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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-peroxidaz
GtH: gonadotrép 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

crer

igénylik. Ezen dsszehangolt, tobbszordsen tulbiztositott rendszer magasabb rendii gerincesekben
nemcsak stabilitast, hanem roppant flexibilitast is eredményez az egyed, sot interakcidk révén a
kozosség szamdara is. Az utobbi évtizedek kutatdsai €kesen bizonyitottdk, hogy a kiillonb6zo
peptid csalddok mind a neurdlis, mind az endokrin folyamatok és rendszerek finomhangolasaban,
atallitasaban dontd szereppel birnak [1]. A kis molekuldju, klasszikus (acetilkolin (Ach), biogén
aminok, aminosavak) illetve gdznemli (nitrogén-monoxid (NO), szén-monoxid)
neurotranszmitterek féléletideje, farmakodinamikai sajatossagai biztositékai az egyed azonnali és
rovid intervallumu valaszkészségének. Ezen folyamatok egyrészt elinditoi lehetnek klasszikus
hormonalis folyamatoknak, melyek mag receptorokon keresztiil (szteroidok, pajzsmirigy
hormonok) az egyed fenotipusat, vagy epigenetikusan genotipusat (metilacid, hiszton-
deacetilacio) képesek megvaltoztatni [2]. Ugyanakkor a neurohumoralis rendszer sajat

finomhangolasaban, a peptiderg rendszerek dontd szerepet jatszanak[l]. Mivel az egyed

crer

rrrrrr

hangsulyt fektettem arra, hogy az olyan korabban egységesnek, itélt be- és kimenettel bird
adaptacios folyamatok, mint a Selye-féle stressz vélasz [3, 4] kivaltd stimulustol fiiggd
sajatossagait tisztazzam [5, 6]. Szdmos kimeneti valtozot értékeltiink, melyek koziil az egyik
legdifferencialtabb és ezért legérzékenyebb tényezo, a viselkedés elemzése kiemelt figyelmet
kapott. Nemcsak, mint rendkiviil szenzitiv, hanem mint klinikai jelentdséggel biré indexek [7],
hagyomanyosan intézetiink érdeklédésének homlokterében allnak a tanulédsi folyamatok [8], a
stressz valasz [5, 9], a szorongés [10], a depresszid [11], és az addikcio [12, 13] vizsgalata.

A peptiderg szabalyozas a klasszikus neurotranszmitterek hatdsatol néhany
vonatkozasban alapvetden tér el [1]. Ugyanis hatasuk nem elsdsorban szinaptikus, hanem ko-
szekrécios [14] jellegli (parakrin, autokrin) és ezt egésziti ki endokrin hormonhatas is. Emellett
komplex hatasuk modulatoros jellegli, ami nem korlatozodik a kozponti idegrendszerre (KIR),
hiszen szamos peptid csalad kifejezddik a periférids idegrendszerben illetve a neuroektodermalis

(amine precursor uptake decarboxylation (APUD)/enterokromaftfin (EC)) sejtekben.
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Vizsgalataink sordn hamar egyértelmiivé valt tovabba, hogy ez a bonyolult, modulacids,
finomhangolasi folyamat nemcsak a peptidekre jellemzd sajatos farmakodinamika, hanem a
hatasukra felszabaduld Gsszetett, sokiranyu klasszikus neurotranszmitter valasz kovetkeztében is
plasztikus és flexibilis [15-18]. Ugyanakkor talan még fontosabb vonatkozas, hogy az egyes
rendszerek kozotti integracid, azok harmonizacidja is gyakran peptiderg ,,huzalozdson” keresztiil
valosul meg [10, 19, 20]. Mivel egyes népbetegségek (alvaszavarok, depresszid, szorongas,
poszttraumas stressz betegség) esetében pont ezen Osszehangolds bomlik meg [1, 7, 21], ezért a
peptiderg rendszerek vizsgalata manapsag kiilonosen aktudlis. Rdadasul vizsgalatuk révén
remény van szelektiv, mégis atfogbdan kurativ hatas elérésére [1, 7]. Mind hazai kutatasaim soran
Telegdy Gyula Professzor Urral egyiittmiikodve, mind kiilfoldi munkaimban, elsésorban a
Nobel-dijas Andrew Viktor Schally laboratériumaban médom 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 tisztazasaban [22].

A peptiderg rendszerek modulacios hatasa szamos utvonalon érvényesiil, melyek koziil a
legfontosabbak a neuronok egyedi valaszkészségének (intracellularis milid, szinaptikus
plaszticitas, receptor kifejezddés [23-25]), a citoarchitektiiranak (dendrit tiiske mintdzat, axonalis
transzport, és projekciok [26]) valamint a (KIR)-i sejt proliferacionak €s migracionak a
szabalyozasa [27, 28]. Ezen jelenségek koziil, kiemelkedd jelentéségli az intracellularis
kompartment ion szintjének, foszforilaltsaganak finomhangolasa, ami elsdsorban a klasszikus
transzmitter elvalasztds mellett parhuzamosan zajlo koszekrécid [1, 14] révén valosul meg, de
lehet tipikus szinaptikus hatés is [1, 29]. Ezek a Iépések csupan korlatozott szdmu receptor tipust
vehetnek igénybe (kiilondsen peptidek esetén), és véges szamu, bar egyedi kinetikaja, szignal
transzdukcios kaszkadot aktivalhatnak. De a sejtre jellemzd egyedi receptor mintazat révén a
jelatvivok idében ¢€s térben eltérd, immar specifikus interakcidjat eredményezik, gyakorlatilag
katekolaminerg hatas, vagy egy cGMP fiiggd nitrogén-monoxid hatds markéansan eltérd lehet egy
elvileg azonos jelatvitelii pituitary adenilate cyclase activating peptide (PACAP) vagy
natriuretikus peptid (NP) hatastol. Ennek megfeleléen egy olyan ubikviter peptid, mint pl. a
PACAP hatasa is zavarba ejtéen sokrétli lehet [30-33]. Ugyanakkor viszonylag 1j vonatkozas,

hogy elsésorban a periventrikularis és subventrikuldris régioban a trofikus hatast neuropeptidek
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nemcsak glia, hanem a neuron proliferacioban is szerepet jatszanak [27, 34-37]. Az itt
elhelyezked6 neuroektodermalis dssejtek szaporodasat nemcsak a specialis ndvekedési faktorok
(agy1 eredetli novekedési faktor, brain derived neurotrophic factor (BDNF), idegi novekedési
faktor, neural growth factor (NGF), fibroblaszt novekedési faktot fibroblast growth factor
(FGF), vérlemezke eredetii novekedési faktor, platelet derived growth factor (PDGF)) hanem az
eddig elsésorban modulatorként ismert peptidek (gonadotropin hormone serkentd hormon,
gonadotropin hormone releasing hormone (GnRH), ndvekedési hormon serkenté hormon,
growth hormone releasing hormone (GHRH)) is befolyasoljak. De természetesen nemcsak a
szaporodasra, hanem a migréciora és nyulvanyképzésre is alapvetd hatassal birnak [27, 35, 37].

Jelent6s farmakodinamikai sajatossdga a neuropeptideknek, hogy nemcsak receptoraik,
de értelemszertien ligandjaik is posztranszkripcios és posztranszlacios szabalyozas alatt allnak.
Ellentétben tehat a klasszikus neurotranszmitterekkel az interakcidk szama a ligandok oldalérél
is akar egy nagysagrenddel boviilhet [1, 14, 29]. Ezért a receptorok és ligandok kifejezddése a
leheté legvaltozatosabb agonista (szuper-, teljes, parcialis €s inverz) €s antagonista (kevert,
kompetitiv és non-kompetitiv) kdlcsonhatasok kialakuldsat eredményezheti [1]. Fontos tovabbi
tényez0, hogy moldrisan igen kis koncentrdcidoban hatnak és farmakokinetikailag a klasszikus
endogén neurotranszmitterekhez képest hosszabb féléletidovel birnak [1].

A KIR-ben kifejez6dé peptidek neuroendokrin integracioban betoltdtt szerepe talan a
legrégebben ismert és egyik legfontosabb vonatkozas. Ilyen értelemben véve szamos peptiderg
rendszer, hatasat a likvoron keresztiil — részben endokrin modon - kifejtve, komplex egységként
viselkedik. Az intézetiinkben folyd kisérletek hosszi ideje a magasabb rendii idegrendszeri
folyamatok (viselkedés: tanulds, stressz, szorongds) komplex (a kisérd alacsonyabb rendii
idegrendszeri ¢és endokrin funkciok) vizsgalatat, mint az egyed alkalmazkodasdnak kdzponti
jelenségét, célozzak. E folyamatokban pedig kulcsszerepet jatszik a neuropeptidek fent vazolt
plasztikus, at- és Osszehangold hatdsa. Kisérleteinkben a tudomany szdmara uj, de kifejezett
kéregalatti aktivitassal bird neuropeptidek adaptacios folyamatokra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
¢s ezzel parhuzamosan probaltuk feltarni a szubkortikalis és kortikalis jelenségek neuroendokrin
Osszehangolasanak mikéntjét. Jelen értekezés csupan a legfontosabb eredmények targyaldsara
szoritkozik. Ezek az orexinek [20, 38-41] az RFamidok [42-44], a neuromedinek [10, 45, 46], a
GHRH [28, 47-49], az apelin [15-17] és a ghrelin [18, 50, 51] élettani-korélettani hatdsanak
leirasahoz jarultak hozza. A dolgozat elsdsorban a stressz valasz [5, 9, 10, 17, 18, 39, 40, 42, 43,
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47], a szorongas [10, 17, 43], és a tanulési jelenségek [11, 15, 16, 41, 52, 53] tobbszintli
targyalasa, ¢és kiilon fejezet foglalja 0Ossze a vizsgadlt neurohormonok idegrendszeri
sejtproliferaciora, neuroprotekciora, gyakorolt hatasat [28, 48]. Ugyanakkor a vegetativ
idegrendszerrel, autonom [20, 32, 54, 55] és onkologiai folyamatokkal [36, 56, 57], illetve a
peptid opiatokkal [58-64] kapcsolatos eredményeink a részletes kifejtés mellézésével, a szakmai

kontextus fliggvényében keriilnek megemlitésre.

Célkitiizések:
Még a PhD fokozat megszerzése soran elsdsorban a hipotalamusz-agyfiiggelékmirigy-

mellékvesekéreg (HAM) tengely stimulus fliggd peptiderg szabalyozéasat vizsgaltuk. Ezekben a
natriuretikus peptidekkel folytatott kisérleteinkben egyértelmiien tiikkr6z6dott, hogy a kiilonb6zo
neuropeptidek (agyi eredetli natriuretikus peptid, brain natriuretic peptide, BNP; C-tipust
natriuretikus peptid, C-type natriuretic peptide, CNP) a kiilonbozd stressz ingerek kivaltotta

1. Ezért ezt kovetd elso kisérlet sorozatunkban egy akkoriban felfedezett pregnans autoném
hatasokkal bir6 peptidcsalad az orexinek/hipokretinek [65], mint vélelmezett stressz mediatorok,
HMA tengelyre ¢€s viselkedésre gyakorolt hatasat probaltuk feltdrni. Ezt a kisérleti egységet az
orexinek autondm hatdsainak és a szintén étvagyfokozd ghrelin [66] endokrin és viselkedési
szerepének vizsgalataval zartuk.

2. A fenti, homeosztatikus peptidekkel kapott eredményeken felbuzdulva dontdttiink a
cirkadian szabalyozéasban szerepet jatszo neuromedinek [67-69] és RFamidok [70-73] endokrin,
vielkedési ¢és hdszabalyozasi hatdsainak feltdrasa mellett. Ezekben a kisérletekben a viselkedést
¢s autondm rendszert monitorizald vizsgalatok (mikrodializis, telemetria) és in vitro
(szuperfuzio) alkalmazasat is célul tiztik ki.

3. Az intézetiinkben folyod tanulasi kisérletek ¢€s alkalmazott viselkedési (szorongas,
depresszio) modellek pozitiv eredményeire tdmaszkodva érdeklddésiink a neurodegenerativ
folyamatok peptid modulatorokkal torténd potencialis befolydsolasa felé fordult. Ehhez
jeloltjeink a kooperacids partneriink altal biztositott trofikus hipotalamikus hormon (GHRH és
GnRH) analogok [22, 74-76] é€s a sejtregeneracioban bizonyitott szerepli apelin [77, 78] lettek. A

munka oroszlanrészét a Nobel-dijas Andrew Viktor Schally laboratdriumaiban végeztem el, ahol

10
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a legkorszerlibb in vivo (szamitogépesitett viselkedési monitorok, transzgénikus allattdrzsek) és
in vitro (genomikai és proteomikai) médszerek alltak rendelkezésemre. Igy az apelin endokrin,
viselkedési, autonom, kognitiv valamint szorongasra és hangulati életre gyakorolt hatasa mellett
kisérleteink f6 csapasiranya a hipotalamikus serkentd hormonok dementia modellekben

(Alzheimer-betegség) torténd vizsgalata lett.

11
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Anyagok és Modszerek

Felhasznalt allatok és miitéti beavatkozasok
A viselkedési kisérletek soran hasznalt patkanyok tartdsa ¢és kezelése esetén a magyar

allatkisérletes bizottsag Szegedi Tudoméanyegyetemen alkalmazott iranyelvei voltak mérvadoak.
Him Wistar patkdnyokat hasznaltunk, melyek sulya érkezéskor 150-200 g koriil mozgott. A
patkanyokat ketreceikben tartottuk 20 °C-os alland6 hdémérsékleten, stabil megvilagitasi
szisztéma szerint, mely 12 ora vildgos és 12 ora sotét periodust foglalt magéban (a vilagitas
reggel 6 oOrakor kapcsolt be). Kereskedelmi forgalomban elérhetd patkénytip és csapviz
korlatozas nélkiil hozzéaférhetd volt az 4allatok szamara. Az 4allatok szdmara egy hét
alkalmazkodasi id6t biztositottunk a miitéti beavatkozas elétt. A nem specifikus stressz hatasok
mérséklése érdekében az allatokat kézhez szoktattuk. Az intracerebroventrikularis (icv.) peptid
kezelés érdekében a patkdnyokba rozsdamentes mintegy 10 mm hossza steril injekcios tiibol
késziilt kaniilt iltettiink. A beiiltetés Nembutal (35 mg/kg ip.) altatasban tortént. A kaniil a jobb
oldalkamrat célozta a kovetkezd sztereotaxias koordindtaknak megfeleléen: A bregmatol
hatrafelé¢ 0,2 mm-re 1,7 mm-re oldalirdnyban ¢és a kemény agyhartyatol szamitottan 3,6 mm
mélyen Pellegrino atlaszdnak Gtmutatasai szerint (1. abra). A kaniiloket a koponyahoz fogaszati
cementtel ¢és akrilattal rogzitettiik. A patkdnyokat 5 nap labadozési id6 utdn hasznaltuk fel.

Az Alzheimer kisérletekben hasznalt

génmodositott egereket (5XFAD torzs) a
Jackson Laboratories (Bal Harbor, ME, USA)

szereztik be. Az éllatokat steril
ketrecekben allandé testhdmérsékleten
12 ¢6ra vilagos - 12 oOra sotét
megvilagitasi rendszernek megfeleléen
1. abra: az intracerebroventrikularis anyagbeadas tartottuk. Az egerek igény szerint juthattak hozza
autoklavozott kereskedelmi forgalomban kaphato

taphoz ¢és csapvizhez. Mindkét nemet felhasznaltuk a kisérletek soran ¢és az allatokat
randomizéltan kezelési csoportokba osztottuk a Microsoft Excel (Microsoft Corp. Redmont,

WA) véletlenszam generdtoranak segitségével. A kisérlet végén az dallatokat pentobarbital

anesztéziaval eutanazianak vetettiik ald. A tetemeket dekapitaltuk, majd mindkét hippokampuszt

12
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eltavolitottuk. A mintékat 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.

Felhasznalt anyagok
A Kkisérletek sordn haszndlt vegyszerek tobbsége kereskedelmi forgalomban kaphatd kizardlag

tudomanyos célra hasznalatos vegyiilet. Néhany peptid esetében kooperacids partnereink szives
kozremitkddésének koszonhetden jutottunk hozza a szintetizalt vegyiilethez.

A GHRH antagonista MIA-690 Prof. Dr. Andrew Viktor Schally laboratériumaban keriilt
szintetizalasra szilard fazisa modszerrel és high precision liquid cromatography (HPLC)
segitségével a korabban leirtaknak megfeleléen keriilt tovabbi tisztitdsra [79]. A MIA-690
szerkezete a kovetkezo: [(PhAc-Ada)O-Tyrl, D-Argz, Cpa6, Alag, Har’, Fpas’lo, His'', Ornlz,
Abu’’, His®, Om?', Nle?’, D-Argzg, Har29] hGHRH(;.,9)NH,]. A genetikai kddban nem szerepld
aminosavak, 1ill. acil-csoportok roviditései a kovetkezOk: Abu: a-aminovajsav; Ada: 12-
aminododekanoil; Cpa: paraklorfenilalanin; D-Arg: D-arginin; Har: homoarginin; hGHRH:

2. abra: Az EKG elektrédas E-mitter beiiltetése ~ human GHRH; Nle: norleucin; Omn: ornitin; PhAc:
& fenilacetil. Kezelés céljabol a peptideket 0,01 DMSO
\ ¢és 10% propilénglikol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

~._ Az Einthoven
) haromszog

elegyében oldottuk. Az in vitro kisérletek sordn a

peptideket 0,1% DMSO-ban oldottuk, majd tovabb

higitottuk az inkubaciés médiumban.

“J

Jelado beiiltetés
A Dbels6 radivado (E-Mitter) beiiltetése céljabol a patkanyokat

3

Nembutallal 35 mg/kg ip. elaltattuk, majd 2 cm hosszi

kozépvonali has {ri bemetszést ejtettiik a /inea alba mentén

/

i (2. abra). Az E-Mittert a haslirben nyiliranynak megfeleléen
\ N —~ a nagy artéridk és vénak elé, de az emésztd szervek mogé
7\ S0 ltettik be. A jelads EKG elekiroddit a bér alatti

/  kotészovetben vezettiik el trokar segitségével, majd ugy

rogzitettiikk a negativ polust a musculus pectoralis superficialis—hoz, a pozitiv poélust pedig a
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musculus cutaneus trunci-hoz, hogy a jeladdval egyiitt hozzavetdlegesen egy Einthoven
haromszoget formdzzanak. A hastirben felszivodo varratot hasznaltunk, mig a bort rozsdamentes

acéldrottal zartuk.

3. abra: a mikrodializis rendszer

—_ —D

frakciégyﬁjtb?%

Microdializis
A HAM tengely legmagasabb

pumpa + fecskenddé

szintjének  vizsgalatara  korabbi

| kozleményeinknek [80] megfeleléen
®e

szinapszis

mikrodializist hasznaltunk a

kovetkez6 modositasokkal: A

kisérletek eldtt egy héttel a patkanyok

I dializis membran

jobb oldalkamrajaban kaniilt iiltettiink

LT be. A mikrodializis szonda

ugyanakkor a bal paraventrikularis

SEvkam s nukleuszba (PVN) keriilt a kovetkezo

sztereotaxids paramétereknek
megfeleléen: 1,5 mm-re farok
iranyban ¢és 0,5 mm-re oldalirdnyban a
bregmatdl 7,5 mm mélyen az agy
felszinétdl [81]. A beiiltetés Nembutal
(35 mg/kg ip.) altatasban tortént és
szondat folyamatosan mostuk 4t
modositott Ringer oldattal (6sszetétel:
140 mM NaCl, 3,0 mM KCl, 1,2 mM
Na,HPOy4, 1,0 mM MgCl,, 7,2 mM gliikéz, 1,2 mM CaCl,, pH=6,8-7,2). Az aramlast CMA 100

mikroinjekciés pumpa (CMA Microdialysis AB) biztositotta 4 pl/perc sebességgel. Két oras
kiegyenlitédési 1d6 utan a neuropeptid-SF (NPSF) korabbi kisérletek soran leghatékonyabbnak
térfogatban az oldalkamraba. Ezutdn mikrodializis mintdkat gy(jtottink a PVN-be iiltetett
szondan at, 30 percen keresztil mintegy 120 pl Ossztérfogatban. A CRH koncentracid

meghatarozéasara 50 pl-es mintakat hasznaltunk duplikatumban (3. abra).
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Sejtkulturak
A HCN-2 sejtkultarak eldkészitése az irodalmi eldirdsoknak [82] megfelelden, csupan csekély

modositasok igénybevételével tortént. Roviden: a HCN-2 sejteket (American type culture
collection, Manassas, Virginia, USA) Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM)
segitségével  szuszpendaltuk, amit  10%-os  magzati  borjusavoval és  1%-o0s
penicillin/sztreptomicin keverékoldattal egészitettiink ki. A kultardkat 37 °C-on 5% CO»-ot
tartalmazd atmoszférikus levegében 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’ siiriiségben. A
rakovetkezd naptdl kezdddden egy hétig a HCN-2 sejtek differencidlodasat friss médium
hozzdadasaval serkentettiik, ami 25 ng/ul NGF-t, 0,5 mM dibutiril cAMP-t és 0,1 mM izobutil
metilxantint is tartalmazott. Minden 0sszetevé a Sigma-Aldrich gyartotol (St. Louis, MO, USA)

szarmazott.

Kezelési formak
Az in vivo viselkedési €s hormondlis vizsgalatoknal vagy akut, vagy kronikus (6 honapig,

naponta sc.) anyagbeadéasokat hasznaltunk. /n vitro szintén akut kezeléseket hasznaltunk néhany
sejtkultira kivételével, amelyek néhany napon keresztiil voltak kitéve peptid hatasnak.

Dozis-hatas gorbék megallapitisa: Ezen kisérletek soran kiilonb6z6é anyagbeviteli
torekedtiink.

Kombinalt kezelések: Ezekben az esetekben a kordbbi kisérletek soran leghatasosabbnak
bizonyult peptid koncentracidt valasztva kombinalt kezeléseket hajtottunk végre interakciok
felderitésére. Ezek egy részében antagonistakkal vagy a peptid ellen termelt antiszérummal
probaltuk kivédeni a neuropeptid hatdsat. Mas esetekben pedig szinergisztikus kdlcsonhatdsokat
probaltunk felderiteni. Antagonistak esetében mindig térekedtlink olyan dozisok alkalmazasara,
amelyek Onmagukban az adott élettani paramétert nem valtoztatjdk meg, mig toxikus

vegyiileteknél a maximalis toleralhaté doézisok voltak az alkalmazott cstics-koncentraciok.
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In vivo Kisérletek

Telemetria
A peptideket a patkanyoknak

intracerebroventrikularisan (icv.)
adagoltuk 8:20 ¢és 8:30 kozott,
ezek utdn a spontdn motoros
aktivitas, a szivfrekvencia és a
maghdmérséklet folyamatos
regisztralasara keriilt sor. A
rendszer az E-Mitter (Minimitter,
USA) beiiltetett radidtelemetrias
eszkdz révén képes ezen adatok
rogzitésére. A telemetrids

kapszula energiaellatasat a ketrec

alatt elhelyezkedd talca
elektroméagneses mezdjébdl nyeri és a
nyert informaciodkat is a talcdnak tovabbitja
(4. abra). A hémérsékletet a transzmitter
kozvetleniil méri, a szivfrekvenciat az
4. abra: a telemetrias rendszer felépitése  EKG regisztratum alapjan kalkulalja,

mig a mozgasaktivitds a talcaban
elhelyezked6 elektromos racshald rendszerrel torténd keresztezddések betitésszamanak
fliggvénye. Az adatok kinyerése, és transzformacioja a Vital View adatfeldolgozd program

(Minimitter, USA) segitségével torténik (S. abra).
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Heart Signal Monitos

5. abra: a VitalView program felhasznaléi feltlete

wer: P~ Heart Signal [«[ T [ P 1
T..H,,.gw.mm [Heart signal data from ER-4000 1D 1
oood contact is indicated by & stiong. signal pesk lhas been stopped.
with an smphtude of 1.5 to 2 vedtical grid divisions sbove the signal baseine. ‘
Options: Scroll. Print. Continue. Exat.
\
Dala Load & Analysis e
File Analysis 06/14/99  09:53:22 0ff-line [
“REAL DATA GROUP hr-0371 Deg. C + REAL DATA GROUP he-0371 Cnts
37.00 967 amps. 967
Interval 00:01:00 Irnrvd 00:01:00
Min. NaN Min.0.00
Max NaN Max 17.00
Mean NaN Mean2.08
Std Dev. NaN Std Dev. 365
Scale1.00 Scale1.00
foscsg.g:] Offset 0.00
24,00~ X Log1 0.00-1 | Log 100FF
16:30:42 08:36:42 16:30:42 08:36:42
09/30/38 10/01/38 09/30/38 10/01/98
%JREAL DATA GROUP hi-0371 BPM + REAL DATA GROUP hi-0371 Tumns
00~ # Samps. 967 20.00- # Samps. 967
Interval 00:01:00 Interval 00:01:00
Min. NaN Min. 0.00
Max NaN Max. 19.00
MeanNaN Mean0.35
Std Dev. NaN Std. Dev.1.52
Scale1.00 Scale1.00
Offset0.00 Offset 0.00
00- ! Log 100FF 0.00- . Log 100FF
16:30:42 08:36:42 16:30:42 03:36:42
09/30/98 10/01/98 09/30/98 10/01/98
Analysis File: 980930.L0G =
e e o | Four Plot Overlay || Four Plot Stack | [ Print Window |

.,

ELEHGLED mosakodas

—~r —

leiilés

fej felemelés

‘L\ﬁ

pupozas fej leszegés

g

fiirkészés
nyujtézkodas, lordozis) és a defekaciok szama (6. abra)
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Nyilt tér (Open-field: OF) teszt
A tesztet az irodalmi leirdsoknak

megfelelden [83] hajtottuk végre. A
kisérleteknél, amelyek 8
kezdoédtek, az

orakor
egyedileg  leirt
anyagbeadasi protokollok utan 30
perccel, az allatokat kiemeltik a

ketreciikbol és négyzet

cgy
alapteriileti fehérre festett fa dobozba
helyeztik. A nyilt tér teszt doboz
alapteriilete 36 db (6x6) 10 cm

oldalhosszisagn  négyzetet  foglal
magaba. A standard megvilagitast egy
60 Wattos izz6 biztositotta mintegy 80
vizszintes

cm  tavolsagbdol. A

lokomotoros aktivitast a keresztezett

négyzetek szadma tiikkrozi
egy S perces teszt soran.
A vertikalis lokomotoros

aktivitds jellemzésére az

agaskodasok szolgaltak.
Kiilon kerultek
szamolasra a nem

szigorlan mozgasi céllal
végrehajtott  (sztereotip)

aktivitasok (mosakodas,
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Megemelt keresztpallo teszt (Elevated plus maze, EPM)
A tesztet az eredeti leirasoknak megfelelden [84], csupan csekély mddositassal, vizualis kontroll

mellett végeztiik. A fabol acsolt kisérleti rendszer kereszt alaku és 50 cm-rel a padlo felett
helyezkedik el. Az 50x10 cm nagysagu zart karokat 20 cm-es oldalfalak hataroljak. A
ragesalokban a nyitott karok fokozzak a veszélyérzetet, mig az iiregre 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 utan a patkdnyokat a palld
10x10 cm-es kozponti teriiletére helyeztiik tigy, hogy arccal a nyitott karok felé legyenek (7.
abra). Az allatok viselkedését a labirintustol 1 m-re helyezkedd megtigyeld rogzitette 5 percen
keresztiil. A kovetkezd értékek keriiltek felvételre: 1: nyitott karokba torténd belépések szama
(illetve a nyitott karokba torténd belépések/teljes belépésszam). 2: a nyitott karokban toltott id6
(illetve a nyitott karokban eltoltott id6/a teljes karokban eltoltott id6). 3: altalanos aktivitas (teljes

belépésszam).

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

Az MWM Kkisérletekben 41

génmodositott kb. 3 honapos egér
kertilt felhasznalasra. Az allatokat
randomizaltan 4 csoportba
osztottuk ¢és minden nap 6

honapon keresztiil kezeltik a

7. abra: a megemelt keresztpall6 teszt

kovetkez6 sc. injekciokkal. 1
csoport (kontroll): vivé anyag. 2, csoport: MIA-690 (2 ng). 3, csoport: MIA-690 (5 ug). 4,
csoport: MIA-690 (10 pg). A rendszer kozponti eleme egy kerek fehérre festett acélkad, ami 200
cm atmérdjli és 40 cm magassagu. A kadat 22 + 1 °C-os, 30 cm mély vizzel toltottiik fel, majd
atlatszatlanna tettiikk az allatokra nem mérgezé fehér temperafestékkel (Crayola Easton, PA,
USA), igy az amugy fekete szOrzetti allatokat a video rendszer kdvetni tudta. A kisérleteket az
irodalmi leirdsoknak [85-87] megfelelden hajtottuk végre (8. abra). Roviden Osszefoglalva: a

kad 4 virtualis korcikkelyre oszlott, amelyeket a keriileten elhelyezkedd elengedési pontok
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8. abra;: MWM labor

9. abra: a Morris water maze felépitése
3

szerint osztottunk fel (9/A 4bra). Az elengedési
pontokat a 4 vilagtajnak megfeleldoen dél (D), nyugat
(Ny), észak (E), kelet (K) neveztiik el. A célemelvény,
mely kor alaka volt és 10 cm atmérdji 1,5 cm-rel a viz
felszine alatt helyezkedett el az adott kvadrans kozepén
(30 cm tavolsagra a medence szEélétol). A platform
poziciokat a rogzité software (Watermaze Software,
Colombus Instruments, OH) nevezéktananak
megfelelden adtuk meg. Ezek értelemszeriien szintén
kovették a szélrozsa iranyait. 1 északnyugat (ENy), 2
délnyugat (DNy), 3 délkelet (DK), 4 északkelet (EK).
Minden tanulasi tesztben az egereket egy-egy szemi
random modon kijeldlt elengedési pontbdl bocsatottuk
utjukra. Az allatok szabadon uszhattak és amint elérték
az emelvényt 15 mp keresztiil maradhattak a helyiikon.
Ha az éllat 60 sec-on beliil nem érte el a platformot,
akkor a  kisérletetd
gyengéden az
emelvényhez terelte ¢és
az allat az eldbbieknek
megfeleléen 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
papirtoriilkozével a
tesztek kozott
megszaritottuk. Minden

allatot mind a négy
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elengedési pont segitségével teszteltiink egy adott tanuldsi napon. Az els6é két megfigyelési
tesztnapon az emelvény lathatd volt és ekkor zartuk ki a kisérletbdl a nem kooperalo allatokat.
Elséként az irodalmi adatoknak megfeleléen megallapitottuk allataink tanulds képességét (10.
abra).

10. abra: egy egér altal megtett utak 5 tanulasi és egy préba nap soran a Morris féle vizi labirintusban

lll. nap

V. nap Ellenérzés

Mivel az 5. tanuldsi nap nem eredményezett érdemleges valtozast a 4.-hez mérten, a
tovabbiakban, a tényleges kisérletek soran egy teljes havi felmérés 5 egymast kdvetd napbdl allt.
Ezek soran az egereket 4 tanulasi tesztbdl allo egységnek vetettiik ala. Ezen fazisban az
emelvény megmaradt ugyanabban a kvadransban. A tanuldst kovetd ugynevezett proba (5.)
napon az emelvényt eltavolitottuk s az egereket 60 mp-en keresztiil teszteltiik, arra vonatkozoan
hogyan probaljak lokalizalni a hidnyzé platformot (10. abra). A probafazisban igy a platform
elérése nem zarta le automatikusan a tesztet (nem volt ,,cut-off”’), minden éllat ugyanannyi ideig
volt vizsgalhato. Az allatok kovetésére és aktivitdsuk szamszerlsitésére video nyomkovetd
rendszert hasznaltunk (Videomax-One Hardware, Watermaze Software, Colombus, OH). A

kisérletek soran az apparatus, annak helyzete és a kornyezet tajékozodasra alkalmas objektumai
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valtozatlanok maradtak a teljes félév sordn (8. abra). A rogzitett kisérleti paraméterek a
kovetkezOk voltak: késleltetés (latencia, vagyis a platform elérési ideje), uthossz, kumulativ
tavolsag (CD, cumulative distance) (9/B. abra), atlagos kozelség (PA, proximity average),
platform keresztezések (PC, platform crossings), a platform kvadransba torténd belépések szama
(EPQ, entries to platform quadrandts), a platform kvadransban megtett Gthossz (PPQ, path
length in platform quadrandts), a platform kvadransban eltoltott id6 (TPQ, time spent in platform
quadrant). A CD (9/B. abra) az idealis (linearis) legrévidebb utvonaltél masodpercenként mért
eltérések Osszege, mig a PA a CD 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 rogzitettilk, amihez az allatok talélésének
regisztralasa tarsult. Az egyes honapok k6zott maguk a probanapok is segitették a tanulasi fazis
emlékanyaganak torlését (extinkcid, kioltds). A kovetkezd honap tanulédsi fazisahoz pedig az
emelvényt szemi random modon, mésik kvadransba helyeztiik (1. tablazat). A kisérletek végén

az allatokat eutanazianak

1. tablazat: A Morris water maze szemirandom tanulasi tervezete qtattiik ala cervikalis
Véletlenszertiien kijeldlt tanulasi és ellenérzési elengedési pontok
S: dél (south), W: nyugat (west), N: észak (north), E: kelet (east) diszlokacid ¢és dekapitéci(')

Menet 1 2 3 4 révén. Az allatok agyat
Teszt nap (4 ,

eltavolitottuk, és vagy a

1 S W N E
komplett féltekéket vagy az

2 E S N W
izolalt hippokampuszokat
3 W N 5 E folyékony nitrogénben azonnal
4 N S E W rogzitettilkk, majd -80 °C-on
5 S N E W taroltuk  genomikai  vagy
Ellendrzés £ N S W proteomikai kisérletek céljara.

Az amiloid-B.4, és t-fehérje

kimutatasara egér specifikus ELISA-t hasznaltunk a gyartd (Invitrogen, Karlsbad, CA) elbirasai

szerint.
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In vitro Kisérletek

A perifuizios rendszer

A kisérleti rendszeriink kialakitdsanal a Saffran és Schally [88] altal kialakitott in vitro rendszert
hasznaltuk kiindulasi alapként. Mintegy 200-250 g tomegl patkanyokat dekapitaltunk,
mellékveséiket eltavolitottuk, majd azokat megtisztitottuk a kérnyezo zsiros toktol. Az atlagosan
12-16 mg nedves sulyt mellékveséket mikrotorziés mérleggel mértiikk meg és jéghideg Krebs
oldatot (113 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgSOs, 25 mM NaHCOs, 11,5 mM gliikéz, 1,2
mM KH,POy4, 2,5 mM CaCl,, Reanal, Budapest, pH=7,4) tartalmaz6 Petri csészébe helyeztiik. A
mellékveséket Mcllwain szdvetszeleteld segitségével 200-300 um vastagra vagtuk ¢és a
mellékvese veldt eltavolitottuk. Minden egyes mellékvese szeleteit egyedi iiveg edénybe
helyeztiik. A kicsiny flaskdk 5 ml Krebs oldatot tartalmaztak, mint inkubaciés médiumot és 38
°C-os vizfiirdében folyamatosan és 6vatosan levegdztettilk a médiumot egyszer hasznalatos ti
(30 G; 0,3x13) illetve 5% CO,-ot és 95 % leveg6t tartalmazd gazelegy segitségével. Mintegy
oranyi preinkubacié utan a médiumot kicseréltiik. A friss médium orexin A-t, orexin-B-t, ACTH-
t vagy csupan vivoanyagot (kontroll) tartalmazott. A szeleteket 30 percig inkubaltuk és ezutan az

inkubacios médium 200 pl-es mintaival kortikoszteron mérést hajtottunk végre.

Szuperfuzios Kisérletek
A patkanyokat dekapitaltuk, az agyakat eltavolitottuk és a sztridtumokat vagy az amigdalakat

kimetszettiik és jéghideg Krebs oldatot (113 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgSQO,, 25 mM
NaHCOs, 11,5 mM gliikkéz, 1,2 mM KH,PO4, 2,5 mM CaCl,, Reanal, Budapest, pH=7,4)
tartalmazo Petri csészébe helyeztiik. Mindkét agyi régiot a Pellegrino atlasz [81] leirdsanak
megfelelden tavolitottuk el sztereo mikroszkop segitségével. Mind az amigdaldkat mind a
sztriatumokat frontélis sikban ejtett metszésekkel (amigdala: 1,5 mm rosztralisan a bregmatol, 2
mm kaudalisan a bregmatodl; sztridtum: 4 mm orrirdanyban a bregmatol, 1 mm rosztralisan a
bregmatodl) izolaltuk a tempordlis lebenyek csticsabol, ill. az egyes féltekékbdl. A magvakat ez
utdn megtisztitottuk az Oket koriilvevd szubkortikdlis fehérallomanytél majd Mcllwain
szovetszeleteld segitségével 200 um vastag szeleteket nyertlink. Ezutan a szeleteket 30 percen
keresztiil inkubaltuk 5 ml Krebs oldatban, mint inkubaciéos médiumban 37 °C-os vizfiirdoben. A
szeleteket allanddan és gyengéden levegdztettiik egyszer hasznalatos tii (30 G; 0,3x13) illetve 5

% CO; és 95 % levegot tartalmazd gazelegy segitségével. A pH-t 7,4-en tartottuk €s a szeleteket
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jeloltik [*H] dopamin (Amersham Pharmacia Biotech, UK) segitségével (0,15 pM [‘H]
I |
kamrak | | \

Bl

stimulator
——

| e |

| 200um

- - "'__. ar ."
termoszté?f ~g 11. abra: a szuperfluziés rendszer

dopamin; specifikus aktivitads: 14 Ci). A szuperfuzios rendszer kozponti része 4 henger alaka
plexi kamrabol (Experimetria Kft. Budapest, Magyarorszag) allott (11. abra). A fels6 részhez a
bemenet, az alsé részhez a kimenet csatlakozik. Mindkettét nylon sziird zéarja le. A két elem
csatlakozédsaval nyert iireg mintegy 100 pl térfogatu, 5 mm atmérdjli, 5 mm magassagu szabalyos
henger. Mind a fels6 mind az alsé fél kamrdhoz arany elektroddk révén ST-02 elektromos
ingerld késziilék (Experimetria Kft, Budapest, Magyarorszag) kapcsolodik. A preinkubacio utan
a jelolt szeletek a szuperfuzidés kamrakba keriiltek és 45 percig mostuk Oket tobbcsatornas
perisztaltikus pumpa (Gilson minipuls 2) segitségével szdveti ekvilibrium létrehozasa és a
felesleges radioaktivitas kimosas céljabol. Egyuttal mind a kamrakbdl mind vezetékrendszerbdl
az Osszes zavard levegdbuborékot eltavolitottuk. Ezutan a kamrakat szuperfundaltuk Krebs
pufferoldattal, 200 pl/perc atfolyasi sebesség mellett, a hdmérsékletet vizfiirdd segitségével 37
°C-on tartva és az elegyet 5 % COs-ot €és 95 % leveg6t tartalmazo gazelegyével levegdztetve. A

szeleteket egy kezdeti, gyors kimosasi szakaszt nem szamitva 30 percen keresztiil
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szuperfundaltuk. Sziikség esetén a médiumhoz a vizsgalt peptidet is hozzdadtuk a kivant
koncentracioban. A szuperfuzatum frakcioit 2 percenként gyujtottiik tobbcsatornas frakcidogylijtd
(Gilson FC 203 B) révén. Két minta szolgélt alapvonalként, majd a 2. és a 4. kamrat
elektromosan ingereltiik. Az 1. és 3. kamra szolgélt referenciaként. Az elektromos sztimulusok
négyszog impulzusokbol alltak (fesziiltség 100 V, pulzushossz 5 msec, frekvencia 10 Hz). A
kisérlet végén a szeleteket teljes egészében oldatba vittikk 200 ul Krebs oldat és ultrahangos
homogenizald (Branson-Sonifier 250) segitségével. A szuperfizids frakciok és a homogenizalt
szovetmintak radioaktivitdsat folyadék szcintillacioés spektrofotométer (7ri-Carb 2100 TR
Packard) segitségével hataroztuk meg a megfeleld szcintillacios folyadék (3 ml Ultima Gold,
Packard) hozzéadasa utan. A frakciondlis kibocsatdst a mintavétel pillanatdban a szdvetben
jelenlévo radioaktivitas szazalékaként adtuk meg, vagyis az adott minta radioaktivitdsa osztva a
hatralévé mintdk radioaktivitdsainak ¢s végiill a homogenizalt szdvetmintdban marado

maradvany radioaktivitasnak az dsszegeként.

Sejtszam és sejttérfogat meghatarozas
A sejtszamot Z™ sorozatba tartozéd sejtszamlalo (Beckman Coulter Inc. Indianapolis, IN)

segitségével hataroztuk meg. A sejttérfogat becslésére az intracellularis viztérfogatot hasznaltuk
fel Kletzien moddszere [89] szerint, Bender és Norenberg [90] moddositdsainak megfelelden.
Roviden: 1 mM 3-O-metilgliikozt (3-OMG) ¢és 0,5 pCi/L [*H]-3-OMG-t adtunk a
sejtkultirakhoz 6 oOrdval a térfogat meghatdrozas elétt. Az inkubdcid végeztével a
kultirmédiumot eltavolitottuk és megfeleld részhanyadbol radioaktivitast hatdroztunk meg.
Ezutan a sejteket gyorsan hatszor jéghideg pufferrel mostuk, ami 229 mM szukrézt, 1 mM
trisnitratot, 0,5 mM Ca(NO;),-t és 0,1 mM floretint tartalmazott pH 7,4 mellett. A sejteket ezutan
kinyertiik és feltartuk 0,5 ml 1 N NaOH segitségével. A sejt extraktumok radioaktivitisat a
médiumhoz hasonléan meghataroztuk és a sejt extraktumbodl fehérje meghatarozast végeztiink
Biorad Dbikinkonsav teszt segitségével. Az ¢értékeket a fehérjekoncentracio segitségével

normalizaltuk és a sejttérfogatot ul/mg formajaban fejeztiik ki.

A sejtek életképességének és szaporodasanak meghatarozasa
Ezen kisérletek soran a GHRH antagonista MIA-690 hatdsat vizsgaltuk a human amyloid-P;.4;

altal okozott citotoxicitasra. A human amyloid-B;.4; (Biotech Llc. San Diego, CA) torzsoldatot 10
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mM dimetilszulfoxiddal (DMSO) 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  borjusavot adtunk. A sejtek  életképességét  3-(4,5-Dimethiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélium-bromid (MTT) teszt (Cell Titer 96® Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay, Promega, Madison, WI) segitségével hataroztuk meg [91] a gyartd leirdsanak
megfelelden. Roviden 6sszefoglalva, altalaban 10* sejtet szélesztettink kutacskanként 100 pl
médium felhasznalasaval a 96 kutacskas teszt lemezre. Az inkubacio 24 oraig tartott 37 °C-on.
Ezutdn a tenyészmédiumot borjisavo-mentes médiummal helyettesitettiik (éheztetés). Ujabb 24
ora elteltével a sejtek komplett médiumban megkaptak a tervezett kezelést. 48 ora inkubacid utan
a sejt proliferacio mértékét MTT teszt és Viktor3 fotométer (Perkin Elmer, Waltheim, MD)
hataroztuk meg. A sejtek életképességének €és apoptozisdnak meghatdrozéasa frissen szélesztett
mintakbol (10* sejt/kutacska 100 pul médiumban, 96 kutas mikrolemez) ApoLive-Glo™ Multiplex
Essay (Promega Adison, WI) segitségével tortént a gyarté leirdsanak megfelelden 24 oras

inkubaciot kovetden. ElOszor viabilitdsi reagenst adtunk a mintdhoz ¢és fluoreszcenciat
hataroztunk meg Viktor3 fotométer segitségével, utana Caspase—Glo® 3/7 apoptozis reagenst

adtunk a mintdhoz €és lumineszcenciat hataroztunk meg Viktor3 fotométerrel.

Szabadgyok meghatarozas
Szabadgy6k meghatarozasra aminofenil-fluoreszcein (APF) tesztet (/nvitrogen, Karlsbad, CA)

hasznaltunk a gyarto utasitasainak megfelelden a kezelést kovetden fél oraval.

Immunhisztokémia (IHC)
Formalin fixalt, parafinba d4gyazott, sebészileg eltdvolitott szovetmintdkat hasznaltunk

immunhisztokémiai (IHC) célokra. Kontrollként 3 pm vastagsagu hematoxilinnal és eozinnal
festett parafin metszeteket hasznaltunk. A szomszédos metszetek sorat immunperoxidazzal
festettiik a korabbi irodalmi [92] leirdsunknak megfelelden. Kisérleteink soran amiloid-f;.4;
elleni antitestet hasznaltunk (4bcam). Végil a metszeteket hematoxilin-eozin festésnek is
alavetettiik. Az amiloid-f;.4o—re pozitivan festddd sejtek szdmat 3 véletlenszeriien kivalasztott

latotérben hataroztuk meg 200 X-os nagyitas mellett.
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Western blot kisérletek

A szovetmintakbol a fehérjéket a nukleinsavakkal egyiitt Macherey-Nagel NucleoSpin kit
Technologies Inc., Wilmington, DE) segitségével hataroztuk meg. A mintdkbol azonos
fehérjemennyiségeket oldottunk fel minta felviteli pufferben. A mintdkat harom percig forraltuk,
majd elvalasztast végeztiink 12 % natrium-dodecil-szulfat (SDS) poliakrilamidot tartalmazo gél
elektroforézise révén. A fehérjéket nitrocelluloz membranra vittiik at és 50-50 % tris-pufferolt
fiziologias s6 (TBS: 20 mM tris-HCL, 150 mM NaCl, pH 7,5) - Odyssey blokkolé puffer
segitségével egy oran keresztiil inkubaltuk szobahdémérsékleten. Ezek utan 4 °C-on az ¢éjszaka
folyaman a mintédkat az elsddleges antitestekkel jeloltiik. Masnap a membranokat egy oran
keresztiil inkubaltuk a megfeleld Infrared IRDye® jelolovel ellatott antitestekkel (LI-Cor
Biosciences NE) 1:10 ezres higitasban. A festddést Odyssey Infrared Imaging System (LI-Cor
Biosciences NE) segitségével jelenitettiik meg. A fehérje savokat V 3.0 software (LI-Cor
Biosciences NE) segitségével szamszerusitettiik és a minta dupli- vagy triplikdtumok integralt

fényelnyelési értékének (integrated density value, IDV) atlagat szamoltuk.

ELISA
Bizonyos fehérjéknek a sejt- ¢és szovetkultura feliiluszoban torténd szamszerlsitett

meghatarozasara megfeleld ELISA csomagokat hasznaltunk a gyartd leirdsanak megfeleléen. A

leolvasott értékeket a kordbban NanoDrop segitségével meghatarozott fehérje koncentracidokra

crer
crer

crer

csomagok (CosmoBio Company, Ltd., Japan) segitségével hataroztuk meg a gyartd eldirasai

szerint.
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Plazma kortikoszteron koncentracio meghatarozasa
A (HAM) tengely vizsgalatat célzé kisérleteket minden esetben a rendszer nadirjahoz kozel 8 és

10 ora kozott hajtottuk végre. 30 perccel az utolso kezelés utan az allatokat dekapitaltuk, majd 3
ml torzsvért nyertiink heparint tartalmazo6 csdovekben. Kortikoszteron meghatarozasra a Zenker és
Bernstein altal kidolgozott, majd Purves és Sirett [93, 94] altal modositott fluoreszcens modszert
hasznaltuk. Roviden: A torzsvért 10 percig centrifugaltuk 3 ezres fordulatszammal. 200 pl-nyi
plazmamintakat, ill. 200 pl-nyi perifuzios médium frakciokat hasznaltunk fel duplikatumokban a
méréshez. A reagens szolgalt vak mintaként és tovabbi 3 kortikoszteron standardot (125, 250,
500 ng/l) hasznaltunk fel kalibracios gorbe készitésé¢hez. A mintakhoz elészor 5 ml diklormetant
adtunk, majd 30 masodpercig extrahaltuk azok kortikoszteron tartalmat. Tiz perces 3 ezres
fordulatszdmon torténd centrifugaldssal valasztottuk el a vizes fazist. Az alsé mintegy 3 ml-nyi
hidroféb réteghez 4 ml fluoreszcens reagenst, tehat 2,4 térfogategység 96 vv/%-os kénsav és 1
térfogategység 50 v/v%-os vizes etilalkoholos oldat stabil elegyét adtuk. Ezutdn a centrifuga
csoveket 15 masodpercig vortexeltiik majd 3 ezres fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk.
Kétoranyi allas biztositotta a fluoreszcens reakcié maximumanak kifejlodését. A fluoreszcenciat
az alsoé kénsavas rétegbdl Hitachi 204/4 fluoreszcens spektrofotométer segitségével hataroztuk
meg 456 nm-es gerjesztd, 515 nm-es kibocsatasi hulldimhosszon. A kortikoszteron koncentraciot
a standardok révén hataroztuk meg és az in vivo kisérletekben pg/100 ml vagy ng/ml-ben
fejeztik ki. Az in vitro kisérletekben 100 mg mellékvese szdvetre és 1 ora idOtartamra

vonatkoztattunk.

Genomika
Az RNS elvalasztds a reverz transzkripcido és valds idejii polimeraz lancreakcio a korabbi

publikéacidinknak megfeleléen tortént [95]. A teljes RNS mennyiséget egy-egy reprezentativ
feltekébdl NukleoSpin csomag (Macherey-Nagel Inc., Betlehem, PA) segitségével valasztottuk el
a gyartd leirdsa szerint. Csoportonként 5 mintat nyertlink, amelyeket dezoxiribonukledzzal
kezeltiink. A folyamat nyereségét és RNS mintdk tisztasagat spektrofotometridsan hataroztuk
meg 260 nm-en a 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-sé RT First Strand csomag (Qiagen) segitségével. Maga a

visszafelé zajlo atiras Verity 96 kutacskas ciklikus termosztat (Applied Biosystems) segitségével
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tortént. Az egér Alzheimer betegség valds idejli szdmszerlisithetd polimeraz lancreakcio (real-
time quantitative polimerase chain reaction, RT-qPCR) rendszer (PAM 057Z Qiagen) 84 egyedi
gén vizsgalatara alkalmas. A polimeraz lancreakcidkat iQ5 Muliticolor Realtime Detection
Systems (Biorad) késziilékben hajtottuk végre. A génexpresszid adatainak elemzését Excel alapu
PCI Array Data Analysis Template (Qiagen) segitségével végeztik. A génkifejezddés
megvaltozasat AACt modszerrel szamitottuk és 5 stabilan kifejez6dd ,,haztartasi” gén adatait

hasznaltuk normalizacids célokra.

Statisztikai kiértékelés
Koncentracidok 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) programot. A valtozok értékeit, mint atlag +
standard hiba (standard error, (SE)) vagy atlag és Osszesitett standard hiba (pooled standard
error, (PSE)) jelenitettiilk meg az abrakon. Két csoport esetén dsszevetésre Student-féle ¢-tesztet
hasznaltunk. Tobb csoport esetén General Linear Model (GLM) szamitast, variancia analizist
(ANOVA) vagy Kaplan-Meier-téle tulélési analizist hasznaltunk. Csoportonkénti Osszevetésre
egyutas (dozis-hatds gorbék) kétutas (antagonista vizsgalatok) vagy ismételt mérési (repeated
measure) (MWM, szuperfizio, telemetria kisérletek) GLM/ANOVA utan Tukey vagy Fisher-
féle post hoc teszteket, mig a talélési analizis esetén Mantel-Cox tesztet hasznaltunk. A 0,05

valoszinliségi hatarnal kisebb érték mellett fogadtuk el az eltérést statisztikailag jelentOsnek.
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Eredmények és Megbeszélésiik

Ujonnan felfedezett orexigén neuropeptidek endokrin és viselkedési hatasai
valamint interakcidik a klasszikus transzmitterekkel.

Az orexinek/hipokretinek hatasa a hipotalamusz-agyfiiggelékmirigy-

Az ¢hezés a HAM tengely alap funkcidjat és stresszorokra adott valaszkészségét is
megvaltoztatja. A HAM tengely aktivitasa parhuzamot mutat a taplalékfelvételével [96, 97]. Ezt
tikkrozi az inzulin kivaltotta akut hipoglikémia is, ami igen potens, kisérleti munkaban is
kihasznalt aktivaloja a HAM tengelynek [98, 99] Olyan neuropeptidek, mint a CRH ¢és a
Neuropeptid Y (NPY) egyarant fontos szabalyozoi a stressz valasznak és a taplalékfelvételnek
[100, 101].Az ezredfordulot kovetden két uj neuropeptidet, az orexin (hipokretin)-A-t és -B-t,
mint a homeosztatikus és endokrin folyamatok fontos mediatorait azonositottak [65]. Bar k6zos
130 aminosav hosszu prekurzor, pre-pro orexin szdrmazékai, mind szerkezetiikben mind
hatasukban jelentds kiilonbséget mutatnak [65]. Noha ezen peptideket elvalasztd idegsejtek
tobbsége a hipotalamuszban talalhatdé az orexin pozitiv idegvégzdodések siirin behdlozzak a
hipotalamikus €s extrahipotalamikus strukturakat [102, 103]. Mi kisérleteinkben az orexin-A és
orexin-B HAM tengelyre, viselkedésre és autoném regulaciora kifejtett hatésat, valamint ennek
In vivo kisérletek
Az orexin-A dézisfiiggden emelte a kortikoszteron elvalasztast (12. abra). Az orexin-B hasonlo
hatast volt, de azonos koncentracioban joval kevésbé hatékony (12. abra). Ez betudhat6 annak,
hogy az orexin-B eltérd receptor specificitast mutat, masrészt rovidebb a féléletideje [65, 104].
Ezt korabbi tanulmanyok is felvetették, melyekben az orexin-A-nak a taplalékfelvételre
gyakorolt hatasa kifejezettebb €s elhuzoddbb volt, mint az orexin-B altal kivaltott valasz [65,
105]. Mindkét peptid harang alaktl dézis-hatds gorbét produkalt, mely jelenség neuropeptidek
esetében egyaltalan nem szokatlan, hiszen ilyen jellegli az orexin-A és az NPY altal generalt
taplalék felvételi gorbe is [106]. Maga a jelenség a receptor down-reguldacio kovetkezménye
vagy pedig a receptor utani szignal transzdukciés folyamatban fellépd funkcionalis antagonizmus
kovetkezménye lehet [107]. A CRH antagonista a-helikalis CRHog.4; teljesen blokkolta az

orexinek altal kivaltott kortikoszteron valaszt (13. abra).
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12. abra: az orexinek kivaltotta mellékvesekéreg valasz

*=p<0,001 a kontrollal szemben, +=p<0,005 a kontrollal
szemben, ¢=p<0,05 a kontrollal szemben, (F;.:3=4,62).
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13. abra: CRH ant. hatasa az orexin-indukalta mellékvesekéreg valaszra

kortikoszteron (pg/100 ml)
O
|

S B

*=p<0,001 és +=p<0,005 a kontrollal szemben, «=p<0,001 az
orexin-B és ¢=p<0,005 az orexin-A-val szemben (Fs.45=12,38).
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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 (2. tablazat).

orexin-A orexin-B ACTH

Kezeles fiziologias O | 580 pmol) | (280 pmol)| (280 pmol)

kortikoszteron

3,2+£0,8 2,7+0,4 | 3,3+£0.9 13,0¥+ 4,3
(1g/100mg:h)

2. tablazat: orexinek hatasa mellékvese szeletek kortikoszteron kibocsatasara

n=5 minden csoportban, F(5,4=3,78, *: p<0.05 a kontrollal szemben
A orexin pozitiv kézponti idegrendszeri neuronok specifikus és koriilirt lokalizacidja
[102], illetve ezen idegsejtek siirli projekcidja hipotalamikus €s extrahipotalamikus struktirahoz
[103], valamint az orexin receptorok széles korii kifejezddése a KIR egész teriiletén [108] felveti
neurotranszmitterek illetve neuropeptidek révén érik el. Az orexinek hatasa a taplalékfelvételre
[65]. a hormon szekréciora [39, 109] nagymértékben emlékeztet az NPY hatasaira [110, 111], és
publikalt adatok [112, 113], azt is felvetették, hogy az orexinek altal kivaltott hiperfagiat,
legalabb is részben a nucleus arcuatus (ARC) NPY pozitiv sejtjei kozvetitik. Fontos
megemliteni, hogy az NPY pozitiv ARC neuron populécid szintén fontos szerepet jatszik a HAM
tengely szabalyozasaban is, a PVN parvocellularis CRH neuronjainak aktivacioja révén [111,
114]. Réadasul mindkét peptid szamos funkcid esetén hasonld dozishatas gorbét hoz 1étre [106].
Ezért igen specifikus NPY antagonista [115] valamint NPY antiszérum eldkezeléssel részletesen
vizsgéaltuk az NPY mediacié lehetséges szerepét az orexinek altal kivaltott HAM tengely

stimulacioban.

Az NPY antagonista és az NPY antiszérum hatasa az orexinek altal kivaltott HAM tengely
aktivaciora
Mind (D-Trp*?)-NPY és az NPY elSkezelés dozisfiiggéen gatolta az orexinek indukalta HAM

rendszer aktivaciot (14 és 15. abra).
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14. abra: NPY antag. hatasa az orexin-indukalta mellékvesekéreg valaszra

*=p<0,001 a kontrollal szemben, +=p<0,05 az orexin-val és «=p<0,05
az orexin-B-vel szemben (F;,.15,=7,01). NPY antag.: NPY antagonista
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15. abra:

NPY antiszérum hatasa az orexin-indukalta mellékvesekéreg valaszra

+*=p<0,001 a kontrollal szemben, +=p<0,05 az orexin-val
és +=p<0,01 az orexin-B-vel szemben (F;;.120=7,41).
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Ezen adatok korabbi eredményekkel [101, 116] egyiitt, azt a hipotézis tdmogatjak, hogy az
orexin neuronok, a PVN és az ARC sejtjeinek rendkiviil fontos fizioldgias iranyitoi. Szabalyozd
hatasukat kivalthatjak direkt, vagy indirekt modon, tehat szinaptikus kapcsolatok révén, vagy
pedig neurohormonként hatva a cerebroszpinalis folyadékba (CSF) jutva [117]. Az orexin A
nemrégiben kimutatott jelentds hatdsa az allatok mosakodasi viselkedésére, ennek a PVN-re
gyakorolt hatasnak [116] tovabbi bizonyitékaul szolgal, hiszen mind a mosakodas [118] mind az
ACTH szekrécio [119] esetében a PVN ¢és az amigdala CRH szekrécidja kulcsfontossag
szerepet jatszik.

Ugyanakkor eredményeink felvetik annak a lehetdségét is, hogy a laterdlis
hipotalamuszban talalhaté orexin pozitiv neuronok kapcsolatban allnak a HAM tengely kozponti
idegsejtjeivel. Szovettani adatok is ezt igazoljak, hiszen orexin pozitiv idegvégzodések
kimutathatok az NPY neuronok felszinén az ARC-ban [103, 120], illetve tomegével
azonosithatok NPY pozitiv projekciok az ARC-bdl a PVN irdanyaba [120-123]. Immuncitokémiai
vizsgalatok ugyanakkor igazoltdk NPY pozitiv perikarionok jelenlétét is a PVN-ben és azt, hogy
ezen sejttesteken orexin pozitiv rostok landolnak [120]. fgy ezen hisztologiai eredmények és
funkcionalis adataink egyiittesen arra mutatnak, hogy az ¢hségkdzpont hipoglikémia aktivalta
orexin pozitiv sejtjei [124] nagy valdszinliséggel NPY szekrécidt indukalnak az ARC-ban
¢s/vagy a PVN-ben. A kibocsatott NPY a tovabbiakban a PVN CRH pozitiv idegsejtjeinek révén
serkenti a HAM tengelyt [114]. Ezzel egyrészt a CRH id6legesen kordaban tarthatja az étvagyat
[125], masrészt a CRH mint motoros aktivator [126] taplalékkeresést indukalhat, illetve a
gliikokortikoidok kivaltjdk az éhezés jellegzetes katabolikus folyamatait (gliikoneogenezis)
[101].
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Az orexinek hdszabalyozasra gyakorolt hatasai
Mivel korabbi kisérletek [127] igazoltdk, hogy az orexin A csokkenti a maghdmérsékletet

tovabba az NPY egyike a leghatékonyabb hipotermiat kivalto peptidnek [128], tovabbi kisérletek
sordn probaltuk feltarni a HAM tengely esetében mar igazolt kapcsolatot [20] az NPY ¢és orexin
pozitiv KIR-i idegsejt populaciok kozott. Ezért kisérleteink soran NPY antiszérum eldkezelés
segitségével vizsgaltuk az NPY mediacio szerepét az orexin-A altal 1étrehozott termoreguléacids
valaszokban. Nevezetesen vizsgaltuk az NPY szerepét az orexin-A hatasdban mind az
alaphdmeérsékletre, mind a lipopoliszaharid (LPS) kivaltotta lazra.

Icv. orexin-A kezelés az elvart maghdmérséklet csokkenést valtotta ki (16. abra). Tovabba a
neuropeptid hatékonyan gatolta az LPS indukalta ldzat is (17. abra). Mindezen hatasokat

ugyanakkor az icv. NPY antiszérum eldkezelés hatékonyan kivédte (16.-17. abra).

38,5
g 38
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Q37,5
@
S
o)
> 37 T ——nyulszérum (10)
v —+— NPY antiszérum (6)
% -~ nyulsz. +OA (140 pmol) (6)
= 36,9 T_o nytlsz. +OA (280 pmol) (6)
-o- nyulsz. +OA (560 pmol) (6) ..
3G |~ NPY as+OA (280 pmol) 6) |
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id6 (perc)

16. abra: az NPY szerepe az orexin-A kivaltotta hipotermias valaszban
as.=antiszérum, OA=orexin-A , nyulsz.=nyul szérum, *=p<0,001 a kontrollal
szemben, +=p<0,01 az orexin-A-val szemben, Rao's R 5 97)= 3.93
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17. abra: Az NPY szerepe az orexin-A antipiretikus hatasaban

as.=antiszerum, OA=orexin-A, LPS=lipopoliszacharid, #==p<0,001 és #=p<0,05
a kontrollal szemben +=p<0,01 az LPS-sel szemben, Rao’s R (55 199 = 2,31

Ezen adatok ismételten aldtdmasztjak, hogy az NPY medidcionak jelentds szerepe lehet az orexin
neuronok jelatviteli folyamataiban. Jelen, a hdszabalyozasi folyamatokban jatszott szerepe
mellett az ARC és PVN NPY pozitiv neuronjai [122] vélhetdleg hasonléan fontos szerepet
jatszanak az orexinek altal indukalt taplalékfelvételben [112, 113] valamint HAM aktivacioban
[39].

Az orexinek viselkedésre gyakorolt hatasai
Az orexineknek az alvas-ébrenlét szabalyozasaban [129, 130] és stressz valaszban [39] betoltott

szerepe kézenfekvové tette viselkedési hatdsaik vizsgalatat.
Korabbi kisérletek arra utaltak, hogy az orexin-A szorongasfokozé hatdssal birhat szocialis
interakcids teszt [131], EPM teszt és sotét-vildgos térrész teszt [132] soran. Kisérleteink korabbi

eredményeket [103, 116, 133] kiegészitve elsdként bizonyitottdk, hogy ezen szorongaskeltd
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hatés atvitelében elsésorban GABA-erg és adrenerg (elsésorban a—receptor) medidcid vesz részt
[38]. A GABA-A receptor kiilondsen nagy koncentracioban fejezddik ki a limbikus rendszerben,
amelynek kozponti szerepe van a félelem és szorongas szabalyozasaban [134-136]. Az adrenerg
rendszert illetden viszont bizonyitott, hogy a locus coeruleus (LC) noradrenereg neuronjai
gazdag orexin pozitiv innervaciéval birnak [103, 133]. Igy az orexin neuronok, aktivalva a LC
noradrenereg sejtjeit [137, 138], valamint moduldlva a GABA-erg rendszert, szorongast ¢és
félelmet valthatnak ki az ezen folyamatok irdnyitasaban kozponti szerepet jatszd limbikus
tertileteken [137, 139, 140].

Vizsgélataink egyértelmiien igazoltdk mindkét orexin valtozat (kiilondsen az orexin-B) memoria
¢és tanulds fokozo hatasat [41, 141]. Ezen eredmények egybeestek azon irodalmi adatokkal,
melyek felfedték, hogy az orexin-A képes hossza tavu serkentést (long term potentiation; LTP)
kivaltani a gyrus dentatus sejtjeiben és képes javitani a memoria folyamatokat az Alzheimer
betegség egér modelljeiben, az orexin receptor 1 (OX;R) kozvetitésével[142-144]. Azonban
jelen kisérleteink igazoltdk elészor, hogy az orexin-B hasonld hatdsokkal birhat és e hatast az
(OX3R)-on hatva, a GABA-erg ¢és az a-adrenerg neuronok kozvetitésével hozza létre. Ezek
egybecsengenek korabbi adatainkkal, melyek kimutattdk, hogy a GABA é&s adrenerg
rendszereknek kulcsfontossag szerepe van az orexin-A emlékezést és szorongast befolyasold
hatasainak atvitelében [38, 141]. Mas kutatdcsoportok elektrofiziologai és szovettani adatai
szintén igazoltdk, hogy az orexinerg rendszer a limbikus teriiletek GABA-erg idegsejtjeinek
hasonldéan fontos a figyelem és a memoria szabdlyozasdban és ebben vizsgalataink és mas
kutatécsoportok eredményei szerint is [147] kozponti szerepet jatszanak az LC mar emlitett
¢brenlétet, aktivitdst szabalyozo, a felszallo retikuldris aktivaciés rendszerhez (ascending

reticular activation system; ARAS) tartozé noradrenerg neuronjai.
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A ghrelin az utébbi évek egyik leginkabb az érdeklddés homlokterébe keriilt neuropeptidje. A
peptid egy “arva” (orphan) receptor régen azonositdsra var6 ligandjaként keriilt felismerésre
[66]. A kezdeti kisérletek, mint hatékony étvagyfokozot irtak le [148, 149]. Azonban a ghrelin
széles korli eléforduldsa a periférian és a KIR-ben [150, 151] egyértelmiien arra mutat, hogy a
neuroendokrin moduldcioban sokkal jelentdsebb szereppel kell, hogy birjon. Kiilondsen igaz ez
annak fényében, hogy a hipotalamusz €s a hipofizis milyen gazdag ghrelin pozitiv sejtekben, ill.
ghrelin receptorokban [152]. Az anatdémiai adatok és korabbi élettani vizsgalatok igazoltak, hogy
elsésorban endokrin - alternativ GH szekretoros [66] - homeosztatikus ¢és viselkedési
folyamatokban jatszhat szerepet [153, 154]. Jelen kisérleteinkben elsddleges célunk a ghrelin
viselkedési hatasainak tanulmanyozdsa, valamint viselkedési és HAM tengelyre gyakorolt
kibocsatas direkt megfigyelése céljabdl, illetve, hogy a ghrelin - mint a jutalmazasi rendszer
egyik potencialis modulatora [157-159] - hogyan befolydsolja a sztriatum és az amigdala
dopaminerg ¢€s kolinerg ideghalozatat, szuperfuzios kisérleteket is végeztiink.

Mivel a téaplalékfelvétel és a hdszabalyozds igen szorosan Osszekapcsolt folyamatok
[160], a maghdmérsékletre gyakorolt hatést is vizsgaltuk telemetria segitségével.

A ghrelin hatasa a spontdan lokomociora és a termoregulaciora
A ghrelin kifejezetten emelte a spontdn lokomotoros aktivitast telemetrias kisérleteinkben (18.
abra). Mind a dopamin antagonista haloperidollal, mind a CRH antagonistaval valé eldkezelés
gatolta a ghrelin kivaltotta ambulatoros valaszt (18. dbra). A ghrelin szintén fokozta a
maghdémérsékletet (19. abra). A ciklooxigenaz (COX) gatlé noraminofenazon (NAP) 30 perccel
a ghrelin injekcié utdn alkalmazva atmenetileg csokkentette a ghrelin hipertermias hatasat,
ugyanakkor a szerotonin receptor antagonista elékezelés joval jelentdsebb gatlast valtott ki. (18.

abra).
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1007
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id6 (6ra)

A “pooled” standard deviaciék csoportonkénti értékei: kontroll: 65,3; 1 ug ghrelin: 58,7; 5
pg ghrelin: 58,1; CRH antagonista (ant.)+ghrelin: 63,03; haloperidol+ghrelin: 54,02;
*=p<0,05 a kontrollal szemben; F 4 ,4=8,85
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19. abra. A ghrelin magh&mérsékletre gyakorolt hatasa és annak mediacidja
A “pooled” standard deviacidk csoportonkénti értékei: kontroll: 0,694; 1 ug ghrelin: 0,619;

5 pg ghrelin: 0,893; noraminofenazon (NAP)+ 5 pg ghrelin: 0,623; ciproheptadin+ 5 pg
ghrelin: 54,02; *,+ és # =p<0,05 a kontrollal szemben; F; ,5=9,04
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A ghrelin hatasa nyilt tér tesztben vizsgalva
A ghrelin kezelés fokozta mind a horizontalis aktivitast (keresztezett négyzetek szama) mind a
vertikalis aktivitast (dgaskodas) (20. abra; csak a horizontalis aktivitds dbrazolva a parhuzamos
valtozdsok miatt). Az antagonista vizsgalatok sordn mind o-helikalis-CRHg 4; mind a
haloperidol kivédte a ghrelin altal kivaltott aktivitdsfokozodast (21. abra; csak a horizontélis
adatok keriiltek dbrazolésra).

A ghrelin hatasa a HAM tengelyre
A ghrelin markansan aktivalta a stressz tengelyt (20. abra). Ciproheptadin eldkezelés sikeresen

gatolta a ghrelin altal indukalt kortikoszteron emelkedést (22. abra).
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kontroll 0,5 g ghrelin 1 ng ghrelin 5 pg ghrelin

20. abra: a ghrelin altal kivaltott mellékvesekéreg és lokomotoros valasz

#=p<0,05 a kontrollal szemben; Fi335=11,04 a kortikoszteron valasz esetén
€s Fi350=4,22 a lokomotoros valasz esetén
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21. abra: a ghrelin lokomotoros valaszra gyakorolt hatasanak mediacioja

plazma kortikoszteron (ng/ml)

#=p<0,05 a kontrollal szemben; + és #=p<0,05 az 1 g ghrelinnel szemben;
Rovidités: CRHa: CRH antagonista; F4 55,=9,04

350

300

250

200

150

100

50

6

12

kontroll

1mg ciproheptadine 1 g ghrelin
ciproheptadin + ghrelin

22.abra: A ghrelin mellékvesekéreg valaszra gyakorolt hatasanak mediacidja
*=p<0,05 a kontrollal szemben és +=p<0,05 az 1pg ghrelinnel szemben; F; 5,)=7,29
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23. dbra A ghrelin hatasa a dopamin kibocsatasra

szuperfazioval vizsgalva

*=p<0,05: ghrelin a kontrollal szemben; ##=p<0,05:
ghrelintmecamilamin a ghrelinnel szemben; *=p<0,05:
ghrelin+DLS a ghrelinnel szemben; Rovidités: DLS: ghrelin
antagonista D-Lys’]-Growth Hormone Releasing Peptide-6
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Szuperfuzios vizsgalatok:

In vitro kisérleteink [50, 51] egyértelmtien igazoltak, hogy a ghrelin valéban képes mind spontan
(sztriatum, 23/A abra), mind az exploratoros (amigdala, 23/B abra) folyamatokban irdnyitd
szerepet jatszo struktirdkban dopamin szekréciot kivaltani, mégpedig kolinerg medidcion
keresztiil.

Osszefoglalva eredményeinket, elséként siekriilt igazolnunk, hogy a ghrelin képes
prompt aktivitds fokozddast kivaltani. Ugyanakkor az irodalmi adatokkal 6sszhangban [154] a
peptide kisérleteinkben az exploratoros aktivitast is fokozta nyilt tér tesztben vizsgdlva. A két
kiilonbozd paradigmaban azonban eltérd dozis-hatds gorbéket kaptunk, ami megerdsiti azt a
munkahipotézist, hogy a spontan és affektus vezérelte motoros folyamatok eltéré agyi régiok
altal iranyitottak [161], amely teriiletek eltérd receptor mintazatuknak koszonhetéen eltérd
ghrelin érzékenységet mutathatnak. A CRH antagonista a-helikalis-CRHg_4; sikeresen gatolta a
motoros valaszt, amely megerdsiti, hogy a limbikus és hipotalamikus CRH kibocsatds mindkét
viselkedési valaszban [126, 162] szerepet jatszhat. A dopamin antagonista haloperidol kivédte a
spontan motoros valaszt, de csupan csokkentette az explorativat. Ez arra utal, hogy a ghrelin
pozitiv neuronok a nigrosztriatalis rendszer [163] vagy a mezolimbikus régié [164], példaul a
nucleus accumbens [165] dopaminerg sejtjeit aktivdlva hoznak létre komplex viselkedési
valaszokat [166]. Mas kutatocsoportok szovettani eredményei vildgosan aldtdmasztjak
funkcionalis adatainkat, ugyanis hisztologiailag gazdag ghrelin pozitiv halozatokat igazoltak
mind a sztriatumban mind a mezolimbikus teriileteken [150].

Szuperfuziés kisérleteink [50, 51], melyekben ghrelin antagonistat - [D-Lys’]-Growth
Hormone Releasing Peptide-6 (DLS) - és nem szelektiv nikotinerg kolinerg blokkolot,
mekamilamint alkalmaztunk in vivo adatainkat megerdsitették. In vitro ugyanis a ghrelin az in
vivo irodalmi adatokkal egybevagva [157-159, 167], kolinerg mediacié kozbeiktatasaval
dopamin kibocsatast valtott ki mind a spontan (dorzalis sztriatum), mind a motivalt (ventralis
sztridtum) motoros aktivitds kdzpontjaiban.

Szdmos tanulmany utal arra, hogy a ghrelin és egyéb neuropeptidek (NPY, CRH)
rendszerei interakcidba 1épnek egymassal a hipotalamusz szintjén [151, 168], ily moédon
integralva és Osszekapcsolva a taplalékfelvétel és a HAM tengely szabdlyozasat. Antagonista

kisérleteink elsd alkalommal igazoltdk, hogy a szerotoninnak alapvetd szerepe van a ghrelin altal

------
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terén negativ visszacsatolast is képes kivaltani [148, 169]. Tovabba kisérleteink igazoltak, hogy a
ghrelin jelentésen képes emelni a maghdmérsékletet, amely folyamat szintén szerotonin
fliggdnek bizonyult. Ez egyuttal megerdsiti a szerotonin korabbi publikacidk altal vélelmezett
hipertermids funkciojat [170]. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a ghrelin pozitiv
A ghrelin egyrészt, mint az étvagy bevett stimuldtora képes lehet kivaltani taplalékkereso
mozgas aktivitast, masrészt a ghrelin szerotonin utvonal hatékonyan képes megbirkozni az
¢hezés tamasztotta kihivasokkal is, aktivalva olyan kdzismert kontrainzuldris hormonokat, mint a
novekedési hormon (GH) [66], illetve a gliikokortikoidok. Egyuttal a szerotonin [169], CRH
[171] és a gliikokortikoidok [101] képesek modulalni az étvagy intenzitdsat [172]. A ghrelin
szerotonin Utvonal altal kivaltott hipertermids hatds lehet direkt, az anyagcsere ndvekedését célzo

hatas, de jelezhet masodlagos specifikus dinamids jelenségeket is, amiket a taplalékfelvétel

indukal.

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

A neuromedinek hatasai

A neuromedinek a tachykinin csaladba tartoznak, de igen valtozatosak kiilonbozé receptor
csaladokhoz kotddnek, ezért élettani hatasuk is drdmaian kiilonbozik. A csoport elsd tagjait
sertés KIR-ben irtak le [67, 173] és receptor specificitasuk alapjan kaptak neveiket (K: kasszinin-
szerli, B: bombezin-szerli, N: neurotenzin-szerii, stb.). A neuromedin-U, amely leginkdbb
hasonlit strukturalisan az altalunk vizsgalt neuromedin-S-hez, eldszor, mint hatékony simaizom
0sszehuzo keriilt leirasra [68]. Azonban jelentés mértékii kozponti idegrendszeri kifejezddése
felvetette, hogy a tobbi neuromedinhez hasonldan ez is centralis timadaspontt [174], és valéban
ennek megfeleléen a neuromedin-U a taplalékfelvétel, hdszabalyozas [175] és a HAM tengely
[176, 177] fontos szabalyozdjanak bizonyult. Viselkedési téren szintén fontos szereppel bir,
noveli az altalanos ambulatoros aktivitast, fokozza az éberséget, csokkenti az alvassal toltott idot
¢s stressz allapothoz kapcsolhat6 sztereotip viselkedési mintdkat (mosakodas) aktivalt [175, 177-
179]. Neuromedin-S a peptid csalad legjabban leirt tagja [69]. Elnevezése onnan ered, hogy
molekuldja a szuprakiazmatikus nukleuszban (SCN) taldlhatd6 meg a hipotalamuszban.

Erdekl8désiink azért fordult a neuromedinek iranyaba, mivel egyéb kisérleteink [18, 20, 39-41]
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egyértelmiivé tették, hogy, a cirkadidn szabdlyozasban résztvevd idegrendszeri régiok peptidjei,
alapvetd befolyassal birhatnak az altalunk is vizsgalt hormonalis, viselkedési és autonom
folyamatokban. Noha a neuromedin-S C-termindlis része jelentds mértékben megegyezik a
egyeb peptiddel sem mutat rokonsagot. Rdadasul a két rokon neuromedint két kiilonbdzd gén
kodolja [69]. A két peptid hasonld affinitdssal kotddik az FM-3/GPR66 receptorhoz, de a
neuromedin-S sokkal jobban kotédik az FM-4/TGR-1-hez [69], ahhoz a receptorhoz, amely
vélhetdleg egyedi, sajatos élettani hatdsainak kozvetitésében jatszhat szerepet. A FM-4/TGR-1
receptor majdnem kizarolag csak a KIR-ben fejezddik ki és koncentracidja a hipotalamuszban
elsdsorban a PVN-ben [180] és a SCN-ben [181] a legnagyobb. A jelentds mértékii PVN
expresszio a peptidnek és receptoranak a HAM tengely ¢és a taplalékfelvétel szabalyozasdban
betoltott szerepére utal, mig a SCN receptorok az alvas-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
[182] taldlhatd meg, ami arra utal, hogy a viselkedés, érzelmek, tanulds ¢és mozgés
szabalyozasaban is kitlintetett szereppel birhat. Mindezt maganak a peptidnek (elsddlegesen a
hipotalamuszban taladlhaté meg, féként az SCN-ben, PVN-ben és az ARC-ban) a kifejezddése is
erésen tamogatja [69]. Az utébbi idok kozleményei azt is megerdsitették, hogy a neuromedin S
hipotalamikus koncentracidja még a neuromedin-U kifejezddését is meghaladja [183], ami arra
utal, hogy a kozponti idegrendszeri folyamatokban a neuromedin-S elsédleges szerepet tolthet
be. Ennek megfelelden jelen munkankban els6ként kivantuk tisztdzni a peptid viselkedési,
endokrin és autondm hatésait.
A neuromedin-S hatasa a HAM tengelyre
Neuromedin-S dozishatas fiiggéen aktivalta a HAM tengelyt (24. abra). Leghatékonyabb

koncentracidja fokozta az ACTH kibocsatast is

, neuromedin-S - ) . )
Kezelés | kontroll (8) (1ug:7) (3. tablazat). Noha az asztresszin-2B mérsékelni
latszott a HAM valaszt, de ez nem bizonyult
ACTHI 59,3+6,2 83,65* £ 8,7 Ty
(pg/ml) statisztikaila jelentésnek (nem  abrazolt),
g J

3. tablazat: neuromedin-S hatasa az ACTH
kibocsatasra; zardjelben az elemszamok;

t=-2,33; *=p<0,05 a kontrollal szemben csokkenést eredményezett (25. abra).

ugyanakkor az antalarmin kezelés szignifikans
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mosakodasok szama

3507
3001 [] kortikoszteron * 30
|:| mosakodasok szama
250
*
200 T 20
1501 T
1001 10
Tl
-
501 T
5112 6|9 59 5|7
0 T -
kontroll NMS (0,25 nmol) NMS (0,5 nmol) NMS (1 nmol)

24. abra: Az NMS mellékvesekéreg és mosakodasi valaszra gyakorolt hatasa

kortikoszteron valasz: Fi3,7=10,42; mosakodasi valasz: F3 33=15,63; #= p<0,05
a kontrollal szemben: Rovidités: NMS: neuromedin-S

400 4

350 1 [

3004

2501

200 4

150

Kortikoszteron szint (ng/ml)

100 1

50 A

5

0 T . T = )
kontroll antalarmin (1 nmol) NMS (1 nmol) NMS + antalarmin

25. abra: Az NMS mellékvesekéreg valaszra gyakorolt hatasanak mediacidja

Kétutas ANOVA és Tukey post hoc teszt szerint mind az antalarmin elGkezelés, mind a
neuromedin-$ (NMS) kezelés hatékony volt: F,,4=10,5; +=p<0,05: antalarmin a
fiziologiassoval szemben; Fy 15=15,63; *= p<0,05: NMS a fiziologiassoval szemben
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A neuromedin-S viselkedési hatasai
Neuromedin-S szintén dozisfiiggéen emelte a mosakodasok szdmat nyilt tér teszt soran (24.
abra). 10 5
9

* +

mosakodasokszama

r 2

9| 7] B 7

kontroll  haloperidol antalarmin NMS haloperidol antalarmin
10 ug/kg (1 nmol) (1 nmol) + NMS +NMS

26.abra: Az NMS mosakodasi valaszra gyakorolt hatasanak mediacidja

Kétutas ANOVA és Tukey post hoc teszt szerint mind az antalarmin és a haloperidol el6kezelés,
mind a neuromedin-S (NMS) kezelés hatékony volt: Fj; 4,=8,52; +=p<0,05: antalarmin illetve
haloperidol a fiziologiassoval szemben; Fi1,42=10,51; *= p<0,05: NMS a fiziologias séval szemben

457
401
[ kontroll (5)
= [CJ 0,25 nmol neuromedin-S (5)
§ 35 [ 0,5 nmol neuromedin-S (5)
@ & 1 nmol neuromedin-S (6)
N 304
w
3
2 251
(443
o
o
N 201
w
i
@
X 15 [
®
5
o 101 k
£ i
5 L * ‘ 1
nyitott karban téltétt id (sec) belépések (nyitott/osszes %) Osszbelépés szam

27. abra: NMS hatasa megemelt keresztpallé tesztben vizsgalva
Mind a nyitott karba tértént belépések szamat (F(5 ,7=4,27; *=p<0,05 a fiziolégids séval szemben), mind
azott toltott idot (F; ,7)=4,62; #=p<0,05 a fiz. soval szemben) csOkkentette a neuromedin-S (NMS)

46



dc_967_14

Haloperidol elékezelés teljes mértékben kivédte, ugyanakkor az antalarmin csak szignifikansan
mérsékelte a neuromedin-S altal kivaltott valaszt. (26. abra). A neuromedin-S mind a nyitott
karba torténd belépések szamat, mind a nyitott karban eltoltott idot csokkentette a megemelt

keresztpall teszt soran (27. abra).

5
kontroll (6)
B 10 nM neromedin S (6)

e - 100 nM neuromedin S (6)
X 44
w
:{% elektromos
0 impulzus
Q
2 3
E kez
o)
L
£ 2]
0
5
g Y 5
g i3

DI T T T [ T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

ido (perc)
28. abra: Az NMS hatasa a sztriatalis dopamin felszabadulasra szuperfaziéban
“Repeated measure” ANOVA és Tukey post hoc teszt szerint a 100 nM neuromedin-S
(NMS) kezelés volt hatékony:F, 5,=8,42; #=p<0,05 a fizioldgiassoval szemben

Szuperfuzios kisérletek

A neuromedin-S nem befolyésolta a sztridtum szeletek dopamin kibocsatasat (nem abrazolt),
ugyanakkor jelentdsen megemelte az amigdala szeletek dopamin kibocsatasat (28. abra).

Kisérleteink els6ként és egyértelmiien kimutattak, hogy a neuromedin-S a HAM tengely
kifejezett aktivatora és a jelentds kortikoszteron és ACTH valasz a CHRH; utvonal fiiggvénye,
hiszen antalarmin elékezelés az aktivaciot kivédte. Noha a neuromedin-S a spontdn ambulatoros
aktivitast és az allatok flirkészd, felderitd magatartasat nem befolydsolta, fokozta a mosakodasok
szamat. A peptid emellett csokkentette a nyitott karba tortént belépések szamat és az azokban

eltoltott id60 mennyiségét. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a neuromedin-S
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szorongasfokozo hatadsu. Szamos publikacié demonstralta kordbban is, hogy a CRH - a HAM
[184]. Tulajdonképpen elmondhato, hogy a mosakodés - mint a stresszhez kapcsolhato sztereotip
viselkedések tipuspélddja - a szorongéds indikatoraként €s egyben mérdszdmaként szolgalhat
[184, 185], tovabba szoros korrelaciot mutat a HAM tengely aktivitasaval [126, 162]. Ezt
valamint EPM teszttel nyert kisérleti adatainkat is alatdmasztjak azon irodalmi adatok, amelyek
leszdgezik, hogy mind a PVN [162] mind a mezolimbikus [186] CRH kibocsatéas képes fokozni a
szorongast ¢és novelni az allat zart terek felé mutatott preferenciajat. A dopamin antagonista
haloperidol teljes mértékben kivédte a mosakodasi valaszt és a szuperfuzios vizsgalatok
felfedték, hogy a neuromedin-S jelentésen noveli a dopamin kibocsatast az amigdalabol. Mivel
mind a ventralis sztridtum mind az amigdala dopaminerg neuronjai szerepet jatszhatnak a
az amigdala nagyobb FM4/TGR-1 receptor koncentracioval bir [182]. Osszességében
elmondhatjuk, hogy a specialis eloszlasi mintdzata a neuromedint-S-t tartalmaz6 neuronoknak
[69, 183] felveti annak a lehetdségét, hogy ez a neuropeptid az egyik szabalyozoja a cirkadian
ritmustt endokrin, autonom és viselkedési folyamatoknak. Nemcsak az, hogy a neuromedin-S
koncentréacio igen magas az SCN-ben [69] az emldsok cirkadidn ritmus szabalyozdjaban [189],
de az is tdmogatja ezt a hipotézist, hogy a peptid kifejezddése a sotét/vilagos ciklicitds és a
retino-hipotalamikus palya fliggvénye [69]. Ezen kisérletek, valamint korabbi taplalékfelvétellel
[190, 191] ¢és GnRH elvalasztassal [192] 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 valdo megbirkdzas.

A neuromedin-S ¢és a neuromedin-U eltéré funkcioit, eltérd receptor affinitasat,
aktivitdsat, farmakodinamikéjat az intézetiinkben folyd vizsgélatok késébb szdmos esetben
igazoltak is. Ezekben a kisérletekben a neuromedin-U, szemben rokon vegyiiletével anxiolitikus

[46], hatast mutatott, illetve antidepressziv effektusa [45] is kimutathato volt.
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RFamid rokonsagi korbe tartozo peptidek (NPAF, NPSF, Kisspeptin) neuroendokrin
hatasai
Az NPAF és NPSF viselkedési és hormonalis hatdsai

A Neuropeptid-AF (NPAF) és SF (NPSF) az RFamid neuropeptid csaladba tartozik [70-73]. Ez
az emlésokben megjelend peptid csoport foként a KIR-ben termelddik, azon beliil a gerincveldi
hatso szarvban, a nyultagyban a hipotalamuszban ¢és a limbikus rendszerben [72, 193-196]. A két
fenti peptid rokonai az NPFF, a prolaktin-serkentd peptid (PrRP), a kisszpeptinek (KP)-k és a
legutdbb azonositott piroglutamatot tartalmazo tartalmazé RFamidok [197]. Valamennyi RFamid
5 rokon gén (farp-1-5) terméke, és noha az N-terminalisukon azonos szerkezetliek - tehat
neviiknek megfelelden arginint (R) és fenilalanint (F) tartalmaznak - de C-terminalisuk eltérd és
eltérd receptorokhoz is kotddnek [197]. A peptid csalad egészét tekintve legtobb adatunk a PrRP-
r6l all rendelkezésre, de szdmos publikéacid foglalkozott az NPFF—nek a fajdalom érzékelés
szabalyozasaban ¢€s a kisszpeptinnek a nemi mikddések iranyitasaban betoltott szerepével [198].
A PrRP és receptoranak koncentracidja a legmagasabb a nyultveloben, az agyfiiggelék mirigyben
¢s a hipotalamuszban [197]. A peptid nevének megfelelden a prolaktin elvalasztds erdteljes
serkent6je [199] hatékony aktivaloja a HAM tengelynek [200] és a vérnyomasnak [201].
Emellett gatolja a taplalékfelvételt, [202], emeli a maghdmérsékletet [203] és serkent olyan
stresszhez kapcsolhatd allanddsult viselkedési mintazatokat, mint a mosakodas [202]. A NPFF-t
foként a nucleus tractus solitarii (NTS), a hipotalamusz, a talamusz és az amigdala termeli [193].
Receptora is foként agytorzsi, hipotalamikus, talamikus és mezolimbikus teriileteken talalhat6
meg [197]. A fajdalom érzékelés szabalyozasaban betdltott szerep mellett [204] ismert, hogy
részt vesz a vérnyomas szabalyozéasaban [205], gatolja a taplalékfelvételt [206] csokkenti a
mozgasaktivitast [207], és hipotermiat valt ki [208]. Lathatéan, noha szerkezetileg hasonld
peptidekrdl van, szo élettani funkcidik nem feltétleniil fednek at, hanem bizonyos esetekben
egymas antagonistai lehetnek. Ezért értelemszertien adddott, hogy a csalad kevésbé vizsgalt
tagjainak endokrin, autoném ¢és viselkedési hatdsait az intézetiinkben erre bedllitott
rendszerekben teszteljiik.
Az NPAF és NPSF hatasa az exploratoros aktivitasra

Mindkét RFamid fokozta a horizontalis €s vertikalis lokomotoros aktivitast (29. és 30. abra) és
az NPAF novelte a mosakodasok szamat is (30. abra). Mind az antalarmin mind a haloperidol

elokezelés kivédte az NPAF hatasat a lokomociora €s a mosakodasokra (31. abra).
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29. abra: a neuropeptid -AF (NPAF) hatasa a nyilt-tér teszt valtozokra.
ANOVA: F4 67)= 8,3 a horizontalis, Fi467)= 3,04 a vertikalis aktivitasra és

F(a,67)= 5,77 @ mosakodasokra. *: p<0,05 és ::: p<0,01 a kontrollal szemben.
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s6 +s0 haloperidol antal armin s6 + NPAF haloperidol antalarmin
(10 pg/kg) + sé6 (0,5 nmol) + s6 (1 nmol) +NPAF +NPAF

30. abra: a neuropeptid-AF (NPAF) viselkedési hatasanak mediacioja. Kétutas ANOVA: mind a
horizontalis F(; 54=9,41 mind a vertikalis aktivitas F(; 54y=11,6 €s a mosakodasok F; 54)=3,19
terén interakcid volt: az NPAF indukalta valaszt az antagonistak fajlagosan kivédték. «: p<0,05
és xx: p<0,01 a so el6kezeléssel és +: p<0,05 ++: p<0,01 a sé kezeléssel szemben.
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ENPSF (0,25 ug)
200 mNPSF (0,5 ug) s

180 . @NPSF (1 ug) o
- BNPSF (2 pg) 1 i
* 7 \ IS
140 - i % X
‘g B %‘5\ Il ?V %‘%
g 100 S §§ W
P |E B Wl
60 || 5 N\ ?g N
= B EEE
<8 B OBl
L E N )
keresztezett négyzetek  dgaskoddsok | mosakodasok defekacidk

31. abra: Az NPSF hatasa a nyilt tér tesztben mért valtozékra

A horizontalis aktivitasra: F, 5;,=2,39; *=p<0,05 a kontrollal szemben; a vertikalis
aktivitasra: Flas1=3,75; *=p<0,05 a kontrollal szemben; NPSF: neuropeptid-SF

Az NPAF és NPSF hatasa telemetrikus kisérletekben
Habar mindkét RFamid fokozta a spontan lokomotoros aktivitast (32/A és 33/A abra), de csupan
jelentéktelen mértékben gyakoroltak hatast a maghdmérsékletre illetve a szivirekvenciara (32/B

illetve 32/B és C abra).

52



>

aktivitas (beutésszam)

1501

1001

dc_967_14

kezelés fiz. s6 (12)
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—— 1 nmol NPAF (12) #
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kezelés

—+— 0,5 nmol NPAF (5)
—— 1 nmol NPAF (5)
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id6 (h)

32. abra: Neuropeptid-AF (NPAF) hatasa a telemetrias valtozokra. RMANOVA: az NPAF
kezelés a spontan aktivitasban (A) szignifikans eltérést (F, ,9)= 3,4; p<0,05) valtott ki, mig
a hatas a maghdmérséklet (B; F29)= 1,89; p<0,5) és a szivfrekvencia (C; Fa20)= 0,9;
p<0,7) esetén csupan jelzett volt. «:p<0,05 a kontrollal szemben
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33. abra: NPSF hatasa a spontan mozgas aktivitasra és a maghémérsékletre

A 400 +
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-0-NPSF (0,5 pg) (10 allat)
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RMANOVA: F53,=17,29; #+=p<0,01 a kontrollal szemben; NPSF: neuropeptid SF
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—~NPSF (1 pg) (12 allat)
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8:00 8:30 9:00 9:30 10:00
idé (h)
p=0,1 a kontrollal szemben; NPSF: neuropeptid SF
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34. abra: neuropeptid-AF (NPAF) hatasa az agyfiiggelékmirigy-mellékvesekéreg valaszra (A) és
ennek mediaciéja (B). (A): ANOVA, F 4 45=19,23 a kortikoszteron és F 4 3,,=5,97 az ACTH valaszra;
+:p<0,05 és #xp<0,01 a kontrollal szemben. (B): ANOVA: F,5,=9,21; szignifikans elokezelés x
kezelés interakcio; x:p<0,05 és #x:p<0,01 a s6 elbkezeléssel és ++:p<0,01 a s6 kezeléssel szemben.
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Az NPAF és NPSF hatasa a HAM tengelyre
Mindkét RFamid igen jelentés mértékben emelte a kortikoszteron szintet és szintén fokoztak az
ACTH kibocsatast (34/A, 35. és 36. abra). Mikrodializissel kozvetleniil vizsgalva a PVN
aktivitasat, az NPSF jelentdsen fokozta annak CRH elvalasztasat (36. abra). Mind antalarmin és
astressin-2B elokezelés gatolta az NPAF eldidézte kortikoszteron kibocsatast (34/B dbra) és a
nem szelektiv CRH antagonista a-helikalis-CRHg 4; peptiddel tortént elékezelés is kivédte az
NPSF indukalta HAM aktivaciot (37. abra).

250

200 A

150

100 -

kortikoszteron ng/ml

—t—

30

11

kontroll NPSF (0,25 pg) NPSF(05pg) NPSF(1pg)

35. abra: NPSF hatasa a kortikoszteron elvalasztasra
F(3,46) =6,69; *=p<0,05 a kontrollal szemben, NPSF: neuropeptide SF
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36. abra: NPSF hatasa a CRH és ACTH elvalasztasra

Az ACTH valaszra: tig= —3,59; *=p<0.05 a kontrollal szemben
A CRH vdlaszra: tig= —2,1; *=p<0.05 a kontrollal szemben; NPSF: neuropeptid SF
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fiz.86 | CRHyy fiz.86 | CRHgu
fiz. 56 NPSF

37. abra: CRH antagonista hatasa az NPSF kivaltotta mellékvesekéreg véalaszra

F(3,40)=8,41; *=p<0,05 a kontrollal szemben, +=p<0,05 az NPSF-fel szemben.
NPSF: 0,5 ng neuropeptide SF, CRHg_,;: CRH antagonista, a-helikalis CRHg 4,
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Az NPAF hatasa a szorongasra
Az NPAF csokkentette mind a nyitott karba torténd belépések szamat, mind az ott toltdtt ido
mértékét (38. abra). Ezen hatdst mind az antalarmin mind a diazepam eldkezelés hatékonyan

csOkkentette (39. abra).

35;
[ ] kontroll ()

0,25 nmol NPAF (8)
0,5 nmol NPAF (6)
55, [l 1 nmol NPAF (10)

301

a nyitott karban toltott id6 (s), az 6sszbelépés szam (n)
és a nyitott karba tortént belépések %-a (nyitott/dsszes)

38. abra: A neuropeptid-AF (NPAF) hatasa a nyitott karban t61tétt idére
(F3,26)= 4,53; p<0,05), az oda tortént belépések szamara (F 3 26)= 3,8; p<0,05)
eés az Osszbelépes szamra (F 3 26)= 0,4; p<0,9); =: p<0,05 a kontrollal szemben
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39. abra: A neuropeptid-AF (NPAF) keresztpallé tesztben kimutatott hatasanak mediaciéja.
Kétutas ANOVA igazolta az antagonistak specifikus hatasat (interakcid) a nyitott karban toltétt
id6 F(254)= 3,77; p<0,05), és a nyitott karba tortént belepések F; 54)= 5,56; p<0,01) esetén is.
#:p<0,05 és *x:p<0,01 a so elékezeléssel illetve +:p<0,05 ++:p<0,01 a so kezeléssel szemben.

Az NPAF hatasa a szuperfiizios rendszerben
Az NPAF statisztikailag szignifikdns mértékben fokozta az elektromos impulzus kivaltotta
dopamin kibocsatast mind a sztridtum mind az amigdala szeletekben (40. abra).

Az NPAF hatasa uszasprobaban vizsgalva
Az NPAF Kkisérleteinkben antidepressziv hatdsunak bizonyult és az antagonista kisérletek a
dopaminerg, a kolinerg és szerotonerg medidcio szerepét bizonyitottdk az affektiv valaszban
[209].

Az NPAF ¢és az NPSF HAM tengelyre gyakorolt hatdsa egybeesik mas RFamid
neuropeptidek hasonlé hatasaval [44, 200]. Ugyanakkor jelen mikrodializis és antagonista
kisérleteink elséként és részletesen feltartak, hogy ez a hatds a PVN CRH kibocsatasan alapszik
¢s a CRHR; tutvonalon keresztiil medialoédik [210, 211]. Az OF kisérletek igazoltak, hogy

mindkét peptid serkenti az exploratoros viselkedést és az NPAF fokozza a mosakodasok szamat.
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40. abra: Neuropeptid-AF (NPAF) hatasa sztriatum és amigdala szeletek dopamin

kibocsatasara szuperfuzios rendszerben. RMANOVA: F; 1= 5,56; p<0,01 a sztriatum
és F (2 12= 4,97; p<0,05 az amigdala esetén. x: p<0,05 és +: p<0,01 a kontrollal szemben

Réadasul ezen NPAF indukélta valaszok mindegyikét kivédte az antalarmin elkezelés.
Mindezek az eredmények egybecsengenek azon korabbi publikaciokkal, amelyek felvettették,
hogy az 0 koérnyezet indukalta fiirkész6 magatartas, valamint a szorongés kivaltotta 6rokletes
mozgasmintazatok szintén CRH, mégpedig a mezolimbikus CRHR; rendszer irdnyitasa alatt
allnak [126, 184, 212, 213]. Az OF eredményeket egyértelmiien alatdmasztottak az EPM adatok,
melyek vilagosan tiikrozték a NPAF szorongést fokoz6 hatdsat Az antalarmin EPM valaszra
gyakorolt gatldé hatdsa szintén megerésitette, hogy a CRH kibocsatas kulcsfontossagu szerepet
tolt be a stressz-valaszhoz kapcsolt viselkedés indukcidjaban [185]. A diazepam mint GABA
agonista hatékonyan és az irodalmi adatokkal egybehangzdan [214] blokkolta a szorongas
aktivalta viselkedési valaszt és igazolta a GABA-erg rendszer kulcsfontossagli szerepét ennek
iranyitasaban. A telemetrias kisérletekben mindkét RFamid fokozta a spontdn mozgésaktivitast

¢s a telemetrias antagonista kisérletek, valamint az in vitro szuperfuzidés vizsgalatok
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egyértelmiivé tették, hogy a CRH indukélta mezolimbikus dopamin kibocsatés lehet a serkentdje
ezen viselkedési valasznak [187, 188, 215, 216]. Noha statisztikailag szignifikdns hdszabalyozasi
valaszt nem tapasztaltunk az NPAF kezelés hipotermiés tendenciaja az NPFF hasonl6 intrinszik
aktivitasara emlékeztet [208] és a HAM tengely aktivacidja soran felszabaduld szdmos kriogén
(CRH, AVP, ACTH, a-MSH, kortikoszteron) mediator felszabadulasahoz koétheto [217].

Jelen kisérletsorozat ugyanakkor azt igazolja, hogy az NPAF antidepresszans hatdsokkal
bir. Ez egybeesik azon irodalmi adatokkal, amelyek human vizsgalatokkal igazoltak [218], hogy
az RFamidokat és azok receptorait [193, 219] normal koriilmények kozepette kiilonosen nagy
koncentracioban termeld agyi teriiletek jelentds vérellatasi és szerkezeti elvaltozdson mennek
keresztiil a hangulati élet zavaraival kiizdé betegekben. Tovabbi fontos adalék, hogy a citalopram
- ami jelen tuddsunk szerint az egyik leghatékonyabb szerotonin visszavétel gatlo selective
serotonin reuptake inhibitor (SSRI) - hatasmechanizmuséaban kitiintetett szereppel bir az RFamid
peptidek kifejezddésének modositdsa a dorzomedialis hipotalamuszban [220]. Nemcsak jelen
eredményeink, de a KP-13-mal [221] kapcsolatos adataink is aldhtzzak mindezt, raadasul
elsoként igazoljak azt is, hogy az RFamidok antidepresszans hatasa 5-HT, szerotonerg ¢€s
muszkarinerg mediaciot vesz igénybe.

Ugyanakkor eredményeink korvonalazzédk, 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 kiilonb6z0 receptorokhoz mutatott eltérd affinitdsaval €s e receptorok
sajatos KIR-beli eloszlasaval magyarazhatok. Mig az NPSF hasonl6 preferenciaval kotddik mind
az NPFF-1 (GPR147) és a NPFF-2 (GPR74) receptorokhoz, addig az NPAF sokkal erdteljesebb
kotodést mutat az NPFF-2-hoz. Tovabba, mig altalanossagban elmondhatd, hogy az RFamidok
foként a protein-kindz-A (PKA) szignal transzdukcios ttvonalat gatoljak [196, 222], addig az
NPSF az irodalmi adatok alapjan képes moduldlni a kémhatds megvaltozasara érzékeny

ioncsatorndk (acid sensing ion channels, ASIC) mikodését is [197].
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A neuroprotekcio modulaciéja peptid mediatorokkal
GHRH analogok kognitiv strukturakra és funkcidkra kifejtett hatasai
Szamos etioldgiai tényezd jatszik szerepet a demencidk, mint az Alzheimer betegség, a Pick
betegség ¢és egyéb kronikus intellektudlis hanyatlassal jaré neurophszichiatriai betegség
koroktanaban [223, 224].

Az Alzheimer betegség esetén az amyloid prekurzor protein (APP) kéros metabolizmusa
a dontd faktor. Az APP normalis koriilmények kozott az a- és y-szekretaz hasitdsa utan axonalis
legfontosabb dajkamolekuldja [225]. Ha a hasitds B helyzetben kovetkezik be a heterogén
csoportot képezd B-szekretazok altal (BACE) a y-szekretdz altali tovabbi hasitdsa a rendkiviil
toxikus amiloid-P szdrmazékokat eredményezi. Ezen molekulak koziil, az amiloid-p;.42 hajlamos
elsdsorban Osszecsapzddasra €s a sejtmembranban valod felhalmozddasra. Ezek az ugynevezett
molekularis tutajok templat mintaként szolgalhatnak tovabbi o-hélix szerkezetli amiloid
molekuldk B-reddbe torténd atrendezddéséhez (“misfolding”). Az aggregatumok karositjak a
membran vezetéképességét, a Ca>" aramokat, az axonalis transzportot és reaktiv oxigén gyokok
(ROS) felhalmozodasdhoz, t-fehérje hiperfoszforilacidhoz és Osszecsapzddashoz vezetnek.
Mindez a patolégias kaszkad Ca®" toxicitashoz, a mitokondrium membranpotencialjanak (¥)
elvesztéséhez, reaktiv oxigén gyokok (ROS) felhalmozodasadhoz, gyulladashoz, apoptodzishoz és
végiil a neuronok pusztuldsahoz vezett [224]. Ezen 6rdogi kort genetikai és kdrnyezeti tényezok
egyarant beindithatjak [226]. A monogénes formak képviselik a ritka preszenilis vagy mas néven
familiaris Alzheimer betegséget (FAD). Ebben altaldban autoszomalis dominans moddon
oroklédé pont mutaciok vezetnek az APP vagy a y-szekretdz presenilin (PSEN) alegységének
karosodasahoz. Az APP muticido az o helyen torténd hasitast teszi lehetetlenné, mig a y-
szekretaz aktivatoros (,.gain of function’”) mutacidja mindkét végtermék képzddését fokozza, ami
idével az oldhatatlan amiloid-f,.4, ardnytalan felhalmoz6dasahoz vezet [226]. A jarvanyos
méreteket 6ltd szenilis tipus, sporadikus megjelenésti, etologidja poligénes és kornyezeti faktorok
szerepét is mérlegelni kell [226]. Igy példaul szoros kapcsolat mutathaté ki a sporadikus
betegségforma, a metabolikus szindroma, a hiperinzulinémia, a II. tipust diabetes mellitus és a

ApoE4 homozigéta lipoprotein profil kdzott [226].
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Természetesen iddsebb korban a KIR neurohormonjainak a fenti endokrin és anyagcsere
folyamatok iranyitdinak az elvalasztasa is jelent6sen valtozik [227]. A CRH, GnRH és GHRH
jatszhat az Alzheimer betegség kialakuldsdban [228]. Emellett a hipotalamikus neurohormonok
kétségteleniil komoly szerepet jatszanak a kognitiv folyamatok szabalyozasdban normalis és
patoldgias koriilmények kozott is [11, 52, 229-232]. Exogén GHRH adagolasa irodalmi adatok
szerint [233] karositja a hippokampalis memoria konszolidacidt, és ugyanezen neuropeptid
kozismerten az egyik legerésebb endogén hipnogén, kortikalis aktivitast csokkentd medidtor
[234]. Nem meglepd tehat, hogy GnRH ¢s a GHRH antagonistdk kedvezd hatast gyakorolnak a
tanulasi ¢s memoriafolyamatokra. [11, 52, 229, 231, 232]. Ezen adatok fényében értelemszeriien
sziikségessé valt, hogy a GHRH-GH-IGF-I tengely szerepének vizsgalata a szenilis demencia
etiopatogenezisében [235-239]. Erre a célra egy a Prof. A.V. Schally laboratériumaban
kifejlesztett GHRH antagonistat (MIA-690) hasznéltunk, melynek hatasat in vivo és in vitro

teszteltiik az Alzheimer betegség kiilonbozé modelljeiben.

MWM kisérletek
A tanulasi kisérletek soran transzgénikus FAD egereket hasznaltunk, melyek mind APP, mind
PSEN-1 mutaciét hordoztak [240]. Az egereket randomizaltan csoportokba osztottuk, és a
GHRH antagonista kiilonboz6é dézisaival kezeltiik naponta. Minden hénapban egy hétig MWM
segitségével kovettiik térbeli tanulasi ¢és memoria folyamataik alakuldsat. Elsoként
megallapithattuk, hogy a 6 honapos megfigyelési iddszak alatt a térbeli tanuldsi képesség sulyos

hanyatlasa volt kimutathato, kiilondsen a kontrollok esetében (41. abra).
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41. abra: a tanulasi fazis paramétereinek valtozasa a GHRH antagonista (MIA-690) kezelés soran
A “pooled” standard deviaciok (PSD)-k: (A) kontroll: 36,0; MIA-690 (2 pg): 41,2; MIA-690 (5 ug): 33,3; MIA-690
(10 pg): 36.9; (B) kontroll: 21,8; MIA-690 (2 ug): 31,4; MIA-690 (5 pg): 20,6; MIA-690 (10 pg): 16,0; (C) control:
53,1; MIA-690 (2 pg): 63,4; MIA-690 (5 ug): 51,9; MIA-690 (10 pg): 38,0; (D) control: 43,6; MIA-690 (2 pg): 74,6;
MIA-690 (5 pg): 45,3; MIA-690 (10 ug): 40,0; RMANOVA:*=p< 0,05 a kontrollal szemben
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Ugyanakkor a MIA-690 10 pg-os dozisa elentds mértékben kivédte a latencia gorbe
meredekségének progressziv csokkenését (41/A abra). Az analdg szintén mutatta annak jeleit is,
hogy képes mérsékelni egyéb MWM paraméterekben bekdvetkezd dramai valtozasokat (41/B, C,
D és 42. abra). Hat honap elteltével jelentds kiillonbségeket lehetett kimutatni a kontroll és a
GHRH antagonistaval kezelt csoportok kozott, kiillonosen akkor, ha mindezt az 0sszevetést az
elsé honap eredményeinek fényében tettiik meg (43/A, B, C, D abra). A 10 ug MIA-690-nel
kezelt csoport jobban teljesitett az MWM tesztekben és a latencia terén ez a kiilonbség

statisztikailag is jelentdsnek bizonyult (41/C abra).

42. abra
A MIA-690 hatasa a kezelés 6. hdnapjaban a teszt fazis valtozoira Morris-féle vizi labirintushan vizsgélva

250 A
IMIA-690 (2 pg )

200 1 BMIA-690 (5 g )

BMIA-690 (10 1t
o5 (10 pg)

100 A

a kontroll %-aban

50 1

Osszesitett tavolsag Atlagos kbzelség Platform Belépések az Emelvény negyedben Emelvény negyedben
keresztezések emelvény negyedbe toltott id6 megtett Ut

Réadasul az antagonista jelzetten a tulélést is meghosszabbitotta, bar statisztikailag nem
szignifikans mértékben (44. abra). A kinyert agymintak vizsgalata azt is igazolta, hogy a
tanulasi kisérletekben hatékonynak bizonyult koncentracio (10 pg) jelentés mértékben
csokkentette az amiloid-B;.42 agyi lerakodasat és némileg mérsékelte a t-fehérje felhalmozodast

is (45. abra).
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43. abra: az 1 és 6. honap latencia idé €s kumulativ tavolsag értékei
A “pooled” standard deviacidok (PSD)s A) kontroll: 28,32; MIA-690 (2 pg): 44,1; MIA-690 (5 pg): 25,5;
MIA-690 (10 ug): 37,6; (B) control: 30,8; MIA-690 (2 ug): 47,4; MIA-690 (5 pg): 25,0; MIA-690 (10 ug): 43,2;
(C) control: 20,1; MIA-690 (2 ug): 15,9; MIA-690 (5 pg): 17,6; MIA-690 (10 pg): 28,6; (D) control: 22,0;
MIA-690 (2 pg): 16,6; MIA-690 (5 ug): 19,8; MIA-690 (10 pg): 23,5; *=p < 0.05 a kontrollal szemben
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HCN2 human agykeérgi sejtkulturak
MIA-690 dozisfiiggden befolyasolta a HCN-2 sejtek életképességet, oxidativ metabolizmusat és
mediator kibocsatasat (46. abra). Az antagonista jelentds mértékben mérsékelte az amiloid-f3;.42
kezelés neurotoxikus hatasat ¢és kivédte a ROS termelés fokozodasat. Tovabba mig az
antagonista nem befolyasolta a szuperoxid dizmutdz (SOD;, szintjét, jelentésen fokozta a
glutation-peroxidaz (GPx) és a BDNF termelodését. A GHRH analdg szintén csokkentette az
IGF-I termelését, bar az IGF-II-re nem volt hatassal (utobbi adatok nem kertiltek dbrazolasra). A
sorozat PCR Kkisérletek 22 Alzheimer betegséghez kapcsolhaté gén esetében mutattak ki
szignifikans valtozasokat a GHRH antagonistaval kezelt allatok agymintdiban, a kontrollokéhoz

viszonyitva. (4. tablazat).
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45. abra

A MIA-690 hatasanak nyomon kdvetése A) ELISA, illetve B) és C) immunhisztokémia (IHC)
révén az 5XFAD transzgénikus egerek hippokampuszaiban torténd amyloid 3, ,, és T
fehérje felnalmozédasra; CTR: kontroll; a barna lerakédasok (pl. piros nyil) jelzik a kéros
amiloid aggregatumokat az IHC mintakban. Student-féle t-préba: *=p <0,05.
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46. abra

A MIA-690 hatdsa a human kortikdlis neuronok (HCN-2 ) szaporoddasara, reaktiv oxigéngyok (ROS),
glutation peroxidaz (GPx), inzulin-szer(i novekedési faktor (IGF-1) és agyi eredet(i neurotrofikus faktor
(BDNF) termelésére, in vitro. * = p<0,05 a kontrollal szemben

21 mM MIA + A|31_4,

200+ -
O100uM MIA + A, 4,

150 |l I,IMM].A+AI31_42
8 Amyloidp, ,,

*
100+ ~
gi,,
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0 |
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4. tablazat: Statisztikailag szignifikins médon megvaltozott

expresszidju Alzheimer-betegséghez kapcsol6do gének

Gének valtozas

| Acetilkolinészteraz 0,62
Amiloid-p} (A4) prekurzor | A csalad, 2. tag 0.34
protein koto fehérje B csalad, 3. tag 0.49
o prekurzor tehérje 0,56
Amiloid-B (A4) prekurzor-szer( fehérje 2 0,63
Anterior pharynx defective la homolog 0,65
B—helyzetii APP-hasité enzim 2 (BACE2) 0,44
Kaszpaz 4 0.31
Ciklin-fliggo kinaz 1 0,50
Klaszterin 0,58
. C 0,15
Katepszin G 0.45
Novekedéshez tarsult fehérje 43 0,62
Insulin-szerii nvekedési faktor 2 0,31
Alacsony sfirtiségii lipoprotein receptorhoz-tarsult fehérje 6 0,21
Mikrotubulushoz tarsult fehérje |~ 073
2 0,65

Neural precursor cell expressed and developmentally down
regulated gene (NEDD) & activating enzyme E1 subunit | 2
Nikasztrin 0,59
Preszenilin : 0.46
2 0,79
Ubikvinol citokrom C reduktaz kézponti fehérje 2 1,49

Gének kifejez6dése napi 10 pg GHRH antagonista (MIA-690)
kezelésben részesult 5XFAD transzgénikus egereknél. Student-
féle t-proba alapjan azon gének adatatait abrazoltuk, melyek
statisztikailag szignifikansan (p<0,05) kiilénboznek a kontrolltél

(n=5, mindkét csoportban).
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Korabbi kutatasaink egyértelmiivé tették, hogy az altalunk kifejlesztett GHRH
antagonistak [76, 79] erbteljesen képesek hatni a GHRH-GH-IGF-I tengelyre [240]. Igy
alkalmazasuk kézenfekvonek mutatkozott, mivel GHRH-GH-IGF-I tengely szerepe a tanulasi
folyamatokban ¢és a demencidkban koran sincs tisztdzva. Mind a rendszer hiperaktivitasat, mind
[241, 242] mind a hipoaktivitasat [243] kapcsolatba hoztak az élettartam csdkkenésével és a
gondolkodas szinvonalanak hanyatlasaval. Ugyanakkor fontos uj keleti megfigyelések
tamogatjak azt, hogy patologias koriilmények kozott a rendszer gatlasa kedvezo lehet [229, 231,
232, 237, 239]. Jelen eredmények is igazoljak, hogy a GHRH antagonista MIA-690 szdmos
pozitiv hatassal is birt az Alzheimer betegség kiilonbozd modelljeiben. Etiopatogenetikai
szempontbol az egyik legjelentdsebb 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-f, igy hiperinzulinémia esetén az inzulin-degradalé enzim (IDE) kotOhelyeiért folyo
versengés az amiloid-B csokkent lebomlasahoz és felhalmozodasdhoz vezet. [239]. A GHRH
antagonista IDE telitést csokkentdé hatasa kozvetve eldnyOsen befolyasolhatja az amiloid-3
lebomlésat.

Az in vivo viselkedési kisérletek mindezt alatamasztva vilagosan mutattak, hogy a GHRH
antagonista hatékonyan képes lassitani az MWM kisérletek tanuldsi fazisban mérhetd
paramétereinek romléasat (1asd latencia). A peptid a proba szakasz mérdszamainak (elsésorban a
kumulativ tavolsag és a platformkeresztezések) romlasat is képes volt részben kivédeni. Ezen
kronikus hatasok mellett a PCR vizsgélatok (4. tablazat) arra utaltak, hogy az antagonistanak
akér akut elényds hatasa is lehet. Mindez megerdsiti korabbi eredményeinket [229], és azon
kisérleti adatokkal mutat parhuzamot, amely intranazalis GHRH agonistak géatlo hatasat mutattak
ki a hippokampalis memoriara [233]. Ezen akut hatasban kiillonosen fontos lehet az, hogy a MIA-
690 csokkentette az acetilkolinészteraz termelddését, hiszen az acetilkolin kulcsfontossagl
szerepet tolt be a hippokampadlis tanulasi folyamatokban [244] és az acetilkolinészteraz gatlasa
jelenleg a leghatékonyabb palliativ kezelési lehetdség Alzheimer betegségben [245].

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-B toredékkel eldkezelt egérben [11] és patkanyban [52]. Hasonld6 médon a GHRH

antagonista MZ-4-71 javitotta a memoria konszolidacidjat [229, 231], szorongasoldonak [229,
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246], ¢és antidepressziv hatdsunak [229, 247] bizonyult amiloid-f fragmenssel eldkezelt
egerekben. Egy nem specifikus demencia modellben a GHRH antagonista (MZ-5-156) szintén
javitotta a felgyorsult dregedésti egértorzs (senescence-accelerated mouse, SAMPS8) kognitiv
funkcioit [232]. A kezelt allatok szignifikansan jobban teljesitettek aktiv elharitasi T-labirintus
tesztben, passziv elharitasi tesztben ¢&s targyfelismerésben. A peptid szintén lassitotta a
koordinacié romlasat, megndvelte a tulélést és fokozta a neuronok telomeraz aktivitasat.

A genomikai és proteomikai eredményeink tovabbi lehetséges Utvonalait deritették fel a
MIA-690 hatasmechanizmusainak. Elészor is a PCR eredmények kimutattdk, hogy a GHRH
antagonista csokkenti az 4APP termelddést. Tovabba gatolta a B-szekretazok egyikét (BACE)) és
a vy-szekretaz komplex szdmos alegységének (presenilin 1, presenilin 2 ¢€s nicastrin)
kifejezodését [248]. A kezelt mintakban az apoptotikus kaszkad legfontosabb elemeinek szamito
katepszinek szintézise is csokkent. Az alacsony stlriiségli lipoprotein receptorhoz kapcsolddo
protein (lipprotein-receptor-related-protein, LRP)6 termelddésének csokkenése szintén arra utal,
hogy a MIA-690 attételesen fokozhatja az amiloid-f3 lebomléasat. Ugyanis a KIR-ben az LRP-k,
az op-macroglobulinnal, az IGF-kel és az ApoE-vel kardltve versengenek az amiloid-3
lebontasaban is élen jaré enzimek kotdhelyeiért [224, 249]. Tovabba a GHRH antagonista
csokkentette a mintdkban az axonalis transzportban oly fontos mikrotubulus asszocialt proteinek
(microtubule associated protein, MAP2 és MAPT) jelenlétét is. Az amiloid-P1.42 és T fehérjék,
mint alapvetd diagnosztikus kritériumok expresszidjara vonatkozo fenti genomikai eredményeket
proteomikai vizsgalataink (ELISA, IHC) is teljes mértékben alatdmasztottak.

Az Alzheimer betegség nemcsak fokozza a sejtpusztulast, hanem egyuttal csokkenti
sejtek regeneracigjat is a y-szekretaz komplexre gyakorolt hatasa révén. A sejthartyaba agyazott
y-szekretdz ugyanis a szintén transzmembran ,notch” fehérje hasitojaként egyuttal a
sejtszaporodast serkentd ,notch” jelatviteli Ut aktivatora is [250]. Ha APP vagy annak
derivatumai talterhelik a y-szekretazt, akkor tehat nemcsak a programozott sejthalal gyorsul fel
neuroektodermalis Ossejtekbdl torténd wjdonképzddésének lehetdsége is [251]. Mindezt jol
tilkrozte, hogy kisérleteinkben a kronikus MIA-690 kezelés helyreallitotta a neurogenezis egyik
legfontosabb mediatoranak, a BDNF-nek az elvalasztasat. [224, 252].

A GHRH antagonistak pozitiv hatdsahoz mindenképp jelentésen hozzéjarul az oxidativ

stresszt mérsékld hatasuk [232] illetve az IGF-1 szignallizaciot gatlo effektusuk [237].
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Kisérleteinkben az antagonista nemcsak csokkentette ROS képzddést a HCN-2 sejtekben, de
egyuttal az antioxidans GPx1 szintet is ndvelte. Mindez egyértelmii, apoptdzist csokkentd hatast
eredményezett [224, 237], ami nem meglepé6 moédon ndvelte az amiloid-B;4, kezelésben
részesiilt HCN-2 sejtek ¢letképességét illetve az SXFAD egerek tulélését [224, 253].

Ezen kisérleti adatok irodalmi kontextusba helyezése és megfelel6 magyarazata céljabol
¢lesen el kell valasztani az altalunk vizsgalt GHRH antagonistdk hatdsat az Alzheimer betegség
kiilonb6z6 modelljeiben és a GHRH analogok per se kognitiv effektusat prezentald irodalmi
adatokat. Ugyanis utobbi, akut jelenség teljesen fliggetlen a betegség dinamikdjara gyakorolt
altalunk elsdként igazolt eldnyos befolyastol, és akar kedvezdtlen is lehet rovid tavon [229, 231,
232,237, 239]. Az akut hatasnak a tengely 0sszetettségébdl fakado ellentmondésos viszonyait jol
tiikrozi, hogy, mig a GHRH hatésa karosnak tlinik, [229, 231, 233] addig az IGF csalad kedvezd
befolyassal bir a memoria folyamatokra [254-257]. gy tovabbi kisérletek sziikségesek a

memoriara €s a proteotoxicitasra ¢és ,,misfolding”-ra gyakorolt hatas szétvalasztasahoz.

A citoprotektiv apelin hatasai és azok mediacidja
A ghrelinhez hasonloan az apelin felfedezése is a reverz farmakoldégia (,,reverse

pharmacology”) eréfeszitésének kdszonhetd. A mar kordbban is ismert G-proteinhez kapcsolt
APJ receptor [258] endogén ligandjat az Apelin-36-ot borjugyomorbol izolaltdk eldszor [78].
Ennek a prepro-apelinnek a C-termindlis 13—19 aminosavbdl allo fragmentumai a késébbi
kisérletek soran joval hatékonyabbnak bizonyultak mint maga az anyamolekula [78, 259]. Noha
az apelin megtalalhat6 az egész kozponti idegrendszerben, kiilondsen nagy koncentracidban
fejez6dik ki a [260] hipotalamuszban, a limbikus teriileteken és az agyfiiggelékben. A
hipotalamuszban legnagyobb koncentracioban az SCN-ben ¢és a PVN-ben [261, 262], ami arra
utal, hogy az apelin fontos szerepet tolthet be az endokrin, a homeosztatikus és viselkedési
folyamatok kozponti irdnyitdsdban, illetve azok cirkadidn vagy diurnalis ritmusanak
meghatarozasaban. Az elmult évek vizsgalatai alapjan az apelin fontos citoprotektiv és a sejtek
megujulasat serkentd hatdssal bir [77]. Emellett élettani adatok tamasztjak ald, hogy az apelin-13
fokozza a vizfelvételt [261, 263, 264], vérnyomés-szabdlyoz6 hatdssal bir [263, 265] és
befolyasolja a vazopresszin kibocsatast [264, 266]. Az apelin-13 piroglutamint tartalmazo
derivatuma pedig a taplalékfelvétel és az agyfiiggelék mirigy hormon kibocsatasanak
szabalyozdja [264]. Jelen kisérleteinkben elsOként vizsgaltuk az apelin-13 hatasit a HAM

tengelyre, valamint a hdszabdlyozdsra. Tovabba, mivel a limbikus rendszer igen nagy
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koncentracioban tartalmazza az apelint és annak receptorat [261], a peptid viselkedési hatésait és
azok mediacidjat is gorcso ala vettiik.
Az apelin hatasa az exploratoros viselkedésre

Az apelin-13-val vald kezelés mind a keresztezett négyzetek mind az 4gaskodasok szamat
megemelte OF teszt sordn (47. dbra). A haloperidol gatolta (48. abra), mig a szelektiv D,
antagonista SCH 23390 eldkezelés teljes mértékben kivédte az apelin-13 kivaltotta valaszt (49.
abra). A nitrogén monoxid szintaz (NOS) gatlo nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME) szintén
mérsékelte az apelin horizontalis és vertikalis lokomotoros aktivitdsra gyakorolt hatasat (50.

abra); Ugyanakkor CRH antagonista o-helikéalis-CRHy 4; hatastalannak bizonyult (nem keriilt

abrazolasra).
300 |, 30
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47. abra:

Az apelin mind a horizontalis (F16=7,24; *=p<0,005 a kontrollal szemben), mind a
vertikalis aktivitast (F 54=6,99; #=p<0,001 a kontrollal szemben) szignifikansan novelte.
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48. abra:

A haloperidol (HAL) kivédte az apelin horizontdlis (F3 39=4,08; *=p<0,05 a kontrollal
szemben), és vertikalis aktivitas fokozodast (Fi339=8,77; #=p<0,005 a kontrollal
szemben) kivalté hatdsat.
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49. abra:

A szelektiv D; antagonista SCH 23390 kivédte az apelin horizontdlis (Fg337=6,30;
*=p<0,005 a kontrollal szemben), és vertikalis aktivitas fokozodast (Fg;37=10,59;
#=p<0,0005 a kontrollal szemben) kivalté hatasat.
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50. abra:

A nitro-L-arginin-metil-észter (L-NAME) kivedte az apelin horizontalis (F 3 40,=9,68;
*=p<0,005 a kontrollal szemben), és vertikalis aktivitas fokozddast (F 49=5,30;
#=p<0,05 a kontrollal szemben) kivaltd hatasat.

Az apelin hatasa a HAM tengelyre
Apelin-13 erdteljesen serkentette a HAM tengelyt (51. abra). A neuropeptid altal kivaltott
kortikoszteron valaszt az o-helikalis-CRHg 4; sikeresen kivédte (52. abra). Ugyanakkor a nem
szelektiv dopamin antagonista haloperidol és a L-NAME el6kezelés hatastalannak bizonyult

(nem kertilt dbrazolasra).

Az apelin hatasa telemetrias rendszerben

A neuropeptid 10 pg-os dozisban szignifikansan emelte a maghomérsékletet. A CRH antagonista
¢s az L-NAME eldkezelés ezt a hatast nem befolyasolta. Ugyanakkor a COX gatlo NAP két

oraval az apelin el6kezelés utan csokkentette az apelin hipertermias hatasat (53. abra).

76



dc_967_14

257
= *
£ 207
2 I
o
2 157
c
2
[0
"ﬁ 10 1 1
(o]
o
5 51
=

8 6
0 I HH
kontroll 19 519 10 ng
apelin-13 apelin-13 apelin-13

51. abra:

Az apelin dozisfliggben novelte a kortikoszteron szekréciot. F ,4=3,80;
k=p<0,05 a kontrollal szemben.
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52. abra:

A CRH antagonista (CRHa), o-helikdlis CRH._,, kivédte az apelin kortikoszteron
szekreciot fokozo hatasat. F, ,,,=3,80; *=p<0,05 a kontrollal szemben.
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53. abra:

Az apelin novelte a maghdmérsékletet. F, 47,=4,74; ¥=p<0,05: apelin a kontrollal szemben
és #=p<0,05: noraminofenazon (NAP)+apelin a kontrollal szemben. Roviditések: L-NAME:
nitro-L-arginin-metil-eszter, CRHa: CRH antagonista (CRHa), a-helikalis CRH,_y,

Az apelin anxiolitikus és tanuldsi hatasai
Az apelin fokozta a nyitott karban toltott idot és farmakologiai vizsgalataink azt is igazoltak,
hogy ezen szorongasoldo hatast az adrenerg, a dopaminerg és a szerotonerg rendszer kdzvetitette
[15]. A peptid ugyanakkor hatékonyan serkentette a memoria konszolidaciojat, passziv elharitasi
tesztben vizsgalva, szintén adrenerg, dopaminerg és szerotonerg mediacio révén [16].

A jelen kisérletek vilagosan tiikrozik, hogy az apelin-13 mind a horizontdlis mind a
vertikalis lokomotoros aktivitast dozis fliggéen fokozza. Lee és tarsai [263] mar kordbban
felvetették, hogy strukturdlis €s eloszlasi hasonlésagok vannak az apelin és az angiotensin II
kozott. Eredményeink els6ként tdmasztottak ala ezt a hipotézist funkcionalis oldalrél, hiszen az
apelin ¢és az angiotensin Il motoros aktivaciot kivaltd hatasa igen hasonld [267]. A haloperidol
elokezelés hatékonysaga a viselkedési valasz blokkolasdban vetette fel , hogy a nigrosztriatalis
rendszer, illetve olyan mezolimbikus struktirdk mint a nucleus accumbens vagy az amigdala
kozvetithetik az apelinerg rendszer lokomotoros hatdsait [268, 269]. Varakozasainkat ala is

tamasztotta az, hogy az SCH-23390 kivédte a viselkedési valasz minden aspektusat és D
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receptorok kizardlagos szerepére utal ezekben a folyamatokban. Ugyanakkor meg is erdsitik
azon kisérleti eredményeket, amelyek a D; receptorok ilyen irdnyu és kiemelkedden fontos
szerepére utalnak az exploratoros viselkedések szabalyozasdban [270, 271]. Az L-NAME is
képes volt némiképp befolyasolni az apelin-13 viselkedési hatésait, igazolva azt, hogy szamos
esetben az apelin-13 hatasa NO fliggd [272]. Masrészt az apelin-13 nem gyakorolt statisztikailag
jelent6s hatast a spontan ambulatoros aktivitasra telemetrids kisérletek soran. Ezen latszélagos
ellentmondo6 hatas a fiirkészo, felderitd és a spontan mozgésaktivitas adatai kozott egyre inkabb
megerdsiteni latszik azt, hogy a két folyamat legfelsd szabdlyozdsa mas struktirakhoz,
transzmitterekhez, modulatorokhoz kothetd [161].

A HAM tengelyre vonatkozo6 adatok megerdsitik azon korabbi eredményeket [264], hogy
az apelin kozponti szerepet tolthet be a neuroendokrin szabdlyozasi folyamatokban. CRH
antagonista eldkezelés csokkentette a kortikoszteron valasz mértékét, de egyéb publikaciok [264]
altal sugallt mediatorok (pl. AVP) szerepe nem zarhat6 ki. Ugyanakkor a haloperidol el6kezelés
teljes mértékben hatastalan volt, ami arra utal, hogy fizioldégids koriilmények kozott a
dopaminerg stimulacié nem jatszik szerepet a HAM tengely aktivaciojaban [60, 273]. Ez a tény,
valamint a viselkedési (1 pg) és az endokrin (10 pg), kisérletekben hatdsosnak bizonyult
koncentraciok kozotti mintegy nagysagrendi kiilonbség megerdsiti azt a hipotézist, hogy az
exploratoros viselkedés és a HAM tengely szabalyozdsdban némely kozos mediator ellenére
eltérd idegrendszeri palyak vesznek részt. Az a tény hogy a markans HAM aktivaciot az EPM
tesztben szorongdsoldasra utald nyilt tér preferencia kisérte szintén arra utal, hogy az apelin
eltérd szerepet tolt be a viselkedés szabalyozasaért felelds mezolimbikus CRH neuronok,
valamint az endokrin szabalyozéasban szerepet jatszo PVN-béli CRH neuronok iranyitdsdban. Ez
mindenképpen tovabbi vizsgalatok elvégzésére kell, hogy sarkaljon, hiszen felveti, hogy az
apelin a stressz aktivalo CRHR; és a stressz-moduléld (,,stress-coping”) CRHR; neuronok
serkentésére egyarant képes.

Kisérleteink egyuttal els6ként mutattdk ki az apelin-13 arachidonsav kaszkad fliggd
apelinerg innervacioja szolgalhat [274]. Ezen eredmények bizonyos viselkedési adatok
magyarazataul is szolgalhatnak. Ugyanis a telemetrids rendszer altal biztositott nyugalmi

koriilmények kozott a ,, set point” eltolddasabol fakado viselkedési hdszabalyozasi, hdkonzervalo
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(0sszegdmbolyddés) folyamatok  értelemszerien interferdlnak a spontdn  lokomocid
fokozddasaval.

Kisérleteink ugyanakkor azt is igazoltdk, hogy az apelin-13 serkenti a tanulési
folyamatokat és fokozza a memoria konszolidacidjat passziv elharitdsi tesztben. Ezen hatasok
tiikrozhetik kordbban bizonyitott neuroprotektiv hatasat. Sejtkultardkban az apelin egér agykérgi
neuronok programozott sejthaldlat sikeresen gatolta [275, 276], tovabba a hippokampalis
idegsejteket is sikeresen Ovta meg az N-metil-D-aszpartait (NMDA) receptorok kozvetitette
citotoxikus hatastol [276].
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Kovetkeztetések

Fobb eredményeink szdmos esetben megerdsitést €és igazoldst nyertek mas kutatdcsoportok

tovabbi kutatdsai révén. gy, tigabb kontextusba helyezve, szamos uttord jellegii adatunk

forrasként szolgalt komplex, neurohormonalis folyamatokat bemutato, attekintd jellegl

publikéacidokhoz. Ezek egyuttal kisérleti eredményeink tovabbgondolasahoz és kovetkeztetéseink

bemutatasdhoz is segitséget nytjtottak.

Az orexigén neuropeptidek rendszere

Elsoként bizonyitottuk, mégpedig a kdzponti tdmadaspontot és a mediacidét (NPY) is igazolva,

54. abra
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[39. 40]. Az 54. abran [277] lathato
moédon a kdrnyezeti stresszorokra
adott neuropeptid valaszok koziil az

orexinekére ma mar, mint a CRH és

VP csaladokkal egyenértéki
szabalyozora tekinthetiink [277]. E
dolgozataink korabbi

eredményeinkhez hasonlé modon |5,
6] a stressz valasz kivaltd ingertdl
fiiggd KIR-i szervezOdésének
megismerés¢hez nyujtottak fontos
adalékokat.

Ugyanakkor részletesen feltdrtuk az

orexinek viselkedési [38, 41, 141] és

termoregulacids effektusainak [20]

valamint a ghrelin -

taplalékfelvételen messze tulmutatd -
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rendszer €és az autondom szabalyozas terén betdltott szerepiik megértéséhez jarultunk hozza (55.

abra).
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Input and output of orexin neurons. Input areas are shown in yellow, output areas are shown in blue. Orexin
neurons respond to salient cues or contexts, which are conveyed by projections from the nucleus accumbens (NAc) and
limbic structures, such as the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) and the central nucleus of the amygdala (CeA).
Orexin neurons also monitor factors that reflect the metabolic state of the body, such as ghrelin, glucose and leptin, and
their activity is further affected by CO, and pH levels. Orexin neurons send excitatory projections to various regions that
are implicated in the regulation of feeding, including the NAc, nucleus of the solitary tract (NTS), paraventricular nucleus
of the hypothalamus (PVN), neuropeptide Y (NPY) neurons in the arcuate nucleus and glucoreceptor (GR) neurons in the
ventromedial hypothalamus. Orexin neurons also connect with autonomic regulatory regions to increase sympathetic
outflow in response to salient cues or contexts. Connections between the NAc, orexin neurons and the ventral tegmental
area (VTA) might have arole in the reward system. Perception of cues that predict reward might be conveyed by the
connection between the NAc and orexin neurons, which send excitatory signals to dopamine (DA) neurons in the VTA.
Orexin neurons also increase arousal to support motivated behaviour through connections between these cells and
monoaminergic centres, including the dorsal raphe nuclei (DR), locus coeruleus (LC) and tuberomamillary nucleus (TMN).
Note that ‘excitatory’ and ‘inhibitory’ do not necessarily indicate direct excitatory and inhibitory connections. 5-HT,
5-hydroxytryptamine (also known as serotonin); AP, area postrema; Fp, folium-p; HA, histamine; OX1R, orexin receptor
type 1; OX2R, orexin receptor type 2; PAG, periaqueductal grey; PBN, parabrachial nucleus; POA, preoptic area; RVLM,
rostral ventrolateral medulla; RVMM, rostral ventromedial medulla.
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Az LC idegsejtek sejttestén végzddd orexinerg aktivacid [103, 133], agy tlinik noradrenerg
projekciok révén [137, 139] képes a hippokampusz, [140, 278] és az amigdala miikodését
befolyasolni. Az amigdala szerepe az emociok, a félelem ¢és az érzelmileg motivalt tanulds

szabalyozasaban egyértelmiien és latvanyosan Osszekapcsolja kutatasaink két vonatkozasat [38,
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41, 141] és felveti, hogy az orexinek tanulédsi folyamatokat javito hatdsa elsdsorban az amigdala
aktivitasahoz kothetd. Ezen eredményeink kontextusba helyezték az orexinek szorongasfokozo
hatdsat és egyuttal az orexin pozitiv rendszer altalanos aktivitast és éberséget szabalyozo
funkciojahoz [129, 130] kapcsoltak. Az utdbbi karosodasabol fakado narkolepsziés, katalepszids
jelenségek [279-281] kutatasa egyre jelentdsebb klinikai szereppel is bir [282], hiszen gy tlinik
e neuron csoport 6roklott diszfunkcidja illetve toxikus, vagy autoimmun karosodasa alapvetd
szereppel birhat egyes hipnogén tudatzavarok (posztenkefalitiszes koma, Kkatalepszia,
narkolepszia) patogenezisében [283, 284]. Osszességében elmondhatjuk, hogy az orexinek
taplalék felvételen tl az endokrin és autonom folyamatokban, az alvas-ébrenlét és a viselkedés

szabalyozasaban is kulcsfontossagl szerepet tdltenek be jelen tudasunk szerint [285] (55. abra).

A cirkadian szabalyozasban szerepet jatszo neuromedinek és RFamidok

56.8bra | A schematic diagram toillustrate the three-stage

. integrator for circadian rhythms. The suprachiasmatic
. nucleus (SCN) serves as a biological clock, but has few

Wakefulness, feeding .
. outputs to sleep-regulatory systems. Most of its output
5 @ . goesinto the region in light brown, which includes the
Y . ventral (vSPZ) and dorsal (dSPZ) subparaventricular
LHA

Corticosteroid release

- zone, and the dorsomedial nucleus of the hypothalamus

. (DMH). Neurons in the vSPZ relay information necessary

. for organizing daily cycles of wake-sleep, whereas dSPZ

. neurons are crucial for rhythms of body temperature.

- Outputs from the SPZ are integrated in the DMH with

. other inputs, and DMH neurons drive circadian cycles of

. sleep, activity, feeding and corticosteroid secretion. Cycles

. of body temperature are maintained by dSPZ projections

. back to the medial preoptic area (MPO), whereas the

. DMN is the origin of projections to the VLPO for sleep

- cycles, to the corticotropin-releasing hormone (CRH)

. neurons of the paraventricular nucleus (PVH) for

. corticosteroid cycles, and to the lateral hy pothalamic

- (LHA) orexin and melanin-concentrating hormone

| neurons for wakefulness and feeding cycles. The
integrative steps in the SPZ and DMH allow circadian
rhythms to adapt to environmental stimuli, such as food
availability (for example, leptin and ghrelin action via the
ventromedial (VMH) and arcuate (ARC) nuclei), as well
as visceral sensory inputs, cognitive influences from the
prefrontal cortex and emotional inputs from the limbic
system (inset).

Hypothalamus NATURE| Vol 437|27 October 2005|doi:10.1038/nature04284  REVIEW

Thermoregulation

—

Leptin
Ghrelin

Visceral

Vizsgéalataink elsoként mutattak ki, hogy az SCN-bdl [286] felszabaduld neuropeptidek koziil a

neuromedin-S kapcsolatot teremthet cirkadian o6rdnk mikodése valamint a HAM tengely, az

autondm és viselkedési folyamatok [10], és - az RFamidok (elsésorban a KP-k) révén [42-44,

221] - a gonadotrép hormonok (GtH) kozétt [198] (56. abra). Ezen folyamatok mediacidjaban

természetesen az el6bb targyalt orexigén neuropeptidek, de az AVP és a CRH is szerepet
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jatszanak [287]. Kdlcsonhatdsaik vizsgalata, kiilonos tekintettel a KP-kre [44, 221] gylimdles6zo

tovabbi kutatdsokra ad lehetdséget, melyek fényt derithetnek olyan a stressz valasszal és

metabolikus szindroémaval kapcsolodo, szinte népbetegségnek szamitdé korképek, mint a

policisztas ovarium szindroma (PCOS) hétterére [288].

A citoprotektiv neuropeptidek hatasanak vizsgalata

57. abra AMERICAN JOURNAL of PHYSIOLOGY

Apelin
Hypothalamus
CSP)

PVN

Anterior
pituitary

[ Glucocorticoids ]

Adrenal gland ?’

AJP-Endocrinol Metab « VOL 292 « JANUARY 2007 « www.ajpendo.org

Névumként  szamolhattunk be az

apelinek SZAmos hormonalis,

autonom és viselkedési hatasarol és

rrrrrr

mely eredmények azdta bevett

adatoknak szdmitanak (57. 4bra)

[289]. A pozitiv kognitiv ¢és
anxiolitikus  hatdsok  vizsgalata
tovabbi kutatasokat igényel,
csakugy, mint a GHRH és GnRH
antagonistak elényds mivoltanak
atfogbbb  vizsgdlata  demencia

modellekben. Utébbi  kisérleteink,

mintegy 0sszegzésképpen, legujabb
¢s leghatékonyabb analogjainkkal
egy bevett transzgénikus
egérmodell  kronikus  adataival
tették teljessé a korabbi kognitiv
modellekbdl szarmazo akut

kezelésen alapulé adatokat. Igy

els6ként igazoltak, hogy a GHRH antagonistak kedvezben befolyasolhatjdk az Alzheimer

betegség lefolyasanak dinamikajat.

Tovabbi vizsgalatainkat, els6sorban a University of Miami és a Miami Hospital of Veteran

Affairs segitsége révén, ki ohajtjuk terjeszteni a poszt-traumas demenciakra, melyek kutatisa az

invalidus pacientira miatt kiilondsen nagy hangsialyt kap ezekben az egészségiigyi
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intézményekben. Erre analdgjaink, melyek nagy hatékonysaggal jutnak at a vér-agy géaton [290],
és szamos tamadasponttal birnak [76] (58. dbra), igencsak alkalmasnak téinnek. Es bar eddig
foként onkoldgiai szempontbol értékeltiik hatasukat [36, 48, 49, 56, 76](56. abra), de mivel
kezdeti eredményeink szerint [28, 229, 232, 291, 292] kedvezden képesek befolyasolni a
neurodegenerativ folyamatok patogenezisének kiilonbozo 1épcsdit, igy ilyen irdnyban is tovabb

kivanjuk bdviteni kutatasainkat.

58. abra www.nhature.com/clinicalpractice/endmet
A

GHRH antagonists
inhibit binding of
GHRH to
pituitary

GHRH receptors

Autocrine
and/or paracrine
GHRH-stimulatory

lGH secretion 02020
TTTTBGCck
Hepatic IGF-I c

production —

lmm

Ensuing block

Ensuing block

Autocrine
and/or paracrine
IGF-stimulatory
loop

> Pituitary GHRH receptor [ GHRH antagonist <> GHRH

M GHRH sv1 receptor or pituitary-type GHRH receptor

Tumor cells | IGF-I receptor [ Tumoral IGF-I, IGF-II

Schematic representation of the three potential mechanisms through which growth-
hormone-releasing hormone (GHRH) antagonists mediate the inhibition of tumor growth. (A) An indirect action
mediated through the suppression of the axis between pituitary GH and hepatic IGF-I. GHRH antagonists
block the secretion of GH from the pituitary gland by inhibiting the binding of hypothalamic GHRH to GHRH
receptors on pituitary somatotrophs. GH activates liver IGF-I gene transcription and could directly stimulate
IGF-I production in some tumors. Inhibition of GH results in a decrease of the production of hepatic IGF-I
and the lowering in the levels of circulating IGF-I, ultimately leading to inhibition of tumor growth. (B) Direct
action. GHRH antagonists competitively inhibit the binding of tumoral autocrine or paracrine GHRH to
pituitary-type GHRH receptors or GHRH-receptor splice variants on tumors. This inhibition blocks the
stimulatory effect of locally produced GHRH on tumor growth, probably without the involvement of the IGF
system. (C) GHRH antagonists can also directly inhibit tumor growth by suppressing the autocrine and/or
paracrine production of IGF-I or IGF-II by the tumor. This effect is probably mediated through pituitary-type
GHRH receptors or GHRH-receptor splice variants on tumors. Locally produced IGF-I and IGF-II activate cell
proliferation by binding to type | IGF receptors on tumors. In some tumors GHRH antagonists can also block
the stimulatory effect of local GH on tumor proliferation (not shown). The cell cycle is arrested at the G2-M
point, which triggers apoptosis.®® Abbreviations: GH, growth hormone; GHRH, GH-releasing hormone;

IGF, insulin-like growth factor; SV1, GHRH-receptor splice variant 1.
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Koszonetnyilvanitas

Els6sorban Telegdy Gyula és Andrew Viktor Schally Professzor uraknak szeretnék kdszonetet
mondani, akik biztositottak azt a serkentd, kreativ szellemi kdrnyezetet, ami az eredményes
kutatomunkahoz alapvetden sziikséges. A Nobel-dijas Schally Professzor Ur kutatocsoportjanak
tagjaként egy rendkiviil kompetitiv kutatoi latdasmod megismerésére nyilt médom. Szabo Gyula
Professzor Urnak szintén koszonettel tartozom, aki a PhD-m utani idészakban helyet és részben
anyagi forrasokat biztositott kutatasaimhoz. A jelen dolgozat esetén kiilon hangstilyoznam, hogy
Telegdy Professzor Ur mentori timogatasa nélkiil egységes doktori munka kialakitasara sem lett
volna modom. Kollégéim koziil ki kell emelnem Bujdoso Erika, Dr Bagosi Zsolt, Dr Pataki Imre,
Dr Csabafi Krisztina, Dr Rick Ferenc, Dr Szalontay Luca és Dr Norman Block segitségét. Az
évek soran technikai segitséget foként Luis Salgueiro, Irving Vidaurre, Roberto Perez, Ricardo
Rincon, Arumugam Jayakumar, Ballané Aradan Csilla, Sarkany Szilvia és Koczi Enikd
nyujtottak munkamhoz. Probaltam a munkamban a magyar tudoményos nyelvnek megfeleléen
az eredeti dolgozatokat atszabni, hiszen ahogy Bessenyei Gyorgy mar kozel harmadfél szdzada
kifejtette: ,, Jegyezd meg e nagy igassagot, hogy soha a foldnek golyobissan egy Nemzet sem
tehette addig magajéva a' boltsességet, mélységet, valameddig a' tudomanyokat, a maga Anya
nyelvébe bé nem huzta. Minden Nemzet a maga nyelvén lett tudos, de idegenen sohasem.” De a
nem sajat, csupan citalt, tekintélyes 0sszefoglalo milivekbdl szarmazd illusztracidkat szerzoi jogi
okokbdl természetesen nem magyarithattuk.
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Az utolso6 10 év (2005-2015) tudomanyos, teljes, lektoralt 29
folydiratcikkeinek szama
impakt faktor 6sszeg 107,0
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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
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