a s  f o u n d  t o  r e s u l t  i n  a  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e  i n  l o n g i t u d i n a l  b o n e  g r o w t h  a n d  w e i g h t  g a i n  

( J a n s s o n  J - 0  e t  a l  1 9 8 3 )  w h i l s t  r e p l a c e m e n t  w i t h  o e s t r o g e n  

r e v e r s e d  t h e s e  e f f e c t s .  O e s t r o g e n  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  

t o  s t i m u l a t e  b a s a l  a n d  G H R H  i n d u c e d  r e l e a s e  o f  G H  f r o m  

c u l t u r e d  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  ( S i m a r d  J  e t  a l  

1 9 8 6 ) .

A l t e r a t i o n s  i n  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  h a v e  p r e v i o u s l y  

b e e n  s h o w n  t o  p r o d u c e  c h a n g e s  i n  p e p t i d e  l e v e l s  o f  S P  

( C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ,  D e P a l a t i s  L R  e t  a l  1 9 8 5 )  a n d  V I P  

( M a l e t t i  M e t  a l  1 9 8 2 )  b u t  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  

m a n i p u l a t i o n s  o n  S P  a n d  V I P  m R N A  l e v e l s  h a v e  n o t  b e e n  

d o c u m e n t e d .  T h e  e f f e c t s  o f  m a n i p u l a t i o n s  o f  f e m a l e  

g o n a d a l  s t a t u s  o n  p i t u i t a r y  N P Y  a n d  N T  h a v e  n o t  b e e n  

d o c u m e n t e d .  T h e  r a t  G A L  m R N A  s e q u e n c e  w a s  o r i g i n a l l y
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o b t a i n e d  b y  r a n d o m  s c r e e n i n g  a n d  s e q u e n c i n g  o f  e n r i c h e d  

s e q u e n c e s  f r o m  a n  o e s t r o g e n  i n d u c e d  p i t u i t a r y  t u m o r  c D N A  

l i b r a r y  ( V r o n t a k i s  ME e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  

G A L  w a s  a n  o e s t r o g e n  i n d u c i b l e  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e  

m a k i n g  i t  a n  i n t e r e s t i n g  p e p t i d e  t o  s t u d y .
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A N I M A L S

F e m a l e  W i s t a r  r a t s  w e i g h i n g  b e t w e e n  1 8 0  -  2 0 0  g  ( s u p p l i e d  

b y  I n t e r f a u n a  L t d .  ) w e r e  m a n i p u l a t e d  i n  2  g r o u p s ,  e a c h  

w i t h  i t s  o w n  c o n t r o l s  i n  t h e  f o l l o w i n g  w a y s :

G r o u p  A :

1 .  S u r g i c a l  o v a r i e c t o m y .  O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  

s u p p l i e r  a n d  e x p e r i m e n t s  w e r e  t i m e d  f r o m  5  d a y s  

p o s t - s u r g e r y .

2 .  S u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  w i t h  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t .  

O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  s u p p l i e r  a n d  o e s t r o g e n  

r e p l a c e m e n t  b e g a n  5  d a y s  a f t e r  s u r g e r y  w h e n  e a c h  a n i m a l  

w a s  i n j e c t e d  s .  c .  w i t h  5  u g  1 7 b e t a  o e s t r a d i o l  ( S i g m a )  i n  

1 0 0  u l  o f  s a f f l o w e r  o i l  a s  a  p h y s i o l o g i c a l  r e p l a c e m e n t  

d o s e .

3 .  C h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a m e n t .  I n t a c t  f e m a l e  r a t s  

r e c e i v e d  2  d e p o t  i n j e c t i o n s  o f  2  m g  1 7 b  o e s t r a d i o l  i n  o i l  

o n  d a y s  1 a n d  1 4  o f  t r e a t m e n t .

4 .  C o n t r o l s  w e r e  s h a m  o v a r i e c t o m i s e d .

A l l  t r e a t m e n t  g r o u p s  w e r e  m a i n t a i n e d  f o r  2 8  d a y s .  A n i m a l s  

w e r e  s a c r i f i c e d  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  d i e s t r u s  w h i c h  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  d a i l y  v a g i n a l  s m e a r s  t h r o u g h  2  c o n s e c t i v e  

c y c l e s .  S a c r i f i c e  a n d  t i s s u e  p r o c e s s i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  

a s  d e s c r i b e d  i n  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .
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G r o u p  B :

1 .  M e d i c a l  c a s t r a t i o n .  I n t a c t  f e m a l e  r a t s  w e r e  i n j e c t e d

s u b c u t a n e o u s l y  w i t h  t h e  L H R H  s u p e r a g o n i s t  D - S e r  ( B U ^ ) ,
10A z g l y  - L H R H  ( Z o l a d e x  d e p o t  3 . 6  m g  I C I  P h a r m a c e u t i c a l s  

L t d )  t o  r e m o v e  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f r o m  h y p o t h a l a m i c  

L H R H  r e g u l a t i o n  ( s e e  p a g e  1 4 2 ) .

2 .  C o m b i n e d  s u r g i c a l  a n d  m e d i c a l  c a s t r a t i o n .  O p e r a t i o n s  

w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  s u p p l i e r  a n d  t i m e d  f r o m  f i v e  d a y s  

p o s t  s u r g e r y  a t  w h i c h  t i m e  t h e  a n i m a l s  w e r e  g i v e n  a  

s u b c u t a n e o u s  d e p o t  i n j e c t i o n  o f  3 . 6  m g  o f  s u p e r a g o n i s t  

D - S e r  ( B U t ) ,  A z g l y 1 0 - L H R H  .

3 .  O e s t r o g e n  a n t a g o n i s t  t r e a t m e n t .  I n t a c t  f e m a l e  r a t s  

w e r e  g i v e n  d a i l y  s .  c .  i n j e c t i o n s  o f  5 0  u g  o f  t h e

a n t i - o e s t r o g e n  d r u g  t a m o x i f e n  ( A l d r i c h  C h e m i c a l  C o  L t d ) .

4 .  C o n t r o l s  w e r e  s h a m  o v a r i e c t o m i s e d  a n d  g i v e n  d a i l y  

s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n s  o f  s a l i n e .

A l l  t r e a t m e n t  g r o u p s  w e r e  m a i n t a i n e d  f o r  2 8  d a y s .  A n i m a l s  

w e r e  s a c r i f i c e d  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  d i e s t r u s  w h i c h  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  d a i l y  v a g i n a l  s m e a r s  t h r o u g h  2  c o n s e c t i v e  

c y c l e s .  S a c r i f i c e  a n d  t i s s u e  p r o c e s s i n g  w a s  c a r r i e d  o u t

a s  d e s c r i b e d  i n  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .
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R E S U L T S

T A B L E  5 . 1  F e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s  -  G r o u p  A

A n t e r i o r  p i t u i t a r y

______________________________ W e t  w e i g h t ______________________ T o t a l  R N A __________

c ( a ) 6 2 m g 5 0 0 u g ( n  = 6 )

0 ( b ) 7 0 m g 3 5 5 u g ( n  = 6 )

R ( c ) 1 3 4 m g 1 ,  3 0 0 u g ( n  = 6 )

E 2 ( d ) 8 0 m g 7 8 0 u g ( n  = 4 )

H y p o t h a l a m u s

W e t  w e i g h t __________________________ T o t a l  R N A

C 2 2 8 m g 2 9 0 u g ( n  = 6 )

0 2 0 0 m g 2 7 5 u g ( n  = 6 )

R 2 2 0 m g 3 1 5 u g ( n  = 6 )

E 2 2 2 5 m g 3 3 0 u g ( n  = 5 )

( a )  C  =  c o n t r o l s

( b )  0  =  o v a r i e c t o m i s e d

( c )  R  = o v a r i e c t o m i s e d  w i t h  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t

( d )  E 2  = h i g h  d o s e  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t

A l l  v a l u e s  a r e  f o r  p o o l e d  g r o u p s  o f  t i s s u e s
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t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s  -  G r o u p  B

A n t e r i o r  P i t u i t a r y

TABLE 5. 2 F em a le  s e x  h orm one m a n ip u la t io n s

W e t w e i c r h t T o t a l R N A

c ( e ) 7 0 m g 448 ug ( n  = 6 )

A (f) 49 m g 2 7 5 ug ( n  = 5 )

O A (g) 5 1 m g 2 2 5 ug ( n  = 5 )

T ( T ) 46 m g 2 6 0 ug ( n  = 5 )

H y p o t h a l a m u s

__________________________ W e t  w e i g h t __________________________ T o t a l  R N A

C 2 5 0 m g 8 0 0 ug ( n  = 6 )

A 2 5 2 m g 3 5 0 ug ( n  = 6 )

O A 2 3 5 m g 7 4 0 ug ( n  = 6 )

T 2 1 7 m g 3 3 0 ug ( n  = 6 )

( e )  C

(f) A
(g) OA
( h )  T

c o n t r o l s

L H R H  s u p e r - a g o n i s t  t r e a t m e n t

o v a r i e c t o m i s e d  a n d  L H R H  s u p e r - a g o n i s t  t r e a t m e n t  

t a m o x i f e n  t r e a t m e n t

A l l  v a l u e s  a r e  f o r  p o o l e d  g r o u p s  o f  t i s s u e s
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a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

TABLE 5. 3 F em a le  s e x  horm one m a n ip u la t io n s

G r o u p  A

C 0 R E 2

G A L 2 2 3 +_ 1 4 3 3 +_ 3  * * * 3 6 8 +_ 1 4  * * 3 7 3 _+ l  4  * *

N P Y 2 0 2 3 5 +_ 4  * * 2 1 _+ 3 1 6 _+ 2

N T 6 2 _+ 7 8 5 +_ 8 * 8 +_ 3  * *  * 5 +_ 2  * * *

S P 2 9 +_ 2 1 3 0 +_ 2 5 *  * * 2 7 _+ 5 1 8 _+ 3  * *

V I P 2 8 6 2 6 2 0 1 1 9 * 6 4 2 2 +_ 4 5 8  *  *  * 9 9 6 2 7 7 6 * * *

G r o u p  B

C A O A T

G A L 2 3 3 + 6 3 9  + 5  * * * 2 8 +_ 0  * * * 2 0 2 7

N P Y 2 4 ±  1 1 9  + 2 1 9 +_ 3 1 8 + 7

N T 6 6 ±  3 6 4  + 5 7 5 +_ 5 5 9 +_ 7

S P 3 1 ±  6 7 8  + 2 4 * 5 2 + 1 2 * 3 5 + 8

V I P 2 4 0 ±  2 0 2 0 4  + 1 9 2 2 8 _+ 2 7 1 0 +_ 2  * * *

V a l u e s a r e f e m t o m o l e s / g l a n d  ( n =  9 ) a s d e t e r m i n e d  b y

r a d i  o i  m m u n o a s  s  a y . M e a n v a l u e s a r e g i v e n  w i t h s t a n d a r d

e r r o r s o f t h e  m e a n .

* V e r s u s c o n t r o l , p <  0 . 0 5

* *  V e r s u s c o n t r o l , p <  0 . 0 1

* * *  V e r s u s c o n t r o l , p <  0 . 0 0 1
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s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  o f  N o r t h e r n  

b l o t s  -  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s

T r e a t m e n t  G r o u p  A

TABLE 5. 4 F em a le  s e x  h orm on e m a n ip u la t io n s

C 0 R E 2

L H - b 1 0 0 % 1 ,  5 0 0 % 1 4 % 2 %

P R L 1 0 0 % 5 0 % 1 8 7 % 1 7 3 %

G H 1 0 0 % 1 7 6 % 8 4 % 5 1 %

T r e a t m e n t  G r o u p  B

C A O A T

L H - b 1 0 0 % 3 6 % 4 4 % 7 0 %

P R L 1 0 0 % 1 0 0 % 1 0 3 % 1 0 5 %

G H 1 0 0 % 1 0 4 % 1 1 0 % 1 0 4 %

V a l u e s  f o r  t r e a t m e n t  g r o u p s  a r e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .



s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  o f  N o r t h e r n  

b l o t s  -  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s

T r e a t m e n t  G r o u p  A
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TABLE 5. 5 F em a le  s e x  horm one m a n ip u la t io n s

C o R E 2

GAL 1 0 0 % < DL 4 7 5 % 7 0 0 %

N P Y 1 0 0 % 2 3 0 % 10 4% 11 2%

NT 1 0 0 % 2 5 7 % < DL < DL

P P T - A 10 0% 3 0 0 % 35% 25%

V I P 1 0 0 % < DL 3 ,  8 0 0 % 7 ,  7 0 0 %

T r e a t m e n t  G r o u p  B

C A O A T

G A L 1 0 0 % 7% 9% 1 0 2 %

N P Y 1 0 0 % 8 6 % 1 9 0 % 1 2 0 %

N T 1 0 0 % 3 3 0 % 8 7 0 % 1 5 8 %

P P T - A 1 0 0 % 3 1 8 % 5 4 0 % 1 8 0 %

V I P N D N D N D N D

V a l u e s f o r  t r e a t m e n t g r o u p s a r e  e x p r e s s e d  a s p e r c e n t a g e s

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .

< D L  = B e l o w  d e t e c t i o n  l i m i t

N D N o t  d o n e
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h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s  -  G r o u p  A

TABLE 5. 6 F em a le  s e x  horm one m a n ip u la t io n s

C e n t r a l  H y p o t h a l a m u s

C 0 R E 2

G A L 3 4 +_ 3 3 0 _+ 2 3 5 +_ 2 3 7 +_ 3

N P Y 1 0 7 +. 1 2 9 3 +_ 9 9 8 +_ 6 1 1 5 _+ 9

N T 1 2 9 +_ 1 0 1 1 5 +_ 6 1 4 7 +_ 1 2 1 5 2 9

S P 1 4 1 +_ 7 1 3 0 +_ 1 1 1 3 6 +_ 1 3 1 5 8 _+ 8

V I P 3 5 +_ 2 3 3 +_ 1 3 1 +_ 1 3 5 +_ 1

L a t e r a l  H y p o t h a l a m u s

C 0 R E 2

G A L 3 3 _+ 3 3 2 +_ 3 3 4 +_ 2 4 0 + 4

N P Y 4 3 _+ 7 3 8 _+ 6 4 9 +_ 5 3 5 + 7

N T 1 4 4 +_ 1 4 1 2 1 +_ 1 0 1 5 4 +_ 1 4 1 4 0 +_ 1 1

S P 1 6 4 1 4 1 9 4 +_ 1 2 1 9 2 + 1 9 1 8 6 +_ 1 4

V I P 1 8 + 0 2 0 + 1 1 9 + 1 1 7 + 1

V a l u e s  a r e  p i c o m o l e s / g  w e t  w e i g h t  ( n  = 9 )  a s  d e t e r m i n e d  b y  

r a d i o i m m u n o a s s a y .  M e a n  v a l u e s  a r e  g i v e n  w i t h  s t a n d a r d

e r r o r s  o f  t h e  m e a n .
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h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s  -  G r o u p  B

TABLE 5. 7 F em a le  s e x  horm one m a n ip u la t io n s

C e n t r a l  H y p o t h a l a m u s

C A O A T

G A L 1 9 +_ 1 1 8 _+ 1 1 7 1 1 8 +_ 1

N P Y 1 0 7 1 3 1 0 3 +_ 1 7 9 0 +_ 10 1 0 3 +_ 1 3

N T 1 4 2 _+ 11 1 0 8 +_ 5 111 +_ 9 1 1 3 +_ 7

S P 1 3 8 +_ 12 9 2 _+ 7 9 4 +_ 1 5 101 +_ 12

V I P 3 6 + 1 3 5 + 1 3 7 + 2 3 5 _+ 2

L a t e r a l  H y p o t h a l a m u s

C A O A T

G A L 1 8 +_ 1 1 8 +_ 0 1 8 _+ 1 1 8 _+ 1

N P Y 3 3 5 2 8 _+ 4 2 7 +_ 6 3 5 _+ 3

N T 1 4 1 +_ 12 1 0 8 _+ 5 1 0 5 +_ 10 1 1 6 11

S P 1 4 5 +_ 1 6 1 1 4 _+ 1 4 111 + 20 1 2 4 _+ 1 8

V I P 12 +_ 1 11 _+ 1 11 +_ 0 1 3 +_ 1

V a l u e s  a r e  m e a n s  i n  p i c o m o l e s / g  w e t  w e i g h t  ( n  =  9 )  a s  

d e t e r m i n e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  g i v e n  w i t h  s t a n d a r d  e r r o r s

o f  t h e  m e a n .
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L E G E N D  T O  P L A T E  3  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m

f e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

-  G r o u p  A

C  = c o n t r o l s  

O = o v a r i e c t o m i s e d

R  =  o v a r i e c t o m i s e d  w i t h  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  

E 2  = h i g h  d o s e  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t

F o r  t h e  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  b e t a  s u b u n i t  N o r t h e r n  b l o t  5  

u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  l o a d e d  i n  e a c h  l a n e ,  w h i l s t  f o r  a l l  

t h e  o t h e r  b l o t s  5 0  u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  l o a d e d  i n  e a c h  

l a n e .  A l l  h y b r i d i s a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  D N A  

p r o b e s .



L U T E I N I  S I N G  
H O R M O N E - B e t a

PLATE 3
G A L A N I N

1 3 4

N E U R O P E P T I D E  Y  N E U R O T E N S I N

*  i |
•

c O  R E2 C  O  R E2

P R E P R O T A C H Y K I N I N - A  V A S O A C T I V E
I N T E S T I N A L
P E P T I D E

C O  R E2

t
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L E G E N D  T O  P L A T E  4  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m

f e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

-  G r o u p  B

C = c o n t r o l s

A  = L H R H  s u p e r - a g o n i s t  t r e a t e d

O A  =  o v a r i e c t o m i s e d  a n d  L H R H  s u p e r - a g o n i s t  t r e a t e d  

T  = t a m o x i f e n  t r e a t m e n t

F o r  t h e  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  b e t a  s u b u n i t  N o r t h e r n  b l o t  5  

u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  l o a d e d  o n t o  e a c h  l a n e ,  w h i l s t  f o r  a l l  

t h e  o t h e r  b l o t s  5 0  u g  o f  t o t a l  R N A  w a s  l o a d e d  i n t o  e a c h  

l a n e .  A l l  h y b r i d i s a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  D N A  

p r o b e s .



L U T E I N I S I N G  
H O R M O N E - B e t a

PLATE 4
G A L A N I N

1 3 6

C  A  OA  T

C  A  O A  T

N E U R O P E P T I D E  Y

C  A  O A  T

N E U R O T E N S I N

P R E P R O T A C H Y K I N I N - A

/

c A OA T
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A n a l y s i s  o f  t o t a l  p i t u i t a r y  R N A  w i t h  a  r a t  L H - b e t a  c D N A  

p r o b e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  d r a m a t i c  d i f f e r e n c e s  i n  

l e v e l s  o f  L H - b e t a  m R N A  a m o n g  t h e  d i f f e r e n t  g r o u p s .  I n  t h e  

o v a r i e c t o m i s e d  g r o u p  L H - b e t a  m R N A  w a s  i n c r e a s e d  

a p p r o x i m a t e l y  1 5 - f o l d  r e l a t i v e  t o  t h e  c o n t r o l  g r o u p .  

T r e a t m e n t  w i t h  h i g h  d o s e s  o f  o e s t r o g e n  r e s u l t e d  i n  a  

d e c r e a s e  i n  L H - b e t a  m R N A  t o  a p p r o x i m a t e l y  2% o f  c o n t r o l  

v a l u e s .  I n  b o t h  g r o u p s  o f  a n i m a l s  t h a t  r e c e i v e d  L H R H  

s u p e r a g o n i s t  t r e a t m e n t ,  L H - b e t a  m R N A  w a s  d e c r e a s e d  t o  

a p p r o x i m a t e l y  4 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s ,  w h i l s t  t a m o x i f e n  

t r e a t m e n t  p r o d u c e d  a  d e c r e a s e  i n  L H - b e t a  m R N A  t o  

a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s .  P r o l a c t i n  m R N A  

s h o w e d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  o v a r i e c t o m i s e d  g r o u p  t o  

a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s ,  a n d  w a s  i n c r e a s e d  i n  

b o t h  t h e  o v a r i e c t o m i s e d  a n d  o e s t r o g e n  r e p l a c e d  a n d  c h r o n i c  

o e s t r o g e n  t r e a t e d  g r o u p s  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 7 0  -  1 9 0 %  o f  

c o n t r o l  v a l u e s .  I n  t h e  2  g r o u p s  w h i c h  r e c e i v e d  L H R H  

s u p e r a g o n i s t  t r e a t m e n t  a n d  i n  t h e  t a m o x i f e n  t r e a t e d  g r o u p  

P R L  m R N A  w a s  u n a l t e r e d .  G r o w t h  h o r m o n e  m R N A  w a s  

i n c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 7 6 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  b y  

o v a r i e c t o m y  a n d  w a s  d e c r e a s e d  b y  c h r o n i c  o e s t r o g e n  

t r e a t m e n t  t o  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  b u t  w a s  

u n a f f e c t e d  i n  t h e  g r o u p s  w h i c h  r e c e i v e d  L H R H  s u p e r a g o n i s t  

t r e a t m e n t  a n d  i n  t h e  t a m o x i f e n  t r e a t e d  g r o u p .

A n t e r i o r  P i t u i t a r y  Hormone mRNA L e v e l s

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  G A L  c o n t e n t  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  

a l t e r a t i o n s  i n  n e a r l y  a l l  g r o u p s .  O v a r i e c t o m y  p r o d u c e d  a
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s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  G A L  c o n t e n t  ( 3 3  +. 3  f m o l / g l a n d  v s  

c o n t r o l  2 2 3  +. 1 4  f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 )  w h i l s t  b o t h  

o v a r i e c t o m y  w i t h  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  

o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  

p i t u i t a r y  G A L  c o n t e n t  ( 3 6 8  +. 1 4  f m o l / g l a n d  a n d  3 7 3  +. 1 4  

f m o l / g l a n d  r e s p e c t i v e l y  v s  c o n t r o l  2 2 3  +. 1 4  f m o l / g l a n d ,  

p < 0 .  0 1  f o r  e a c h ) .  T a m o x i f e n  t r e a t m e n t  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  

e f f e c t  o n  G A L  c o n t e n t  w h i l s t  b o t h  g r o u p s  o f  a n i m a l s  w h i c h  

r e c e i v e d  t h e  L H R H  s u p e r a g o n i s t  t r e a t m e n t  h a d  s i g n i f i c a n t l y  

d e c r e a s e d  G A L  c o n t e n t s  ( 3 9  +. 5  a n d  2 8  +. 6  f m o l / g l a n d  v s  

c o n t r o l  2 3 3  +. 6  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 0 1  f o r  e a c h ) .

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  N T  c o n t e n t  i n  g r o u p  A  s h o w e d  s o m e  

s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n s  f o l l o w i n g  m a n i p u l a t i o n s .  

O v a r i e c t o m y  i n c r e a s e d  N T  c o n t e n t  ( 8 5  +. 8  v s  c o n t r o l  6 2  + 7  

f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 5 )  w h i l s t  b o t h  o v a r i e c t o m y  w i t h  o e s t r o g e n  

r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  s i g n i f i c a n t l y  

l o w e r e d  N T  c o n t e n t  ( 8  +  3  a n d  5  +. 2  f m o l / g l a n d  

r e s p e c t i v e l y  v s  c o n t r o l  6 2  ±  1  f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1  f o r  

e a c h ) .  I n  t r e a t m e n t  g r o u p  B  n o  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  i n  

N T  c o n t e n t  w e r e  o b s e r v e d .

T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  N P Y  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

a l t e r e d  i n  o n l y  o n e  g r o u p  o f  a n i m a l s  o u t  o f  b o t h  t r e a t m e n t  

g r o u p s .  I n  g r o u p  A ,  s u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  i n c r e a s e d  N P Y  

c o n t e n t  ( 3 5  +. 4  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  2 0  +  2 .  0  f m o l / g l a n d ,

p <  0 . 0 1 ) .
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A n t e r i o r  p i t u i t a r y  S P  c o n t e n t  i n  g r o u p  A  w a s  i n c r e a s e d  b y  

o v a r i e c t o m y  ( 1 3 0  +. 2 5  v s  c o n t r o l  2 9  +  2  f m o l / g l a n d ,  

p c O . O O l ) ,  u n a l t e r e d  b y  o v a r i e c t o m y  a n d  o e s t r o g e n  

r e p l a c e m e n t  a n d  d e c r e a s e d  b y  c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  

( 1 8  +  3  v s  c o n t r o l  2 9  + 2  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 1 ) .  S u b s t a n c e  

P  c o n t e n t  i n  g r o u p  B  w a s  i n c r e a s e d  i n  b o t h  g r o u p s  w h i c h  

h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h  t h e  L H R H  s u p e r  a g o n i s t  ( 3 1  +. 1 0  a n d  

3 4  + 8  v s  c o n t r o l  1 8  + 3  f m o l / g l a n d ,  p < 0 .  0 5 )  w h i l s t  

t a m o x i f e n  t r e a t m e n t  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  S P  

c o n t e n t .

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  i n  g r o u p  A  w a s  d e c r e a s e d  b y  

s u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  ( 2 0 1  ±  1 9  v s  c o n t r o l  2 8 6  _+ 2 6  

f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 5 )  a n d  i n c r e a s e d  b y  b o t h  o v a r i e c t o m y  a n d  

o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  

( 6 , 4 2 2  +. 4 5 8  a n d  9 ,  6 6 2  +. 7 7 6  f m o l / g l a n d  r e s p e c t i v e l y  v s  

c o n t r o l  2 8 6  ±  2 6  f m o l / g l a n d ,  p c O . O O l ) .  I n  g r o u p  B  n o  

a l t e r a t i o n  i n  V I P  c o n t e n t  w a s  o b s e r v e d  i n  e i t h e r  o f  t h e  

t w o  g r o u p s  w h i c h  r e c e i v e d  t h e  L H R H  s u p e r a g o n i s t  t r e a t m e n t  

w h i l s t  t a m o x i f e n  t r e a t m e n t  d e c r e a s e d  V I P  c o n t e n t  

d r a m a t i c a l l y  ( 1 0  +. 2  f m o l / g l a n d  v s  c o n t r o l  2 4 0  +. 2 0  

f m o l / g l a n d ,  p < 0 . 0 0 1 ) .

N o  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  h y p o t h a l a m i c  

c o n t e n t  o f  a n y  p e p t i d e  i n  a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s .

M i n o r i t y  p e p t i d e  m R N A  l e v e l s

A l t e r a t i o n s  i n  G A L  m R N A  w e r e  o b s e r v e d  i n  n e a r l y  a l l  

g r o u p s .  I n  g r o u p  A ,  s u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  d e c r e a s e d  G A L
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m R N A  s o  m u c h  a s  t o  r e n d e r  i t  v i r t u a l l y  u n d e t e c t a b l e  w h i l s t  

o v a r i e c t o m y  w i t h  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  

o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  i n c r e a s e d  G A L  m R N A  ( t o  a p p r o x i m a t e l y  

4 7 5 %  a n d  7 0 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  r e s p e c t i v e l y ) .  I n  

t r e a t m e n t  g r o u p  B ,  G A L  m R N A  l e v e l s  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  

t a m o x i f e n  t r e a t m e n t  b u t  w e r e  d e c r e a s e d  t o  r o u g h l y  t h e  s a m e  

e x t e n t  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0 % o f  c o n t r o l  l e v e l s )  i n  t h e  t w o  

g r o u p s  w h i c h  r e c e i v e d  L H R H  s u p e r a g o n i s t  t r e a t m e n t .

N e u r o t e n s i n  m R N A  s h o w e d  a l t e r a t i o n s  i n  m o s t  g r o u p s .  

N e u r o t e n s i n  m R N A  i n  g r o u p  A  w a s  i n c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  

2 6 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  b y  o v a r i e c t o m y  a n d  d e c r e a s e d  t o  

u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  b y  b o t h  o v a r i e c t o m y  w i t h  o e s t r o g e n  

r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t .  I n  t r e a t m e n t  

g r o u p  B ,  m e d i c a l  c a s t r a t i o n  i n c r e a s e d  N T  m R N A  t o  

a p p r o x i m a t e l y  3 3 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  a n d  c o m b i n e d  m e d i c a l  

a n d  s u r g i c a l  c a s t r a t i o n  g r o u p  f u r t h e r  i n c r e a s e d  N T  m R N A  t o  

a p p r o x i m a t e l y  8 7 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  w h i l s t  t a m o x i f e n  

t r e a t m e n t  e l e v a t e d  N T  m R N A  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 5 8 %  o f  

c o n t r o l  l e v e l s .

N e u r o p e p t i d e  Y  m R N A  s h o w e d  f e w  r e s p o n s e s  t o  t h e  

m a n i p u l a t i o n s .  I n  g r o u p  A ,  a n  i n c r e a s e  i n  N P Y  m R N A  t o  

a p p r o x i m a t e l y  2 3 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  

s u r g i c a l l y  o v a r i e c t o m i s e d  g r o u p  a n d  i n  g r o u p  B  a n  i n c r e a s e  

t o  a p p r o x i m a t e l y  1 9 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  o b s e r v e d  i n  t h e  

o v a r i e c t o m i s e d  a n d  L H R H  s u p e r a g o n i s t  t r e a t e d  g r o u p .



141
L e v e l s  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  P P T - A  m R N A  i n  g r o u p  A  w e r e  

i n c r e a s e d  b y  s u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  ( t o  a p p r o x i m a t e l y  3 0 0 %  

o f  c o n t r o l  v a l u e s )  a n d  d e c r e a s e d  b y  b o t h  o v a r i e c t o m y  w i t h  

o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  ( t o  

3 5 %  a n d  2 5 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  r e s p e c t i v e l y ) .  I n  g r o u p  B ,  

m e d i c a l  c a s t r a t i o n  i n c r e a s e d  P P T - A  m R N A  a n d  c o m b i n e d  

m e d i c a l  a n d  s u r g i c a l  c a s t r a t i o n  i n c r e a s e d  i t  f u r t h e r  ( t o  

a p p r o x i m a t e l y  3 2 0 %  a n d  6 4 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  

r e s p e c t i v e l y ) .  T a m o x i f e n  t r e a t m e n t  p r o d u c e d  a n  i n c r e a s e  

i n  P P T - A  m R N A  l e v e l s  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 8 0 %  o f  c o n t r o l  

v a l u e s .

A n t e r i o r  p i t u i t a r y  V I P  m R N A  i n  g r o u p  A  w a s  d e c r e a s e d  t o  a n  

u n d e t e c t a b l e  l e v e l  b y  o v a r i e c t o m y  a n d  i n c r e a s e d  

d r a m a t i c a l l y  b y  o v a r i e c t o m y  w i t h  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  ( t o  

a p p r o x i m a t e l y  3 , 8 0 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s )  a n d  i n c r e a s e d  

f u r t h e r  ( t o  7 , 7 0 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s )  b y  c h r o n i c  o e s t r o g e n  

t r e a t m e n t .  T h e  y i e l d s  o f  R N A  i n  g r o u p  B  w e r e  t o o  l o w  t o  

a l l o w  p r o b i n g  f o r  a l l  f i v e  p e p t i d e s  a n d  V I P  w a s  o m m i t t e d .

N o  a l t e r a t i o n s  i n  h y p o t h a l a m i c  m R N A  w e r e  o b s e r v e d  f o r  a n y  

p e p t i d e  f o l l o w i n g  a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t s .
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D I S C U S S I O N

T h i s  s e r i e s  o f  m a n i p u l a t i o n s  s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d  

a l t e r a t i o n s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  g o n a d o t r o p h i c  h o r m o n e  

L H .  L u t e i n i n s i n g  h o r m o n e - b e t a  m R N A  s h o w e d  n e g a t i v e  

f e e d b a c k  r e s p o n s e s  t o  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  e n d o c r i n e  s t a t u s ,  

b e i n g  i n c r e a s e d  b y  s u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  a n d  d e c r e a s e d  b y  

o e s t r o g e n  t r e a t m e n t .  T r e a t m e n t  w i t h  t h e  L H R H  s u p e r a g o n i s t  

d i s c o n n e c t s  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f r o m  h y p o t h a l a m i c  L H R H  

r e g u l a t i o n .  G o n a d o t r o p h s  b e c o m e  d e s e n s i t i s e d  t o  t h e  

e f f e c t s  o f  h y p o t h a l a m i c  L H R H  f o l l o w i n g  c o n t i n u o u s  

t r e a t m e n t  w i t h  L H R H  o r  a n  a n a l o g u e ,  a s  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y ,  a s  a  r e s u l t  o f  r e c e p t o r  d o w n r e g u l a t i o n  ( C l a y t o n  R N  

1 9 8 2 ,  L a l l o z  M R A  e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e  d e c r e a s e  i n  L H - b e t a  

m R N A  s e e n  i n  b o t h  g r o u p s  o f  a n i m a l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  

a n a l o g u e  d e m o n s t r a t e d  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h i s  t r e a m e n t .  

T a m o x i f e n  i s  a  l o n g  a c t i n g  e s t r o g e n  a n t a g o n i s t  w h i c h  a l s o  

s h o w s  a g o n i s t  p r o p e r t i e s  a n d  p r o d u c e s  s p e c i e s ,  o r g a n  a n d  

c e l l  t y p e  s p e c i f i c  e f f e c t s ,  t h e  m e c h a n i s m s  o f  w h i c h  a r e  

n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d  ( F u r r  B J A  a n d  J o r d a n  V C  1 9 8 4 ) .

I n  g r o u p  A  G A L  s h o w e d  a  p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  w i t h  

o e s t r o g e n  s t a t u s ,  b e i n g  d e c r e a s e d  i n  o v a r i e c t o m i s e d  

a n i m a l s  a n d  i n c r e a s e d  i n  t h o s e  t r e a t e d  w i t h  o e s t r o g e n .

T h e  e f f e c t s  o f  a l t e r a t i o n s  i n  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  o n  

G A L  m R N A  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  K a p l a n  a n d  c o - w o r k e r s  w h i c h  

c o n f i r m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  ( K a p l a n  L M e t  a l  

1 9 8 8 a ) .  I n  g r o u p  B  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  L H R H  s u p e r  a g o n i s t  

r e d u c e d  G A L  p e p t i d e  a n d  m R N A  i n  b o t h  i n t a c t  a n d  

o v a r i e c t o m i s e d  a n i m a l s  t o  r o u g h l y  t h e  s a m e  l e v e l  

i n d i c a t i n g  t h a t  p i t u i t a r y  G A L  s y n t h e s i s  m a y  b e  d e p e n d e n t



u p o n  h y p o t h a l a m i c  L H R H .  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t a i n i n g  

r e v e a l e d  t h a t  i n  n o r m a l  f e m a l e  r a t s

g a l a n i n - i m m u n o r e a c t i v i t y  ( G A L - I R )  w a s  p r e s e n t  m a i n l y  i n  

l a c t o t r o p h s ,  w i t h  s o m e  m i n o r  s t a i n i n g  i n  s o m a t o t r o p h s  a n d  

t h y r o t r o p h s  ( S t e e l  J H  e t  a l  1 9 8 9 ) .  O e s t r o g e n  t r e a t m e n t  o f  

f e m a l e  r a t s  i n c r e a s e d  t h e  f r e q u e n c y  o f  c e l l s  s h o w i n g  

G A L - I R  w i t h  m o s t  p o s i t i v e  c e l l s  o b s e r v e d  t o  b e  

l a c t o t r o p h s ,  w h i l s t  i n  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  G A L - I R  w a s  

p r e s e n t  i n  s o m a t o t r o p h s  a n d  a  f e w  t h y r o t r o p h s  b u t  n o t  i n  

l a c t o t r o p h s  ( S t e e l  J H  e t  a l  1 9 8 9 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  G A L  

m a y  b e  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  P R L  s e c r e t i o n ,  a n d  t h e r e  i s  

e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t o  s u p p o r t  t h i s .  I n f u s i o n  o f  G A L  

i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  m a l e  r a t s  r e s u l t e d  i n  e l e v a t e d  

s e r u m  l e v e l s  o f  P R L  ( M e l a n d e r  T  e t  a l  1 9 8 7 ,  O t t l e c z  A  e t  

a l  1 9 8 8 )  w h e r e a s  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  G A L  h a d  n o  

e f f e c t  o n  s e r u m  P R L  l e v e l s  ( O t t l e c z  A  e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e  

i m m u n o c y t o c h e m i c a l  d a t a  t a k e n  t o g e t h e r  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  p r e s e n t  s t u d y  s u p p o r t s  a  r o l e  f o r  G A L  i n  r e g u l a t i n g  

P R L  s e c r e t i o n .

I n  g r o u p  A ,  s u r g i c a l  o v a r i e c t o m y  w a s  t h e  o n l y  m a n i p u l a t i o n  

t o  p r o d u c e  a n y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  p i t u i t a r y  N P Y  w i t h  a n  

a p p r o x i m a t e  d o u b l i n g  i n  p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t  s e e n  i n  

t h i s  g r o u p .  I n  g r o u p  B ,  n o  m a n i p u l a t i o n  p r o d u c e d  a n y  

a l t e r a t i o n  i n  N P Y  p e p t i d e  c o n t e n t ,  w h i l s t  c o m b i n e d  

s u r g i c a l  a n d  m e d i c a l  c a s t r a t i o n  i n c r e a s e d  N P Y  m R N A  t o  

a p p r o x i m a t e l y  1 9 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s .  T h e  g e n e r a l  l a c k  o f  

r e s p o n s e  o f  p i t u i t a r y  N P Y  t o  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  w a s  

s o m e w h a t  u n e x p e c t e d  a s  t h e r e  i s  e x t e n s i v e  e v i d e n c e  t o  

s u g g e s t  t h a t  N P Y  a f f e c t s  g o n a d o t r o p h  f u n c t i o n .  C e n t r a l
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a d m i n i s t r a t i o n  o f  N P Y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a f f e c t  c i r c u l a t i n g  

l e v e l s  o f  L H  i n  f e m a l e  r a t s  ( K a l r a  S P  a n d  C r o w l e y  W R  1 9 8 4 ,  

M c D o n a l d  J K  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h e  i n c u b a t i o n  o f  N P Y  w i t h  

c u l t u r e d  h e m i p i t u i t a r i e s  f r o m  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  

s t i m u l a t e d  t h e  r e l e a s e  o f  L H  a n d  e n h a n c e d  t h e  L H  r e l e a s i n g  

e f f e c t  o f  L H R H  ( C r o w l e y  W R e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  

t h i s  s e c t i o n  o f  t h e  s t u d y  t o g e t h e r  w i t h  t h e  d e t e c t i o n  o f  

N P Y  i n  a  s u b - s e t  o f  t h y r o t r o p h s  b y  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  

( d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  3 )  i n d i c a t e  t h a t  N P Y  s y n t h e s i s e d  i n  

t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  m a y  n o t  f u n c t i o n  i n  r e g u l a t i n g  

g o n a d o t r o p h i n  s e c r e t i o n .

T h e  e f f e c t s  o f  a l t e r a t i o n s  i n  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  o n  

p i t u i t a r y  N T  h a v e  n o t  b e e n  r e p o r t e d .  I n  g r o u p  A  

o v a r i e c t o m y  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  N T  c o n t e n t  a n d  m R N A  

w h i l s t  o e s t r o g e n  r e p l a c e m e n t  a n d  c h r o n i c  o e s t r o g e n  

t r e a t m e n t  p r o d u c e d  d e c r e a s e s  i n  b o t h  p e p t i d e  a n d  m R N A  

c o n t e n t .  I n  g r o u p  B ,  n o  a l t e r a t i o n s  i n  N T  p e p t i d e  c o n t e n t  

w e r e  o b s e r v e d  w h i l s t  m e d i c a l  c a s t r a t i o n  i n c r e a s e d  N T  m R N A  

a n d  c o m b i n e d  m e d i c a l  a n d  s u r g i c a l  c a s t r a t i o n  p r o d u c e d  a  

f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  N T  m R N A  i n d i c a t i n g  t h a t  N T  s y n t h e s i s  

a n d  p e p t i d e  t u r n o v e r  w e r e  d i f f e r e n t i a l l y  a f f e c t e d  b y  t h e s e  

t r e a t m e n t s .  A t  p r e s e n t  n o t h i n g  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  

c o l o c a l i s a t i o n  o f  N T  w i t h  p i t u i t a r y  h o r m o n e s ,  b u t  

e x p e r i m e n t a l  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  N T  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  

r e g u l a t i n g  t h e  s e c r e t i o n  o f  P R L .  M i c r o i n j e c t i o n  o f  N T  

i n t o  t h e  l a t e r a l  v e n t r i c l e  o r  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  m a l e  a n d  

o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  d e c r e a s e d  P R L  s e c r e t i o n  ( A r o n i n  

N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  S y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  N T  i n c r e a s e d  

s e r u m  P R L  l e v e l s  i n  m a l e  r a t s  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 )  a n d  i n
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o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  F o l l o w i n g  t h e  

a d d i t i o n  o f  N T  t o  c u l t u r e d  h e m i p i t u i t a r i e s  f r o m  m a l e  a n d  

o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 )  a n d  

d i s p e r s e d  p i t u i t a r y  c e l l s  f r o m  b o t h  m a l e  a n d  i n t a c t  f e m a l e  

r a t s  ( M e m o  M e t  a l  1 9 8 6 )  P R L  r e l e a s e  w a s  s t i m u l a t e d .  

H o w e v e r ,  a  d e c r e a s e  i n  P R L  s e c r e t i o n  f r o m  c u l t u r e d  a n d  

p e r i  f u s e d  r a t  p i t u i t a r y  c e l l s  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  N T  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  I n j e c t i o n  o f  N T  

a n t i s e r u m  i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  u n t r e a t e d  

o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  a n d  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  p r e t r e a t e d  

w i t h  o e s t r o g e n  a n d  p r o g e s t e r o n e  e l e v a t e d  p l a s m a  P R L  i n  

b o t h  g r o u p s  a n d  a l s o  i n  u n t r e a t e d  m a l e  r a t s  ( V i j a y a n  E  e t  

a l  1 9 8 8 ) .  I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  t h e  s a m e  a n t i s e r u m  

d e c r e a s e d  s e r u m  P R L  l e v e l s  i n  t h e  s a m e  t w o  g r o u p s  o f  

f e m a l e  r a t s ,  b u t  h a d  n o  e f f e c t  o n  P R L  l e v e l s  i n  m a l e s  

( V i j a y a n  E  e t  a l  1 9 8 8 ) .  T h e r e  i s  a l s o  a  s m a l l  a m o u n t  o f  

e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  N T  m a y  a f f e c t  g o n a d o t r o p h i n  

s e c r e t i o n .  I n j e c t i o n  o f  N T  i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  

o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  d e c r e a s e d  s e r u m  L H  l e v e l s  ( A r o n i n  N  e t  

a l  1 9 8 6 ) ,  w h i l s t  m i c r o i n j e c t i o n  i n t o  t h e  m e d i a l  p r e o p t i c  

a r e a  o f  i n t a c t  o r  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  i n c r e a s e d  s e r u m  L H  

l e v e l s  ( F e r r i s  C F  e t  a l  1 9 8 4 ) .  A  r o l e  f o r  N T  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  P R L  a n d  p o s s i b l y  g o n a d o t r o p h i n  s e c r e t i o n  i s  

i n d i c a t e d  b y  t h e  a b o v e  d a t a  a n d  w i t h o u t  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  

c o l o c a l i s a t i o n  o f  N T  a n d  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  

e f f e c t s  o f  N T  o n  t h e  r e l e a s e  o f  t h e s e  h o r m o n e s  i t  i s  

u n c e r t a i n  w i t h  w h i c h  o f  t h e s e  h o r m o n e s  N T  m a y  b e  i n v o l v e d .

I n  g r o u p  A ,  o v a r i e c t o m y  i n c r e a s e d  a n d  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  

d e c r e a s e d  S P  a n d  P P T - A  m R N A .  I n  g r o u p  B ,  b o t h  m e d i c a l
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c a s t r a t i o n  a n d  c o m b i n e d  s u r g i c a l  a n d  m e d i c a l  c a s t r a t i o n  

i n c r e a s e d  S P  a n d  P P T - A  m R N A .  P e p t i d e  l e v e l s  o f  S P  i n  t h e  

f e m a l e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  s h o w n  

t o  i n c r e a s e  a f t e r  o v a r i e c t o m y  a n d  d e c r e a s e  f o l l o w i n g  

o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  ( C o s l o v s k y  R  e t  a l  1 9 8 4 ,  D e P a l a t i s  L R  

e t  a l  1 9 8 5 )  c o n f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  

S u b s t a n c e  P  i m m u n o r e a c t i v i t y  ( S P - I R )  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  

p r e s e n t  i n  l a c t o t r o p h s  a n d  g o n a d o t r o p h s  i n  t h e  r a t  

p i t u i t a r y  ( M o r e l  G e t  a l  1 9 8 2 b )  a n d  e x p e r i m e n t a l  d a t a  

s u p p o r t  a  r o l e  f o r  S P  i n  r e g u l a t i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  b o t h  

c e l l  t y p e s .  I n j e c t i o n  o f  S P  i n t o  t h e  t h i r d  v e n t r i c l e  o f  

o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  e l e v a t e d  p l a s m a  L H  l e v e l s  ( A r o n i n  N  e t  

a l  1 9 8 6 )  w h i l s t  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  S P  i n t o  

o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  d e c r e a s e d  s e r u m  L H  l e v e l s  ( A r o n i n  N  e t  

a l  1 9 8 6 ) .  I n c u b a t i o n  o f  S P  w i t h  h e m i p i t u i t a r i e s  f r o m  

o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  h a d  n o  e f f e c t  o n  L H  r e l e a s e  ( A r o n i n  N  

e t  a l  1 9 8 6 ) .  I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  a n  S P  a n t i s e r u m  

r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  s e r u m  L H  a n d  F S H  l e v e l s  ( A r o n i n  

N  e t  a l  1 9 8 6 ) .  N o  e f f e c t  o n  P R L  s e c r e t i o n  w a s  s e e n  w h e n  

S P  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  l a t e r a l  v e n t r i c l e  o f  m a l e  r a t s  

( A r o n i n  N  e t  a l  1 9 8 6 )  b u t  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  o f  S P  

i n c r e a s e d  s e r u m  P R L  l e v e l s  i n  m a l e  r a t s  ( A r o n i n  N  e t  a l  

1 9 8 6 )  a n d  i n  o v a r i e c t o m i s e d  f e m a l e  r a t s  ( A r o n i n  N  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  A d d i t i o n  o f  S P  t o  c u l t u r e d  h e m i p i t u i t a r i e s  f r o m  

o v a r i e c t o m i s e d  r a t s  i n c r e a s e d  P R L  r e l e a s e  ( A r o n i n  N  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  S P  a n t i s e r u m  i n t o  

h y p e r p r o l a c t i n a e m i c  m a l e  a n d  f e m a l e  r a t s  r e d u c e d  

c i r c u l a t i n g  P R L  l e v e l s  b u t  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  p r o e s t r o u s  

s u r g e  o f  P R L  ( D e b e l j u k  L  e t  a l  1 9 8 7 ,  D e b e l j u k  L  e t  a l  

1 9 8 8 ) .  T h e  a b o v e  d a t a  t a k e n  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  t h e



p r e s e n t  s t u d y  s u p p o r t s  a  r o l e  f o r  S P  i n  m o d u l a t i n g  t h e  

f u n c t i o n s  o f  e i t h e r  l a c t o t r o p h s  o r  g o n a d o t r o p h s  o r  b o t h  

c e l l  t y p e s .
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V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t  i n  

t r e a t m e n t  g r o u p  A  w a s  d e c r e a s e d  b y  o v a r i e c t o m y  a n d  

i n c r e a s e d  b y  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t .  I n  g r o u p  B  n e i t h e r  

m e d i c a l  c a s t r a t i o n  n o r  c o m b i n e d  m e d i c a l  a n d  s u r g i c a l  

c a s t r a t i o n  h a d  a n y  e f f e c t  o n  V I P  p e p t i d e  c o n t e n t .

T a m o x i f e n  t r e a t m e n t  d e c r e a s e d  V I P  c o n t e n t ,  i n d i c a t i n g  t h a t  

t h i s  t r e a t m e n t  m a y  h a v e  a n  e f f e c t  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  

o v a r i e c t o m y .  T h e  p r e s e n c e  o f  V I P  w a s  r e p o r t e d  i n  r a t  

l a c t o t r o p h s  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i s a t i o n  ( M o r e l  G e t  

a l  1 9 8 2 c )  a n d  c o n f i r m e d  b y  S t e e l  a n d  c o l l e a g u e s  w h o  w e r e  

u n a b l e  t o  i d e n t i f y  t h e  c o l o c a l i s i n g  c e l l  t y p e  i n  n o r m a l  

m a l e  o r  f e m a l e  r a t  p i t u i t a r i e s ,  b u t  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

a f t e r  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  V I P - i m m u n o r e a c t i v e  c e l l s  w e r e  

c l e a r l y  i d e n t i f i a b l e  a s  l a c t o t r o p h s  i n  f e m a l e  r a t s  ( S t e e l  

J H  e t  a l  1 9 8 9 ) .  A  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p i t u i t a r y  V I P  a n d  

P R L  s e c r e t i o n  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  b y  a  v a r i e t y  o f  e v i d e n c e .  

C h r o n i c  t r e a t m e n t  o f  r a t s  w i t h  o e s t r o g e n  i n c r e a s e d  

p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  ( M a l e t t i  M e t  a l  1 9 8 2 ,  P r y s o r - J o n e s  

R A  e t  a l  1 9 8 8 ) .  M u t a n t  s t r a i n s  o f  m i c e  w i t h  p i t u i t a r i e s  

d e f i c i e n t  i n  P R L  p r o d u c i n g  c e l l s  h a v e  a  s i g n i f i c a n t l y  

r e d u c e d  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  V I P  c o n t e n t  ( N o g u c h i  Y  e t  a l  

1 9 8 8 ) .  A d d i t i o n  o f  V I P  a n t i s e r u m  t o  c u l t u r e d  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l s  d e c r e a s e d  P R L  r e l e a s e  ( H a g e n  T C  e t  a l  

1 9 8 6 ) .  T h e  r e v e r s e  h a e m o l y t i c  p l a q u e  a s s a y  s y s t e m  

d e m o n s t r a t e d  t h e  r e l e a s e  o f  V I P  f r o m  l a c t o t r o p h s  a n d
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s h o w e d  t h a t  V I P  a n t i s e r u m  o r  a  V I P  a n t a g o n i s t  c o u l d  

r e v e r s i b l y  b l o c k  P R L  s e c r e t i o n  f r o m  t h e s e  c e l l s  ( N a g y  G e t  

a l  1 9 8 8 ) .  B o t h  i n t r a v e n t r i c u l a r  a n d  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  

o f  V I P  i n c r e a s e d  P R L  s e c r e t i o n  i n  r a t s  ( K a t o  Y  e t  a l  

1 9 7 8 ) .  I n c u b a t i o n  o f  r a t  p i t u i t a r y  t u m o u r  c e l l s  w i t h  V I P  

p r o d u c e d  a n  i n c r e a s e  i n  P R L  s e c r e t i o n  a n d  P R L  m R N A  l e v e l s  

( C a r r i l l o  A J  e t  a l  1 9 8 5 ) .  I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  V I P  

a n t i s e r u m  b l o c k e d  s t r e s s - i n d u c e d  P R L  r e l e a s e ,  a n d  r e d u c e d  

s u c k l i n g - i n d u c e d  P R L  r e l e a s e  ( A b e  H e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h i s  

d a t a ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

s u p p o r t s  a  r o l e  f o r  V I P  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  P R L  r e l e a s e .



CHAPTER 6

M A L E  S E X  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S
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I N T R O D U C T I O N

I n  t h e  m a l e  r a t  t h e  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  o f  t h e  

g o n a d o t r o p h i c  h o r m o n e s  L H  a n d  F S H  a r e  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e d  

b y  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  t h e  g o n a d a l  s t e r o i d  h o r m o n e  

t e s t o s t e r o n e  ( G h a r i b  S D  e t  a l  1 9 8 6 ,  S t e i n e r  R A  e t  a l  1 9 8 2 ,  

G h a r i b  S D  e t  a l  1 9 8 7 ) .  T h e  s e c r e t i o n  o f  G H h a s  a l s o  b e e n  

r e p o r t e d  t o  b e  a f f e c t e d  b y  t e s t o s t e r o n e  a n d  t h e  p a t t e r n  o f  

G H  r e l e a s e  i s  d i f f e r e n t  i n  m a l e  a n d  f e m a l e  r a t s .  I n  m a l e  

r a t s  G H  i s  s e c r e t e d  i n  r e g u l a r  e p i s o d i c  b u r s t s  w h i c h  o c c u r  

a t  3 -  t o  4 - h o u r  i n t e r v a l s ,  w i t h  l o w  o r  u n d e t e c t a b l e  l e v e l s  

b e t w e e n  s e c r e t o r y  p e a k s  ( E d e n  S  1 9 7 9 ,  T a n n e n b a u m  G S  a n d  

M a r t i n  J B  1 9 7 6 ) .  I n  f e m a l e s ,  t h e  p e a k s  o c c u r  l e s s  

r e g u l a r l y ,  a n d  l e v e l s  b e t w e e n  p e a k s  a r e  e l e v a t e d  c o m p a r e d  

t o  t h o s e  i n  m a l e s  ( E d e n  S  1 9 7 9 ) .  O r c h i d e c t o m y  o f  n e o n a t a l  

m a l e  r a t s  r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  b o d y  w e i g h t  g a i n  a n d  

l o n g i t u d i n a l  b o n e  g r o w t h ,  a n  e f f e c t  r e v e r s e d  b y  

t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t  ( J a n s s o n  J - 0  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h e  

g r o w t h  s t i m u l a t i n g  p r o p e r t i e s  o f  t e s t o s t e r o n e  a p p e a r  t o  

o p e r a t e  v i a  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f r o m  t h e  d e m o n s t r a t i o n  

t h a t  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t  c a u s e d  a  d o s e - d e p e n d e n t  

i n c r e a s e  i n  l o n g i t u d i n a l  b o n e  g r o w t h  a n d  w e i g h t  i n c r e a s e  

i n  g o n a d e c t o m i s e d  m a l e  r a t s ,  b u t  h a d  n o  e f f e c t  o n  m a l e  

r a t s  t h a t  h a d  b e e n  h y p o p h y s e c t o m i s e d  a s  w e l l  a s  

g o n a d e c t o m i s e d  a n d  t r e a t e d  w i t h  G H  ( J a n s s o n  J - 0  e t  a l  

1 9 8 3 ) .

P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  s h o w n  t h a t  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  

p e p t i d e s  d o  n o t  a p p e a r  t o  b e  d r a m a t i c a l l y  i n f l u e n c e d  b y  

m a l e  s e x  h o r m o n e  s t a t u s .  M a n i p u l a t i o n s  o f  m a l e  s e x
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h o r m o n e  s t a t u s  w e r e  r e p o r t e d  t o  h a v e  n o  e f f e c t  o n  r a t  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  G A L  m R N A  ( K a p l a n  L M  e t  a l  1 9 8 8 ) .  I n  

t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  N T  c o n t e n t  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  

u n a f f e c t e d  b y  c a s t r a t i o n  ( G o e d e r t  M e t  a l  1 9 8 2 )  a n d  t h e  

c o n t e n t  o f  S P  w a s  r e p o r t e d  b y  d i f f e r e n t  g r o u p s  t o  b e  

e i t h e r  u n a l t e r e d  o r  d e c r e a s e d  b y  c a s t r a t i o n  ( C o s l o v s k y  R  

e t  a l  1 9 8 4 ,  D e P a l a t i s  L R  e t  a l  1 9 8 5 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  

t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  o n  N P Y  a n d  V I P  h a v e  n o t  b e e n  r e p o r t e d .
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A N I M A L S

R a t s  w e r e  m a l e  W i s t a r s  w e i g h i n g  b e t w e e n  2 0 0  -  2 3 0  g  

s u p p l i e d  b y  I n t e r f a u n a  L t d .  T h e  f o l l o w i n g  m a n i p u l a t i o n s  

w e r e  c a r r i e d  o u t ;

1 .  S u r g i c a l  c a s t r a t i o n .  O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  

s u p p l i e r  a n d  e x p e r i m e n t s  w e r e  t i m e d  f r o m  5  d a y s  

p o s t - s u r g e r y .

2 .  S u r g i c a l  c a s t r a t i o n  w i t h  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e m e n t .  

O p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  t h e  s u p p l i e r  a n d  t e s t o s t e r o n e  

r e p l a c e m e n t  b e g a n  5  d a y s  a f t e r  s u r g e r y .  E a c h  a n i m a l  

r e c e i v e d  d a i l y  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n s  o f  5 0 0  u g  o f  

t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  ( S i g m a ) .

3 .  C h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t .  I n t a c t  a n i m a l s  

r e c e i v e d  1 0 0  m g  o f  t e s t o s t e r o n e  p r o p i o n a t e  a d m i n i s t e r e d  i n  

4  d o s e s  o v e r  2 8  d a y s  i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  i n  d e p o t .

4 .  C o n t r o l s  w e r e  s h a m  o p e r a t e d .

A l l  t r e a t m e n t  g r o u p s  w e r e  m a i n t a i n e d  f o r  2 8  d a y s .  A n i m a l s  

w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  t i s s u e s  p r o c e s s e d  a s  d e s c r i b e d  i n

m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .
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R E S U L T S

T A B L E  6 . 1 M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

t i s s u e  w e i g h t s  a n d  R N A  y i e l d s

A n t e r i o r  p i t u i t a r y

__________________________________ W e t  w e i g h t __________________________ T o t a l  R N A

c ( a ) 5 0  m g 3 1 0  u g ( n =  5 )

cx (b) 6  2  m g 3 2  5  u g ( n =  5 )

R ( c ) 4  3  m g 2 8 0  u g ( n =  5 )

T (d) 4 2  m g 2 9 0  u g ( n =  5 )

H y p o t h a l a m u s

W e t  w e i c r h t T o t a l  R N A

C 1 9 1  m g 3 1 5  u g ( n  = 5 )

C X 2 2  7  m g 3 3 3  u g ( n  = 5 )

R 2 1 9  m g 3 8 0  u g ( n  = 5 )

T 1 8 9  m g 2 9 5  u g ( n  = 5 )

( a ) C =  c o n t r o l s

(b) C X =  c a s t r a t e d

( c ) R =  c a s t r a t e d  a n d  t e s t o s t e r o n e r e p l a c e d

( d ) T =  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d

A l l v a l u e s  a r e f o r  p o o l e d  g r o u p s  o f t i s s u e s
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a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s

G r o u p ________________ C________________________ C X ________________________ R __________________________ T

TABLE 6. 2 Male  s e x  h orm one  m a n i p u l a t i o n s

G A L 8 0 +_ 7 8 5 _+ 6 8 4 _+ 8 8 4 + 6

N P Y 1 2 3 1 5 _+ 2 1 0 +_ 3 1 3 2

N T 1 8 8 +_ 4 0 2 3 0 _+ 3 2 1 4 2 _+ 3 5 1 6 7 +_ 3 2

S P 1 7 5 +_ 1 8 1 5 8 _+ 2 2 2 0 4 _+ 1 1 1 5 8 _+ 2 3

V I P 2 3 3 + 2 7 2 0 8 + 3 6 1 6 9 + 2 4 5 5 3 *

M e a n  v a l u e s  a r e  f e m t o m o l e s  p e r  g l a n d  ( n  =  9 )  g i v e n  w i t h  

s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n .

* V e r s u s  c o n t r o l ,  p < 0 .  0 0 1
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s c a n n i n g  d e n s i t o m e t e r  a n a l y s i s  o f  N o r t h e r n  

b l o t s

i )  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s

TABLE 6. 3 Male  s e x  horm one  m a n i p u l a t i o n s

G r o u p C C X R T

G A L 1 0 0 % 1 0 4 % 9 8 % 9 7 %

N P Y 1 0 0 % 1 1 2 % 9 6 % 1 1 8 %

N T 1 0 0 % 1 0 1 % 1 0 3 % 9 7 %

P P T - A 1 0 0 % 4 8 % 1 0 8 % 1 7 8 %

V I P 1 0 0 % 1 0 3 % 5 4 % 4 8 %

i i )  a n t e r i o r  p i t u i t a r y h o r m o n e s

G r o u p C C X R T

L H - b 1 0 0 % 1 , 1 0 0 % 1 4 % < D L

G H 1 0 0 % 1 1 1 % 1 0 4 % 9 6 %

< D L  = B e l o w  d e t e c t i o n l i m i t

V a l u e s f o r  t r e a t m e n t  g r o u p s  a r e e x p r e s s e d  a s p e r c e n t a g e ;

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .



TABLE 6. 4 M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

h y p o t h a l a m i c  t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t s
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A )  C e n t r a l  h y p o t h a l a m u s

G r o u p ________________ C______________________ C X ________________________ R __________________________ T

G A L 1 3 +_ 1 1 3 _+ 1 1 2 +_ 0 1 3 _+ 1

N P Y 1 2 1 _+ 6 1 1 0 +_ 8 1 1 5 _+ 7 1 2 6 _+ 5

N T 1 0 4 +_ 7 1 0 8 _+ 5 1 0 9 +_ 9 1 0 8 +_ 6

S P 1 4 1 _+ 1 0 1 4 5 _+ 6 1 4 0 +_ 5 1 4 2 +_ 6

V I P 2 4 + 1 1 9 + 1 2 1 + 1 2 0 +_ 1

B )  L a t e r a l  h y p o t h a l a m u s

G r o u p ______________ C________________________ C X R T

G A L 1 1 _+ 1 1 3 _+ 1 1 2 +_ 1 1 2 +_ 1

N P Y 6 3 +_ 3 6 5 _+ 9 6 6 +_ 5 6 7 +_ 2

N T 1 4 2 +_ 9 1 3 4 7 1 3 1 +_ 5 1 4 9 +_ 7

S P 1 8 0 _+ 1 3 1 9 9 +_ 1 0 1 6 7 +_ 8 1 8 4 1 1

V I P 1 7 + 1 1 7 + 1 1 6 + 1 1 5 +_ 1

M e a n  v a l u e s  a r e  p i c o m o l e s  p e r  g  o f  t i s s u e  ( w e t  w e i g h t ,  n  = 

9 ) .  T h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n  i s  g i v e n  w i t h  e a c h

v a l u e .



L E G E N D  T O  P L A T E  5 R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  f r o m  

m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

C  = c o n t r o l s  

C X  =  c a s t r a t e d

R  = c a s t r a t e d  a n d  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e d  

T  =  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d

F o r  t h e  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e - b e t a  s u b u n i t  N o r t h e r n  b l o t  a l l  

l a n e s  w e r e  l o a d e d  w i t h  5  u g  o f  t o t a l  R N A  a n d  a l l  o t h e r  

b l o t s  w e r e  l o a d e d  w i t h  5 0  u g  o f  t o t a l  R N A  i n  e a c h  l a n e .

T h e  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e - b e t a  s u b u n i t ,  g a l a n i n ,  n e u r o t e n s i n  

a a n d  n e u r o p e p t i d e  Y  N o r t h e r n  b l o t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  

D N A  p r o b e s  a n d  t h e  p r e p r o t a c h y k i n i n - A  a n d  v a s o a c t i v e  

i n t e s t i n a l  p e p t i d e  b l o t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  R N A  p r o b e s .
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A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s

A n a l y s i s  o f  t o t a l  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  R N A  w i t h  a n  L H - b e t a  

s p e c i f i c  c D N A  p r o b e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  w e r e  d r a m a t i c  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c o n t e n t  o f  L H - b e t a  m R N A  b e t w e e n  t h e  

d i f f e r e n t  g r o u p s .  I n  t h e  c a s t r a t e d  g r o u p  L H - b e t a  m R N A  w a s  

i n c r e a s e d  a p p r o x i m a t e l y  1 1 - f o l d  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .  I n  

t h e  c a s t r a t e d  a n d  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e d  g r o u p  L H - b e t a  m R N A  

w a s  d e c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 4 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  

w h i l s t  i n  t h e  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d  g r o u p  L H - b e t a  

m R N A  w a s  d e c r e a s e d  t o  a n  u n d e t e c t a b l e  l e v e l .  G r o w t h  

h o r m o n e  m R N A  s h o w e d  n o  a l t e r a t i o n  f o l l o w i n g  a n y  o f  t h e  

t r e a t m e n t s .

M i n o r i t y  P e p t i d e  C o n c e n t r a t i o n s

T h e  c o n t e n t  o f  G A L  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w a s  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  e i t h e r  c a s t r a t i o n ,  c a s t r a t i o n  

w i t h  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e m e n t  o r  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  

t r e a t m e n t .

T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  N P Y  s h o w e d  n o  

s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  a n y  m a n i p u l a t i o n .

T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  N T  s i m i l a r l y  s h o w e d  n o  

r e s p o n s e  t o  a n y  m a n i p u l a t i o n .

S u b s t a n c e  P  p i t u i t a r y  c o n t e n t  w a s  a l s o  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

a f f e c t e d  b y  a n y  m a n i p u l a t i o n .
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T h e  p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  V I P  w a s  u n a f f e c t e d  b y  b o t h  

c a s t r a t i o n  a n d  c a s t r a t i o n  t o g e t h e r  w i t h  t e s t o s t e r o n e  

r e p l a c e m e n t .  I n  t h e  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d  g r o u p  

V I P  c o n t e n t  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  t o  5 4 .  8  +. 2 .  6  

f m o l / g l a n d  f r o m  2 3 3 .  1 +. 2 6 .  9  f m o l / g l a n d  i n  c o n t r o l  a n i m a l s

( p <  0 .  0 0 1 ) .

N o  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  w a s  s e e n  i n  t h e  h y p o t h a l a m i c  

c o n t e n t  o f  a n y  p e p t i d e  i n  a n y  t r e a t m e n t  g r o u p .

M i n o r i t y  P e p t i d e  m R N A  L e v e l s

N o  a l t e r a t i o n  i n  G A L ,  N P Y ,  o r  N T  m R N A  r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s  

w a s  o b s e r v e d  i n  a n y  o f  t h e  t r e a t m e n t  g r o u p s .

S u b s t a n c e  P  s h o w e d  a  d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  4 8 %  o f  

c o n t r o l  l e v e l s  i n  t h e  c a s t r a t e d  g r o u p ,  s h o w e d  n o  

a l t e r a t i o n  i n  t h e  c a s t r a t e d  a n d  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e d  

g r o u p  a n d  w a s  i n c r e a s e d  i n  t h e  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  

t r e a t e d  g r o u p  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 7 8 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s .

T h e  l e v e l  o f  V I P  m R N A  w a s  u n a f f e c t e d  b y  c a s t r a t i o n  b u t  w a s  

d e c r e a s e d  i n  t h e  c a s t r a t e d  a n d  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e d  g r o u p  

t o  a p p r o x i m a t e l y  5 4 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  a n d  w a s  a l s o  

d e c r e a s e d  i n  t h e  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d  g r o u p  t o  

a p p r o x i m a t e l y  4 8 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s .

N o  a l t e r a t i o n  i n  h y p o t h a l a m i c  m R N A  l e v e l s  w e r e  o b s e r v e d  

f o r  a n y  p e p t i d e  f o l l o w i n g  a n y  o f  t h e  m a n i p u l a t i o n s .
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T h e  m a n i p u l a t i o n s  s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d  a l t e r a t i o n s  i n  

g o n a d o t r o p h i n  s y n t h e s i s  a s  j u d g e d  b y  t h e  e f f e c t s  o n  

L H - b e t a  m R N A .  L u t e i n i s i n g  h o r m o n e - b e t a  m R N A  s h o w e d  

n e g a t i v e  f e e d b a c k  r e s p o n s e s  t o  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  

e n d o c r i n e  s t a t u s ,  b e i n g  i n c r e a s e d  b y  c a s t r a t i o n  a n d  

d e c r e a s e d  b y  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t .  T h e  m i n o r i t y  

p i t u i t a r y  p e p t i d e s  w e r e  o n  t h e  w h o l e  l a r g e l y  u n r e s p o n s i v e  

t o  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s .

G a l a n i n  m R N A  a n d  p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  u n a l t e r e d  i n  a n y  

t r e a t m e n t  g r o u p .  T h e  e f f e c t s  o f  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  

o n  G A L  m R N A  i n  m a l e  r a t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  K a p l a n  a n d  

c o - w o r k e r s  ( K a p l a n  L M  e t  a l  1 9 8 8 a )  w h o  f o u n d  t h a t  

c a s t r a t i o n  h a d  n o  e f f e c t  o n  p i t u i t a r y  G A L  m R N A ,  w h i l s t  

t r e a t m e n t  w i t h  t e s t o s t e r o n e  r e s u l t e d  i n  a  2 - f o l d  i n c r e a s e  

i n  G A L  m R N A .  T h i s  i n c r e a s e  w a s  a t t r i b u t e d  b y  t h e  a u t h o r s  

t o  t i s s u e  a r o m a t i s a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  t o  

1 7 b e t a - o e s t r a d i o l  a n d  w a s  n o t  r e g a r d e d  a s  a  d i r e c t  e f f e c t  

o f  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t  ( K a p l a n  LM e t  a l  1 9 8 8 a ) .  T h e  

r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  c o n f i r m  t h o s e  o f  K a p l a n  a n d  

c o - w o r k e r s  a n d  i n d i c a t e  a  l a c k  o f  i n v o l v e m e n t  o f  p i t u i t a r y  

G A L  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g o n a d o t r o p h i n  s e c r e t i o n  i n  m a l e  

r a t s .

N e u r o p e p t i d e  Y  w a s  u n a f f e c t e d  i n  t e r m s  o f  e i t h e r  m R N A  o r  

p e p t i d e  c o n t e n t  b y  a n y  t r e a t m e n t .  T h i s  l a c k  o f  e f f e c t  m a y  

b e  r e g a r d e d  a s  s o m e w h a t  u n e x p e c t e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  

e x p e r i m e n t a l  p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s ,  w h i c h  s u g g e s t e d  a  r o l e  

f o r  N P Y  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g o n a d o t r o p h i n  s e c r e t i o n .  I n
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f e m a l e  r a t s  N P Y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a f f e c t  L H  s e c r e t i o n  ( s e e  

c h a p t e r  5 )  a n d  i n  m a l e  r a t s  c e n t r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  N P Y  

w a s  s h o w n  t o  a l t e r  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  L H  ( K e r k e r i a n  L  

e t  a l  1 9 8 5 ) .  I n  f e m a l e  r a t s  p i t u i t a r y  N P Y  s h o w e d  l i t t l e  

r e s p o n s e  t o  a l t e r a t i o n s  i n  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  ( s e e  c h a p t e r

5 )  a n d  t h e  l a c k  o f  r e s p o n s e  i n  m a l e  r a t s  f u r t h e r  s u g g e s t s  

t h a t  p i t u i t a r y  N P Y  i s  n o t  i n v o l v e d  i n  g o n a d o t r o p h i n  

s e c r e t i o n .

T h e  e f f e c t s  o f  m a l e  c a s t r a t i o n  o n  N T  w e r e  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  b y  G o e d e r t  a n d  c o - w o r k e r s  w h o  f o u n d  n o  a l t e r a t i o n  

i n  p i t u i t a r y  N T  c o n t e n t  i n  c a s t r a t e d  m a l e  r a t s  ( G o e d e r t  M 

e t  a l  1 9 8 2 )  c o n f i r m i n g  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  

T h e  e f f e c t s  o f  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t  w e r e  n o t  

r e p o r t e d  a n d  w e r e  f o u n d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t o  h a v e  n o  

e f f e c t  o n  p i t u i t a r y  N T .

S u b s t a n c e  P  p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  

b y  a n y  m a n i p u l a t i o n .  T h e  p i t u i t a r y  p e p t i d e  c o n t e n t  o f  S P  

i n  m a l e  r a t s  s a c r i f i c e d  6  w e e k s  a f t e r  c a s t r a t i o n  w a s  

r e p o r t e d  t o  d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  6 0 %  o f  c o n t r o l  

v a l u e s  ( D e P a l a t i s  L R  e t  a l  1 9 8 5 ) .  H o w e v e r ,  i n  a n o t h e r  

r e p o r t ,  a n i m a l s  s a c r i f i c e d  a t  b o t h  1 4  d a y s  a n d  4 5  d a y s  

a f t e r  c a s t r a t i o n  d i d  n o t  h a v e  p i t u i t a r y  S P  c o n t e n t s  w h i c h  

w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  c o n t r o l s  ( C o s l o v s k y  R  e t  

a l  1 9 8 4 ) .  R e a s o n s  f o r  t h e  d i s c r e p a n c i e s  i n  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e s e  t w o  g r o u p s  a r e  u n c l e a r .  B o t h  g r o u p s  u s e d  a n i m a l s  o f  

t h e  S p r a g u e - D a w l e y  s t r a i n  a n d  t h e  t i m e  p e r i o d s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t s  ( 4 2  d a y s  i n  t h e  f o r m e r  a n d  4 5  d a y s  i n  t h e  

l a t t e r )  a r e  s i m i l a r .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  S P  p e p t i d e
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c o n t e n t  i n  t h e  c a s t r a t e d  a n d  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d  

g r o u p s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  c o n t r o l  

g r o u p  w h i l s t  P P T - A  m R N A  w a s  o b s e r v e d  t o  d e c r e a s e  a n d  

i n c r e a s e  i n  t h e s e  g r o u p s  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

a l t e r a t i o n s  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  S P  m a y  h a v e  o c c u r r e d  w h i c h  

d i d  n o t  a f f e c t  p e p t i d e  t u r n o v e r  s u f f i c i e n t l y  e n o u g h  t o  

p r o d u c e  d e t e c t a b l e  c h a n g e s  i n  c o n t e n t .

T h e  e f f e c t s  o f  a l t e r a t i o n s  i n  m a l e  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  o n  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  V I P  h a v e  n o t  p r e v i o u s l y  b e e n  r e p o r t e d .  

T h e  r e s p o n s e  o f  V I P  t o  t h e  m a n i p u l a t i o n s  w a s  s o m e w h a t  

u n u s u a l ,  w i t h  n o  a l t e r a t i o n  i n  V I P  p e p t i d e  o r  m R N A  c o n t e n t  

o b s e r v e d  i n  t h e  c a s t r a t e d  g r o u p  w h i l s t  t h e  c a s t r a t e d  a n d  

r e p l a c e d  g r o u p  s h o w e d  n o  a l t e r a t i o n  i n  p e p t i d e  c o n t e n t  b u t  

a  d e c r e a s e  i n  V I P  m R N A .  T h e  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d  

g r o u p  s h o w e d  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  V I P  p e p t i d e  c o n t e n t  

t o g e t h e r  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  V I P  m R N A  i n d i c a t i n g  t h a t  

t e s o s t e r o n e  e x e r t s  a  n e g a t i v e  e f f e c t  o n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

V I P  i n  t h e  m a l e  r a t .  H o w e v e r ,  t h e  l a c k  o f  e f f e c t  o f  

c a s t r a t i o n  o n  V I P  p e p t i d e  a n d  m R N A  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  

e f f e c t s  o f  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t m e n t  m a y  b e  i n d i r e c t .
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C H A P T E R  7

T H E  I N F L U E N C E  O F  E N D O C R I N E  S T A T U S  O N  G R O W T H H O R M O N E



165
I N T R O D U C T I O N

T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  

e n d o c r i n e  s t a t u s  c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  s t u d y  o n  t h e  

h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n  o f  g r o w t h  h o r m o n e  ( G H )  s e c r e t i o n .  

T h e  s e c r e t i o n  o f  G H  i s  r e g u l a t e d  b y  t w o  h y p o t h a l a m i c  

h o r m o n e s  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  ( G H R H )  a n d  

s o m a t o s t a t i n  ( S R I F )  a s  w e l l  a s  b y  p e r i p h e r a l  h o r m o n e s  s u c h  

a s  g l u c o c o r t i c o i d ,  t h y r o i d  a n d  s e x  s t e r o i d  h o r m o n e s .  I n  

b o t h  h u m a n s  a n d  r a t s  h y p o t h y r o i d i s m  p r o d u c e s  l o w e r e d  

p i t u i t a r y  a n d  s e r u m  G H l e v e l s  ( P e a k e  G T  e t  a l  1 9 7 3 ,  H e r v a s  

F  e t  a l  1 9 7 5 ,  C o i r o  V  e t  a l  1 9 7 9 )  a n d  r e s u l t s  i n  a n  

a b n o r m a l  r e s p o n s e  t o  G H R H  ( W i l l i a m s  T  e t  a l  1 9 8 5 ,  R o o t  J L  

e t  a l  1 9 8 5 ) .  H y p e r t h y r o i d i s m  i s  a l s o  k n o w n  t o  i m p a i r  GH  

s e c r e t i o n  a n d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  r e d u c e  t h e  r i s e  i n  

p l a s m a  G H  l e v e l s  i n  r e s p o n s e  t o  e x o g e n o u s  G H R H ,  w i t h o u t  

a f f e c t i n g  b a s a l  p l a s m a  G H l e v e l s  ( W a k a b a y a s h i  I  e t  a l  

1 9 8 5 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  a l t e r e d  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s ,  

e s p e c i a l l y  h y p o t h y r o i d i s m ,  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  

a n d  t h e  e f f e c t s  o n  G H r e l e a s e  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  a r e  w e l l  

c h a r a c t e r i s e d .  H o w e v e r ,  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  e f f e c t s  

o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  o n  h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n  o f  G H  

s y n t h e s i s .  G l u c o c o r t i c o i d s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  a f f e c t  

t h e  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  o f  G H .  S y s t e m i c  

a d i m i n i s t r a t i o n  o f  d e x a m e t h a s o n e  i n  r a t s  w a s  r e p o r t e d  t o  

i n c r e a s e  G H  s e c r e t i o n  ( B e i n f e l d  MC a n d  P a c k m a n  P M  1 9 8 0 )  

a n d  e n h a n c e  t h e  G H  r e l e a s i n g  e f f e c t  o f  G H R H  ( W e h r e n b e r g  WB  

e t  a l  1 9 8 3 ) .  G l u c o c o r t i c o i d s  w e r e  s h o w n  t o  e n h a n c e  t h e  

s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  G H R H  o n  G H  s e c r e t i o n  a n d  G H  m R N A  

a c c u m u l a t i o n  i n  p r i m a r y  c u l t u r e s  o f  r a t  p i t u i t a r y  c e l l s
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( V a l e  W e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h e r e  a r e  n o  r e p o r t s  o f  t h e  e f f e c t s  

o f  a l t e r a t i o n s  i n  a d r e n a l  h o r m o n e  s t a t u s  o n  h y p o t h a l a m i c  

G H  r e g u l a t i o n .  G o n a d a l  s t e r o i d  h o r m o n e s  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  t o  a f f e c t  G H s e c r e t i o n ,  a l t h o u g h  t h e i r  e f f e c t s  

h a v e  n o t  b e e n  a s  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  a s  t h o s e  o f  

g l u c o c o r t i c o i d  a n d  t h y r o i d  h o r m o n e s .  S o m e  g r o u p s  h a v e  

r e p o r t e d  t h a t  o e s t r o g e n  s t i m u l a t e s  t h e  r e l e a s e  o f  G H  f r o m  

c u l t u r e d  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  ( S i m a r d  J  e t  a l  

1 9 8 6 ,  W e h r e n b e r g  WB e t  a l  1 9 8 5 )  w h i l s t  o t h e r s  f o u n d  i t  t o  

h a v e  n o  e f f e c t  o n  b a s a l  o r  G H R H  s t i m u l a t e d  G H  r e l e a s e  f r o m  

s u c h  c u l t u r e s  ( W e b b  C B  e t  a l  1 9 8 3 ) .  C a s t r a t i o n  o f  

n e o n a t a l  m a l e  r a t s  w a s  r e p o r t e d  t o  d e c r e a s e  b o d y  w e i g h t  

g a i n  a n d  l o n g i t u d i n a l  b o n e  g r o w t h ,  e f f e c t s  w h i c h  c o u l d  b e  

r e v e r s e d  b y  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e m e n t  ( J a n s s o n  J - 0  e t  a l  

1 9 8 5 ) .
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R E S U L T S

T h e  r e s u l t s  g i v e n  h e r e  a r e  f o r  a n i m a l s  m a n i p u l a t e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r s  3 - 6 .

T A B L E  7 . 1  H y p o t h a l a m i c  a n d  p i t u i t a r y  m R N A  l e v e l s  

A )  T h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

C ____________________________ T X ________________________________ T 4

S R I F 1 0 0 % 1 0 9 % +_ 7% 1 0 3 % +_ 4%

G H R H 1 0 0 % 5 4 0 % +_ 8 0 % 4 8 % +_ 5%

G H 1 0 0 % 1 8 % _+ 9% 9 7 % _+ 8 %

B )  A d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

C A X A C D X

S R I F 1 0 0 % 1 0 1 % 9 5 % 9 7 %

G H R H 1 0 0 % 1 1 2 % 1 0 4 % 9 5 %

G H 1 0 0 % 5 8 % 6 5 % 1 0 8 %

M e a n s  a n d  s t a n d a r d  e r r o r s  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  

h y p o t h a l a m i c  a n d  p i t u i t a r y  m R N A s  i n  h y p o -  a n d  h y p e r t h y r o i d  

a n i m a l s  a s  t h e s e  m a n i p u l a t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  s e v e r a l  

t i m e s .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e s e  v a l u e s  i n c l u d e  b u t  

d o  n o t  s o l e l y  r e p r e s e n t  d a t a  d e r i v e d  f r o m  t h e  a n i m a l s  

d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  3 .
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C )  F e m a l e s e x  h o r m o n e m a n i p u l a t i o n s  --  c r r o u p  A

E 2C O R

S R I F 1 0 0 % 1 0 2 % 1 0 4 % 1 0 0 %

G H R H 1 0 0 % 1 0 4 % 1 0 1 % 9 8 %

G H 1 0 0 % 1 7 6 % 8 4 % 5 1 %

C )  F e m a l e s e x  h o r m o n e m a n i r m l a t i  o n s -  c r r o u n  B

TC A O A

S R I F 1 0 0 % 1 1 1 % 1 0 7 % 9 4 %

G H R H 1 0 0 % 1 0 8 % 9 8 % 1 0 2 %

G H 1 0 0 % 1 0 4 % 1 1 0 % 1 0 4 %

D )  M a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s

C C X R T

S R I F 1 0 0 % 1 0 9 % 1 0 7 % 9 2 %

G H R H 1 0 0 % 8 8 % 1 02 % 1 0 4 %

G H 1 0 0 % 1 1 1 % 1 0 4 % 9 6 %

V a l u e s f o r  t r e a t m e n t g r o u p s  a r e e x p r e s s e d  a s p e r c e n t a g e s

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l s .



T A B L E  7 .  2 H y p o t h a l a m i c  G H R H  a n d  S R I F  c o n t e n t  i n  

t h y r o i d  m a n i p u l a t i o n s

169

l a t e r a l  h y p o t h a l a m u s  c e n t r a l  h y p o t h a l a m u s

G H R H  S R I F  G H R H  S R I F

C o n  1 4  +. 1 .  2  2 1 3 3  ±  7 1  7 7 . 3  ±  5 . 8  3 6 0 3  ±  1 6 7

T X  1 1  +  2 . 1  2 1 7 6  + 1 5 5  3 6 . 6  + 2 . 3 *  3 5 3 4  + 1 6 0

T 4 1 2  + 1 . 3  2 4 4 0  + 3 5 2  5 4 . 0  + 4 . 3 * *  3 0 9 4  + 1 5 9

M e a n  v a l u e s  a r e  p i c o m o l e s / g  w e t  w e i g h t  t i s s u e  a s  

d e t e r m i n e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( n  =  1 2 ) .

*  p <  0 . 0 1

* *  p < 0 . 0 5 )
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L E G E N D  T O  P L A T E  6  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  o f

t h e  e f f e c t s  o f  m a n i p u l a t i o n s  o n  

g r o w t h  h o r m o n e  m R N A

T H Y R O I D  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S

C =  c o n t r o l
T X  =  t h y r o i d e c t o m i s e d
T 4  =  c h r o n i c  t h y r o x i n e  t r e a t e d

A D R E N A L  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S

C  =  c o n t r o l
A X  =  a d r e n a l e c t o m i s e d
A C  =  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d
D X  = d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d

F E M A L E  S E X  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S  ( g r o u p  A  o n l y  i s  s h o w n )

C  = c o n t r o l  
O  =  o v a r i e c t o m i s e d
R  = o v a r i e c t o m i s e d  a n d  o e s t r o g e n  r e p l a c e d  
E 2  = c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t e d

M A L E  S E X  H O R M O N E  M A N I P U L A T I O N S

C  = c o n t r o l  
C X  = c a s t r a t e d
R  = c a s t r a t e d  a n d  t e s t o s t e r o n e  r e p l a c e d  
T +  =  c h r o n i c  t e s t o s t e r o n e  t r e a t e d

F o r  e a c h  N o r t h e r n  b l o t  a l l  l a n e s  c o n t a i n e d  5  u g  o f  t o t a l  

R N A  a n d  a l l  h y b r i d i s a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  D N A  

p r o b e s .
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T H Y R O I D
H O R M O N E
M A N I P U L A T I O N S

F E M A L E
S E X  H O R M O N E
M A N I P U L A T I O N S

C O R

A D R E N A L
H O R M O N E
M A N I P U L A T I O N S

C AX AC DX

M A L E
S E X  H O R M O N E  
M A N I P U L A T I O N S

E 2
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L E G E N D  T O  P L A T E  7  R e p r e s e n t a t i v e  N o r t h e r n  b l o t s  o f  t h e

e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  

m a n i p u l a t i o n s  o n  h y p o t h a l a m i c  g r o w t h  

h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  m R N A  a n d  

s o m a t o s t a t i n  m R N A  a n d  o n  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  g r o w t h  h o r m o n e  m R N A  f o l l o w i n g  

R N a s e  H d i g e s t i o n

C = c o n t r o l

T 4  = c h r o n i c  t h y r o x i n e  t r e a t e d  

T X  = t h y r o i d e c t o m i s e d

C + = c o n t r o l  p i t u i t a r y  R N A  h y b r i d i s e d  w i t h  o l i g o ( d T )  a n d  

d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  H

T X +  =  t h y r o i d e c t o m i s e d  p i t u i t a r y  R N A  h y b r i s e d  w i t h  

o l i g o ( d T )  a n d  d i g e s t e d  w i t h  R N a s e  H

T h e  N o r t h e r n  b l o t  f o r  g r o w t h  h o r m o n e  r e l e a s i n g  h o r m o n e  

c o n t a i n e d  5 0  u g  o f  t o t a l  R N A  i n  e a c h  l a n e ,  t h e  

s o m a t o s t a t i n  b l o t  c o n t a i n e d  2 0  u g  o f  t o t a l  R N A  i n  e a c h  

l a n e  a n d  t h e  b l o t  f o r  g r o w t h  h o r m o n e  c o n t a i n e d  5  u g  i n  

e a c h  l a n e .  A l l  h y b r i d i s a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  D N A

p r o b e s .
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A n t e r i o r  P i t u i t a r y  H o r m o n e  m R N A  L e v e l s

I n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r i e s  o f  t h e  h y p o t h y r o i d  g r o u p  G H  

m R N A  l e v e l s  w e r e  d e c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  2 0 %  o f  c o n t r o l  

l e v e l s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  d e c r e a s e  i n  a m o u n t  o f  G H  m R N A  

o b s e r v e d  i n  t h e  h y p o t h y r o i d  s t a t e  a  c h a n g e  i n  G H m R N A  

s t r u c t u r e  w a s  a l s o  o b s e r v e d  w i t h  t h e  m a t u r e  G H  m R N A  

i n c r e a s i n g  i n  s i z e  b y  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  -  1 5 0  n u c l e o t i d e s .  

I n  t h e  h y p e r t h y r o i d  g r o u p  G H  m R N A  l e v e l s  w e r e  u n a f f e c t e d  

r e l a t i v e  t o  c o n t r o l  l e v e l s  a n d  t h e r e  w a s  n o  o b s e r v a b l e  

a l t e r a t i o n  i n  G H  m R N A  s t r u c t u r e .  F o l l o w i n g  R N A s e  H 

d i g e s t i o n  o f  o l i g o - d T  h y b r i d i s e d  t o t a l  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

R N A  a n d  a n a l y s i s  o f  t h e  r e s u l t i n g  d e - a d e n y l a t e d  p r o d u c t s ,  

a  G H  m R N A  o f  e q u a l  l e n g t h  w a s  o b s e r v e d  i n  R N A  f r o m  b o t h  

c o n t r o l  a n d  t h y r o i d e c t o m i s e d  p i t u i t a r i e s .  E s t i m a t i o n  o f  

t h e  l e n g t h  o f  G H m R N A s  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  p o s i t i o n s  o f  

2 8 S  a n d  1 8 S  r i b o s o m a l  R N A s  s h o w e d  t h a t  i n  u n t r e a t e d  

c o n t r o l  p i t u i t a r i e s  t h e  G H  m R N A  w a s  a p p r o x i m a t e l y  9 0 0  

n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h  a n d  i n  t h y r o i d e c t o m i s e d  p i t u i t a r i e s  

w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 , 0 0 0  n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h .  F o l l o w i n g  

R N A s e  H d i g e s t i o n  t h e  GH m R N A  i n  R N A  f r o m  b o t h  c o n t r o l  a n d  

t h y r o i d e c t o m i z e d  p i t u i t a r i e s  w a s  a p p r o x i m a t e l y  7 8 0  

n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h .

I n  t h e  a d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t e d  a n i m a l s  G H  m R N A  w a s  

d e c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  6 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  i n  b o t h  

t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  a d r e n a l e c t o m i s e d  a n d  c a s t r a t e d  

g r o u p s  a n d  w a s  u n a f f e c t e d  b y  c h r o n i c  d e x a m e t h a s o n e

t r e a t m e n t .
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I n  t h e  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n  g r o u p  A , G H  m R N A  

w a s  i n c r e a s e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 7 5 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s  b y  

o v a r i e c t o m y  a n d  d e c r e a s e d  b y  c h r o n i c  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  

t o  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  c o n t r o l  v a l u e s .  N o  a l t e r a t i o n  i n  

G H m R N A  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  

m a n i p u l a t i o n  g r o u p  B  o r  i n  t h e  m a l e  s e x  h o r m o n e  

m a n i p u l a t e d  g r o u p .

H y p o t h a l a m i c  m R N A  l e v e l s

N o r t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  o f  t o t a l  h y p o t h a l a m i c  R N A  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  S R I F  m R N A  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  

a l t e r a t i o n  i n  a n y  t r e a t m e n t  g r o u p  o f  t h e  f o u r  m a n i p u l a t i o n  

s e r i e s .  L e v e l s  o f  G H R H  m R N A  w e r e  a l t e r e d  i n  t h e  t h y r o i d  

h o r m o n e  m a n i p u l a t e d  a n i m a l s  w i t h  n o  s i g n i f i c a n t  a l t e r a t i o n  

o b s e r v e d  i n  a n y  g r o u p  i n  t h e  o t h e r  t h r e e  s e r i e s  o f  

e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s .  G r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  

m R N A  w a s  a l t e r e d  i n  b o t h  h y p o  a n d  h y p e r t h y r o i d  a n i m a l s  

a l t h o u g h  i n  d i f f e r e n t i a l  f a s h i o n  w i t h  a n  i n c r e a s e  t o  5 .  4  +. 

0 .  8  ( n  = 5 )  t i m e s  c o n t r o l  l e v e l s  b e i n g  s e e n  i n  t h e  

t h y r o i d e c t o m i s e d  g r o u p  a n d  a  d e c r e a s e  t o  0 .  4 8  +. 0 .  0 5  ( n  =  

4 )  o f  c o n t r o l  l e v e l s  b e i n g  s e e n  i n  t h e  T 4  t r e a t e d  g r o u p .

H y p o t h a l a m i c  P e p t i d e  C o n t e n t s

N e i t h e r  c e n t r a l  o r  l a t e r a l  h y p o t h a l a m i c  r e g i o n s  s h o w e d  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  S R I F  c o n t e n t  i n  a n i m a l s  f r o m  

e i t h e r  t h e  h y p o t h y r o i d  g r o u p  o r  t h e  h y p e r t h y r o i d  g r o u p .

B o t h  t h y r o i d e c t o m y  a n d  T 4  t r e a t m e n t  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t  

d e c r e a s e s  i n  c e n t r a l  h y p o t h a l a m i c  G H R H  c o n t e n t  w i t h  t h e
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t h y r o i d e c t o m i s e d  g r o u p  s h o w i n g  t h e  g r e a t e s t  d e c r e a s e  t o  

a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  ( 3 6 .  6  +. 2 .  3  v s  7 7 .  3  ±  

5 . 8  p m o l / g ,  P < 0 . 0 1 )  a n d  t h e  T 4  t r e a t e d  g r o u p  s h o w i n g  a  

d e c r e a s e  t o  a p p r o x i m a t e l y  7 0 %  o f  c o n t r o l  l e v e l s  ( 5 4 . 0  +.

4 .  3 v s  7 7 .  3  +. 5 .  8  p m o l / g ,  P < 0 .  0 5 ) .  N o  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  w a s  o b s e r v e d  i n  G H R H  c o n t e n t  o f  t h e  l a t e r a l  

h y p o t h a l a m i c  r e g i o n .
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D I S C U S S I O N

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s e c t i o n  o f  t h e  s t u d y  d e m o n s t r a t e  t h a t  

t h e  m e t h o d s  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  c a p a b l e  o f  

p r o d u c i n g  a n d  d e t e c t i n g  a l t e r a t i o n s  i n  a  h y p o t h a l a m i c  

p e p t i d e  k n o w n  t o  b e  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  p i t u i t a r y  

f u n c t i o n .  G r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  m R N A  w a s  

u n r e s p o n s i v e  t o  a l t e r a t i o n s  i n  a d r e n a l  o r  g o n a d a l  s t a t u s  

b u t  w a s  a l t e r e d  f o l l o w i n g  m a n i p u l a t i o n s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  

s t a t u s ,  b e i n g  i n c r e a s e d  b y  t h y r o i d e c t o m y  a n d  d e c r e a s e d  b y  

T 4  t r e a t m e n t .  S o m a t o s t a t i n  m R N A  s h o w e d  n o  a l t e r a t i o n  i n  

a n y  g r o u p  i n  a n y  o f  t h e  m a n i p u l a t i o n  s e r i e s .  F o l l o w i n g  

o b s e r v a t i o n  o f  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  G H R H  m R N A  i n  t h e  

t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  t r e a t e d  g r o u p s  t h e  p e p t i d e  c o n t e n t  

o f  G H R H  a n d  S R I F  w a s  m e a s u r e d  i n  t h e s e  g r o u p s .

A l t e r a t i o n s  i n  h y p o t h a l a m i c  G H R H  p e p t i d e  c o n t e n t  w e r e  

o b s e r v e d  i n  b o t h  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  a n d  T 4  t r e a t e d  

a n i m a l s  w h i l s t  S R I F  c o n t e n t  w a s  u n a l t e r e d  i n  e i t h e r  g r o u p .  

I n  t h e  h y p o t h a l a m i  o f  b o t h  h y p o t h y r o i d  a n d  h y p e r t h y r o i d  

r a t s  d e c r e a s e s  i n  G H R H  p e p t i d e  c o n t e n t  t o  a p p r o x i m a t e l y  

5 0 %  a n d  7 0 %  r e s p e c t i v e l y  o f  c o n t r o l  v a l u e s  w e r e  o b s e r v e d .  

T h e  d e p l e t i o n  i n  G H R H  p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  o f  s i m i l a r  

m a g n i t u d e  t o  t h a t  d e s c r i b e d  i n  a  p r e v i o u s  r e p o r t  o f  t h e  

e f f e c t s  o f  t h y r o i d e c t o m y  o n  h y p o t h a l a m i c  G H R H  p e p t i d e  

c o n t e n t  ( K a t a k a m i  H e t  a l  1 9 8 6 ) .  T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  

p h e n o m e n o n  i s  u n c e r t a i n  a n d  m i g h t  r e f l e c t  s o m e  

p o s t t r a n s c r i p t i o n a l  d e r a n g e m e n t  i n  G H R H  s y n t h e s i s ,  

p o s s i b l y  t h r o u g h  a n  a l t e r a t i o n  i n  G H R H  p r o c e s s i n g  

r e s u l t i n g  i n  a n  a l t e r e d  m o l e c u l a r  f o r m  o f  t h e  p e p t i d e  o r  

b y  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s l a t i o n  o f  G H R H  m R N A .  A n  a l t e r n a t i v e  

e x p l a n a t i o n  m i g h t  b e  h y p o t h a l a m i c  f e e d b a c k  r e g u l a t i o n  o f
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G H  s e c r e t i o n  i n  r e p o n s e  t o  t h e  a b n o r m a l l y  l o w  l e v e l s  o f  

c i r c u l a t i n g  G H .  T h y r o i d  h o r m o n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  

d i r e c t l y  i n v o l v e d  i n  G H  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  ( K o e n i g  R J  e t  

a l  1 9 8 7 ,  G l a s s  C K  e t  a l  1 9 8 7 ,  F o r m a n  B M  e t  a l  1 9 8 8 )  

s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  i s  a  

n e c e s s a r y  p r e r e q u i s i t e  f o r  n o r m a l  G H  s y n t h e s i s .  T h e  

a b o l i t i o n  o f  p u l s a t i l e  G H s e c r e t i o n  ( M a r t i n  D  e t  a l  1 9 8 5 )  

a n d  t h e  b l u n t i n g  o f  t h e  G H r e l e a s i n g  e f f e c t  o f  G H R H  i n  

h u m a n s  ( W i l l i a m s  T  e t  a l  1 9 8 5 )  a n d  r a t s  ( R o o t  J L  e t  a l  

1 9 8 5 ,  D i e g u e z  C  e t  a l  1 9 8 5 )  s u p p o r t s  t h i s  t h e o r y  a n d  

s u g g e s t s  t h a t  i n  t h e  h y p o t h y r o i d  s t a t e  G H p r o d u c t i o n  i s  

e f f e c t i v e l y  d i s c o n n e c t e d  f r o m  h y p o t h a l a m i c  c o n t r o l  ( M a r t i n  

D e t  a l  1 9 8 5 ) .  I n  t h i s  c a s e  t h e  i n c r e a s e  i n  m R N A  a n d  

d e c r e a s e  i n  p e p t i d e  c o n t e n t  m i g h t  r e f l e c t  a n  i n c r e a s e d  

r a t e  o f  G H R H  s y n t h e s i s  a n d  r e l e a s e  s i m i l a r  t o  t h e  f e e d b a c k  

e f f e c t s  o f  t h y r o i d e c t o m y  o n  T S H  p r o d u c t i o n  w h i c h  h a v e  b e e n  

s h o w n  t o  p r o d u c e  a n  i n c r e a s e  i n  T S H  b e t a  s u b u n i t  m R N A  

l e v e l s  ( F r a n k l y n  J A  e t  a l  1 9 8 7 )  t o g e t h e r  w i t h  a  d e c r e a s e  

i n  T S H  p e p t i d e  c o n t e n t  ( S p i r a  0  e t  a l  1 9 7 9 ) .  I t  i s  

i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  a  s i m i l a r  p h e n o m e n o n  t o  t h e  

i n c r e a s e  i n  G H R H  m R N A  p a r a l l e l e d  b y  a  d e c r e a s e  i n  G H R H  

t i s s u e  p e p t i d e  c o n t e n t  w a s  r e p o r t e d  t o  o c c c u r  i n  r a t s  a s  a  

r e s p o n s e  t o  h y p o p h y s e c t o m y  ( C h o m c z y n s k i  P  e t  a l  1 9 8 8 ) .

T h e  s i m i l a r i t y  i n  t h e  e f f e c t s  o n  G H R H  f o l l o w i n g  

t h y r o i d e c t o m y  a n d  h y p o p h y s e c t o m y  m a y  r e f l e c t  a  c o m m o n  

i n c r e a s e  i n  G H R H  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n  a s  a  f e e d b a c k  

r e s p o n s e  t o  t h e  d e c r e a s e  i n  G H  s y n t h e s i s  w h i c h  r e s u l t e d  

f r o m  b o t h  t r e a t m e n t s .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h i s  w o u l d  h a v e  

r e q u i r e d  m e a s u r e m e n t  o f  G H R H  i n  t h e  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  

w h i c h  w a s  b e y o n d  t h e  s c o p e  o f  t h i s  s t u d y .
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I n  t h e  h y p e r t h y r o i d  g r o u p  G H R H  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  

d e c r e a s e s  i n  b o t h  p e p t i d e  a n d  m R N A  l e v e l s .  T h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n  i s  l e s s  e a s y  t o  i n t e r p r e t  

a s  t h e  e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  e x c e s s  o n  G H  p r o d u c t i o n  

h a v e  b e e n  r e l a t i v e l y  p o o r l y  s t u d i e d  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  

e f f e c t s  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  d e p r i v a t i o n .  A  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  m a y  b e  t h a t  t h i s  r e f l e c t s  a  d e c r e a s e  i n  G H R H  

s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n .  I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  

r a t s  t r e a t e d  w i t h  h i g h  d o s e s  o f  T 4  d u r i n g  t h e  n e o n a t a l  

p e r i o d  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  d e v e l o p  a  p e r m a n e n t  

d e r a n g e m e n t  o f  t h e  h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l - t h y r o i d  a x i s  

w h i c h  r e s u l t s  i n  d e c r e a s e d  b o d y  w e i g h t ,  s l i g h t  

h y p o t h y r o i d i s m  a n d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r e d  l e v e l s  o f  

p i t u i t a r y  G H  ( P a s c u a l - L e o n e  A M  e t  a l  1 9 8 3 ,  B a k k e  J L  e t  a l  

1 9 7 4 ) .  T h e  a l t e r a t i o n  i n  p i t u i t a r y  G H  c o n t e n t  s e e n  i n  

t h i s  s t a t e  w a s  s h o w n  n o t  t o  r e s u l t  f r o m  t h e  m i l d  

h y p o t h y r o i d i s m  a n d  w a s  s u g g e s t e d  t o  r e s u l t  f r o m  s o m e  o t h e r  

d e r a n g e m e n t  o f  G H s e c r e t i o n  p r o d u c e d  b y  t h y r o i d  h o r m o n e  

t r e a t m e n t  ( P a s c u a l - L e o n e  A M  e t  a l  1 9 8 3 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h i s  m a y  h a v e  a  s i m i l a r  b a s i s  t o  t h e  i m p a i r m e n t  o f  GH  

s e c r e t i o n  f o l l o w i n g  T 4  t r e a t m e n t  o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y  

a n d  f u r t h e r  w o r k  w i l l  b e  n e c e s s a r y  t o  i n v e s t i g a t e  t h i s  

p o s s i b i l i t y .  F u r t h e r  w o r k  w i l l  a l s o  b e  n e c e s s a r y  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  e f f e c t s  o n  G H R H  o b s e r v e d  i n  

h y p e r t h y r o i d  r a t s  a r e  o f  a  t r a n s i e n t  o r  p e r m a n e n t  n a t u r e .  

A s  S R I F  s h o w e d  n o  a l t e r a t i o n s  i n  p e p t i d e  o r  m R N A  l e v e l s  i n  

t h e  T 4  t r e a t e d  a n i m a l s  t h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  

h y p e r t h y r o i d i s m  i n f l u e n c e s  t h e  G H  a x i s  m a i n l y  t h r o u g h  a  

m o d u l a t i o n  o f  G H R H  p r o d u c t i o n .
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G r o w t h  h o r m o n e  m R N A  w a s  a l t e r e d  b y  t h y r o i d  h o r m o n e ,  

a d r e n a l  h o r m o n e  a n d  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s ,  b u t  

n o t  b y  m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s .  T h e  n e g a t i v e  

e f f e c t s  o f  t h y r o i d e c t o m y  a n d  a d r e n a l e c t o m y  o n  G H  m R N A  h a v e  

b e e n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  a n d  c o n f i r m  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  

s t u d y  ( F r a n k l y n  J A  e t  a l  1 9 8 7 ,  M a r t i n o l i  MG a n d  P e l l e t i e r  

G 1 9 8 9 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  a l t e r a t i o n s  i n  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  

s t a t u s  o n  G H  m R N A  i n  v i v o  h a v e  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  G H  m R N A  a p p e a r e d  t o  b e  

n e g a t i v e l y  r e g u l a t e d  b y  o e s t r o g e n  s t a t u s ,  b e i n g  i n c r e a s e d  

b y  o v a r i e c t o m y  a n d  d e c r e a s e d  b y  o e s t r o g e n  t r e a t m e n t .  I n  

a d d i t i o n  t o  d e c r e a s i n g  i n  a m o u n t  i n  h y p o t h y r o i d  r a t s  t h e  

m a t u r e  G H  m R N A  t r a n s c r i p t  w a s  o b s e r v e d  t o  i n c r e a s e  i n  s i z e  

b y  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  n u c l e o t i d e s .  T h i s  w a s  a n  u n e x p e c t e d  

r e s u l t  w h i c h  h a s  n o t  t o  t h e  b e s t  o f  o u r  k n o w l e d g e  b e e n  

p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  e x p e r i m e n t a l l y  

r e p r o d u c i b l e  b y  t h e  r e p e a t e d  o b s e r v a t i o n  o f  t h i s  

p h e n o m e n o n  i n  f i v e  g r o u p s  o f  t h y r o i d e c t o m i z e d  a n i m a l s  o n  

s e p a r a t e  o c c a s i o n s .  T h e  r e s u l t s  o f  R N a s e  H d i g e s t i o n  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  s i z e  o f  t h e  G H  m R N A  

p o l y ( A )  t a i l  e n t i r e l y  a c c o u n t e d  f o r  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  

s i z e  o f  t h i s  m R N A  o b s e r v e d  i n  h y p o t h y r o i d  r a t  p i t u i t a r y .

T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  e n l a r g e d  G H  p o l y ( A )  t r a c t  i s  

u n c e r t a i n .  A l t e r a t i o n s  i n  p o l y ( A )  t a i l  l e n g t h  h a v e  b e e n  

a s s o c i a t e d  w i t h  a l t e r a t i o n s  i n  m R N A  s t a b i l i t y  ( Z e e v i  M e t  

a l  1 9 8 2 ,  P a e k  I  a n d  A x e l  R  1 9 8 7 )  a n d  p r o p o s e d  t o  a f f e c t  

t h e  t r a n s l a t i o n a l  e f f i c i e n c y  o f  R N A  ( J a c o b s o n  A  a n d  

F a v r e a u  M 1 9 8 3 ,  P a l a t n i k  CM e t  a l  1 9 8 4 ,  R o s e n t h a l  E T  e t  a l  

1 9 8 3 ) .  A l t e r a t i o n s  i n  t h e  l e n g t h  o f  t h e  p o l y ( A )  t a i l s  o f
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c e r t a i n  s p e c i f i c  m a t e r n a l  m R N A s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  

f o l l o w i n g  f e r t i l i s a t i o n  i n  S p i s u l a  a n d  X e n o p u s  o o c y t e s  

( R o s e n t h a l  E T  e t  a l  1 9 8 3 ,  C o l o t  H V  a n d  R o s b a s h  M 1 9 8 2 ) .  

A l s o ,  s p e c i f i c  m R N A s  i n  c u l t u r e d  c e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  

s h o w n  t o  i n c r e a s e  p o l y ( A )  t a i l  l e n g t h  i n  r e s p o n s e  t o  

h o r m o n a l  o r  p h y s i o l o g i c a l  s t i m u l i  ( P a e k  I  a n d  A x e l  1 9 8 7 ) ,  

M u s c h e l  R  e t  a l  1 9 8 6 )  w h i l s t  i n - v i v o  c e r t a i n  R N A s  h a v e  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  a l t e r  t h e  l e n g t h  o f  t h e i r  

p o l y a d e n y l a t e d  t a i l s  i n  r e s p o n s e  t o  p h y s i o l o g i c a l  s t i m u l i  

a n d  c i r c a d i a n  r h y t h m s  ( C a r r a z a n a  E J  e t  a l  1 9 8 8 ,  M e r c e r  J F B  

a n d  W a k e  S A  1 9 8 5 ,  R o b i n s o n  B G  e t  a l  1 9 8 8 ) .  W h e t h e r  t h i s  

i n c r e a s e  i n  p o l y ( A )  t a i l  l e n g t h  r e f l e c t s  a l t e r a t i o n s  i n  

t h e  s t a b i l i t y  o r  t r a n s l a t i o n a l  e f f i c i e n c y  o f  t h i s  m R N A  

r e m a i n s  t o  b e  d e t e r m i n e d .  S i m i l a r l y ,  t h e  p r e c i s e  c a u s e  o f  

t h e  i n c r e a s e  a l s o  r e m a i n s  t o  b e  d e t e r m i n e d  a s  i t  m a y  b e  a  

d i r e c t  r e s u l t  o f  t h y r o i d e c t o m y  o r  r e s u l t  f r o m  a l t e r a t i o n s  

i n  t h e  s e c r e t i o n  o f  o t h e r  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  o r  f r o m  s o m e  

d e r a n g e m e n t  o f  p h y s i o l o g i c a l  o r  m e t a b o l i c  s t a t e .

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n  o f  G H  

i s  u n a f f e c t e d  b y  a l t e r a t i o n s  i n  a d r e n a l  o r  s e x  h o r m o n e  

s t a t u s  b u t  i s  a f f e c t e d  b y  a l t e r e d  t h y r o i d  s t a t u s .  

A l t e r a t i o n s  i n  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  m a y  a l s o  a f f e c t  

g r o w t h  h o r m o n e  s y n t h e s i s  a t  t h e  p r e - t r a n s l a t i o n a l  l e v e l .



CHAPTER 8

C O N C L U S I O N



S u m m a r y  o f  R e s u l t s

O n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  c o n t r i b u t i o n s  o f  t h e  s t u d y  h a s  

b e e n  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  m R N A s  e n c o d i n g  

N P Y ,  N T  a n d  V I P  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .  A t  

t h e  o u t s e t  o f  t h i s  s t u d y  t h e r e  w a s  r e l a t i v e l y  l i t t l e  

e v i d e n c e  f o r  m i n o r i t y  p e p t i d e  s y n t h e s i s  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  g l a n d .  T h e  i n t e r e s t  i n  a n d  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  

i s  i l l u s t r a t e d  b y  r e p o r t s  p u b l i s h e d ,  d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  

t h e  s t u d y ,  o f  t h e  p r e s e n c e  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  o f  

m R N A s  e n c o d i n g  v a r i o u s  p e p t i d e s  s u c h  a s  g a l a n i n ,  i n h i b i n ,  

i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r  I ,  p r e p r o t a c h y k i n i n - A ,  

s o m a t o s t a t i n  a n d  v a s o p r e s s i n  ( s e e  i n t r o d u c t i o n ) .  T h e  

r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  t o g e t h e r  w i t h  t h e  r e s u l t s  f r o m  t h e s e  

o t h e r  g r o u p s  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  

s y n t h e s i s e s  a  v a r i e t y  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  p e p t i d e s  

w h i c h  m a y  b e  o f  i m p o r t a n c e  i n  r e g u l a t i n g  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  f u n c t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  s t u d y  h a s  s h o w n  t h a t  

p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n c e n t r a t i o n s  o f  G A L ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  

V I P  a l l  v a r y  w i t h  c h a n g e s  i n  e n d o c r i n e  s t a t u s ,  s u p p o r t i n g  

t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  h a v e  p h y s i o l o g i c a l  

f u n c t i o n s  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  T h e  s t u d y  h a s  a l s o  

s h o w n  t h a t  t h e  i n f l u e n c e  o f  a l t e r a t i o n s  i n  e n d o c r i n e  

s t a t u s  o n  G A L ,  N T ,  S P  a n d  V I P  i s  g r e a t e r  t h a n  w a s  

p r e v i o u s l y  k n o w n .

I n  c o m m o n  w i t h  m o s t  w o r k  i n  a  n e w  f i e l d  t h i s  s t u d y  i s  

p r i m a r i l y  d e s c r i p t i v e  i n  n a t u r e .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  s t u d y  i n  s o m e  i n s t a n c e s  s u p p o r t e d  r o l e s  f o r  t h e s e  

p e p t i d e s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  p i t u i t a r y  h o r m o n e  s e c r e t i o n  

p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  a n d / o r
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e x p e r i m e n t a l  d a t a  a n d  i n  o t h e r  i n s t a n c e s  i n d i c a t e d  f u r t h e r  

a v e n u e s  o f  i n v e s t i g a t i o n .  T h i s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  i n  t h e  

r e l e v a n t  r e s u l t s  c h a p t e r s  a n d  w i l l  o n l y  b e  t o u c h e d  u p o n  

b r i e f l y  h e r e .

T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  s u p p o r t  a  l i n k  b e t w e e n  G A L  a n d  

P R L  s e c r e t i o n  s u g g e s t e d  b y  t h e  e x p e r i m e n t a l  e f f e c t s  o f  G A L  

o n  p i t u i t a r y  h o r m o n e  s e c r e t i o n  a n d  t h e  r e s u l t s  o f  

i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  ( s e e  c h a p t e r  5 ) .  T h y r o i d e c t o m y  h a d  a  

n e g a t i v e  e f f e c t  o n  G A L  s y n t h e s i s  w h i c h  m i g h t  b e  c o n n e c t e d  

w i t h  t h e  d e c r e a s e  i n  P R L  s y n t h e s i s  s e e n  i n  t h i s  s t a t e  o r  

m a y  i n d i c a t e  t h a t  G A L  h a s  s o m e  o t h e r  f u n c t i o n  i n  m a l e  

r a t s .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  r e s p o n s e  o f  G A L  t o  t h e  

a d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  c a n  b e  e x p l a i n e d  i n  t e r m s  o f  

P R L  r e g u l a t i o n  ( c h a p t e r  4 )  a n d  t h e r e  i s  c o n s e q u e n t l y  a  

n e e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  G A L  o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  

P O M C  d e r i v e d  p e p t i d e s .  ,

M o s t  o f  t h e  a v a i l a b l e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  r e g a r d i n g  N P Y  

p o i n t  t o  a  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g o n a d o t r o p h  f u n c t i o n  

( c h a p t e r s  5  a n d  6 ) .  H o w e v e r ,  m a n i p u l a t i o n  o f  m a l e  a n d  

f e m a l e  r a t  s e x  h o r m o n e  s t a t u s  h a d  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  

p i t u i t a r y  N P Y  w h i l s t  t h y r o i d e c t o m y  p r o d u c e d  a  d r a m a t i c  

i n c r e a s e  i n  b o t h  N P Y  p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t  ( c h a p t e r s

3 , 5  a n d  6 ) .  T h i s  m i g h t  i n d i c a t e  t h a t  p i t u i t a r y  N P Y  i s  n o t  

i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  g o n a d o t r o p h i n  s e c r e t i o n  b u t  

h a s  s o m e  o t h e r  l o c a l  f u n c t i o n .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  

i n t o  t h e  e f f e c t s  o f  N P Y  o n  t h e  s e c r e t i o n  o f  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e s  i s  i n d i c a t e d ,  p a r t i c u l a r l y  t h o s e  w h i c h  

a r e  a f f e c t e d  b y  t h y r o i d e c t o m y  i e  T S H ,  G H a n d  P R L .
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I n  t h o s e  m a n i p u l a t i o n s  w h i c h  a f f e c t e d  P R L  s y n t h e s i s ,  

n a m e l y  t h y r o i d e c t o m y  a n d  t h e  g r o u p  A  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  

m a n i p u l a t i o n s  ( c h a p t e r s  3  a n d  5 ) ,  N T  s y n t h e s i s  w a s  a l s o  

a l t e r e d ,  s u p p o r t i n g  a  r o l e  f o r  N T  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  P R L  

p r o d u c t i o n ,  p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d  b y  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  

( c h a p t e r  5 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  t h e  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  

m a n i p u l a t i o n s  o n  N T  m i g h t  a l s o  i m p l y  t h a t  N T  a f f e c t s  

g o n a d o t r o p h  f u n c t i o n  a n d  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h i s  a s  

w e l l  a s  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i s a t i o n  d a t a  i s  r e q u i r e d .

S u b s t a n c e  P  w a s  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  t h e  t h y r o i d ,  

a d r e n a l  a n d  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  ( c h a p t e r s  3 ,  4  

a n d  5 ) .  T h i s  m i g h t  i n d i c a t e  i n v o l v e m e n t  i n  t h y r o t r o p h ,  

c o r t i c o t r o p h ,  g o n a d o t r o p h  a n d  l a c t o t r o p h  f u n c t i o n .  T h e r e  

i s  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t h a t  S P  m a y  a f f e c t  t h e  f u n c t i o n  

o f  a l l  t h e s e  c e l l  t y p e s  ( c h a p t e r s  3 , 4  a n d  5 )  a n d  t h e  

e f f e c t s  o f  S P  o n  h o r m o n e  r e l e a s e  r e q u i r e  f u r t h e r  

i n v e s t i g a t i o n .

T h e  r e s p o n s e  o f  V I P  t o  t h e  g r o u p  A  f e m a l e  s e x  h o r m o n e  

m a n i p u l a t i o n s  s u p p o r t e d  a  r o l e  f o r  V I P  i n  t h e  r e g u l a t i o n  

o f  l a c t o t r o p h  f u n c t i o n  ( c h a p t e r  5 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  

t h y r o i d  h o r m o n e  a n d  a d r e n a l  h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s  o n  V I P  

s u g g e s t e d  t h a t  V I P  m a y  a f f e c t  t h e  r e l e a s e  o f  o t h e r  

p i t u i t a r y  h o r m o n e s  ( c h a p t e r s  3  a n d  4 ) .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  s t u d y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  t h e  

h y p o t h a l a m u s ,  G A L ,  N P Y ,  N T ,  S P  a n d  V I P  ( w i t h  t h e  e x c e p t i o n  

o f  N P Y  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  g r o u p )  d i d  n o t  a p p e a r  t o  

a l t e r  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  e n d o c r i n e  s t a t u s .



T h i s  m i g h t  i n d i c a t e ,  t h a t ,  a t  t h e  h y p o t h a l a m i c  l e v e l ,  

t h e s e  p e p t i d e s  a r e  n o t  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  t h e  

r e s p o n s e s  o f  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t o  a l t e r a t i o n s  i n  

e n d o c r i n e  s t a t u s .  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  i n  t h e  

h y p o t h a l a m u s  s u c h  p e p t i d e s  m a y  f u n c t i o n  b y  m o d u l a t i n g  t h e  

s e c r e t i o n  o f  h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  t h e  t e c h n i q u e s  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y  m a y  h a v e  b e e n  

t o o  g r o s s  t o  a l l o w  d e t e c t i o n  o f  a l t e r a t i o n s  i n  

h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e s .  I m m u n o r e a c t i v e  N P Y  c o n t e n t  w a s  

r e p o r t e d  t o  b e  d e c r e a s e d  i n  t h e  m e d i a n  e m i n e n c e ,  a r c u a t e  

a n d  v e n t r o m e d i a l  n u c l e i  i n  t h e  h y p o t h a l a m i  o f  m a l e  r a t s  

f o u r t e e n  d a y s  a f t e r  c a s t r a t i o n ,  b u t  w a s  u n a l t e r e d  i n  t h e  

m e d i a l  p r e o p t i c  a r e a ,  d o r s o m e d i a l  a n d  p a r a v e n t r i c u l a r  

n u c l e i  ( S a h u  A  e t  a l  1 9 8 7 ,  S a h u  A  e t  a l  1 9 8 9 ) .

N e u r o t e n s i n  m R N A  w a s  r e p o r t e d  t o  i n c r e a s e  t h r e e f o l d  i n  t h e  

m e d i a l  p r e o p t i c  r e g i o n  i n  f e m a l e  r a t s  f o l l o w i n g  c h r o n i c  

o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  f o r  1 4  d a y s  ( A l e x a n d e r  M e t  a l  1 9 8 9 ) .  

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  n o  c h a n g e  w a s  s e e n  i n  h y p o t h a l a m i c  

N P Y  p e p t i d e  c o n t e n t  o r  m R N A  i n  t h e  m a l e  s e x  h o r m o n e  

m a n i p u l a t i o n s  o r  i n  N T  p e p t i d e  o r  m R N A  i n  t h e  f e m a l e  s e x  

h o r m o n e  m a n i p u l a t i o n s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c h a n g e s  i n  

t h e s e  p e p t i d e s  a n d  t h e i r  m R N A s  m a y  h a v e  o c c u r e d  i n  

d i s c r e t e  r e g i o n s  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  ( s u c h  a s  t h o s e  l o o k e d  

i n  t h e  r e p o r t s  o f  S a h u  e t  a l  a n d  A l e x a n d e r  e t  a l ,  

m e n t i o n e d  a b o v e ) ,  w h i c h  m i g h t  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  h a d  

p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t s  b e e n  m e a s u r e d  i n  t h e s e  a r e a s .  

H o w e v e r ,  s u c h  d e t a i l e d  d i s s e c t i o n  a n d  m e a s u r e m e n t s  w e r e  

n o t  f e a s i b l e  i n  a  s t u d y  o f  t h i s  n a t u r e .
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T h e  s e c o n d  p a r t  o f  t h i s  s t u d y  w a s  c o n c e r n e d  w i t h  e x a m i n i n g  

t h e  i n f l u e n c e  o f  a l t e r a t i o n s  i n  e n d o c r i n e  s t a t u s  o n  t h e  

h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n  o f  G H  s e c r e t i o n .  T h i s  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e s  c o u l d  a l t e r  i n  

r e s p o n s e  t o  t h e s e  e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s  a n d  t h a t  s u c h  

c h a n g e s  i n  p e p t i d e  a n d  m R N A  c o n t e n t  w e r e  d e t e c t a b l e  b y  t h e  

m e t h o d s  e m p l o y e d  h e r e .  I n  t h e  t h y r o i d  h o r m o n e  m a n i p u l a t e d  

g r o u p  a l t e r a t i o n s  w e r e  s e e n  i n  t h e  h y p o p h y s e o t r o p i c  

h o r m o n e  G H R H ,  w h i c h  i s  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i n g  G H  

s e c r e t i o n .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h y r o i d e c t o m y  

i n c r e a s e d  G H R H  s y n t h e s i s  a n d  s e c r e t i o n ,  w h i c h  w o u l d  a c c o r d  

w i t h  t h e  f u n c t i o n  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  a s  a  t r a n s c r i p t i o n a l  

r e g u l a t o r  o f  G H  s y n t h e s i s  a n d  a g r e e  w i t h  e a r l i e r  

s u g g e s t i o n s -  t h a t  t h y r o i d e c t o m y  e f f e c t i v e l y  d i s c o n n e c t s  t h e  

s o m a t o t r o p h  f r o m  n o r m a l  h y p o t h a l a m i c  r e g u l a t i o n .  

H y p e r t h y r o i d i s m  a p p e a r e d  t o  d e c r e a s e  G H R H  s y n t h e s i s  a n d  

s t o r a g e ,  a n d  p r e s u m a b l y  a l t e r e d  i t s  r e l e a s e  w h i c h  m a y  

a c c o u n t  f o r  a n d / o r  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e f e c t  i n  G H  

s e c r e t i o n  r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  h y p e r t h y r o i d  a n i m a l s .
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F u r t h e r  R e s e a r c h

A p a r t  f r o m  f u r t h e r  r e s e a r c h  i n t o  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  

p e p t i d e s  o n  h o r m o n e  s e c r e t i o n  a s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e r e  

a r e  o t h e r  q u e s t i o n s  a b o u t  t h e s e  p e p t i d e s  i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  w h i c h  r e m a i n  t o  b e  a n s w e r e d .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  

o f  V I P  t h e r e  i s  l i t t l e  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  

p r o d u c e  l o c a l  e f f e c t s  o n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  f u n c t i o n .  

E v i d e n c e  o f  l o c a l  a c t i o n s  c o m e s  f r o m  b l o c k i n g  t h e  a c t i o n s  

o f  m i n o r i t y  p e p t i d e s  r e l e a s e d  f r o m  c u l t u r e d  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l s  b y  i m m u n o n e u t r a l i s a t i o n  w i t h  

p e p t i d e - s p e c i f i c  a n t i s e r a  o r  a n t a g o n i s t s .  T h i s  w a s  d o n e  

f o r  V I P  r e l e a s e d  f r o m  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  i n  b o t h  

m o n o l a y e r  c u l t u r e s  a n d  t h e  r e v e r s e  h a e m o l y t i c  p l a q u e  

a s s a y ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  V I P  s t i m u l a t e d  t h e  s e c r e t i o n  o f  

P R L  ( H a g e n  T C  e t  a l  1 9 8 6 ,  N a g y  G e t  a l  1 9 8 8 ) .

E x p e r i m e n t s  o f  t h i s  t y p e  n o w  n e e d  t o  b e  c a r r i e d  o u t  o n  

G A L ,  N P Y ,  N T  a n d  S P ,  n o t  o n l y  ft o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e s e  

p e p t i d e s  h a v e  l o c a l  f u n c t i o n s  b u t  a l s o  t o  s h e d  l i g h t  u p o n  

t h e  n a t u r e  o f  s u c h  f u n c t i o n s .

A s  p a r t  o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  n a t u r e  o f  l o c a l l y  

a c t i n g  s y s t e m s  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i t  i s  i m p o r t a n t  

t o  d e t e r m i n e  w h i c h  c e l l  t y p e s  s y n t h e s i s e  w h i c h  m i n o r i t y  

p e p t i d e s .  A s  m e n t i o n e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n ,  

i m m u n o c y t o c h e m i c a l  c o - l o c a l i s a t i o n  c a n n o t  r u l e  o u t  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  a  p e p t i d e  m a y  b e  p r e s e n t  i n  a  c e l l  t y p e  

a s  t h e  r e s u l t  o f  u p t a k e  o f  e x o g e n o u s l y  p r o d u c e d  p e p t i d e ,  

a n d  t h i s  a r e a  r e q u i r e s  m o r e  d e t a i l e d  i n v e s t i g a t i o n .  T h e  

r e v e r s e  h a e m o l y t i c  p l a q u e  a s s a y  i s  a  g o o d  w a y  o f  

i n v e s t i g a t i n g  w h i c h  c e l l  t y p e s  s e c r e t e  m i n o r i t y  p e p t i d e s
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b u t  p o s s i b l y  t h e  b e s t  m e t h o d  w o u l d  b e  t h e  c o m b i n e d  u s e  o f  

i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  t o g e t h e r  w i t h  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  

l o c a l i s a t i o n .  T h i s  s h o u l d  p r o v i d e  a  b e t t e r  p i c t u r e  o f  t h e  

s i t u a t i o n  w i t h i n  t h e  t i s s u e  i n  v i v o  a n d  m i g h t  p o s s i b l y  

p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  s i t e ( s )  o f  p e p t i d e  s y n t h e s i s  

a n d  p e p t i d e  a c t i o n .  C e r t a i n  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s  

s u c h  a s  S P  a n d  G A L  h a v e  b e e n  f o u n d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  

t o  b e  p r e s e n t  i n  m o r e  t h a n  o n e  c e l l  t y p e  a n d  i t  m a y  b e  

t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  a r e  s y n t h e s i s e d  i n  o n e  c e l l  t y p e  a n d  

t a k e n  u p  b y  o t h e r s  w h i c h  a r e  t a r g e t s  f o r  t h e i r  a c t i o n s .  

A l s o ,  t h e  u s e  o f  t h e s e  t e c h n i q u e s  m a y  p r o v i d e  u s e f u l  

i n f o r m a t i o n  o n  t h e  s p a t i a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  c e l l s ,  

w h i c h  i n  a  t i s s u e  w i t h  a  h i g h l y  o r g a n i s e d  s t r u c t u r e  s u c h  

a s  t h e  p i t u i t a r y  w o u l d  b e  o f  i n t e r e s t .

T h e  i d e n t i t y  o f  t h e  c e l l  t y p e s  w i t h i n  t h e  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  t h a t  a r e  t h e  t a r g e t s  f o r  t h e  a c t i o n s  o f  t h e s e
I

p e p t i d e s  i s  p r o b a b l y  t h e  i s s u e  o f  g r e a t e s t  i m p o r t a n c e  a s  

t h i s  w i l l  a i d  i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e i r  f u n c t i o n s .  

I m m u n o n e u t r a l i s a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  s u c h  a s  t h o s e  m e n t i o n e d  

a b o v e  w i l l  s h e d  l i g h t  o n  t h i s  i s s u e ,  a n d  a n o t h e r  u s e f u l  

a p p r o a c h  m i g h t  b e  t h e  c o m b i n e d  u s e  o f  t h e  t e c h n i q u e s  o f  

i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  a n d  r a d i o r e c e p t o r  l a b e l l i n g .  L a b e l l e d  

m i n o r i t y  p e p t i d e s  c o u l d  b e  a d d e d  t o  c u l t u r e d  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l s  a n d  t h e  c e l l s  t o  w h i c h  t h e y  h a d  b o u n d  

i d e n t i f i e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y .  S u c h  a n  a p p r o a c h  w o u l d  

a l s o  a l l o w  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  a l t e r a t i o n s  i n  

e n d o c r i n e  s t a t u s  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  m i n o r i t y  p e p t i d e  

r e c e p t o r s .  H o r m o n a l  s t a t u s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  a f f e c t  

t h e  n u m b e r s  o f  r e c e p t o r  b i n d i n g  s i t e s  f o r  c e r t a i n
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h y p o p h y s e o t r o p i c  h o r m o n e s  a n d  m i n o r i t y  p i t u i t a r y  p e p t i d e s .  

R e c e p t o r s  f o r  S P  a n d  a n g i o t e n s i n  I I  i n  t h e  f e m a l e  r a t  

p i t u i t a r y  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  d e c r e a s e d  f o l l o w i n g  

o e s t r o g e n  t r e a t m e n t  ( K e r d e l h u e  B  e t  a l  1 9 8 5 ,  C h e n  F - C  M 

a n d  P r i n t z  M P  1 9 8 3 ) .  A n t e r i o r  p i t u i t a r y  r e c e p t o r s  f o r  

G H R H  w e r e  r e d u c e d  b y  a d r e n a l e c t o m y  a n d  r e s t o r e d  b y  

d d e x a m e t h a s o n e  r e p l a c e m e n t  ( S e i f e r t  H e t  a l  1 9 8 5 ) .  

T e s t o s t e r o n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  d e c r e a s e  L H R H  b i n d i n g  s i t e s  

i n  c u l t u r e d  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  ( G i g u e r e  V  e t  a l  

1 9 8 1 )  a n d  t e s t o s t e r o n e  a d m i n i s t r a t i o n  i n  m a l e  r a t s  s h o w n  

t o  d e c r e a s e  L H R H  b i n d i n g  t o  L H  s e c r e t i n g  g o n a d o t r o p h s  

( T i b o l t  R E  a n d  C h i l d s  G V  1 9 8 5 ) .  O e s t r o g e n  t r e a t m e n t  o f  

r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  i n  a  r e v e r s e  h a e m o l y t i c  

p l a q u e  a s s a y  i n c r e a s e d  t h e  f r a c t i o n  o f  g o n a d o t r o p h s  

s e c r e t i n g  L H  ( S m i t h  P F  e t  a l  1 9 8 4 ) .  T h i s  l e d  t o  t h e  

s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  L H R H  r e c e p t o r s  s e e n  d u r i n g  

t h e  p r e o v u l a t o r y  s u r g e  i n  v i v o  ( C l a y t o n  R N  e t  a l  1 9 8 0 )  m a y  

h a v e  r e s u l t e d  f r o m  t h e  i n d u c t i o n  o f  r e c e p t o r s  u p o n  a  

s u b - s e t  o f  c e l l s  w h i c h  d i d  n o t  p r e v i o u s l y  p o s s e s s  L H R H  

r e c e p t o r s  ( S m i t h  P F  e t  a l  1 9 8 4 ) .

A p a r t  f r o m  t h e  q u e s t i o n s  o u t l i n e d  a b o v e  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  

o f  o t h e r  a r e a s  r e l a t i n g  t o  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  w h i c h  

d e s e r v e  i n v e s t i g a t i o n .

T h e  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  r e s u l t s  o f  L a m  a n d  c o l l e a g u e s  a n d  

S t e e l  a n d  c o - w o r k e r s  f o r  V I P  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  

p l a s t i c i t y  o f  m i n o r i t y  p e p t i d e  e x p r e s s i o n .  I t  m i g h t  b e  

t h e  c a s e  t h a t  m i n o r i t y  p e p t i d e s  s u c h  a s  V I P  a r e  n o r m a l l y
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e x p r e s s e d  i n  m o r e  t h a n  o n e  c e l l  t y p e  a n d  t h a t  a l t e r a t i o n s  

i n  e n d o c r i n e  s t a t u s  r e s u l t  i n  a b n o r m a l l y  h i g h  l e v e l s  o f  

s y n t h e s i s  o n l y  i n  c e r t a i n  c e l l s  f o r  r e a s o n s  w h i c h  a r e  a t  

p r e s e n t  u n c l e a r .  A l t e r n a t i v e l y  t h e i r  r e s u l t s  m a y  

r e p r e s e n t  t r u e  p l a s t i c i t y  o f  e x p r e s s i o n  w h e r e  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  a  g e n e  i s  i n d u c e d  i n  a  c e l l  w h e r e  p r e v i o u s l y  

i t  w a s  n o t  e x p r e s s e d ,  a n d  t h i s  i n t e r e s t i n g  p o s s i b i l i t y  

s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d .

A n  a r e a  o f  i n t e r e s t  w h i c h  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  q u e s t i o n  

o f  p l a s t i c i t y  o f  e x p r e s s i o n  i s  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  

a n t e r i o r  p i t u i t a r y  s e c r e t o r y  c e l l  t y p e s ,  t h e i r  d e v e l o p m e n t  

a n d  r e l a t i o n s h i p s  w i t h  e a c h  o t h e r .  A s  s t a t e d  i n  t h e  

i n t r o d u c t i o n ,  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i s  m a d e  u p  o f  f i v e  

s e c r e t o r y  c e l l  t y p e s .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  a n

o v e r s i m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  s i t u a t i o n .  L u t e i n i s i n g  h o r m o n e  

a n d  F S H  a r e  k n o w n  t o  b e  c o l o c a l i s e d  i n  s o m e  c e l l s  ( H e r b e r t  

D C  1 9 7 6 ,  C h i l d s  G V  e t  a l  1 9 7 7 )  a n d  i t  i s  u n c e r t a i n  w h e t h e r  

m o n o h o r m o n a l  g o n a d o t r o p h s  c o n t a i n i n g  o n l y  L H  o r  F S H  a r e  

i m m a t u r e  s t e m  c e l l s  o r  w h e t h e r  t h e y  r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  

c e l l  t y p e s  f r o m  t h e  o n e s  w h i c h  c o n t a i n  b o t h  h o r m o n e s .  

A d r e n o c o r t i c o t r o p h i n  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  a  

s u b p o p u l a t i o n  o f  r a t  g o n a d o t r o p h s  ( M o r i a r t y  G C  a n d  G a r n e r  

L L  1 9 7 7 )  w h i c h  w e r e  p a r t i c u l a r l y  a b u n d a n t  i n  t h e  n e o - n a t a l  

p e r i o d  b u t  p e r s i s t e d  a t  l o w  l e v e l s  i n  t h e  a d u l t  ( C h i l d s  G V  

e t  a l  1 9 8 2 ) .  A  c e l l  t y p e  i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y  w h i c h  

s y n t h e s i s e s  b o t h  G H  a n d  P R L ,  k n o w n  a s  t h e

m a m m o s o m a t o t r o p h ,  h a s  b e e n  d e t e c t e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  

( N i k i t o v i t c h - W i n e r  MB  e t  a l  1 9 8 7 )  a n d  t h e  r e v e r s e  

h a e m o l y t i c  p l a q u e  a s s a y  ( F r a w l e y  L S  e t  a l  1 9 8 5 ) .
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A n o t h e r  a r e a  t h a t  m a y  w a r r a n t  i n v e s t i g a t i o n  i s  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l  d i v i s i o n .

H y p o t h a l a m i c  r e l e a s i n g  h o r m o n e s  s u c h  a s  G H R H  a n d  L H R H  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  t o  a f f e c t  t h e  d i v i s i o n  o f  r a t  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l s  ( B i l l e s t r u p  N  e t  a l  1 9 8 6 ,  S a k a i  T  e t  a l  

1 9 8 8 )  a n d  2  o f  t h e  p e p t i d e s  l o o k e d  a t  i n  t h i s  s t u d y  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  t o  p o s s e s s  g r o w t h  f a c t o r  p r o p e r t i e s  i n  

c e r t a i n  s y s t e m s .  S u b s t a n c e  P  s t i m u l a t e d  D N A  s y n t h e s i s  i n  

r a t  a o r t a  s m o o t h  m u s c l e  c e l l  a n d  h u m a n  s k i n  f i b r o b l a s t  

c u l t u r e s  ( N i l s s o n  J  e t  a l  1 9 8 5 )  a n d  V I P  s t i m u l a t e d  D N A  

s y n t h e s i s  i n  c u l t u r e s  o f  h u m a n  p i t u i t a r y  a d e n o m a s  

( P r y s o r - J o n e s  e t  a l  1 9 8 9 ) .  I t  i s  k n o w n  t h a t  p o p u l a t i o n s  

o f  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l  t y p e s  a l t e r  d r a m a t i c a l l y  i n  

r e s p o n s e  t o  e n d o c r i n e  m a n i p u l a t i o n s  s u c h  a s  t h o s e  c a r r i e d  

o u t  i n  t h i s  s t u d y .  T h y r o i d e c t o m y  w a s  s h o w n  t o  c a u s e  

h y p e r p l a s i a  o f  t h y r o t r o p h s  ( S u r k s  M a n d  D e F e s i  C R  1 9 1 1 ,  

D e F e s i  C R  e t  a l  1 9 7 9 ) ,  a d r e n a l e c t o m y  s t i m u l a t e d  t h e  

d i v i s i o n  o f  c o r t i c o t r o p h s  ( W e s t l u n d  K N  e t  a l  1 9 8 5 ,  G e r t z  

B J  e t  a l  1 9 8 7 )  a n d  c a s t r a t i o n  c a u s e d  h y p e r p l a s i a  o f  

g o n a d o t r o p h s  i n  b o t h  m a l e  a n d  f e m a l e  r a t s  ( C h i l d s  G V  e t  a l  

1 9 8 2 ,  R o m a n o  M I  e t  a l  1 9 8 4 ,  ) .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  o e s t r o g e n  

s t i m u l a t e d  t h e  s y n t h e s i s  o f  D N A  a n d  t h e  p r o l i f e r a t i o n  o f  

l a c t o t r o p h s  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  i n  v i v o  ( L l o y d  

R V  1 9 8 3 ,  B u r d m a n  J A  e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h e  c h a n g e s  i n  m i n o r i t y  

p i t u i t a r y  p e p t i d e s  o b s e r v e d  a f t e r  t h e  m a n i p u l a t i o n s  

c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  s t u d y  a n d  t h e  a l t e r a t i o n s  i n  a n t e r i o r  

p i t u i t a r y  c e l l  p o p u l a t i o n s  w h i c h  o c c u r  a f t e r  s u c h  

t r e a t m e n t s  r a i s e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  p e p t i d e s  

c o u l d  f u n c t i o n  a s  l o c a l  r e g u l a t o r s  o f  c e l l  d i v i s i o n .



193
REFERENCES

A b e  H ,  E n g l e r  D ,  M o l i t c h  M E ,  B o l l i n g e r - G r u b e r  J ,  R e i c h l i n  
S  1 9 8 5  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  i s  a  m e d i a t o r  o f  
p r o l a c t i n  r e l e a s e  i n  t h e  r a t .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 1 3 8 3 - 1 3  9 0

A d l e r  L  1 9 1 4  M e t a m o r p h o s e n s t u d a i e n  a n  B a t r a c h i e r l a r v e n .  
1 .  E x s t i r p a t i o n  e n d o k r i n e r  D r e u s e n :  A .  E x s t i r p a t i o n  d e r
h y p o p h y s e .  A r c h  E n t w i c k l u n g s m e c h .  O r g a n  3 9 : 2 1 - 4 5

A g u i l e r a  G ,  H y d e  C L ,  C a t t  K J  1 9 8 2  A n g i o t e n s i n  I I  
r e c e p t o r s  a n d  p r o l a c t i n  r e l e a s e  i n  p i t u i t a r y  l a c t o t r o p h s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 1 : 1 0 4 5 - 1 0 5 0

A h r e n  B ,  A l u m e t s  J ,  E r i c s o n  M,  F a h r e n k r u g  J ,  F a h r e n k r u g  I ,  
H a k a n s o n  R ,  H e d n e r  P ,  L o r e n  I ,  M e l a n d e r  A ,  R e r u p  C ,
S u n d l e r  F  1 9 8 0  V I P  o c c u r s  i n  i n t r a t h y r o i d a l  n e r v e s  a n d  
s t i m u l a t e s  t h y r o i d  h o r m o n e  s e c r e t i o n .  N a t u r e  2 8 7 : 3 4 3 - 3 4 8

A l b e r t s  B ,  B r a y  D ,  L e w i s  J ,  R a f f  M,  R o b e r t s  K ,  W a t s o n  J D  
1 9 8 3  C h e m i c a l  s i g n a l l i n g  b e t w e e n  c e l l s .  C h a p t e r  1 3  i n :  
M o l e c u l a r  B i o l o g y  o f  t h e  C e l l .  G a r l a n d  P u b l i s h i n g  I n c

A l e x a n d e r  M J ,  D o b n e r  P R ,  M i l l e r  M A ,  B u l l o c k  B P ,  D o r s a  D M ,  
L e e m a n  S E  1 9 8 9  E s t r o g e n  i n d u c e s  n e u r o t e n s i n / n e u r o m e d i n  N  
m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  i n  a  p r e o p t i c  n u c l e u s  e s s e n t i a l  
f o r  t h e  p r e o v u l a t o r y  s u r g e  o f  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  i n  t h e  
r a t .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 5 : 2 1 1 1 - 2 1 1 7

A l l e n  J M ,  Y e a t s  J C ,  A d r i a n  T E ,  B l o o m  S R  1 9 8 4  
R a d i o i m m u n o a s s a y  o f  n e u r o p e p t i d e  Y .  R e g u l .  P e p t .  8.: 6 1 - 6 6

A l l e n  J M ,  B l o o m  S R  1 9 8 6  N e u r o p e p t i d e  Y :  a  p u t a t i v e
n e u r o t r a n s m i t t e r .  N e u r o c h e m .  I n t .  8 :  1

A l l e n  L G ,  K a l r a  P S ,  C r o w l e y  W R ,  K a l r a  S P  1 9 8 5  C o m p a r i s o n  
o f  t h e  e f f e c t s  o f  n e u r o p e p t i d e  Y  a n d  a d r e n e r g i c  a g e n t s  o n  
L H  r e l e a s e  a n d  f o o d  i n t a k e  i n  m a l e  r a t s .
L i f e  S c i .  3 2 :  6 1 7 - 6 2 3

A l w i n e  J C ,  K e m p  D J ,  P a r k e r  B A ,  R e i s e r  J ,  R e n a r t  J ,  S t a r k  
G R ,  W a h l  GM 1 9 7 9  D e t e c t i o n  o f  s p e c i f i c  R N A s  o r  s p e c i f i c  
f r a g m e n t s  o f  D N A  b y  f r a c t i o n a t i o n  i n  g e l s  a n d  t r a n s f e r  t o  
d i a z o b e n z y l o x y m e t h y l  p a p e r .
M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  6 8 :  2 2 0 - 2 4 2

A m b r o s e  B J B ,  P I e s s  R C  1 9 8 7  D N A  s e q u e n c i n g :  C h e m i c a l
m e t h o d s  c h a p t e r .  I n :  B e r g e r  S L ,  K i m m e l  A R  ( e d s )  M e t h o d s  i n
E n z y m o l o g y :  G u i d e  t o  M o l e c u l a r  C l o n i n g  T e c h n i q u e s .
A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  v o l  1 5 2 ,  c h a p t e r  5 6

A n t o n i  F A ,  H o l m e s  M C ,  M a k a r a  G B ,  K a r t e s z i  M,  L a s z l o  F A  
1 9 8 4  E v i d e n c e  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  a r g i n i n e - 8 - v a s o p r e s s i n  
( A V P ) o n  p i t u i t a r y  c o r t i c o t r o p i n  ( A C T H )  r e l e a s e  a r e  

m e d i a t e d  b y  a  n o v e l  t y p e  o f  r e c e p t o r .  P e p t i d e s  . 5 : 5 1 9 - 5 2 2
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A n t o n i  F A  1 9 8 6  O x y t o c i n  r e c e p t o r s  i n  r a t  
a d e n o h y p o p h y s i s :  e v i d e n c e  f r o m  r a d i o l i g a n d  b i n d i n g
s t u d i e s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 9 : 2 3 9 3 - 2 3 9 5

A r i s a w a  M,  S n y d e r  G D ,  M c C a n n  S M  1 9 8 9  E f f e c t  o f  s u b s t a n c e  
P  o n  t h y r o t r o p i n  s e c r e t i o n  f r o m  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d  i n  t h e  
r a t .  P e p t i d e s  1 0 : 7 6 3 - 7 6 6

A r n a o u t  M A ,  G a r t h w a i t e  T L ,  M a r t i n s o n  D R ,  H a g e n  T C  1 9 8 6  
V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e  i s  s y n t h e s i s e d  i n  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t i s s u e .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 9 : 2 0 5 2 - 2 0 5 6

A r o n i n  N ,  M o r e n c y  K ,  L e e m a n  S E ,  B r a v e r m a n  L E ,  C o s l o v s k y  R  
1 9 8 4  R e g u l a t i o n  b y  t h y r o i d  h o r m o n e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  s u b s t a n c e  P  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 4 : 2 1 3 8 - 2 1 4 2

A r o n i n  N ,  C o s l o v s k y  R ,  L e e m a n  S E  1 9 8 6  S u b s t a n c e  P  a n d  
n e u r o t e n s i n :  t h e i r  r o l e s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  a n t e r i o r
p i t u i t a r y  f u n c t i o n .  A n n .  R e v .  P h y s i o l .  4  8 : 5 3 7 - 5 4 9

A r o n i n  N ,  C o s l o v s k y  
i n c r e a s e s  s u b s t a n c e  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y .

R ,  C h a s e  K 1 9 8 8  H y p o t h y r o i d i s m  
P  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  h e t e r o t r o p i c  

E n d o c r i n o l o g y  1 2 2 : 2 9 1 1 - 2 9 1 4

A s c h n e r  B  1 9 1 2  U e b e r  d i e  f u n k t i o n  d e r  h y p o p h y s e .  
P f l e u g e r '  s  A r c h  G e s  P h y s i o l  1 4  6 : 1 - 1 4 6

A s c o l i  G ,  L e g n a n i  T  1 9 1 2  D i e  f o l g e n  d  E x s t i r p a t i o n  d  
H y p o p h y s e .  M u e n c h n  m e d  W o c h e n s c h r  5 9 :  5 1 8 - 5 2 1

A u t e l i t a n o  D J ,  C l e m e n t s  J A ,  N ^ k o l a i d i s  I ,  C a n n y  B J ,  F u n d e r  
J W  1 9 8 7  C o n c o m i t a n t  d o p a m i n e r g i c  a n d  g l u c o c o r t i c o i d  
c o n t r o l  o f  p i t u i t a r y  p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  m e s s e n g e r  
r i b o n u c l e i c  a c i d  a n d  b - e n d o r p h i n  l e v e l s .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 1 : 1 6 8 9 - 1 6 9 6

B a e s  M,  A l l a e r t s  W,  D e n e f  C  1 9 8 7  E v i d e n c e  f o r  f u n c t i o n a l  
c o m m u n i c a t i o n  b e t w e e n  f o l l i c u l o - s t e l l a t e  c e l l s  a n d  
h o r m o n e - s e c r e t i n g  c e l l s  i n  p e r i f u s e d  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  
c e l l  a g g r e g a t e s .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 0 : 6 8 5 - 6 9 1

B a k k e  J L ,  L a w r e n c e  N ,  W i l b e r  J F  1 9 7 4  T h e  l a t e  e f f e c t s  o f  
n e o n a t a l  h y p e r t h y r o i d i s m  u p o n  t h e  
h y p o t h a l a m i c - p i t u i t a r y - t h y r o i d  a x i s  i n  t h e  r a t .  
E n d o c r i n o l o g y  9 5 :  4 0 6 - 4 1 0

B a l d w i n  D M ,  S a w y e r  C H  1 9 7 4  E f f e c t s  o f  d e x a m e t h a s o n e  o n  
L H  r e l e a s e  a n d  o v u l a t i o n  i n  t h e  c y c l i c  r a t .
E n d o c r i n o l o g y  8 4 : 3 0 8 - 3 1 2

B a u e r  F E ,  A d r i a n  T E ,  C h r i s t o f i d e s  N D ,  F e r r i  G - L ,  Y a n a i h a r a  
N ,  P o l a k  J M ,  B l o o m  S R  1 9 8 6  D i s t r i b u t i o n  a n d  m o l e c u l a r  
h e t e r o g e n e i t y  o f  g a l a n i n  i n  h u m a n ,  p i g ,  g u i n e a  p i g ,  a n d  
r a t  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t s .  G a s t r o e n t e r o l o g y  9 1 : 8 7 7 - 8 8 3
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B e i n f e l d  M C ,  P a c k m a n  P M  1 9 8 0  C o r t i c o s t e r o n e  i n c r e a s e s
t h e  s y n t h e s i s  o f  a  s o l u b l e  
f r o m  a d r e n a l e c t o m i s e d  m a l e  
a n i - r a t  g r o w t h  a n t i s e r u m .

p r o t e i n  i n  p i t u i t a r y  g l a n d s  
r a t s  w h i c h  p r e c i p i t a t e s  w i t h  
F E B S .  L e t t .  1 1 8 :  8 5 - 8 8

B e s s o n  
K o r d o n  
( V I P ) ,  
e f f e c t  
r a t s .

J ,  R o t s z t e j n  W,  L a b u r t h e  M,  E p e l b a u m  J ,  B e a u d e t  A ,  
C ,  R o s s e l i n  G  1 9 7 9  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  
B r a i n  d i s t r i b u t i o n ,  s u b c e l l u l a r  l o c a l i s a t i o n  a n d  
o f  d e a f f e r e n t a t i o n  o f  t h e  h y p o t h a l a m u s  i n  m a l e  
B r a i n  R e s e a r c h  1 6 5 : 7 9 - 8 5

B i l e s t r u p  N ,  S w a n s o n  L W ,  V a l e  W 1 9 8 6  G r o w t h  
h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r  s t i m u l a t e s  p r o l i f e r a t i o n  o f  
s o m a t o t r o p h s  i n  v i t r o .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 3 : 6 8 5 4 - 6 8 5 7

B i n o u x  M,  H o s s e n l o p p  P ,  L a s s a r r e  C ,  H a r d o u i n  N  1 9 8 1  
P r o d u c t i o n  o f  i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  t h e i r  
c a r r i e r  g y  r a t  p i t u i t a r y  g l a n d  a n d  b r a i n  e x p l a n t s  i n  
c u l t u r e .  F E B S .  L e t t .  1 2 4 : 1 7 8 - 1 8 4

B i r n b e r g  N C ,  L i s s i t z k y  J - C ,  H i n m a n  M,  H e r b e r t  E 1 9 8 3  
G l u c o c o r t i c o i d s  r e g u l a t e  p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  g e n e  
e x p r e s s i o n  i n  v i v o  a t  t h e  l e v e l s  o f  t r a n s c r i p t i o n  a n d  
s e c r e t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 0 :  6 9 8 2 - 6 9 8 6

B l a c k b u r n  A M ,  B l o o m  S R  1 9 7 9  A  r a d i o i m m u n o a s s a y  f o r  
n e u r o t e n s i n  i n  h u m a n  p l a s m a .  J .  E n d o c r i n o l .  8 3 : 1 7 5 - 1 8 1

B o o c k f o r  F R ,  F r a w l e y  L S  1 9 8 7  F u n c t i o n a l  v a r i a t i o n s  a m o n g  
p r o l a c t i n  c e l l s  f r o m  d i f f e r e n t  p i t u i t a r y  r e g i o n s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 2 0 : 8 7 4 - 8 7 9

B r a z e a u  P ,  V a l e  W, B u r g u s  R  e t  a l  1 9 7 3  H y p o t h a l a m i c  
p o l y p e p t i d e  t h a t  i n h i b i t s  i m m u n o r e a c t i v e  p i t u i t a r y  g r o w t h  
h o r m o n e .  S c i e n c e  1 7 9 : 7 7 - 7 9

B r o w n  M,  V a l e  W 1 9 7 6  E f f e c t s  o f  n e u r o t e n s i n  a n d  
s u b s t a n c e  P  o n  p l a s m a  i n s u l i n ,  g l u c a g o n  a n d  g l u c o s e  
l e v e l s .  E n d o c r i n o l o g y  9 8 :  8 1 9 - 8 2 2

B r y a n t  M G ,  B l o o m  S R ,  P o l a k  J M ,  A l b u q u e r q u e  R H ,  M o d l i n  I ,  
P e a r s e  A G E  1 9 7 6  P o s s i b l e  d u a l  r o l e  f o r  v a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e  a s  g a s t r o i n t e s t i n a l  h o r m o n e  a n d  
n e u r o t r a n s m i t t e r  s u b s t a n c e .  L a n c e t  U  9 9 1 - 9 9 5

B u r d m a n  J A ,  C a l a b r e s e  M T ,  M a c L e o d  RM 1 9 8 3  
H y p e r p r o l a c t i n a e m i a  a n d  D N A  s y n t h e s i s  i n  t h e  p i t u i t a r y  
g l a n d  o f  t h e  r a t .  J .  E n d o c r i n o l .  9  7 : 6 5 - 7 4

B u r y  R W ,  M a s h f o r d  ML  1 9 7 6  B i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  
C - t e r m i n a l  p a r t i a l  s e q u e n c e s  o f  s u b s t a n c e  P .
J o u r n a l  o f  M e d i c a l  C h e m i s t r y  1 9 : 8 5 4 - 8 5 8

C a r r a w a y  R ,  L e e m a n  S E  1 9 7 3  T h e  i s o l a t i o n  o f  a  n e w  
h y p o t e n s i v e  p e p t i d e ,  n e u r o t e n s i n ,  f r o m  b o v i n e  h y p o t h a l a m i .  
J .  B i o l .  C h e m .  2 4 8 :  6 8 5 4 - 6 8 6 1
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C a r r a w a y  R ,  L e e m a n  S E  1 9 7 5  T h e  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  o f  a  
h y p o t h a l a m i c  p e p t i d e  n e u r o t e n s i n .
J .  B i o l .  C h e m .  2 5 0 : 1 9 0 7 - 1 9 1 1

C a r r a z a n a  E J ,  P a s i e k a  K B ,  M a j z o u b  J A  1 9 8 8  T h e  
v a s o p r e s s i n  m R N A  p o l y  ( A )  t r a c t  i s  u n u s u a l l y  l o n g  
i n c r e a s e s  d u r i n g  s t i m u l a t i o n  o f  v a s o p r e s s i n  g e n e  
e x p r e s s i o n  i n  v i v o .  M o l .  C e l l .  B i o l .  8.: 2 2 6 7 - 2 2 7 4

a n d

C a r r i l l o  A J ,  P o o l  T B ,  S h a r p  Z D  1 9 8 5  V a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e  i n c r e a s e s  p r o l a c t i n  m e s s e n g e r  
r i b o n u c l e i c  a c i d  c o n t e n t  i n  G H 3  c e l l s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 2 0 2 - 2 0 6

C h a n g  MM, L e e m a n  S E  
p e p t i d e  f r o m  b o v i n e  
c h a r a c t e r i s a t i o n  a s  
J .  B i o l .  C h e m .  2  4  5 :

1 9 7 0  I s o l a t i o n  
h y p o t h a l a m i c  t i s s  
s u b s t a n c e  P .  

4 7 8 4 - 4 7 9 0

o f
u e

a  s i a l o g o g i c  
a n d  i t s

C h a t e a u  M,  M a r c h e t t i  J ,  B u r l e t  A ,  B o u l a n g e  M 1 9 7 9  
E v i d e n c e  o f  v a s o p r e s s i n  i n  a d e n o h y p o p h y s i s :  r e s e a r c h  i n t o
i t s  r o l e  i n  c o r t i c o t r o p e  a c t i v i t y .
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  2  8 : 2 5 - 3 5

C h e n  F - C M ,  P r i n t z  M P  1 9 8 3  C h r o n i c  e s t r o g e n  t r e a t m e n t  
r e d u c e s  a n g i o t e n s i n  I I  r e c e p t o r s  i n  t h e  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 3 : 1 5 0 3 - 1 5 1 0

C h e u n g  C Y  1 9 8 3  P r o l a c t i n  s u p p r e s s e s  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  
s e c r e t i o n  a n d  p i t u i t a r y  r e s p o n s i v e n e s s  t o  l u t e i n i s i n g  
h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  b y  a  d i r e c t  a c t i o n  a t  t h e  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 3 : 6 3 2 - 6 3 8

C h i h a r a  K ,  A r i m u r a  A ,  C o y  D H ,  S c h a l l y  A V  1 9 7 8  S t u d i e s  o n  
t h e  i n t e r a c t i o n  o f  e n d o r p h i n s ,  s u b s t a n c e  P ,  a n d  e n d o g e n o u s  
s o m a t o s t a t i n  i n  g r o w t h  h o r m o n e  a n d  p r o l a c t i n  r e l e a s e  i n  
r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 2 : 2 8 1 - 2 9 0

C h i h a r a  K ,  A r i m u r a  A ,  S c h a l l y  A V  1 9 7 9  I m m u n o r e a c t i v e  
s o m a t o s t a t i n  i n  r a t  h y p o p h y s i a l  p o r t a l  b l o o d .
E n d o c r i n o l o g y  1 0 4 : 1 4 3 4 - 1 4 4 1

C h i l d s  ( M o r i a r t y )  G V ,  C o l e  D E  e t  a l  1 9 7 8  E n d o g e n o u s  
t h y r o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y :  
s i t e s  o f  a c t i v i t y  a s  i d e n t i f i e d  b y  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  
s t a i n i n g .  J .  H i s t o c h e m .  C y t o c h e m .  2 6 :  9 0 1 - 9 0 8

C h i l d s  ( M o r i a r t y )  G V ,  E l l i s o n  D G ,  L o r e n z e n  J R ,  C o l l i n s  T J ,  
S c h w a r t z  N B  1 9 8 2  I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  o f  
g o n a d o t r o p i n  s t o r a g e  i n  d e v e l o p i n g  c a s t r a t i o n  c e l l s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 1 : 1 3 1 8 - 1 3 2 8

C h i l d s  ( M o r i a r t y )  G V ,  E l l i s o n  D G ,  R a m a l e y  J A  1 9 8 2 a  
S t o r a g e  o f  a n t e r i o r  l o b e  a d r e n o c o r t i c o t r o p i n  i n  
c o r t i c o t r o p e s  a n d  a  s u b p o p u l a t i o n  o f  g o n a d o t r o p e s  d u r i n g  
t h e  s t r e s s - n o n r e s p o n s i v e  p e r i o d  i n  t h e  n e o n a t a l  m a l e  r a t .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 0 : 1 6 7 6 - 1 6 9 2
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C h i l d s  G V 7  E l l i s o n  D G ,  L o r e n z e n  J R ,  C o l l i n s  T J ,  S c h w a r t z  
N B  1 9 8 3  R e t a r d e d  d e v e l o p m e n t  o f  c a s t r a t i o n  c e l l s  a f t e r  
a d r e n a l e c t o m y  o r  s h a m  a d r e n a l e c t o m y .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 3 : 1 6 6 - 1 7 7

C h i n  WW, S h u p n i k  M A ,  R o s s  D S ,  H a b e n e r  J F ,  R i d g w a y  E C  1 9 8 5  
R e g u l a t i o n  o f  t h e  a l p h a  a n d  t h y r o t r o p i n  b e t a - s u b u n i t  
m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d s  b y  t h y r o i d  h o r m o n e s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 8 7 3 - 8 7 8

C h i n g  M 1 9 8 2  C o r r e l a t i v e  s u r g e s  o f  L H R H ,  L H  a n d  F S H  i n  
p i t u i t a r y  s t a l k  p l a s m a  a n d  s y s t e m i c  o f  r a t  d u r i n g  
p r o e s t r u s .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3 4 : 2 7 9 - 2 8 5

C h o m c s z y n s k i  P ,  S a c c h i  N  1 9 8 7  S i n g l e - s t e p  m e t h o d  o f  R N A  
i s o l a t i o n  b y  a c i d
g u a n i d i n i u m - t h i o c y a n a t e - p h e n o l - c h l o r o p h o r m  e x t r a c t i o n .  
A n a l .  B i o c h e m .  1 6 2 :  1 5 6 - 1 5 9

C h o m c z y n s k i  P ,  D o w n s  T R ,  F r o h m a n  L A  1 9 8 8  F e e d b a c k  
r e g u l a t i o n  o f  g r o w t h  h o r m o n e  ( G H ) - r e l e a s i n g  h o r m o n e  g e n e  
e x p r e s s i o n  b y  G H  i n  r a t  h y p o t h a l a m u s .
M o l e c u l a r  E n d o c r i n o l o g y  2.: 2 3 6 - 2 4 1

C h r o n w a l l  B M ,  D i M a g g i o  D A ,  M a s s a r i  V J ,  P i c k e l  V M ,  R u g g i e r o  
D A ,  0 '  D o n o h u e  T L  1 9 8 5  T h e  a n a t o m y  o f  
n e u r o p e p t i d e - Y - c o n t a i n i n g  n e u r o n s  i n  r a t  b r a i n .  
N e u r o s c i e n c e  1 5 :  1 1 5 9 - 1 1 8 1

C l a r k  J H ,  M a r k a v e r i c h  B M  1 9 8 2  T h e  
p r o p e r t i e s  o f  c l o m i p h e n e :  a  r e v i e w .  
P h a r m a c o l .  T h e r .  1 5 : 4 6 7 - 5 1 9

a g o n i s t i c - a n t a g o n i s t i  c

C l a y t o n  R N  1 9 8 2  G o n a d o t r o p h i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  
m o d u l a t i o n  o f  i t s  o w n  p i t u i t a r y  r e c e p t o r s :  e v i d e n c e
b i p h a s i c  r e g u l a t i o n .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 1 : 1 5 2 - 1 6 1

f o r

C l a y t o n  R N ,  S o l a n o  A R ,  G a r c i a - V e l a  A ,  D u f a u  M L ,  C a t t  K J  
1 9 8 0  R e g u l a t i o n  o f  p i t u i t a r y  r e c e p t o r s  f o r  
g o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  d u r i n g  t h e  r a t  e s t r o u s  
c y c l e .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 7 : 6 9 9 - 7 0 6

C o i r o  V ,  B r a v e r m a n  L E ,  C h r i s t i a n s o n  D ,  F a n g  S - L ,  G o o d m a n  
HM 1 9 7 9  E f f e c t  o f  h y p o t h y r o i d i s m  a n d  t h y r o x i n e  
r e p l a c e m e n t  o n  g r o w t h  h o r m o n e  i n  t h e  r a t .
E n d o c r i n o l o g y  1 0 5 : 6 4 1 - 6 4 6

C o l o t  H V ,  R o s b a s h  M 1 9 8 2  B e h a v i o u r  o f  i n d i v i d u a l  
m a t e r n a l  p A +  R N A s  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  o f  X e n o p u s  l a e v i s .  
D e v .  B i o l .  9 4 :  7 9 - 8 6

C o s l o v s k y  R ,  E v a n s  R W ,  L e e m a n  S E ,  B r a v e r m a n  L E ,  A r o n i n  N  
1 9 8 4  T h e  e f f e c t s  o f  g o n a d a l  s t e r o i d s  o n  t h e  c o n t e n t  o f  
s u b s t a n c e  P  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 5 : 2 2 8 5 - 2 2 8 9
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C o u n i s  R ,  C o r b a n i  M,  J u t i s z  M 1 9 8 3  E s t r a d i o l  r e g u l a t e s  
m R N A s  e n c o d i n g  p r e c u r s o r s  t o  r a t  l u t r o p i n  ( L H )  a n d  
f o l l i t r o p i n  ( F S H )  s u b u n i t s .
B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m .  1 1 4 : 6 5 - 7 2

C r o w e  J ,  C u s h i n g  HW,  H o m a n s  J  1 9 1 0  E x p e r i m e n t a l  
h y p o p h y s e c t o m y .  B u l l .  J o h n  H o p k i n s  H o s p .  2 1 : 1 2 7 - 1 6 9

C r o w l e y  W R ,  H a s s i d  A ,  K a l r a  S P  1 9 8 7  N e u r o p e p t i d e  Y  
e n h a n c e s  t h e  r e l e a s e  o f  l u t e i n i z i n g  h o r m o n e  ( L H )  i n d u c e d  
b y  L H  - r e l e a s i n g  h o r m o n e .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 0 : 9 4 1 - 9 4 5

C u s h i n g  HW 1 9 1 0  T h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  p i t u i t a r y  b o d y .
A m .  J .  M e d .  S c i .  1 3 9 : 4 7 3 - 4 8 4

D a n d y  WE  1 9 1 3  T h e  n e r v e  s u p p l y  t o  t h e  p i t u i t a r y  b o d y .
A m .  J .  A n a t .  1 5 :  3 3 3 - 3 4 3

D a u g h a d a y  WH 1 9 8 5  T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  C h a p t e r  1 8  i n :  
W i l l i a m s  T e x t b o o k  o f  E n d o c r i n o l o g y ,  W i l s o n  J D  a n d  F o s t e r  
DW e d s .  WB  S a u n d e r s  C o

D a v i s  T M ,  B u r r i n  J M ,  B l o o m  S R  1 9 8 7  G r o w t h  h o r m o n e  ( G H )  
r e l e a s e  i n  r e s p o n s e  t o  G H - r e l e a s i n g  h o r m o n e  i n  m a n  i s  
3 - f o l d  e n h a n c e d  b y  g a l a n i n .
J .  C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  6 5 : 1 2 4 8 - 1 2 5 2

D e b e l j u k  L ,  L a s a g a  M,  H o r v a t h  J ,  D u v i l a n s k i  B ,  S e i l i c o v i c h  
A ,  d e l  C a r m e n  D i a z  M 1 9 8 7  E f f e c t  o f  a n  a n t i - s u b s t a n c e  P  
s e r u m  o n  p r o l a c t i n  a n d  g o n a d o t r o p i n s  i n  h y p e r p r o l a c t i n e m i c  
r a t s .  R e g u l .  P e p t .  1 9 :  9 1 - 9 8

D e b e l j u k  L ,  L a s a g a  M,  A f i o n e  S ,  D u v i l a n s k i  B ,  d e l  C a r m e n  
D i a z  M 1 9 8 8  E f f e c t  o f  p a s s i v e  i m m u n i z a t i o n  a g a i n s t  
s u b s t a n c e  P  i n  r a t s  w i t h  h y p e r p r o l a c t i n e m i a .
P e p t i d e s  9.: 9 3 3 - 9 3 6

D e F e s i  C R ,  A s t i e r  H S ,  S u r k s  M I  1 9 7 9  K i n e t i c s  o f  
t h y r o t r o p h s  a n d  s o m a t o t r o p h s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o f  
h y p o t h y r o i d i s m  a n d  L - t r i i o d o t h y r o n i n e  t r e a t m e n t  o f  
h y p o t h y r o i d  r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 4 : 1 1 7 2 - 1  1 8 0

D e f t o s  L J ,  B u r t o n  B D ,  C a t h e r w o d  B D ,  B o n e  H G ,  P a r t h e r m o r e  
J G ,  G u i l l e m i n  R ,  W a t k i n s  W B ,  M o o r e  R Y  1 9 7 8  D e m o n s t r a t i o n  
b y  i m m u n o p e r o x i d a s e  h i s t o c h e m i s t r y  o f  c a l c i t o n i n  i n  t h e  
a n t e r i o r  l o b e  o f  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .
J .  C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  4  7 : 4 7 5 - 4 8 0

D e l  S a l  G ,  M a n f i o l e t t i  G ,  S c h n e i d e r  C  1 9 8 8  A  o n e - t u b e  
p l a s m i d  D N A  m i n i - p r e p a r a t i o n  s u i t a b l e  f o r  s e q u e n c i n g .
N u c .  A c i d s  R e s .  1 6 : 9 8 7 8

D e n e f  C ,  A n d r i e s  M 1 9 8 3  E v i d e n c e  f o r  p a r a c r i n e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  g o n a d o t r o p h s  a n d  l a c t o t r o p h s  i n  
p i t u i t a r y  c e l l  a g g r e g a t e s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 2 : 8 1 3 - 8 2 2
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D e n e f  C ,  S c h r a m m e  C ,  B a e s  M 1 9 8 5  S t i m u l a t i o n  o f  g r o w t h  
h o r m o n e  r e l e a s e  b y  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  a n d  
p e p t i d e  P H I  i n  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  r e a g g r e g a t e s .  
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  4 0 . :  8 8 - 9 1

D e P a l a t i s  L R ,  F i o r i n d o  R P ,  H o  R H  1 9 8 2  S u b s t a n c e  P  
i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  a n t e r i o r  g l a n d  o f  t h e  g u i n e a  p i g  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 0 : 2 8 2 - 2 8 4

D e P a l a t i s  L R ,  K h o r r a m  O ,  M c C a n n  S M  1 9 8 5  A g e - ,  S e x - ,  a n d  
g o n a d a l  s t e r o i d - r e l a t e d  c h a n g e s  i n  i m m u n o r e a c t i v e  
s u b s t a n c e  P  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 7 : 1 3 6 8 - 1 3 7 3

D o b n e r  P R ,  K a w a s a k i  E S ,  Y u  L - Y ,  B a n c r o f t  F C  1 9 8 1  T h y r o i d  
o r  g l u c o c o r t i c o i d  h o r m o n e  i n d u c e s  p r e - g r o w t h - h o r m o n e  m R N A  
a n d  i t s  p r o b a b l e  n u c l e a r  p r e c u r s o r  i n  r a t  p i t u i t a r y  c e l l s .  
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  7 8 :  2 2 3 0 - 2 2 3 4

D o m i n  J ,  G h a t e i  M A ,  C h o h a n  P ,  
-  a  s t u d y  o f  i t s  d i s t r i b u t i o n  
P e p t i d e s  8.: 7 7 9 - 7 8 4

B l o o m  S R  1 9 8 7  
i n  t h e  r a t .

N e u r o m e d i n  U

D o m i n  J ,  S t e e l  J H ,  A d o l p h u s  N ,  B u r r i n  J M ,  L e o n h a r d t  U ,  
P o l a k  J M ,  B l o o m  S R  1 9 8 9  T h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c o n t e n t  
o f  n e u r o m e d i n  U - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i s  a l t e r e d  b y  
t h y r o t r o p h i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  a n d  t h y r o i d  s t a t u s  i n  t h e  
r a t .  J .  E n d o c r i n o l .  1 2 2 : 4 7 1 - 4 7 6

D u e l l o  T M ,  N e t t  T M ,  F a r q u h a r  MG 1 9 8 3  F a t e  o f  a  
g o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  i n t e r n a l i s e d  b y  r a t  
p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p h s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 2 : 1 - 1 0

E b e r w i n e  J H ,  R o b e r t s  J L  1 9 8 4  G l u c o c o r t i c o i d  r e g u l a t i o n  
o f  p r o - o p i o m e l a n o c o r t i n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  i n  t h e  r a t  
p i t u i t a r y .  J .  B i o l .  C h e m .  2  5  9 : 2 1 6 6 - 2 1 7 0

E d e n  S  1 9 7 9  A g e -  a n d  s e x - r e l a t e d  d i f f e r e n c e s  
g r o w t h  h o r m o n e  s e c r e t i o n  i n  t h e  r a t .  
E n d o c r i n o l o g y  1 0 5 : 5 5 5 - 5 6 0

i n  e p i s o d i c

E d v i n s s o n  L ,  E m s o n  P ,  M c C u l l o c h  J ,  T a t e m o t o  K ,  U d d m a n  R  
1 9 8 3  N e u r o p e p t i d e  Y :  c e r e b r o v a s c u l a r  i n n e r v a t i o n  a n d
v a s o m o t o r  e f f e c t s  i n  t h e  c a t .  N e u r o s c i .  L e t t .  4 3 : 7 9 - 8 4

E d v i n s s o n  L ,  E k b l a d  E ,  H a k a n s o n  R ,  W a h l e s t e d t  C  1 9 8 5  
N e u r o p e p t i d e  Y  p o t e n t i a t e s  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  
v a s o c o n s t r i c t o r  a g e n t s  o n  r a b b i t  b l o d d  v e s s e l s .
B r i t i s h  J o u r n a l  o f  P h a r m a c o l o g y  8 3 : 5 1 9 - 5 2 5

E m s o n  P C ,  F a h r e n k r u g  J ,  S c h a f f a l i t z k y  d e  M u c k a d e l l  O B ,  
J e s s e l l  T M ,  I v e r s e n  L L  1 9 7 8  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  
p o l y p e p t i d e  ( V I P ) :  v e s i c u l a r  l o c a l i s a t i o n  a n d  p o t a s s i u m
e v o k e d  r e l e a s e  f r o m  r a t  h y p o t h a l a m u s .
B r a i n  R e s e a r c h  1 4  3 :  1 7 4 - 1 7 8
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E m s o n  P C ,  G o e d e r t  M,  H o r s  f i e l d  P ,  R i o u x  F ,  S t  P i e r r e  S  
1 9 8 2  T h e  r e g i o n a l  d i s t r i b u t i o n  a n d  c h r o m a t o g r a p h i c  
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  n e u r o t e n s i n - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  
t h e  r a t  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  J .  N e u r o c h e m .  3 8 : 9 9 2 - 9 9 9

E u k e r  J S ,  M e i t e s  J ,  R i e g l e  G D  1 9 7 5  E f f e c t s  o f  a c u t e  
s t r e s s  o n  s e r u m  L H  a n d  p r o l a c t i n  i n  i n t a c t ,  c a s t r a t e  a n d  
d e x a m e t h a s o n e  t r e a t e d  m a l e  r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  9  6 : 8 5 - 8 9

E v a n s  H M ,  L o n g  J A  1 9 2 1  T h e  e f f e c t  o f  t h e  a n t e r i o r  l o b e  
a d m i n i s t e r e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  u p o n  g r o w t h ,  m a t u r i t y  a n d  
o e s t r u s  c y c l e s  o f  t h e  r a t .  A n a t .  R e c .  2 1 : 6 2 - 6 2

E v a n s  R M ,  B i r n b e r g  N C ,  R o s e n f e l d  MG 1 9 8 2  G l u c o c o r t i c o i d  
a n d  t h y r o i d  h o r m o n e s  t r a n s c r i p t i o n a l l y  r e g u l a t e  g r o w t h  
h o r m o n e  g e n e  e x p r e s s i o n .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  7 9 . :  7 6 5 9 - 7 6 6 3

F a g i n  J A ,  B r o w n  A ,  M e l m e d  S  1 9 8 8  R e g u l a t i o n  o f  p i t u i t a r y  
i n s u l i n - l i k e  g r o w t h  f a c t o r - I  m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  
l e v e l s  i n  r a t s  b e a r i n g  s o m a t o m a m m o t r o p i c  t u m o r s :  
i m p l i c a t i o n s  f o r  g r o w t h  h o r m o n e  r e g u l a t i o n .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 2 :  2 2 0 4 - 2 2 1 0

F e i n b e r g  A P ,  V o g e l s t e i n  B  1 9 8 3  A  t e c h n i q u e  f o r  
r a d i o l a b e l l i n g  D N A  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  f r a g m e n t s  t o  
h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  A n a l .  B i o c h e m .  1 3  2 : 6 - 9

F e r r a r a  N ,  S c h w e i g e r e r  L ,  N e u f e l d  G ,  M i t c h e l l  R ,  
G o s p a r a d o w i c z  D  1 9 8 7  P i t u i t a r y  f o l l i c u l a r  c e l l s  p r o d u c e  
b a s i c  f i b r o b l a s t  g r o w t h  f a c t o r .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 4 :  5 7 7 3 - 5 7 7 7

F e r r i s  C F ,  P a n  J X ,  S i n g e r  E A ,  B o y d  N D ,  C a r r a w a y  R E ,  L e e m a n  
S E  1 9 8 4  S t i m u l a t i o n  o f  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  r e l e a s e  a f t e r  
s t e r e o t a x i c  m i c r o i n j e c t i o n  o f  n e u r o t e n s i n  i n t o  t h e  m e d i a l  
p r e o p t i c  a r e a  o f  r a t s .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3  8 : 1 4 5 - 1 5 1

F e y r t e r  F  1 9 3 8  U b e r  d i e  p e r i p h e r e n  e n d o k r i n e n  
( p a r a k r i n e n )  D r u s e n  d e s  M e n s c h e n .  L e i p z i g  : A m b r o s i u s  B a r t h

F i n k  G 1 9 7 6  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  r e l e a s i n g  f a c t o r  
c o n c e p t .  C l i n i c a l  E n d o c r i n o l o g y  5 . : 2 4 5 s - 2 6 0 s

F i n k  G 1 9 7 9  F e e d b a c k  a c t i o n s  o f  t a r g e t  h o r m o n e s  o n  
h y p o t h a l a m u s  a n d  p i t u i t a r y  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  
g o n a d a l  s t e r o i d s .  A n n .  R e v .  P h y s i o l .  4 1 :  5 7 1 - 5 8 5

F l y n n  J J ,  M a r g u l e s  D L ,  C o o p e r  CW 1 9 8 1  P r e s e n c e  o f  
i m m u n o r e a c t i v e  c a l c i t o n i n  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  a n d  t h e  
p i t u i t a r y  l o b e s  o f  r a t .
B r a i n  R e s e a r c h  B u l l e t i n  6 1 : 5 4 7 - 5 4 9

F o r m a n  B M ,  Y a n g  C ,  S t a n l e y  F ,  C a s a n o v a  J ,  S a m u e l s  H H 1 9 8 8  
C - e r b A  p r o t o o n c o g e n e s  m e d i a t e  t h y r o i d  h o r m o n e - d e p e n d a n t  
a n d  i n d e p e n d a n t  r e g u l a t i o n  o f  t h e  r a t  g r o w t h  h o r m o n e  a n d  
p r o l a c t i n  g e n e s .  M o l e c u l a r  E n d o c r i n o l o g y  2:  9 0 2 - 9 1 1
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F o s t e r  G V ,  B a g h d i a n t z  A ,  K u m a r  M A ,  S l a c k  E ,  S o l i m a n  H A ,  
M a c I n t y r e  I  1 9 6 4  T h y r o i d  o r i g i n  o f  c a l c i t o n i n .
N a t u r e  2 0 2 : 1 3 0 3 - 1 3 0 5

F r a n k l y n  J A ,  W o o d  D F ,  B a l f o u r  N J ,  R a m s d e n  D B ,  D o c h e r t y  K ,  
C h i n  WW, S h e p p a r d  MC 1 9 8 7  E f f e c t  o f  h y p o t h y r o i d i s m  a n d  
t h y r o i d  h o r m o n e  r e p l a c e m e n t  i n  v i v o  o n  p i t u i t a r y  
c y t o p l a s m i c  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h y r o t r o p i n - b e t a  a n d  
a l p h a - s u b u n i t  m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d s .
E n d o c r i n o l o g y  1 2  0 : 2 2 7 9 - 2 2 8 8

F r a n c h i m o n t  P  1 9 8 6  F o r e w o r d .  C l i n i c s  i n  E n d o c r i n o l o g y  
a n d  M e t a b o l i s m .  1 5 : i x - x i i i

F r a w l e y  L S ,  B o o k f o r  F R ,  H o e f f l e r  J P  1 9 8 5  I d e n t i f i c a t i o n  
b y  p l a q u e  a s s a y  o f  a  p i t u i t a r y  c e l l  t y p e  t h a t  s e c r e t e s  
b o t h  g r o w t h  h o r m o n e  a n d  p r o l a c t i n .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 7 3 4 - 7 3 9

F r i e d g o o d  H B  1 9 3 6  S t u d i e s  o n  t h e  s y m p a t h e t i c  n e r v o u s  
c o n t r o l  o f  t h e  a n t e r i o r  h y p o p h y s i s  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  
t o  a  n e u r o - h u m o r a l  m e c h a n i s m .  C h a p t e r  1 0  
p a g e s  6 3 5 - 6 9 8  T e x t b o o k  o f  E n d o c r i n o l o g y  
W i l l i a m s  R H  ( e d )

F u r r  B J A ,  J o r d a n  V C  1 9 8 4  T h e  p h a r m a c o l o g y  a n d  c l i n i c a l  
u s e s  o f  t a m o x i f e n .  P h a r m .  T h e r .  2  5 : 1 2 7 - 2 0 5

F u r u t a n i  Y ,  M o r i m o t o  Y ,  S h i b a h a r a  S ,  N o d a  M,  T a k a h a s h i  H ,  
H i r o s e  T ,  A s a i  M,  I n a y a m a  S ,  H a y a s h i d a  H ,  M i y a t a  T ,  N u m a  S  
1 9 8 3  C l o n i n g  a n d  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  c D N A  f o r  o v i n e  
c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s i n g  f a c t o r  p r e c u r s o r .
N a t u r e  3 0 1 : 5 3 7 - 5 4 0

G a b r i e l  S M ,  M i l b u r y  C M ,  N a t h a n s o n  J A ,  M a r t i n  J B  1 9 8 8  
G a l a n i n  s t i m u l a t e s  r a t  p i t u i t a r y  g r o w t h  h o r m o n e  s e c r e t i o n  
i n  v i t r o .  L i f e  S c i .  4_2: 1 9 8 1 - 1 9 8 6

G a r d n e r  D G ,  D e s c h e p p e r  C F ,  G a n o n g  W F ,  H a n e  S ,  F i d d e s ,  
B a x t e r  J D ,  L e w i c k i  J  1 9 8 6  E x t r a - a t r i a l  e x p r e s s i o n  o f  t h e  
g e n e  f o r  a t r i a l  n a t r i u r e t i c  f a c t o r .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 3 . :  6 6 9 7 - 6 7 0 1

G e r t z  B J ,  C o n t r e r a s  L N ,  M c C o m b  D J ,  K o v a c s  K ,  T y r r e l l  J B ,  
D a l l m a n  M F 1 9 8 7  C h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r  i n c r e a s e s  p i t u i t a r y  
c o r t i c o t r o p h  n u m b e r .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 0 : 3 8 1 - 3 8 8

G h a r i b  S D ,  B o w e r s  S M ,  N e e d  L R ,  C h i n  WW 1 9 8 6  R e g u l a t i o n  
o f  r a t  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  s u b u n i t  m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  
a c i d s  b y  g o n a d a l  s t e r o i d  h o r m o n e s .
J .  C l i n .  I n v e s t .  1 7 :  5 8 2 - 5 8 9

G h a r i b  S D ,  W i e r m a n  M E ,  B a d g e r  T M ,  C h i n  WW 1 9 8 7  S e x  
s t e r o i d  h o r m o n e  r e g u l a t i o n  o f  f o l l i c l e - s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  
s u b u n i t  m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  ( m R N A )  l e v e l s  i n  t h e  
r a t .  J .  C l i n .  I n v e s t .  8 0 . :  2 9 4 - 2 9 9



G i g u e r e  V ,  L e f e b v r e  F - A ,  L a b r i e  F  1 9 8 1  A n d r o g e n s  
d e c r e a s e  L H R H  b i n d i n g  s i t e s  i n  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y -  
c e l l s  i n  c u l t u r e .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 8 : 3 5 0 - 3 5 2
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G l a s s  C K ,  F r a n c o  R ,  W e i n b e r g e r  C ,  A l b e r t  V R ,  E v a n s  R M,  
R o s e n f e l d  MG 1 9 8 7  A  c  - e r b - A  b i n d i n g  s i t e  i n  r a t  g r o w t h  
h o r m o n e  g e n e  m e d i a t e s  t r a n s - a c t i v a t i o n  b y  t h y r o i d  h o r m o n e .  
N a t u r e  3 2 9 : 7 3 8 - 7 4 1

G l e m b o t s k i  C C ,  W i l d e y  G M ,  G i b s o n  T R  1 9 8 5  M o l e c u l a r  f o r m s  
o f  i m m u n o r e a c t i v e  a t r i a l  n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  i n  t h e  r a t  
h y p o t h a l a m u s  a n d  a t r i u m .
B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m .  1 2  9 : 6 7 1 - 6 7 8

G o e d e r t  M,  L i g h t m a n  S L ,  N a g y  J I ,  M a r l e y  P D ,  E m s o n  P C  1 9 8 2  
N e u r o t e n s i n  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .
N a t u r e  2 9 8 : 1 6 3 - 1 6 5

G o e d e r t  M,  L i g h t m a n  S L ,  E m s o n  P C  1 9 8 4  N e u r o t e n s i n  i n  t h e  
r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d :  e f f e c t s  o f  e n d o c r i n o l o g i c a l
m a n i p u l a t i o n s .  B r a i n  R e s e a r c h  2 9 9 : 1 6 0 - 1 6 3

G o l t z m a n  D ,  M i t c h e l l  J  1 9 8 5  I n t e r a c t i o n  o f  c a l c i t o n i n  
a n d  c a l c i t o n i n  g e n e - r e l a t e d  p e p t i d e  a t  r e c e p t o r  s i t e s  i n  
t a r g e t  t i s s u e s .  S c i e n c e  2  2  7 : 1 3 4 3 - 1 3 4 5

G o z e s  I ,  T s a f r i r i  A  1 9 8 6  D e t e c t i o n  o f  v a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e - e n c o d i n g  m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  i n  
t h e  r a t  o v a r i e s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 9 : 2 6 0 6 - 2 6 1 0

G r e e n  J D ,  H a r r i s  GW 1 9 4 9  O b s e r v a t i o n  o f  t h e  
h y p o p h y s i o - p o r t a l  v e s s e l s  o f  ^ h e  l i v i n g  r a t .
J .  P h y s i o l .  1 0 8 : 3 5 9 - 3 6 1

G r o s s  D S  1 9 8 3  H o r m o n e  p r o d u c t i o n  i n  t h e  h y p o p h y s i a l  p a r s  
t u b e r a l i s  o f  i n t a c t  a n d  h y p o p h y s e c t o m i s e d  r a t s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 2 : 7 3 3 - 7 4 4

G r o s s  D S ,  T u r g e o n  J L ,  W a r i n g  DW 1 9 8 4  T h e  o v i n e  p a r s  
t u b e r a l i s :  a  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  s o u r c e  o f  p a r t i a l l y
p u r i f i e d  g o n a d o t r o p e s  w h i c h  s e c r e t e  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  i n  
v i t r o .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 4 : 2 0 8 4 - 2 0 9 1

H a a s  D A ,  G e o r g e  S R  1 9 8 7  N e u r o p e p t i d e  Y  a d m i n i s t r a t i o n  
a c u t e l y  i n c r e a s e s  h y p o t h a l a m i c  c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  
f a c t o r  i m m u n o r e a c t i v i t y :  l a c k  o f  e f f e c t  i n  o t h e r  r a t  b r a i n
r e g i o n s .  L i f e  S c i .  4 1 : 2 7 2 5 - 2 7 3 1

H a g e n  T C ,  A r n a o u t  M A ,  S c h e r z e r  W J ,  M a r t i n s o n  D R ,
G a r t h w a i t e  T L  1 9 8 6  A n t i s e r a  t o  v a s o a c t i v e  i n t e s i n a l  
p o l y p e p t i d e  i n h i b i t  b a s a l  p r o l a c t i n  r e l e a s e  f r o m  d i s p e r s e d  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  4 3 :  6 4 1 - 6 4 5

H a r r i s  GW 1 9 4 8  N e u r a l  c o n t r o l  o f  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d .  
P h y s i o l .  R e v .  2 8 . :  1 3 9 - 1 7 9
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H a u g e r  R L ,  A g u i l e r a  G ,  B a u k a l  A J ,  C a t t  K J  1 9 8 2  
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a n g i o t e n s i n  I I  r e c e p t o r s  i n  t h e  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .
M o l .  C e l l .  E n d o c r i n o l .  2 5 : 2 0 3 1 6 - 2 0 3 2 1

H e l l m a n n  W,  S u z u k i  F ,  O h k u b o  H # N a k a n i s h i  S ,  L u d w i g  G ,  
G a n t e n  D 1 9 8 8  A n g i o t e n s i n o g e n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  
e x t r a h e p a t i c  r a t  t i s s u e s : a p p l i c a t i o n  o f  a  s o l u t i o n  
h y b r i d i s a t i o n  a s s a y .
N a u n y n - S c h m e i d b e r g '  s  A r c h .  P h a r m a c o l .  3 3 8 : 3 2 7 - 3 3 1

H e r b e r t  D C  1 9 7 6  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  e v i d e n c e  t h a t  
l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  ( L H )  a n d  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  
a r e  p r e s e n t  i n  t h e  s a m e  c e l l  t y p e  i n  t h e  r h e s u s  m o n k e y  
p i t u i t a r y  g l a n d .  E n d o c r i n o l o g y  9 8 : 1 5 5 4 - 1 5 5 7

H e r v a s  F ,  M o r r e a l e  d e  E s c o b a r  G ,  E s c o b a r  d e l  R e y  F  1 9 7 5  
R a p i d  e f f e c t s  o f  s i n g l e  s m a l l  d o s e s  o f  L - t h y r o x i n e  a n d  
t r i i o d o - t h y r o n i n e  o n  g r o w t h  h o r m o n e ,  a s  s t u d i e d  i n  t h e  r a t  
b y  r a d i o i m m u n o a s s a y .  E n d o c r i n o l o g y  9 7 :  9 1 - 1 0 1

H o e f f l e r  J P ,  F r a w l e y  L S  1 9 8 7  H y p o t h a l a m i c  f a c t o r s  
d i f f e r e n t i a l l y  a f f e c t  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  c e l l s  t h a t  
s e c r e t e  g r o w t h  h o r m o n e  o r  p r o l a c t i n .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 0 : 7 9 1 - 7 9 5

H o k f e l t  T ,  K e l l e r t h  J - O ,  N i l s s o n  G ,  P e r n o w  B  1 9 7 5  
S u b s t a n c e  P :  l o c a l i s a t i o n  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m
a n d  i n  s o m e  p r i m a r y  s e n s o r y  n e u r o n s .  S c i e n c e  1 9 0 : 8 8 9 - 8 9 8

H o p k i n s  C R ,  G r e g o r y  H 1 9 7 7  T o p o g r a p h i c a l  l o c a l i s a t i o n  o f  
t h e  r e c e p t o r s  f o r  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  o n  
t h e  s u r f a c e  o f  d i s s o c i a t e d  c e l l s .
J .  C e l l .  B i o l .  1 5 :  5 2 8 - 5 4 0

J a c o b s o n  A ,  F a v r e a u  M 1 9 8 3  P o s s i b l e  i n v o l v e m e n t  o f  
p o l y ( A )  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s .
N u c .  A c i d s .  R e s .  1_L: 6 3 5 3 - 6 3 6 8

J a n s s o n  J - 0 ,  E d e n  S ,  I s a k s s o n  O 1 9 8 3  S i t e s  o f  a c t i o n  o f  
t e s t o s t e r o n e  a n d  e s t r a d i o l  o n  l o n g i t u d i n a l  b o n e  g r o w t h .
A m .  J .  P h y s i o l .  2 2 4 4 : E 1 3 5 - E 1 4 0

J a n s s o n  J - 0 ,  E k b e r g  S ,  I s a k s s o n  O ,  M o d e  A ,  G u s t a f s s o n  J - A  
1 9 8 5  I m p r i n t i n g  o f  g r o w t h  h o r m o n e  s e c r e t i o n ,  b o d y  g r o w t h ,  
a n d  h e p a t i c  s t e r o i d  m e t a b o l i s m  b y  n e o n a t a l  t e s t o s t e r o n e .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 7 : 1 8 8 1 - 1 8 8 9

J o n a s s e n  J A ,  M u l l i k i n - K i l p a t r i c k  D ,  M c A d a m  A ,  L e e m a n  S E  
1 9 8 7  T h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  r e g u l a t e s  p r e p r o t a c h y k i n i n - A  
g e n e  e x p r e s s i o n  i n  m a l e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .  
E n d o c r i n o l o g y  1 2 1 : 1 5 5 5 - 1 5 6 1
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J o n e s  P M ,  G h a t e i  M A ,  S t e e l  J ,  O '  H a l l o r a n  D J ,  G o n  G ,  L e g o n  
S ,  B u r r i n  J M ,  L e o n h a r d t  U ,  P o l a k  J M ,  B l o o m  S R  1 9 8 9  
E v i d e n c e  f o r  n e u r o p e p t i d e  Y  s y n t h e s i s  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  a n d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s :  
c o m p a r i s o n  w i t h  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e ,  s u b s t a n c e  
P ,  a n d  n e u r o t e n s i n .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 5 : 3 3 4 - 3 4 1

J o n e s  P M ,  B u r r i n  J M ,  G h a t e i  M A ,  O'  H a l l o r a n  D J ,  L e g o n  S ,  
B l o o m  S R  1 9 9 0  T h e  i n f l u e n c e  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  o n  
t h e  h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l  g r o w t h  h o r m o n e  a x i s .  
E n d o c r i n o l o g y  ( i n  p r e s s ) .

K a l r a  S P ,  C r o w l e y  W R  1 9 8 4  N o r e p i n e p h r i n e - l i k e  e f f e c t s  o f  
n e u r o p e p t i d e  Y  o n  L H  r e l e a s e  i n  t h e  r a t .
L i f e  S c i .  3 5 . :  1 1 7 3 - 1 1 7 5

K a p l a n  L M ,  G a b r i e l  S M ,  K o e n i g  J I , S u n d a y  M E ,  S p i n d e l  E R ,  
M a r t i n  J B ,  C h i n  WW 1 9 8 8 a  G a l a n i n  i s  a n
e s t r o g e n - i n d u c i b l e ,  s e c r e t o r y  p r o d u c t  o f  t h e  r a t  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8_5:  7 4 0 8 - 7 4 1 2

K a p l a n  L M ,  S p i n d e l  E R ,  I s s e l b a c h e r  K J ,  C h i n  WW 1 9 8 8 b  
T i s s u e - s p e c i f i c  e x p r e s s i o n  o f  t h e  r a t  g a l a n i n  g e n e .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  .85. :  1 0 6 5 - 1 0 6 9

K a s p e r  S ,  W o r s l e y  I G ,  R o w e  J M ,  S h i u  R P C ,  F r i e s e n  HG 1 9 8 2  
C h o n d r o c y t e  g r o w t h  f a c t o r  f r o m  t h e  h u m a n  p i t u i t a r y  g l a n d .
J .  B i o l .  C h e m .  2 5 7 : 5 2 2 6 - 5 2 3 0

K a t a k a m i  H ,  D o w n s  T R ,  F r o h m a n  L A  1 9 8 6  D e c r e a s e d  
h y p o t h a l a m i c  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  h o r m o n e  c o n t e n t  a n d  
p i t u i t a r y  r e s p o n s i v e n e s s  i n  h y p o t h y r o i d i s m .
J .  C l i n .  I n v e s t .  7 7 :  1 7 0 4 - 1 7 1 1

K a t o  Y ,  C h i h a r a  K ,  O h g o  S ,  I w a s a k i  Y ,  A b e  H ,  I m u r a  H 1 9 7 6  
G r o w t h  h o r m o n e  a n d  p r o l a c t i n  r e l e a s e  b y  s u b s t a n c e  P  i n  
r a t s .  L i f e  S c i .  1 9 :  4 4 1 - 4 4 6

K a t o  Y ,  S h i m a t s u  A ,  M a t s u s h i t a  N ,  O h t a  H ,  I m u r a  H 1 9 8 4  
R o l e  o f  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( V I P )  i n  r e g u l a t i n g  
t h e  p i t u i t a r y  f u n c t i o n  i n  m a n .  P e p t i d e s  5.: 3 8 9 - 3 9 4

K a t o  Y ,  I w a s a k i  Y ,  I w a s a k i  J ,  A b e  H ,  Y a n i h a r a  N ,  I m u r a  H 
1 9 7 8  P r o l a c t i n  r e l e a s e  b y  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  
i n  r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 3 : 5 5 4 - 5 5 8

K e r d e l h u e  B ,  T a r t a r  A ,  L e n o i r  V ,  E l  A b e d  A ,  H u b l a u  P ,  
M i l l l a r  R P  1 9 8 5  B i n d i n g  s t u d i e s  o f  s u b s t a n c e  P  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  b i n d i n g  s i t e s :  c h a n g e s  i n  s u b s t a n c e  P  b i n d i n g
s i t e s  d u r i n g  t h e  r a t  e s t r o u s  c y c l e .
R e g u l .  P e p t .  1_0: 1 3 3 - 1 4 3

K e r k e r i a n  L ,  G u y  J ,  L e f e v r e  G ,  P e l l e t i e r  G 1 9 8 5  E f f e c t s  
o f  n e u r o p e p t i d e  Y  ( N P Y )  o n  t h e  r e l e a s e  o f  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  h o r m o n e s  i n  t h e  r a t .  P e p t i d e s  6 .: 1 2 0 1 - 1 2 0 4



205
K i s l a u s k i s  E ,  B u l l o c k  B ,  M c N e i l  S ,  D o b n e r  P R  1 9 8 8  T h e  
r a t  g e n e  e n c o d i n g  n e u r o . t e n s i n  a n d  n e u r o m e d i n  N .
J .  B i o l .  C h e m .  2 6 3 : 4 9 6 3 - 4 9 6 8

K o b r i n  M S ,  A s a  S L ,  S a m s o o n d a r  J ,  K u d l o w  J E  1 9 8 7  
A l p h a - t r a n s f o r m i n g  g r o w t h  f a c t o r  i n  t h e  b o v i n e  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  g l a n d :  s e c r e t i o n  b y  d i s p e r s e d  c e l l s  a n d
i m m u n o h i s t o c h e m i c a l  l o c a l i s a t i o n .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 1 : 1 4 1 2 - 1 4 1 6
K o e n i g  R J ,  B r e n t  G A ,  W a r n e  R L ,  L a r s e n  P R ,  M o o r e  DM 1 9 8 7  
T h y r o i d  h o r m o n e  r e c e p t o r  b i n d s  t o  a  s i t e  i n  t h e  r a t  g r o w t h  
h o r m o n e  p r o m o t e r  r e q u i r e d  f o r  i n d u c t i o n  b y  t h y r o i d  
h o r m o n e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 4 : 5 6 7 0 - 5 6 7 4

K o r c h a k  D M ,  N i l a v e r  G ,  B e i n f e i l d  MC 1 9 8 4  T h e  d e v e l o p m e n t  
o f  m o t i l i n - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  r a t  c e r e b e l l u m  a n d  
p i t u i t a r y  a s  d e f i n e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y .
N e u r o s c i .  L e t t .  4 8 . :  2 6 7 - 2 7 2

K i r k o u l i  S E ,  G l e n n  S t a n l e y  B ,  L e i b o w i t z  S F  1 9 8 6  G a l a n i n :  
s t i m u l a t i o n  o f  f e e d i n g  i n d u c e d  b y  m e d i a l  h y p o t h a l a m i c  
i n j e c t i o n  o f  t h i s  n o v e l  p e p t i d e .
E u r .  J .  P h a r m a c o l .  1 2 2 : 1 5 9 - 1 6 0

K r a u s e  J E ,  C h i r g w i n  J M ,  C a r t e r  M S ,  X u  Z S ,  H e r s h e y  A D  1 9 8 7  
T h r e e  r a t  p r e p r o t a c h y k i n i n  m R N A s  e n c o d e  t h e  n e u r o p e p t i d e s  
s u b s t a n c e  P  a n d  n e u r o k i n i n  A .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 4 . :  8 8 1 - 8 8 4

K r u g  M S ,  B e r g e r  S L  1 9 8 7  F i r s t - s t r a n d  c D N A  s y n t h s e s i s  
p r i m e d  w i t h  o l i g o ( d T ) .  I n :  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  V o l u m e
1 5 2 ,  G u i d e  t o  M o l e c u l a r  C l o n i n g  T e c h n i q u e s .  B e r g e r  S L  a n d  
K i m m e l  A R  E d s .

K u d l o w  J E ,  K o b r i n  M S  1 9 8 4  S e c r e t i o n  o f  e p i d e r m a l  g r o w t h  
f a c t o r - l i k e  m i t o g e n s  b y  c u l t u r e d  c e l l s  f r o m  b o v i n e  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 5 : 9 1 1 - 9 1 7

L a b r i e  F ,  D e L e a n  A ,  L a g r a c e  L  1 9 7 8  I n t e r a c t i o n s  o f  T R H ,  
L H R H  a n d  s o m a t o s t a t i n  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .  
R e c e p t o r s  a n d  h o r m o n e  a c t i o n  V o l  3  
B i m b a n m e r  L ,  O ' M a l l e y  BW ( e d s )
L o n d o n ,  A c a d e m i c  p r e s s

L a l l o z  M R A ,  D e t t a  A ,  C l a y t o n  R N  1 9 8 8  
G o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  d e s e n s i t i s a t i o n  
p r e f e r e n t i a l l y  i n h i b i t s  e x p r e s s i o n  o f  t h e  l u t e i n i z i n g  
h o r m o n e  b e t a - s u b u n i t  g e n e  i n  v i v o .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 2 : 1 6 8 9 - 1 6 9 4

L a m  K S L ,  L e c h a n  R M ,  M i n a m i t a n i  N ,  S e g e r s o n  T P  a n d  R e i c h l i n  
S  1 9 8 9  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  i n  t h e  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  i s  i n c r e a s e d  i n  h y p o t h y r o i d i s m .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 4 : 1 0 7 7 - 1 0 8 4

L a r h a m m a r  D ,  E r i c s s o n  A ,  P e r s s o n  H 1 9 8 7  S t r u c t u r e  a n d  
e x p r e s s i o n  o f  t h e  r a t  N P Y  g e n e .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 4 : 2 0 6 8 - 2 0 7 1
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L a r s s o n  L I ,  F a h r e n k r u g  J ,  S c h a f f a k l i t g s k y  d e  M u c k a d e l l  O B  
1 9 7 7  O c c u r r e n c e  o f  n e r v e s  c o n t a i n i n g  v a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e  ' i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  m a l e  
g e n i t a l  t r a c t .  L i f e  S c i .  2 1 : 5 0 3 - 5 0 8

L e e m a n  S E ,  H a m m e r s c h l a g  R 1 9 6 7  S t i m u l a t i o n  o f  s a l i v a r y  
s e c r e t i o n  b y ' a  f a c t o r  e x t r a c t e d  f r o m  h y p o t h a l a m i c  t i s s u e .  
E n d o c r i n o l o g y  8 J j  8 0 3 - 8 0 7

L e i t m a n  D C ,  M u r a d  F  1 9 8 7  A t r i a l  n a t r i u r e t i c  f a c t o r  
r e c e p t o r  h e t e r o g e n e i t y  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  p a r t i c u l a t e  
g u a n y l a t e  c y c l a s e  a n d  c y c l i c  G M P  a c c u m u l a t i o n .
E n d o c r i n o l .  M e t a b .  C l i n .  N o r t h  A m e r i c a  1 6 : 7 9 - 1 0 5

L i  C H  1 9 7 2  H o r m o n e s  o f  t h e  a d e n o h y p o p h y s i s .  P r o c e e d i n g s  
o f  t h e  A m e r i c a n  P h i l o s o s p h i c a l  S o c i e t y  1 1 6 : 3 6 5 - 3 8 2

L i n d e r  S ,  B a r k h e m  T ,  N o r b e r g  A ,  P e r s s o n  H ,  S c h a l l i n g  M,  
H o k f e l t  T ,  M a g n u s s o n  G 1 9 8 7  S t r u c t u r e  a n d  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  g e n e  e n c o d i n g  t h e  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  
p r e c u r s o r .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 4 :  6 0 5 - 6 1 1

L i p o s i t s  Z s ,  S i e v e r s  L ,  P a u l i  WK 1 9 8 8  N e u r o p e p t i d e - Y  a n d  
A C T H - i m m u n o r e a c t i v e  i n n e r v a t i o n  o f  c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s i n g  
f a c t o r  ( C R F ) - s y n t h e s i s i n g  n e u r o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  o f  
t h e  r a t .  H i s t o c h e m i s t r y  8 _8 : 2 2 7 - 2 3 4

L j u n g d a h l  A ,  H o k f e l t  T ,  N i l s s o n  G 
s u b s t a n c e  P - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  
s y s t e m  o f  t h e  r a t .  I .  C e l l  b o d i e s  
N e u r o s c i e n c e  3 : 8 6 1 - 9 4 3

1 9 7 8  D i s t r i b u t i o n  o f  
i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  
a n d  n e r v e  t e r m i n a l s .

L L o y d  R V  1 9 8 3  E s t r o g e n - i n d u c e d  h y p e r p l a s i a  a n d  n e o p l a s i a  
i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .
A m .  J .  P a t h .  1 1 3 :  1 9 8 - 2 0 6

L o h  Y P ,  C a s t r o  M G ,  Z e n g  F J ,  P a t e l - V a i d y a  1 9 8 8  P r e s e n c e  
o f  p r o - v a s o p r e s s i n  m R N A ,  n e u r o p h y s i n  a n d  a r g i n i n e  
v a s o p r e s s i n  i n  m o u s e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  a n d  t h e  
A t T - 2 0  c o r t i c o t r o p h i c  t u m o u r  c e l l  l i n e .
J .  M o l .  E n d o c r i n o l  J j  3 9 - 4 8

L o r e n z e n  J R ,  S c h l e p p h o r s t  C ,  S c h w a r t z  N B  1 9 8 0  T h e  
i n t e r a c t i o n  o f  c a s t r a t i o n  a n d  a d r e n a l e c t o m y  o n  p i t u i t a r y  
r e s p o n s e s  t o  l o s s  o f  t a r g e t  g l a n d  n e g a t i v e  f e e d b a c k  i n  t h e  
m a l e  r a t .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 6 : 5 9 2 - 5 9 9

L u n d b e r g  J M ,  T e r e n i u s  L ,  H o k f e l t  T ,  T a t e m o t o  K ,  1 9 8 4  
C o m p a r a t i v e  i m m u n o h i s t o c h e m i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  a n a l y s i s  
o f  p a n c r e a t i c  p o l y p e p t i d e - l i k e  p e p t i d e s  w i t h  s p e c i a l  
r e f e r e n c e  t o  p r e s e n c e  o f  N e u r o p e p t i d e  Y  i n  c e n t r a l  a n d  
p e r i p h e r a l  n e u r o n s .  J .  N e u r o s c i .  4.: 2 3 7 6 - 2 3 8 6

M a l e t t i  M,  R o s t e n e  ( R o t s z s t e j n )  W H ,  C a r r  L ,  S c h e r r e r  H ,  
R o t t e n  D ,  K o r d o n  C ,  R o s s e l i n  G 1 9 8 2  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
e s t r a d i o l  a n d  p r o l a c t i n  o n  v a s o c a t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s  a n d  i n  t h e  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  o f  t h e  f e m a l e  r a t .  N e u r o s c i .  L e t t .  3 2 :  3 0 7 - 3 0 9
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M a n i a t i s  T ,  F r i t s c h  E F ,  S a m b r o o k  J  
c l o n i n g :  A  l a b o r a t o r y  m a n u a l .  C o l d  
L a b o r a t o r i e s ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o u r ,

1 9 8 2  M o l e c u l a r  
S p r i n g  H a r b o u r  
N e w  Y o r k .

M a r t i n  D ,  E p e l b a u m  J ,  B l u e t - P a j o t  M - T ,  P r e l o t  M,  K o r d o n  C  
D u r a n d  D 1 9 8 5  T h y r o i d e c t o m y  a b o l i s h e s  p u l s a t i l e  g r o w t h  
h o r m o n e  s e c r e t i o n  w i t h o u t  a f f e c t i n g  h y p o t h a l a m i c  
s o m a t o s t a t i n .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  4 1 : 4 7 6 - 4 8 1

M a r t i n o l i  M G ,  P e l l e t i e r  G 1 9 8 9  T h y r o i d  a n d  
g l u c o c o r t i c o i d  h o r m o n e  r e g u l a t i o n  o f  r a t  p i t u i t a r y  g r o w t h  
h o r m o n e  m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  a s  r e v e a l e d  b y  i n  s i t u  
h y b r i d i s a t i o n .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 5 : 1 2 4 6 - 1 2 5 2

M a t s u m u r a  M,  Y a m a n o i  A ,  Y a m a m o t o  S ,  M o r i  H ,  S a i t o  S  1 9 8 5  
I n  v i v o  a n d  i n  v i t r o  e f f e c t s  o f  c h o l e c y s t o k i n i n  
o c t a p e p t i d e  o n  t h e  r e l e a s e  o f  p r o l a c t i n  i n  r a t s .
H o r m .  M e t a b .  R e s .  1 7 . :  2 9 3 - 2 9 7

M a t s u o  H ,  B a b a  Y ,  N a i r  R MG  e t  a l  1 9 7 1  S t r u c t u r e  o f  t h e  
p o r c i n e  L H  a n d  F S H - r e l e a s i n g  h o r m o n e .  I .  T h e  p r o p o s e d  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e .
B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m .  4  3 : 1 3 3 4 - 1 3 3 9

M a u r e r  A R ,  G o r s k i  J  1 9 7 7  E f f e c t s  o f  e s t r a d i o l - 1 7 b  a n d  
p i m o z i d e  o n  p r o l a c t i n  s y n t h e s i s  i n  m a l e  a n d  f e m a l e  r a t s .  
E n d o c r i n o l o g y  1 0 1 : 7 6 - 8 4

M c C a n n  S M ,  P o r t e r  J C  1 9 6 9  H y p o t h a l a m i c  s t i m u l a t i n g  a n d  
i n h i b i t i n g  h o r m o n e s .  P h y s i o l .  R e v .  4 9 :  2 4 0 - 2 7  9

M c D o n a l d  J K ,  L u m p k i n  M D ,  S a m s p n  W K ,  M c C a n n  S  1 9 8 5  
N e u r o p e p t i d e  Y  a f f e c t s  s e c r e t i o n  o f  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  
a n d  g r o w t h  h o r m o n e  i n  o v a r i e c t o m i z e d  r a t s .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 2 :  5 6 1 - 5 6 4

M c G r e g o r  G P ,  B l o o m  S R  1 9 8 3  R a d i o i m m u n o a s s a y  o f  s u b s t a n c e  
P  a n d  i t s  s t a b i l i t y  i n  t i s s u e .  L i f e  S c i .  3 2 : 6 5 5 - 6 5 9

M c K e n z i e  J C ,  T a n a k a  I ,  M i s o n o  K S ,  I n g a m i  T  1 9 8 5  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i s a t i o n  o f  a t r i a l  n a t r i u r e t i c  
f a c t o r  i n  t h e  k i d n e y ,  a d r e n a l  m e d u l l a ,  p i t u i t a r y  a n d  
a t r i u m  o f  r a t .  J .  H i s t o c h e m .  C y t o c h e m .  3 3 : 8 2 8 - 8 3 2

M e l a n d e r  T ,  F u x e  K ,  H a r f s t r a n d  A ,  E n e r o t h  P ,  H o k f e l t  T  
1 9 8 7  E f f e c t s  o f  i n t r a v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n s  o f  g a l a n i n  o n  
n e u r o e n d o c r i n e  f u n c t i o n s  i n  t h e  m a l e  r a t .  P o s s i b l e  
i n v o l v e m e n t  o f  h y p o t h a l a m i c  c a t e c h o l a m i n e  n e u r o n a l  
s y s t e m s .  A c t a .  P h y s i o l .  S c a n d .  1 3 1 : 2 5 - 3 2

M e l t o n  D A ,  K r i e g  P A ,  R e b a g l i a t i  M R ,  M a n i a t i s  T ,  Z i n n  K,  
G r e e n  M R  1 9 8 4  E f f i c i e n t  i n  v i t r o  s y n t h e s i s  o f  
b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  R N A  a n d  R N A  h y b r i d i s a t i o n  p r o b e s  f r o m  
p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  a  b a c t e r i o p h a g e  S P 6  p r o m o t e r .
N u c .  A c i d s  R e s .  1 2 :  7 0 5 3 - 7 0 5 6
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M e m o  M,  C a s t e l l e t t i  L ,  V a l e r i o  A ,  M i s s a l e  C ,  S p a n o  P F  
1 9 8 6  I d e n t i f i c a t i o n  o f  n e u r o t e n s i n  r e c e p t o r s  a s s o c i a t e d  
w i t h  c a l c i u m  c h a n n e l s  a n d  p r o l a c t i n  r e l e a s e  i n  r a t  
p i t u i t a r y .  J .  N e u r o c h e m .  4  7 : 1 6 8 2 - 1 6 8 8

M e r c e r  J F B ,  W a k e  S A  
m e t a l l o t h i o n e i n  m R N A  
h y b r i d i s a t i o n .  N u c .

1 9 8 5  A n  a n a l y s i s  o f  t h e  
p o l y ( A )  s h o r t e n i n g  u s i n g  
A c i d s  R e s .  1 3 . :  7 9 2 9 - 7 9 4 3

r a t e  o f  
R N A  b l o t

M e u n i e r  H ,  R i v i e r  C ,  E v a n s  R M ,  V a l e  W 1 9 8 8  G o n a d a l  a n d  
e x t r a g o n a d a l  e x p r e s s i o n  o f  i n h i b i n  a l p h a ,  b e t a  A  a n d  b e t a  
B  s u b u n i t s  i n  v a r i o u s  t i s s u e s  p r e d i c t s  d i v e r s e  f u n c t i o n s .  
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8  5 : 2 4 7 - 2 5 1

M e z e y  E ,  P a l k o v i t s  M,  d e  K l o e t  E R  1 9 7 8  E v i d e n c e  f o r  
p i t u i t a r y - b r a i n  t r a n s p o r t  o f  a  b e h a v i o r a l l y  p o t e n t  A C T H  
a n a l o g .  L i f e  S c i .  2 2 : 8 3 1 - 8 3 8

M i e r e n d o r f  R C ,  P f e f f e r  D 1 9 8 7  D i r e c t  s e q u e n c i n g  o f  
d e n a t u r e d  p l a s m i d  D N A .  I n :  B e r g e r  S L ,  K i m m e l  A R  ( e d s )
M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y :  G u i d e  t o  M o l e c u l a r  C l o n i n g
T e c h n i q u e s .  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  v o l  1 5 2 ,  c h a p t e r  5 8

M i r e l l  C J ,  Y a n a g i s a w a  M,  L a u  R ,  P e k a r y  A E ,  C h i n  WW,  
H e r s h m a n  J M  1 9 8 7  I n f l u e n c e  o f  t h y r o i d a l  s t a t u s  o n  
p i t u i t a r y  c o n t e n t  o f  t h y r o t r o p i n  b e t a -  a n d  a l p h a - s u b u n i t ,  
g r o w t h  h o r m o n e ,  a n d  p r o l a c t i n  m e s s e n g e r  n u c l e i c  a c i d s .  
M o l e c u l a r  E n d o c r i n o l o g y  1 :  4 0 8 - 4 1 2

M i t c h e l l  S J ,  B l o o m  S R  1 9 7 8  M e a s u r e m e n t  o f  f a s t i n g  a n d  
p o s t p r a n d i a l  p l a s m a  V I P  i n  m a n .  G u t  1 9 : 1 0 4 3 - 1 0 4 7

M o r e l  G ,  H e m m i n g  F ,  T o n o n  M C ,  ' V a u d r y  H ,  D u b o i s  M P ,  C o y  D ,  
D u b o i s  P M  1 9 8 2 a  U l t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  f o r  
c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r  ( C R F ) - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  
i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y  g l a n d .  B i o l .  C e l l .  4  4 : 8 9 - 9 2

M o r e l  G ,  C h a y v i a l l e  J A ,  K e r d e l h u e  B ,  D u b o i s  P M  1 9 8 2 b  
U l t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  f o r  e n d o g e n o u s  s u b s t a n c e  P  l i k e  
i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y  g l a n d .  
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3 5 : 8 6 - 9 2

M o r e l  G ,  B e s s o n  J ,  R o s s e l i n  G ,  D u b o i s  P M  1 9 8 2 c  
U l t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  f o r  e n d o g e n o u s  v a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  p i t u i t a r y  
g l a n d .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  J34.: 8 5 - 8 9

M o r e l  G ,  M e s g u i c h  P ,  D u b o i s  M P ,  D u b o i s  P M  1 9 8 3  
U L t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  f o r  e n o g e n o u s  s o m a t o s t a t i n - l i k e  
i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  p i t u i t a r y  g l a n d .  
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3 6 . :  2 9 1 - 2 9 9

M o r e l  G ,  M e s g u i c h  P ,  D u b o i s  M P ,  D u b o i s  P M  1 9 8 4  
U l t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  f o r  e n d o g e n o u s  g r o w t h  
h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r  ( G R F ) - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  
t h e  t h e  m o n k e y  p i t u i t a r y  g l a n d .
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3 8 : 1 2 3 - 1 3 3
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M o r e l  G ,  G o u r d j i  D ,  G r o u s e l l e  D ,  B r u n e t  N ,  T i x i e r - V i d a l  A ,  
D u b o i s  P M  1 9 8 5  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  e v i d e n c e  f o r  i n  v i v o  
i n t e r n a l i s a t i o n  o f  t h y r o l i b e r i n  i n t o  r a t  p i t u i t a r y  t a r g e t  
c e l l s .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  4 1 :  3 1 2 - 3 2 0

M o r e l  G ,  C h a b o t  J G ,  D u b o i s  P M  1 9 8 8  U l t r a s t r u c t u r a l  
e v i d e n c e  f o r  o x y t o c i n  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .  
A c t a  E n d o c r i n o l o g i c a  1 1 7 : 3 0 7 - 3 1 4

M o r e l  G ,  C h a b o t  J - G ,  G o s s a r d  F ,  H e i s l e r  S  1 9 8 9  I s  a t r i a l  
n a t r i u r e t i c  p e p t i d e  s y n t h e s i s e d  a n d  i n t e r n a l i s e d  b y  
g o n a d o t r o p h s  ?  E n d o c r i n o l o g y  1 2 4 : 1 7 0 3 - 1 7 1 0

M e u n i e r  H ,  R i v i e r  C ,  E v a n s  R M / V a l e  W 1 9 8 8  G o n a d a l  a n d  
e x t r a g o n a d a l  e x p r e s s i o n  o f  i n h i b i n  a l p h a ,  b e t a A  a n d  b e t a B  
s u b u n i t s  i n  v a r i o u s  t i s s u e s  p r e d i c t s  d i v e r s e  f u n c t i o n s .  
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 5 : 2 4 7 - 2 5 1

M u r a k i  K ,  O k a h a t a  H ,  N i s h i  Y ,  U s u i  T ,  Y a m a d a  H ,  F u j i t a  S ,  
M i y a c h i  Y ,  Y a n a i h a r a  N ,  Y a j i m a  H 1 9 8 5  D i s t r i b u t i o n  o f  
n e u r o t e n s i n - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  h y p o t h a l a m u s ,  
p i t u i t a r y  g l a n d ,  a n d  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  o f  r a t s .
A c t a  E n d o c r i n o l o g i c a  1 1 0 : 1 - 5

M u r a k a m i  Y ,  K a t o  Y ,  K o s h i y a m a  H ,  I n o u e  T ,  Y a n a i h a r a  N ,  
I m u r a  H 1 9 8 7  G a l a n i n  s t i m u l a t e s  g r o w t h  h o r m o n e  ( G H )  
s e c r e t i o n  v i a  G H - r e l e a s i n g  f a c t o r  ( G R F )  i n  c o n s c i o u s  r a t s .  
E u r .  J .  P h a r m a c o l .  1 3  6 : 4 1 5 - 4 1 8

M u s c h e l  R ,  K h o u r y  G ,  R e i d  LM 1 9 8 6  R e g u l a t i o n  o f  i n s u l i n  
m R N A  a b u n d a n c e  a n d  a d e n y l a t i o n :  d e p e n d a n c e  o n  h o r m o n e s
a n d  m a t r i x  s u b s t r a t a .  M o l .  C e l l .  B i o l .  6 : 3 3 7 - 3 4  1I —

N a g a t a  M,  M i z u n a g a  A ,  E m a  S ,  Y o s h i m u r a  F  1 9 8 0  V a r i o u s  
t y p e s  o f  t h e  p i t u i t a r y  f o l l i c u l o - s t e l l a t e  c e l l s  i n v o l v i n g  
t h e  S i p e r s t e i n '  s  c o r t i c o t r o p h  i n  t h e  n o r m a l  r a t s .  
E n d o c r o n o l o g i c a  J a p o n i c a  2 7 : 1 3 - 2 2

N a g y  G ,  M u l c h a h e y  J J ,  N e i l l  J D  1 9 8 8  A u t o c r i n e  c o n t r o l  o f  
p r o l a c t i n  s e c r e t i o n  b y  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e .  
E n d o c r i n o l o g y  1 2 2 : 3 6 4 - 3 6 6

N a i r  R M G ,  B a r e t t  J F ,  B o w e r s  C Y ,  S c h a l l y  A V  1 9 7 0  
S t r u c t u r e  o f  p o r c i n e  t h y r o t r o p i n  r e l e a s i n g  h o r m o n e .  
B i o c h e m i s t r y  9_: 1 1 0 3 - 1 1 0 6

N a k a n e  P K  1 9 7 0  C l a s s i f i c a t i o n  o f  p i t u i t a r y  c e l l  t y p e s  b y  
w i t h  i m m u n o e n z y m e  h i s t o c h e m i s t r y .
J .  H i s t o c h e m .  C y t o c h e m .  1 8 : 9 - 2 0

N a r u s e  M,  N a r u s e  K ,  M c K e n z i e  J C ,  S c h e l l i n g  P ,  I n g a m i  T  
1 9 8 5  R e g i o n a l  d i s t r i b u t i o n  o f  r e n i n  a n d  a n g i o t e n s i n o g e n  
i n  t h e  b r a i n  o f  n o r m o t e n s i v e  ( W K Y )  a n d  s p o n t a n e o u s l y  
h y p e r t e n s i v e  ( S H R )  r a t s .  B r a i n  R e s e a r c h  3  3  3 : 1 4 7 - 1  5 0



210
N i k i t o v i t c h - W i n e r  M B ,  A t k i n  J ,  M a l e y  B E  1 9 8 7  
C o l o c a l i s a t i o n  o f  p r o l a c t i n  a n d  g r o w t h  h o r m o n e  w i t h i n  
s p e c i f i c  a d e n o h y p o p h y s e a l  c e l l s  i n  m a l e ,  f e m a l e ,  a n d  
l a c t a t i n g  f e m a l e  r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 1 ; 6 2 5 - 6 3 0

N i l s s o n  J ,  v o n  E u l e r  
o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  
s u b s t a n c e  K .  N a t u r e

A M ,  D a l s g a a r d  C - J  1 9 8 5  
c e l l  g r o w t h  b y  s u b s t a n c e  
3 1 5 :  6 1 - 6 3

S t i m u l a t i o n  
P  a n d

N o g a m i  H ,  Y o s h i m u r a  F  1 9 8 2  F i n e  s t r u c t u r a l  c r i t e r i a  o f  
p r o l a c t i n  c e l l s  i d e n t i f i e d  i m m u n o h i s t o c h e m i c a l l y  i n  t h e  
m a l e  r a t .  A n a t o m i c a l  r e c o r d s  2 0  2 : 2 6 1 - 2 7 4

N o g u c h i  T ,  S u g i s a k i  T ,  K a n a m a t s u  T ,  
1 9 8 8  R e d u c e d  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  
i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  p i t u i t a r i e s  
m u t a n t  m i c e .  J .  E n d o c r i n o l  1 1 8 :  1 7 9

S a t o h  I ,  N i s h i k a w a  N  
p o l y p e p t i d e  
o f  h o r m o n e - d e f i c i e n t  

- 1 8 5

O l i v a  D ,  N i c o s i a  S ,  S p a d a  A ,  G i a n n a t t a s i o  G 1 9 8 2  V I P  
s t i m u l a t e s  A C T H  r e l e a s e  a n d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  i n  h u m a n  
A C T H - s e c r e t i n g  p i t u i t a r y  a d e n o m a s .
E u r .  J .  P h a r m a c o l .  8  3 : 1 0 1 - 1 0 5

O l i v e r  C ,  M i c a l  R S ,  P o r t e r  J C  1 9 7 7  
H y p o t h a l a m i c - p i t u i t a r y  v a s c u l a t u r e :  E v i d e n c e  f o r
r e t r o g r a d e  b l o o d  f l o w  i n  t h e  p i t u i t a r y  s t a l k .  
E n d o c r i n o l o g y  1 0 1 : 5 9 8 - 6 0 4

O t t l e c z  A ,  S a m s o n  W K ,  M c C a n n  S M  1 9 8 6  G a l a n i n :  e v i d e n c e  
f o r  a  h y p o t h a l a m i c  s i t e  o f  a c t i o n  t o  r e l e a s e  g r o w t h  
h o r m o n e .  P e p t i d e s  7.: 5 1 - 5 3

O t t l e c z  A ,  S n y d e r  G D ,  M c C a n n  S M  1 9 8 8  R e g u l a t o r y  r o l e  o f  
g a l a n i n  i n  c o n t r o l  o f  h y p o t h a l a m i c - a n t e r i o r  p i t u i t a r y  
f u n c t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 5 :  9 8 6 1 - 9 8 6 5

O t t e s e n  B ,  A n d e r s o n  A N ,  G e r s t e n b e u r g  T ,  U l r i c h s e n  H,  
M a n t h o r p e  T ,  F a h r e n k r u g  J  1 9 8 1  V I P  s t i m u l a t e s  p r o l a t i n  
r e l e a s e  i n  w o m e n .  L a n c e t  i i :  6 9 6

O'  D o n o h u e  T L ,  B e i n f e l d  M C ,  C h e y  W Y ,  C h a n g  T M ,  N i l a v e r  G ,  
Z i m m e r m a n  E A ,  Y a j i m a ,  H ,  A d a c h i  H ,  P o t h  M,  M c D e v i t t  R P ,  
J a c o b o w i t z  DM 1 9 8 1 a  I d e n t i f i c a t i o n ,  c h a r a a c t e r i s a t i o n  
a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  m o t i l i n  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  r a t  
c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  P e p t i d e s  2:  4 6 7 - 4 7 7

O '  D o n o h u e  T L ,  C h a r l t o n  C G ,  M i l l e r  R L ,  B o d e n  G ,  J a c o b o w i t z  
DM 1 9 8 1 b  I d e n t i f i c a t i o n ,  c h a r a c t e r i s a t i o n ,  a n d  
d i s t r i b u t i o n  o f  s e c r e t i n  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  r a t  a n d  p i g  
b r a i n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  7 8 :  5 2 2 1 - 5 2 2 4

O'  S h a u g h n e s s y  D J  1 9 8 2  S o m a t o s t a t i n  I n :  B l o o m  S R  a n d  L o n g
R G  ( e d s . ) R a d i o i m m u n o a s s a y  o f  g u t  r e g u l a t o r y  p e p t i d e s ;  
c h a p t e r  1 8 .  WB S a u n d e r s  C o  L t d ,  E a s t b o r n e ,  S u s s e x ,  U K

P a e k  I  a n d  A x e l  R  1 9 8 7  G l u c o c o r i c o i d s  e n h a n c e  s t a b i l i t y  
o f  h u m a n  g r o w t h  h o r m o n e  m R N A .
M o l .  C e l l .  B i o l .  7 :  1 4 9 6 - 1 5 0 1
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P a g e s y  P ,  L i  J Y ,  R e n t i e r - D e l r u e  F ,  L e  B o u c  Y ,  M a r t i a l  J A ,  
P e i l l o n  F  1 9 8 9  E v i d e n c e  o f  p r e - p r o s o m a t o s t a t i n  m R N A  i n  
h u m a n  n o r m a l  a n d  t u m o r a l  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .
M o l e c u l a r  E n d o c r i n o l o g y  3.: 1 2 8 9 - 1 2 9 4

P a l a t n i k  C M ,  W i l k i n s  C ,  J a c o b s o n  A  1 9 8 4  T r a n s l a t i o n a l  
c o n t r o l  d u r i n g  e a r l y  d i c t y o s t e l i u m  d e v e l o p m e n t :  p o s s i b l e
i n v o l v e m e n t  o f  p o l y ( A )  s e q u e n c e s .  C e l l  3  6 : 1 0 1 7 - 1 0 2 5

P a s c u a l - L e o n e  A M ,  B e s a  E ,  H e r v a s  F ,  E s c r i v a  F ,  A l v a r e z  C  
1 9 8 3  E f f e c t s  o f  L - t h y r o x i n e  t r e a t m e n t  o n  p i t u i t a r y  G H  
c o n t e n t  o f  a d u l t  r a t s  w i t h  n e o n a t a l  t h y r o t o x i c o s i s .
A c t a  E n d o c r o n o l o g i c a  1 0 4 : 3 4 0 - 3 4 4

P e a k e  G T ,  B i r g e  C A ,  D a u g h a d a y  WH 1 9 7 3  A l t e r a t i o n s  o f  
r a d i o i m m u n o a s s a y a b l e  g r o w t h  h o r m o n e  a n d  p r o l a c t i n  d u r i n g  
h y p o t h y r o i d i s m .  E n d o c r i n o l o g y  9 2 : 4 8 7 - 4 9 3

P e a r s e  A G E ,  P o l a k  J M  1 9 7 5  I m m u n o c y t o c h e m i c a l  
l o c a l i s a t i o n  o f  s u b s t a n c e  P  i n  m a m m a l i a n  i n t e s t i n e .  
H i s t o c h e m i s t r y  4 3 :  9 7 - 1 0 8

P e r n o w  B  1 9 8 3  S u b s t a n c e  P  
P h a r m a c o l o g i c a l  R e v i e w s  3 5 :  8 5 - 1 4 1

P l o t s k y  P M ,  V a l e  W 1 9 8 4  H e m o r r h a g e - i n d u c e d  s e c r e t i o n  o f  
c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n t o  
t h e  r a t  h y p o p h y s e a l  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  a n d  i t s  i n h i b i t i o n  
b y  g l u c o c o r t i c o i d s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 4 : 1 6 4 - 1 9 6

P l o t s k y  P M ,  V a l e  W 1 9 8 5  P a t t e r n s  o f  g r o w t h  
h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r  a n d  s o m a t o s t a t i n  s e c r e t i o n  i n t o  
t h e  h y p o p h y s i a l - p o r t a l  c i r c u l a t i o n  o f  t h e  r a t .
S c i e n c e  2 3 0 : 4 6 1 - 4 6 3

P o p p a  G T ,  F i e l d i n g  U 1 9 3 0  A  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  f r o m  t h e  
p i t u i t a r y  t o  t h e  h y p o t h a l a m i c  r e g i o n .
J o u r n a l  o f  A n a t o m y  6 5 : 8 8 - 9 1

P r y s o r - J o n e s  R A ,  S i l v e r l i g h t  J ,  K e n n e d y  S J ,  J e n k i n s  J S  
1 9 8 8  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  a n d  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  
l a c t o t r o p h  g r o w t h  b y  o e s t r a d i o l  i n  r a t s .
J .  E n d o c r i n o l .  1 1 6 : 2 5 9 - 2 6 5

P r y s o r - J o n e s  R A ,  S i l v e r l i g h t  J ,  J e n k i n s  J S  1 9 8 9  
O e s t r a d i o l ,  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  a n d  f i b r o b l a s t  
g r o w t h  f a c t o r  i n  t h e  g r o w t h  o f  h u m a n  p i t u i t a r y  t u m o u r  
c e l l s  i n  v i t r o .  J .  E n d o c r i n o l .  1 2 0 : 1 7 1 - 1 7 7

P o w e l l  C T ,  N e y  C ,  A g a r w a l  K 1 9 8 5  A  g a s t r i n  g e n e  i s  
e x p r e s s e d  i n  b o t h  p o r c i n e  p i t u i t a r y  a n d  m u c o s a l  t i s s u e s .  
N u c .  A c i d s  R e s .  1 3 : 7 2 9 9 - 7 3 0 5

R a m a s h a r m a  K ,  L i  C H  1 9 8 6  H u m a n  s e m i n a l  a l p h a - i n h i b i n s : 
d e t e c t i o n  i n  h u m a n  p i t u i t a r y ,  h y p o t h a l a m u s ,  a n d  s e r u m  b y  
i m m u n o r e a c t i v i t y .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 3 : 3 4 8 4 - 3 4 8 6
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R e h f e l d  J F  1 9 7 8 a  I  
c h o l e c y s  t o k i n i n .  I I .  
h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  
h o g .  J .  B i o l .  C h e m .

m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t u d i e s  o n  
D i s t r i b u t i o n  a n d  m o l e c u l a r  m o l e c u l a r  
c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  o f  m a n  a n d  
2 5 3 :  4 0 2 2 - 4 0 3 0 .

R e h f e l d  J F  1 9 7 8 b  L o c a l i s a t i o n  o f  g a s t r i n s  t o  n e u r o -  a n d  
a d e n o h y p o p h y s i s .  N a t u r e  2 7 1 : 7 7 1 - 7 7 3

R e h f e l d  J F  1 9 8 7  P r e p r o c h o l e c y s t o k i n i n  p r o c e s s i n g  i n  t h e  
n o r m a l  h u m a n  a n t e r i o r  p i t u i t a r y .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 4 . :  3 0 1 9 - 3 0 2 3

R e i c h l i n  S  1 9 8 8  N e u r o e n d o c r i n e  s i g n i f i c a n c e  o f  
v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e .  A n n a l s  o f  t h e  N e w  Y o r k  
A c a d e m y  o f  S c i e n c e s  5  2  7 : 4 3 1 - 4 4 9

R e i s i n e  T D ,  H e i s l e r  S ,  H o o k  V Y H ,  A x e l r o d  J  1 9 8 2
M u l t i r e c e p t o r - i n d u c e d  r e l e a s e  o f  a d r e n o c o r t i c o t r o p i n  f r o m
a n t e r i o r  p i t u i t a r y  t u m o r  c e l l s .
B i o c h e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m .  1 0  8 : 1 2 5 1 - 1 2 5 7

R e t t o r i  V ,  M i l e n k o v i c  L ,  F a h i m  A M ,  P o l a k  J ,  B l o o m  S R ,  
M c C a n n  S M  1 9 8 9  R o l e  o f  n e u r o m e d i n  B  i n  t h e  c o n t r o l  o f  
t h e  r e l e a s e  o f  t h y r o t r o p i n  i n  t h e  r a t .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 6 .: 4 7 8 9 - 4 7 9 2

R i v i e r  J ,  S p i e s s  J ,  T h o r n e r  M,  V a l e  W 1 9 8 2
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a  g r o w t h  h o r m o n e  r e l e a s i n g  f a c t o r  f r o m  
a  h u m a n  p a n c r e a t i c  i s l e t  t u m o r .  N a t u r e  3 0 0 : 2 7 6 - 2 7 8

R o b b e r e c h t  P ,  C o y  D H ,  D e  N e e f  P ,  C a m u s  J C ,  C a u v i n  A ,  
W a e l b r o e c k  M,  C h r i s t o p h e  J  1 9 8 6  I n t e r a c t i o n  o f  
v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( V I P )  a n d  N - t e r m i n a l l y  
m o d i f i e d  V I P  a n a l o g s  w i t h  r a t  p a n c r e a t i c ,  h e p a t i c  a n d  
p i t u i t a r y  m e m b r a n e s .  E u r .  J .  B i o c h e m .  1 5  9 : 4 5 - 4 9

R o b i n s o n  B G ,  F r i m  D M ,  S c h w a r t z  W J ,  M a j z o u b  J A  1 9 8 8  
V a s o p r e s s i n  m R N A  i n  t h e  s u p e r c h i a s m a t i c  n u c l e i :  d a i l y
r e g u l a t i o n  o f  p o l y a d e n y l a t e  t a i l  l e n g t h .
S c i e n c e  2 4 1 :  3 4 2 - 3 4 4

R o d r i g u e z - S i e r r a  J F ,  J a c o b o w i t z  D M ,  B l a k e  C A  1 9 8 7  
E f f e c t s  o f  n e u r o p e p t i d e  Y  o n  L H ,  F S H  a n d  T S H  r e l e a s e  i n  
m a l e  r a t s .  P e p t i d e s  8 .: 5 3 9 - 5 4 2

R o c k a e u s  A  1 9 8 7  G a l a n i n :  a  n e w l y  i s o l a t e d  b i o l o g i c a l l y
a c t i v e  n e u r o p e p t i d e .
T r e n d s  i n  N e u r o l o g i c a l  S c i e n c e s  1 0 : 1 5 8 - 1 6 4

R o l e  L W ,  L e e m a n  S E ,  P e r l m a n  R L  1 9 8 1  S o m a t o s t a t i n  a n d  
s u b s t a n c e  P  i n h i b i t  c a t e c h o l a m i n e  s e c r e t i o n  f r o m  i s o l a t e d  
c e l l s  o f  g u i n e a  p i g  m e d u l l a .  N e u r o s c i e n c e  6 .: 1 8 1 3 - 1 8 2 0

R o m a n o  M I ,  M a c h i a v e l l i  G A ,  P e r e z  R L ,  C a r r i c a r t e  V ,  B u r d m a n  
J A  1 9 8 4  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  L H  s e c r e t i o n  i n  c a s t r a t e d  
r a t s  w i t h  c e l l u l a r  p r o l i f e r a t i o n  a n d  s y n t h e s i s  o f  D N A  i n  
t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .  J .  E n d o c r i n o l .  1 0 2 : 1 3 - 1 8
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R o o t  J L ,  D u c k e t t  G E ,  S w e e t l a n d  M,  S t r z e l e c k i  J A ,  R o o t  A W  
1 9 8 5  H y p o t h y r o i d i s m  b l u n t s  t h e  g r o w t h  h o r m o n e  
( G H ) - r e l e a s i n g  e f f e c t  o f  h u m a n  p a n c r e a t i c  G H  r e l e a s i n g  
f a c t o r  i n  t h e  a d u l t  m a l e  r a t  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 1 7 0 3 - 1 7 0 6

R o s e n t h a l  E T ,  T a n s e y  T R ,  R u d e r m a n  J V  1 9 8 3  S e q u e n c e  
s p e c i f i c  a d e n y l a t i o n s  a n d  d e a d e n y l a t i o n s  a c c o m p a n y  c h a n g e s  
i n  t h e  t r a n s l a t i o n  o f  m a t e r n a l  m e s s e n g e r  R N A  a f t e r  
f e r t i l i s a t i o n  o f  s p i s u l a  o o c y t e s .
J .  M o l .  B i o l .  1 6 6 : 3 0 9 - 3 2 7

R o t s z t e j n  W H ,  B e s s o n  J ,  B r i a u d  B ,  G a g n a n t  L ,  R o s s e l i n  G ,  
K o r d o n  C  1 9 8 0 a  E f f e c t  o f  s t e r o i d s  o n  v a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e  i n  d i s c r e t e  b r a i n  r e g i o n s  a n d  
p e r i p h e r a l  t i s s u e s .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3 J j  2 8 7 - 2 9 1

R o t s z t e j n  W H ,  B e n o i s t  L ,  B e s s o n  J ,  B e r a u d  G ,  B l u e t - P a j o t  
M T ,  K o r d o n  C ,  R o s s e l i n  G ,  D u v a l  J  1 9 8 0 b  E f f e c t  o f  
v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( V I P )  o n  t h e  r e l e a s e  o f  
a d e n o h y p o p h y s e a l  h o r m o n e s  f r o m  p u r i f i e d  c e l l s  o b t a i n e d  b y  
u n i t  g r a v i t y  s e d i m e n t a t i o n .
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3 1 : 2 8 2 - 2 8 6

R o t s z t e j n  W H ,  D u s s a i l l a n t  M,  N o b o u  F ,  R o s s e l i n  G 1 9 8 1  
R a p i d  g l u c o c o r t i c o i d  i n h i b i t i o n  o f  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  
p e p t i d e - i n d u c e d  c y c l i c  A M P  a c c u m u l a t i o n  a n d  p r o l a c t i n  
r e l e a s e  i n  r a t  p i t u i t a r y  c e l l s  i n  c u l t u r e .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  7 8 . :  7 5 8 4 - 7 5 8 8

S a h u  A ,  C r o w l e y  W R ,  T a t e m o t o  K ,  B a l a s u b r a m a n i a m  A ,  K a l r a  
S P  1 9 8 7  E f f e c t s  o f  n e u r o p e p t i d e  Y ,  N P Y  a n a l o g  
( n o r l e u c i n e - 4 - N P Y ) ,  g a l a n i n  a n d  n e u r o p e p t i d e  K o n  L H  
r e l e a s e  i n  o v a r i e c t o m i s e d  ( O V X ) ,  a n d  O V X  e s t r o g e n ,  
p r o g e s t e r o n e - t r e a t e d  r a t s .  P e p t i d e s  13: 9 2 1 - 9 2 6

S a h u  A ,  K a l r a  S P ,  C r o w l e y  W R ,  K a l r a  P S  1 9 8 9  T e s t o s t e r o n e  
r a i s e s  n e u r o p e p t i d e - Y  c o n c e n t r a t i o n  i n  s e l e c t e d  
h y p o t h a l a m i c  s i t e s  a n d  i n  v i t r o  r e l e a s e  f r o m  t h e  m e d i a l  
b a s a l  h y p o t h a l a m u s  o f  c a s t r a t e d  m a l e  r a t s .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 4 : 4 1 0 - 4 1 4

S a i d  S I  1 9 8 4  V a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l p e p t i d e  ( V I P ) :  
c u r r e n t  s t a t u s .  P e p t i d e s  1 5 : 1 4 3 - 1 5 0

S a k a i  T ,  I n o u e  K ,  H a s e g a w a  Y ,  K u r o s u m i  K  1 9 8 8  E f f e c t  o f  
p a s s i v e  i m m u n i s a t i o n  t o  g o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  h o r m o n e  
( G n R H )  u s i n g  G n R H  a n t i s e r u m  o n  t h e  m i t o t i c  a c t i v i t y  o f  

g o n a d o t r o p h s  i n  c a s t r a t e d  m a l e  r a t s .
E n d o c r i n o l o g y  1 2 2 :  2 8 0 3 - 2 8 0 8

S a i k i  R ,  S c h a r f  S ,  F a l o o n a  F ,  M u l l i s  K B ,  H o r n  G T ,  E r l i c h  
H A ,  A r n h e i m  N  1 9 8 5  E n y m a t i c  a m p l i f i c a t i o n  o f  b e t a - g l o b i n  
g e n o m i c  s e q u e n c e s  a n d  r e s t r i c t i o n  s i t e  a n a l y s i s  f o r  
d i a g n o s i s  o f  s i c k l e  c e l l  a n e m i a .  S c i e n c e  2 3 0 : 1 3 5 0 - 1 3 5 6
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S a i n t - A n d r e  J P ,  R o h m e r  V ,  A l h e n c - G e l a s  F ,  M e n a r d  J ,
B i g o r n e  J - C ,  C o r v o l  P  . 1 9 8 6  P r e s e n c e  o f  r e n i n ,  
a n g i o t e n s i n o g e n ,  a n d  c o n v e r t i n g  e n z y m e  i n  h u m a n  p i t u i t a r y  
l a c t o t r o p h  c e l l s  a n d  p r o l a c t i n  a d e n o m a s .
J .  C l i n .  E n d o c r .  M e t a b .  6 3 ;  2 3 1 - 2 3 7

S a m s o n  W K ,  S a i d  S I ,  M c C a n n  S M  1 9 7 9  R a d i o i m m u n o l o g i c  
l o c a l i s a t i o n  o f  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  i n  
h y p o t h a l a m i c  a n d  e x t r a h y p o t h a l a m i c  s i t e s  i n  t h e  r a t  b r a i n .  
N e u r o s c i .  L e t t .  1 2 : 2 6 5 - 2 6 9

S a m s o n  W K ,  L u m p k i n  M D ,  M c C a n n  S M  1 9 8 4 a  P r e s e n c e  a n d  
p o s s i b l e  a c t i o n  o f  s e c r e t i n  i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y  a n d  
h y p o t h a l a m u s .  L i f e  S c i  3 4 : 1 5 5 - 1 6 3

S a m s o n  W K ,  L u m p k i n  M D ,  N i l a v e r  G ,  M c C a n n  S M  1 9 8 4 b  
M o t i l i n :  a  n o v e l  g r o w t h  h o r m o n e  r e l e a s i n g  a g e n t .
B r a i n  R e s e a r c h  B u l l e t i n  l_2: 5 7 - 6 2

S a m s o n  W K ,  L u m p k i n  M D ,  M c C a n n  S M  1 9 8 6  E v i d e n c e  f o r  a  
p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  o x y t o c i n  i n  t h e  c o n t r o l  o f  
p r o l a c t i n .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 9 : 5 5 4 - 5 6 0

S a m u e l s  M H ,  W i e r m a n  M E ,  W a n g  C ,  R i d g w a y  E C  1 9 8 9  T h e  
e f f e c t  o f  a l t e r e d  t h y r o i d  s t a t u s  o n  p i t u i t a r y  h o r m o n e  
m e s s e n g e r  r i b o n u c l e i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  r a t .  
E n d o c r i n o l o g y  1 2 4 : 2 2 7 7 - 2 2 8 2

S a n g e r  F ,  N i c k l e n  S ,  C o u l s o n  A R ,  1 9 7 7  D N A  s e q u e n c i n g  
w i t h  c h a i n  t e r m i n a t i n g  i n h i b i t o r s .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  7 4 . :  5 4 6 3 - 5 4 6 8

S a t o  S  1 9 8 0  P o s t n a t a l  d e v e l o p m e n t ,  s e x u a l  d i f f e r e n c e  a n d  
s e x u a l  c y c l i c  v a r i a t i o n  o f  p r o l a c t i n  c e l l s  i n  r a t s :  
s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  t h e  t o p o g r a p h i c  a f f i n i t y  t o  a  
g o n a d o t r o p h .  E n d o c r o n o l o g i c a  J a p o n i c a  2 7 : 5 7 3 - 5 8 3

S e e t h a l a k s h m i  L ,  S t e i n b e r g e r  A ,  S t e i n b e r g e r  E 1 9 8 4  
P i t u i t a r y  b i n d i n g  o f  3 H  l a b e l l e d  S e r t o l i  c e l l  f a c t o r  i n  
v i t r o :  a  p o t e n t i a l  r a d i o r e c e p t o r  a s s a y  f o r  i n h i b i n .
E n d o c r i n o l o g y  1  1 5 : 1 2 8 9 - 1 2 9 4

S e i f e r t  H ,  P e r r i n  M,  R i v i e r  J ,  V a l e  W 1 9 8 5  B i n d i n g  s i t e s  
f o r  g r o w t h  h o r m o n e  r e l e a s i n g  f a c t o r  o n  r a t  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  c e l l s .  N a t u r e  3 1 3 : 4 8 7 - 4 8 9

S e i f e r t  H ,  P e r r i n  M,  R i v i e r  J ,  V a l e  W 1 9 8 5  G r o w t h  
h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r  b i n d i n g  s i t e s  i n  r a t  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  m e m b r a n e  h o m o g e n a t e s :  m o d u l a t i o n  b y
g l u c o c o r t i c o i d s .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 7 : 4 2 4 - 4 2 6

S e o  H ,  M a r t i n o  E ,  R e f e t o f f  S ,  V a s s a r t  G 1 9 7 9  T h e  
d i f f e r e n t i a l  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  a n d  
e s t r o g e n  o n  g r o w t h  h o r m o n e  a n d  p r o l a c t i n  i s  d u e  t o  
i n d u c t i o n  o f  s p e c i f i c  m R N A s .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 4 : 1 0 8 3 - 1 0 9 0
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S i l v e s t r e  R A ,  M i r a l l e s  P ,  M o n g e  L ,  M o r e n o  P ,  V i l l a n u e v a  
M L ,  M a r c o  J  1 9 8 7 a  E f f e c t s  o f  g a l a n i n  o n  h o r m o n e  
s e c r e t i o n  f r o m  t h e  i n  s i t u  p e r f u s e d  r a t  p a n c r e a s  a n d  o n  
g l u c o s e  p r o d u c t i o n  i n  r a t  h e p a t o c y t e s  i n  v i t r o .  
E n d o c r i n o l o g y  1 2 1 : 3 7 8 - 3 8 3

S i l v e s t r e  R A ,  M i r a l l e s  P ,  M o n g e  L ,  V i l l a n u e v a  M L ,  M a r c o  J  
1 9 8 7 b  I n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  g a l a n i n  o n  p a n c r e a t i c  
p o l y p e p t i d e  r e l e a s e  b y  t h e  p e r f u s e d  r a t  p a n c r e a s .
L i f e  S c i .  4 0 . :  1 8 2 9 - 1 8 3 3

S i m a r d  J ,  H u b e r t  J - F ,  H o s s e i n z a d e h  T ,  L a b r i e  F  1 9 8 6  
S t i m u l a t i o n  o f  g r o w t h  h o r m o n e  r e l e a s e  a n d  s y n t h e s i s  b y  
e s t r o g e n s  i n  r a t  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  c e l l s  i n  c u l t u r e .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 9 : 2 0 0 4 - 2 0 1 1

S h a h  G V ,  E p a n d  R M ,  O r l o w s k i  R C  1 9 8 8  C a l c i t o n i n  
i n h i b i t i o n  o f  p r o l a c t i n  s e c r e t i o n  i n  i s o l a t e d  r a t  
p i t u i t a r y  c e l l s .  J .  E n d o c r i n o l .  1 1 6 : 2 7 9 - 2 8 6

S h e w a r d  W J ,  H a r m a r  A J ,  F r a s e r  H M,  F i n k  G 1 9 8 3  T R H  i n  r a t  
p i t u i t a r y  s t a l k  b l o o d  a n d  h y p o t h a l a m u s :  s t u d i e s  w i t h  h i g h
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .
E n d o c r i n o l o g y  1  1 3 : 1 8 6 5 - 1 8 6 9

S h i m a t s u  A ,  K a t o  Y ,  M a t s u s h i t a  N ,  K a t a k a m i  H ,  Y a n a i h a r a  N ,  
I m u r a  H 1 9 8 1  I m m u n o r e a c t i v e  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  
p o l y p e p t i d e  i n  r a t  h y p o p h y s s i a l  p o r t a l  b l o o d .
E n d o c r i n o l o g y  1 0 8 : 3 9 5 - 3 9 8

S k o f i t s c h  G ,  J a c o b o w i t z  DM 1 9 8 5  Q u a n t i t a t i v e  
d i s t r i b u t i o n  o f  c a l c i t o n i n  g e n e - r e l a t e d  p e p t i d e  i n  t h e  r a t  
c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  P e p t i d e s  6 .: 1 0 6 9 - 1 0 7 3

S k o f i t s c h  G ,  J a c o b o w i t z  DM 1 9 8 6  Q u a n t i t a t i v e  
d i s t r i b u t i o n  o f  g a l a n i n - l i k e  i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  t h e  r a t  
c e n t r a l  n e v o u s  s y s t e m .  P e p t i d e s  7_: 6 0 9 - 6 1 5

S m i t h  P E  1 9 3 0  H y p o p h y s e c t o m y  a n d  r e p l a c e m e n t  t h e r a p y  i n  
t h e  r a t .  A m .  J .  A n a t .  4 j5 :  2 0 5 - 2 7 2

S m i t h  P E  a n d  S m i t h  I P  1 9 2 2  T h e  r e p a i r  a n d  a c t i v a t i o n  o f  
t h e  t h y r o i d  i n  t h e  h y p o p h y s e c t o m i s e d  t a d p o l e  b y  t h e  
p a r e n t e r a l  a d m i n i s t r a t i o n  o f  f r e s h  a n t e r i o r  l o b e  o f  t h e  
b o v i n e  h y p o p h y s i s .  J .  M e d .  R e s .  4 3 : 2 6 7 - 2 8 3

S m i t h  P F ,  F r a w l e y  L S ,  N e i l l  J D  1 9 8 4  D e t e c t i o n  o f  L H  
r e l e a s e  f r o m  i n d i v i d u a l  p i t u i t a r y  c e l l s  b y  t h e  r e v e r s e  
h e m o l y t i c  p l a q u e  a s s a y :  E s t r o g e n  i n c r e a s e s  t h e  f r a c t i o n  o f
g o n a d o t r o p e s  r e s p o n d i n g  t o  G n R H .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 5 : 2 4 8 4 - 2 4 8 6

S m i t h  S  1 9 8 0  R o l e  o f  p r o l a c t i n  i n  r e g u l a t i n g  
g o n a d o t r o p i n  s e c r e t i o n  a n d  g o n a d  f u n c t i o n  i n  f e m a l e  r a t s .  
F e d e r a t i o n  P r o c e e d i n g s  3 9 :  2 5 7 1 - 2 5 7 6
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S o u t h e r n  E M  1 9 7 5  D e t e c t i o n  o f  s p e c i f i c  s e q u e n c e s  a m o n g  
D N A  f r a g m e n t s  s e p a r a t e d  b y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .
J .  M o l .  B i o l .  9 8 ;  5 0 3 - 5 1 7 .

S p i r a  O ,  B i r k e n f e l d  A ,  G r o s s  J ,  G o r d o n  A  1 9 7 9  T S H  
s y n t h e s i s  a n d  r e l e a s e  i n  t h e  t h y r o i d e c t o m i s e d  r a t .
A c t a  E n d o c r i n o l o g i c a  9 2 : 4 8 9 - 5 0 1

S p o r n  M B ,  T o d a r o  G J  1 9 8 0  A u t o c r i n e  s e c r e t i o n  a n d  
m a l i g n a n t  t r a n s f o r m a t i o n  o f  c e l l s .
N e w  E n g .  J .  M e d .  3 0 3 : 8 7 8 - 8 8 0

S r i k a n t  C B ,  P a t e l  Y C  1 9 8 1  S o m a t o s t a t i n  r e c e p t o r s :  
i d e n t i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  i n  r a t  m e m b r a n e s .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  7 8 : 3 9 3 0 - 3 9 3 4

S t e e l e  M K ,  B r o w n f i e l d  M S ,  G a n o n g  WF  1 9 8 2  
I m m u n o c y t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  a n g i o t e n s i n  
i m m u n o r e a c t i v i t y  i n  g o n a d o t r o p s  a n d  l a c t o t r o p s  o f  t h e  r a t  
a n t e r i o r  p i t u i t a r y  g l a n d .  N e u r o e n d o c r i n o l o g y  3J5: 1 5 5 - 1 5 8

S t e e l  J H ,  V a n  N o o r d e n  S ,  B a l l e s t a  J ,  G i b s o n  S J ,  G h a t e i  M A ,  
B u r r i n  J ,  L e o n h a r t  U ,  D o m i n  J ,  B l o o m  S R ,  P o l a k  J M  1 9 8 8  
L o c a l i z a t i o n  o f  7 B 2 ,  n e u r o m e d i n  B  a n d  n e u r o m e d i n  U i n  
s p e c i f i c  c e l l  t y p e s  o f  r a t ,  m o u s e  a n d  h u m a n  p i t u i t a r y ,  i n  
r a t  h y p o t h a l a m u s ,  a n d  i n  3 0  h u m a n  p i t u i t a r y  a n d  e x t r a  
p i t u i t a r y  t u m o r s .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 2 : 2 7 0 - 2 7 8

S t e e l  J H ,  G o n  G ,  O'  H a l l o r a n  D J ,  J o n e s  
I s h i k a w a  H ,  B l o o m  S R ,  P o l a k  J M  1 9 8 9  
v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e  a r e  
c l a s s i c a l  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  a n d  s h o w  
e x p r e s s i o n .  H i s t o c h e m i s t r y  9 3 :  1 8 3 - 1 8 9

P M ,  Y a n a i h a r a  N ,  
G a l a n i n  a n d  
c o l o c a l i s e d  w i t h  
p l a s t i c i t y  o f

S t e i n e r  R A ,  B r e m n e r  W J ,  C l i f t o n  D K  
l u t e i n i z i n g  h o r m o n e  p u l s e  f r e q u e n c y  
t e s t o s t e r o n e  i n  t h e  a d u l t  m a l e  r a t .  
2 0 5 5 - 2 0 6 1

1 9 8 2  R e g u l a t i o n  o f  
a n d  a m p l i t u d e  b y  

E n d o c r i n o l o g y  1 1 1 :

S t r i e k e r  P ,  G r u e t e r  F  1 9 2 9  A c t i o n  d u  l o b e  a n t e r i e u r  d e  
1 ' h y p o p h y s e  s u r  l a  m o n t e e  l a i t e u s e .
C .  R .  S o c .  B i o l .  P a r i s  9 9 :  1 9 7 8 - 1 9 8 0

S u r k s  M, D e F e s i  C R  1 9 7 7  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c e l l  n u m b e r  
o f  e a c h  c e l l  t y p e  i n  t h e  a n t e r i o r  p i t u i t a r y  o f  e u t h y r o i d  
a n d  h y p o t h y r o i d  r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  1 0 1 : 9 4 6 - 9 5 8

S u t e r  D E ,  S c h w a r t z  N B  1 9 8 5  E f f e c t s  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  o n  
s e c r e t i o n  o f  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  a n d  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  
h o r m o n e  b y  f e m a l e  r a t  p i t u i t a r y  c e l l s  i n  v i t r o .  
E n d o c r i n o l o g y  1 1 7 : 8 4 9 - 8 5 4

S u t t o n  S W ,  T o y a m a  T T ,  O t t o  S ,  P l o t s k y  P M  1 9 8 8  E v i d e n c e  
t h a t  n e u r o p e p t i d e  Y  ( N P Y )  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
h y p o p h y s i a l - p o r t a l  c i r c u l a t i o n  p a r t i c i p a t e s  i n  p r i m i n g  
g o n a d o t r o p e s  t o  t h e  e f f e c t s  o f  g o n a d o t r o p i n  r e l e a s i n g  
h o r m o n e  ( G n R H ) .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 3 : 1 2 0 8 - 1 2 1 0
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S u z u k i  Y ,  M c M a t e r  D ,  L e d e r i s  K ,  R o r s t a d  O P ,  1 9 8 4  
C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  r e l a x a n t  e f f e c t s  o f  v a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( V I P )  a n d  P H I  o n  i s o l a t e d  b r a i n  
a r t e r i e s .  B r a i n  R e s e a r c h  3 2 2 : 9 - 1 6

T a n n e n b a u m  G S ,  M a r t i n  J B  1 9 7 6  E v i d e n c e  f o r  a n  e n d o g e n o u s  
u l t r a d i a n  r h y t h m  g o v e r n i n g  g r o w t h  h o r m o n e  s e c r e t i o n  i n  t h e  
r a t .  E n d o c r i n o l o g y  9_8: 5 6 2 - 5 6 8

T a t e m o t o  K ,  C a r l q u i s t  M,  M u t t  V  1 9 8 2  N e u r o p e p t i d e  Y -  a  
n o v e l  b r a i n  p e p t i d e  w i t h  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t i e s  t o  
p e p t i d e  Y Y  a n d  p a n c r e a t i c  p o l y p e p t i d e .
N a t u r e  2 9 6 : 6 5 9 - 6 6 0

T a t e m o t o  K ,  R o k a e u s  A ,  F o r n v a l l  H ,  M c D o n a l d  T F ,  M u t t  V  
1 9 8 3  G a l a n i n  -  a  n o v e l  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  p e p t i d e  f r o m  
p o r c i n e  i n t e s t i n e .  F e b .  L e t t .  1 6 4 : 1 2 4 - 1 2 8

T i b o l t  R E ,  C h i l d s  G V  1 9 8 5  C y t o c h e m i c a l  a n d  
c y t o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  g o n a d o t r o p i n - r e l e a s i n g  
h o r m o n e  ( G n R H )  t a r g e t  c e l l s  i n  t h e  m a l e  r a t  p i t u i t a r y :  
d i f f e r e n t i a l  e f f e c t s  o f  a n d r o g e n s  a n d  c o r t i c o s t e r o n e  o n  
G n R H  b i n d i n g  a n d  g o n a d o t r o p i n  r e l e a s e .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 7 : 3 9 6 - 4 0 4

T u r k e l s o n  C M ,  T h o m a s  C R ,  A r i m u r a  A ,  C h a n g  D ,  C a n g  J K ,  
S h i m i z u  M 1 9 8 2  I n  v i t r o  p o t e n t i a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  
s y n t h e t i c  o v i n e  c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s i n g  f a c t o r  b y  a r g i n i n e  
v a s o p r e s s i n .  P e p t i d e s  1.: 1 1 1 - 1 1 5

V a l e  W, R i v i e r  J ,  V a u g h a n  J ,  M c C l i n t o c k  R ,  C o r r i g a n  A ,  W o o  
W, K a r r  D ,  S p i e s s  J  1 9 8 6  P u r i f i c a t i o n  a n d  
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a n  F S H  r e l e a s i n g  p r o t e i n  f r o m  p o r c i n e  
o v a r i a n  f l u i d .  N a t u r e  3 2 1 : 7 7 6 - 7 7 9

V a l e  W,  V a u g h a n  J ,  Y a m a m o t o  G ,  S p i e s s  J ,  R i v i e r  J  1 9 8 3  
E f f e c t s  o f  s y n t h e t i c  h u m a n  p a n c r e a t i c  ( t u m o r )  G H  r e l e a s i n g  
f a c t o r  a n d  s o m a t o s t a t i n ,  t r i i o d o t h y r o n i n e  a n d  
d e x a m e t h a s o n e  o n  G H  s e c r e t i o n  i n  v i t r o .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 2 : 1 5 5 3 - 1 5 5 5

V a n d e s a n d e  F ,  D i e r i c k x  K 1 9 7 5  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  
v a s o p r e s s i n  p r o d u c i n g  a n d  o f  t h e  o x y t o c i n  p r o d u c i n g  
n e u r o n s  i n  t h e  h y p o t h a l a m i c  n e u r o s e c r e t o r y  s y s t e m  o f  t h e  
r a t .  C e l l .  T i s s u e  R e s .  1 6 4 : 1 5 3 - 1 6 2

V i j a y a n  E ,  S a m s o n  W K ,  M c C a n n  S M  1 9 7 8  E f f e c t s  o f  
i n t r a v e n t r i c u l a r  i n j e c t i o n  o f  g a s t r i n  o n  r e l e a s e  o f  L H ,  
p r o l a c t i n ,  T S H  a n d  G H i n  c o n s c i o u s  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s .  
L i f e  S c i .  2 6 . :  3 2 1 - 3 2 7

V i j a y a n  E ,  S a m s o n  W K ,  S a i d  S I ,  M c C a n n  S M  1 9 7 8  V a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e :  e v i d e n c e  f o r  a  h y p o t h a l a m i c  s i t e  o f
a c t i o n  t o  r e l e a s e  g r o w t h  h o r m o n e ,  l u t e i n i s i n g  h o r m o n e  a n d  
p r o l a c t i n  i n  c o n s c i o u s  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s .  E n d o c r i n o l o g y  
1 0 4 :  5 3 - 5 7
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V i j a y a n  E ,  C a r r a w a y  R ,  L e e m a n  S E ,  M c C a n n  S M  1 9 8 8  U s e  o f  
a n t i s e r u m  t o  n e u r o t e n s i n  r e v e a l s  a  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  
t h e  p e p t i d e  i n  r a t  p r o l a c t i n  r e l e a s e .
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  8 5 . :  9 8 6 6 - 9 8 6 9

V r o n t a k i s  
I s o l a t i o n  
( G a l a n i n )  

m e s s e n g e r

M E ,  P e d e n  L M ,  D u c k w o r t h  M L ,  F r i e s e n  H G  1 9 8 7  
a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  a  c o m p l e m e n t a r y  D N A  
c l o n e  f r o m  e s t r o g e n - i n d u c e d  p i t u i t a r y  t u m o r  
R N A .  J .  B i o l .  C h e m .  3 5 . :  1 6 7 5 5 - 1 6 7 5 8

W a h l e s t e d t  C ,  S k a g e r b e r g  G ,  E k m a n  R ,  H e i l i g  M,  S u n d l e r  F ,  
H a k a n s o n  R  1 9 8 7  N e u r o p e p t i d e  Y  ( N P Y )  i n  t h e  a r e a  o f  t h e  
h y p o t h a l a m i c  p a r a v e n t r i c u l a r  n u c l e u s  a c t i v a t e s  t h e  
p i t u i t a r y - a d r e n o c o r t i c a l  a x i s  i n  t h e  r a t .
B r a i n  R e s e a r c h  4 1 7 : 3 3 - 3 8

W a k a b a y a s h i  I ,  T o n e g a w a  Y ,  I h a r a  T ,  H a t t o r i  M,  S h i b a s a k i  
T ,  L i n g  N  1 9 8 5  P l a s m a  g r o w t h  h o r m o n e  r e s p o n s e  t o  h u m a n  
g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r  i n  r a t s  a d m i n i s t e r e d  w i t h  
c h l o r p r o m a z i n e  a n d  a n t i s e r u m  a g a i n s t  s o m a t o s t a t i n .  
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  4_1:  3 0 6 - 3 1 1

W a t a n a b e  Y G ,  D a i k o k u  S  1 9 7 9  A n  i m m u n o h i s t o c h e m i c a l  s t u d y  
o n  t h e  c y t o g e n e s i s  o f  a d e n o h y p o p h y s i a l  c e l l s  i n  f e t a l  
r a t s .  D e v e l o p m e n t a l  B i o l o g y  6 _8 : 5 5 7 - 5 6 7

W e b b  C B ,  S z a b o  M,  F r o h m a n  L A  1 9 8 3  E c t o p i c  g r o w t h  
h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r  a n d  d i b u t y r y l  c y c l i c  a d e n o s i n e  
m o n o p h o s p h a t e - s t i m u l a t e d  g r o w t h  h o r m o n e  r e l e a s e  i n  v i t r o :  
e f f e c t s  o f  c o r t i c o s t e r o n e  a n d  e s t r a d i o l .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 3 : 1 1 9 1 - 1 1 9 6

W e h r e n b e r g  W B ,  B a i r d  A ,  Y i n g  S Y ,  L i n g  N  1 9 8 5  T h e  e f f e c t s  
o f  t e s t o s t e r o n e  a n d  e s t r o g e n  o n  t h e  p i t u i t a r y  g r o w t h  
h o r m o n e  r e s p o n s e  t o  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  f a c t o r .
B i o l .  R e p r o d .  3 2 : 3 6 9 - 3 7 1

W e h r e n b e r g  W B ,  B a i r d  A ,  L i n g  N  1 9 8 3  P o t e n t  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  g l u c o c o r t i c o i d s  a n d  g r o w t h  h o r m o n e - r e l e a s i n g  
f a c t o r  i n  v i v o .  S c i e n c e  2 2 1 :  5 5 6 - 5 6 1

W e s t e n d o r f  J M ,  P h i l l i p s  M A ,  S c h o n b r u n n  A  1 9 8 3  V a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e  s t i m u l a t e s  h o r m o n e  r e l e a s e  f r o m  
c o r t i c o t r o p h i c  c e l l s  i n  c u l t u r e .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 2 : 5 5 0 - 5 5 7

W e s t e n d o r f  J M ,  S c h o n b r u n n  A  1 9 8 5  P e p t i d e  s p e c i f i c i t y  f o r  
s t i m u l a t i o n  o f  c o r t i c o t r o p i n  s e c r e t i o n :  a c t i v a t i o n  o f
o v e r l a p p i n g  p a t h w a y s  b y  t h e  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e  
f a m i l y  a n d  c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r .
E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 2 5 2 8 - 2 5 3 5

W e s t l u n d  K N ,  A g u i l e r a  G ,  C h i l d s  G V  1 9 8 5  Q u a n t i f i c a t i o n  
o f  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  p i t u i t a r y  c o r t i c o t r o p e s  
p r o d u c e d  b y  i n  v i v o  c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r  
s t i m u l a t i o n  a n d  a d r e n a l e c t o m y .  E n d o c r i n o l o g y  1 1 6 : 4 3 9 - 4 4 5
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" W h i t e  M C ,  A d a m s  E F ,  L o i z o u  M,  M a s h i t e r  K 1 9 8 2  V a s o a c t i v e  
i n t e s t i n a l  p e p t i d e  s t i m u l a t e s  a d r e n o c o r t i c o t r o p i n  r e l e a s e  
f r o m  h u m a n  c o r t i c o t r o p i n o m a  c e l l s  i n  c u l t u r e :  i n t e r a c t i o n
w i t h  a r g i n i n e  v a s o p r e s s i n  a n d  h y d r o c o r t i s o n e .
J .  C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  5  5 : 9 6 7 - 9 7 2

W i l l i a m s  T ,  M a x o n  H ,  T h o r n e r  M O ,  F r o h m a n  L A  1 9 8 5  B l u n t e d  
g r o w t h  h o r m o n e  ( G H )  r e s p o n s e  t o  G H - r e l e a s i n g  h o r m o n e  i n  
h y p o t h y r o i d i s m  r e s o l v e s  i n  t h e  e u t h y r o i d  s t a t e .
J .  C l i n .  E n d o c r i n o l .  M e t a b .  6 1 : 4 5 4 - 4 5 6

W o n g  C C ,  D o h l e r  K - D ,  v o n  z u r  M u h l e n  1 9 8 0  E f f e c t s  o f  
t r i - i o d o t h y r o n i n e ,  t h y r o x i n e  a n d
i s o p r o p y l - d i - i o d o t h y r o n i n e  o n  t h y r o i d - s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  
i n  s e r u m  a n d  p i t u i t a r y  g l a n d  a n d  o n  p i t u i t a r y  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o l a c t i n ,  g r o w t h  h o r m o n e ,  l u t e i n i s i n g  
h o r m o n e  a n d  f o l l i c l e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  i n  h y p o t h y r o i d  
r a t s .  J .  E n d o c r i n o l .  8 7 : 2 5 5 - 2 6 3

W y n n  P C ,  A g u i l e r a  G ,  M o r e l l  J ,  C a t t  K J  1 9 8 3  P r o p e r t i e s  
a n d  r e g u l a t i o n  o f  h i g h - a f f i n i t y  p i t u i t a r y  r e c e p t o r s  f o r  
c o r t i c o t r o p i n - r e l e a s i n g  f a c t o r .
B i o c e m .  B i o p h y s .  R e s .  C o m m .  1 1 0 : 6 0 2 - 6 0 8

Y a m a m o t o  N ,  S e o  H ,  S u g a n a m a  N ,  M a t s u i  N ,  N a k a n e  T ,
K u w a y a m a  A ,  K a g e y a m a  N 1 9 8 6  E f f e c t  o f  e s t r o g e n  o n  
p r o l a c t i n  m R N A  i n  t h e  r a t  p i t u i t a r y .
N e u r o e n d o c r i n o l o g y  4_2:  4 9 4 - 4 9 7

Y a f f e  B M ,  S a m u e l s  H H  1 9 8 4  H o r m o n a l  r e g u l a t i o n  o f  t h e  
g r o w t h  h o r m o n e  g e n e :  R e l a t i o n s h i p  o f  t h e  r a t e  o f
t r a n s c r i p t i o n  t o  t h e  l e v e l  o f . n u c l e a r  t h y r o i d  
h o r m o n e - r e c e p t o r  c o m p l e x e s .  j .  B i o l .  C h e m .  2 5 9 : 6 2 8 4 - 6 2 9 1

Y o s h i m u r a  F ,  N o g a m i  H 1 9 8 0  I m m u n o h i s t o c h e m i c a l  
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  p i t u i t a r y  s t e l l a t e  c e l l s  i n  r a t s .  
E n d o c r o n o l o g i c a  J a p o n i c a  2 7 :  4 3 - 5 1

Z e e v i  M,  N e v i n s  J R ,  D a r n e l l  J E  1 9 8 2  N e w l y  f o r m e d  m R N A  
l a c k i n g  p o l y a d e n y l i c  a c i d  e n t e r s  t h e  c y t o p l a s m  a n d  t h e  
p o l y r i b o s o m e s  b u t  h a s  a  s h o r t e r  h a l f - l i f e  i n  t h e  a b s e n c e  
o f  p o l y a d e n y l i c  a c i d .  M o l .  C e l l .  B i o l .  2.: 5 1 7 - 5 2 5

Z o n d e k  B ,  A s c h h e i m  S  1 9 2 7  D a s  h o r m o n  d e s  
h y p o p h y s e n v o r d e r l a p p e n s . K l i n  W o c h e n s c h r  6 .: 3 4 8 - 3 5 2
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A P P E N D I C E S

A ) .  B u f f e r s ,  S o l u t i o n s  a n d  C h e m i c a l s

1 M T r i s  p H  7 .  4 ,  p H  7 .  6  a n d  p H  8 . 0

1 2 1 .  1 g  o f  T r i z m a  b a s e  ( S i g m a )  d i s s o l v e d  i n  1 1  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  t i t r a t e d  t o  r e q u i r e d  p H  w i t h  
c o n c e n t r a t e d  H C 1 ,  f i l t e r e d  a n d  a u t o c l a v e d .

0 .  5  M E D T A  p H  8 . 0

1 8 6 .  1 g  o f  E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a c e t i c  a c i d  -  d i s o d i u m  
s a l t  ( B D H ) d i s s o l v e d  i n  1 1  o f  d i s t i l l e d  
w a t e r  t i t r a t e d  t o  p H  8 . 0  w i t h  1 0  n  N a O H ,  f i l t e r e d  a n d  
a u t o c l a v e d .

5  M N a C l

2 9 2 .  2  g  o f  s o d i u m  c h l o r i d e  ( B D H )  d i s s o l v e d
i n  1 1  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ,  f i l t e r e d  a n d  a u t o c l a v e d .

1 M M g C l

2 0 3 .  3  g  o f  m a g n e s i u m  c h l o r i d e  h e x a h y d r a t e  ( B D H )  
d i s s o l v e d  i n  1  1  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ,  f i l t e r e d  a n d  
a u t o c l a v e d .

2  M N a O A c  p H  4 .  0  a n d  p H  5 .  2

2 7 2 .  1 g  o f  s o d i u m  a c e t a t e  t r i h y d r a t e  ( B D H )
d i s s o l v e d  i n  1 1  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  t o  p H
w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  f i l t e r e d  a n d  a u t o c l a v e d .

2 0  % S D S

2 0 0  g  o f  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  d i s s o l v e d  i n  1 1  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r ,  u s e d  w i t h o u t  f u r t h e r  p r e p a r a t i o n .

2 0  X  S S C

1 7 5 .  3  g  o f  s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  8 8 . 2  g  o f  t r i s o d i u m  
c i t r a t e  ( b o t h  B D H  A n a l a R  g r a d e )  d i s s o l v e d  i n  1 1  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  b r o u g h t  t o  p H  7 .  0  b y  t h e  a d d i t i o n  
o f  a  f e w  d r o p s  o f  1 0  N  N a O H  a n d  f i l t e r e d ,  ( =  3 M  N a  
C l / 0 .  3 M  N a  c i t r a t e ) .
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1 0 0  X  T E

1 2 1 .  1 g  o f  T r i z m a  b a s e  a n d  3 .  7  g  o f
e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a c e t i c  a c i d  d i s s o l v e d  i n  1  1  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  ( t o  g i v e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 M 
a n d  1 0  mM r e s p e c t i v e l y )  a n d  a d j u s t e d  t o  p H  7 .  0  w i t h  
c o n c e n t r a t e d  H C 1 ,  f i l t e r e d  a n d  a u t o c l a v e d .

T E

( a  1 :  1 0 0  d i l u t i o n  o f  1 0 0  X  T E  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  
g i v e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0  mM T r i s  a n d  0 .  1 mM 
e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a c e t i c  a c i d  r e s p e c t i v e l y )

0 .  5  M S o d i u m  p h o s p h a t e  p H  6 . 6

P r e p a r e d  b y  t i t r a t i n g  0 .  5  M d i s o d i u m  h y d r o g e n  
o r t h o p h o s p h a t e  w i t h  0 .  5  M s o d i u m  d i h y d r o g e n  
o r t h o p h o s p h a t e  u n t i l  t h e  d e s i r e d  p H  w a s  r e a c h e d .

L u r i a - B e r t a n i  M e d i u m  ( r e f e r r e d  t o  a s  L  b r o t h  o r  L B )

l O g  o f  B a c t o - t r y p t o n e  ( D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,
M i c h i g a n ,  U S A )

5 g  o f  B a c t o - y e a s t  e x t r a c t  ( D i f c o  L a b o r a t o r i e s )  
l O g  o f  N a  C l  ( B D H )
D i s s o l v e d  i n  1 1  o f  w a t e r ,  a d j u s t e d  t o  p H  7 .  5 w i t h  
s o d i u m  h y d r o x i d e  s o l u t i o n  a n d  a u t o c l a v e d .

L - a g a r

1 5  g  o f  B a c t o - a g a r  ( D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  d i s s o l v e d  i n  
1 1  o f  L  b r o t h  a n d  a u t o c l a v e d  t o  d i s s o l v e .

P h e n o l  c h r y s t a l l i n e  s o l i d ,  a n a l a r  g r a d e  ( B D H )

P r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  c r y s t a l s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  
u n t i l  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  w a s  o b t a i n e d .

F o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n  ( 4 0 %  v o l / v o l  B D H )

C h l o r o p h o r m  ( B D H )

I s o - p r o p y l  a l c o h o l  ( p r o p a n - 2 - o l ,  B D H )

F o r m a m i d e  ( B D H )

D e n h a r t '  s  s o l u t i o n

1 0  g  e a c h  o f  F i c o l l ,  p o l y v i n y l p i r r o l i d o n e  a n d  b o v i n e  
s e r u m  a l b u m i n  d i s s o l v e d  i n  d i s t i l e d  w a t e r .



2 22
S o n i c a t e d ,  d e n a t u r e d  h e r r i n g  s p e r m  D N A  ( S i g m a )  1 0  m g / m l  i n  

d i s t i l l e d  w a t e r .

D e x t r a n  s u l p h a t e ,  a n a l a r  g r a d e  ( B D H )

A g a r o s e  ( S i g m a ;  T y p e  I I :  m e d i u m  E E O )

K o d a k  X A R 5  d i a g n o s t i c  f i l m  ( E a s t m a n  K o d a k  C o m p a n y ,  
R o c h e s t e r ,  N e w  Y o r k  1 4 6 5 0 ,  U S A )



B ) .  A g a r o s e  G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  

i ) .  F o r m a l d e h y d e  g e l s  

R e a g e n t s

2 0  X  M O P S  s o l u t i o n :

0 .  4  M M o r p h o l i n o p r o p a n e s u l p h o n i c  a c i d  ( M O P S ) , p H 7 . 0  
( B D H ) .  A f t e r  d i s s o l u t i o n  t h e  s o l u t i o n  w a s  t i t r a t e d  t o  

p H  7 .  0  w i t h  I N  N a O H .  F o r  s t o r a g e  f o r m a l d e h y d e  w a s  
a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1 % ( v o l / v o l ) .

M e t h o d

O n e  g  o f  a g a r o s e  w a s  a d d e d  t o  8 7 .  5  m l  o f  G D W  i n  a  5 0 0  m l  

c o n i c a l  g l a s s  f l a s k  a n d  b o i l e d  b y  h e a t i n g  i n  a  m i c r o w a v e  

o v e n  u n t i l  a l l  t h e  a g a r o s e  w a s  o b s e r v e d  t o  h a v e  d i s s o l v e d .  

T o  t h i s  w a s  t h e n  a d d e d  7 .  5  m l  o f  4 0 %  f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n  

a n d  5  m l  o f  2 0  X  M O P S  i n  a  f u m e  h o o d .  W h i l s t  t h e  a g a r o s e  

w a s  b e i n g  m e l t e d  t h e  g e l  c a s t i n g  p l a t e  w a s  p r e p a r e d .  A  

s t r i p  o f  a u t o c l a v e  t a p e  w a s  p l a c e d  a r o u n d  t h e  e d g e  o f  a  

1 0 0  mm b y  1 2 0  mm g l a s s  p l a t e  f o  c o m p l e t e l y  e n c l o s e  a n d  

s e a l  i t .  T h e  t a p e  w a s  s e a l e d  a r o u n d  t h e  p l a t e 7 s  e d g e  a n d  

u n d e r s i d e  l e a v i n g  a  s t r i p  o f  t a p e  a p p r o x i m a t e l y  1 0  mm h i g h  

r a i s e d  a b o v e  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p l a t e  t o  f o r m  t h e  g e l  

m o u l d .  A  b u l l  d o g  c l i p  w a s  a t t a c h e d  t o  e a c h  e n d  o f  a  g e l  

c o m b  t o  s u p p o r t  t h e  c o m b  a p p r o x i m a t e l y  1  mm a b o v e  t h e  

g l a s s  p l a t e .  T h e  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  c o n t a i n e d  

s u f f i c i e n t  b u f f e r  ( 1  X  M O P S )  t o  c o m p l e t e l y  c o v e r  t h e  g e l  

a n d  s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  b y  i n s e r t i n g  t h e  e n d  o f f  t h e  t i p  

i n t o  a  w e l l  b e l o w  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  b u f f e r  a n d  g e n t l y  

e x p e l l i n g  t h e  s a m p l e  i n t o  t h e  w e l l .  W h e n  t h e  w e l l s  h a d  

b e e n  l o a d e d  t h e  a p p a r a t u s  w a s  c o n n e c t e d  t o  a  p o w e r  s u p p l y  

a n d  t h e  c u r r e n t  t u r n e d  o n .
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i i )  N e u t r a l  A g a r o s e  G e l s  

R e a g e n t s

T B E  5  X  s t o c k  s o l u t i o n

5 4  g  o f  T r i s  b a s e
2 7 . 5  g  o f  b o r i c  a c i d  
2 0  m l  o f  0 .  5  M E D T A
D i s s o l v e d  i n  1 1  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  g i v e  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 .  0 8 9  M,  0 .  0 8 9  M a n d  0 .  0 0 2  M 
r e s p e c t i v e l y .

M e t h o d

P o w d e r e d  a g a r o s e  w a s  a d d e d  t o  1 0 0  m 1 X  T B E  b u f f e r  a n d  

d i s s o l v e d  b y  h e a t i n g  i n  a  m i c r o w a v e  o v e n .  O n c e  a l l  t h e  

c r y s t a l s  w e r e  o b s e r v e d  t o  h a v e  d i s s o l v e d  1 0  u l  o f  a  1 0  

m g / m l  s o l u t i o n  o f  e t h i d i u m  b r o m i d e  w a s  a d d e d  t o  t h e  g e l .

A  g e l  c a s t i n g  p l a t e  w a s  p r e p a r e d  b y  t a p i n g  a r o u n d  t h e  e d g e  

o f  a  1 2 0  mm b y  1 0 0  mm  g l a s s  p l a t e  a n d  f i x i n g  a  c o m b  i n  

p o s i t i o n  o v e r  t h i s  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  

p r e p a r a t i o n  o f  f o r m a l d e h y d e  g e l s .  T h e  m o l t e n  a g a r o s e  w a s  

p o u r e d  i n t o  t h i s  a n d  a l l o w e d  t o  s e t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

O n c e  s e t  t h e  g e l  w a s  p l a c e d  i n  a n  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  

c o n t a i n i n g  s u f f i c i e n t  1 X  T B E  b u f f e r  ( p l u s  1 u g / u l  

e t h i d i u m  b r o m i d e )  t o  c o m p l e t e l y  s u b m e r g e  t h e  g e l .  A f t e r  

t h e  w e l l s  w e r e  l o a d e d  t h e  t a n k  w a s  c o n n e c t e d  t o  a n  

e l e c t r o p h o r e s i s  p o w e r  p a c k  a n d  t h e  c u r r e n t  w a s  t u r n e d  o n .  

I n i t i a l l y  t h e  g e l  w a s  r u n  a t  5 0  V  u n t i l  t h e  d y e  w a s  

o b s e r v e d  t o  h a v e  r u n  o u t  o f  t h e  w e l l  a n d  i n t o  t h e  g e l  w h e n  

t h e  v o l t a g e  w a s  t u r n e d  u p  t o  1 0 0  V .  T h e  g e l  w a s  r u n  a t  

t h i s  v o l t a g e  u n t i l  t h e  m a r k e r  d y e  w a s  o b s e r v e d  t o  h a v e  

r e a c h e d  a  d e s i r e d  s t a g e  a t  w h i c h  p o i n t  t h e  D N A  s a m p l e s  

w e r e  v i s u a l i s e d  u s i n g  a  U V  l i g h t  s o u r c e .
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C .  P u b l i c a t i o n s

J o n e s  P M ,  B u r r i n  J M ,  G h a t e i  M A ,  O'  H a l l o r a n  D J ,  L e g o n  S ,  
B l o o m  S R  1 9 9 0  T h e  i n f l u e n c e  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s  o n  
t h e  h y p o t h a l a m o - h y p o p h y s e a l  g r o w t h  h o r m o n e  a x i s .  
E n d o c r i n o l o g y  ( i n  p r e s s ) .

J o n e s  P M ,  G h a t e i  M A ,  S t e e l  J ,  O'  H a l l o r a n  D J ,  G o n  G ,  L e g o n  
S ,  B u r r i n  J M ,  L e o n h a r d t  U ,  P o l a k  J M ,  B l o o m  S R  1 9 8 9  
E v i d e n c e  f o r  n e u r o p e p t i d e  Y  s y n t h e s i s  i n  t h e  r a t  a n t e r i o r  
p i t u i t a r y  a n d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h y r o i d  h o r m o n e  s t a t u s :  
c o m p a r i s o n  w i t h  v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p e p t i d e ,  s u b s t a n c e  
P ,  a n d  n e u r o t e n s i n .  E n d o c r i n o l o g y  1 2 5 : 3 3 4 - 3 4 1

S t e e l  J H ,  G o n  G ,  O'  H a l l o r a n  D J ,  J o n e s  P M ,  Y a n a i h a r a  N ,  
I s h i k a w a  H ,  B l o o m  S R ,  P o l a k  J M  1 9 8 9  G a l a n i n  a n d  
v a s o a c t i v e  i n t e s t i n a l  p o l y p e p t i d e  a r e  c o l o c a l i s e d  w i t h  
c l a s s i c a l  p i t u i t a r y  h o r m o n e s  a n d  s h o w  p l a s t i c i t y  o f  
e x p r e s s i o n .  H i s t o c h e m i s t r y  9 3 :  1 8 3 - 1 8 9

F e r r i e r  G J M ,  P i e r s o n  A M ,  J o n e s  P M ,  B l o o m  S R ,  G i r g i s  S I ,  
L e g o n  S  1 9 8 9  E x p r e s s i o n  o f  t h e  r a t  a m y l i n  ( I A P P / D A P )  
g e n e .  J o u r n a l  o f  M o l e c u l a r  E n d o c r i n o l o g y  3 : R 1 - R 4

S t e e l  J H ,  H a m i d  Q ,  V a n  N o o r d e n  S ,  J o n e s  P M ,  D e n n y  P ,
B u r r i n  J ,  L e g o n  S ,  B l o o m  S R ,  P o l a k  J M  1 9 8 8  C o m b i n e d  u s e  
o f  i n  s i t u  h y b r i d i s a t i o n  a n d  i m m u n o c y t o c h e m i s t r y  f o r  t h e  
i n v e s t i g a t i o n  o f  p r o l a c t i n  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  i m m a t u r e ,  
p u b e r t a l ,  p r e g n a n t ,  l a c t a t i n g  a n d  o v a r i e c t o m i s e d  r a t s .  
H i s t o c h e m i s t r y  8 9 : 7 5 - 8 0

M u l d e r r y  P K ,  G h a t e i  M A ,  S p o k e s  R A ,  J o n e s  P M ,  P i e r s o n  A M ,  
H a m i d  Q ,  K a n s e  S ,  A m a r a  S G ,  B u r r i n  J ,  L e g o n  S ,  P o l a k  J M ,  
B l o o m  S R  1 9 8 8  D i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  o f  a l p h a  C G R P  a n d  
b e t a  C G R P  b y  p r i m a r y  n e u r o n s  o f  t h e  r a t .
N e u r o s c i e n c e  2 5 :  1 9 5 - 2 0 5

G i b s o n  S J ,  P o l a k  J M ,  G i a i d  A ,  H a m i d  Q ,  K a r  S ,  J o n e s  P M ,  
D e n n y  P ,  L e g o n  S ,  A m a r a  S ,  C r a i g  R K ,  B l o o m  S R ,  P e n k e t h  
R J A ,  R o d e k  C ,  I b r a h i m  N B N ,  D a w s o n  A  1 9 8 8  C a l c i t o n i n  g e n e  
r e l a t e d  p e p t i d e  m e s s e n g e r  R N A  i s  e x p r e s s e d  i n  s e n s o r y  
n e u r o n e s  o f  t h e  d o r s a l  r o o t  g a n g l i a  a n d  a l s o  i n  s p i n a l  
m o t o n e u r o n e s  i n  m a n  a n d  r a t .
N e u r o s c i e n c e  L e t t e r s  9 1 : 2 8 3 - 2 8 8


