Osszefoglalas

A vizsgalt periodusban a vallalt feladat tobb neuropeptidnek
mint a PACAP 38, orexin A és B endomorphin-1, a MERF, apelin-13,
urocortin 1 , 2 és 3, valamint a ghrelinnek vizsgalata olyan
idegrendszeri Tfunkcidkban mint a tanulds és meméria, az 4&llat
mozgads aktivitasaban uj kornyezetben, mint az open-field
aktivitasban, és megszokott kornyezetben telemetriasan mérve,
testhsmérséklet valtozaséaban, valamint a hypophysis-
mellékvesekéreg rendszer aktivitasaban.

A hatasok mechanizmusara vonatkozé vizsgalatokban annak
kideritésére, hogy a kapott valtozasokban milyen transmitterek
vesznek részt, az allatokat a megfelels receptor blokkoldkkal vagy
antiserumokkal kezeltik és vizsgaltuk a neuropeptidek hatasaban
létrejovs valtozasokat.

Az egyes neuropeptidek hyperthermiaval kapcsolatos
vizsgalataink soran angol kutatékkal végzett Kkooperacidban
taladltunk ra az isatinra, amely olyan lazcsillapitonak bizonyult,
amely a prostaglandin utan fejti ki hatadsat és amelynek egyes
analogjai ezerszer erdésebb lazcsillapiték mint az isatin maga.
E%?k kaz eredmények jelenleg szabadalmaztatasi eljaréas alatt
allnak.

A részletekre vonatkozé eredmények a részletes részben
talalhatok.

Summary

In the reported period the aim was to find out the action of
certain neuropeptides on such brain function as learning and
memory, locomotion in nonfamiliar environment (open-field
activity) and familiar environment, in the animals home cage,
measured by telemetric measurement, body temperature and
pituitary-adrenal function. The following neuropeptides were used:
PACAP 38, orexin A and B, endomorphin-1, MERF, apelin-13,
urocortin 1, 2 and 3 as well as ghrelin.

In oder to learn the mechanism of action, the involvement of
transmitters in the action of neuropeptides, different receptor
blockers or antisera against peptide were utilized.

During the study of the action of certain neuropeptides on
body temperature, which was carried out collaboration with British
partners, we discovered that isatin has strong antipyretic action
and the action 1i1s located after the prostaglandin synthesis,
because even the PG-induced higher temperature can be blocked by
isatin. We have found that some analogues of isatin thousand times
are more potent antipyretics than the 1isatin 1itself. These
observation are under patenting procedure.

The details are in the following section.

Részletes beszamolo:
A kutatasi periodusban a f& feladat tobb neuropeptidnek a kdzponti

idegrendszer  mukodesének  kulonbozs aspektusaira kifejtett
hatasanak vizsgalata, valamint Kkulénb6z8 neurotransmitterekkel



torténts interakcid volt. Az aléabbi neuropeptidek vizsgalatat
végeztik:
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PACAP 38, orexin A és B., endomorphin-1., proenkephalin derivatum
(met-enkephalin-arg-phe, MERF), apelin-13, urocortin 1, urocortin
2, urocortin 3, ghrelin.

A vizsgalatokat kiterjesztettiuk a hatasmechanizmus
vizsgalatara is nevezetesen, hogy a neuropeptidek altal kivaltott
hatasban milyen transmitterek, esetleg mas neuropeptidek vagy
prostaglandinok vesznek részt.

Orexin A hypothermidt okoz, mely hatds az NPY-on keresztul
realizalodik, NPY antagonista a hatast kivedi.

A orexin A és orexin B fokozta a hypothalamo-hypophysealis
mellékvesekéreg rendszer aktivitasat. A CRF antagonista a CRF 9-41
és az NPY antagonista kivédte az orexinek mellékvesekéreg
szekréciot stimuladlé hatésat. Ez arra mutat, hogy az orexinek
hatdsa centralis lenne, részben a CRF, részben az NPY-on keresztul
medialt.

Az orexin A javitotta a passziv elharitdsos magatartas
folyamatait. A kovetkezs receptorok blokkoldsa gyengitette a
tanulassal kapcsolatos folyamatokat: dopaminerg, alfa- és beta-
adrenerg, cholinerg, GABAerg és opiat, valamint nitrogen monoxide
képzsdés gatlasa.

A PACAP 38 az oldals6 agykamraba adva atmenetileg csokkentette
az allatok mozgasaktivitasat fsleg a 3 és 6 Oras tesztben. A 24
Oras tesztelésben a kulonbségek eltinnek. A PACAP 38 mozgas-
aktivitasra Kkifejtette hatasa Telfiuggeszthets volt az alabbi
receptor blokkoldkkal: propranolol, naloxon, PACAP antagonista
PACAP 6-38, valamint CRF antagonista és PACAP antiserum. Atropin
€s nitro-L-arginin, bicucullin, methysergid hatastalan volt.

Az aktiv elharitdé magatartas kioltasat a PACAP 38 atmenetileg
fokozta. PACAP antagonista és a PACAP ellenes antiserum a hatéast
felfuggesztette. Az alabbi receptorblokkolokkal a hatas kivédhetd
volt: propranolol, haloperidol, naloxon, bicucullin és nitro-L-
arginin. A phenoxybenzamin és az atropin hatastalan volt. 24 6ra
mulva a kioltads kontroll folé emelkedett. Az ezt kdvets 10 napon
keresztul elvégzett tesztelés azt mutatta, hogy az egyszeri PACAP
kezelés a memoria rogzilését hosszu tavon jelentésen erdésitette. A
kontroll allatok a 7-ik napon mar a tanult Tfeleletet
elfelejtették, mig a PACAP kezelt allatok 70 % positiv valaszt
adtak.

A PACAP 38 az oldals6 agykamradba adva hyperthermidt okoz. A
noraminophenazon, valamint a PACAP 38 ellenes antiserum, kivédte a
PACAP 38 hyperthermias hatasat. Az apomorphin és a bromocriptin,
mint dopamin agonistak, erdsitették a PACAP hatasat, a haloperidol
csOkkentette azt.

A PACAP 38 ¢és az endogen indol (indol-2,3-dion)-al
kapcsolatos vizsgalatainkban a kovetkezé megallapitasokat tettik:
A PACAP 38 az oldalsé agykamraba adva patkanyokban emeli az
allatok testhsmérsékletét a 2 o6raban, mely hatds a 6-ik oOraig
tart, majd a hyperthermia csokken. Az isatin elskezelés Kkivédi a
PACAP hyperthermias hatdsat, azonban egymagaban nem volt hatéassal
a alap testhsmérsékletre.



Korabbi vizsgalatok folytatasakén megvizsgaltuk az endorphin-1
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(EMI) endokrin és magatartasi hatasdban milyen transmitter
mechanizmusok jatszanak kozre.

In vitro eredmények arra mutatnak, hogy az EM1 hypophysis-
mellékvesekéreg rendszert aktivaldé hatdsa a hypothalamuson
keresztil torténik, mert a hypophysis ACTH szekréciojat vagy a
mellékvesekéreg corticosteron szekrécigjat kozvetlenul nem
befolyasolta.

Nitro-L-arginin, amely gatolta a nitrogen monxid keépzsdeést,
gatolta az EM1 altal Kkivaltott corticosteron szekrécié fokozodast
az allatok Ilokomotoros aktivitasat és az agaskodasi reakcidjat
open-field tesztben. Ezzel szemben a haloperidol gatolta az EM1
magatartasi hatasat, de nem befolyadsolta a mellékvesekéreg
stimuldcigjat. Az EM1 in vitro rendszerben a dopamin kibocsajtasat
nem befolyasolta, azonban potencirozta az elektromos 1ingerlés
altal kivaltott dopamin Kkibocsgjtdsat. Ez a hatads nitro-L-
argininnel gatolhatd volt.

A proenkephalin derivatum, a met-enkephalin-arg-phe (MERF)
hatasat vizsgaltuk a fenti tesztekben. A MERF fokozta a
mellékvesekéreg szekréciot és az open-field aktivitast. A nem-
szelektiv opioid antagonista, a naloxon és a kappa antagonista
nor-binaltorphin (nor-BNl) gatolta a mellékvesekereg stimulalod
hatast. Naloxon kivédte az open-field aktivitasra Kkifejtette
hatast, mig a nor-BNI hatastalan volt. A CRH antagonista blokkolta
mind a mellékvesekéregre, mind az open-field aktivitasra Kkifejtett
hatast. A haloperidol csak az open-field aktivitasra Kkifejtette
hatast védte ki. A MERF hatastalan volt in vitro rendszerben, mind
a dopamin alapszekrécidra, mind az elektromos ingerrel Kkivaltott
szekréci6 fokozasra.

A  4d-aminopriridinnel kivaltott gorcsaktivitads oOsszeflggését
vizsgaltuk a striatum kuloénb6z8 transmitterek Kkibocsajtasara
mikrodialisissel és a c-Fos immunaktivitasra. A 4-aminopiridin
magasfrequenciaju gorcsaktivitast eredményezett ¢és emelte a
microdializatum glutamat, aspartat, GABA, serotonin, noradrenalin
és dopamin szintjét. A c-fos aktivitads fokozodasa legjobban a
glutamat szinttel korrelal. A gbrcs megszinése a GABA
emelkedésével mutatott Osszefiggést.

Az ujonnan felfedezett apelinnel kapcsolatban az alébbi
vizsgalatokat veégeztuk : Az apelin fokozta az allatok open-
fieldben mért lokomocidjat és az agaskodasok szamat, novelte a
magtemperaturat telemetrikusan mérve, azonban nem volt hatassal az
allatok spontan aktivitasara. A dopamin antagonista haloperidol és
a nitro-L-arginin csotkkentette az allatok open-field aktivitasat.
Az apelin okozta magtemperatura emelkedés cyclooxigenaz gatlé
noraminophenazonnal kivédhets, ha azt 2 o6raval adtuk az apelin
utan. CRH és nitro-L-arginin hatastalan volt.

Isatinnal kapcsolatos vizsgalataink folytatasaként
megvizsgaltuk, hogy az isatin hogyan hat a patkany veéerlemezkék
eicosanoid szintézisére in vitro korulmények kozott.

Az isatin kezelés in vivo tortént, majd ezt kdvetsen a patkany



vérlemezkék eicosanoid szintézisét mértik in vitro C-14 jelolt

arachidonsavbol. Az 1isatin 50 mg/kg dozisban csokkentette a
lipoxigenazok szintézisét, mig a cycloxigenaz bioszintézisét
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stimulalta. A vasoconstriktor cyclooxygenaz metabolitok szintézise
fokozédott, a vasodilatator PGE2 és a PGD2 szignifikansan
csokkent, ugyanakkor a 12-hydroxyheptadecatriensav szint
emelkedett.

Az elmult évben kimutattuk, hogy az isatin képes tobb
neuropeptid mint az ANP, BNP, CNP és PACAP 38 altal Kkivaltott
hyperthermiat kivédeni. Egyes analogjail kitung lazcsillapitok és a
lazcsillapitas mechanizmusaban a hatas a prostaglandin utan
kovetkezik be, amely egy uj hatasmechanizmusu Ulazcsillapitasra
utal. Az ezzel kapcsolatos eredmények szabadalmaztatasi eljaras
alatt vannak.

Az elmult években aa CRF csalad uj neuropeptidjeit fedezték fel
mint az urocortin 1-t, urocortin 2-t és az urocortin 3-at.

Kimutattuk, hogy az urocortin 1 javitja a passziv
egytarsitasos elharité tanuldst, a meméria konszolidacidjat és a
visszahivas folyamatait.

A memoria rogzulés folyamataiban a kovetkezd receptorok vesznek
részt : dopamin , acetilcholin, alfa-adrenerg, GABA, CRF 1 és
serotonerg. Az opiatok és nitrogen monoxid hatastalan.

Urocortinok (Uro 1, uro 2 és uro 3) agykamraba adva atmenetileg
dozishatas  Osszefluggésben  fokoztak a colon  temperaturat.
Cyclooxygenaz gatlé noraminophenazon az urocortin hatasat kivédte
mutatva, hogy az urocortinok testhsémérséklet fokozé hatasat a
prostaglandinokon keresztul fejti Kki. (Kozlésre elkildve a
Reg.Peptides-ba).

Az urocortinok tovabbi vizsgalataiban a patkanyok striatum
szeleteinek dopamin kibocsajtasat vizsgaltuk elektromos ingerlés
hatasara in vitro korulmények kozott. Kimutattuk, hogy a CRH és az
urocortin 1 fokozza a dopamin release-t. Ez a hatads CRF1 receptor
blokkoloval, antalarminnal Tfelflggeszthets, a CRF2 receptor
blokkol6, az astressin-2B hatastalan. Az urocortin 2 és urocortin
3 hatastalan volt.( Kozlésre elfogadva a Neurochemical Res.ben).

Ujabb vizsgalatainkban a ghrelin hatasat analizaltuk az allatok
mozgasaktivitasara, a mellékvesekéreg miukodésére eés a colon
temperaturara.

Megallapitottuk, hogy ghrelin hatasara az "‘open fieldben " mért
mozgasaktivitas fokozdédik, mig a spontan aktivitdsra csak a
nagyobb doézis volt hatassal. A CRH antagonista és a haloperidol
ezt a hatas kivédte.

A ghrelin noévelte a periférias vér corticosteron szintjét,
amely hatas serotonin receptor blokkold cyprohetidinnel kivédhets
volt .

A ghrelin emelte az allatok colon temperaturajat. Ez a hatas a
cyclooxygenaz gatlé noraminophenazonnal volt kivédhets. (kozlésre
elkildve a Hormone and Behaviour-ba).



