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ROVIDITESJEGYZEK

[*H] = tricium

ACH = acetilkolin

ACTH = adrenokortikotrop hormon

AHH = amygdala — hipothalamusz - hippokampusz

CNS = kozponti idegrendszer

CRF = kortikotrop-releasing faktor

CRF-BP = kortikotrop-releasing faktor kot6 fehérje
CRFR1 = kortikotrop-releasing faktor receptor 1-es tipus
CRFR2 = ¢ kortikotrop-releasing faktor receptor 2-es tipus
CRH = kortikotrop-releasing hormon

GABA = gamma-amino-vajsav

GLU = glutamat

GPCRs = G fehérje-kapcsolt receptorok

HPA = hipothalamusz-hipofizis-mellékvese

ICV = intracerebroventrikularis

SCP = stresszkopin

SRP = stresszkopin-szerii fehérje

UCN1= urokortin I

UCN2= urokortin Il

UCN3= urokortin 111



1. BEVEZETES
1.1. CRF

A kortikotrop-releasing hormon (corticotropin-releasing hormone - CRH) eredeti
nevén kortikotrop-releasing faktor (corticotropin-releasing factor - CRF), és melyet
kortikotropinnak is neveznek, a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (hypothalamic-pituitary-
adrenal - HPA) tengely szignifikans neurohormonja, és ezen feliil az emldsok hipotalamikus
¢és extrahipotalamikus magjaibol felszabadulé neurohormon.

A CRF centralisan f6leg a hipotalamusz paraventrikularis magjaban, az amygdala
kdzponti magjaban és az agytorzsi régiokban, mig a periféridkon a belekben, a bdrben ¢és a

mellékvesében talalhato meg.

1.2. Az urokortinok

A CRF els6 leirdsa oOta, szamos, a csaladjaba tartozo ligandok és receptorok keriiltek
felfedezésre. Az emldsokben megtalalhato csaladba tartozik a CRF, az urokortin | (UCNL1), az
urokortin II (UCN2), masnéven stresszkopin-szerti fehérje (stresscopin-related peptide -
SRP), és az urokortin III (UCN3), masnéven stresszkopin (stresscopin - SCP), ide sorolhatd
még két CRF receptor CRFR1 és CRFR2 és a CRF kot6 fehérje (CRF-binding protein - CRF-
BP).

Ezeknek az egy csaladba tartozo fehérjék figyelembe véve aminosav-osszetételiket és
intracellularis jelzésiiket kozds vondsokat mutatnak, de anatomiai eloszlasukat és élettani
funkcioikat tekintve kiilonb6z6 aspektusaikat lathatjuk.

Az UCNI tulnyomorészt az Edinger-Westphal mag sejtjeiben expresszalodik. A
periférian a gyomor-bél traktusban, a herékben, a szivizomsejtekben, a csecsemdmirigyben, a
bdrben és a Iépben talalhatdo meg. UCN2 expressziot irtak le a hipotalamuszban, agytdrzsben
¢és gerincveldben, valamint periféridlisan a szivben, a vérsejtekben és a mellékvesékben.
UCN3 expresszidt a hipotalamuszban ¢és az amygdaldban irtak le, ezen felil a
gasztrointesztinalis traktusban €s hasnyalmirigyben. Mig a CRF-nek tizszer nagyobb az
affinitasa a CRFRI1-hez, mint a CRFR2-hez, addig az UCN1-nek egyenlé az affinitasa
mindkét receptorhoz. Mind a CRF, mind az UCN1 megtal4dlhaté a CRF-BP-hez csatolva. Bar
az UCN2 ¢és az UCN3 szelektivnek tlintk a CRFR2-re, magasabb koncentracidban is
aktivalhatjak a CRFR1-et. Az UCN2 és az UCN3 nem kotédik a CRF-BP-hez.

Korabban felmeriilt, hogy a CRF-hez kapcsolodo peptidek fontos szerepet jatszhatnak

a stresszre adott endokrin, autonom ¢és viselkedési valaszok szabalyozasdban. A CRF



aktivalva a CRFR1-et, stimulélja a stresszvalaszt, mig az UCN2 és az UCN3, a CRFR2-re
hatva, gatld hatdsunak tlinik a stresszérzékenységre.

Az egyetlen mindkét receptorhoz egyforma nagy affinitdssal kotddo receptorként, az
UCNI szerepe kettOs lehet. Az utobbi idoben felmertilt, hogy ezeknek a neuropeptideknek a
beaddsa utan megfigyelt stresszszeri hatasok stresszorfiiggdek (fizikai és pszichologiai) és
fajspecifikusak (egerek és patkanyok).

A kozelmultban 1) ¢élettani funkciokat tulajdonitottak a CRF-hez kapcsolodo
peptideknek és receptoroknak, beleértve az étkezés €s a jollakottsag, a gyomor- bélrendszer

motilitdsanak szabalyozasat, a sziv- és érrendszer védelmét és az értagulatot.

1.3. A CRF receptorok

A CRFR-ek a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (G protein-coupled receptors - GPCR)
osztalyanak B altipusdba tartoznak. A CRFRI1 ¢és a CRFR2 kiilonb6zé génekbol
expresszalodnak, ¢és szamos varidnst tartalmaznak kiilonboz6 kozponti és periférids
szovetekben. A CRFR1 a c-h jelii altipusokon kiviil a és [ izoformdkat is tartalmaz,
amelyeket huméan és ragesalo szovetekben fedeztek fel. A CRFR2 harom funkcionalis
altipusban fejezodik ki: a, P ¢és 7. Ezek az izoformak kiilonboznek N-terminalis
szekvenciajukban, valamint eloszlasukban mind a szdvetekben, mind a fajokban. Mind a
CRFR2a -t, mind a CRFR2p -t kimutattak emberben és ragcsalokban. A CRFR2y -t azonban
eddig csak emberekben irtak le. Kozel 70% -os azonossag van a CRFR1 és a CRFR2 kozott
az aminosav szintben a CRFR transzmembran és intracellularis doménjeivel, amelyek a
legnagyobb homologiat mutatjak (t6bb mint 80% -os azonossag). A harmadik intracellularis
hurok a receptor régid, amelyrél ugy gondoljak, hogy a legtobb GPCR esetében
kolcsonhatasba 1ép a G-fehérjékkel. A CRFR csalddban a harmadik intracellularis hurok
azonos a receptorok kozott. A CRFR-ekre gyakorolt ligandumhatas specifikus helyeit
mutagenezis ¢és kiméra-receptor vizsgalatok segitségével azonositottdk, amelyekben az N-
terminalis, a masodik és a harmadik extracellularis domén, valamint az N-terminalis
juxtamembran régio fontosnak bizonyult a ligandumkdtés és a  receptor-specifitas
meghatdrozasaban.

Ezen receptorok anatomiai eloszlasa lehetdvé teszi ligandjaik élettani funkcidinak
levonasat. Mindkét receptor megtalalhatdé a kozponti idegrendszerben és a periférian is
egyarant, de a CRFR1 a kozponti idegrendszerben, a CRFR2 pedig a periférian gyakoribb. A
CRFRI1 elterjedt az agykéregben, a kisagyban, a szagloguméd medidlis szeptuméban, a

hippokampuszban, az amygdalaban és az agyalapi mirigyben. A kozponti CRFR2 csak az



oldals6 szeptum és a hipotalamusz helyszineire korlatozodik, de széles korben kifejezodik a
periférids szovetekben, beleértve a szivet, a gyomor-bélrendszert, a tiidot, a vazizmokat €s az
érrendszert. A choroid plexus szintén a CRFR2 expresszio egyik f6 helye.

A membranhoz kotott CRF receptorok mellett van egy oldhat6, CRF-BP nevii, amely
képes kotddni a CRF-hez és az UCNI1-hez, és amelyrdl feltételezik, hogy modulalja ezen
peptidek endokrin aktivitasat. A CRF-BP egy 37 kDa N-kapcsolt glikoprotein, amelyet
ragcsalo ¢€s foemlds agyban ¢és agyalapi mirigyben expresszalnak. Emberben a CRF-BP
periférialisan megtalalhatd a majban és a keringésben, és feltételezik, hogy megakadalyozza a
nem megfeleld hipofizis-mellékvese stimuldciot a terhesség alatt. Kimutattdk, hogy a
rekombinans CRF-BP gatolja a CRF altal indukalt adrenokortikotrop hormon
A CRF-BP-t olyan agyi régidokban is kimutattdk, amelyek nem kapcsolédnak a CRF
aktivitasahoz, ami arra utal, hogy CRF-tdl fiiggetlen hatasai is lehetnek.

A CRFR1 ¢és CRFR2 fizioldgiai, farmakoldgiai €s terapias szerepének vizsgalata
érdekében eldszor nem szelektiv, majd szelektiv CRFR antagonistakat fejlesztettek ki. Az
elsd szintetizalt és vizsgalt CRFR antagonista az a-helikalis CRF 9-41 volt, amely hatékonyan
gatolta a CRF altal kivaltott ACTH szekréciot és a stressz altal kivaltott mozgasszervi
aktivaciot, majd a D-Phe CRF 12-41, a CRF hatasosabb antagonistaja, mint az o-helikalis
CRF 9-41. Az 4j CRFR antagonista, Astressin kiilondsen hatékonyan gatolja a HPA-tengelyt.
Megfordithatja a CRF vagy a stressz altal kivaltott szorongasszerli viselkedést, de nem tudja
megakadalyozni a CRF-et vagy a stressz altal kivaltott mozgasszervi hiperaktivitast. Mind az
a -helikalis CRF 9-41, mind a D-Phe CRF 12-41, mind az astressin a CRF kompetitiv és nem
szelektiv antagonistdi, bar ugy tlinik, hogy az astressin eltérd farmakologiai profillal
rendelkezik. A CP-154 526 ¢és szerkezetileg rokon analdg antalarmin szelektiv nem peptid
CRFR1 antagonistdk, amelyeket kiilonosen a CRFR1-ek kozponti hatdsdnak jellemzésére
hasznalnak. Mindkét vegyiilet képes volt atjutni a vér-agy gaton, €s antagonizalni a CREF,
UCNI1 vagy stresszorok endokrin ¢és viselkedési hatasait. Bar a CP-154 526-tal kapott
eredmények zavarosnak tlinhetnek, az antalarminnal végzett vizsgalatok igéretesnek
bizonyulhatnak a jovébeni szorongédsgatld és antidepresszans kutatasok szempontjabol. Az
antisauvagine 30 ¢€s az astressin 2B, amelyek szerkezetileg a sauvagine-bol és az astressin-bol
szarmaznak, szelektiv peptid CRFR2 antagonistak, amelyeket elsésorban a CRFR2-k
periférids funkciodinak vizsgalatara hasznalnak. A szelektiv antagonista vizsgalatok azt
sugalltak, hogy a CRF- ¢és stressz-indukalt ellentétes hatdsokat az egerek felsé és also

bélszakaszaikban kiilonb6z6 CRF-receptor altipusok kozvetitik: a CRFR1-receptorok



aktivalasa fokozza a vastagbél motilitasat, mig a CRFR2-receptorok aktivalasa gatolja a
gyomor Kkitiriilését stressz kozben. Ezek a vizsgélatok azt mutatjdk, hogy a CRF receptor
antagonistak terapias potenciallal rendelkeznek a bél-agy tengely rendellenességeiben, példaul

gyulladasos bélbetegségekben vagy irritabilis bél szindromaban.

1.4. A hipothalamusz — hipofizis - mellékvese (HPA) rendszer

CRF egy hipotalamusz neurohormon és egy extrahipotalamikus neurotranszmitter,
amely kozvetiti a stresszre adott endokrin, autonom és viselkedési valaszokat. Hipotalamikus
neurohormonként a CRF aktivalja a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese (HPA) tengelyt. A

CRF a hipotalamusz paraventrikularis magjabol (PVN) valasztodik ki, és az eminentia

crer

crer

hanem negativ visszacsatolasi hatasokat fejt ki a hipotalamuszra, az eliils6 agyalapi mirigyre

¢és a hippokampuszra, valamint pozitiv visszacsatolasi hatast gyakorol az amygdalara.

1.5. Az amygdala — hipotalamusz — hippokampusz (AHH) rendszer

A HPA-tengelyt a CRF extrahipotalamikus neurotranszmitterként is modosithatja. A
CRF az amygdala kozponti magjaban (Central amygdala - CeA) is szintetizalodik, amely az
amygdala medialis magjanak (Medial amygdala - MeA) és a hippokampusz ventralis
szarmazo6 neuronok (kiilondsen a MeA ¢és a vSub) GABAerg vagy glutamaaterg kapcsolatokat
kiildenek a stria terminalis beagyazott magjahoz (bed nucleus of stria temrinalis - BNST) és a
peri-paraventrikularis magok (peri-PVN) GABAerg neuronjaihoz, amelyek tonuous
GABAerg gatlast fejtenek ki a paraventrikularis CRF szintézisre. igy az amygdala GABAerg-
GABAerg gatlas révén fokozza, mig a hippokampusz glutamatergikus-GABAerg gatlas révén
a csOkkenti a HPA-tengely aktivitasat.

1.6. CRF, urokortinok, CRF-receptorok és a hippokampusz

A stresszvalaszok szabalyozasa mellett a CRF €s az urokortinok mas neuropeptidekkel
szamos bizonyiték tamasztjak ala: A CRF-pozitiv neuronok és azok kivetiilései megtalalhatok
a kognitiv funkciokhoz kapcsolodo kiilonbozo agyi régiokban is, beleértve a hippokampuszt,

valamint a prefrontalis és cingularis kérget. Az UCNI expresszid tilnyomorészt az Edinger-



crer

dorzalis tegmentalis magban is beszamoltak, amely a CRF/urokortin rendszer és a kolinerg
rendszer kolcsonhatasanak f6 helyszine lehet. Az UCN2 — tobbek kozott — a noradrenerg
locus coeruleusban is kifejezddik, amely a kolinerg latero-dorzalis tegmentalis maggal egyiitt
részt vesz az ingeriilet kozvetitésében. UCN3 expressziordol nem szamoltak be a kognitiv
folyamatokban részt vevd régiokban, de az UCN3 expresszioban gazdag (hipotalamusz
periférias teriiletei MeA, BNST) régiokbol szdrmazo, a tanulds folyamataiban részt vevo
teriiletek (hippokampusz) felé vezetd palyak 1étezése nem zarhatdé ki. Ezenkiviil mind a
CRFR1, mind a CRFR2 receptorok mérsékelten vagy erdsen expresszalodnak a
szaglogumokban, a hippokampuszban, az entorhinalis kéregben, és a BNST-ben, valamennyi
ezek koziill részt vesz a figyelemhez, tanuldshoz ¢és memoridhoz kotédd ingeriiletek
vezetésében. Ezek a megfigyelések felvetik annak lehetdségét, hogy a CRF receptorok

aktivalasa vagy gatlasa befolyasolhatja az ezekhez a folyamatokhoz kothetd viselkedést.

2. CELKITUZES

El6z6 in vitro vizsgalataink Kimutattak, hogy a CRF és az UNC1 patkanyokban
stimulalja a hipotalamikus és amygdalaris GABA-elvalasztast, és ez a hatas CRFR1-en és
nem CRFR2-n keresztiil érvényesiil.

Jelenlegi kisérleteink célja, hogy megvizsgaljuk a CRF ¢és az urokortinok hatdsat a
hippokampalis glutamat és acetilkolin elvalasztasra, a korabbiakhoz hasonld in vitro

koriilmények kozott patkdnyokban.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Anyagok

A kisérlet soran felhasznalt CRFR agonistak:
Kortikotropin-releasing hormon, CRH (Bachem, Svajc); Urokortin I (Bachem, Svajc), nem-
szelektiv CRFR agonista; Urokortin Il (Bachem, Svajc), szelektiv CRFR2 agonista; Urokortin
Il (Bachem, Svajc), szelektiv CRFR2 agonista.

A kisérlet soran felhasznalt CRFR agonistak:
Antalarmin (Sigma-Aldrich, Ausztria), szelektiv CRFR1 antagonista; Asstressin2B (Sigma-
Aldrich, Ausztria), szelektiv CRFR2 antagonista

A kisérlet soran felhasznalt egyéb anyagok

[*HJACH (Amersham, USA), tricium jelzett acetilkolin; [PH]JGLU (Amersham, USA),
tricium jelzett glutamat; Krebs oldat: NaCl, KCI, MgSOs4, NaHCOs3, glukéz, KH2PO4 és CaCly



(Reanal, Magyarorszag); Saline oldat (NaCl injekcio 0.9 %, Biogal, Magyarorszag); Ultima
Gold (Perkin Elmer, USA), szkincillacios folyadék; 5 % CO2 és 95 % O> keveréke a szovetek
folyamatos oxigén ellatasara; Nembutal (CEVA-Phylaxia, Magyarorszag) a patkanyok

crer

3.2. Allatok

Kisérleteink soran 150-250 g tomegli him Wistar patkanyokat (Animal Husbandry
Services, Domaszék, Magyarorszag) hasznaltunk. A kisérletek ideje alatt az allatok a Szegedi
Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga altal, a kisérleti allatok védelme érdekében kiadott
utmutatd szerint (mely tartalma Osszhangban van az Eurdpai Unié Tanacsanak 1986

november 24.-i direktivajaval — 86/609/EEC) voltak tartva és kezelve.

3.3. Miitét

A neuropeptidek intracerebroventrikularis  (intracerebroventricular - ICV)
alkalmazhatdsaga érdekében a patkanyokba 10 mm hosszl, rozsdamentes acelé Luer-kaniil
keriilt beiiltetésre Nembutal anesztézidban, megcélozva a jobb lateralis agykamrat. A kaniilok
rogzitése fogaszati cement és akril ragasztoval keriiltek rogzitésre. A mitét utan a patkanyok
legalabb 5 napos labadozasi id6 utan keriiltek tovabbi haszndlatra. A kaniil beiiltetése és az
agyi régiok izolalasa a Pellegrino-féle patkdnyagy sztereoaxidlis atlasz alapjan tortént, az
alabbi koordinatak szerint: lateralis agykamra: 0,2 mm poszterior irdny a bregmatdl, 1,7 mm
lateralisan a bregmatdl és 3,7 mm mélyen a duralis felszin alatt; hipotalamusz: rosztro-
kaudalis, RC +2,6 - -2,6 mm, medio-lateralis, ML +1,5 - -1,5 mm, dorzo-ventralis, DV +7 -
+10 mm; striatum RC +4 - -1 mm, ML +1 - +5 mm, DV +3 - +8 mm; amygdala: RC 0 - -2

mm, ML +3 - +6 mm, DV +7 - +10 mm a bregmat szamolva viszonyitasi pontként.

3.4. Kezelés
A CRF agonistak és antagonistak in vivo adminisztracidja ICV tortént a beiiltetett

kaniilon keresztiil a lateralis agykamraba, 30 perccel az allatok ledlése elétt. Az anyagok in

crer

3.5. Médszerek
3.5.1. In vitro szuperfuzios kisérlet
A hippokampalis glutamat- és acetilkolin-felszabadulas mérése in vitro szuperfizios

rendszer alkalmazaséaval tortént. ElsOként az allatok dekapitacioja tortént meg, ezt kdvette az



agy eltavolitasa és disszekcidja jéghideg Krebs-oldattal toltott Petri-csészében. A
hippokampusz izolalasa az alabbi sztereotaxias koordinatak alapjan tortént: rostro-kaudalis —
4,0 - - 6,0 mm, medio-lateralis + 2,0 - + 5,0 mm, dorzo-ventralis + 3,0 - + 8,0 mm, a bregmat
szamolva viszonyitasi pontként. Az agyi szovet 3 um vastag szeletekre lett vagva egy szovet
szeletelovel (Mcllwain Inc., USA). A szeletek 30 percig 8 ml Krebs-oldatban inkubalodtak,
37 °C-os vizflirddben, mikdzben 5% CO2 és 95% O Osszetételli gaz-elegy aramlott keresztiil
az oldaton. Az inkubacié kozben, 15 mM [*H]-glutamat (PerkinElmer Inc., USA) vagy [°H]-
acetilkolin (PerkinElmer Inc., USA) Kkeriilt hozzaadasra az inkubacios kozeghez. Az
inkubdacios id6 letelte utan a tricium-jelzett agyi szeletek elhelyezésre keriiltek a szuperfuzios
rendszer mind a négy hengeres kamrajaban. Arany elektrodakon keresztiil, a kamrak mindkét
oldalahoz egy ST-02 elektromos stimulator kapcsolodott a rendszerhez. TObb csatornas
perisztartikus pumpat alkalmaztunk, hogy konstans 300 pl/perc sebességgel torténjen a
szeletek aramoltatasa. A szeletek szuperfuzidja 30 percen keresztiil tortént, ezzel lehetdvé
téve a szovetek egyensulyat, ezt kdvetden tobb csatornas frakcid gyiijton keresztiil Eppendort-
csovekbe begytijtésre keriilt a folyadék.

A hippokampusz szeletek eclokezelése 0,1 nM szelektiv CRFR1 antagonista
antalarminnal vagy 1 nM szelektiv CRFR2 antagonista astressinB-val tortént, majd 100nM
nem szelektiv CRFR agonistaval (CRF ¢s UCNI1) vagy 100 nM szelektiv agonistaval (UCN2
¢s UCN3) tortént meg a kezelés. A CRF és az urokortinok nem befolyasoltdk az alap szintii
hippokampalis acetilkolin-elvalasztast hivatott utanozni. Ezaltal két perc elteltével minden
kamraba bevezetésre keriilt egy 2 percen at tarto, 100 V-0s, 5 ms-os, 10 Hz frekvencidju
négyzet-hullam fesziiltség. A teljes minta gylijtési id6 32 percig tartott (4x16 minta,
mindegyik 2 percen keresztiil), a frakcioelvalasztas csucsa a 14. percben figyelhetd meg.

A mintagyiijtés befejezése utan a szovetek begytijtésre keriiltek a kamrakbol és 200 ml
Krebs-oldattal ultrahangos homogenizalas tortént. A mintakhoz a folyékony szcincilacios
mérés elvégzése elott 3 ml Ultima Gold szcincillacios folyadék keriilt hozzaadasra. A frakcios
elvalasztas a mintak radioaktivitasa és a maradék agyi szovet radioaktivitasa kozotti aranyban

kertilt meghatarozasra.

3.5.2. In vivo viselkedés tesztek
3.5.2.1. Emelt keresztpallé teszt
30 perccel az ICV kezelést kdvetden a patkanyok megfigyelésre keriiltek a Lister és

Rodgers altal validalt emelt-keresztpalld tesztben, melynek célja a szorongasos viselkedés



vizsgalata. A berendezés tartalmaz egy kereszt alaku fa platformot 50 centiméter magasan a
padlotol, 4 darab 50 X 10 cm hosszsagu és szélességili karral. Két ellentétes iranyu kar 40 cm
magas fallal hatarolt (zart kar), mig a masik kett6 nem rendelkezik falakkal (nyitott kar).

A teszt elve az, hogy a nyitott karok szorongast keltenek, igy a nyitott és a zart karban
toltott id6 ardnya, vagy a nyitott és zart karba valo belépés aranya tiikrozi a zart karok relativ
biztonsagat, dsszehasonlitva a tart karok relativ veszélyével. Mindegyik egeret a palldo 10 cm
x 10 cm -es kozépso teriiletére helyeztiik, szemben az egyik nyitott karral. Minden allat
esetében a megfigyelés 5 percig tart, a megfigyelés a pallo6tdl 1 méterre iilve torténik. Az
alabbi paraméterek kertiltek rogzitésre: a. a nyitott karba torténd belépések szazalékos aranya,
az Osszes belépés szamahoz viszonyitva, b. a nyitott karban eltdltott ido szazalékos aranya a
kisérlet egész idejéhez viszonyitva, c. a belépések teljes szama mind a nyitott, mind a zart

karokba. Két allat kozott a pallok natrium hipoklorit oldattal keriiltek tisztitasra.

3.5.2.2. Porsolt-féle kényszeritett uszas teszt

Pérhuzamosan az egerek a Porsolt-féle kényszeritett Giszas tesztben is megfigyelésre
keriiltek, a depresszidhoz kothetd viselkedés tanulmanyozésa céljabol. A felszerelés egy 50
centiméter magas és 20 cm széles asztalon allo feliil nyitott, alul zart, atlatszo plexi cs6bdol all.
A csO 25+1 °C hémérsékletii vizzel kertil feltoltésre, félig. A teszt elve az, hogy egy ilyen
helyzetben, amelybdl nem tudnak elmenekiilni, az allatok gyorsan mozdulatlanna valtak, azaz
fliggbleges helyzetben lebegtek, és csak apré mozdulatokat tettek, hogy fejiiket a viz felett
tartsak. EkOzben a maszassal vagy uszassal torténdé menekiilési kisérlet ideje csokken vagy
teljesen el is tlinik. Minden patkanyt egyenként helyeztek a vizbe. Minden allat esetében a
megfigyelés 5 percig tart, a megfigyelés a pallotol 1 méterre iilve torténik. Az alabbi
paraméterek keriiltek rogzitésre: a. maszas ideje, b. iszas ideje, c. mozdulatlansag ideje. 3
masodperces 1d6szak szamit idéegységnek, igy a maszas, az Uszas, valamint a mozdulatlansag

1déegységben fejezhetd ki. A viz minden allat k6zott kicserélésre keriilt.

3.5.2.3. Morris-féle vizi labirintus teszt

gyakorolt hatasanak vizsgalata céljabol az allatok a Morris-féle vizi labirintus tesztben lettek
vizsgalva. Roviden, az allatok tréninget kaptak arra, hogy megtalaljanak egy rejtett platformot
egy 1.8 m? feliiletii nyilt vizen (25+1 °C), 30 perccel az ICV antalarmin, UCN2 vagy UCN3
kezelést kovetden. A viz alatt 1évo platform (10x10 cm, 1 cm-el a felszin alatt) az észak-keleti

kvadransban keriilt elhelyezésre. A helyiséget gyengén megvilagitotta a labirintus pereme
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alatt elhelyezkedé négy fényszorobol visszaverddd szort fény, és a medence kiemelkedd
jelzésekkel volt felszerelve, jelolvén az égtdjakat. A tesztet egy 1 m tavolsadgban tartdozkodd
megfigyeld ellendrizte. A kovetkez6 3 paraméter keriilt rogzitésre: a. a platform eléréséhez
sziikséges 1d6, b. a platform eléréséhez megtett 1t, c. a platformtol valé kumulativ tavolsag.
Az 1szas sebessége a teljes megtett utbodl €s a teszt hosszabol keriilt kiszdmolasra.

Az allatok 3 napos tréningen estek at a vizsgalat elott. Az alanyok minden nap egy
véletlenszerlien meghatarozott iranytiipont (E, K, D, Ny) felé nézve kezdtek, kivéve az els6
napi elsé kisérletet, amikor a platformtol es6 legtavolabbi kezdépontra korlatozodtak. (D-Ny).
A kisérletek a platform megtalalasakor fejezédtek be, ezt kdvetden az alanyok 30

masodpercet toltottek a platformon.

3.6. Statisztikak

Az in vitro kisérleteink statisztikai analizise soran a glutamat és az acetilkolin
frakcionalis elvalasztasanak kalkulacidja és analizise variancia-analizissel tortént (ANOVA).
A csoportok kozti kiilonbségek egy-utas ANOVAval keriilt tesztelésre, melyeket Tukey-féle
post-hoc Osszehasonlitd teszt kovetett. A homogenizalt szovetek és a mintdk kozti
kiilonbségek két-utas ANOVAval keriiltek meghatirozasra. A szignifikans kiilonbség
jelzésére, a 0,05 -6s vagy anndl kisebb valosziniliségi szint kertilt elfogadasra.

Az in vivo viselkedés tesztek eredményeinek statisztikai analizise varianciaanalizisel
tortént. A csoportok kozti kiilonbség elemzése egy-utas ANOVAval tortént, melyet Holm-
Sidak-féle poszt hoc teszt kovetett. A szignifikans kiilonbség jelzésére, a 0,05 -6s vagy annal

kisebb valdsziniiségi szint keriilt elfogadésra.

4. EREDMENYEK
4.1. A CREF és az urocortinok hatasai a hippokampalis glutamat-elvalasztasra.

A CRF és az UCNI1 (100 nM-o0s koncentracioban) szignifikansan csokkentette az
elektromos  stimulacié  kivaltotta hippokampalis [*H]-glutamatfelszabadulast. Ezzel
ellentétben az UCN2 és UCN3 (100 nM-os koncentracioban) nem befolyasolta szignifikdnsan
az elektromos stimulacié kivéltotta hippokampalis [*H]-glutamatfelszabadulast. A CRF
hatasat az ekvimolaris dézisban (100 nM) alkalmazott antalarmin jelentdsen visszaforditotta,
az astressin 2B azonban nem. Az UCNI1 hatasat ugyancsak visszaforditotta az ekvimolaris
dozisban (100 nM) alkalmazott antalarmin, azonban az astressin 2B nem. A CRF, UCNL,

UCN2 vagy UCN3 a [*H]-glutamat bazéilis felszabaduldsit nem valtoztatta meg.
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Mindazonaltal, az antalarmin és az astressin 2B dnmagiban nem véltoztatta meg a [3H]-

glutamat stimulalt felszabadulasat.

4.2 A szelektiv CRFR1 antagonistak és a szelektiv CRFR2 agonistak szorongasra és
depressziora kifejtett hatasai

A CRFR1 antagonista antalarmin (100 nM koncentracioban) szignifikansan
megnovelte a nyitott karban toltott idot és az oda torténd belépést. Ezzel ellentétben az UCN2
¢s UCN3 (mindketté 100 nM-os koncentracioban) nem befolyasolta szignifikdnsan sem a
nyitott karban toltott idot, sem pedig a nyitott karba torténd belépést a kontrolcsoporthoz
viszonyitva.

A CRFR1 antagonista antalarmin (100 nM koncentracioban) jelentdsen megndvelte az
uszéssal és maszassal toltott 1d6t, mikdzben jelentdsen csdkkentette az immobilitas idejét.
Ezzel szemben az UCN2 ¢s az UCN3 (mindketté 100 nM koncentracioban) nem befolyasolta
szignifikdnsan sem az Uszéassal és maszéassal toltott idot, sem az immobilitas idejét a

kontrollcsoporthoz képest.

4.3. A CRF és az urokortinok hatasa a hippokampalis acetilkolin-felszabadulasara

A CRF és az UCNI jelentésen novelte, mig az UCN2 és az UCN3 jelentdsen
csokkentette a stimulalt hippokampalis acetilkolin-felszabadulast. A CRF és az UCN1 noveld
hatasat jelentdsen csokkentette az antalarmin, az astressin 2B azonban nem. Ezzel szemben az
UCN?2 és az UCN3 csokkento hatasat a szelektiv CRFR2 jelentdsen megforditotta, a szelektiv
CRFR1 antagonista azonban nem.

4.4. A szelektiv CRFR1 antagonista és a szelektiv CRFR2 agonistak hatasa a kognitiv
funkciokra

A masodik napon a CRFR1 antagonista antalarmin (100 nM koncentracioban) és a
CRFR2 agonista (UCN2 ¢és UCN3) jelentdsen csokkentették a késleltetési 1dot a
kontrollcsoporthoz képest. Ekozben a harmadik napon csak az antalarmin csokkentette
jelentdsen a késleltetési id6t a kontrollcsoporthoz képest.

A 4. napon a CRFRI antagonista antalarmin (100 nM koncentraciéban) jelentdsen
megnovelte az E-K negyedben t5ltott idét. Ezzel szemben az UCN2 és az UCN3 (mindkettd

100 nM Kkoncentracidéban) nem befolyasolta jelentésen az E-K negyedben toltott idét.
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A 4. napon a CRFRI1 antagonista antalarmin (100 nM koncentraciéban) szignifikdnsan
novelte a ,,crossover”-ek szamat. Ezzel szemben az UCN2 ¢s az UCN3 (mindketté 100 nM

koncentracioban) nem befolyasolta szignifikansan a ,,crossover’-ek szamat.

5. MEGBESZELES
5.1. A CREF és az urokortinok hatasa a hippocampalis glutamatfelszabadulasara

Eredményeink alapjan a CRF és az UCNI1 gatolja a glutamat felszabadulasat a
hippokampuszban a CRFR1-en keresztiil, mivel a szelektiv CRFR1-antagonista képes volt
fokozni a nem szelektiv CRFR1-agonistak altal korabban csokkentett hippokampalis
glutamatfelszabadulast. A CRFR2 nem vesz részt ebben a folyamatban, mivel a szelektiv
CRFR2 antagonista nem forditotta vissza a CRF vagy az UCN1 hatasat, és a szelektiv CRFR2
agonistak, az UCN2 és az UCN3 sem befolyasoltak a hippocampalis glutamatfelszabadulasat.

Korabbi in vitro szuperfizios vizsgalatunk arr6l szamolt be, hogy a CRF és az UCN1
a CRFR1-en keresztiil stimuldlja az amygdalaris GABA-felszabadulast, de nem a CRFR-t.
Azt feltételezziik, hogy ez az amygdalaris GABA felszabadul mind a MeA-bdl, mind a CeA-
bol, amelyek kiilonbdz6é stresszorokra reagalnak, és eltérd szerepik van a HPA
szabalyozasaban. A MeA neuronjai érzelmi stresszhatdsokat (ragadozd, tdrsadalmi interakcio,
forszirozott uszas) kovetden aktivalddnak, és foleg GABAerg projekciokat kiildenek a BNST
¢s a peri-PVN GABAerg neuronjaihoz, amelyek kozvetleniil beidegzik a PVN-t, amely
aktivaciohoz — valdjaban gatlashoz — vezet a HPA-tengelyen. Ezzel szemben a CeA a
homeosztatikus stresszoroknak (vérzés, immunrendszeri provokacid) valo kitettség utan
aktivalodik, €s az agytorzsben lokalizalt interneuronokon keresztiil fejti ki eléremutato hatasat
a HPA-tengelyre.

Ezek az eredmények kiegészitik kutatdsunkat azzal a megfigyeléssel, hogy a CRF ¢és
az UCNI1 gétolja a hippokampalis glutamat felszabadulasat a CRFR1-en keresztiil, nem pedig
a CRFR2-n keresztiil. Feltételezziik, hogy hasonldé folyamat fordulhat eld kiilonb6zo
szabalyozasaban. A vSub-ot érintd hippokampalis elvaltozasokrol kimutattdk, hogy ttlzott
HPA-valaszokat okoznak immobilizacid és nyilt terepi expozicid, de nem hypoxia vagy éter
expozicid esetén, amely arra utal, hogy a hippokampalis neuronok kiilonb6zo
stresszmodszerekre reagélnak. Ebbdl a régiobdl szarmazd neuronok tobbnyire glutamaterg
jeleket kiildenek a BNST és a peri-PVN GABAerg neuronjaihoz, amelyek kozvetleniil
beidegzik a PVN-t, ami végiil gatolja a HPA-tengelyt.
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A CRF és az urokortinok glutamattal valé kdlcsonhatasat mas in vitro koriilmények
kozott is vizsgaltdk. Egy kordbbi tanulmany azt allapitotta meg, hogy a CRF és az UCNI1
eltéréen moduldlja a gerjesztd glutamaterg szinaptikus transzmissziot a kdlcsondsen
beidegzett CeA-ban és oldalsé septumban. Egy masik tanulmany arra a kdvetkeztetésre jutott,
hogy az UCNI1, de nem az UCN2, még a CRFR-nél is hatékonyabban védi a tenyésztett
hippokampalis neuronokat az oxidativ stressztl és a glutaméterg excitotoxicitastol. Ugy
gondoljuk, hogy a CRF-glutamat és az UCNI-glutamat kolcsonhatisok a
neurotranszmisszioban €s a neuroprotekcioban jatszott szerepiikon kiviil részt vesznek a
HPA-tengely szabalyozéasaban is. A korabbi és a jelenlegi eredmények alapjan az allapithatd
meg, hogy a CRFR1 agonistak nem csak kozvetleniil aktivaljak a HPA-tengelyt az agyalapi
mirigy ACTH ¢és kovetkezésképpen a mellékvese gliikokortikoid —szekrécidjanak
stimulalasaval, hanem kozvetve az amygdalaris GABA felszabadulas fokozasaval és a

hippokampadlis glutamatfelszabadulasanak csokkentésével is.

5.2. Terapias hatasok szorongas és depresszio esetén

A CRF ¢és az urokortinok fO szerepe a neuroendokrin, autoném ¢&s viselkedési
stresszvalaszok szabalyozasa, beleértve a HPA-tengely szabalyozasat, amely a hipotalamusz
paraventrikularis magjabol (PVN), az agyalapi mirigy eliils6 szegmensébdl ¢és a
mellékvesekéregbdl all. A CRF és az UCNI intracerebroventrikularis (ICV) beaddsa a HPA-
szorongas- ¢s depresszioszerl viselkedés tiikroz egerekben és patkdnyokban. Ezzel szemben
az UCN2 és az UCN3 ICV adagolésa szorongasgatlo és antidepresszans hatasokat valt ki
ragcsalokban. Feltételezziik, hogy fiziologias koriilmények kozott a CRF és az UCNI1
kezdeményezi a valaszokat a stresszt aktival6 CRFRI-re az agyalapi mirigy eliilsd
szegmensében, mig az UCN2 és az UCN3 megsziinteti ezeket a valaszokat, amelyek
aktivaljadk a CRFR2-t a PVN-ben. Kovetkezésképpen a CRFR1 és CRFR2 feltételezéslink
szerint antagonista hatasokat kozvetit a stressz, a szorongas és a depresszio tekintetében.
Korabbi in vivo vizsgalataink azonban azt sugalltak, hogy a CRFR2 szerepe a HPA-tengely
szabalyozasaban gatld vagy stimulald lehet az agonistak tényleges koncentraciojatol fliggden.
Ezenkiviil a CRF- és UCNI-indukalt amygdalaris GABA-felszabadulads stimulaldsa és a
hippokampalis glutamat-felszabadulas gatlasa a CRFR1-en keresztiil, de nem a CRFR2-n,
szintén modosithatja a HPA-tengely aktivitasat. Ezt a hipotézist alatdmasztja az a
megfigyelés, hogy a PVN mellett a CRF az amygdala (CeA) kozponti magjaban és a
hippokampusz hasi subiculumaban (vSub) is kifejezodik. A talzott stressz a CRF/CRFR1
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rendszer koros stimulaciojat idézheti eld6 az agykéregben ¢és az amygdaldban az
urocortin/CRFR2 rendszerrel szemben az oldalso septalis magban és a hippokampuszban, ami
a HPA-tengely hiperaktivitasat, szorongast €s depressziét okozhat. Ezen gondolat mentén
haladva a szelektiv CRFR1 antagonistak, példdul antalarmin és/vagy szelektiv CRFR2
agonistak, példaul az UCN2 és az UCN3 hasznalata igéretes terapia lehet a stressz okozta
rendellenességek, példaul a szorongas €s a depresszio kezelésében.

Legutobbi in vivo viselkedési vizsgalataink alatimasztjak ezeket a megfigyeléseket.
Az emelt keresztpalld tesztben a CRFR1 antagonista beadasa szorongast okozott, mivel az
antalarminnal kezelt patkanyok 1ényegesen tobb id6t toltdttek a labirintus nyitott karjaban.
Ezenkiviil a kényszeruszas tesztben a CRFR2 agonistakkal kezelt patkdnyok esetében
megnodvekedett Uiszasi és maszasi iddt, valamint csokkent mozdulatlansagot figyeltiink meg,
ami depresszioellenes hatasokat jelez. Ezzel szemben az UCN2 és az UCN3 beadasa nem
befolyasolta sem az emelt keresztpalld tesztben, sem a kényszertiszas tesztben megfigyelt
paramétereket. Ez 0sszhangban van in vitro eredményeinkkel, amelyek szerint a CRFR1, de
nem a CRFR2, gatolja a hippokampdlis GLU felszabadulasat, ami szorongast és depressziot
valthat ki a hipotalamikus CRF felszabadulasanak GLUerg és GABAerg stimulalasa és ennek
kovetkeztében a a HPA-tengely aktivaciojanak koszonhetden.

Mindazonaltal egy kdzelmultbeli hipotézis szerint a CRFR1 és a CRFR2 hatasa nem
egyszerll dualizmus kérdése, hanem az aktivalt agyi régioktol és neuronpopulacioktol fligg.
Az igéretes preklinikai eredmények ellenére a CRFR1 antagonistak klinikai alkalmazdsa nem

jart terapias hatassal, azonban mellékhatasok (pl.: majtoxicitas) megjelentek.

5.3. A CREF és az urokortinok hatasa a hippocampalis acetilkolin felszabadulasara

Eredményeink azt is bizonyitjak, hogy a CRF és az UCNI ndveli a hippokampalis
acetilkolin felszabadulasat a CRFR1 révén, mig az UCN2 és az UCN3 csokkenti a
hippokampalis acetilkolin felszabadulasat a CRFR2 révén. Korabbi eredmények mar jelezték,
hogy a CRF ICV beadasa serkenti a hippokampalis acetilkolin felszabadulasat, és hogy ezt a
folyamatot a CRFR1 kozvetiti. Mindazonaltal ez a tanulmany az elsé, amely bemutatja, hogy
az UCN1 a CRFRI aktivaldsa révén stimulalja a hippokampdlis acetilkolin felszabadulasat,
mig az UCN2 ¢s az UCN3 a CRFR2 aktivalasa révén gatolja a hippokampalis acetilkolin
felszabadulasat.

A stressz befolydsolja a tanuldsi és memoriafunkciokat, amelyeket fbleg a
hippokampalis acetilkolin kozvetit. Ezt a stresszhatast a CRF/CRFRI1 rendszer modulalhatja,

amelynek jelenlétét a hippokampusz piramis sejtrétegeiben jelezték. Tovabba, a szisztémas,
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tavolrdl felszabaduldo CRF hippokampalis neuronokra gyakorolt hatasat mar korabban is
kimutattdk. Azonban a nativ, helyileg felszabadulé CRF és az urokortin/CRFR2 rendszer
szerepe a hippokampalis szinaptikus funkcid stressz altal kivaltott fokozdsaban még nem
tisztazott.

Korabbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a CRF a GABAerg termindlokban tarolodik,
mig a CRFR1 a hippokampusz glutamatergikus szinapszisaiban talalhatd. Ez elég érdekes,
tekintve, hogy az endogén CRF gatlé interneuronokra lokalizalddott, ugyanakkor az exogén
CREF gerjesztd neurotranszmitterként miikodik. Azonban az nem vildgos, hogy a CRF hogyan
éri el és aktivalja a receptort. Az a megallapitds, hogy a stressz ndveli a CRF-
immunreaktivitast a piramissejtekkel szomszédos extracelluléris terekben, azt sugallja, hogy a
lassan diffundal a piramissejt-dendritikus tiiskékhez. Bar fiziologiai koriilmények kdzott nem
zarhat6 ki az extrahippokampalis forras és a CRF gyors szallitasa a tavoli agyi helyekrdl,
amelyet az urokortinok hasznalnak. Ezenkiviil a korabbi vizsgalatok azt is kimutattak, hogy a
CRF altal indukalt hippokampdlis acetilkolin-felszabadulds oka lehet az acetilkolin fokozott
felszabaduldsa a medidlis septalis magbol kidlldo neuronok termindljair6l, vagy a nagy

affinitasu kolin felvételének csokkenése a hippokampuszban.

5.4. Terapias megfontolasok a mentalis betegségek esetén

A hippokampalis acetilkolin kritikus szerepet jatszik a kognitiv funkcidkban, beleértve
a figyelmet, a tanulast és a memoriat, azonban ezt a szerepet vizsgaldé tanulmanyok
ellentmondasos eredményekre jutottak, az acetilkolin agyi tevékenységeinek Osszetettsége
miatt. A neuropeptid-acetilkolin kélcsonhatasok Osszetettségének megértése lehet6vé teheti
szdmunkra, hogy jobban megértsiik az acetilkolin fizioldgiai szerepét a kognitiv funkcidkban,
¢és segithessiink jobb kezelési lehetdségek kialakitdsdban demencidval jaré neurodegenerativ
rendellenességekben, példaul Alzheimer-korban, Parkinson-korban és Huntington-korban.

Osszességében ezek a vizsgalatok azt sugalljak, hogy a hippokampuszban két
latszolag ellentétes CRF-rendszer létezik, amelyeken keresztiil a CRF és az urokortinok
modosithatjak a kolinerg aktivitast és ezaltal a kognitiv funkciokat. Tovabba feltételezziik,
hogy a CRF ¢és az UCNI1 megkonnyitené az affektiv negativ informaciok feldolgozasat €s
tarolasat azaltal, hogy aktivalja a medialis septalis magban és a hippokampuszban bdségesen
expresszalt CRFR1-et, mig az UCN2 és az UCN3 segitene elhanyagolni ezt az informaciot
azaltal, hogy aktivalja a oldalso septalis magban és a hippokampuszban expresszalddo

CRFR2-t. Fiziologias koriilmények kozott a CRF/CRFR1 és az urokortin/CRFR2 rendszerek
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kozott kényes egyensulynak kell fennéllnia a normalis HPA-tengely aktivitads és a kognitiv
miikodés biztositasa érdekében. Azonban koéros allapotokban, mint példaul szorongés,
depresszio és poszttraumas stressz, eléfordulhat a CRF/CRFR1 rendszer tulstimulécidja, ami
a HPA-tengely hiperaktivitasat ¢és a kognitiv funkciok romlésat eredményezi. Ebben a
gondolati sorrendben a szelektiv CRFR1 antagonistak, példaul antalarmin és/vagy szelektiv
CRFR2 agonistak, példaul az UCN2 és az UCN3 beadasa csokkentheti a HPA-tengely
hiperaktivitasat, valamint a szorongéssal, depresszioval ¢és madas stresszel kapcsolatos
rendellenességekkel 0sszetiiggésbe hozhatd figyelem-, a tanulés és a memoriazavart.

Legutobbi in vivo viselkedési vizsgalataink is alatimasztjak ezeket a megfigyeléseket.
A Morris viz-labirintus tesztben a CRFR1 antagonista és a CRFR2 agonista hasonldéan
befolyasolta a kognitiv paramétereket, valamint a tanulds/memoria folyamatat. Ugyanis az
antalarmin, az UCN2 ¢és az UCN3 a 2. napon csokkentette a késleltetési id6t, mig a 3. napon
csak az antalarmin csokkentette a késleltetési id6t, amely megkdnnyiti a tanuldst. Ezenkiviil a
4. napon csak az antalarmin (100 nM) novelte jelentdsen az E-K negyedben toltott idét és az
athaladdsok szadmat, ami a memoria javuldsat jelzi. Ezek a megéllapitdsok részben
egybeesnek, de biztosan nem mondanak ellent azoknak az in vitro eredményeinknek, amelyek
szerint a CRFR1 antagonistak novelték, mig a CRFR2 antagonistak csokkentették a
hippokampalis ACH felszabadulasat, ami a CRF/CRFR1 ¢és az urokortin/CRFR2 rendszerek
dualisztikus hatésara utal.

Annak ellenére, hogy az allatkisérletek eredményei nagyon igéretesek, a legtobb
klinikai vizsgalat arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a CRF-antagonistak nem hatékonyak a
szorongas ¢€s depresszid affektiv tiineteinek kezelésében. Mindazondltal a CRFRI1
antagonistak kognitiv hatasait onmagukban vagy CRFR2 agonistakkal egyiitt nem vizsgaltak
kifejezetten, ezért tovabbi allat- és humdn vizsgdlatokra van sziikség ezen gyogyszerek

hatékonysaganak igazolasara ezen betegségek kezelésében.

6. OSSZEFOGLALAS

6.1 Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a CRF ¢és az UCNI1 gétolja a hippokampalis
glutamat felszabadulasat a CRFR1-en keresztiil, és hogy az UCN2 ¢és az UCN3 és a CRFR2
nem vesz részt ebben a folyamatban. Az el6z6 és a jelenlegi eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a CRFR1 agonistadk nem csak kozvetleniil az agyalapi mirigy
ACTH-felszabadulasanak stimuldldsédval, hanem kozvetve is novelhetik az amygdalaris

GABA-felszabadulast és csokkenthetik a hippokampalis glutamatfelszabadulast.
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6.2 Az elvégzett in vivo viselkedési vizsgalataink alatamasztjdk ezeket a
megfigyeléseket. Az emelt-keresztpallo teszt soran a CRFR1 antagonista beaddsa szorongast
okozott, mivel az antalarminnal kezelt patkanyok Iényegesen tobb id6t toltottek a labirintus
nyitott karjaban. Ezenkiviil a kényszeritett uszas tesztben a CRFR2 agonistakkal kezelt
patkanyok megnovekedett uszasi és maszasi id6t, valamint csdkkent mozdulatlansagot
jeleztek, ami depresszioellenes hatasokat jelez. Ezzel szemben az UCN2 és az UCN3 beadasa
nem befolyéasolta sem az emelt keresztpalld tesztben, sem a kényszeritett iszas tesztben
megfigyelt paramétereket.

6.3 Vizsgalataink azt is bizonyitjak, hogy a CRF és az UCN1 a CRFR1-en keresztiil
stimulalja a hippokampusz acetilkolin felszabadulasat, mig az UCN2 és az UCN3 a CRFR2
révén gatolja a hippokampdlis acetilkolin felszabaduldsat. A jelenlegi eredmények alapjan az
a kovetkeztetés vonhatdé le, hogy két latszolag ellentétes CRF-rendszer Iétezik a
hippokampuszban, amelyeken keresztiil a CRF ¢és az urokortinok moddosithatjak a kognitiv
funkciokat, példaul a figyelmet, a tanuldst és a memoriat.

6.4 Legutobbi in vivo viselkedési vizsgalataink is aldtdmasztjdk ezeket a
megfigyeléseket. A Morris-féle vizi-labirintus tesztben mind a CRFR1 antagonista
antalarmin, mind az UCN2 és az UCN3 CRFR2 agonistak csokkentették a varakozasi idot a 2.
napon, mig a 3. napon csak az antalarmin csokkentette a varakozasi idot, ami a megkdnnyitett
tanulasra utal. Ezenkiviil a 4. napon csak az antalarmin névelte jelentdsen az E-K negyedben

eltoltott idot és a ,,crossover'-ek szamat, ami a memoria javuldsat jelzi.
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