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Roviditésjegyzék

Ach: acetilkolin

ACTH: adrenokortikotrop hormon
APF: aminofenil-fluoreszcein
APP: amiloid prekurzor protein

APUD: amine precursor uptake and
decarboxylation

ARAS: aszcendal6 retikularis aktivacios
szisztéma

ARC: nucleus arcuatus

AVP: arginin vazopresszin

BDNF: brain derived neurotrophic factor,
CD: cumulative distance, Osszesitett tavolsag
CHRH;: CRH; receptor

CHRH;: CRH; receptor

COX: ciklooxigenaz

CRH: corticotropin releasing hormone
CSF: cerebroszpinalis folyadék

DLS: [D-Lys’]-Growth Hormone Releasing
Peptide-6

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium
EC: enterokromaffin
EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay

EPM: elevated plus maze, megemelt
keresztpallo teszt

EPQ: entries to platform quadrandts, a
platform kvadransba torténd belépések szama

FAD: familial Alzheimer disease

FGF: fibroblast growth factor

GH: growth hormone

GHRH: growth hormone releasing hormone

GnRH: gonadotropin hormone releasing
hormone

GPx: glutation-peroxidéaz
GtH: gonadotrop hormonok
HCN: human cortical neurones

HAM: hipotalamusz-agyfiiggelékmirigy-
mellékvesekéreg tengely

IDE: inzulin-degradalo enzim
IDV: integrated density value
IGF: insulin like growth factor
ITHC: immunhisztokémia
KIR: kozponti idegrendszer
KP: kisszpeptin

LC: locus coeruleus

L-NAME: nitro-L-arginin-metil-észter
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LPS: lipopoliszaharid

LRP6: alacsony stirliségli lipoprotein
receptorhoz kapcsolddod protein

LTP: long term potentiation
MAP: mikrotubulus asszocidlt proteinek
o—MSH: melanocita stimulalé hormon

MTT: 3-(4,5-Dimethiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélium bromid

MWM: Morris water maze, Morris-féle vizi
labirintus

NAP: noraminofenazon

NGF: nerve growth factor
NMDA: N-metil-D-aszpartat
NMS: neuromedin-S:

NO: nitrogén-monoxid

NOS: nitrogén monoxid szintaz
NP: natriuretikus peptid
NPAF: neuropeptid-AF

NPFF: neuropeptid-FF

NPSF: neuropeptid-SF

NPY: Neuropeptid Y

NTS: nucleus tractus solitarii

OF: open-field, nyilt tér teszt

OX;R: orexin receptor-1

OX;R: orexin receptor-2

PA: proximity average, atlagos kozelség

PACAP: pituitary adenilate cyclase activating
peptide

PC: platform crossings, platform
keresztezések

PCOS: policisztas ovarium szindréma
PCR: polimerase chain reaction
PDGF: platelet derived growth factor
PKA: protein kinaz-A

PPQ: path length in platform quadrandts,
platform negyedben megtett uthossz

SDS: natrium-dodecil-szulfat

TBS: tris buffer system
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Bevezetés és Célkitiizések
igénylik. Ezen 0sszehangolt, tobbszordsen tulbiztositott rendszer magasabb rendli gerincesekben
nemcsak stabilitast, hanem roppant flexibilitast is eredményez az egyed, sot interakcidk révén a
kozOsség szamara is. Az utdbbi évtizedek kutatasai ékesen bizonyitottak, hogy a kiilonb6z6
peptid csalddok mind a neuralis, mind az endokrin folyamatok és rendszerek finomhangolasaban,

atallitdsdban dontd szereppel birnak (Hoyer and Bartfai 2012).

crer

rrrrrr

vizsgaltuk. Mar doktori tanulmanyaim soran hangsulyt fektettiink arra, hogy az olyan korabban
egységesnek, itélt be és kimenettel bird adaptacios folyamatok, mint a Selye-féle stressz valasz
(Selye 1950; Selye and Fortier 1950) kivaltd stimulustol fliggd sajatossagait tisztazzuk
(Jaszberenyi, Bujdoso et al. 1998; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000). Szamos kimeneti valtozot
értékeltiink, melyek kozil az egyik legdifferencidltabb ¢és ezért legérzékenyebb tényezd, a
viselkedés elemzése kiilonds hangsulyt kapott. Nemcsak, mint rendkiviil szenzitiv, hanem mint
klinikai jelentéséggel biré index is (Belzung, Yalcin et al. 2006) hagyomanyosan intézetiink
érdeklodésének homlokterében allnak a tanulasi folyamatok (Telegdy 1994), a stressz valasz
(Jaszberenyi, Bujdoso et al. 1998; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000), a szorongas (Jaszberenyi,
Bagosi et al. 2007), a depresszi6 (Telegdy, Tanaka et al. 2009), és az addikcié (Kovacs, Szabo et
al. 1987; Kovacs and Telegdy 1988) vizsgalata. Mind hazai kutatdsaim soran Telegdy Gyula
Professzor Urral egyiittmiikodve, mind kiilfoldi munkaimban, elsésorban a Nobel-dijas Andrew
Viktor Schally laboratoriumaban modom nyilt e vonatkozasok vizsgalatara is. Schally Professzor
Ur, Kanaddban a Selye-féle montreali iskola nyomdokain haladva, a hipotalamikus
neurohormonok felfedezése révén alapvetd érdemeket szerzett a fenti viselkedési folyamatok
szabalyozasi hatterének tisztazasa érdekében (Schally, Arimura et al. 1973).

Jelen értekezés csupan a legfontosabb eredmények targyalasara szoritkozik és a vegetativ
idegrendszerrel, (Pataki, Jaszberenyi et al. 1999; Pataki, Adamik et al. 2000; Jaszberenyi,
Bujdoso et al. 2002; Pataki, Adamik et al. 2003) onkologiai folyamatokkal (Rick, Schally et al.
2011; Jaszberenyi, Schally et al. 2013; Jaszberenyi, Schally et al. 2013; Rick, Abi-Chaker et al.
2013; Jaszberenyi, Rick et al. 2014) ¢és a peptid opiatokkal (Bujdoso, Jaszberenyi et al. 2001;
Bujdoso, Jaszberenyi et al. 2001; Bujdoso, Jaszberenyi et al. 2003; Bujdoso, Jaszberenyi et al.
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2003; Bagosi, Jaszberenyi et al. 2006; Bagosi, Jaszberenyi et al. 2009; Csabafi, Jaszberenyi et al.
2011) kapcsolatos adataink a részletes kifejtés melldzésével, a szakmai kontextus fliggvényében

keriilnek megemlitésre.

Célkitiizések

Doktori munkdm a hipotalamusz-agyfiiggelékmirigy-mellékvesekéreg (HAM) tengely
stimulus fliggd peptiderg szabalyozasat célozta. Ezekben a natriuretikus peptidekkel folytatott
kisérleteinkben egyértelmiien tiikr6z6dott, hogy a kiilonboz6é neuropeptidek (agyi eredetii
natriuretikus peptid, brain natriuretic peptide, BNP; C-tipusu nétriuretikus peptid, C-type
szerepet jatszanak (Jaszberenyi, Bujdoso et al. 1998; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000).

1. Ezt kovetd Kkisérlet sorozatunkban egy akkoriban felfedezett pregnans autondém
hatasokkal bir6é peptidcsalad az orexinek/hipokretinek (Sakurai, Amemiya et al. 1998), mint
vélelmezett stressz mediatorok, HMA tengelyre és viselkedésre gyakorolt hatisat probaltuk
feltarni. Ezt a kisérleti egységet az orexinek autondom hatasainak és a szintén étvagyfokozéd
ghrelin (Kojima, Hosoda et al. 1999) endokrin és viselkedési szerepének vizsgalataval zartuk.

2. A fenti homeosztatikus peptidekkel kapott eredményeken felbuzdulva dontéttiink a
cirkadian szabalyozasban szerepet jatszd neuromedinek (Minamino, Kangawa et al. 1983;
Minamino, Kangawa et al. 1985; Mori, Miyazato et al. 2005) ¢s RFamidok(Yang, Fratta et al.
1985; Perry, Yi-Kung Huang et al. 1997; Elshourbagy, Ames et al. 2000; Bonnard, Burlet-
Schiltz et al. 2001) endokrin, vielkedési és hdszabalyozasi hatasainak feltarasa mellett. Ezekben
a kisérletekben a viselkedést és autonom rendszert monitorizald vizsgalatok (mikrodializis,
telemetria) és in vitro (szuperfizio) alkalmazasat is célul tiiztiik ki.

3. Az intézetliinkben folyod tanulasi kisérletek ¢€s alkalmazott viselkedési (szorongas,
depresszio) modellek pozitiv eredményeire tdmaszkodva érdeklddésiink a neurodegenerativ
folyamatok peptid moduldtorokkal torténd potencialis befolydsolasa felé fordult. Ehhez
jeloltjeink a kooperacids partneriink altal biztositott hipotalamikus serkentd hormon (ndvekedési
hormon serkentd hormon, growth hormone releasing hormone, GHRH ¢és gonadotropin serkentd
hormon, gonadotropin hormone releasing hormone, GnRH) analdgok (Schally, Arimura et al.
1971; Schally, Arimura et al. 1973; Schally, Varga et al. 2008; Schally and Halmos 2012) ¢és a

sejtregeneracidoban bizonyitott szerepli apelin (Tatemoto, Hosoya et al. 1998; Cheng, Chen et al.



dc_967_14

2012) lettek. A munka oroszlanrészét a Nobel-dijas Andrew Viktor Schally laboratériumaiban
végeztem el, ahol a legkorszeribb in vivo (szamitogépesitett viselkedési monitorok,
transzgénikus allattérzsek) ¢és in vitro (genomikai ¢és proteomikai) modszerek alltak
rendelkezésemre. Igy az apelin endokrin, viselkedési, autoném, kognitiv valamint szorongasra és
hangulati életre gyakorolt hatdsa mellett kisérleteink f6 csapasiranya a hipotalamikus serkentd

hormonok dementia modellekben (Alzheimer-betegség) torténd vizsgalata lett.

Anyag és Mddszer
Felhasznalt allatok és miitéti beavatkozasok

A viselkedési kisérletek soran hasznalt patkanyok tartasa és kezelése esetén a magyar allatkisérletes
bizottsag szegedi Tudomanyegyetemen alkalmazott iranyelvei voltak mérvadoak. Him Wistar
patkanyokat hasznaltunk, melyek sulya érkezéskor 150-200 g koriil mozgott. A patkanyokat ketreceikben
tartottuk 20 °C-os allando homérsékleten, stabil megvilagitasi szisztéma szerint, mely 12 6ra vilagos és
12 ora sotét periodust foglalt magaban (a vilagitds reggel 6 orakor kapcsolt be). Kereskedelmi
forgalomban elérhetd patkanytap €s csapviz korlatozas nélkiil hozzaférhetd volt az allatok szamara. Az
allatok szamara egy hét alkalmazkodasi id6t biztositottunk a miitéti beavatkozas el6tt. A nem specifikus
stressz hatasok mérséklése érdekében az allatokat kézhez szoktattuk. Az intracerebroventrikularis (icv.)
peptid kezelés érdekében a patkanyokba rozsdamentes mintegy 10 mm hossza steril injekciods t{ibol
késziilt kaniilt {iltettiink. A beiiltetés Nembutal (35 mg/kg ip.) altatisban tortént. A kaniil a jobb
oldalkamrat célozta a kdvetkezd sztereotaxias koordinataknak megfeleléen: A bregmatol hatrafelé 0,2
mm-re 1,7 mm-re oldalirainyban és a kemény agyhartyatol szamitottan 3,6 mm mélyen Pellegrino
atlaszanak utmutatasai szerint. A kaniiloket a koponyahoz fogaszati cementtel és akrilattal rogzitettiik. A
patkanyokat 5 nap labadozasi id6 utan hasznaltuk fel.

Az Alzheimer kisérletekben hasznalt génmddositott egereket (SXFAD torzs) a Jackson Laboratories (Bal
Harbor, ME, USA) szereztiik be. Az allatokat steril ketrecekben allando testhdmérsékleten 12 ora vilagos
- 12 ora sotét megvilagitasi rendszernek megfelelden tartottuk. Az egerek igény szerint juthattak hozza
autoklavozott kereskedelmi forgalomban kaphatd taphoz és csapvizhez. Mindkét nemet felhasznaltuk a
kisérletek soran ¢és az allatokat randomizéltan kezelési csoportokba osztottuk a Microsoft Excel
(Microsoft Corp. Redmont, WA) véletlenszam generatoranak segitségével. A kisérlet végén az allatokat
pentobarbitdl anesztéziaval eutanazianak vetettik ald. A tetemeket dekapitaltuk, majd mindkét
hippokampuszt eltavolitottuk. A mintakat folyékony nitrogénnel gyorsan lefagyasztottuk és -80 °C-on
taroltuk tovabbi vizsgalatokig. A University of Miami és a Hospital of Veteran Affaires etikai bizottsagai
minden részletében jovahagytak a kisérleti protokollt.

Anyagok

A kisérletek soran hasznalt vegyszerek tOobbsége kereskedelmi forgalomban kaphatd kizardlag
tudomanyos célra hasznalatos vegyiilet. Néhany peptid esetében kooperacidos partnereink szives
kozremiikddésének kdszonhetden jutottunk hozza a szintetizalt vegyiilethez.

A GHRH antagonista MIA-690 Prof. Dr. Andrew Viktor Schally laboratoriumaban keriilt
szintetizalasra szilard fazisu modszerrel és high precision liquid cromatography (HPLC) segitségével a
korabban leirtaknak megfelelden keriilt tovabbi tisztitdsra(Varga, Schally et al. 2004). A MIA-690
szerkezete a kovetkezd: [(PhAc-Ada)’-Tyr', D-Arg®, Cpa®, Ala®, Har’, Fpa™’, His'', Orn'?, Abu'’, His®,

9
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Orn*', Nle*’, D-Arg®®, Har™] hGHRH(.,9NH;]. A genetikai kodban nem szereplé aminosavak, ill. acil-
csoportok roviditései a kovetkezok: Abu: o-aminovajsav; Ada: 12-aminododekanoil; Cpa:
paraklorfenilalanin; D-Arg: D-arginin; Har: homoarginin; hGHRH: human GHRH; Nle: norleucin; Orn:
ornitin; PhAc: fenilacetil. Kezelés céljabol a peptideket 0,01 DMSO ¢és 10% propilénglikol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) elegyében oldottuk. Az in vitro kisérletek soran a peptideket 0,1% DMSO-ban
oldottuk, majd tovabb higitottuk az inkubacidés médiumban.

Jeladé beiiltetés

A belsé radioado (E-Mitter) betiltetése céljabdl a patkanyokat Nembutallal 35 mg/kg ip. elaltattuk, majd 2
cm hosszii kdzépvonali has {iri bemetszést ejtettiik a linea alba mentén. Az E-Mittert a hasiirben
nyiliranynak megfeleldéen a nagy artériak és vénak elé, de az emésztd szervek mogé iiltettiik be. A jelado
EKG elektrodait a bor alatti kdtészovetben vezettiik el trokar segitségével, majd ugy rogzitettiik a negativ
polust a musculus pectoralis superficialis—hoz, a pozitiv polust pedig a musculus cutaneus trunci-hoz,
hogy a jeladoval egyiitt hozzavetdlegesen egy Einthoven haromszdget formdzzanak. A hasiirben
felszivodo varratot hasznaltunk, mig a bort rozsdamentes acéldréttal zartuk.

Microdializis

A HAM tengely legmagasabb szintjének vizsgalatara korabbi kozleményeinknek(Kovacs, Mihaly et al.
2003) megfeleloen mikrodializist hasznaltunk a kdvetkezé modositasokkal: A kisérletek elott egy héttel a
patkanyok jobb oldalkamrajdban kaniilt {iltettlink be. A mikrodializis szonda ugyanakkor a bal
paraventrikularis nukleuszba (PVN) keriilt a kovetkezé sztereotaxias paramétereknek megfelelden: 1,5
mm-re farok irdnyban és 0,5 mm-re oldalirinyban a bregmatél 7,5 mm mélyen az agy felszinétdl
(Pellegrino, Pellegrino et al. 1979). A beiiltetés Nembutal 35 mg/kg ip. altatdsban tortént €s szondat
folyamatosan mostuk at médositott Ringer oldattal (0sszetétel: 140 mM NaCl, 3,0 mM KCI, 1,2 mM
Na,HPO,, 1,0 mM MgCl,, 7,2 mM gliikéz, 1,2 mM CaCl,, pH=6,8-7,2). Az aramlast CMA 100
mikroinjekcidos pumpa (CMA Microdialysis AB) biztositotta 4 pl/perc sebességgel. Két oras
kiegyenlitddési id6 utan a neuropeptid NPSF korabbi kisérletek soran leghatékonyabbnak bizonyult
oldalkamrédba. Ezutdn mikrodializis mintdkat gytjtottiink a PVN-be diltetett szondan at, 30 percen
keresztiil mintegy 120 ul Ossztérfogatban. A CRH koncentracié meghatarozasara 50 pl-es mintdkat
hasznaltunk duplikatumban.

Sejtkulturak

A HCN-2 sejtkultarak elokészitése az irodalmi eléirasoknak (Zhang, Drzewiecki et al. 1994)
megfelelden, csupan csekély modositasok igénybevételével tortént. Roviden: a HCN-2 sejteket (American
type culture collection, Manassas, Virginia, USA) Dulbecco's Modified Eagle's médiumban (DMEM)
szuszpendaltuk, amit 10%-o0s magzati borjusavoval és 1%-os penicillin/sztreptomicin keverékoldattal
egészitettiink ki. A kultardkat 37 °C-on 5% CO,-ot tartalmaz6 atmoszférikus levegdben tenyésztettiik. 70-
80 %-os lefedettségkor a sejteket tripszin oldat segitségével reszuszpendaltuk és friss médium
segitségével T-75 flaskakba vagy kozvetleniil 48 kutacskat tartalmazé mikrolemez rétegbe jutattuk 10.000
sejt/cm” stirliségben. A rakovetkezd naptol kezdédéen egy hétig a HCN-2 sejtek differencialodasat friss
médium hozziadasaval serkentettiik, mely 25 ng/ul NGF és 0,5 mM dibutiril cAMP és 0,1 mM izobutil
metilxantint tartalmazott. Minden 6sszetevo a Sigma-Aldrich gyartotdl (St. Louis, MO, USA) szdrmazott.

10
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Kezelési formak

In vivo viselkedési és hormonalis vizsgalatoknal vagy akut, vagy kronikus (6 honapig, naponta sc.)
anyagbeadasokat hasznaltunk. In vitro szintén akut kezeléseket hasznaltunk néhany sejtkultira
kivételével, amelyek néhany napon keresztiil voltak kitéve peptid hatasnak.

Dozis-hatas gorbék megallapitasa: Ezen kisérletek soran kiilonboz6 anyagbeviteli modszerek mellett egy

crcr

Kombinalt kezelések: Ezekben az esetekben a korabbi kisérletek soran leghatasosabbnak bizonyult peptid
koncentracidt valasztva kombinalt kezeléseket hajtottunk végre interakciok felderitésére. Ezek egy
részébe antagonistakkal vagy a peptid ellen termelt antiszérummal probaltuk kivédeni a neuropeptid
hatasat. Mas esetekben pedig szinergisztikus kolcsonhatasokat probaltunk felderiteni. Antagonistak
esetében mindig torekedtiink olyan doézisok alkalmazidsara, amelyek onmagukban az adott élettani
paramétert nem valtoztatjdk meg, mig toxikus vegyiileteknél a maximalis toleralhatdo dézisok voltak az
alkalmazott csucs-koncentraciok.

In vivo Kisérletek
Telemetria

A peptideket a patkanyoknak intracerebroventrikularisan (icv.) adagoltuk 8:20 és 8:30 kdzott, ezek utan a
spontan motoros aktivitas, a szivfrekvencia és a maghdmérséklet folyamatos regisztralasara keriilt sor. A
rendszer az E-Mitter (Minimitter, USA) beiiltetett radiotelemetrias eszkoz révén képes ezen adatok
rogzitésére. A telemetrias kapszula energiaellatasat a ketrec alatt elhelyezkedd talca elektromagneses
mez0jébol nyeri és a nyert informacidkat is a talcanak tovabbitja. A hdmérsékletet a transzmitter
kozvetleniil méri, a szivfrekvenciat az EKG regisztratum alapjan kalkuléalja, mig a mozgasaktivitas a
talcaban elhelyezkedd elektromos racshalo rendszerrel torténd keresztezodések belitésszamanak
figgvénye. Az adatok kinyerése, és transzformacidja a Vital View adatfeldolgozo program (Minimitter,
USA) segitségével torténik.

Nyilt tér (Open-field: OF) teszt

A tesztet az irodalmi leirasoknak megfeleléen (Walsh and Cummins 1976) hajtottuk végre. A
kisérleteknél, amik 8 orakor kezdddtek az egyedileg leirt anyagbeadasi protokollok utan 30 perccel az
allatokat kiemeltiik a ketreclikbdl és egy négyzet alapteriileti fehérre festett fa dobozba helyeztiik. A nyilt
tér teszt doboz alapteriilete 36 db (6xX6) 10 cm oldalhosszisagi négyzetet foglal magaba. A standard
megvilagitast egy 60 Wattos izz6 biztositotta mintegy 80 cm tavolsagbol. A vizszintes lokomotoros
aktivitast a keresztezett négyzetek szama tiikrozi egy 5 perces teszt soran. A vertikalis lokomotoros
aktivitas jellemzésére az dgaskodasok szolgaltak. Kiilon keriiltek szdmolasra a nem szigorian mozgasi
céllal végrehajtott (sztereotip) aktivitasok (mosakodas, nytjtozkodas, lorddzis) és a defekaciok szama.

Megemelt keresztpall6 teszt (Elevated plus maze, EPM)

A tesztet az eredeti leirasoknak megfeleléen(Pellow, Chopin et al. 1985), csupan csekély modositassal,
vizualis kontroll mellett végeztiilk. A fabol acsolt kisérleti rendszer kereszt alaki és 50 cm-rel a padld
felett helyezkedik el. Az 50x10 cm nagysagu zart karokat 30 cm-es oldalfalak hataroljak. A ragcsalokban
a nyitott karok fokozzak a veszélyérzetet, mig az liregre emlékeztetd zart karok biztonsagot sugallnak. A
nyitott és a zart karokba torténd belépések €s az ott toltott idok aranya az allatok szorongasi allapotanak
hiteles mértéke. 30 perccel a kezelés utdn a patkdnyokat a palld6 10Xx10 cm-es kdzponti teriiletére
helyeztiik ugy, hogy arccal a nyitott karok felé legyenek. Az allatok viselkedését a labirintustél 1 m-re
helyezked6 megfigyeld rogzitette 5 percen keresztiil. A kovetkez6 értékek keriiltek felvételre: 1: nyitott
karokba torténd belépések szdma (illetve a nyitott karokba torténd belépések/teljes belépésszam). 2: a
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nyitott karokban toltott id6 (illetve a nyitott karokban eltoltott idé/a teljes karokban eltoltott id6). 3:
altalanos aktivitas (teljes belépésszam).

Morris féle vizi labirintus kisérletek (Morris water maze: MWM)

Az MWM kisérletekben 41 génmodositott kb. 3 honapos egér keriilt felhasznélasra. Az allatokat
randomizaltan 4 csoportba osztottuk és minden nap 6 hdénapon keresztill kezeltik a kovetkezd sc.
injekciokkal. 1 csoport (kontroll): vivé anyag. 2, csoport: MIA-690 (2 ug). 3, csoport: MIA-690 (5 ug). 4,
csoport: MIA-690 (10 pg). A rendszer kozponti eleme egy kerek fehérre festett acélkad. 200 cm atmérdji
40 cm magassagu. A kadat 22 + 1 °C-os, 30 cm mély vizzel toltottiik fel, majd atlatszatlanna tettiik az
allatokra nem mérgez0 fehér temperafestékkel (Crayola Easton, PA, USA), igy az amugy fekete szorzetii
allatokat a video rendszer kovetni tudta. A kisérleteket az irodalmi leirasoknak (Morris 1984; Gallagher,
Burwell et al. 1993; Vorhees and Williams 2006) megfeleléen hajtottuk végre. Roviden 6sszefoglalva: a
kad 4 virtualis korcikkelyre oszlott, amelyeket a keriileten elhelyezkedd elengedési pontok szerint
osztottunk fel. Az elengedési pontokat a 4 vilagtajnak megfelelden dél (D), nyugat (Ny), észak (E), kelet
(K) neveztiik el. A célemelvény, mely kor alakt volt és 10 cm atméréji 1,5 cm-rel a viz felszine alatt
helyezkedett el az adott kvadrans kdzepén (30 cm tavolsagra a medence szélétol). A platform pozicidkat a
r0gzitd software (Watermaze Software, Colombus Instruments, OH) nevezéktananak megfelelden adtuk
meg. Ezek értelemszertien szintén kovették a szélrdzsa iranyait. 1 északnyugat (ENy), 2 délnyugat (DNy),
3 délkelet (DK), 4 északkelet (EK). Minden tanulési tesztben az egereket egy-egy szemi random modon
kijelolt elengedési pontbol bocsatottuk itjukra. Az allatok szabadon uszhattak, amint elérték az emelvényt
15 mp keresztiil maradhattak a helyiikén. Ha az allat 60 sec-on beliill nem érte el a platformot a
kisérletvezetd gyengéden a platformhoz vezette és az allat az el6bbieknek megfelelden 15 mp-ig ott is
maradt. Egy kisérleti menet mintegy 2 percig tartott, az egyes egyedek kb. 70-80 percenként keriiltek
sorra ¢és az allatokat papirtoriilkdzével a tesztek utdn megszaritottuk. Minden allatot mind a négy
elengedési pont segitségével teszteltiink egy adott tanulasi napon. Az elsé két megfigyelési tesztnapon az
emelvény lathato volt és ekkor zartuk ki a kisérletbdl a nem kooperalo allatokat.

Elséként az irodalmi adatoknak megfeleléen megallapitottuk allataink tanulas képességét. Mivel az 5.
tanuldsi nap eredményezett érdemleges valtozast a 4.-hez mérten, a tovabbiakban, a tényleges kisérletek
soran egy teljes havi felmérés 5 egymast kdvetd napbol allt. Ezek soran az egereket 4 tanulasi tesztbol
allo egységnek vetettiik ala. Ezen fazisban az emelvény megmaradt ugyanabban a kvadransban. A
tanulast kovetd ugynevezett proba (5.) napon az emelvényt eltdvolitottuk és az egereket 60 mp-en
keresztiil teszteltiik, arra vonatkozoan hogyan probaljak lokalizalni a hianyz6 platformot. A probafazisban
igy a platform elérése nem zarta le automatikusan a tesztet, minden allat ugyanannyi ideig volt
vizsgéalhatd. Az éallatok kovetésére és aktivitasuk szadmszertsitésére video nyomkovetd rendszert
hasznaltunk (Videomax-One Hardware, Watermaze Software, Colombus, OH). A kisérletek soran az
apparatus annak helyzete a kdrnyezet tajékozodasra alkalmas objektumai valtozatlanok maradtak a teljes
félév soran. A rogzitett kisérleti paraméterek a kovetkezdk voltak: késleltetés (platform elérési ideje),
uthossz, kumulativ tavolsag (CD, cumulative distance), atlagos kozelség (PA, proximity average),
platform keresztezések (PC, platform crossings), a platform kvadransba torténé belépések szama (EPQ,
entries to platform quadrandts), a platform kvadransban megtett Githossz (PPQ, path length in platform
quadrandts), a platform kvadransban eltoltott ido (TPQ, time spent in platform quadrant). A kumulativ
tavolsag az idealis (linearis) legrévidebb utvonaltdl masodpercenként mért eltérések Osszege, mig az
atlagos kozelség a kumulativ tavolsdg és a késleltetés hanyadosa. Statisztikai értékelésre a négy
elengedési pont révén nyert adatokat hasznaltuk. Az egereket 6 honapon keresztiil kezeltiik és teszteltiik.
A tanulasi és a probanap értékeit havonta rogzitettiik, amihez az allatok talélésének regisztralasa tarsult.
Az egyes honapok kozott maguk a probanapok is segitették a tanulasi fazis emlékanyaganak torlését
(kioltas). A kovetkezd honap tanuldsi fazisdhoz pedig az emelvényt szemi random moédon, masik
kvadransba helyeztiik. A kisérletek végén az allatokat eutanazianak vetettiik ala cervikalis diszlokacio és
dekapitacio révén. Az allatok agyat eltavolitottuk, vagy a komplett féltekéket vagy az izolalt
hippokampuszokat fagyasztott nitrogénben azonnal fixaltuk, majd -80 C fokon taroltuk genomikai vagy
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proteomikai kisérletek céljara. Az amiloid-f;4, és t-fehérje kimutatasara egér specifikus ELISA-t
hasznaltunk a gyart6 (Invitrogen, Karisbad, CA) elbirasai szerint.

In vitro Kisérletek
A perifiizioés rendszer

A Kkisérleti rendszeriink kialakitasanal a Saffran és Schally (Saffran and Schally 1955) altal kialakitott in
vitro rendszert hasznaltuk kiindulasi alapként. Mintegy 200-250 g tomegli patkanyokat dekapitaltunk,
mellékveséiket eltavolitottuk, majd azokat megtisztitottuk a kornyezé zsiros toktol. Az atlagosan 12-16
mg nedves sulyt mellékveséket mikrotorzidos mérleggel mértiik meg és jéghideg Krebs oldatot (113 mM
NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSO,, 25 mM NaHCQO;, 11,5 mM gliikoz, 1,2 mM KH,PO,, 2,5 mM
CaCl,, Reanal, Budapest, pH=7,4) tartalmaz6 Petri csészébe helyeztilk. A mellékveséket Mcllwain
szovetszeleteld segitségével 200-300 um vastagra vagtuk és a mellékvese velot eltavolitottuk. Minden
egyes mellékvese szeleteit egyedi iiveg edénybe helyeztik. A kicsiny flaskdk 5 ml Krebs oldatot
tartalmaztak, mint inkubaciés médiumot és 38 °C-os vizfiirddben folyamatosan €s 6vatosan levegoztettiik
a médiumot egyszer hasznalatos tii (30 G; 0,3x13) illetve 5% CO,—ot és 95% levegoét tartalmazo gazelegy
segitségével. Mintegy Oranyi preinkubacié utdn a médiumot kicseréltiik. A friss médium orexin A-t,
orexin-B-t, ACTH-t vagy csupan vivéanyagot (kontroll) tartalmazott. A szeleteket 30 percig inkubaltuk és
ezutan az inkubaciés médium 200 pl-es mintaival kortikoszteron mérést hajtottunk végre.

Szuperfuzios kisérletek

A patkanyokat dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk és a sztridtumokat vagy az amigdaldkat
kimetszettiik és jéghideg Krebs oldatot (113 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSO,, 25 mM NaHCO;,
11,5 mM glikéz, 1,2 mM KH,PO,, 2,5 mM CaCl,, Reanal, Budapest, pH=7,4) tartalmaz6 Petri csészébe
helyeztiik. Mindkét agyi régiot a Pellegrino atlasz (Pellegrino, Pellegrino et al. 1979) leirasanak
megfelelden tavolitottuk el sztereo mikroszkop segitségével. Mind az amigdalakat mind a sztriatumokat
frontalis sikban ejtett metszésekkel (amigdala: 1,5 mm rosztralisan a bregmatol, 2 mm kaudalisan a
bregmatodl; sztridtum: 4 mm orrirdnyban a bregmatol, 1 mm rosztralisan a bregmatdl) izolaltuk a
temporalis lebenyek csucsabol, ill. az egyes féltekékbdl. A magvakat ez utan megtisztitottuk az Oket
koriilvevé szubkortikalis fehérallomanytol majd Mcllwain szdvetszeleteld segitségével 200 um vastag
szeleteket nyertiink. Ezutan a szeleteket 30 percen keresztiil inkubaltuk 5 ml Krebs oldatban, mint
inkubacidés médiumban 37 °C-os vizfiirdében. A szeleteket dllanddan és gyengéden levegdztettiik egyszer
hasznalatos ti (30 G; 0,3x13) illetve 5 % CO, és 95 % levegét tartalmazo gézelegy segitségével. A pH-t
7,4-en tartottuk és a szeleteket jeloltik [*H] dopamin (dmersham Pharmacia Biotech, UK) segitségével
(0,15 uM [’H] dopamin; specifikus aktivitas: 14 Ci). A szuperfuziés rendszer kdzponti része 4 henger
alaka plexi kamrabol (Experimetria Kft. Budapest, Magyarorszag) allott. A fels6 részhez a bemenet, az
also részhez a kimenet csatlakozik. Mindkettdt nylon sziiré zarja le. A két elem csatlakozasaval nyert iireg
mintegy 100 pl térfogat, 5 mm atmérdjii, 5 mm magassagu szabalyos henger. Mind a felsé mind az als6
fél kamrahoz arany elektrodak révén ST-02 elektromos ingerld késziilék (Experimetria Kft, Budapest,
Magyarorszag) kapcsoldodik. A preinkubacio utan a jelolt szeletek a szuperfizios kamrakba keriiltek és 45
percig mostuk 6ket tobbcsatornas perisztaltikus pumpa (Gilson minipuls 2) segitségével szoveti
ekvilibrium létrehozésa és a felesleges radioaktivitas kimosas céljabol. Egyuttal mind a kamrakbol mind
vezetékrendszerbdl az Osszes zavard levegGbuborékot eltavolitottuk. Ezutan a kamrakat szuperfundaltuk
Krebs pufferoldattal 200 pl/perc atfolyasi sebesség mellett a hdmérsekletet vizfiirdd segitségével 37 °C-
on tartva €s az elegyet 5 % CO; ¢és 95 % levegoét tartalmazo gazelegyével levegdztetve. A szeleteket egy
kezdeti, gyors kimosasi szakaszt nem szamitva 30 percen keresztiil szuperfundaltuk. Sziikség esetén a
médiumhoz a vizsgalt peptidet is hozzdadtuk a kivant koncentracioban. A szuperfuzatum frakcioit 2
percenként gytjtottiik tobbesatornas frakciogyiijté (Gilson FC 203 B). Két minta szolgalt alapvonalként,
majd a 2. és a 4. kamrat elektromosan ingereltiik. Az 1. és 3. kamra szolgalt referenciaként. Az
elektromos sztimulusok négyszdg impulzusokbol alltak (fesziiltség 100 Volt, pulzushossz 5 msec,
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frekvencia 10 Hz). A kisérlet végén a szeleteket teljes egészében oldatba vittiik 200 pl Krebs oldat és
ultrahangos homogenizald (Branson-Sonifier 250) segitségével. A szuperfuziés frakcidk és a
homogenizalt szovetmintak radioaktivitasat folyadék szcintillacios spektrométer (77i-Carb 2100 TR
Packard) segitségével hataroztuk meg a megfeleld szcintillacios folyadék (3 ml Ultima Gold, Packard)
hozzaadésa utan. A frakcionalis kibocsatast a mintavétel pillanatdban a szovetben jelenlévo radioaktivitas
szazalékaként adtuk meg, vagyis az adott minta radioaktivitisa osztva a hatralévé mintak
radioaktivitasainak €és a szovetmintaban maradd maradvany radioaktivitasnak az 6sszegeként.

Sejtszam és sejttérfogat meghatarozas

A sejtszamot Z™ sorozatba tartozod sejtszamlalé (Beckman Coulter Inc. Indianapolis, IN) segitségével
hataroztuk meg. A sejttérfogat becslésére az intracellularis viztérfogatot hasznaltuk fel Kletzien modszere
(Kletzien, Pariza et al. 1975) szerint Bender és Norenberg (Bender and Norenberg 1998) modositasainak
megfelelden. Roviden: 1 mM  3-O-metilgliikoz (3-OMG) és 0,5 pCi/L [’H]-3-OMG adtunk a
sejtkultarakhoz 6 oraval a térfogat meghatarozas eldtt. Az inkubdcio végeztével a kultirmédiumot
eltavolitottuk és megfeleld részhanyadbol radioaktivitast hataroztunk meg. Ezutan a sejteket gyorsan
hatszor jéghideg pufferrel mostuk, ami 229 mM szukrézt, 1 mM trisnitratot, 0,5 mM Ca(NO;),—t, 0,1 mM
floretint tartalmazott pH 7,4 mellett. A sejteket ezutan kinyertiikk és feltartuk 0,5 ml 1IN NaOH
segitségével. A sejt extraktumok radioaktivitisit a médiumhoz hasonldéan meghataroztuk és a sejt
extraktumbol fehérje meghatarozast végeztiink Biorad bikinkonsav teszt segitségével. Az értékeket a
fehérjekoncentracio segitségével normalizaltuk és a sejttérfogatot pl/mg formajaban fejeztiik ki.

A sejtek életképességének és szaporodasanak meghatarozasa

Ezen kisérletek soran a GHRH antagonista MIA-690 hatasat vizsgaltuk a human amyloid-p;4, altal
okozott citotoxicitasra. A human amyloid-B,4, (Biotech Llc. San Diego, CA) torzsoldatot 10 mM
dimetilszulfoxid (DMSO)-dal készitettiik el, majd a kivant koncentraciora sejtkultira médiummal
higitottuk. A neurotoxicitasi tesztben hasznalt médium N2-vel kiegészitett Dulbecco'’s Modified Eagle's
medium (DMEM/F12) (Gibco Bel., NY) médium volt, amihez 10 % magzati borjusavét adtunk. A sejtek
¢letképességét 3-(4,5-Dimethiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid (MTT) teszt (Cell Titer 96®
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega, Madison, WI) segitségével hataroztuk meg(Pozsgai,
Schally et al. 2010) a gyarté leirasanak megfelelden. Altalaban 10* sejtet szélesztettiink kutacskanként
100 pl médium felhasznalasaval a 96 kutacskas teszt lemezre. Az inkubacié 24 oraig tartott 37 °C-on.
Ezutin a tenyészmédiumot borjiisavo-mentes médiummal helyettesitettiik (¢heztetés). Ujabb 24 6ra
elteltével a sejtek komplett médiumban megkaptak a tervezett kezelést. 48 dra inkubacid utan a sejt
proliferacio mértékét MTT teszt és Viktor3 fotométer (Perkin Elmer, Waltheim, MD) hataroztuk meg. A
sejtek életképességének és apoptozisanak meghatarozasa frissen szélesztett mintakbol (10* sejt/kutacska
100 pl médiumban, 96 kutas mikrolemez) ApoLive-Glo™ Multiplex Essay (Promega Adison, WI)
segitségével tortént a gyartd leirdsanak megfelelden 24 6ras inkubaciot kovetden. Eldszor viabilitasi
reagenst adtunk a mintdhoz és fluoreszcenciat hataroztunk meg Viktor3 fotométer segitségével, utana
Caspase-Glo® 3/7 apoptozis reagenst adtunk a mintdhoz és lumineszcencidt hataroztunk meg Viktor3
fotométerrel.

Szabadgyok meghatarozas

Szabadgydk meghatarozasra aminofenil-fluoreszcein (APF) tesztet (Invitrogen, Karlsbad, CA)
hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfeleléen a kezelést kovetden fél oraval.

Immunhisztokémia (IHC)

Formalin  fixalt, parafinba 4agyazott, sebészileg eltavolitott szOvetmintdkat hasznaltunk
immunhisztokémiai (IHC) célokra. 3 pm vastagsagih hematoxilinnal és eozinnal festett parafin
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metszeteket hasznaltunk, mint kontrollt. A szomszédos metszetek sorat immunperoxidazzal festettiik a
korabbi irodalmi(Rozsa, Nadji et al. 2011) leirasunknak megfeleléen. Kisérleteink soran amiloid-pB;.4,
elleni antitestet hasznaltunk (4bcam). Végiil a metszeteket hematoxilin-eozin festésnek is alavetettiik. Az
amiloid-p;.4,—re pozitivan fest6dd sejtek szamat 3 véletlenszeriien kivalasztott latétérben hataroztuk meg
200x-o0s nagyitas mellett.

Western blot kisérletek
A szovetmintakbol a fehérjéket a nukleinsavakkal egyiitt Macherey-Nagel NucleoSpin kit segitségével

DE) segitségével hataroztuk meg. A mintakbol azonos fehérjemennyiségeket oldottunk fel minta felviteli
pufferben. A mintakat harom percig forraltuk, majd elvalasztast végeztiink 12 % natrium-dodecil-szulfat
(SDS) poliakrilamidot tartalmazé gél elektroforézise révén. A fehérjéket nitrocelluléz membranra vittiik
at és 50-50 % tris-pufferolt fiziologias s6 (TBS: 20 mM tris-HCL, 150 mM NaCl, pH 7,5): Odyssey
blokkolo puffer segitségével egy oran keresztiil szobahémérsékleten. Ezek utan 4 °C-on az ¢éjszaka
folyaman a mintakat az elsddleges antitestekkel inkubaltuk. Masnap a membranokat egy oran keresztiil a
megfeleld Infrared IRDye® jeloldvel ellatott antitestekkel (LI-Cor Biosciences NE) 1:10 ezres higitasban.
A festdédést Odyssey Infrared Imaging System (LI-Cor Biosciences NE) segitségével jelenitettik meg. A
fehérje savokat V3.0 software (LI-Cor Biosciences NE) segitségével szamszerUsitettiikk €s az integralt
fényelnyelési értéket (IDV) és a minta duplikatumok integralt fényelnyelési atlagat szamoltuk.

ELISA

Bizonyos fehérjéknek a sejt- és szovetkultira feliiliszoban torténd szamszerisitett meghatarozasara
megfelel6 ELISA csomagokat hasznaltunk a gyartd leirasanak megfeleléen. A leolvasott értékeket a
korabban NanoDrop segitségével meghatarozott fehérje koncentraciokra normalizaltuk. A patkanyplazma
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crer

srer

ELISA csomagok (CosmoBio Company, Ltd., Japan) segitségével hataroztuk meg a gyarto eldirdsai
szerint,

Plazma kortikoszteron koncentracié meghatarozasa

A HAM tengely vizsgalatat célzo kisérleteket minden esetben a rendszer nadirjahoz kozel 8 és 10 6ra
kozott hajtottuk végre. Harminc perccel az utolsd kezelés utan az allatokat dekapitaltuk, majd 3 ml
torzsvért nyertiink heparint tartalmaz6 csovekben. A kortikoszteron meghatarozasara a Zenker ¢és
Bernstein altal kidolgozott, majd Purves és Sirett altal modositott fluoreszcens modszert (Zenker and
Bernstein 1958; Purves and Sirett 1969) hasznaltuk. A kortikoszteron koncentraciot az in vivo
kisérletekben pg/100 ml vagy ng/ml-ben fejeztiikk ki. Az in vitro kisérletekben 100 mg mellékvese
szovetre és 1 ora id6tartamra vonatkoztattunk.

Genomika

Az RNS elvalasztas, reverz transzkripcio, valos idejii polimeraz lancreakcid a korabbi publikacidinknak
megfeleléen tortént(Rick, Schally et al. 2012). A teljes RNS mennyiséget egy-egy reprezentativ
feltekébdl NukleoSpin csomag (Macherey-Nagel Inc., Betlehem, PA) segitségével valasztottuk el a gyartd
leirasa szerint. Csoportonként 5 mintat nyertiink, amelyeket dezoxiribonukleazzal kezeltiink. A folyamat
nyereségét és RNS mintak tisztasagat spektrofotometridsan hataroztuk meg 260 nm-en 260/280 és
260/230 nm-en mért elnyelési hanyados révén. A komplementer DNS szintézise a kovetkezOképpen
zajlott. Roviden Osszefoglalva: 1 pg RNS-t irtunk at minden egyes mintabol komplementer DNS-s¢ RT
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termosztat (Applied Biosystems) segitségével tortént. Az egér Alzheimer betegség valos ideji
szamszerlsithetd polimerdz lancreakcid rendszer (PAM 057Z Qiagen) 84 egyedi gén vizsgalatara
alkalmas. A polimeraz lancreakciokat iQ5 Muliticolor Realtime Detection Systems (Biorad) késziilékben
hajtottuk végre. A génexpresszio adatainak elemzését Excel alapu PCI Array Data Analysis Template
(Qiagen) segitségével végeztik. A génkifejez6dés megvaltozasat AACt moddszerrel szamitottuk és 5
stabilan kifejez0do ,,haztartasi” gén adatait hasznaltuk normalizacios célokra.

Statisztikai kiértékelés

Koncentraciok szamolasara Sigma Plot 12,0 (Systat Software Inc, Chicago, IL) és Microsoft Excel
(Microsoft Corp. Redmont, WA) programokat hasznaltunk, mig statisztikai kiértékelésre IBM SPSS
Statistics 20.0 (IBM Corp. Armonk, NY). A valtozok értékeit, mint atlag + standard error vagy atlag és
Osszesitett standard error (PSE) jelenitettiik meg az abrakon. Két csoport esetén sszevetésre Student-féle
t-tesztet hasznaltunk. Tobb csoport esetén General Linear Model (GLM) szamitést, variancia analizist
(ANOVA) ill. Kaplan-Meier-féle tulélési analizist hasznaltunk. Egyutas (dozis-hatds gorbék) kétutas
(antagonista vizsgalatok) vagy ismételt mérési (MWM, szuperfazio, telemetria) GLM/ANOVA utan
Tukey vagy Fisher féle post hoc teszteket, mig a talélési analizis esetén Mantel-Cox tesztet hasznaltunk
csoportonkénti Osszevetésre. A 0,05 valosziniiségi hatarnal kisebb érték mellett fogadtuk el az eltérést
statisztikailag jelentdsnek.

Eredmények és Megbeszélésiik
Ujonnan felfedezett orexigén neuropeptidek endokrin és viselkedési hatasai
valamint interakciodik a klasszikus transzmitterekkel.
Az orexinek/hipokretinek hatasa a hipotalamusz-agyfiiggelékmirigy-
mellékvesekéreg tengelyre és e folyamatok mediaciojanak vizsgalata.
Az ¢hezés a HAM tengely alap funkcidjat és stresszorokra adott valaszkészségét is
megvaltoztatja. A HAM tengely aktivitdsa parhuzamot mutat a taplalékfelvételével (Wilkinson,
Shinsako et al. 1979; Akana, Strack et al. 1994). Ezt tiikr6zi az inzulin kivaltotta akut
hipoglikémia is, ami igen potens, kisérleti munkaban is kihasznalt aktivaloja a HAM tengelynek
(Jezova, Kvetnansky et al. 1987; Guillaume, Grino et al. 1989) Olyan neuropeptidek, mint a
CRH ¢és a Neuropeptid Y (NPY) egyarant fontos szabalyozoi a stressz valasznak és a
taplalékfelvételnek (Hanson and Dallman 1995; Kalra, Dube et al. 1999). Az ezredfordulot
kovetden két 1) neuropeptidet, az orexin (hipokretin) A-t és B-t, mint a homeosztatikus ¢és
endokrin folyamatok fontos mediatorait azonositottdk (Sakurai, Amemiya et al. 1998). Bar kozos
130 aminosav hosszu prekurzor pre-pro orexin szarmazékai, mind szerkezetiikben mind

hatasukban jelentds kiillonbséget mutatnak (Sakurai, Amemiya et al. 1998). Noha ezen peptideket
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elvalasztd idegsejtek tobbsége a hipotalamuszban taldlhatd meg az orexin pozitiv

idegvégzddések stirtin behal6zzak a hipotalamikus és extrahipotalamikus struktarakat (Peyron,

Tighe et al. 1998; Nambu, Sakurai et al. 1999). Mi kisérleteinkben az orexin-A és orexin-B

HAM tengelyre, viselkedésre ¢és autonom regulacidra kifejtett hatdsat, valamint ennek
In vivo kisérletek

Az orexin-A doézisfiigeben emelte a kortikoszteron elvalasztast. Az orexin-B hasonld hatasua volt,

de azonos koncentracioban joval kevésbé hatékony. Ez betudhatd annak, hogy az orexin-B eltérd

receptor specificitast mutat, masrészt rovidebb a féléletideje (Sakurai, Amemiya et al. 1998;
Kastin and Akerstrom 1999). Ezt korabbi tanulmanyok is felvetették, melyekben az orexin-A-
nak a taplalékfelvételre gyakorolt hatasa kifejezettebb és elhtiz6dobb volt, mint az orexin-B altal
kivaltott valasz (Sakurai, Amemiya et al. 1998; Edwards, Abusnana et al. 1999). Mindkét peptid
harang alaku dézis-hatds gorbét produkalt, ez a jelenség neuropeptidek esetében egyaltalan nem
szokatlan, hiszen ilyen jellegli az orexin A és az NPY altal generalt taplalék felvételi gorbe is
(Clark, Sahu et al. 1987). Maga a jelenség a receptor down regulacio kdvetkezménye vagy pedig
a receptor utdni szignal transzdukcids folyamatban fellépd funkciondlis antagonizmus
kovetkezménye lehet (Pliska 1994). A CRH antagonista a-helikalis CRHg.4; teljesen blokkolta
az orexinek altal kivéltott kortikoszteron valaszt.

In vitro kisérletek
Az izolalt mellékvese kérgekbdl szarmazd kortikoszteron elvalasztast sem az orexin-A, sem az
orexin-B nem befolyasolta szignifikansan. Ugyanakkor ekvimolaris ACTH a szekrécio elvart
novekedését eredményezte.

Az orexin pozitiv kozponti idegrendszeri (KIR)i neuronok koriilirt lokalizacioja (Nambu,
Sakurai et al. 1999), és az orexin neuronok stirti projekcioja hipotalamikus és extrahipotalamikus
struktardkhoz (Peyron, Tighe et al. 1998), valamint az orexin receptorok széles korti kifejezddése
a KIR egész teriiletén (Trivedi, Yu et al. 1998) felveti annak a lehetdségét, hogy az orexinek
érik el. Az orexinek hatasa a taplalékfelvételre (Sakurai, Amemiya et al. 1998), a hormon
szekréciora (Ida, Nakahara et al. 2000; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000) nagymértékben
emlékeztet az NPY hatdsaira (Levine and Morley 1984; Tsagarakis, Rees et al. 1989), ¢és
publikalt adatok (Jain, Horvath et al. 2000; Yamanaka, Kunii et al. 2000) azt is felvetették, hogy
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az orexinek altal kivaltott hiperfagiat, legalabb is részben a nucleus arcuatus (ARC) NPY pozitiv
sejtjei kozvetitik. Fontos megemliteni, hogy az NPY pozitiv ARC neuron populédcio szintén
fontos szerepet jatszik a HAM tengely szabdlyozasdban is, a PVN parvocellularis CRH
neuronjainak aktivacidja révén (Tsagarakis, Rees et al. 1989; Suda, Tozawa et al. 1993).
Réadéasul mindkét peptid szdmos funkcid esetén hasonld doézishatas gorbét hoz 1étre (Clark, Sahu
et al. 1987). Ezért specifikus NPY antagonista (Balasubramaniam, Sheriff et al. 1994) valamint
NPY antiszérum elokezeléssel részletesen vizsgaltuk az NPY mediacio szerepét az orexinek altal
kivaltott HAM tengely stimulacidban.

Az NPY antagonista (D-Trp”’)-NPY és az NPY antiszérum hatdsa az orexinek dltal
kivaltott HAM tengely aktivaciora
Mind (D-Trp*®)-NPY és az NPY elSkezelés dozisfiiggéen gatolta az orexinek indukalta HAM
rendszer aktivaciot. Ezen adatok kordbbi eredményekkel (Ida, Nakahara et al. 1999; Kalra, Dube

et al. 1999) egyiitt, azt a hipotézis tdmogatjak, hogy az orexin neuronok, a PVN ¢és az ARC
sejtieinek fontos fiziologids iranyitoi. Szabalyozo hatasukat kivalthatjak direkt, vagy indirekt
modon, ill. szinaptikus kapcsolatok révén, vagy pedig neurohormonként hatva a cerebroszpinalis
folyadékba (CSF) jutva (Chen, Dun et al. 1999). Az orexin A nemrégiben kimutatott jelentds
hatésa az allatok mosakodasi viselkedésére, ennek a PVN-re gyakorolt hatasnak (Ida, Nakahara
et al. 1999) tovabbi bizonyitékaul szolgal, hiszen mind a mosakodas (Dunn, Berridge et al. 1987)
mind az ACTH szekrécio (Vale, Spiess et al. 1981) esetében a PVN és az amigdala CRH
szekrécioja kulcsfontossagl szerepet jatszik.

Ugyanakkor eredményeink felvetik annak a lehetéségét is, hogy a laterdlis
hipotalamuszban talalhat6 orexin pozitiv neuronok kapcsolatban allnak a HAM tengely kdzponti
idegsejtjeivel. Szovettani adatok is ezt igazoljak, hiszen orexin pozitiv idegvégzodések
kimutathatok az NPY neuronok felszinén az ARC-ban (Peyron, Tighe et al. 1998; Horvath,
Diano et al. 1999), illetve tomegével azonosithatok NPY pozitiv projekciok az ARC-bdl a PVN
iranyaba (Liposits, Sievers et al. 1988; Broberger, Visser et al. 1999; Horvath, Diano et al. 1999;
Li, Chen et al. 2000). Immuncitokémiai vizsgalatok ugyanakkor igazoltdk NPY pozitiv
perikarionok jelenlétét is a PVN-ben és azt hogy ezen sejttesteken orexin pozitiv rostok
landolnak (Horvath, Diano et al. 1999). gy ezen hisztoldgiai eredmények és funkcionalis
adataink egyiittesen arra mutatnak, hogy az ¢hségkdzpont hipoglikémia aktivalta orexin pozitiv

sejtiei (Moriguchi, Sakurai et al. 1999) nagy valosziniséggel NPY szekréciot indukalnak az
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ARC-ban és/vagy a PVN-ben. A kibocsatott NPY a tovabbiakban a PVN CRH pozitiv
idegsejtjeinek révén serkenthetii a HAM tengelyt (Suda, Tozawa et al. 1993). Ezzel egyrészt a
CRH iddlegesen kordaban tarthatja az étvagyat (Heinrichs, Menzaghi et al. 1993), mésrészt a
CRH mint motoros aktivator (Menzaghi, Heinrichs et al. 1994) taplalékkeresést indukalhat,
illetve a gliikkokortikoidok kivaltjdk az ¢éhezés jellegzetes katabolikus (gliikoneogenezis)

folyamatait (Kalra, Dube et al. 1999).

Az orexinek h6szabalyozasra gyakorolt hatasai

Mivel korabbi kisérletek (Balasko, Szelenyi et al. 1999) igazoltak, hogy az orexin A csokkenti a
maghdmérsékletet tovabba az NPY egyike a leghatékonyabb hipotermiat kivaltd peptidnek
(Szreder, Hori et al. 1994), tovabbi kisérletek soran probaltuk feltarni a HAM tengely esetében
mar igazolt kapcsolatot (Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2002) az NPY és az orexin pozitiv KIR-i
idegsejt populaciok kozott. Ezért kisérleteink soran NPY antiszérum elékezelés segitségével
vizsgaltuk az NPY mediacio szerepét az orexin-A altal létrehozott termoregulacids valaszokban.
Nevezetesen vizsgaltuk az NPY szerepét az orexin-A hatdsdban mind az alaphdémérsékletre,
mind a lipopoliszaharid (LPS) kivaltotta lazra.

Icv. orexin-A kezelés az elvart maghdmérséklet csokkenést valtotta ki. Tovabba a neuropeptid

hatékonyan gatolta az LPS indukalta lazat is. Mindezen hatasokat ugyanakkor az icv. NPY

antiszérum el6kezelés hatékonyan kivédte.

Ezen adatok ismételten aldtdmasztjak, hogy az NPY mediacionak jelentds szerepe lehet
az orexin neuronok jelatviteli folyamataiban. Jelen, a hdszabalyozasi folyamatokban jatszott
szerepe mellett az ARC és PVN NPY pozitiv neuronjai (Li, Chen et al. 2000) vélhetdleg
hasonldéan fontos szerepet jatszanak az orexinek altal indukalt taplalékfelvételben (Jain, Horvath
et al. 2000; Yamanaka, Kunii et al. 2000) valamint HAM aktivacioban (Jaszberenyi, Bujdoso et
al. 2000).

Az orexinek viselkedésre gyakorolt hatasai

Az orexineknek az alvés-ébrenlét szabalyozasaban (Nishino, Ripley et al. 2000; Piper, Upton et
al. 2000) és stressz valaszban (Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000) betoltott szerepe kézenfekvové
tette viselkedési hatasaik vizsgalatat.

Az orexinek szorongdsfokozo hatasanak mediacioja
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Korabbi kisérletek arra utaltak, hogy az orexin-A szorongasfokozd hatdssal birhat szocialis
interakcids teszt (Heydendael, Sengupta et al. 2014), EPM teszt és sotét-vilagos térrész teszt
(Suzuki, Beuckmann et al. 2005) soran. Kisérleteink kordbbi eredményeket (Peyron, Tighe et al.
1998; Ida, Nakahara et al. 1999; Bourgin, Huitron-Resendiz et al. 2000) kiegészitve elséként

bizonyitottak, hogy ezen szorongdskeltd hatis atvitelében elsGsorban GABA-erg és adrenerg

(elsésorban a—receptor) mediacio vesz részt (Palotai, Telegdy et al. 2014). A GABA-A receptor

kiilonosen nagy koncentracidoban fejezddik ki a limbikus rendszerben, amelynek kozponti
szerepe van a félelem és szorongés szabalyozasaban (Caldji, Diorio et al. 2004; Smith and
Rudolph 2012). Mas kutatocsoportok vizsgalatai kimutattak, hogy a limbikus rendszerbe jutatott
orexin-A injekcid6 GABA kibocsatast valt ki (Stanley and Fadel 2011). Az adrenerg rendszert
illetden viszont ismert, hogy a locus coeruleus (LC) noradrenereg neuronjai rendkiviil gazdag
orexin pozitiv innervacioval birnak (Peyron, Tighe et al. 1998; Bourgin, Huitron-Resendiz et al.
2000). gy az orexin neuronok vélhetéleg aktivaljak a LC noradrenereg sejtjeit (Horvath, Peyron
et al. 1999; Sears, Fink et al. 2013), és az ezek altal 1étrehozott stimulacio, valamint a GABA-erg
rendszer modulacidja valthat ki szorongast és félelmet az ezen folyamatok irdnyitdsaban
kodzponti szerepet jatszo limbikus teriileteken (Loy, Koziell et al. 1980; Sears, Fink et al. 2013;
Soya, Shoji et al. 2013).

.....

A tanulasi folyamatok terén végzett vizsgalataink egyértelmiien igazoltdk mindkét orexin

valtozat kognitiv folyamatokat javitd hatdsat. KiilonGsen az orexin-B kezelés bizonyult

eredményesnek (Telegdy and Adamik 2002; Palotai, Telegdy et al. 2014). Ezen adatok

egybeestek azon irodalmi bizonyitékokkal, melyek felfedték, hogy az orexin-A képes hossza
tava serkentést long term potentiation (LTP) kivaltani a gyrus dentatus sejtjeiben és képes
javitani a memoria folyamatokat az Alzheimer betegség egér modelljeiben, minden bizonnyal az
orexin receptor 1 (OX R) kozvetitésével (Jaeger, Farr et al. 2002; Selbach, Doreulee et al. 2004;
Akbari, Naghdi et al. 2006). Azonban jelen kisérleteink igazoltdk elészor, hogy az orexin-B
hasonld hatasokkal birhat és ezen hatast az (OX,R)-on keresztiil, a GABA-erg és az o-adrenerg
neuronok kozvetitésével hozza 1étre. Ezek jol egybecsengenek kordbbi adatainkkal, melyek
kimutattak, hogy a GABA-erg ¢és adrenerg rendszernek kulcsfontossagl szerepe van az orexin-A
emlékezést és szorongast befolydsolo hatdsainak atvitelében (Telegdy and Adamik 2002; Palotai,

Telegdy et al. 2014). Mas kutatocsoportok fliggetlen elektrofiziologai és szovettani adatai szintén

20



dc_967_14

igazoltdk, hogy az orexinerg rendszer a limbikus teriiletek GABA-erg idegsejtjeinek
2002; Stanley and Fadel 2011). Az adrenerg rendszer hasonléan fontos a figyelem és a memoria
szabalyozasaban ¢és ebben vizsgalataink és mas kutatdcsoportok eredményei szerint is (Berridge
and Waterhouse 2003) kdzponti szerepet jatszanak az LC mar emlitett ébrenlétet, aktivitast
szabalyozo, a felszallo retikularis aktivacids rendszerhez (ascending reticular activation system,

ARAS) tartozé noradrenerg neuronjai.

A ghrelin viselkedési és autonom hatasai és ennek mediacidja

A ghrelin az utébbi évek egyik leginkabb az érdeklédés homlokterébe keriilt neuropeptidje, egy
“arva” G proteinhez kapcsolt receptor régen azonositasra varo ligandjaként keriilt felismerésre
(Kojima, Hosoda et al. 1999). A kezdeti kisérletek, mint hatékony étvagyfokozot irtak le (Wren,
Small et al. 2000; Nakazato, Murakami et al. 2001). Azonban a ghrelin széles korti el6fordulasa
a periférian és a KIR-ben (Galas, Chartrel et al. 2002; Cowley, Smith et al. 2003) egyértelmiien
arra mutat, hogy a neuroendokrin moduldcioban sokkal jelentésebb szereppel kell, hogy birjon.
Kiilonosen igaz ez annak fényében, hogy a hipotalamusz €s az agyfiiggelékmirigy milyen gazdag
ghrelin pozitiv sejtekben, ill. ghrelin receptorokban (Korbonits, Bustin et al. 2001). Az anatomiai
adatok ¢és korabbi élettani vizsgalatok igazoltdk, hogy elsésorban endokrin - alternativ GH
szekretoros (Kojima, Hosoda et al. 1999) — és homeosztatikus €s viselkedési folyamatokban
jatszhat szerepet (Asakawa, Inui et al. 2001; Carlini, Monzon et al. 2002). Kisérleteinkben
elsédleges célunk a ghrelin viselkedési és HAM tengelyre gyakorolt hatasdnak és annak
illetve, hogy a ghrelin, mint a jutalmazasi rendszer egyik potencialis modulatora (Egecioglu,
Jerlhag et al. 2010; Jerlhag, Egecioglu et al. 2010; Jerlhag, Landgren et al. 2011), hogyan
befolyéasolja a sztriatum ¢és az amigdala dopaminerg és kolinerg ideghdlozatat, szuperfuzios
kisérleteket is végeztiink. Mivel a taplalékfelvétel és a hdszabdlyozds igen szorosan
Osszekapcsolt folyamatok (Szekely, Petervari et al. 2010), a maghémérsékletre gyakorolt hatast

telemetria segitségével kovettiik.
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A ghrelin hatasa a spontan lokomdciora és a termoregulaciora

A ghrelin kifejezetten emelte a spontan lokomotoros aktivitast telemetrids kisérleteinkben. Mind

a dopamin antagonista haloperidollal, mind a CRH antagonistaval valo elOkezelés gatolta a

ghrelin kivéltotta ambulatoros valaszt. A ghrelin szintén fokozta a maghOmérsékletet. A

ciklooxigenaz (COX) gatlo noraminofenazon (NAP) 30 perccel a ghrelin injekci6 utan
alkalmazva atmenetileg csokkentette a ghrelin hipertermids hatdsat, ugyanakkor a szerotonin
receptor antagonista el6kezelés joval jelentdsebb gatlast valtott ki.

A ghrelin hatasa nyilt tér tesztben vizsgalva

A ghrelin kezelés fokozta mind a horizontdlis aktivitast (keresztezett négyzetek szama) mind a

vertikalis aktivitast (dgaskodas). Az antagonista vizsgalatok sordn mind a-helikalis-CRHg 4;

mind a haloperidol kivédte a ghrelin altal kivaltott aktivitasfokozddéast.

A ghrelin hatasa a HAM tengelyre

A gchrelin markansan aktivalta a stressz tengelyt. Ciproheptadin elOkezelés sikeresen gatolta a

ghrelin altal indukalt kortikoszteron emelkedést.

Szuperfiuzios vizsgalatok:

In vitro kisérleteink (Palotai, Bagosi et al. 2013; Palotai, Bagosi et al. 2013) egyértelmien

1gazoltak, hogy a ghrelin valéban képes mind a spontan (sztridtum), mind az exploratoros

(amigdala) folyamatokban irdnyitd szerepet jatszéd struktarakban dopamin szekrécidt kivaltani,

mégpedig kolinerg medidcion keresztiil.

Jelen kisérletek egyértelmiien és elsoként igazoljak, hogy a ghrelin képes spontan
mozgasaktivitas fokozodast kivaltani. Ugyanakkor az irodalmi adatokkal 6sszhangban (Carlini,
Monzon et al. 2002) kisérleteinkben az explordtoros aktivitast is fokozta nyilt tér tesztben
vizsgalva. A két kiillonboz0 kisérleti paradigméban azonban eltérd doézis-hatds gorbéket kaptunk,
ami megerodsiti azt a munkahipotézist, hogy a spontan és affektus vezérelte motoros folyamatok
jelentdsen eltérd agyi régiok altal iranyitottak (Diamant and de Wied 1991), amely teriiletek
eltérd receptor mintazatuknak kdszonhetden eltérd ghrelin érzékenységet mutathatnak. A CRH
antagonista o-helikalis-CRHy 4; sikeresen gétolta a motoros vélaszt, amely megerdsiti, hogy a
limbikus és hipotalamikus CRH kibocsatas mindkét viselkedési valaszban (Monnikes, Heymann-
Monnikes et al. 1992; Menzaghi, Heinrichs et al. 1994) szerepet jatszhat. A dopamin antagonista
haloperidol kivédte a spontdn motoros valaszt és csokkentette az explorativat. Mindez arra utalt,

hogy a ghrelin pozitiv neuronok a nigrosztriatalis rendszer (Jackson and Kelly 1983) vagy a
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mezolimbikus régid (Koob, Stinus et al. 1981), példaul a nucleus accumbens (Pijnenburg, Honig
et al. 1975) dopaminerg sejtjeit aktivalva hoznak létre komplex viselkedési valaszokat (Naleid,
Grace et al. 2005). Mas kutatdocsoportok szovettani eredményei vilagosan aldtdmasztjak
funkcionalis adatainkat, ugyanis hisztologiailag gazdag ghrelin pozitiv héldzatokat igazoltak
mind a sztriatumban mind a mezolimbikus teriileteken (Galas, Chartrel et al. 2002).

Szuperfuziés kisérleteink (Palotai, Bagosi et al. 2013; Palotai, Bagosi et al. 2013),
melyekben ghrelin antagonistat - [D-Lys’]-Growth Hormone Releasing Peptide-6 (DLS) - és
nem szelektiv nikotinerg kolinerg blokkoldt, mekamilamint alkalmaztunk in vivo adatainkat
megerdsitették. In vitro ugyanis a ghrelin az irodalmi adatokkal egybevagva (Dickson,
Hrabovszky et al. 2010; Egecioglu, Jerlhag et al. 2010; Jerlhag, Egecioglu et al. 2010; Jerlhag,
Landgren et al. 2011), kolinerg mediéacié kozbeiktatasaval dopamin kibocsatast valtott ki, mind a
spontdn (dorzélis sztriatum), mind a motivalt (ventrdlis sztridtum) motoros aktivitds
kozpontjaiban.

Szamos tanulmany utal arra, hogy a ghrelin és egyéb neuropeptidek (NPY, CRH)
rendszerei interakcioba Iépnek egymassal a hipotalamusz szintjén (Wren, Small et al. 2002;
Cowley, Smith et al. 2003), ily mdédon integralva és dsszekapcsolva a taplalékfelvétel és a HAM
tengely szabalyozéasat. Antagonista kisérleteink elsé alkalommal igazoltdk, hogy a szerotoninnak
Inui et al. 2001). Ez a folyamat egyuttal a taplalékfelvétel terén negativ visszacsatolast is képes
kivaltani. (Carruba, Mantegazza et al. 1986; Nakazato, Murakami et al. 2001). Tovabba
kisérleteink igazoltdk, hogy a ghrelin jelentdsen képes emelni a maghdmérsékletet, amely
folyamat szintén szerotonin fiiggdnek bizonyult. Ez egytttal megerdsiti a szerotonin korabbi
publikaciok altal vélelmezett hipertermids funkcidjat (Oka, Oka et al. 2001). Mindezek az adatok
arra utalnak, hogy a ghrelin pozitiv neuronhalozat az energia homeosztazis kozti agyi
stimulatora képes lehet kivaltani taplalékkeresé mozgésaktivitast, masrészt a ghrelin szerotonin
utvonal hatékonyan képes megbirkdzni az €hezés tdmasztotta kihivasokkal is, aktivalva olyan
kozismert kontrainzularis hormonokat, mint a névekedési hormon (GH),(Kojima, Hosoda et al.
1999), illetve a gliikokortikoidok. Egyuttal a szerotonin (Carruba, Mantegazza et al. 1986), CRH,
(Morley and Levine 1982) és a gliikokortikoidok (Kalra, Dube et al. 1999) képesek modulélni az

étvagy intenzitasat (Saito, Kaiya et al. 2005). A ghrelin-szerotonin tutvonal altal kivaltott
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hipertermias hatas pedig lehet direkt, az anyagcsere novekedését célzd folyamat, de jelezhet

masodlagos specifikus dinamids jelenségeket is, amiket a taplalékfelvétel indukal.

A cirkadian regulacioban kézponti szereppel biré tachykininek és RFamidok
autonom, hormonalis és viselkedési folyamatokban betoltott szerepe

A neuromedinek hatasai

A neuromedinek a tachykinin csaladba tartoznak, de szerkezetileg igen valtozatosak ¢és
kiilonbozd receptor csaladokhoz kotddnek, ezért élettani hatasuk is dramaian kiilonbozik. A
csoport elsd tagjait sertés KIR-ben irtdk le (Kangawa, Minamino et al. 1983; Minamino,
Kangawa et al. 1983) és receptor specificitasuk alapjan kaptak neveiket (K: kasszinin-szerti, B:
bombezin-szerli, N: neurotenzin-szerd, stb.). A neuromedin-U, amely leginkabb hasonlit
strukturdlisan az altalunk vizsgélt neuromedin-S-hez, eldszor, mint hatékony simaizom
0sszehuzo keriilt leirasra (Minamino, Kangawa et al. 1985). Azonban jelent6és mértékt kézponti
idegrendszeri kifejezddése felvetette, hogy a tobbi neuromedinhez hasonldéan ez is centralis
tamadaspontu (Honzawa, Sudoh et al. 1987), és valoban ennek megfeleléen a neuromedin-U a
taplalékfelvétel, hészabalyozas (Nakazato, Hanada et al. 2000) és a HAM tengely (Malendowicz,
Nussdorfer et al. 1994; Wren, Small et al. 2002) fontos szabalyozojanak bizonyult. Viselkedési
téren szintén fontos szereppel bir, noveli az 4ltalanos ambulatoros aktivitast, fokozza az
¢berséget, csokkenti az alvassal toltott idot és stressz allapothoz kapcsolhatd sztereotip
viselkedési mintakat (mosakodas) aktivalt (Nakazato, Hanada et al. 2000; Hanada, Nakazato et
al. 2001; Wren, Small et al. 2002; Thompson, Murphy et al. 2004). A neuromedin-S a peptid
csalad legtjabban leirt tagja (Mori, Miyazato et al. 2005). Elnevezése onnan ered, hogy
molekulaja a latoidegkeresztezddés feletti magban (nucleus suprachiasmaticus, suprachiasmatic
nucleus, SCN) talalhaté meg a hipotalamuszban. Erdekldésiink azért fordult a neuromedinek
iranyaba, mivel egyéb kisérleteink (Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000; Jaszberenyi, Bujdoso et al.
2001; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2002; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2006; Palotai, Telegdy et al.
2014) egyértelmiivé tették, hogy, a cirkadian szabalyozésban résztvevd idegrendszeri régiok
peptidjei, alapvetd befolyassal birhatnak az altalunk is vizsgalt hormonalis, viselkedési és
autonom folyamatokra. Noha a neuromedin-S C-terminalis része jelentds mértékben megegyezik

crer

mas egyéb peptiddel sem mutat rokonsdgot. Rdadasul a két rokon neuromedint két kiilonb6zo
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gén kodolja (Mori, Miyazato et al. 2005). Tovabba, noha a két peptid hasonlé affinitassal kotddik
az FM-3/GPR66 receptorhoz, de a neuromedin-S sokkal jobban koétddik az FM-4/TGR-1-hez
(Mori, Miyazato et al. 2005), ahhoz a receptorhoz, amely vélhetdleg egyedi, sajatos élettani
hatasainak kozvetitésében jatszhat szerepet. A FM-4/TGR-1 receptor majdnem kizarolag csak a
KIR-ben fejezddik ki és koncentracidja a hipotalamuszban elsésorban a PVN-ben (Guan, Yu et
al. 2001) és a SCN-ben (Nakahara, Hanada et al. 2004) a legnagyobb. A jelentés mértéki PVN
expresszio a peptidnek és receptoranak a HAM tengely ¢és a taplalékfelvétel szabalyozasdban
betoltott szerepére utal, mig a SCN receptorok az alvés-ébrenléti ciklus szabalyozasaban a
hémérséklet, a motoros aktivitds, a hipotalamikus hormonok (pl. GnRH, GHRH, CRH)
elvalasztasdnak cirkadidn szabalyozasaban tolthetnek be szerepet. A hipotalamuszon kiviil a
receptor a legnagyobb koncentracioban a hippokampuszban, az amigdaldban, és a kisagyban
(Raddatz, Wilson et al. 2000) taldlhat6 meg, ami arra utal, hogy a viselkedés, érzelmek, tanulas
¢s mozgas szabalyozasadban is Kkitiintetett szereppel birhat. Mindezt maganak a peptidnek
(els6édlegesen a hipotalamuszban talalhaté meg, foként az SCN-ben, PVN-ben és az ARC-ban) a
kifejez0dése is er0sen tdmogatja (Mori, Miyazato et al. 2005). Az utobbi 1dok kdzleményei azt is
megerdsitették, hogy a neuromedin S hipotalamikus koncentracidja még a neuromedin-U
kifejez6dését is meghaladja (Rucinski, Ziolkowska et al. 2007), ami arra utal, hogy a kdzponti
idegrendszeri folyamatokban a neuromedin-S elsddleges szerepet tolthet be. Ennek megfelelden
jelen munkankban elsdként kivantuk tisztazni a peptid viselkedési, endokrin és autondom hatasait.
A neuromedin-S hatasa a HAM tengelyre

A neuromedin-S ddzishatéds fliggden aktivalta a HAM tengelyt. Leghatékonyabb koncentracigja

fokozta az ACTH kibocsatast is. Noha az asztresszin-2B mérsékelni latszott a HAM valaszt, de
ez nem bizonyult statisztikailag jelentdsnek (nem abrazoltuk), ugyanakkor az antalarmin kezelés
szignifikans valaszcsokkenést eredményezett.

A neuromedin-S viselkedési hatasai

Neuromedin-S szintén dozisfiiggben emelte a mosakodasok szamat nvilt tér teszt soran.

Haloperidol eldkezelés teljes mértékben kivédte, ugyanakkor az antalarmin csak szignifikdnsan
mérsékelte a neuromedin S 4ltal kivaltott valaszt. A neuromedin-S mind a nyitott karba torténd
belépések szamat, mind a nyitott karban eltoltott idot csokkentette a megemelt keresztpalld teszt

soran.
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Szuperfiizios kisérletek

A neuromedin-S nem befolyasolta a sztridtum szeletek dopamin kibocsatdsat, ugyanakkor

jelentdsen megemelte az amigdala szeletek dopamin kibocsatasat.

Kisérleteink els6ként és egyértelmiien kimutattdk, hogy a neuromedin-S a HAM tengely
kifejezett aktivatora és a jelentds kortikoszteron és ACTH valasz a CHRH, ttvonal fiiggvénye,
hiszen antalarmin elékezelés az aktivaciot kivédte. Noha a neuromedin-S a spontdn ambulatoros
aktivitast és az allatok flirkészd, felderité magatartdsat nem befolyasolta, fokozta a mosakodasok
szdmat. A peptid emellett csokkentette a nyitott karba tortént belépések szdmat és az azokban
eltoltott id6 mennyiségét. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a neuromedin-S
szorongasfokozo hatdsu. Szamos publikacié demonstralta kordbban is, hogy a CRH - a HAM
tengely legfébb aktivatora (Vale, Spiess et al. 1981) - kiilonds fontossaggal bir a mosakodasi
mosakodés - mint a stresszhez kapcsolhatd sztereotip viselkedések tipuspéldaja - a szorongas
indikatoraként és egyben mérdszamaként szolgalhat (Sherman and Kalin 1986; Liebsch,
Landgraf et al. 1995), tovabba szoros korrelaciot mutat a HAM tengely aktivitasaval (Monnikes,
Heymann-Monnikes et al. 1992; Menzaghi, Heinrichs et al. 1994). Ezt valamint EPM teszttel
nyert kisérleti adatainkat is alatdmasztjak azon irodalmi adatok, amelyek leszogezik, hogy mind
a PVN (Monnikes, Heymann-Monnikes et al. 1992) mind a mezolimbikus (Wiersma, Baauw et
al. 1995) CRH kibocsatas képes fokozni a szorongast és novelni az allat zart terek felé mutatott
preferencidjat. A dopamin antagonista haloperidol teljes mértékben kivédte a mosakodasi valaszt
¢s a szuperfuzids vizsgalatok felfedték, hogy a neuromedin-S jelentésen nodveli a dopamin
kibocsatast az amigdalabol. Mivel, mind a ventralis sztriatum mind az amigdala dopaminerg
and Moghaddam 1999; Castro and Zigmond 2001), adataink arra utalhatnak, hogy az amigdala
nagyobb FM4/TGR-1 receptor koncentracidval bir (Raddatz, Wilson et al. 2000). Osszességében
elmondhatjuk, hogy a neuromedint-S-t tartalmazé neuronok specidlis eloszlasi mintdzata (Mori,
Miyazato et al. 2005; Rucinski, Ziolkowska et al. 2007) felveti annak a lehetéségét, hogy ez a
neuropeptid az egyik szabalyozoja a cirkadian ritmust endokrin, autoném ¢és viselkedési
folyamatoknak. Nemcsak az, hogy a neuromedin-S koncentraci6 igen magas az SCN-ben (Mori,
Miyazato et al. 2005) az emldsok cirkadian ritmus szabalyozojaban (Lowrey and Takahashi

2000), de az is tamogatja ezt a hipotézist, hogy a peptid kifejezddése a sotét/vilagos ciklicitas és
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a retino-hipotalamikus palya fliggvénye (Mori, Miyazato et al. 2005). Ezen kisérletek, valamint
korabbi taplalékfelvétellel (Ida, Mori et al. 2005; Shousha, Nakahara et al. 2006) és GnRH
elvalasztassal (Vigo, Roa et al. 2007) kapcsolatos adatok sugalljak, hogy az a neuromedin-S,
amelyik az SCN-bdl felszabadulva szerepet jatszik a HAM tengely cirkadidn szabalyozasaban
egyuttal parhuzamosan olyan viselkedési jelenségeket is iranyit, mint az éberség, ébrenlét,
aktivitas, szorongas, stresszel valo megbirkdzas.

A neuromedin-S ¢és a neuromedin-U eltéré funkcioit, eltérd receptor affinitasat,
aktivitasat, farmakodinamikdjat az intézetlinkben foly6 vizsgalatok késdbb igazoltak is. Ezekben
a kisérletekben a neuromedin-U, szemben rokon vegyiiletével anxiolitikus (Telegdy and Adamik
2013), hatast mutatott, illetve antidepressziv effektusa (Tanaka and Telegdy 2014) is kimutathato

volt.

Az RFamid rokonsagi korbe tartozé peptidek (NPAF, NPSF) neuroendokrin hatasai
Az NPAF és NPSF viselkedési és hormonalis hatdsai

A Neuropeptid-AF (NPAF) és SF (NPSF) az RFamid neuropeptid csaladba tartozik (Yang,
Fratta et al. 1985; Perry, Yi-Kung Huang et al. 1997; Elshourbagy, Ames et al. 2000; Bonnard,
Burlet-Schiltz et al. 2001). Ez az emldsokben megjelend peptid csoport foként a KIR-ben
termelddik, azon beliil a gerincveldi hatsé szarvban, a nytltagyban a hipotalamuszban ¢és a
limbikus rendszerben (Kivipelto, Majane et al. 1989; Panula, Aarnisalo et al. 1996; Bonnard,
Burlet-Schiltz et al. 2001; Bechtold and Luckman 2007; van Harmelen, Dicker et al. 2010). A
két fenti peptid rokonai az NPFF, a prolaktin-serkentd peptid (PrRP), a kisszpeptinek (KP)-k és a
legutdbb azonositott piroglutamdtot tartalmazé tartalmazé RFamidok (Fukusumi, Fujii et al.
2006). Valamennyi RFamid 5 rokon gén (farp-1-5) terméke, és noha az N-terminalisukon azonos
szerkezetiiek - tehat az egybetlis aminosav kodbol szarmaztatott nevilknek megfeleléen arginint
(R) és fenilalanint (F) tartalmaznak - de C-terminalisuk eltéré és eltérd receptorokhoz is
kotddnek (Fukusumi, Fujii et al. 2006). A peptid csalad egészét tekintve legtobb adatunk a PrRP-
6l all rendelkezésre, de szdmos publikdciod foglalkozott az NPFF—nek a fajdalom érzékelés
szabalyozasaban ¢és a kisszpeptinnek a nemi mikddések irdnyitasaban betoltott szerepével (Ojeda
and Lomniczi 2014). A PrRP és receptoranak koncentracidja a legmagasabb a nyultvelben, az
agyfiiggelék mirigyben ¢és a hipotalamuszban (Fukusumi, Fujii et al. 2006). A peptid nevének

megfeleléen a prolaktin elvalasztas erételjes serkentdje (Kawamata, Fujii et al. 2000), emellett
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hatékony aktivaloja a HAM tengelynek (Matsumoto, Maruyama et al. 2000) és a vérnyomasnak
(Horiuchi, Saigusa et al. 2002). Tovabba gatolja a taplalékfelvételt, (Lawrence, Ellacott et al.
2002), emeli a maghdmérsékletet (Lawrence, Liu et al. 2004) és serkent olyan stresszhez
kapcsolhat6 allanddsult viselkedési mintazatokat, mint a mosakodas (Lawrence, Ellacott et al.
2002). A NPFF-t foként a nucleus tractus solitarii (NTS), a hipotalamusz, a talamusz és az
amigdala termeli (Kivipelto, Majane et al. 1989). Receptora is foként agytorzsi, hipotalamikus,
talamikus ¢és mezolimbikus teriileteken taldlhatdo meg (Fukusumi, Fujii et al. 2006). A fajdalom-
érzékelés szabalyozasaban betoltott szerep mellett (Panula, Kalso et al. 1999) ismert, hogy részt
vesz a vérnyomas szabalyozasdban (Roth, Disimone et al. 1987), gétolja a taplalékfelvételt
(Murase, Arima et al. 1996) csokkenti a mozgasaktivitast (Cador, Marco et al. 2002), és
hipotermiat valt ki (Desprat and Zajac 1997). Lathatéan, noha szerkezetileg hasonlo peptidekrol
van, sz0 ¢lettani funkcidik nem feltétleniil fednek at, sét bizonyos esetekben egymas antagonistai
lehetnek. Ezért értelemszertien adddott, hogy a csalad kevésbé vizsgalat tagjainak endokrin,
autonom és viselkedési hatasait az intézetiinkben erre beallitott rendszerekben teszteljiik.
Az NPAF és NPSF hatasa az explordtoros aktivitasra

Mindkét RFamid fokozta a horizontalis és vertikalis lokomotoros aktivitast és az NPAF novelte a

mosakodéasok szdmat is. Mind az antalarmin mind a haloperidol el6kezelés kivédte az NPAF

hatasat a lokomociora és a mosakodéasokra.

Az NPAF és NPSF hatasa telemetrikus kisérletekben
Habar mindkét RF amid fokozta a spontdn lokomotoros aktivitast, de csupan jelentéktelen
mértékben gyakoroltak hatdst a maghdmérsékletre illetve a szivfrekvenciara.

Az NPAF és NPSF hatasa a HAM tengelyre

Mindkét RF amid igen jelentds mértékben emelte a kortikoszteron szintet és szintén fokoztdk az

ACTH kibocsatast. Mikrodializissel kozvetlenul vizsgalva a PVN aktivitasat, az NPSF jelent6sen

fokozta annak CRH elvélasztdsat. Mind antalarmin és astressin-2B elokezelés gatolta az NPAF

eldidézte kortikoszteron kibocsatast és a peptid antagonista a-helikalis-CRHg 4; eldkezelés is
kivédte az NPSF indukalta HAM aktivaciot.
Az NPAF hatasa a szorongasra

Az NPAF csokkentette mind a nyitott karba torténo belépések szamat, mind az ott toltott ido

mértékét. Ezen hatdst mind az antalarmin mind a diazepam eldkezelés hatékonyan csdkkentette.
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Az NPAF hatasa a szuperfiizios rendszerben

Az NPAF statisztikailag szignifikans mértékben fokozta az elektromos impulzus kivaltotta

dopamin kibocsatast mind a sztridtum mind az amigdala szeletekben.

Az NPAF hatasa uszasprobaban vizsgalva

Az NPAF Kkisérleteinkben antidepressziv hatdsunak bizonyult és az antagonista kisérletek a

dopaminerg, a kolinerg és szerotonerg medidcid szerepét bizonyitottdk az affektiv valaszban
(Palotai, Telegdy et al. 2014).
Az NPAF ¢és az NPSF HAM tengelyre gyakorolt hatdsa egybeesik mas RFamid

neuropeptidek hasonl6 hatasaval (Matsumoto, Maruyama et al. 2000; Csabafi, Jaszberenyi et al.
2013). Ugyanakkor jelen mikrodializis és antagonista kisérleteink elsoként és részletesen
feltartak, hogy ez a hatdas a PVN CRH kibocsatasan alapszik és a CRHR; Utvonalon keresztiil
medidlodik (Aguilera, Rabadan-Diehl et al. 2001; Reul and Holsboer 2002). Az OF kisérletek
igazoltdk, hogy mindkét peptid serkenti az exploratoros viselkedést és az NPAF fokozza a
mosakodasok szamat. Réadasul ezen NPAF indukalta valaszok mindegyikét kivédte az
antalarmin elékezelés. Mindezek az eredmények egybecsengenek azon korabbi publikéaciokkal,
amelyek felvettették, hogy az 0j kdrnyezet indukalta fiirkész0 magatartds, valamint a szorongas
kivaltotta orokletes mozgésmintazatok szintén CRH mégpedig a mezolimbikus CRHR; rendszer
iranyitasa alatt allnak (Sherman and Kalin 1986; Menzaghi, Heinrichs et al. 1994; Steckler and
Holsboer 1999; Bakshi, Smith-Roe et al. 2002). Az OF eredményeket egyértelmiien
alatamasztottak az EPM adatok, melyek vildgosan tiikr6zték a NPAF szorongast fokoz6 hatasat
Az antalarmin EPM valaszra gyakorolt gatld hatasa szintén megerdsitette, hogy a CRH
kibocsatas kulcsfontossagu szerepet tolt be a stressz valaszhoz kapcesolt viselkedés indukcidjaban
(Liebsch, Landgraf et al. 1995). A diazepam, mint GABA agonist,a hatékonyan ¢és az irodalmi
adatokkal egybehangzoan (Moreau, Kilpatrick et al. 1997) blokkolta a szorongas aktivalta
viselkedési valaszt és igazolta a GABA-erg rendszer kulcsfontossdgu szerepét ennek
iranyitasdban. A telemetrias kisérletekben mindkét RFamid fokozta a spontdn mozgésaktivitast
¢s a telemetrids antagonista kisérletek, valamint az in vitro szuperfuzios vizsgalatok
egyértelmiivé tették, hogy a CRH indukalta mezolimbikus dopamin kibocsatas lehet a serkentdje
ezen viselkedési valasznak (Matsuzaki, Takamatsu et al. 1989; Campbell, McGrath et al. 1999;
Inglis and Moghaddam 1999; Castro and Zigmond 2001). Noha statisztikailag szignifikans

hészabalyozasi valaszt nem tapasztaltunk az NPAF kezelés hipotermids tendencidja az NPFF
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hasonl6 intrinszik aktivitasara emlékeztet (Desprat and Zajac 1997) ¢s a HAM tengely
aktivacioja soran felszabaduldé szamos kriogén (CRH, AVP, ACTH, a-MSH, kortikoszteron)
mediator felszabadulasdhoz kothetd (Lipton, Glyn et al. 1981).

Jelen kisérletsorozat ugyanakkor azt is igazolta, hogy az NPAF antidepresszans
hatasokkal bir. Ez egybeesik azon irodalmi adatokkal, amelyek human vizsgalatokkal igazoltdk
(Nestler, Barrot et al. 2002), hogy az RFamidokat ¢s azok receptorait (Kivipelto, Majane et al.
1989; Bonini, Jones et al. 2000) normal koriilmények kdzepette kiillondsen nagy koncentracidoban
termeld agyi teriiletek jelentds vérellatasi és szerkezeti elvaltozdson mennek keresztiil a
hangulati élet zavaraival kiizdd betegekben. Tovabbi fontos adalék, hogy a citalopram - ami jelen
tudasunk szerint az egyik leghatékonyabb szerotonin visszavétel gatldo (selective serotonin
reuptake inhibitor (SSRI)) - hatdismechanizmusaban kitlintetett szereppel bir az RFamid peptidek
kifejezddésének modositasa a dorzomedidlis hipotalamuszban (Soga, Wong et al. 2010).
Nemcsak jelen eredményeink, de KP-13-mal (Tanaka, Csabafi et al. 2013) kapcsolatos adataink
is aldhtizzék mindezt, raadasul elsdként igazoljak azt is, hogy az RFamidok antidepresszans
hatdsa 5-HT, szerotonerg és muszkarinerg mediaciot vesz igénybe.

Ugyanakkor eredményeink korvonalazzak, hogy az NPSF az NPAF-t6l kissé eltérd
egyedi hatasprofillal is bir. Hiszen tendencidjadban ¢épp ellenkezd hatdst gyakorolt a
maghdmérsékletre és nem mutatta az NPAF kifejezett anxiogén tulajdonséagait. Bizonyara ezen
eltérések a két peptid kiilonboz6 receptorokhoz mutatott eltéré affinitasaval és e receptorok
sajatos KIR-beli eloszlasaval magyarazhatok. Mig az NPSF hasonl6 preferenciaval kétddik mind
az NPFF-1 (GPR147) és a NPFF-2 (GPR74) receptorokhoz, addig az NPAF sokkal erdteljesebb
kotddést mutat az NPFF-2-hoz. Tovabba mig noha altalanossdgban elmondhato, hogy az
RFamidok féként a protein-kinaz-A (PKA) szignal transzdukcids ttvonalat gatoljak (Anko and
Panula 2006; van Harmelen, Dicker et al. 2010), addig az NPSF az irodalmi adatok alapjan képes
modulélni a kémhatds megvaltozasra érzékeny ioncsatorndk mitkodését is (Fukusumi, Fujii et al.

2006).

A neuroprotekcio modulacidja peptid mediatorokkal
GHRH analdgok kognitiv strukturakra és funkciokra kifejtett hatasai
Szamos etioldgiai tényezd jatszik szerepet a demencidk, mint az Alzheimer betegség, a Pick

betegség ¢s egyéb kronikus intellektudlis hanyatldssal jard neurophszichiatriai betegség
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koroktanaban (Ropper, Adams et al. 2009; Querfurth and LaFerla 2010). Az Alzheimer betegség
esetén az amyloid prekurzor protein (APP) koros metabolizmusa a donté faktor. Az APP
normalis koriilmények kozott az o- és y-szekretaz hasitdsa utdn axonalis transzportban,
dajkamolekuldja (Zheng and Koo 2006). Azonban, mikor a hasitas 3 helyzetben kovetkezik be, a
heterogén csoportot képezd [-szekretdzok altal (BACE), a y-szekretaz altali tovabbi bontds a
rendkiviil toxikus amiloid-f szarmazékokat eredményezi. Ezen molekulak koziil, az amiloid-p;.
42 hajlamos elsdsorban Osszecsapzodasra és a sejtmembranban valo felhalmozddasra. Ezek az
ugynevezett molekularis tutajok templat mintaként szolgalhatnak tovabbi a-hélix szerkezetli
amiloid molekuldk p-reddbe torténd atrendezdédéséhez (“misfolding”). Az aggregatumok
karositjAk a membran vezetbképességét, a Ca®" aramokat, az axonalis transzportot, t-fehérje
hiperfoszforilacidhoz és osszecsapzodashoz vezetnek. Mindez a patologias kaszkad Ca®’
toxicitdshoz, a mitokondrium membranpotencialjanak (V) elvesztéséhez, reaktiv oxigén gyokok
(ROS) felhalmozodasahoz, gyulladashoz, apoptozishoz és végiil a neuronok pusztulasdhoz vezet
(Querfurth and LaFerla 2010). Ezen circulus vitiosus-t genetikai és kornyezeti tényezok egyarant
beindithatjak (Reitz, Brayne et al. 2011). A korfolyamat monogénes formai képviselik a ritka
preszenilis vagy mas néven familidris Alzheimer betegséget (FAD). Ebben 4altalaban
autoszoémalis dominans modon 6roklédé pont mutaciok vezetnek az APP vagy a y-szekretaz
presenilin (PSEN) alegységeinek karosodasdhoz. Az APP mutaci6 az o helyen torténd hasitast
teszi lehetetlenné, mig a y-szekretdz aktivatoros mutacidja mindkét végtermék képzOodését
fokozza, ami id6vel az oldhatatlan amiloid-f3,.4, felhalmozdédéaséhoz vezet (Reitz, Brayne et al.
2011). A jarvanyos méreteket 6lt6 szenilis tipus, sporadikus megjelenésii, etologiaja poligénes és
kornyezeti faktorok szerepét is mérlegelni kell (Reitz, Brayne et al. 2011). gy példaul szoros
kapcsolat mutathatdé ki ezen sporadikus betegségforma, a metabolikus szindroma, a
hiperinzulinémia, a II. tipust diabetes mellitus és a ApoE4 homozigoéta lipoprotein profil kozott
(Reitz, Brayne et al. 2011).

Természetesen idosebb korban a KIR neurohormonjainak, a fenti endokrin és anyagcsere
folyamatok iranyitoinak az elvalasztasa is jelentOsen valtozik (Sadow and Rubin 1992). A CRH,
GnRH ¢és GHRH szekréciojanak korral, elhizéssal és inzulin érzékenységgel kapcsolatos

megvaltozasa is szerepet jatszhat az Alzheimer betegség kialakuldsaban (Frisardi, Solfrizzi et al.
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2010). Emellett a hipotalamikus neurohormonok kétségteleniil komoly szerepet jatszanak a
kognitiv folyamatok szabalyozasaban normalis €s patoldgids koriilmények kozott is (Meijer,
Topic et al. 2005; Telegdy, Tanaka et al. 2009; Banks, Morley et al. 2010; Telegdy, Adamik et
al. 2010; Telegdy, Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012). Exogén GHRH adagolésa
irodalmi adatok szerint karositja a hippokampalis memoria konszolidaciot (Hallschmid, Wilhelm
et al. 2011) és ugyanezen neuropeptid kozismerten az egyik legerésebb endogén hipnogén,
kortikalis aktivitast csokkenté mediator (Obal and Krueger 2004). Nem meglepd tehat, hogy
GnRH ¢és a GHRH antagonistdk kedvezd hatdst képesek gyakorolni a tanulasi és
memoriafolyamatokra (Telegdy, Tanaka et al. 2009; Banks, Morley et al. 2010; Telegdy,
Adamik et al. 2010; Telegdy, Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012). Ezen adatok
fényében értelemszertien sziikségessé valt, hogy a GHRH-GH-IGF-I tengely szerepének
vizsgalata a szenilis demencia etiopatogenezisében. Erre a célra egy a Prof. A.V. Schally
laboratériuméban kifejlesztett GHRH antagonistat (MIA-690) hasznaltunk, melynek hatasat in
vivo és in vitro teszteltiik az Alzheimer betegség kiilonb6z6é modelljeiben.
MWM kisérletek

A tanulasi kisérletek sordn transzgénikus FAD egereket hasznaltunk, melyek mind APP, mind
PSEN-1 mutéciot hordoztak (Oakley, Cole et al. 2006). Az egereket randomizaltan csoportokba
osztottuk, és a GHRH antagonista kiilonb6z6 doézisaival kezeltiik naponta. Minden hénapban egy
hétig MWM segitségével kovettiik térbeli tanuldsi és memoria folyamataik alakulasat. Elséként
megallapithattuk, hogy a 6 honapos megfigyelési iddszak alatt a térbeli tanulasi képesség sulyos

hanyatlasa volt kimutathat6, kiilondsen a kontrollok esetében. Ugyanakkor a MIA-690 10 ug-os

dozisa jelentds mértékben gatolta a latencia gorbe meredekségének progressziv csokkenését. Az

analog szintén mutatta annak jeleit is, hogy képes mérsékelni egyéb MWM paraméterekben
bekovetkez6 dramai valtozasokat. Hat honap elteltével jelentds kiilonbségeket lehetett kimutatni
a kontroll és a GHRH antagonista kezelt csoportok kozott, kiilondsen akkor, ha mindezt az

Osszevetést az elsd honap eredményeinek fényében tettilk meg. A 10 ug MIA-690-nel kezelt

csoport jobban teljesitett az MWM tesztekben és a latencia terén ez a kiilonbség statisztikailag is

jelent6snek bizonvyult.

Réadasul az antagonista jelzetten a tulélést is meghosszabbitotta, bar statisztikailag nem

szignifikdns mértékben. A kinyert agymintdk vizsgilata azt is igazolta, hogy a tanulési
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kisérletekben hatékonynak bizonyult koncentracidé (10 ug) jelentdés mértékben csokkentette az

amiloid-f3;.4> agyi lerakoddsat és némileg mérsékelte a t-fehérje felhalmozodast is.

HCN2 human agykergi sejtkulturak

MIA-690 doézisfiigeden befolyasolta az életképességet, oxidativ _metabolizmusat, mediator

kibocsatasat a HCN-2 sejteknek. Az antagonista jelentés mértékben mérsékelte az amiloid-f;.4»

kezelés neurotoxikus hatisat és kivédte a ROS termelés fokozddasat. Tovabba mig az

antagonista nem befolyasolta a szuperoxid dizmutdz (SOD;y szintjét, jelentdsen fokozta a
glutation-peroxidaz (GPx) és a BDNF termelodését. A GHRH anal6g szintén csokkentette az
IGF-I termelését, bar az IGF-II-re nem volt hatassal. A sorozat PCR kisérletek 22 Alzheimer

betegséghez kapcsolhatd gén esetében mutattak ki szignifikans valtozasokat a GHRH

antagonistaval kezelt allatok agymintaiban, a kontrollokéhoz viszonyitva.

Korabbi kutatdsaink egyértelmtvé tették, hogy az altalunk kifejlesztett GHRH
antagonistak (Varga, Schally et al. 2004; Schally, Varga et al. 2008) erdteljesen képesek hatni a
GHRH-GH-IGF-I tengelyre (Kovacs, Zarandi et al. 1996). igy alkalmazasuk kézenfekvének
mutatkozott, mivel GHRH-GH-IGF-I tengely szerepe a tanuldsi folyamatokban ¢és a
demencidkban koran sincs tisztdzva. Mind a rendszer hiperaktivitasat, mind (Bartke 2003; Laron
2005) mind a hipoaktivitasat (Falleti, Maruff et al. 2006) kapcsolatba hoztak az élettartam
csokkenésével és a gondolkodas szinvonaldnak hanyatlasaval. Ugyanakkor fontos uj keletli
megfigyelések tamogatjak azt, hogy patologias koriilmények kozott a rendszer gatlasa kedvezo
lehet (Cohen, Paulsson et al. 2009; Banks, Morley et al. 2010; Sims-Robinson, Kim et al. 2010;
Telegdy, Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012). Jelen eredmények is igazoljak, hogy a
GHRH antagonista MIA-690 szamos pozitiv hatassal is birt az Alzheimer betegség kiilonbdzd
modelljeiben. Etiopatogenetikai szempontbol az egyik legjelentdésebb adat, hogy a MIA-690
gatolta IGF-I elvalasztasat. Az IGF-I csakiigy mint az inzulin a kdzponti idegrendszerben
ugyanazon enzim altal bomlik le mint az amiloid-B, igy hiperinsulinemia esetén az inzulin-
degradalo enzim (IDE) kotéhelyeiért folyd versengés az amiloid-B csokkent lebomlasahoz ¢€s
felhalmozodasahoz vezet. (Sims-Robinson, Kim et al. 2010). A GHRH antagonista IDE telitést
csokkentd hatasa kozvetve elénydsen befolydsolhatja az amiloid- lebomlasat.

Az in vivo viselkedési kisérletek mindezt alatdmasztva vildgosan mutattak, hogy a GHRH
antagonista hatékonyan képes lassitani az MWM kisérletek tanuldsi fazisban mérhetd

paramétereinek romlasat. A peptid a proba szakasz mérdszamainak romldsat is képes volt
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részben kivédeni. Ezen kronikus hatdsok mellett a PCR vizsgalatok arra utaltak, hogy az
antagonistanak akar akut elényds hatdsa is lehet. Mindez megerdsiti korabbi eredményeinket
(Telegdy, Tanaka et al. 2011), és azon kisérleti adatokkal mutat parhuzamot, amely intranazalis
GHRH agonistadk gatlo hatasat mutattak ki a hippokampalis memoriara (Hallschmid, Wilhelm et
al. 2011). Ezen akut hatdsban kiilondsen fontos lehet az, hogy a MIA-690 csdkkentette az

acetilkolinészterdz termelddését, hiszen az acetilkolin kulcsfontossdgu szerepet tolt be a

hippokampadlis tanuldsi folyamatokban (Micheau and Marighetto 2011) és az acetilkolinészteraz

gatlasa jelenleg a leghatékonyabb palliativ kezelési lehetdség Alzheimer betegségben
(Cummings 2004).

Korabbi kisérleteink szamos esetben igazoltdk, hogy a hipotalamikus neurohormon
analogok hatékonyan képesek a KIR folyamatainak befolyasoldsara. Példanak okaért a GnRH
antagonista Cetrorelix memoriaserkentd, szorongéasoldd és antidepressziv hatdsokat mutatott
amiloid-p toredékkel elokezelt egérben (Telegdy, Tanaka et al. 2009) és patkanyban (Telegdy,
Adamik et al. 2010). Hasonl6 moédon a GHRH antagonista MZ-4-71 javitotta a memoria
konszolidacigjat (Telegdy, Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012), szorongasoldonak
(Telegdy, Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012), és antidepressziv hatasunak (Telegdy,
Tanaka et al. 2011; Tanaka, Schally et al. 2012) bizonyult amiloid-B fragmenssel eldkezelt
egerekben. Egy nem specifikus demencia modellben a GHRH antagonista (MZ-5-156) szintén
javitotta a felgyorsult Gregedésii egértdrzs (senescence-accelerated mouse, SAMPS) kognitiv
funkcidit (Banks, Morley et al. 2010). A kezelt allatok szignifikdnsan jobban teljesitettek aktiv
elharitasi T-labirintus tesztben, passziv elharitasi tesztben és targyfelismerésben. A peptid
szintén lassitotta a koordindcié romlasat, megnovelte a talélést €s fokozta a neuronok telomeraz
aktivitasat.

A genomikai és proteomikai eredményeink tovabbi lehetséges Utvonalait deritették fel a

MIA-690 hatasmechanizmusainak. El6szor is a PCR eredmények kimutattdk, hogy a GHRH

antagonista csokkenti az 4PP termelddést. Tovabba gitolta a 3-szekretdzok egyikét (BACE>) és

a_ v-szekretdz komplex szamos alegységének (presenilin 1, presenilin 2 és nicastrin)

kifejez6dését. A kezelt mintdkban az apoptdtikus kaszkdd legfontosabb elemeinek szamito
katepszinek szintézise is csokkent. Az alacsony siiriségli lipoprotein receptorhoz kapcsoldédo
protein (lipprotein-receptor-related-protein, LRP)6 termelddésének csokkenése szintén arra utal,

hogy a MIA-690 attételesen fokozhatja az amiloid-f3 lebomlasat. Ugyanis a KIR-ben az LRP-k,
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az op-macroglobulinnal, az IGF-kel és az ApoE-vel kardltve versengenek az amiloid-3
lebontasdban is élen jaré enzimek kotdhelyeiért (Hyman, Strickland et al. 2000; Querfurth and
LaFerla 2010). Tovabbda a GHRH antagonista csokkentette a mintdkban az axonalis
transzportban oly fontos mikrotubulus asszocialt proteinek (microtubule associated protein,

MAP2 és MAPt) jelenlétét is. Az amiloid-f.4 és t fehérjék, mint alapvetd diagnosztikus

kritériumok expressziodjara vonatkozo fenti genomikai eredményeket proteomikai vizsgalataink

(ELISA. IHC) is teljes mértékben alatdmasztottak.

Az Alzheimer betegség nemcsak fokozza a sejtpusztuldst, hanem egyuttal csokkenti
sejtek regeneraciojat is a y-szekretaz komplexre gyakorolt hatasa révén. A sejthartyaba adgyazott
y-szekretdz ugyanis a szintén transzmembran ,notch” fehérje hasitdjaként egyuttal a
sejtszaporodast serkentd ,,notch” jelatviteli ut aktivatora is (Lazarov and Marr 2010). Ha APP
vagy annak derivatumai talterhelik a y-szekretdzt, akkor tehat nemcsak a programozott sejthalél
esetleg neuroektodermalis dssejtekbdl torténd tjdonképzddésének lehetdsége is (Woo, Park et al.

2009). Mindezt jol tiikrozte, hogy kisérleteinkben a kronikus MIA-690 kezelés helyredllitotta a

neurogenezis egyik legfontosabb mediatordnak a BDNF-nek az elvélasztisat. (Querfurth and

LaFerla 2010; Diniz and Teixeira 2011).

A GHRH antagonistak pozitiv hatasdhoz mindenképp jelentésen hozzéjarul az oxidativ
stresszt mérsékld hatasuk (Banks, Morley et al. 2010) illetve az IGF-I szignallizacidt gatlo
effektusuk (Cohen, Paulsson et al. 2009). Kisérleteinkben az antagonista nemcsak csdkkentette
ROS képzdédést a HCN-2 sejtekben, de egyuttal novelte a GPx1 szintet is. Mindez egyértelmdi,
apoptdzist csokkentd hatast eredményezett (Cohen, Paulsson et al. 2009; Querfurth and LaFerla
2010), ami nem meglepd modon ndvelte az amiloid-Bi.4, kezelésben részesiilt HCN-2 sejtek
¢letképesseégét illetve az SXFAD egerek talélését (Querfurth and LaFerla 2010; Wu, Yu et al.
2012).

Ezen kisérleti adatok irodalmi kontextusba helyezése és megfeleld magyarazata céljabdl

élesen el kell valasztani az altalunk vizsgalt GHRH antagonistdk hatasat az Alzheimer betegség

kiillonb6z6 modelljeiben és a GHRH analdgok per se kognitiv effektusat prezentald irodalmi

adatokat. Ugvanis utdbbi, akut jelenség. teljesen fiiggetlen a betegség dinamikéjara gyakorolt,

altalunk elsoként igazolt elényds befolyastol, és akar kedvezdtlen is lehet révid tdvon (Cohen,

Paulsson et al. 2009; Banks, Morley et al. 2010; Sims-Robinson, Kim et al. 2010; Telegdy,

35



dc_967_14

Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012). Az akut hatdsnak a tengely Osszetettségébdl
fakadé ellentmondéasos viszonyait jol tiikkrozi, hogy, mig a GHRH hatasa karosnak tlinik,
(Hallschmid, Wilhelm et al. 2011; Telegdy, Tanaka et al. 2011; Telegdy and Schally 2012) addig
az IGF csalad kedvezd befolyassal bir a memoria folyamatokra (Merriam, Schwartz et al. 2003;
Vitiello, Moe et al. 2006; Chen, Stern et al. 2011; Baker, Barsness et al. 2012). fgy tovabbi
kisérletek sziikségesek a memoriara illetve a proteotoxicitasra és ,,misfolding”-ra gyakorolt hatés

szétvalasztasahoz.

-----

A ghrelinhez hasonléan az apelin felfedezése is a ,reverz farmakologia” erdfeszitésének
koszonhetd. A mar kordbban is ismert G-proteinhez kapcsolt APJ receptor (O'Dowd, Heiber et
al. 1993) endogén ligandjat az Apelin-36-ot borjugyomorbdl izolaltdk eldszor (Tatemoto,
Hosoya et al. 1998). Ennek a prepro apelinnek a C-termindlis 13—19 aminosavbol allo
fragmentumai a késdbbi kisérletek soran joval hatékonyabbnak bizonyultak mint maga az
anyamolekula (Tatemoto, Hosoya et al. 1998; Kawamata, Habata et al. 2001). Noha az apelin
megtalalhat6 az egész kozponti idegrendszerben, kiillondsen nagy koncentracidban fejezodik ki a
hipotalamuszban, a limbikus teriileteken ¢s az agyfliggelékmirigyben (Cloughesy and Mischel
2011). A hipotalamuszban legnagyobb koncentracidban az SCN-ben és a PVN-ben talalhat6 (De
Mota, Lenkei et al. 2000; O'Caroll, Lolait et al. 2006), ami arra utal, hogy az apelin fontos
szerepet tolthet be az endokrin, a homeosztatikus és viselkedési folyamatok kozponti
iranyitasaban, illetve azok cirkadian vagy diurndlis ritmusédnak meghatarozasaban. Az elmult
évek vizsgalatai alapjan emellett az apelin fontos citoprotektiv és a sejtek megujulasat serkentd
hatéssal is bir (Cheng, Chen et al. 2012). Tovabba ¢élettani adatok tdmasztjak ala, hogy az apelin-
13 fokozza a vizfelvételt és vérnyomads-szabdlyoz6 hatassal bir befolyasolva a vazopresszin
kibocsatast (De Mota, Lenkei et al. 2000; Lee, Cheng et al. 2000; Reaux, De Mota et al. 2001;
Seyedabadi, Goodchild et al. 2002; Taheri, Murphy et al. 2002). Az apelin-13 piroglutamint
tartalmaz6 derivatuma pedig a taplalékfelvétel szabalyozoja (Taheri, Murphy et al. 2002). Jelen
kisérleteinkben elsdként vizsgaltuk az apelin-13 hatdsit a HAM tengelyre, valamint a
hdszabalyozasra. Tovabba, mivel a limbikus rendszer igen nagy koncentracidban tartalmazza az
apelint és annak receptorat (De Mota, Lenkei et al. 2000), a peptid viselkedési hatasait és azok

mediacigjat is gorcso ala vettiik.
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Az apelin hatasa az exploratoros viselkedésre

Az apelin-13-val vald kezelés mind a keresztezett négyzetek mind az 4gaskoddsok szamat

megemelte OF teszt soran. A haloperidol gatolta, mig a szelektiv D; antagonista SCH 23390

elékezelés teljes mértékben kivédte az apelin-13 kivaltotta valaszt. A nitrogén monoxid szintdz
(NOS) gatl6 nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME) szintén mérsékelte az apelin horizontalis €s
vertikélis lokomotoros aktivitasra gyakorolt hatasat; Ugyanakkor CRH antagonista o-helikalis-
CRHpy_4; hatastalannak bizonyult.

Az apelin hatasa a HAM tengelyre

Apelin-13 erdteljesen serkentette a HAM tengelyt. A neuropeptid altal kivaltott kortikoszteron

valaszt az a-helikdlis-CRHq 4; sikeresen kivédte. Ugyanakkor a nem szelektiv dopamin

antagonista haloperidol és a L-NAME eldkezelés hatastalannak bizonyult.
Az apelin hatasa telemetrias rendszerben

A neuropeptid 10 pg-os dozisban szignifikdnsan emelte a maghémérsékletet. A CRH antagonista

¢s az L-NAME eldkezelés ezt a hatast nem befolyasolta. Ugyanakkor a COX gatld NAP két
oraval az apelin el6kezelés utan csokkentette az apelin hipertermids hatasat.
Az apelin anxiolitikus és tanulasi hatasai

Az apelin fokozta a nyitott karban t6ltott idét és farmakologiai vizsgélataink azt is igazoltak.,

hogy ezen szorongasoldd hatast az adrenerg, a dopaminerg és a szerotonerg rendszer kozvetitette

(Telegdy and Jaszberenyi 2014). A peptid passziv elhdritasi tesztben vizsgédlva szintén

hatékonyan serkentette a memoria konszolidacidjat, ismét adrenerg, dopaminerg és szerotonerg

mediécio révén (Telegdy, Adamik et al. 2013).

A jelen kisérletek vilagosan tiikrozik, hogy az apelin-13 mind a horizontdlis mind a
vertikalis lokomotoros aktivitast dozis fliggéen fokozza. Lee és tarsai (Lee, Cheng et al. 2000)
mar korabban felvetették, hogy strukturalis és eloszlasi hasonlésagok vannak az apelin és az
angiotensin Il ko6zott. Eredményeink elsOként tamasztottdk ald ezt a hipotézist funkcionalis
oldalrol, hiszen az apelin ¢és az angiotensin II motoros aktivaciot kivaltdo hatsa igen hasonld
(Braszko, Kupryszewski et al. 1988). A haloperidol el6kezelés hatékonysaga a viselkedési valasz
blokkolasaban vetette fel , hogy a nigrosztriatalis rendszer, illetve olyan mezolimbikus struktarak
mint a nucleus accumbens vagy az amigdala kozvetithetik az apelinerg rendszer lokomotoros
hatésait (Gysling and Wang 1983; Johnson and North 1992). Varakozasainkat ala is timasztotta

az, hogy az SCH-23390 kivédte a viselkedési véalasz minden aspektusat és D; receptorok
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kizarolagos szerepére utal ezekben a folyamatokban. Ugyanakkor meg is erdsitik azon kisérleti
eredményeket, amelyek a D; receptorok ilyen iranyu és kiemelkedden fontos szerepére utalnak
az exploratoros viselkedések szabalyozasaban (Hoffman and Beninger 1985; Meyer, Cottrell et
al. 1993). Az L-NAME is képes volt némiképp befolyasolni az apelin-13 viselkedési hatésait,
igazolva azt, hogy szamos esetben az apelin-13 hatasa NO fiiggd (Tatemoto, Takayama et al.
2001). Masrészt az apelin-13 nem gyakorolt statisztikailag jelentds hatast a spontan ambulatoros
aktivitasra telemetrias kisérletek sordn. Ezen latszolagos ellentmond6 hatas a fiirkészo, felderitd
¢s a spontan mozgasaktivitds adatai kozott egyre inkdbb megerdsiteni latszik azt, hogy a két
folyamat legfels6 szabalyozasa mas struktirakhoz, és transzmitterekhez kotheté (Diamant and de
Wied 1991). A HAM tengelyre vonatkoz6 adatok megerdsitik azon korabbi eredményeket
(Taheri, Murphy et al. 2002), melyek szerint az apelin kozponti szerepet tOlthet be a
neuroendokrin szabalyozéasi folyamatokban. CRH antagonista eldkezelés csokkentette a
kortikoszteron véalasz mértékét, de egyéb publikaciok (Taheri, Murphy et al. 2002) altal sugallt
mediatorok (pl. AVP) szerepe nem zéarhato ki. Ugyanakkor a haloperidol eldkezelés teljes
mértékben hatastalan volt, ami arra utal, hogy fiziologias koriilmények kozott a dopaminerg
stimulacié nem jatszik szerepet a HAM tengely aktivacidjaban (Amar, Mandal et al. 1982;
Bujdoso, Jaszberenyi et al. 2003). Ez a tény, valamint a viselkedési (1 pg) és az endokrin (10
ng), kisérletekben hatasosnak bizonyult koncentraciok kozotti mintegy nagysagrendi kiillonbség
megerdsiti azt a hipotézist, hogy az exploratoros viselkedés és a HAM tengely szabalyozasaban
némely kozos mediator ellenére eltérd idegrendszeri palyadk vesznek részt. Az a tény hogy a
markans HAM aktivéaciot az EPM tesztben szorongésoldasra utald nyilt tér preferencia kisérte
szintén arra utal, hogy az apelin eltéré szerepet tolt be a viselkedés szabalyozasaért felelos
mezolimbikus CRH neuronok, valamint az endokrin szabalyozéasban szerepet jatsz6 PVN-béli
CRH neuronok iranyitasaban. Ez mindenképpen tovabbi vizsgalatok elvégzésére kell, hogy
sarkalljon, hiszen felveti, hogy az apelin a stressz aktivalo CRHR; és a stressz-modulalo (stress-
coping) CRHR; neuronok serkentésére egyarant képes.

Kisérleteink egyuttal elsoként mutattdk ki az apelin-13 arachidonsav kaszkad fiiggd
apelinerg innervacidja szolgalhat (Reaux, Gallatz et al. 2002). Ezen eredmények bizonyos
viselkedési adatok magyarazatdul is szolgalhatnak. Ugyanis a telemetrids rendszer altal

biztositott nyugalmi korilmények kozott a setr point eltolddasabol fakadd viselkedési
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hészabalyozasi, hokonzervald (6sszegdmbolyddés) folyamatok értelemszeriien interferalnak a
spontan lokomoci6 fokozddasaval.

Kisérleteink ugyanakkor azt is igazoltdk, hogy az apelin-13 serkenti a tanulési
folyamatokat és fokozza a memoria konszolidacidjat passziv elharitdsi tesztben. Ezen hatasok
tilkrozhetik korabban bizonyitott neuroprotektiv hatdsat. Sejtkulturdkban az apelin az egér
agykérgi neuronok programozott sejthalalat sikeresen gatolta (O'Donnell, Agrawal et al. 2007;
Zeng, Yu et al. 2010), tovabba a hippokampalis idegsejteket is sikeresen 6vta meg az N-metil-D-
aszpartat (NMDA) receptorok kozvetitette citotoxikus hatastol (O'Donnell, Agrawal et al. 2007).

Kovetkeztetések

Az orexigén neuropeptidek rendszere

Els6ként bizonyitottuk, mégpedig a kdzponti tdmadaspontot és a medidciot (NPY) is igazolva,

hogy az addig csupan taplalékfelvételt iranyitébnak vélt orexinek aktivaljak a HAM tengelyt

(Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2001). A kornyezeti stresszorokra

adott neuropeptid valaszok kozill ma mar az orexinekére, mint a CRH és vazopresszin
csaladokkal egyenértékii szabalyozora tekinthetiink (Joels and Baram 2009). Ez korabbi
dolgozatainkhoz hasonléan (Jaszberenyi, Bujdoso et al. 1998; Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2000) a
adalékot.

Ugvanakkor részletesen feltartuk az orexinek viselkedési (Telegdy and Adamik 2002;

Palotai, Teleedy et al. 2014; Palotai, Teleedy et al. 2014) és termoregulacios effektusainak

(Jaszberenyi, Bujdoso et al. 2002) valamint a ghrelin - taplalékfelvételen messze tilmutatd -

rrrrrr

agytorzsi halozatos aktivacids rendszer és az autondém szabalyozas terén betdltott szerepiik
megértésé¢hez jarultunk hozza. Az LC idegsejtek sejttestén végzddo orexinerg aktivacio (Peyron,
Tighe et al. 1998; Bourgin, Huitron-Resendiz et al. 2000), ugy tlinik noradrenerg projekciok
révén (Sears, Fink et al. 2013; Soya, Shoji et al. 2013) képes a hippokampusz, (Loy, Koziell et
al. 1980; Walling, Nutt et al. 2004) ¢s az amigdala miikodését befolyasolni. Az amigdala szerepe

az emociok, a félelem és az érzelmileg motivalt tanulds szabalyozasaban egyértelmiien ¢€s
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latvanyosan Osszekapcsolja kutatasaink két vonatkozasat (Telegdy and Adamik 2002; Palotai,
Telegdy et al. 2014; Palotai, Telegdy et al. 2014) és felveti, hogy az orexinek tanulasi
folyamatokat javitd hatdsa elsdsorban az amigdala aktivitasahoz kothetd. Ezen eredményeink
kontextusba helyezték az orexinek szorongisfokozo hatdsit és egyuttal az orexin pozitiv
rendszer altalanos aktivitast és éberséget szabalyozo funkcidjahoz (Nishino, Ripley et al. 2000;
Piper, Upton et al. 2000) kapcsoltak. Az utobbi karosodasabol fakadd narkolepsziés, katalepszias
jelenségek (Kumar and Sagili 2014; Partinen, Kornum et al. 2014; Pizza, Peltola et al. 2014)
kutatasa egyre jelentdsebb klinikai szereppel is bir (Sakurai 2007), hiszen gy tlinik e neuron
csoport 6roklott diszfunkciodja illetve toxikus, vagy autoimmun kérosodéasa alapvetd szereppel
birhat egyes hipnogén tudatzavarok (posztenkefalitiszes koma, katalepszia, narkolepszia)
patogenezisében (Nishino and Kanbayashi 2005; Lind, Ramelius et al. 2014).
A cirkadian szabalyozasban szerepet jatszo neuromedinek és RFamidok

Vizsgalataink elsoként mutattak ki, hogy az SCN-b61 (Buijs and Kalsbeek 2001) felszabadulo

neuropeptidek koziil a neuromedin-S kapcsolatot teremthet cirkadian érank miikodése valamint a

HAM tengely, az autonom és viselkedési folyamatok (Jaszberenyi, Bagosi et al. 2007), és - az

RFamidok (ezeken beliil elssorban a kisspeptin) révén (Jaszberenyi, Bagosi et al. 2009; Csabalfi,

Jaszberenyi et al. 2013: Tanaka, Csabafi et al. 2013: Jaszberenvyi, Bagosi et al. 2014) - a

gonadotrép hormonok (GtH) kozott (Ojeda and Lomniczi 2014). Ezen folyamatok

rrrrrr

szerepet jatszanak (Saper, Scammell et al. 2005). Kolcsonhatasaik vizsgalata, kiilonos tekintettel
a kisszpeptinre (Csabafi, Jaszberenyi et al. 2013; Tanaka, Csabafi et al. 2013) gyiimélcs6zd
tovabbi kutatdsokra ad lehetdséget, melyek fényt derithetnek olyan a stressz-valasszal és
metabolikus szindromaval kapcsoldodd, szinte népbetegségnek szamitdo korképek, mint a
policisztas ovarium szindroma (PCOS) hatterére (Witchel and Tena-Sempere 2013).

A citoprotektiv neuropeptidek hatasanak vizsgalata

Névumkeént szamolhattunk be az apelinek szamos hormonalis, autondém és viselkedési hatasarol

------

(Reaux-Le Goazigo, Alvear-Perez et al. 2007). A pozitiv kognitiv és anxiolitikus hatasok
vizsgalata tovabbi kutatdsokat igényel, csakugy, mint a GHRH és GnRH antagonistdk elényos

mivoltanak 4tfogobb vizsgalata demencia modellekben. Utébbi kisérleteink, mintegy

Osszegzésképpen, legujabb  és leghatékonyabb analdgjainkkal egy bevett transzgénikus
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egérmodell kronikus adataival tették teljessé az akut toxicitasi és nem specifikus demencia

modell adatokat. [gy elséként igazoltédk, hogy a GHRH antagonisték kedvezden befolyasolhatjak

az Alzheimer betegség lefolyasanak dinamikajat.

Tovabbi vizsgélatainkat ki kivanjuk terjeszteni a poszt-traumas demenciakra. Erre analogjaink,
melyek nagy hatékonysaggal jutnak at a vér-agy gaton (Jaeger, Banks et al. 2005), szamos
tamadasponttal birnak (Schally, Varga et al. 2008), igencsak alkalmasnak téinnek. Es bar eddig
foként onkoldgiai szempontbol értékeltiik hatasukat (Schally, Varga et al. 2008; Jaszberenyi,
Schally et al. 2013; Jaszberenyi, Schally et al. 2013; Rick, Abi-Chaker et al. 2013; Jaszberenyi,
Rick et al. 2014), de mivel kezdeti eredményeink szerint (Banks, Morley et al. 2010; Telegdy,
Tanaka et al. 2011; Jaszberenyi, Rick et al. 2012; Telegdy and Schally 2012; Telegdy and
Schally 2012) kedvezden képesek befolydsolni a neurodegenerativ folyamatok patogenezisének

kiilonb6z6 1€pesoit, igy ilyen iranyban is tovabb kivanjuk bdviteni kutatasainkat.
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Jaszberényi Mikloés tudomanyos és oktatasi munkassaganak dsszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2015.01.30.)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok®
Osszesen | Reészletezve | Fliggetlen | Osszes
I. Folyéiratcikk’ 42
szakcikk, 6sszefoglalé nemzetkdzi folydiratban - 42 441 547
szakcikk, 6sszefoglald, hazai idegen nyelvi 0 0 0
szakcikk, 6sszefoglald, magyar nyelvii - 0 0
révid kdzlemény ---
Il. Konyv 0 --- - -
a) Szakkonyv, kézikonyv 0 --- --- ---
idegen nyelvi -—- 0 0 0
magyar nyelvi --- 0 0 0
Fels6oktatasi tankényv --- 0
b) Szakkonyv, tankényv szerkesztoként 0
idegen nyelvi --- 0 -—- -—-
magyar nyelv( - 0 - -
Fels6oktatasi tankényv --- 0 -—- -—-
lll. Kényvrészlet 0 --- - -
idegen nyelvi --- 0 0 0
magyar nyelvi --- 0 0 0
Fels6oktatasi tankdnyvfejezet --- 0 0 0
IV. Konferenciakézemény® 0 --- 0 0
Oktatasi kozlemények 6sszesen (ll.-111.) 0 0 0
Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-IV.)* 42 -—- 441 547
V. Tovabbi tudomanyos miivek 4
Tovabbi tudomanyos mivek, ide értve a nem teljes folyoiratcikkeket
és a nem ismert lektoraltsagu folydiratokban megjelent teljes --- 4 0 0
folydiratcikkeket is
Szerkeszt6ségi levelezés, hozzaszoélasok, valaszok --- 0 0 0
Jelentés, guideline 0 0 0
VI. Idézett absztraktok® 0 0 0
Osszesitett impakt faktor® 142,3 == == ==
Idézettség szama™ * 441 547
Hirsch index" 12 == o= =
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VII. Sokszerzés vagy csoportos (multicentrikus) kézlemény 0
a) Szerzé*
b) Kollaboraciés kozremiikods* -
Specialis tudomanymetriai adatok Adat
Elsé szerzds folyoiratcikkek szama 14
Utolso szerz8s folyoiratcikkek szama 6
Elsé és utolsé szerz8ségi folyoiratcikkek impakt faktor 6sszege 72,6
Az utols6 tudomanyos fokozat/cim (Habilitalt doktor) elnyerése utani 9
(2013 - ) teljes tudomanyos folydiratcikkek szama
impakt faktor 6sszege 33,7
Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folydiratcikkek szama 0
Az utolso6 10 év (2005-2015) tudomanyos, teljes, lektoralt 29
folydiratcikkeinek szama
impakt faktor 6sszeg 107,0
idézések szama 167
A legmagasabb idézettségli koézlemény 146
idézettsége (az Osszes idézettség szazalékaban) (26,69%)
WOS/Scopus azonositéval idézettség 466
Sokszerzés és/vagy csoportos kézlemények 0
impakt faktor 6sszege
idézettsége 0
1

Folyéiratcikkek,15-29 szerzdvel

Megjegyzések:

Az MTMT nem tudja szolgaltatni a kérelmezdnek kizardlag kilfoldi intézménybdl publikalt folyoiratcikkeinek szamat,
Osszesitett impaktfaktorat és fliggetlen hivatkozasainak szamat, valamint az ilyen kézlemények elsé és utols6 szerzére
vonatkozé impaktfaktor 6sszeget. Ezeket az adatokat a palyazonak kell 6sszegydjtenie és feltdltenie a Doktori Tanacs

elektronikus rendszerébe.
! a disszertacio és egyeb tipusu idézék nélkal
2 |ektoralt, tudomanyos folyodiratban

8 konferenciakézlemény folydiratban, kdnyvben, egyéb konferenciakdtetben

* a sokszerzds és/vagy csoportos szerzéségii kdzlemények impakt faktora és idézettsége nem szamithato be az 6sszes
értékekbe, ezeket a specialis tudomanymetriai adatok kozott tiinteti fel az 6sszesités

® Nem idézett absztrakt itt nem kerlil be az Gsszesitésbe.
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