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1. Bevezetés

Napjainkban a drogaddikcio, illetve a szorongasos zavarok igen komoly egészségiigyi ¢és
tarsadalmi problémat jelentenek. Szamos neuromodulator szerepét leirtdk mar ezekben a
folyamatokban [1, 2], ezek k6zé tartozik a neurotenzin (NT) is [3, 4]. A NT szamos mas
transzmitter hatasat befolyasolja a kozponti idegrendszerben, ezek koziil a legfontosabb a
dopamin (DA) [5], a gamma-amino-vajsav (GABA) [6, 7], a glutamat [8], a szerotonin
(ST) [9, 10], valamint az acetil-kolin [10].

A NT a kozponti idegrendszer szerteagazo teriiletein megtalalhato, igy a motivacios és
jutalmazé folyamatokban kdzponti szerepet betoltd, a nucleus accumbensbdl (NAC) a
ventralis pallidumba (VP) projiciald ventralis striatopallidalis palya végzodéseiben is [11].
A VP a magatartas szabalyozasanak egyik fontos integrald kozpontja [12]. Részt vesz a
motivacios és a jutalomszignalok hatasanak feldolgozasaban és integralasaban [13],
valamint a szorongas szabalyozasaban is [14]. A NT szamos agyteriileten a DA-erg
rendszerrel interakcioban fejti ki hatasat [5].

A VP-ban NT-erg neuronvégzddések és NT-receptorok egyarant kimutathatok: a NT
VP-ban (VPdI) vagy mas alrégiokban alig detektalhatoé [11, 15]. A NT-immunoreaktivitas
foleg a striatopallidalis axonterminalisokon mutathatd ki, viszont a perikaryonokon nem
vagy csak minimalisan [11]. A NT receptorai koziil a VPvm teriiletén a NTS1-receptorok
fordulnak el6 a legnagyobb stiriségben [16, 17], amelyek tipusosan a dendriteken, illetve
az idegsejtek perikaryonjain helyezkednek el [16]. A NTS2-receptorok csak nagyon
alacsony koncentracioban vannak jelen [17, 18]. A NTS3-receptorok jelenlétét a VP-ban
eddig nem igazoltdk. A NT vagy NT-antagonistak elektrofizioldgiai hatdsait eddig még
nem vizsgaltdk a VP-ba torténd direkt mikroinjekciot kovetden, viszont kimutattak, hogy
NTS1-antagonistak i.p. injekcidja csokkenti a VPvm neuronjainak tiizelési frekvencidjat,
mikdzben a VPdI-ra nincsenek hatassal [19]. A NT a VP-ban megndveli az extracellularis
GABA-szintet [7]. Ismert tovabba, hogy a VPvm gatlasanak kovetkeztében GABA-erg
efferens palyak is gatlodnak, a ventralis tegmentalis area (VTA) pedig felszabadul a gatlas
alol [20]. A fentiek alapjan a VP-ba injektalt NT a VTA DA-erg neuronjainak aktivitasat

befolyasolva szerepet jatszhat a pozitiv meger6sité és jutalmazo folyamatokban. A VP-ba



injektalt NT esetleges magatartdsi hatdsairdl keveset tudunk, de annyi bizonyos, hogy
szerepet jatszik a drogaddikcidban: kokainadminisztraciot, majd extinkciot kovetden a
NT(8-13) a VP-ban potencirozza a kokainalapu, de gatolja a cue-alapti drogkeresd

magatartast, mig a lokomociora nincs hatassal [7].

2. Célkitiizések

A fentiek alapjan lathatjuk, hogy a NT, illetve a NTS1-receptorok szerepet jatszhatnak a
jutalom, valamint a megerdsités szabalyozasaban fontos ventralis striatopallidalis
projekciok modulécidjaban [11, 21, 22]. Mindazonaltal a NT direkt hatasait a VP-ban
eddig még nem vizsgaltak sem a pozitiv megerdsitésre, sem a szorongasra. Emiatt a

kovetkezd kisérleteket végeztiik el:

1. A NT, illetve a NTS1-receptor-antagonista SR 48692 lokomotoros aktivitasra gyakorolt

esetleges akut hatasainak vizsgalata céljabol open field tesztet (OPF) végeztiink.

2. Jelen kisérleteink masik célja a VP-ba injektalt NT esetleges jutalmazd hatasanak

vizsgalata volt. Erre a célra az un. kondicionalt helypreferencia-tesztet (CPP) alkalmaztuk.

3. Amennyiben a NT jutalmazonak bizonyul, tovabbi céljaink kozott szerepelt annak
igazolasa, hogy a NT ezt a hatast a VP-ban nagy koncentracioban el6fordulé NTS1-
receptorokon fejti-e ki.

4. Kisérleteink masik vonulata a ventralis pallidumba injektalt NT esetleges anxiolitikus

hatasanak vizsgalata volt. Erre a célra az Gn. emelt keresztpallo tesztet (EPM) alkalmaztuk.

5. Kivancsiak voltunk arra is, hogy amennyiben a NT befolyasolja az anxietast, ezt a hatast

NTS1-receptorokon fejti-e Ki.



6. Célunk volt még, hogy ha a NT a fenti paradigmék valamelyikében hatasosnak bizonyul,
akkor megvizsgaljuk, hogy ez(eke)t a hatds(oka)t a VP D2 DA-receptorainak gatlasa

hogyan modositja.

3. Kisérleti modszertan

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran 279 him Wistar-patkanyt hasznaltunk (LATI, Go6dolld), melyek
atlagos testsulya a kisérletek kezdetekor 280-320 g volt. Az allatok a miitétek eldtt 1 héttel
keriiltek at a tenyészetbdl klimatizalt allathazunkba (ahol a hémérséklet 22 £ 1 °C, a
paratartalom: 55 + 10%). A természetes napszaknak megfelel6 mesterséges megvilagitast
alkalmaztunk, 12 6ra sotét és 12 6ra vilagos peridodust biztositva. A vilagos periodus reggel
7 Oorakor, a sotét este 19 oOrakor kezdddott. Az allatokat kiilonallo ketrecekben, de
ugyanazon helyiségben helyeztiik el. Erre azért volt sziikség, mert az allatok fején 1évo
korona megsériilhetne a mas allatokkal vald taldlkozas soran, illetve a tobbi allatnak is
sériilést okozhatna. A ketrecek tisztitasat szakképzett személyek végezték napi
rendszerességgel. Az allatok standard laboratoriumi ragesalotapot (Charles River
Magyarorszag Kft., Budapest) és csapvizet fogyaszthattak ad libitum. A patkanyokat a
mitéteket megel6zden a kisérletet végzok kezéhez szoktattuk (un. ,,handling”). Az éllatok
tartasa soran az egyetemi (BA02/2000-8/2012), hazai (40/2013. (II. 14.) szamu Magyar
Kormanyrendelet) és nemzetkozi (European Community Council Directive, 86/609/EEC,

1986, 2010) allatkisérletes etikai iranyelveknek megfeleléen jartunk el.

3.2. Sztereotaxikus miitét

A mitéteket altalanos anesztéziaban végeztiik, melyet ketamin (Calypsol, Richter
Gedeon Zrt., 80 mg/ttkg) és diazepam (Seduxen, Richter Gedeon Zrt., 20 mg/ttkg)
keverékének intraperitonealis injekcidjaval idéztiink eld. Sztereotaxikus miitéti technika
segitségével 22 gauge (0,64 mm) atméréjii rozsdamentes acél vezetOkaniiloket

implantaltunk bilateralisan a célteriilet f6l¢ 0,5 mm-rel. A célteriilet koordinatait Paxinos és



Watson sztereotaxikus agyatlasza [23] alapjan hataroztuk meg. Az alkalmazott koordinatak
a bregmahoz viszonyitva a kovetkezok voltak: anteroposterior (AP): -0,26 mm (a bregmatol
posterior iranyban), lateralisan (ML): 2,2 mm (a k6zépvonaltél), dorsoventralisan (DV): 7,1
mm (a dura felszinétdl mérve). A kaniiloket a koponyacsonthoz €s a koponyacsontba furt 3
rozsdamentes acél csavarhoz rogzitettik fogaszati akrilat segitségével (Duracryl). A
vezetOkaniiloket 27 gauge (0,36 mm) atmér6ji steril dugokkal zartuk le, amelyeket az
anyagbeadas soran eltavolitottunk. Az allatok a miitétek soran antibiotikum-profilaxisban
részesiiltek (G-penicillin). A posztoperativ iddszakban az allatoknak legalabb 6 napot
hagytunk a felépiilésre a kisérletek megkezdése eldtt. Minden 4allatot neurologiai
vizsgalatnak vetettlink ald, hogy meggy6zddhessiink a szenzoros és a motoros funkcidik
intakt voltarol. A magatartasi teszteket a nappali periodusban végeztiik, 08.00 és 18.00 ora
kozott.

3.3. Az alkalmazott kisérleti anyagok és azok mikroinjekcidja

A NT-t (Sigma-Aldrich Co., N6383) 0,15 M-os steril sooldatban oldottuk fel, amely
0,01 M Na-acetatot és 0,01 M foszfat-pufferes sdéoldatot tartalmazott (PBS, pH 7,4). A NT
mikroinjekciokat két kiilonb6z6 dozisban alkalmaztuk: 100 ng vagy 250 ng. A NTS1-
antagonista SR 48692-t (Tocris Co., Cat. No. 3721) 2% dimetil-szulfoxidot és 0,01M PBS-t
tartalmaz6 0,15 M-os steril sooldatban oldottuk fel. Az SR 48692-t 35 ng-os ddzisban
mikroinjektaltuk. A D2 DA receptor antagonista (S)-(-)-sulpiridet (Sigma-Aldrich Co.,
S7771) fiziologias sooldatban oldottuk fel, a sulpirid 4 ug-os dozisat alkalmaztuk. A
dozisok oldalanként értendok.

A NT [24-27], illetve a sulpirid [28] dézisait pilot kisérletek alapjan, illetve a mas
agyteriileteken  alkalmazott intracerebralis  mikroinjekcioknal —kordbban  hatasos
dézistartomanyok alapjan valasztottuk meg. Az SR 48692 dozisat ugy valasztottuk meg,
hogy a NT hatasos doézisaval ekvimolaris legyen, az antagonista doézisa igy joval
meghaladja az 50%-o0s inhibitoros koncentraciot [29].

A mikroinjekcio el6zdleg kézhez szoktatott, kézben tartott, éber allatokon tortént. Az
Osszes anyagot 27 gauge atmérdjii rozsdamentes acél beaddkaniilokon keresztiil juttattuk
be, amelyek 0,5 mm-rel hosszabbak voltak az implantalt vezetOkaniiloknél. A

beadokaniilok polietilén csoveken keresztill (PE-10) 10 pl-es Hamilton-fecskend6khoz



csatlakoztak (Hamilton Co., Bonaduz, Svajc). Az egyes mikroinjekciok 0,4 ul térfogatban

torténtek, Cole-Parmer-féle digitalis infiziés pumpa hasznalataval (Cole-Parmer, IITC,

Life Sci. Instruments, Kalifornia, USA), 60 sec idétartam alatt. A mikroinjekciokat

kovetden a beadokaniiloket tovabbi 60 sec-ig a vezetdkaniilokben hagytuk, igy gatolva az

crer

utan meggy6zddtiink arrdl is, hogy a beadokaniil nem tomaodott el.

Az egyes kisérletekben alkalmazott kezeléseket a kovetkezd attekintd tablazat

tartalmazza (a részleteket 1d. alabb):

OPF

kontroll (veh2 + vehl) (n=6)
100 ng NT (n=8)

250 ng NT (n=6)

35 ng SR 48692 + vehl (n=6)
35 ng SR 48692 + NT (n=6)

CPP

kontroll (vehl) (n=11)
100 ng NT (n=12)
250 ng NT (n=13)

kontroll (veh2 + vehl) (n=10)

veh2 + 100 ng NT (n=13)

35 ng SR 48692 + vehl (n=7)

35 ng SR 48692 + 100 ng NT (n=12)

kontroll (veh3 + vehl) (n=11)
veh3 + 100 ng NT (n=6)

4 ng sulpirid + vehl (n=8)

4 pg sulpirid + 100 ng NT (n=11)

EPM

kontroll (vehl) (n=9)
100 ng NT (n=8)
250 ng NT (n=8)

kontroll (veh2 + vehl) (n=9)

veh2 + 100 ng NT (n=8)

35 ng SR 48692 + vehl (n=9)

35 ng SR 48692 + 100 ng NT (n=8)

kontroll (veh3 + vehl) (n=11)
veh3 + 100 ng NT (n=6)

4 g sulpirid + vehl (n=9)

4 ng sulpirid + 100 ng NT (n=10)

Az OPF tesztben a NT 100 ng-jat (n=8) vagy 250 ng-jat (n=6) mikroinjektaltuk az

allatoknak. Az antagonistaval kezelt csoport (n=6) 35 ng SR 48692-t, majd 15 perc mulva

a NT vivoanyagat (vehl), az antagonista elokezelést kovetéen NT-nel kezelt csoport (n=6)




35 ng SR 48692-t, majd 15 perc mualva 100 ng NT-t kapott. A kontrollcsoport allatai (n=8)
az SR 48692 vivéanyagat (veh2), majd 15 perc mulva vehl-et kaptak.

Az elsé CPP kisérlet soran a NT 100 ng-os (n= 12) vagy 250 ng-os (n=13) doézisat
mikroinjektaltuk bilateralisan az allatoknak, a kontrollcsoport (n=11) vehl1-et kapott az NT-
mikroinjekciokkal azonos térfogatban. A masodik (az antagonistaval végzett) CPP kisérlet
soran a NT-nel kezelt csoport (n=13) allatai veh2-t, és ezt kovetéen 100 ng NT-t kaptak
(azt a dozist, amely az elso kisérlet soran hatasosnak bizonyult, 1d. az eredményeknél). Az
antagonistaval kezelt (n=7) csoport 35 ng SR 48692-t, majd vehl-et kapott. Az antagonista
elokezelést kovetden NT-nel kezelt csoport (n=12) 35 ng SR 48692-t, majd 15 perc mulva
100 ng NT-t kapott. A kontrollcsoport (n=10) allatai két alkalommal kaptak vivéanyagot
(veh2 + vehl). Az antagonistat vagy a veh2-t mindig 15 perccel a NT vagy a vehl elétt
adtuk be. A harmadik (sulpiriddel végzett) CPP kisérlet soran a NT-nel kezelt csoport (n=6)
allatai a sulpirid vivéanyagat (veh3), és ezt kovetden 100 ng NT-t kaptak. A sulpiriddel
kezelt csoport (n=8) 4 pg sulpiridet, majd vehl-et kapott. A sulpirid elékezelést kovetden
NT-nel kezelt csoport (n=11) 4 pg sulpiridet, majd 15 perc malva 100 ng NT-t kapott. A
kontrollcsoport (n=11) allatai két alkalommal kaptak vivéanyagot (veh3 + vehl). A
sulpiridet vagy a veh3-t mindig 15 perccel a NT vagy a vehl eldtt adtuk be. A masodik és
harmadik CPP kisérlet soran antagonista vagy sulpirid elokezelést kovetden alkalmazott NT
15 perc alatt 2 mikroinjekciot jelent az allat szamara, ezért a tobbi csoport allatai szintén 2-
2 mikroinjekciot kaptak 15 perc kiilonbséggel, hogy az egyes csoportok eredményei
Osszehasonlithatok legyenek.

Az elsé EPM Kkisérlet soran az allatok 100 ng (n= 8) vagy 250 ng (n=8) NT-t kaptak
bilateralisan, a kontrollcsoport (n=9) vehl-et kapott az NT-mikroinjekciokkal azonos
térfogatban. A masodik EPM kisérletben a NT-nel kezelt csoport (n=8) veh2-t, majd 100 ng
NT-t kapott. Az antagonistaval kezelt csoport (n=9) SR 48692-t, majd vehl-et kapott. Az
antagonista elokezelést kovetéen NT-nel kezelt csoport (n=8) 35 ng SR 48692-t, majd 100
ng NT-t kapott. A kontrollcsoport (n=9) két alkalommal kapott vivéanyagot (veh2 + vehl).
Az antagonistat vagy a veh2-t a CPP teszthez hasonléan mindig 15 perccel a NT vagy a
vehl el6tt adtuk be. A harmadik EPM kisérletben a NT-nel kezelt csoport (n=6) veh3-t,
majd 100 ng NT-t kapott. A sulpiriddel kezelt csoport (n=9) 4 ug sulpiridet, majd vehl-et
kapott. A sulpirid elokezelést kovetden NT-nel kezelt csoport (n=10) 4 pg sulpiridet, majd
100 ng NT-t kapott. A kontrollcsoport (n=11) két alkalommal kapott vivoanyagot (veh3 +



vehl). A sulpiridet vagy a veh3-t a CPP teszthez hasonl6an mindig 15 perccel a NT vagy a
vehl el6tt adtuk be.

3.4. Magatartasi vizsgalatok

Mindegyik kisérletet hangszigetelt, klimatizalt helyiségben végeztiik el. Az allatok
mozgasat az apparatus folé elhelyezett kamera segitségével rogzitettilk, az adatokat a
Noldus EthoVision Basic software (Noldus Information Technology b.v., Wageningen,

Hollandia) segitségével taroltuk és elemeztiik.

3.4.1. Open field (OPF) teszt

Az OPF teszt apparatusa egy 50 x 50 cm alapteriiletli, 50 cm falmagassagu, sziirke
szin{i, fabol késziilt dobozbdl allt. A doboz alja 16 azonos méretli négyzetre volt osztva. A
kisérlet soran mértiik az allatok altal megtett utat, illetve a keresztezések szdmat. Minden
ilés 5 percig tartott. A 4 napos kisérlet elsd napjan tortént a habituécio, a 2. és a 3. napon
mértiik az allatok aktivitasat (mikroinjekcio nélkiil). A 2. és 3-napon mért adatok atlagat
tekintettiik az allatok motoros alapaktivitasanak (bazalis aktivitas). A 4. napon (teszt) az
allatokat az anyagok bilateralis mikroinjekciojat kovetden az apparatusba helyeztiik, és ezt

kovetden is regisztraltuk az aktivitasukat.

3.4.2. Kondicionalt helypreferencia- (conditioned place preference, CPP) teszt

A CPP teszt anyagok jutalmazo, pozitiv megerdsito, illetve averziv hatdsanak mérésére
hasznalhato [30, 31]. A CPP teszt apparatusa egy kor alaka, 85 cm atmér6ji és 40 cm
magas doboz volt. Az apparatus falai és padldja mianyagbol késziiltek, sziirke sziniiek
voltak. A padlot vékony fekete vonalak segitségével 4 kvadransra osztottuk, melyek a
kondicionalasok soran kivehet6, atlatszo plexi lapokkal fizikailag is elvalaszthatok voltak
egymastol. A kornyezetben talalhaté kiils6 jeleket, Gin. vizualis cue-Kat helyeztiink el, hogy
segitsék az egyes kvadransok megkiilonboztetését, illetve az allatok tajékozodasat az
apparatusban [30]. A terem megvilagitashoz sziikséges szort fényt 40 W-os izz6

segitségével biztositottuk.



A CPP paradigma egy habituaciobdl (1. nap), harom kondicionalasi iilésbél (2-4. nap) és
egy tesztbol (5. nap) all. Az tilések mindegyike 900 sec (15 min) hosszusagh. A habituacio
(1. nap) soran az allatokat az apparatus kozepére helyeztiik, ezutan 900 sec-ig szabadon
hozzaférhettek mind a négy kvadranshoz. Mértiik az egyes kvadransokban eltoltott idot, és
azt a kvadranst valasztottuk ki kezel6kvadransnak, ahol az allat a habituacié soran nem a
legtobb, de nem is a legkevesebb 1dot toltdtte. A kondicionalasok (2-4. nap) soran a
plexilapok behelyezésével a kvadransokat fizikailag elvalasztottuk egymastol. Az allatokat
kozvetleniil a bilateralis mikroinjekcio(ka)t kovetden a kezelokvadransba helyeztiik. Ezutan
a patkanyok 15 percet tartézkodtak a kezeldkvadransban. Az 5. napon (teszt) az elvalaszto
lapokat eltavolitottuk, igy az allatok Gjra az apparatus teljes teriiletén mozoghattak. Mértiik

az egyes kvadransokban toltott id6t, valamint az 4llatok altal megtett utat.

3.4.3. Emelt keresztpallé (elevated plus maze, EPM) teszt

A szorongast az EPM teszt segitségével mértiik [32]. Az apparatus sziirke szinii, kereszt
alaku pallokbol, azaz két, egymassal szemben elhelyezkedd nyitott karbol és két, ezekre
merdlegesen elhelyezkedd zart karbol allt. A karok alapteriilete egyenként 50 cm % 10 cm,
a kozépen 1évo centralis platform 10 cm x 10 cm teriiletii volt. A zart karokat 40 cm magas,
sziirke szinii fal veszi koriil, a teteje nyitott volt. A pallok 100 cm-rel a talaj szintje f61é
voltak emelve. Az anyagok mikroinjekciojat kovetéen az allatokat az apparatus kdzepére
(centralis platform) helyeztiik, gy, hogy orruk valamelyik zart kar fel¢ nézzen. Minden
allaton egy alkalommal végeztiik el a tesztet, amely 5 percig tartott. Az apparatus egyes
részein (zart karok, nyitott karok, illetve azok végei) toltott id6t, valamint a megtett utat

meértiik.

3.5. Az eredmények értékelése

3.5.1. Szovettan

A kisérletek végeztével a patkanyokat uretan segitségével thlaltattuk (20%-0s

uretanoldat 1. p. injekcidja, 1,4 g /ttkg) ¢és izotdnias sooldattal transcardialisan

10



perfundaltuk, ezt 10%-0s formaldehid-oldat infuzidja kovette. Ezutan az allatok agyat
eltavolitottuk.

Egy héttel a fixacid utan az agyakat lefagyasztottuk, 40 um-es szeleteket készitettiink,
amelyeket krezil-ibolyaval megfestettiink. A mikroinjekciok helyét Paxinos €s Watson
sztereotaxikus atlasza alapjan rekonstrualtuk [23]. Az elemzésnél csak azon allatok adatait

vettiik figyelembe, amelyeknél a beaddsok a megfeleld agyteriiletre torténtek.
3.5.2. Statisztikai modszerek

Shapiro-Wilk-teszt segitségével meggy6z6dtiink az adatok normalis eloszlasar6l, majd
az adatokat két vagy egy szempontos varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik ,,SPSS 20.0
for Windows” programcsomag segitségével. A mintdk homogenitdsdnak vizsgalatara F-
tesztet alkalmaztunk. A csoportonkénti Osszehasonlitast Tukey-féle post hoc teszttel

végeztiik el. A szignifikanciaszintet minden esetben p < 0,05-nek tekintettiik.

4. Eredmények

4.1. Szovettani leletek

A kaniilcsatornak és a kaniilvégek elhelyezkedését Paxinos és Watson sztereotaxikus
agyatlasza alapjan hataroztuk meg [23]. A szovettani vizsgalat azt mutatta, hogy a
kaniilvégek szimmetrikusan a célteriileten helyezkedtek el a 279 allat koziil 243 esetben.
Négy patkdnyt esetében az akrilat ,korondjuk” karosodott vagy leesett, igy a
mikroinjekcidokat nem lehetett beadni; a tobbi 32 allatnal a kaniilok nem a megfeleld helyre
kertiltek, ezen allatok adatait kizartuk a tovabbi analizisb6l. Az emlitett 32 kozil 12
patkanynal a kaniilvégek a VP-t6l medialisan vagy lateralisan helyezkedtek el, igy a
mikorinjekciok az egyik oldalon a commissura anterior hatsé ajkanak interstitialis magjaba,
a masik oldalon a stria terminalis beagyazott magjanak fusiformis részébe keriiltek. 19
esetben a kaniilvégek 1 mm-rel a VP ala kertiltek, igy a mikroinjekciok mindkét oldalon a
diagonalis koteg horizontalis ajkanak magjaba, illetve a nucleus preopticus

magnocellularisba torténtek, 1 esetben a kaniilok vége a VP folott volt, igy az anyagbeadas
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a commissura anterior hatsé ajkanak interstitialis magjaba tortént. A kaniilpoziciok nagy
heterogenitdsa ¢és az alacsony allatszam miatt a VP-t6l eltérd helyre beadott anyagok

magatartasi hatasairdl messzemeno kovetkeztetéseket levonni nem tudtunk.

4.2. Open field teszt

2500 ~
O kontroll (n=8)
2000 -+
5 @ 100 ng NT (n=8)
%’ 1500 -
E} 1000 - @ 250 ng NT (n=6)
8
= iy antagonista (n=6)
0 B antagonista + NT (n=6)

Bazalis aktivitas Teszt

1. dbra: Bilateralis NT mikroinjekciok, valamint az NTSI-antagonista eldkezelés hatdsa
open field (OPF) tesztben. Az oszlopok az dllatok dltal megtett ut atlagat (= SEM) mutatjak
mikroinjekcio nélkiil (bazalis aktivitds), illetve a teszt soran. Kontroll: csak vivéanyaggal
kezelt dallatok (veh2 + vehl; n = 8). 100 ng NT: 100 ng NT-nel kezelt dllatok (n = 8). 250
ng NT: 250 ng NT-nel kezelt dllatok (n = 6). Antagonista:35 ng NTS1-antagonista SR
48692-vel kezelt allatok (n = 6). Antagonista + NT: 100 ng NT mikroinjekciojanak hatasa
35 ng NTS1-antagonista elokezelést kévetoen (n = 6). Részletesebb magyarazatot ld. a

szovegben.

Az OPF teszt eredménye az 1. abran lathat6. Két szempontos ANOVA segitségével
kimutattuk, hogy a megtett Gt szignifikansan kiilonbozott az tlések kozott (F [1;58] =
5,838; p < 0,05), ennek legvalosziniibb oka, hogy a teszt soran a habitudcié miatt
valamennyi allat kevesebbet mozgott. A kezelések kozott nem volt szignifikdns kiilonbség
(F [4;58] = 0,104; p > 0,05), az iilések és kezelések kozti interakcid szintén nem volt
szignifikans (F [4;58] = 0,895; p > 0,05).
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A keresztezések szamat tekintve nem volt szignifikans kiilonbség sem az iilések (F
[1,58] = 0,764; p>0,05), sem a kezelések kozott (F [4;58] = 0,298; p > 0,05), az iilések és
kezelések kozotti interakcid szintén nem volt szignifikans (F [4;58] = 0,164; p > 0,05).

4.3. Kondicionalt helypreferencia-teszt

400 -
350 -

300 -
O kontroll (n=11)

250 -
B 100 ng NT (n=12)

200 4 B 250 ng NT (n=13)

150 -
% p<0,05

100 +

50 +

Kezelbkvadransban t6ltétt id6 (sec)

Habituacio Teszt
2. abra. Bilateralis NT mikroinjekciok hatasa a VP-ban CPP paradigmadban. Az oszlopok a

kezel6kvadransban toltott idé atlagat (£ SEM) mutatjak a habitudcio, illetve a teszt sordn.
Kontroll: csak vivéanyaggal kezelt allatok (vehl, n = 11). 100 ng NT: 100 ng NT-nel kezelt
allatok (n = 12). 250 ng NT: 250 ng NT-nel kezelt allatok (n = 13) *: p < 0,05.

Két szempontos ANOVA segitségével 0Osszehasonlitottuk az egyes csoportok
célkvadransban toltott idejét a habitudcid, illetve a teszt soran (2. &bra). Szignifikans
kiilonbség volt az iilések kozt (F [1;66] = 11,189; p < 0,05) és a kezelések kozt (F [2;66] =
3,431; p < 0,05), a kettd kozti interakcid azonban nem volt szignifikans (F [2;66] = 2,426; p
> 0,05). A Tukey-féle post hoc teszt alapjan a kezel6kvadransban toltott id6 nem valtozott a
kontrollcsoportban (n = 11), de szignifikdnsan megemelkedett a 100 ng NT-nel kezelt
csoportban (n = 12; p < 0,05). A 250 ng NT-nel kezelt csoportban (n = 13) szintén
novekedett a kezel6kvadransban toltott idd, ez azonban nem volt szignifikans. A kiillonb6z6
kezeléseket kapott csoportok (kontroll, 100 ng NT, 250 ng NT) altal megtett utat egy

szempontos ANOVA segitségével hasonlitottuk 0ssze az egyes kisérleti tiléseken beliil
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(habituacio, kondicionalasok, teszt). Az tlések (habituacio, kondicionalasok, teszt) nem
hasonlithatok Gssze statisztikailag, mivel a habituacié és a teszt soran az allatok a teljes
apparatuson beliil mozoghattak, mig a kondicionalasok soran csak a kezel6kvadransban. Az
ANOVA nem mutatott ki szignifikans kiilonbséget a csoportok kdzott sem a habituacié (F
[2;33] = 1,736; p > 0,05), sem a kondicionalasok (F [2;33] = 0,842; p > 0,05), sem pedig a
teszt soran (F [2;33] = 0,677; p > 0,05). A kondicionalasok alatt valamennyi csoport allatai
kevesebbet mozogtak, ez a kisebb teriiletnek tudhato be.
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= ]
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Habituacio Teszt
3. dbra. NTSI antagonista eldkezelés hatisa a VP-ban CPP tesztben. Az oszlopok a
kezelSkvadransban toltott idd atlagat (£ SEM) mutatjik a habitudcio, illetve a teszt soran.
Kontroll: csak vivéanyaggal kezelt allatok (veh2 + vehl; n = 10). 100 ng NT: veh2-vel,
majd 100 ng NT-nel kezelt dllatok (n = 13). Antagonista: 35 ng NTS1l-antagonista SR
48692-vel, majd vehl-gyel kezelt dllatok (n = 7). Antagonista + NT: 100 ng NT
mikroinjekciojanak hatasa 35 ng NTSI-antagonista elokezelést kovetéen (n = 12).

Részletesebb magyarazatot ld. a szovegben. *: p < 0,05.

A masodik CPP kisérletben megvizsgaltuk, hogy a 100 ng NT helypreferenciat indukalo
hatdsa a NTSI-receptorokon keresztiil valosul-e meg (3. abra). Az allatok a habituacid
soran az el6z0 kisérlethez hasonld idétartamig tartézkodtak a kezelokvadransban. Két
szempontos ANOVA alapjan nem volt szignifikans kiilonbség az iilések kozott (F [1,76] =
3,620; p > 0,05), viszont szignifikans kiilonbség volt a kezelések kozott (F [3;76] = 3,637,

14



p < 0,05), tovabba az iilések és kezelések kozti interakcid szintén szignifikansan
kiilonbozott (F [3;76] = 3,955; p < 0,05). Tukey-féle post hoc teszt alapjan az el6z6 kisérlet
eredményéhez hasonléan a 100 ng NT-nel kezelt csoportban (n=13) megemelkedett a
kezel6kvadransban t6ltott 1d6 a kontrollcsoporthoz (n=10) képest (p < 0,05). Az NTS1-
receptor antagonista SR 48692 eldkezelés hatékonyan blokkolta a NT hatasat (n = 12; p <
0,05). Az antagonista onmagaban (n = 7) nem befolyasolta a kezel6kvadransban toltott
1d6t: az eredmény nem kiilonb6zott a kontrollcsoportétol, viszont szignifikdnsan
alacsonyabb volt a 100 ng NT-nel kezelt csoport eredményénél (p < 0,05). Az egy
szempontos ANOVA nem mutatott ki szignifikdns kiillonbséget az egyes kisérleti fazisokon
beliil az egyes csoportok altal megtett ut tekintetében (a habituacio soran: F [3;38] = 0,232;
p > 0,05; a kondicionalasok soran: F [3;38] = 0,222; p > 0,05; a teszt soran: F [3;38] =
2,033; p > 0,05).
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Habituacio Teszt

4. abra. Sulpirid eldkezelés hatisa a VP-ban CPP tesztben. Az oszlopok a
kezeldokvadransban toltott id6 dtlagat (= SEM) mutatjak a habitudcio, illetve a teszt sordn.
Kontroll: csak vivéanyaggal kezelt allatok (veh3 + vehl; n = 11). 100 ng NT: veh3-mal,
majd 100 ng NT-nel kezelt dllatok (n = 6). Sulpirid: 4 ug D2 DA-receptor antagonista
sulpiriddel, majd vehl-gyel kezelt dllatok (n = 8). Sulpirid + NT: 100 ng NT
mikroinjekciojanak hatisa 4 ug sulpirid elokezelést kovetoen (n = 11). Részletesebb

magyardazatot ld. a szévegben. *: p < 0,05.
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A harmadik (sulpiriddel végzett) CPP kisérletben megvizsgaltuk, hogy a 100 ng NT
helypreferenciat indukalé hatdsdban szerepet jatszik-e a D2 DA-receptorokkal vald
interakcié (4. abra). Az allatok a habituacid sordn az el6zd két kisérlethez hasonlo
iddtartamot tartdzkodtak a kezeldkvadransban. Két szempontos ANOVA alapjan nem volt
szignifikans kiilonbség az iilések kozott (F [1;64] = 1,064, p > 0,05), viszont a kezelések
kozott (F [3;64] = 3,002, p < 0,05), tovabba az tilések és kezelések kozti interakciod
tekintetében (F [3;64] = 5,022, p < 0,05) is szignifikans kiilonbséget mutatott ki a teszt.
Tukey-féle post hoc teszt alapjan az el6z6 kisérletek eredményéhez hasonléan a 100 ng
NT-nel kezelt csoportban (n=6) megemelkedett a kezelokvadransban toltott id6 a
kontrollcsoporthoz (n=11) képest (p < 0,05). A sulpirid eldkezelés hatékonyan blokkolta a
NT hatasat (n = 11, p < 0,05). A sulpirid 6nmagdban (n = 8) nem befolyasolta a
kezelékvadransban toltott idot, azaz az eredmény nem kiillonb6zott a kontrollesoportétol. A
megtett Utban az egy szempontos ANOVA teszt alapjan nem volt szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott a habituacio soran (F [3;32] = 1,370; p > 0,05). A kondicionalasok soran
megtett ut atlaga (F [3;32] = 12,032; p < 0,05), valamint a teszt soran megtett ut (F [3;32] =
12,848; p < 0,05) tekintetében viszont szignifikdns kiillonbséget mutatott ki az analizis.
Tukey-féle post hoc teszt alapjan a sulpiriddel, illetve a sulpirid elékezelést kovetden NT-
nel kezelt allatok szignifikansan kevesebb utat tesznek meg a kondicionalasok soran, mint a
kontrollcsoport allatai, tovabba ugyanezek a csoportok a teszt soran is szignifikansan

kevesebb utat tettek meg, mint a kontrollcsoport, illetve a NT-nel kezelt csoport tagjai.
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4.4. Emelt keresztpallo teszt
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5. dbra. Bilateralis NT mikroinjekciok hatdsa a VP-ban EPM paradigmaban. Az oszlopok a
zart karokon, a nyitott karokon, illetve a nyitott karok végein toltott idé atlagat (= SEM)
mutatjak. Kontroll: csak vivéanyaggal kezelt dllatok (vehl, n = 9). 100 ng NT: 100 ng NT-
nel kezelt allatok (n = 8). 250 ng NT: 250 ng NT-nel kezelt allatok (n = 8) *: p < 0,05.

Az els6 EPM kisérletben 100 ng ¢és 250 ng NT VP-ba torténd bilateralis
mikroinjekcioinak a hatasat vizsgaltuk (5. abra). Egy szempontos ANOVA alapjan
szignifikans kiilonbség volt a zart karokon toltétt id6 (F [2;22] = 3,513, p < 0,05), a nyitott
karokon toltott id6 (F [2;22] = 4,329, p < 0,05), valamint a nyitott karok végein toltott ido
tekintetében is (F [2;22] = 4,479, p < 0,05). Tukey-féle post hoc teszt azt igazolta, hogy a
100 ng NT-nel kezelt allatok szignifikdnsan tobb idot toltottek a nyitott karokon és azok
végein, illetve szignifikdnsan kevesebb id6t a zart karokon, mint a kontrollcsoport allatai.
Ezen eredmények alapjan a NT 100 ng-os dozisban anxiolitikus hatasu. A 250 ng NT-nel
kezelt csoport eredménye nem kiilonbozott szignifikdnsan a kontrollcsoporttol egyik mért
paraméter tekintetében sem. Az allatok altal az apparatus teljes teriiletén megtett ut egy
szempontos ANOVA teszt alapjan nem kiilonb6zott szignifikansan az egyes csoportok
kozott (F [2;22] = 0,403; p > 0,05).
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zart karokon, a nyitott karokon, illetve a nyitott karok végein toltott idé atlagat (= SEM)
mutatjak. Kontroll: vivéanyaggal kezelt dllatok (veh2 + vehl; n = 9). 100 ng NT: veh2-vel,
majd 100 ng NT-nel kezelt allatok (n = 8). Antagonista:35 ng NTS1-antagonista SR 48692-
vel, majd vehl-gyel kezelt dllatok (mn = 9). Antagonista + NT: 100 ng NT
mikroinjekcidjanak hatisa 35 ng NTSI-antagonista elokezelést kévetéen (n = 8).

Részletesebb magyarazatot ld. a szévegben. *: p < 0,05.

A masodik EPM kisérlet célja az volt, hogy megvizsgéljuk, hogy az NT hatdsa az EPM
tesztben NTS1-receptorokon keresztiil valosul-e meg (6. abra). Egy szempontos ANOVA
szignifikans kiilonbséget mutatott ki a zart karokon toltott id6 (F [3;30] = 4,734, p < 0,05),
a nyitott karokon toltott id6 (F [3;30] = 10,311, p < 0,05), illetve a nyitott karok végein
toltott id6 (F [3;30] = 3,729, p < 0,05) tekintetében is. A Tukey-féle post hoc teszt
kimutatta, hogy az antagonista dnmagaban nem befolyasolta az egyes karokon toltott idot,
az allatok értékei a kontrollcsoportéhoz hasonloak voltak. Az els6 EPM teszthez hasonldan,
a 100 ng NT-nel kezelt allatok szignifikansan kevesebb id6t toltottek a zart, és
szignifikdnsan tobb id6t a nyitott karokon, mint a kontrollcsoport. Az antagonista
elokezelést kovetden NT-nel kezelt csoport eredményei nem kiilonboztek szignifikansan a
kontrollcsoport eredményeitdl, viszont szignifikansan tobb id6t toltdttek a zart, és
szignifikansan kevesebb 1d6t a nyitott karokon, mint a 100 ng NT-nel kezelt allatok, tehat
az antagonista elokezelés kivédte a NT hatasat. Az egy szempontos ANOVA teszt az egyes
csoportok altal megtett it terén nem mutatott ki szignifikans kiilonbséget (F [3;30] = 1,331,
p > 0,05).
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1. abra. Sulpirid eldkezelés hatasa a VP-ban EPM tesztben. Az oszlopok a zart karokon, a
nyitott karokon, illetve a nyitott karok végein toltétt idd dtlagat (£ SEM) mutatjik.
Kontroll: csak vivéanyaggal kezelt dallatok (veh3 + vehl; n = 11). 100 ng NT: veh3-mal,
majd 100 ng NT-nel kezelt dllatok (n = 6). Sulpirid: 4 ug D2 DA-receptor antagonista
sulpiriddel, majd vehl-gyel kezelt allatok (n = 9). Sulpirid + NT: 100 ng NT
mikroinjekciojanak hatisa 4 ug sulpirid elokezelést kovetéen (n = 10). Részletesebb

magyarazatot ld. a szovegben. *: p < 0,05.

A harmadik EPM kisérlet célja az volt, hogy megvizsgaljuk, a NT anxiolitikus hatasaban
szerepet jatszik-e a D2 DA-receptorokkal vald interakcido (7. abra). EQy Szempontos
ANOVA nem mutatott ki szignifikans kiilonbséget a zart karokon toltott id6 (F [3;32] =
1,864; p > 0,05) tekintetében. Szignifikans kiilonbség volt viszont a nyitott karokon toltott
id6 (F [3;32] = 4,121; p <0,05), illetve a nyitott karok végein toltott id6 (F [3;32] = 7,978;
p < 0,05) tekintetében. A Tukey-féle post hoc teszt kimutatta, hogy a sulpirid az
alkalmazott dézisban 6nmagaban nem befolyéasolta az egyes karokon toltott idot. Habar a
nyitott karok végein toltott id6 atlaga a sulpiriddel kezelt csoportban alacsonyabb volt, az
apparatus egyes részein toltott idok egyike sem tért el szignifikansan a kontrollcsoportétol.
A 100 ng NT-nel kezelt allatok szignifikansan tobb id6t toltottek a nyitott karokon, illetve
azok végein, mint a kontrollcsoport (hasonléan az elsé és a masodik EPM kisérlethez),
illetve a sulpiriddel kezelt csoport. A sulpirid elokezelést kovetéen a NT-nel kezelt csoport
eredményei nem kiilonboztek szignifikansan a kontrollcsoport eredményeitdl, viszont
szignifikansan kevesebb 1ddt toltottek nyitott karokon és azok végein, mint a 100 ng NT-

nel kezelt allatok. A sulpirid elékezelés tehat kivédte a NT hatasat. Az egy szempontos
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ANOVA szignifikans kiilonbséget mutatott ki az egyes csoportok kozott a megtett ut
tekintetében (F [3;32] = 15,572; p < 0,05). Tukey-féle post hoc teszt alapjan a sulpiriddel,
illetve a sulpirid eldkezelést kovetden NT-nel kezelt allatok szignifikansan kevesebb utat

tettek meg a kisérlet soran, mint a kontrollcsoport, illetve a NT-nel kezelt csoport.

5. Diszkusszio

5.1. A ventralis pallidum NTS1-receptorainak szerepe a lokomotoros aktivitas

szabalyozasaban

Az OPF teszt kimutatta, hogy a VP-ba injektalt NT, illetve a NTS1-antagonista SR
48692 egyik altalunk alkalmazott dozisban sem befolyasolja a lokomotoros aktivitast.
Habar valamennyi csoportot figyelembe véve az allatok altal megtett ut szignifikdnsan
alacsonyabb volt a teszt sordn, mint a a mikroinjekcié nélkiili, n. bazalis aktivitas,
valamint a keresztezések szdma is némileg (bar nem szignifikdnsan) csokkent, az egyes
csoportok atlagai egymastol nem kiilonboztek sem a kezeletlen allapotban, sem a teszt
soran. Ez a jelenség nagy valoszinliséggel a kisérleti kornyezethez valod adaptacionak
(tovabbi habituacidonak) tudhatd be. Az OPF teszt eredményei megfelelnek Torregrossa és
Kalivas korabbi kisérletének [7], melyben kimutattak, hogy a NT(8-13) mikroinjekcidja a

V/P-ban nem befolyasolja a spontan lokomotoros aktivitast.

5.2. A ventralis pallidum NTS1-receptorainak szerepe a jutalmazasban

A CPP paradigmat széles korben alkalmazzak kiilonféle kémiai anyagok jutalmazo,
illetve pozitiv megerdsitd hatasanak mérésére [30, 31]. A CPP kisérletben a
kondicionalasok soran mikroinjektalt anyag hatdsa és az adott hely (jelen esetben a
kezel6kvadrans) kozott kondicionalt asszociacio jon 1étre. A helypreferencia kialakulasanak
tehat legalabb két feltétele van: az egyik az anyag jutalmazo, illetve pozitiv megerdsitd
hatasa, a masik pedig a memoria kialakulasa [31]. A tesztek kezeletlen allapotban
torténnek, ennek nagy eldnye, hogy az eredményeket az anyagok esetleges akut hatasai,

illetve mellékhatasai (a lokomodcidra, a fajdalomérzésre, a szorongasra, ill. egyéb
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funkciokra) nem befolyasoljak. A teszt soran az allatok magatartasat a kdrnyezeti vizualis
jelekhez (,,cue”-khoz) kapcsoldddé memoriafolyamatok iranyitjak.

Ismert, hogy a VP fontos szerepet jatszik a helypreferencidban: pszichostimulansok,
mint pl. kokain és amfetamin CPP-t valtanak ki [33]. A VP opioidreceptorainak blokadja
kondicionalt helyaverziot okoz [34], a VP laesioja esetén pedig nem alakithato ki kokain,
amfetamin, illetve szukroz indukalta helypreferencia [35-37]. A NT-rél mas agyteriileteken
mar kimutattak, hogy jutalmazo6 hatast: kémiai Oningerlés épithet6 ki vele a VTA-ban, a
NAC-ben ¢és a subiculumban, de a medialis eldagyi kotegben nem [38, 39]. Emellett a NT
helypreferenciat valt ki a VTA-ban [40] és az amygdala centralis magjaban [25].

Eredményeink azt mutatjak, hogy a VP-ba injektalt NT jutalmazo, illetve pozitiv
megerdsitd hatast. Kimutattuk tovabba, hogy a NT a CPP paradigméban sincs hatdssal az
allatok motoros aktivitdsara. A CPP teszt eredményét az egyes anyagok lokomociora
gyakorolt esetleges akut hatdsai nem befolyasolhatjak, mivel a teszt drogmentes allapotban
torténik. Viszont ha a neurokémiai anyag a kondicionaldsok soran hatdssal lenne a
lokomocidra, ez a tesztben is megjelenhetne az Uin. kondicionélt droghatas kovetkeztében
[31, 41], hiszen a kondicionalasok soran a lokomotoros hatas is asszocidlodhat a
kezelokvadranssal. Jelen kisérletben a NT sem a kondicionalasok, sem a teszt soran nem
befolyasolta az allatok altal megtett utat, ez egybevag az OPF teszt eredményeivel.

A jutalmazd hatas receptorspecificitasat a NTS1-specifikus antagonista SR 48692
segitségével vizsgaltuk, mivel a NT receptorai koziil a VP-ban ez talalhat6 meg a
legmagasabb koncentracioban [17]. A masodik kisérletben a 100 ng NT-nel kezelt csoport
az els6 kisérlethez hasonloan tobb i1d6t toltott a kezelOkvadransban, tehat sikeriilt ismét
kKimutatni a NT 100 ng-os dozisanak helypreferenciat indukalo hatasat. Ezt a hatast
ekvimolaris NTS1-specifikus antagonista el6kezeléssel sikeriilt kivédeni. A CPP paradigma
soran az allatok altal megtett utat sem a NT, sem az SR 48692 nem befolyasolta, az egyes
allatcsoportok altal megtett Gt atlaga nem kiilonbozott az egyes kisérleti szakaszokon beliil.

Az antagonistaval végzett kisérletben a kondicionalés soran (az els6 kisérlettdl eltérden)
az allatok nem egy, hanem két mikroinjekciot kaptak (minden csoportban). A masik
lehetséges kisérleti elrendezés az lett volna, hogy az egyféle anyaggal (vivoanyag, NT vagy
SR 48692) kezelt allatok csak egy, mig az antagonistaval eldkezelt csoport allatai két
mikroinjekciot kapnak a kondicionalasok soran. Ebben az esetben felmeriilhetett volna,

hogy az antagonistaval elokezelt csoportban az Osszességében nagyobb mikroinjekcios
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térfogat befolyasolhatna a kisérletek eredményét. Ennek a lehetéségnek a kizarasa céljabol
(illetve azért, hogy az egyes csoportok eredményei a kisérleten beliil 6sszehasonlithatoak
legyenek) a kontrollcsoport allatai is 2-2 mikroinjekciot kaptak, illetve a 100 ng NT-nel
kezelt csoport is megkapta az antagonista vivoanyagat 15 perccel a NT-mikroinjekciok
elétt. A 100 ng NT-nel kezelt csoport, illetve a kontrollcsoport eredményei azonban
hasonloak voltak az elsé kisérletben kapottakhoz. Ez alapjan kimondhato, hogy a kisérlet
eredményét nem befolyasolta a kétszeres mikroinjekcids térfogat. Emellett a masodik
kisérlet segitségével meg is erdsitettiik, hogy a NT 100 ng-os dézisban jutalmazé hatasu a
VP-ban, mivel az els6 kisérlet eredményét reprodukalni tudtuk. A NTS1-antagonista SR
48692 o6nmagédban nem volt hatdsos az alkalmazott dozisban, az antagonista el6kezelés
viszont kivédte a NT hatasat, ezzel sikeriilt demonstralni a hatas NTSI-
receptorspecificitasat. A CPP teszt segitségével igazoltuk, hogy a VP NTS1-receptorainak

jelentdsége van a jutalmaz6 folyamatokban.

5.3. A ventralis pallidum NTS1-receptorainak szerepe a szorongas szabalyozasaban

A CPP teszt eredményeinek értelmezése kapcsan felmeriilhet, hogy az allatok akar
amiatt is tobb id6t tolthetnek egy adott kvadransban (mozdulatlanul), ha az anyag anxiogén
hatasti. Tovabba az sem ritka, hogy a jutalmaz6 hatasi anyagok egyben anxiolitikus
hatassal is rendelkeznek. A fenti okok miatt megvizsgaltuk a NT szorongasra gyakorolt
hatasat is. Az EPM teszt széles korben elfogadott modszer a szorongés vizsgalatara [32]. A
paradigma az allatok nyilt terekt6l és magassagtol valo természetes félelmén alapul [32],
igy a nyitott karokon vagy azok végein toltott tobb id6 jol jelzi az anxiolitikus hatast.

Jelen kisérleteink soran a NT 100 ng-os dozisa a VP-ban anxiolitikus hatastnak
bizonyult: a NT szignifikansan csokkentette a zart karokon, illetve ndvelte a nyitott
karokon és az azok végein toltott id6t. A masodik kisérletben a NTS1-antagonista SR
48692 dnmagaban nem befolyasolta a szorongést az alkalmazott dézisban, viszont kivédte a
NT szorongasoldd hatasat. Tehat a NT anxiolitikus hatasa a VP-ban szintén NTS1-
receptorokon valdsulnak meg. Emellett a masodik kisérletben sikeriilt Gijra kimutatni a NT
100 ng-os dozisanak anxiolitikus hatasat. A NTS1-receptorok szorongas szabalyozasaban
betoltott szerepét szelektiv. NTS1-agonista PD 149163 szisztémas injekciojanak

anxiolitikus hatasa szintén igazolja [42, 43]. Mas agyteriileteken viszont a NTS2-
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rceptoroknak is szerepe lehet a szorongas szabalyozasaban [3]. A kétszeres mikroinjekcios
térfogat az EPM Kkisérletben sem befolyasolta az eredményt, mivel a CPP teszthez
hasonldan ebben a paradigmaban is sikeresen reprodukaltuk az els6 kisérlet eredményeit.

Ha csak az apparatus egyes teriiletein eltoltott idot mérjiik, nem zéarhatd ki, hogy az
eredmények részben a NT lokomotoros aktivitdsara gyakorolt potencidlis hatdsanak
kovetkezményei, tehat ha a NT fokozna a lokomotoros aktivitast, akkor emiatt is tobb idot
tolthetnének az EPM tesztben a nyitott karokon. Az allatok altal az EPM paradigma soran
megtett at azonban nem kiillonbozott az egyes allatcsoportok kozott, tehat ebben a
kisérletben is sikeriilt demonstralni, hogy sem a NT, sem az SR 48692 nem befolyésolja a
lokomotoros aktivitast. Ezen feliil az egyes csoportok 4ltal megtett it atlaga hasonlo a
szintén 5 perces idOtartamti OPF teszt soran kapott eredményekhez.

Eredményeink alapjan feltételezhetjilk, hogy a VP NTS1-receptorainak aktivacija
kovetkeztében kialakulo anxiolitikus hatas pozitiv motivacidos-emocionalis allapotot valt ki,
amelyet az allat a CPP paradigmaban a kezel6kvadranshoz kot. Ugyanez figyelheté meg a
P-anyag esetében is, amely helypreferenciat indukal, illetve szorongasoldo hatasu a nucleus
basalisba [14, 44], a globus pallidusba [45, 46], valamint az amygdala centralis magjaba
[46, 47] injektalva. Ellenben a NT az amygdala centralis magjaban a VP-hez hasonléan

helypreferenciat valt ki, a szorongast azonban nem befolyasolja [25].

5.4. A neurotenzin lehetséges hatasmechanizmusa a ventralis pallidumban

A VP-ban a NT-receptorok szinte kizardlag a VPvm alrégioban talalhatok, mig a VVPdI-
ban vagy mas alrégidkban nem [11, 15]. Kimondhatjuk tehat, hogy a VVP-ba mikroinjektalt
NT jutalmazo, illetve anxiolitikus hatasaért ez az alrégi6 felelds.

A VPvm efferenseinek egyik f6 célpontja a VTA [21, 48, 49]. A VPvm GABA-erg
neuronjai gatoljak a VTA neuronjainak tiizelését [50], ezaltal a VP befolyasolja a VTA
DA-erg neuronjainak populéacios aktivitasat [51]. Ismert, hogy a NT(8-13) VPvm-ba
torténd mikroinjekcidgja megndveli az extracellularis GABA-szintet [7]. A legljabb
kutatasok alapjan a VPvm mesterséges (n. ,,designer-,,) receptorokkal valo inaktivacioja
(melynek soran a VTA felszabadul a GABA-erg gatlas alol) is gatolja a cue-alapu
drogkeresést [20]. A fentiek alapjan nagy valosziniiséggel kijelenthetjiik, hogy a NT VP-ba

torténd direkt mikroinjekcidja a VPvm inaktivacidjan keresztiil aktivalja a VTA-t, és igy
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fejti ki jutalmazd, valamint szorongasoldé hatasat is. A VTA megndvekedett aktivitdsa a
NAC-ben mérhetd extracellularis DA-szint novekedésével jar egyiitt [51]. A
megnovekedett DA-szint a VTA-ban és a NAC-ben 6sszekapcsolhatd a jutalommal és a

pozitiv megerdsitéssel [52-54].

5.5. A dopamin szerepe a neurotenzin hatasmechanizmusaban

crer

minden bizonnyal szerepe van [7]. Tudjuk viszont, hogy a GABAa-antagonista picrotoxin a
VP-ban semmilyen hatassal nem rendelkezik CPP paradigmaban [55], igy a
helypreferencidban a GABA-erg rendszer szerepe valdszinlileg nem meghatdrozo. A
fentiek alapjan feltételeztiikk, hogy a NT magatartasi hatdsai (igy a helypreferencia és a
szorongasoldo hatas is) legalabbis részben a GABA-erg rendszertdl fliggetleniil valésulnak
meg. Az egyik legvalosziniibb ilyen mechanizmus a DA-erg rendszerrel val6 interakcio [5,
22]. A koncepciot tamogatja, hogy a VPvm-ban NTS1- és DA-receptorokat is azonositottak
[11, 48, 56, 57], valamint az i.v. beadott NT-receptor antagonistak és DA-receptor
antagonistak hasonléan hatnak a VP neuronjainak aktivitasara [19]. A fentieck alapjan
megvalosulhatnak a VP-ban, amelyet a mezolimbikus rendszer rostjai is beidegeznek [58].
Jelen kisérleteink soran a CPP paradigmaban a D2 DA-receptor antagonista sulpirid az
alkalmazott dézisban nem okozott sem helypreferenciat, sem averziot. Ismételten
reprodukalni tudtuk a NT 100 ng-os dézisanak helypreferenciat okozo hatasat, amit a
sulpirid eldkezelés kivédett. Emellett a sulpirid Onmagédban is, valamint a sulpirid
eldkezelés is szignifikansan csokkentette az allatok altal megtett utat a kondicionalasok,
illetve a teszt soran. A kezeletlen allapotban végzett teszt soran nem beszélhetiink akut
neurokémiai hatasrdl, a kapott eredmény lehetséges magyarazata a kondicionalt droghatas
[31], azaz a kondicionalasok soran az akut droghatas miatt az allat kevesebbet mozog, €s ez
asszocialodik a kisérleti apparatussal. Ez ellen szol azonban, hogy a sulpirid
memoriakonszolidaciot gatld hatasanak [28] a kondicionalt droghatast is gyengitenie
kellene. A sulpirid altal okozott esetleges hosszl tavi motoros deficit szintén szoba johetne,

azonban Morris-féle tsztatasi tesztben a korabban sulpiriddel kezelt allatoknal nem
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tapasztalhato eltérés az allatok Uiszasi sebességét tekintve a tobbi csoporthoz képest [28],
igy a motoros deficit szerepe is kizarhato.

Az EPM paradigméaban a sulpirid eldkezelés kivédte a NT szorongasoldd hatasat. A
sulpiriddel kezelt allatoknal ugyan tendencia volt megfigyelhetd, hogy kevesebb id6t (4,73
+ 2,73 sec) toltenek a nyitott karok végein, mint a kontrollcsoport (13,16 + 2,52 sec), ez
azonban nem volt szignifikans. Ennek ellenére nem zarhat6 ki a sulpirid anxiogén hatasa,
mivel a kontrollcsoport allatai is viszonylag kevés idot toltenck a nyitott karokon, és ehhez
képest nehezebb szignifikdns anxiogén hatast kimutatni.

Tehat harom kiilonbozo kisérlet sordn is kimutattuk a NT helypreferenciat okozo, illetve
szorongasoldd hatésat. Figyelemre mélt6, hogy a 100 ng NT-nel kezelt A&llatok
eredményeinek atlagai mindharom CPP teszt soran hasonloak, fliggetleniil attol, hogy ezek
a kisérletek kiilonb6z6 allatcsoportokon, kiilonb6zé idépontokban (bar standardizalt
koriilmények kozott) torténtek. A harom EPM teszt soran szintén jol Osszevethet6k
egymassal az egyes kisérletek kontrollcsoportjainak, illetve az egyes kisérletek NT-nel
kezelt csoportjainak atlagai is. A sulpirid el6kezelés segitségével igazoltuk, hogy a VP-ban
a NTS1-receptorok jutalmazo, illetve szorongasoldé hatasa is a D2 DA-receptorokkal
interakciéban valdésul meg. A D2 DA-receptorok miikodése mindkét paradigmaban
sziikséges feltétele a NT hatasanak, hiszen a sulpirid el6kezelés kivédi a NT hatasait,
viszont a D2 DA-receptorok aktivalasa (legalabbis a CPP tesztben) 6nmagaban nem
elegend6 a hatas kialakitasahoz [28]. Raadasul, mivel a VP NT-receptorai
posztszinaptikusan helyezkednek el [16], nem pedig a DA-erg axonterminalisokon, igy a
NT direkt nem modulalhatia a DA-erg bemeneti neuronok mikodését (habar a
posztszinaptikus DA- és NT-receptorok kozti funkcionalis interakcié szoba johet). Igen
valoszint, hogy a NT hatasmechanizmusaban a VP-ban a D2-receptorokon kiviil tovabbi
mechanizmusok is szerepet jatszanak, ennek a hatasnak azonban feltétele az endogén DA-

aktivitas.
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6. Osszefoglalas

A célkitlizések soran feltett kérdésekre az alabbi valaszokat kaptuk:
1. A VP-ba injektalt NT nem befolyasolja a lokomotoros aktivitast.
2. A VP-ba injektalt NT 100 ng-os dozisban jutalmaz6 hatasunak bizonyult CPP tesztben.

3. A NT jutalmazé hatasa NTS1-receptorokon valdosul meg, mivel NTS1-specifikus
antagonista SR 48692-vel e hatas kivédhetd.

4. A VVP-ba injektalt NT 100 ng-os dozisban anxiolitikus hatasu.

5. A NT anxiolitikus hatasa is NTS1-receptorokon valdésul meg (a jutalmazé hatashoz

hasonléan), mivel NTS1-specifikus antagonista SR 48692-vel ez a hatas is kivédhetd.

6. A D2 DA-receptorok aktivitaisa a NT jutalmazd, valamint anxiolitikus hatasanak is

sziikséges feltétele, mivel D2 DA-receptor antagonista sulpiriddel mindkét hatas kivédhetd.
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