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1. Bevezetés

Jelen kutatds soran az ¢hségmotivalta magatartas és a testsulyszabalyozas problémajaval
foglalkoztunk. A legtjabb statisztikdk szerint a vilag népességének 7,8%-a szenved taplalkozasi
zavaroktol, mint példaul az anorexia nervosa, vagy a bulimia nervosa [1]. Az ilyen betegségekhez
gyakran tarsulnak pszichiatriai tlinetek is, ezek koziil kiemelend6k a hangulati és szorongasos
zavarok, a kabitoszerfiiggdség [2, 3], vagy akar a magas ongyilkossagi rata [4, 5]. Ugyanakkor a
vilag felndtt lakossaganak 40%-a tulstlyos, ebbdl 13%-nal diagnosztizaltak elhizast [6]. Az
anyagcsere kisérdbetegségei, mint példaul a 2-es tipusu diabetes mellitus, a gyomor-bél traktus
diszfunkcioi és a sziv- és érrendszeri betegségek gyakran kisérik a stlygyarapodast vagy -
csokkenést, és specialis kezelést igényelnek [7-11].

A kutatds masik fokuszpontja a memoria ¢és a tanulasi folyamatok vizsgalata volt.
,» Vilagszerte évente tobb mint 9,9 milli6 j demencids eset fordul eld, ami 3,2 masodpercenként
egy Uj esetet jelent” — all az Alzheimer-kor nemzetkozi kutatasanak eredményeiben. A demencia
gazdasagi hatdsa nagyobb, mint a rdk- és a szivbetegségek egyiittvéve [12]. A demencidban
szenvedd betegeknél szamos egy¢éb tiinet is jelentkezik és ez a betegség tarsadalmi elszigeteltséget
okozhat.

A biologiai funkciok preciz koordinacidja sziikséges a torékeny egyensuly fenntartasahoz.
A hipotalamusz az egyik ilyen koordinacids kdzpont. A massziv agyi 1éziokkal és a hipotalamusz
kozpontok™ koncepcidjanak megalkotasdhoz. Ennek megfelelden a hipotalamusz ventromedialis
magjat (VMH) ,,jollakottsagi kozpontnak”, a laterdlis hipotalamusz teriiletét (LHA) pedig
,ehségkozpontnak™ tekintik [13-22]. A neurotranszmitterek [noradrenalin (NA), dopamin (DA),
szerotonin (5-HT)] jelatvitele révén a hipotalamusz szabalyozza a taplalkozasi mintdkat az
elfogyasztott ¢élelem méretének, téplaléktartalmanak és energiaértékének megfeleléen, mas
taplalékfelvételt szabalyozo neuropeptidek termelésével [23-30], illetve motivacios és jutalmazasi
mechanizmusakkal egytitt [31-33]. Az egyik oldalon az orexigén neuropeptid Y (NPY) ¢és az
agouti-rokon peptid (AgRP) expresszald neuronok szerepe, a masikon pedig az anorexigén pro-
opiomelanocortint (POMC) expresszald neuronok szerepe ismert. Ezen kiviil a hipotalamusz az
»erzelmi és viselkedési agy”, azaz a limbikus rendszer integraldé kozpontja is. A hipotalamusz
kiilonb6zé magcsoportjai szoros 0sszekottetésben allnak kiillonbozé limbikus struktarakkal, mint a
hippokampusz, az amigdala (Amy), a szeptum magok, az akkumbensz mag stb. [34-38]. Szamos
hipotalamikus neuropeptidr6l — mint példaul a kortikotropin-felszabadit6 hormon (CRH), a
tirotropin-felszabadité hormon (TRH), az oxitocin (Oxt), a vazopresszin (VP) stb. — tudjuk, hogy

szabalyozzédk a taplalékfelvételt, a viselkedést, illetve a memoria- €s a tanulési folyamatokat.
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A QRFP neuropeptid az RFamid peptidcsalad nemrégiben felfedezett piroglutamilalt tagja.
A QRFP-t expresszalo neuronok szinte kizarolag a hipotalamuszban lokalizalédnak (VMN,
dorsomedialis mag (DMN), LHA) [39-41]. A QRFP receptorok, mas néven GPR103 receptorok a
ragcsalokban két izoformaban (1. és 2. altipus) taldlhatok meg [41, 42]. Az agyon beliil a QRFP
receptorok elsésorban az agykéregben, a hipotalamuszban, a talamuszban, a vesztibularis magban
¢és a trigeminusz ganglionban expresszalodnak, tovabba az Amy-ban, a kaudatusz magban, a
hippokampuszban és a ventralis tegmentalalis aredban (VTA) [43, 44]. A QRFP bioldgiai hatasai
kiterjednek a taplalkozasi viselkedés szabalyozéasara és az anyagcsere-allapot, a mozgasi aktivitas,
illetve a szorongas szabalyozdsara. A QRFP részt vesz a nocicepcidban, a sziv- ¢és érrendszeri
aktivitasaban, a véazizmok és a zsirszovet anyagcseréjérében, a szaporodasban, a mellékvese
aktivitasaban, s6t bizonyos rdkos megbetegedéseknél is szerepet jatszik [45]. Mindazonaltal a
QRFP kozponti hatdsaira vonatkozo6 adatok tovabbra is ellentmondésosak.

Munkank soran megvizsgaltuk az j neuropeptid QRFP tulajdonsagait, amikor kdzvetleniil
a hipotalamusz parenchymdjdba injektaltuk, nevezetesen a medidlis hipotalamusz teriiletébe
(MHA, beleértve a VMN-t és DMN-t) és a lateralis hipotalamusz teriiletébe (LHA). Annak
ellenére, hogy az anyagot a 2000-es évek elején azonositottak, szerepe és hatdsmechanizmusai még
mindig nem tisztazottak. A QRFP taplalkozas-, szorongas- és motivacidoszabdlyozasban betdltott
szerepének vizsgalata mellett egyediilalldé bizonyitékot mutatunk be a neuropeptid aktivitasanak
korabban ismeretlen aspektusdra, a térbeli memoria konszolidacidjaban vald részvételre

vonatkozoan.

2. Ceélkituzések

Figyelembe véve a QRFP fiziologiai hatésait, a kozponti idegrendszeren beliili kotéhelyek
elhelyezését, a rokon RFamid peptidek szerepét a homeosztatikus és viselkedési folyamatokban, a
jelen tanulméany célja volt a QRFP szerepének vizsgalata a taplalkozasi viselkedésben, a
motivacioban ¢és a jutalmazdsi mechanizmusokban, illetve a tanuldsi- és emlékezési
folyamatokban. A QRFP mozgasi aktivitasra és szorongéas-szintre gyakorolt hatasaira vonatkozo
ellentmondasos adatok miatt jelen tanulmanyban ezeket a paramétereket is figyelembe vettiik.
Kisérleteink soran kdzvetlen intracerebralis mikroinjekciokat alkalmaztunk az agyi parenchymaba.
A patkany medialis hipotalamusz teriiletét (VMN-t és DMN-t), valamint az LH-t, ahol a QRFP-
szintetizal6 neuronokat nagy szdmban kimutattdk és nagy stirliségli kotohelyeket tartalmazo

teriileteket irtak le, valasztottuk célteriiletként.



A QRFP funkciok meghatarozott szempontjainak megvilagitasira a kovetkezd kisérleteket

terveztunk be:

1.

A kutatds egyik f6 célja a QRFP kozvetlen intrahipotalamikus adagolasaval a
taplalékfelvételre gyakorolt hatdsainak vizsgéalata volt. A folyékony taplalékfelvétel
mérését valasztottuk a legmegfelelobb ¢és legelénydsebb (a szaraz taphoz képest)
modszerként. Ennek koszonhetden az allatok zavardsa nélkiil végezhettiik 5 percenként a

méréseket.

A taplalkozasi magatartas modulacidja esetén indokolt megvizsgalni a QRFP esetleges
jutalmazé/averziv hatasat is. A kérdés megvalaszoldsahoz kondicionalt helypreferencia

tesztet (CPP) alkalmaztunk.

Tovabbi cél volt a QRFP aktivitas egy feltaratlan, de igéretes aspektusanak — a peptid
memoridra és tanuldsra gyakorolt hatadsanak — vizsgalata. A jol ismert paradigmat, a Morris

vizi labirintust (MWM) alkalmaztuk.

Tanulmanyoztunk, hogy a QRFP befolyasolja-e az altalanos mozgési aktivitast, mivel ez a
paraméter arnyalhatja mas kisérletek eredményeit. Erre a célra open field tesztet (OFT)
alkalmaztunk. Emellett a CPP, a MWM ¢és az EPM mozgésra utald paramétereit is

elemeztiink.

Jelen tanulmény tovabbi stratégiailag fontos kérdése volt, hogy a QRFP neuropeptid
megvaltoztatja-e a szorongas szintjét. Ennek a kérdésnek a vizsgalatara emelt keresztpallo
(EPM) tesztet alkalmaztunk. Elemeztilk az OFT és MWM soran gytijtott specifikus

paramétereket is.

A felsorolt kisérletek barmely szempontja alapjan elért eredmények esetén sziikségszerii
volt annak meghatarozésa, hogy a megfeleld receptorrendszer részt vesz-e a megfigyelt
hatasokban. Ezt a célt a BIBP3226 (Ant) nem-peptid antagonista eldkezelés hatasanak

vizsgalata szolgalta.



3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran 398 felndtt him Wistar patkanyt (LATI, G6dolld, Magyarorszag)
hasznaltunk, melyek atlagos teststlya a kisérletek kezdetén 270-320 g volt. Az allatokat egyenként,
hémeérséklet- és fényszabalyozott helyiségben tartottuk (22 + 2 °C, 12-12 6ras vilagos-sotét ciklus,
reggel 06:00-kor bekapcsolt vilagitassal). A patkanyok gondozdsa az intézményi (Pécsi
Tudoményegyetem Orvostudoméanyi Kar, BA02/2000-8/2012), az orszagos (40/2013. (11.14.)
Korm. rendelet) és a nemzetkdzi (Eurdpai Kozosségi Tanécs iranyelve, 86/ 609/EGK, 1986, 2010)
eléirasoknak megfelelden tortént. A viselkedési kisérletekben csapviz és standard laboratoriumi
ragesalotap (CRLT/N standard ragesalotap pellet, Charles River Laboratories, Budapest,
Magyarorszag) ad libitum volt elérhetd. A taplalkozasi kisérletekben a kisérleti mérések el6tt és
utan ad libitum volt elérhetd viz és ragesalotap. A testsulyt, a taplalék- és vizfogyasztast naponta
gramm, illetve milliliter pontossaggal mértiik. Az 0Osszes vizsgalatot a patkdnyok nappali

iddszakaban, 08:00 és 14:00 ora kozott végeztiik.

3.2. Sztereotaxikus mutét

A miitéteket altaldnos anesztézidban végeztiik, melyet diazepammal kiegészitett ketamin
(Calypsol, 80 mg/ttkg ¢és Seduxen, 20 mg/ttkg; Richter Gedeon Kft., Magyarorszag)
intraperitonialis injekcidjaval idéztiink el6. Rozsdamentes acél vezetdcsoveket (22-gauge
atmérdjli) implantaltunk a jobb agyfélteke MHA-jdba (a bregmahoz viszonyitva: AP: -2,8 mm,
ML: 0,6 mm és DV: 7,0-8,5 mm a dura mater felszinétdl mérve) vagy LHA-jaba (AP: -2,8 mm,
ML: 1,3 mm és DV: 7,5-8,3 mm) Paxinos és Watson sztereotaxias patkanyagy atlasza szerint [46].
A kaniilok hegyét 0,5 mm-rel az injekcid tervezett helye felett helyeztiik el. A kantiloket
akrilcementtel (Duracryl) és rozsdamentes acél csavarokkal rogzitettiink a koponyahoz (ugy
nevezett ,.korona”). Az injektalasi id6szakon kiviil a vezetdcsdveket rozsdamentes acél dugokkal
(27-gauge atmérdjii) zartuk le. A miitétek sordn az allatok antibiotikum profilaxisban részesiiltek
(G-penicillin). A miitétet kovetden az allatoknak legalabb 6 napjuk volt a posztoperativ felépiilésre.
A kisérletek megkezdése el6tt minden allat atesett egy altalanos (miitét el6tti testtomeg, fiziologias

bor- és szérzet allapot), valamint neurologiai vizsgalaton (ép szenzoros- €s motoros funkciok).



3.3. A Kkisérleti anyagok

A kisérletek soran a 26 aminosavbol all6 patkany-QRFP peptidet (048-72, Phoenix
Pharmaceuticals Inc., USA) 100 ng, 200 ng vagy 400 ng (35, 70, 140 pM) dozisban, valamint
BIBP3226 receptor antagonistat (B174, Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag) 18 ng, 35 ng illetve 70
ng (38, 74 és 148 pM) dozisban alkalmaztunk (a tovabbiakban QRFP, illetve Ant). A peptid
kisérletek eredményei, mig az Ant kezeléshez sziikséges koncentraciokat a hatékony QRFP dozis
ekvimolarisa alapjan hataroztuk meg. A neurokémiai anyagokat 0,15 M steril sooldatban oldottuk
fel az intrahipotalamikus mikroinjekcidkhoz 0,4 pl térfogatban. A kontroll mérésekhez az allatok
azonos térfogat vivéanyag-oldatot (Control 1, 0,15 M steril s6oldat, vehiculum) kaptak.

Az antagonista hatasanak vizsgalatakor a kisérleti eljaras soran kétszeres injekcids
térfogatot (0,4 pl + 0,4 pl) adtunk minden allatba 15 perc idokiilonbséggel. A kontroll
vizsgalatokhoz a patkanyokat a fent emlitett vivéanyag-oldattal (Control 2, veh. + veh.) kezeltiik.
A masodik csoport dupla térfogati QRFP kezelést kapott: hatasos dozisu peptidet, €s vivéanyag
injekciot (veh + QRFP). A harmadik csoportban a BIBP3226 bead4sa a QRFP injekcié beadasa
elétt (Ant + QRFP), mig a negyedik csoportban a BIBP3226 beadésa a vivoanyag injekciot (Ant +
veh.) megel6zden tortént.

A mikroinjekciok elézdleg kézhez szoktatott, kézben tartott, éber allatokon torténtek. A
kisérlet elétt az obturatort eltavolitottuk a vezetdcsébdl. Az Gsszes anyagot rozsdamentes acél
injekcids kaniilokon (27-gauge) keresztiil juttattuk be, amelyek 0,5 mm-rel a beiiltetett vezetd-
kaniilok vége ala nytltak. Az injekcios kaniilt polietilén csovon (PE-10) keresztiil egy Hamilton
mikrofecskendéhoz (10 pl, Bonaduz, Svijc) csatlakoztattuk. A neurokémiai anyagokat 60
masodperc alatt injektaltuk be digitalis infuziés pumpa segitségével (Cole Parmer, USA). A
beaddkantilt tovabbi 60 masodpercig a helyén hagytuk, igy gatolva az oldatok visszafolyasat és

A taplalkozasi kisérleteknél a mikroinjekcidkat legalabb 3 napos periddus valasztotta el
egymastol, hogy elkertiljiikk a kumulativ hatasokat. Az oldatokat kiegyenstlyozottan alkalmaztuk,
azaz a csoportokon beliil véletlenszerlien kezdtik meg beaddsokat a vivoanyaggal vagy a
neurokémiai anyagokkal. Fontos megjegyezni azt is, hogy a biologiai kutatdsokban az etikai elvek
alapjan igyekeztiink csokkenteni az allatok felhasznalasat. Az EPM tesztben résztvevd patkanyok
csak egy mikroinjekciot kaptak, igy mas kisérletekben is alkalmaztuk dket.



3.4. Folyékony taplalékfelvétel mérése

A taplalékfelvétel mérésére folyékony tapot (tejet) hasznaltunk. Korabban szdmos
kisérletben kimutattak, hogy a folyékony tap-paradigmanak szamos eldnye van a szilard taplalék
hasznalataval szemben [47-52].

A neofobia lekiizdésére €s a patkanyok izletes komplex taplalékhoz vald hozzészoktatasara
a mitét eldtt egy héttel az allatokat a folyékony taplalék fogyasztasara tanitottuk. Normal
zsirtartalmu (3%) folyékony taplalékot hasznaltunk (Milk, Isosource Standard Natur, Nestle). A
tejfogyasztas mérésére kalibralt milliliteres beosztasu itatotubusokat hasznaltunk, amelyek iiveg
szivocsovel voltak felszerelve minden ketrec elején egy alland6 ponthoz. A tej 08:00 és 11:00 6ra
kozott hdrom oOran keresztiil allt rendelkezésre. A mérés utan az allatok Gjra szilard taphoz, valamint
folyadékhoz juthattak. Ezt az etetési iitemtervet a kisérletek végéig fenntartottuk. Azokat a
patkanyokat, amelyek folyékony taplalékfelvétele nem mutatott stabil értéket a szoktatds soran,
kizartuk a kisérletekbdl.

Egy oraval az anyagok beaddsa el6tt a szaraz tapot és a vizet megvontuk a patkanyoktol. A
mikroinjekciokat kovetden az elsd fél oraban 5 percenként, a kdvetkezd fél oraban 10 percenként
milliliteres pontossaggal mértiik a folyékony taplalékfelvételt, igy a 60 perces mérési adatokat
elemeztik [53, 54].

A teststlyt naponta ellendriztiik, a miitét napjatol a kisérlet végéig. Ezekben a kisérletekben
a kontrollt az allatok sajat maguk jelentették, azaz ugyanazon patkany taplalékfogyasztasat

hasonlitottuk Ossze akar a vivOanyag, akar neurokémiai anyagok (QRFP vagy Ant) beadésa utan.

3.5. Kondicionalt hely preferencia teszt (CPP)

A CPP-tesztet a neurokémiai anyagok jutalmazd, pozitiv megerdsitd vagy averziv hatasanak
tesztelésére alkalmaztuk [55, 56]. A CPP-késziilek egy kor alaku open field aréna volt (atmérdje
85 cm és magassaga 40 cm). A késziilék falai és padlozata sziirke szinli miianyagbdl késziiltek. A
padlot vékony fekete vonalakkal négy kvadransra osztottuk, amelyeket a kondicionalas soran
eltavolithato plexi lapokkal lehetett elvalasztani egymastol. A kdrnyezetben talalhato vizualis jelek
segitették az allatokat a kvadransok megkiilonboztetésében és a térbeli tajékozodasban a
késziiléken beliil [55]. A késziiléket 40 W-os izzoval homogén megyvilagitassal lattuk el, a terepi
teljesitményt pedig videokamera rdgzitette. Az arénat minden allat utdn megtisztitottuk és
ecetsavval szagtalanitottuk. Az allatok teljesitményét a CPP-tesztben, valamint az egyéb, a
tovabbiakban ismertetett viselkedésvizsgalatokban videokamera rogzitette, és specialis szoftver

(EthoVision; Noldus Information Technology, Hollandia) regisztralta.



A helypreferencia eljarast négy napon keresztiil végeztiik: szoktatds (1. nap), két nap
kondicionalas (2., 3. nap) és egy teszt (4. nap) tilés. Mindegyik 900 masodpercig (15 percig) tartott.
Az els6 napon (szoktatas, habituacid) az allatokat a késziilékbe helyeztiik, és szabad hozzaférésiik
volt az 6sszes kvadranshoz. Megmértiik azt az iddt, amelyet a patkanyok mind a négy kvadransban
toltottek. A kezelési kvadrans (TQ) azon kvadransok egyike volt, amelyben az allat sem a
leghosszabb, sem a legrovidebb id6t nem toltotte a szoktatds soran.

A kovetkezd két napon (kondicionalds) a kvadransokat fizikailag elvélasztottuk egymastol
plexi korlatokkal. Az allatokat a mikroinjekciokat kdvetden tiz perccel a TQ-ba helyeztiik, és ott
15 percig maradhattak. A kondicional6 munkamenetek soran az allatok osszekapcsolhattak a drog
jutalmazd/averziv hatdsat a TQ-ban jelenlévd jelzéssel. A 4. napon, amikor a tesztet elvégeztiik, az
elvalasztd korlatokat eltavolitottuk. Az allatokat az aréna kozepére helyeztik (neurokémiai
anyagbeadas nélkiil), és szabadon hagytuk mozogni a teriileten.

A négy kvadrans mindegyikében eltoltott idét feljegyeztiik; a helypreferenciat akkor
allapitottuk meg, ha az allatok Iényegesen tobb iddt toltottek a TQ-ban. Mindazonaltal fontos
figyelembe venni, hogy a megnovekedett TQ-ban t61tott id6 ezen tilmenden a motoros aktivitas
zavara vagy a fokozott szorongas miatt is eléfordulhat, a valddi preferencia és jutalmazo hatas

helyett. Mas viselkedési paradigmak segitségével ezeket a lehetdségeket ellendriztiik.

3.6. Morris vizi labirintus teszt (MWM)

A MWDM-kisérletek egy kor alaki medencében (150 cm atmérdjii, 60 cm magas) zajlottak,
amit virtualisan négy kvadransra osztottunk. Az egyik kvadransban egy négyzet alaka (10 cm % 10
cm) plexi célplatform keriilt elhelyezésre. A platform elhelyezkedését a kisérletek soran
rogzitettiik, kivéve a szoktatdsi- €s teszt liléseket. A vizet alland6 hémérsékleten (23 £ 1 °C)
tartottuk, és kalium-permanganattal szineztiik, igy a platform nem volt lathato az allatok szamara.
A viz felszinét 2 cm-rel a platform felett tartottuk. A medence koriili térbeli referenciajeleket
rogzitett helyzetiikben tartottuk az MWM-kisérletek soran. Az allatok viselkedését videokameraval
rogzitettiik és specidlis szoftverrel regisztraltuk (EthoVision; Noldus Information Technology,
Hollandia).

A kisérlet elsé napjan a patkdnyok 180 masodpercig tartd szoktatds keretében
ismerkedhettek meg a kornyezettel és a medencével (platform nélkiil). A masodik napon két, 60
masodperces intervallummal elvalasztott térbeli tanulasi iilést végeztiik (1. és 2. 1ilés). Ez a rovid
intervallum lehetévé tette az elsd kisérlet soran kialakult révid tdvi memodria nyomdanak
megfigyelését. A harmadik napon, 24 o6raval késObb a tanuldst ugyanazzal az iitemezéssel

folytattuk (3. és 4. iilés). Ebben a négy iilésben a biztonsagos platform megtalalasanak késleltetését



(menekiilési késleltetés) mértiik. A négy tanulasi iilést a kovetkezOképpen hajtottuk végre:
patkanyokat véletlenszertien kijeldlt, de elére meghatarozott helyekre helyeztiik a vizi labirintusba,
hogy elkeriiljiik az egocentrikus orientacidt. A feladathoz az éllatoknak kiilsé térbeli jelzések
alapjan kellett megkeresniiik a rejtett platformot. Minden kisérlet addig tartott, amig a patkany
megtalalta a platformot, vagy legfeljebb 180 masodpercig. Azokat az éllatokat, amelyek nem
talaltdk meg a platformot a megadott idén beliil, 6vatosan a platformhoz vezettiik. A megtalalast
kovetéen a patkdny 60 masodpercig maradhatott rajta, hogy memorizalja a kornyezd
referenciajeleket. A neurokémiai anyagok beadasa mindegyik tanuldsi nap végén, azaz azonnal a
2. és 4. lés kovetden tortént.

A kisérlet negyedik napjan, 24 6raval az utolsé usztatas kovetden, teszt iilést hajtottuk végre:
eltavolitottuk a platformot, és megmértiik a platform helyének keresési latenciat. Az elsd
eléfordulasig tartd latencia mellett a tdvolsagot és az Gtvonal palyajat is elemeztiik. Meghataroztuk
a platformot koriilvevd célgytiriit és a szemkozti negyedben 1évd szemkozti gytirlit (atmérdje
mindkét esetben 37,5 cm volt, a medence atmérdjének negyede) [57]. A két platform nélkiili iszas
(azaz szoktatasi és teszt) soran (a Noldus szoftver segitségével) elemeztiik az ezekben az gytriikkben
eltoltott idot, valamint a belépések szamat. A normalizalt adatok kiszdmitasra kertiltek, ami azt
jelenti, hogy minden allat esetében a szoktatasi iilés sordn az adott gytiriiben 1év6 adatokat kivontuk
a teszt lilés soran elért adatokbol. Ha nétt az allat preferencidja az adott korgytrii irant, akkor a
normalizalt id6 és a belépések szama pozitiv, ha pedig csokkent, akkor a paraméterek negativ
érteket kaptak [58]. A teszt iilés sordn egy tovabbi paramétert is értékeltiik, amely kozvetve a

szorongas jeleit jelzi, azaz az allatok altal a falaknal eltoltott idot.

3.7. Emelt keresztpallo teszt (EPM)

A szorongas értékelésének f6 paradigmaja az EPM teszt volt. Az apparatus sziirke szinii fa
elemekbdl késziilt. A berendezés két ellentétes nyitott karbol (50 cm x 10 cm) és két ellentétes zart
karbol (50 cm x 10 cm % 40 cm) allt, falakkal és nyitott tetével. A keresztpalld6 100 cm magasra
volt emelve a padlo felett. Tiz perccel az anyagok beadasa utan az allatokat a labirintus kdzepére
(kozponti platform) helyeztiikk, szemben az egyik zart karral. Minden patkdnyt csak egyszer
teszteltiink. Az lilések 5 percig tartottak, és ezalatt a nyitott &s zart karokon, valamint a nyitott karok
végén eltoltott 1dot és belepések szamat rogzitettiik. Mértiik tovabba az allatok altal 5 perc alatt

megtett ut teljes hosszat. Az arénat minden éallat utan megtisztitottuk és ecetsavval szagtalanitottuk.



3.8. Open field teszt (OFT)

Open field tesztben vizsgaltuk az allatok spontan (motoros) aktivitasat. A kisérleti aréna egy
50 x 50 x 50 cm-es sziirkére festett doboz volt. Padlojat 16 egyforma négyzetre osztottuk, igy az
aréna kozponti és periférias zondit jelolte ki. A késziiléket homogén megvilagitassal lattuk el. A naiv
patkanyokat az aréna kozepére helyeztiik, és 5 percig hagytuk felfedezni a kdrnyezetét (habitudcio),
majd visszahelyeztiik ket otthoni ketreciikbe. A kdvetkezd két napban az eljarast megismételtiik az
alapaktivitas szintjének rogzitése érdekében. Az utols6 napon (teszt) az allatok QRFP, Ant vagy
vivoanyag mikroinjekciot kaptak, és 10 perc mulva a kisérleti eljarast megismételtiik. Az arénat
minden allat utdn megtisztitottuk és ecetsavval szagtalanitottuk. Az aréndban megtett tdvolsagot a
Noldus EthoVison System (Noldus Information Technology, Hollandia) segitségével elemeztiink. A
viselkedési mintékat, példaul az apolasi tevékenységet és az dgaskodast videofelvételen elemeztiik.
Meértiik az allatok altal megtett tdvolsagot, a keresztezések szamat és az allatoknak az open field
apparatus centralis aréndjaban toltott idejét. Az allatok altal a késziilék falai kozelében eltdltott idot

a szorongas kozvetett indikatoraként rogzitettiik.

3.9. Adatok kiértékelése
3.9.1. Statisztika

Az Osszes eredményt az atlagok atlag + standard hibajaként fejeztiik ki (S.E.M.).

A taplalékfelvétellel kapcsolatos kisérletekben a 100 g testsulyra szamitott kumulativ
taplalékfelvételt ismételt méréses varianciaanalizissel (ANOVA, IBM SPSS Statistics 20
adatelemz6 program) értékeltiik. Amikor a 6 hatas és/vagy kolcsonhatés elemzése szignifikdnsnak
bizonyult, az ANOVA-t paros mintds t-proba analizis kovette. A statisztikai modszerek
megvalasztasat a kisérleti terv hatarozta meg, ami egyben azt jelentette, hogy minden 4llat sajat
kontrollként szolgalt (within-subject design/egyedeken beliili tervezés).

Az egyedek kozotti tervezés (between subject design) miatt a magatartasi kisérletek adatait
két- és egytényez6s ANOVA-val, majd szignifikans hatas esetén Tukey post hoc teszttel értékeltiik.

A statisztikai szignifikanciat p < 0,05 szinten hatdroztuk meg.

3.9.2. Szovettan

A kaniilok elhelyezésének ellendrzésére a kisérletek befejezését kovetden az allatokat
1.p. uretan (20%) oldattal elaltattuk, majd el6szor fizioldgids sdoldattal, ezt kdvetden pedig 10%-
os formaldehid oldattal transzkardialisan perfundaltuk. Az agyakat fagyaszté mikrotommal 40 pm-
es metszetekre vagtuk, és Cresyl-ibolya festékkel festettiik meg. Az injekcid beadasi helyeit a
sztereotaxids atlasz szerint rekonstrualtuk [46]. A kaniilok nyomvonalat és a nyomvonalanak a
végét a szovettormelék és gliaproliferacio alapjan hataroztuk meg. Csak a megfelelden elhelyezett

kantilokkel rendelkezd patkanyok adatait elemeztiik.
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4. Eredmények

4.1. Szovettan

A sztereotaxikus miitéteket Paxinos és Watson patkdnyagy atlasza alapjan végeztik. A
szovettani vizsgalatot kovetden 398 operalt allatbol 32-t kizartunk az adatelemzésbdl. 186 esetben
a kaniil célzasa pontosan az MHA-ba tortént, ebbdl 118 injekcid érte el a DMN-t, és 68 patkanyban
helyeztiik a kaniilt a VMN-be. 172 agyban sikeriilt elérni az LHA-t.

A maradék 32 éllatban a kaniilok nem voltak megfeleléen elhelyezve a célteriileten.
Koziiliik 4 esetben a zona incertaba, 7 allatnal az entopeduncularis magba, 3 esetben arkuatusz mag
felé vezettek kaniilok, 3 esetben a kaniil kiment az agyalapbol, 15 patkdnyban a kaniilvégek a III.
kamréba keriiltek.

A 398 allatbol tovabbi 8 allat a specialis tulajdonsagai miatt keriilt ki a kisérleti elemzésbdl:
6 allat tobbszor is kiugrott a kisérleti aréndkbol (MWM, EPM), 2 patkdny korondja pedig

megsériilt, ami lehetetlenné tette a mikroinjekciot.

4.2. A taplalékfelvételi kisérletek eredményei

A taplalékfelvételi tesztek az 6todik posztoperativ naptol kezdddtek, amikor minden allat
elérte a mitét eldtti teststly- és taplalékfelvételi szintet. Az atlagos kumulativ folyékony tap
fogyasztast ml/100 g testtomegben (+S.E.M.) fejeztiik ki, a méréseket 60 percig végeztiik. 100 ng
QRFP beadasa az MHA-ba jelentds orexigén hatast valtott ki. A folyékony tap fogyasztas
minden idépontban megemelkedett a 10. perctdl a 60. percig (p < 0,03). A 200 ng-os QRFP
kezelésnél a folyékony tap fogyasztas ugyancsak jelentésen megnétt a 10. perctdl a 30. percig
(p < 0,05). Az antagonistaval (Ant) végzett kisérletek adatai, ahol a BIBP3226 képességét
vizsgaltuk, megerdsitették, hogy vivéanyag + 100 ng QRFP beadasa a taplalékfelvétel jelentos
novekedéséhez vezetett. A 10. perctdl az 50. percig minden idOpontban szignifikans novekedést
észleltiink a folyékony tap fogyasztasban (p < 0,03). Amikor az allatok kombinalt Ant és peptid
kezelést kaptak 15 perces idokiilonbséggel (Ant + QRFP), a taplalékfogyasztas nemcsak
visszatért a kontroll szintre, hanem atmenetileg le is csokkent. A tejfogyasztas szignifikans
csokkenését észleltiik az elsé husz percben (p < 0,01, p < 0,05, p < 0,01, p <0,01). Az MHA-ba
adott BIBP3226 mikroinjekciok gatoltak a QRFP orexigén tulajdonsagait, és atmenetileg
csokkentették a folyékony tap fogyasztast a kontroll kezeléshez képest. A tejfogyasztas jelentds

csokkenése volt észlelhetd az 5., 20. és 25. percben (p < 0,03 mindhdrom idépontban).
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Az LHA-ba adott QRFP mikroinjekciok taplalékfelvételre gyakorolt hatasai azt
mutattak, hogy a peptid 100 ng dézisa jelentds anorexigén hatashoz vezetett. A folyékony tap
fogyasztas minden idépontban szignifikdnsan alacsonyabb volt az elsé 50 percben (p < 0,04). A
QRFP 200 ng dozisban torténo alkalmazasa utian ugyancsak anorexigén hatasokat
regisztraltuk. A folyékony taplalékfelvétel szignifikdnsan alacsonyabb volt a 10. perctdl a 25.
percig (p < 0,04). A dupla térfogatban alkalmazott QRFP (veh + QRFP) effektiv dozisa a
folyékony taplalékfelvétel csokkentésével megerdsitette a korabbi adatokat. Az elsé ora
minden iddpontjdban szignifikans kiilonbség mutatkozott (p < 0,03). A kombinalt Ant és
neuropeptid (Ant+ QRFP), valamint Ant és vivoanyag kezelések (Ant + veh) gatoltak a QRFP
altal kivaltott anorexigén hatasokat. A folyékony taplalékfelvétel a kontroll és az Ant csoportban

azonos volt (p > 0,05).

4.3. A kondicionalt helypreferencia teszt eredményei

Az MHA-ba adott QRFP neuropeptid mikroinjekciok eredményei a CPP teszt sordn
megmutattak, hogy az alacsony és magasabb QRFP ddzisu kezelt patkanyok mindkét elemzett
paraméterben azonos eredményeket értek el. Sem a TQ-n beliil eltoltott id6, sem a TQ-ba valé
belépés gyakorisaga nem mutatott szignifikins kiilonbséget. Hasonld adatokat gyiijtottiink az
Ant-kisérlet soran is. Nem volt szignifikans kiilonbség a TQ-n beliil eltoltott id6 tekintetében.
Ezenkiviil a habituacids és teszt iilések soran minden csoport hasonl6 atlagos gyakorisaggal 1épett
be a TQ-ba.

Az LHA-ba adott QRFP mikroinjekcioknak nem volt hatasa a kondicionalt tanulasra.
Erdekes modon az Ant hosszabb latenciat eredményezett a TQ-ban. A post hoc teszt azt mutatja,
hogy az Ant-val kezelt allatok csoportja szignifikdnsan tobb id6t toltétt a TQ-n beliil, mint a
kontroll, QRFP ¢és kombinalt Ant + QRFP kezelt csoportok (p<0,04, p <0,03 és p <0,01).
Ugyanakkor szignifikdns kiilonbség volt a kisérleti iilések kozott, ami azt jelzi, hogy az Ant egyre
inkabb hatasos volt, hogy a patkdnyok a teszt sordan tobb id6t toltsenek a TQ-n beliil,
Osszehasonlitva a habitudcios iilés alatti naiv allapottal. Tovabbi kisérletek soran kerestiink valaszt
arra, hogy a megfigyelt jelenség a valddi helypreferencia jele-e, vagy inkébb fokozott szorongasra

utal.

4.4. A Morris vizi labirintus teszt eredményei

Elészor az MHA QRFP kezelés hatasat vizsgaltuk patkdnyok menekiilési latencidira. A
platform nélkiili uszasi probakat, azaz a habituacios €s teszt liléseket a tanulasi iilésektdl (1-4)
elkiilonitve értékeltiik. A platform nélkiili kisérletek tekintetében szignifikans kiilonbségek voltak

az egyes kezelési csoportokon beliil: a kontroll, 200 ng és 400 ng (p = 0,01, p = 0,04, p < 0,001),
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valamint a csoportok kdzott a teszt tilés soran (p = 0,03, p = 0,01). Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a tesztelés napjan (teszt iilés) a 400 ng QRFP-vel kezelt patkianyok
lényegesen gyorsabban talaltak meg a platformot a tobbiekhez képest. Az Ant kisérletben a teszt
iilés soran a veh + QRFP csoport atlagos latencidja szintén szignifikansan csokkent a kontroll,
Ant + veh és Ant + QRFP csoporthoz képest (p = 0,05, p = 0,01, p < 0,003). Ekozben az Ant-
val végzett kezelés gatolta ezt az eredményt. A tendenciat kovetve a 400 ng QRFP-vel kezelt
patkanyok rovidebb utat tettek meg a célponthoz, mint az dsszes tobbi csoport. A szemkozti
gyliriibe valé belépések szama kevesebb volt a célgylirth6z képest (p = 0,02), és szignifikansan
tobb idot toltottek a platform keresésére a célgytiriiben a tobbi allathoz képest (p < 0,01).

Az LHA-ba tortént QRFP beadast kovetden a menekiilési latencia szignifikansan
csokkent a 200 ng és 400 ng QRFP kezelt csoportok esetén (p = 0,01, p = 0,002). A teszt {ilés
sordn szignifikans kiilonbséget nem regisztraltunk e két csoport kozott. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a tesztelés napjara a tanuldsi képességek javultak, de nem olyan jelentdsen, mint az
MHA-ban. A dupla térfogata kisérlet soran a habituacids ¢és teszt lilések Osszehasonlitdsakor
ugyancsak a 400 ng kezelt allatoknal volt szignifikans kiilonbség (p < 0,01). A 400 ng QRFP-vel
kezelt patkanyok a kontroll és az Ant + QRFP csoporthoz képest szignifikansan rovidebb
utvonalon érték el a célplatformot. Az alacsonyabb do6zist neuropeptiddel kezelt allatoknal is
regisztralhato volt a gyorsabb keresés tendencidja, de ezek nem értek el szignifikans értékeket. A
célgytiriiben és az ellenkezo gyiiriiben eltoltott normalizalt ido, valamint a belépési frekvencia
elemzése nem mutatott ki szignifikans kiillonbséget a csoportok kozott.

Osszességében ezek az eredmények azt mutatjik, hogy a hipotalamuszba adott QRFP
elosegiti a térbeli memoria kialakulasat. A hipotalamusz mindkét régiojaban hasonlo

valtozasokat fejtett ki; az MHA-kezelésnek erdteljesebb hatasa volt, mint az LHA esetében.

4.5. Az Emelt keresztpallo teszt eredményei

A szorongas-szint valtozasa megvaltoztathatja barmely gyogyszer viselkedési paraméterekre
gyakorolt hatdsat. A QRFP és BIBP3226 mikroinjekcié szorongasi hatdsait az EPM paradigméban
vizsgaltuk. Az MHA-ban 200 ng és 400 ng QRFP-vel kezelt patkanyoknal az emelt keresztpallo
nyitott és zart karjaiban eltoltott idé nem tért el szignifikansan a kontrollcsoport adataitol,
illetve egymastol. A QRFP-vel kombinalt Ant-kezelés, valamint az Ant + vivoanyag-kezelés
novelte a patkanyok emelt keresztpallé zart karjaiban toltott idejét (p < 0,03, illetve p < 0,02),
és rovidebb ideig tartott a nyitott karok vizsgalata az Ant-kezeléseket kovetéen (p <0,04 €s p <
0,03). Ezek a valtozdsok az Ant-kezelés altal kivaltott fokozott szorongas-szint jeleiként

értelmezhetok.
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Az LHA mikroinjekciok kovetden az EPM adatai azt mutatjak, hogy a kontroll allatok,
valamint az alacsony és nagy dozisu QRFP-vel kezelt patkanyok hasonlo idét toltottek az
emelt keresztpallo zart és nyitott karjaiban. Mind a kombinalt Ant + QRFP kezelés, mind az
Ant + veh kezelések a zart karokban eltoltott ido szignifikans novekedéséhez (p < 0,01 mindkét
csoportban), és a nyitott karok (¢és a legtavolabbi részei) latogatasanak rovidiiléséhez (p = 0,01
mindkét csoportban) vezettek. Kovetkezésképpen, ugy tlinik, hogy az LHA-ban végzett Ant
kezelés szorongaskelto hatast valt ki az EPM tesztben.

A specifikus EPM teszt mellett mas paradigmék eredményeit is elemeztiik a szorongasos
eltérések jeleire. A MWM tesztben a MHA és a LHA mikroinjekciékat kovetden a teszt-
usztatas soran a medence Kkiilso teriiletén és a kozeépso részében eltoltott idé nem kiilonbozott
a kezelt csoportok kozott. Ezek a megallapitasok 6sszhangban vannak az OFT-ben kapott

negativ adatokkal.

4.6. Az Open field teszt eredményei

Az OFT-t specifikus paradigmaként alkalmaztuk a spontan aktivitasra, horizontalis és
vertikalis explorativ tevékenységre gyakorolt hatdsainak megfigyelésére. Az MHA kezelés
kovetoen a teszt nem mutatott Ki szignifikans kiilonbséget a kontroll, alacsony és nagy dozisu
QRFP és Ant-kezelt csoportok kozott.

Az LHA-ba adott mikroinjekciok hatisa a spontin aktivitisra (megtett tavolsag és
agaskodasi tevékenység) nem mutatott szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott. Az dsszes
kezelt csoport valamennyire magasabb agaskodési aktivitdst mutatott a kisérletben, igy ez a
tendencia nem valoszinii, hogy kozvetlen dsszefliggésben van az injektalt szerek hatdsaival. Ennek
ellenére az Ant-val Kezelt dllatok szignifikiansan tobb id6t toltottek az apolassal, mint a
kontroll és QRFP-vel kezelt patkanyok a tesztvizsgdlat soran (p=0,05, p<0,04, p<0,04).
Ezenkiviil az Ant csoportban megfigyelhetd volt a hosszabb apolasi id6 tendencidja a tesztvizsgalat
soran az alapaktivitasi adatokhoz képest (nem szignifikans kiilonbség).

Az OFT mellett a tobbi kisérlet soran tovabbi adatokat is gytijtottiink, amelyek tiikrozik a
kezelések és a mozgés kozotti 0sszefliggést. Az EPM, valamint a CPP és MWM tesztek adatai
megerositik, hogy az alkalmazott kezelések (az MHA-ban és az LHA-ban) nem valtoztattak
meg a motoros képességet a kisérletek soran. A mozgasi képességek a padlon és a vizben az

alkalmazott kezeléstdl fiiggetleniil normalisak maradtak.
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5. Diszkusszio

5.1. Taplalékfelvételi kisérletek megvitatasa

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a QRFP beadasa a medialis hipotalamusz VMN ¢és
DMN magjaiba hyperphagidhoz vezet. A QRFP orexigén hatdsa meglehetdsen gyors volt, mar 10
perccel a peptid beaddsa utdn regisztralhatd. Adataink a taplalékfelvétel kumulativ értékét
reprezentaljak, igy a kiilonbség a teljes periodusban, azaz 1 6ran keresztiil szignifikdns maradt.
Kisérleteink soran el6szor hataroztuk meg az agyi parenchymaba juttatott QRFP effektiv dozisait
(100 ng ¢és 200 ng). A nem peptid antagonista BIBP3226 kezelés, valamint a kombinalt Ant és
QRFP kezelés hatékonyan elnyomta az orexigén hatast, és atmenetileg csokkentette a
taplalékfogyasztast az injekcid beadasa utan 5-25 perccel. A QRFP LHA beaddsa viszont az
ellenkezd, anorexigén hatashoz vezetett. Mind a 100 ng, mind a 200 ng gyorsan és hatékonyan
csokkentette az allatok taplalékfelvételét, de az alacsonyabb dozis erdsebb és elnyujtottabb hatast
fejtett ki (5. perctdl 50. percig). A QRFP-t megel6z6 Ant-kezelés és a vivoanyaggal kiegészitett
Ant-kezelés teljes mértékben megakadalyoztdk, hogy a megfigyelési idészak alatt valtozzon az
elfogyasztott tejmennyiség.

A neuropeptid Y (NPY) rendszer szerepe a leginkabb lehetséges hatdsmechanizmusként
jelenik meg. Kimutattak, hogy a leptin, amelyrdl ismert, hogy az NPY rendszeren keresztiil
szabalyozza a taplalkozasi viselkedést, szintén befolyasolja a preproQRFP mRNS hipotalamuikus
neuronokat, amelyek QRFP receptorokat expresszalnak [59]. Kimutattdk tovabba, hogy a QRFP
specifikus receptorokat aktival az Arcban, ezaltal indukalja az NPY termelést, ami viszont kotodik
az NPY1 és NPYS5 receptorokhoz, és blokkolja a POMC szintézist. Ez mind a taplalékfelvétel
novekedéséhez vezet. Kisérletiinkben a nem peptid NPY/NPFF Ant BIBP3226 gétlo hatdsa a
QRFP altal kivaltott hiperfagiara az MHA-ban ¢s a csokkent taplalékfogyasztasra az LHA-ban
tdmogatja ezt a koncepcidt. A megfigyelt hatdsok alternativ magyarazata lehet a QRFP neuropeptid
NPFF ¢és orexin rendszerekkel valo keresztreaktivitdsa, figyelembe véve a rokon receptorok kdzotti

aminosavszekvencia azonossagot [43, 44, 60].

5.2. Kondicionalt helypreferencia teszt megvitatasa

A jollakottsag érzése pozitiv emociondlis allapottal jar, mig az ¢hség a skala masik oldalan
rendkiviil kellemetlen érzéseket okoz. Mivel nem alltak rendelkezésre elézetes adatok a QRFP
jutalmazé vagy averziv hatésairdl, ezt a szempontot a CPP paradigmaban vizsgaltuk.

A QRFP mikroinjekcidja sem az MHA-ba, sem az LHA-ba eredményezte helypreferencia
kialakulast. Az MHA-ban végzett Ant-kezelés sem okozott valtozdsokat. Az Ant LH beadasa
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viszont hosszabb latenciat eredményezett a TQ-n beliil, dsszehasonlitva az dsszes tobbi kezelési
csoporttal a tesztvizsgélat soran, és 0sszehasonlitva a naiv allapottal a habituacié soran. Ezek az
adatok egyrészt arra utalhatnak, hogy az LHA-ban az Ant kondicionalt helypreferenciat valtott ki.
Mig a masik lehetdség az, hogy az allatok tobb 1d6t toltottek TQ-ban, mert szorongast tapasztaltak
vagy mozgasukban legyengiiltek az Ant beaddsa utan (ezt késébb is targyaljuk).

5.3. Morris vizi labirintus teszt megvitatasa

A QRFP szamos fizioldgiai hatdsa ellenére a neuropeptid memoria- és tanuldsi
folyamatokban betdltott szerepét kordbban nem kutattak.

Azok a patkanyok, amelyeknél a QRFP mindkét dozisat az MHA-ba és az LHA-ba
mikroinjektaltuk, pozitiv tanulési tendenciat mutattak. Figyelemre mélto, hogy a teszt soran a 400
ng dozissal kezelt patkanyok gyorsabban talaltak meg a platform teriiletét, mind a sajat habituacios
iiléshez, mind a kontroll-, illetve az alacsonyabb dézissal kezelt csoporthoz képest. RGvidebb utat
tettek meg a platform helyéig, és kevesebb 1dodt toltottek a célpont keresésével a platform gytiriivel
szemben, ,,rossz” helyen. Feltételezziik, hogy a rovid tavl térbeli memoria konszolidaciojat 400 ng
QRFP beadasa javitotta. Ezzel szemben az Ant-al kezelt allatok nem mutattak memoriavaltozast a
kisérletek soran. Azok a patkanyok viszont, amelyek Ant és Ant + QRFP kezelést kaptak, négy
tanulasi iilés utan latszolag nem tudtdk megtanulni a platform elhelyezkedését. Az MHA és LHA
kisérletekben végzett teszt lilések elemzése azt mutatta, hogy az Osszes kezelt csoport hasonld
preferenciat mutatott a célgytiriivel szemben, mivel a normalizalt id6 és a célgylriibe torténd
belépések normalizalt szama azonos volt. Az a tény, hogy a célgyliriiben t6ltdtt normalizalt 1d6
pozitiv maradt, arra utal, hogy a platform incentiv értékét egyik anyag sem valtoztatta meg.

Az NPY és FF rendszerek potencidlis szerepe ebben a kérdésben mérlegelhetd. Az Y1 és
Y5 egyiitt expresszald neuronok aktivaldsa knock-out egerekben fokozta a térbeli memoria
megtartasat [61] és megakadalyozta a térbeli memoria karosodasat Alzheimer-szerli fenotipusu
patkanyokban [62]. Az NPFF beadasa kettOs hatast mutatott: kis dézisban enyhén javult, mig nagy
dozisban jelentdsen csokkentette a térbeli tdjékozodast [63]. A memoridhoz kapcesolodo kiilonféle
hatasok ellenére van okunk feltételezni a QRFP Y1, FF1 és/vagy FF2 receptorokon keresztiili

modulal6 hatasat.
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5.4. Emelt keresztpallo teszt megvitatasa

A kezelési manipulaciok hatdsara kialakuld esetléges szorongésos tlinetek kimutatdsa
alapvetden fontos volt. Az allatok ,,lefagyasa” az anxiogén hatis miatt konnyen az eredmények
félreértelmezését okozhatja mas paradigmakban.

A QRFP R1 és R2 mRNS-ben gazdag agyi teriiletek (sztria terminalis magja, az oldals6
septum ¢és a PAQG) feltételezhetden szerepet jatszanak a ragcsalok szorongasos- és stresszes
viselkedésében. Egyes tanulmanyok szerint, a QRFP nem befolyésolja a szorongés szintjét [42],
mig masok a QRFP szorongéasoldo hatasat tartak fel az EPM tesztben [64, 65].

Kisérleteinkben a QRFP beaddsit kovetéen az 4allatok viselkedése nem tért el a
kontrollokétdl, azaz nem volt megfigyelhetd anxiogén hatds sem az MHA-ba, sem az LHA-ba
torténd, kiilonbozd dozisa QRFP (100, 200 és 400 ng/patkany) alkalmazasa utan sem. Az Ant-
kezelés viszont mindkét hipotalamusz régioban a szorongasszint ndvekedéséhez vezetett. Az
anxiogén hatas kissé erdteljesebb volt az LHA-ban. A szorongés er6sodését mutatja az is, hogy az
allatok az Ant mikroinjekciok LH-ba (de nem MH-ba) torténd beadasat kdvetden tobb idot toltottek
apolassal. A szorongas indukcioja nem volt kifejezett, mivel az OFT tovabbi paraméterei alig
mutattak eltéréseket. Az MWM adatok alapjan a hatas atmeneti jellegli, és a kezelés utan 24 6raval
nem volt regisztralhato.

Figyelembe véve, hogy a BIBP3226 affinitast fejt ki az Y1, FF1 és FF2 felé, ezen receptorok
koziil egy vagy tobb felels lehet a megfigyelt valtozasokért. Ugy gondoljék, hogy a QRFP és az
NPY 06sszekapcsolt rendszerként miikodnek bizonyos szabalyozasi mechanizmusokban. Az NPY
kozponti szorongédsoldd hatasarol ismert (1asd [66]). A VMN-ben és a DMN-ben, valamint magas
koncentracioban az LHA-ban és az Amy-ban taldlhatd Y1-receptorok kulcsfontossagtiak [67].
Leirtak, hogy az FF2 receptorok ligandumai csillapitjak a stresszreakciokat azaltal, hogy aktivaljak
a HPA tengelyt, és szorongaskeltd hatast valtanak ki ragcsalokban [68]. Az FF1 receptorok
aktivalasa Amy-ban szorongéasoldo hatashoz vezetett [69].

Feltehetden az MHA-ban az Y1 és/vagy FF1 receptorok, az LHA-ban pedig az Y1
receptorok vesznek részt ebben a jelenségben, a receptorok szdveti eloszlasatol fiiggden. Tovabbi
neurotranszmitterek (opioidok [70, 71], CRH [72], 5-HT [73, 74]), NA [75, 76], GABA [64, 77])
lehetséges szerepe tovabbi kutatasok téma lehet.

Eredményeink arra utalnak, hogy maga a QRFP intrahypotalamikus beaddsa nem okoz
szorongast. A specifikus QRFP receptorok érintettsége ezen a teriileten tovabbra is tisztazatlan. Az
ellentmond6 irodalmi adatok alapjdn fenntartott normal szorongasszintet pozitiv eldjelnek

tekintjiik a tobbi hatasok értelmezése €s a jovobeni gyogyszerfejlesztés szempontjabol.
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5.5. Open field teszt megvitatasa

Eredményeink arra utalnak, hogy a QRFP intrahypotalamikus mikroinjekcidoi nem
befolyasoltak a spontan motoros aktivitast. Az egyetlen észlelt eltérés a 400 ng QRFP MHA-ba
torténd beadasat kovetden volt megfigyelhetd, ahol nagyobb szamu vonalatlépés tendenciat
észleltiink. Kordbbi eredményeinkkel 6sszhangban az Ant beaddsa nem moédositotta a legtobb mért
mozgési paramétert, kivéve a vonalatlépések szamat és az apolasi aktivitast, az LHA-ba torténd
beadaskor. Mivel mas kisérletekben a megtett tavolsag adatai megerdsitik az OFT adatait, inkabb
a szorongasos viselkedés jeleként értelmeztiik, mint a mozgasi aktivitds modositasaként.

Az alkalmazott paradigmatol és koncentraciotdl fliggéen ellentmondasos adatok allnak
rendelkezésre a QRFP mozgasra gyakorolt hatdsairol. Szamos kisérletben a QRFP stimulélta a
mozgasi aktivitdst mind a vilagos, mind a sotét idészakban, novelte az apolasi aktivitast [42],
valamint a horizontalis és vertikdlis mozgési aktivitast [78]. Ugyanakkor a QRFP gén thlzott
expresszioja zebrahalban csokkenti a nappali mozgasi aktivitast, anélkiil, hogy elalvast valtana ki
[79]. Szintén tobb adat szerint a QRFP-kezelés nem valtoztatja meg a mozgést akut vagy kronikus
paradigmak esetén [41, 80-82]. A rokon NPFF peptiddel ellentétben az eredményeink azt sugalljak,
hogy a QRFP mozgasra gyakorolt hatdsait nem az opioid rendszer kozvetiti [78].
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Osszegzés
Adatainkat osszegezve a kovetkezd eredmények sziilettek:

e Az MHA-ba tortén6é QRFP beadas 100 és 200 ng dozisban a taplalékfelvétel jelentds és
gyors novekedéséhez vezetett. Az orexigén hatdst az antagonista BIBP3226 (Ant)
ekvimolaris dozisa gatolta, sot rovid idére ellenkezd irdnyba is atvitte.

o Az LHA-ba torténd QRFP beadas 100 és 200 ng ddzisban a taplalékfelvétel jelentds €s
gyors csOkkenéséhez vezetett. Az anorexigén hatast az Ant ekvimolaris dozisa

megszintette.

Tehat a QRFP MHA-ba torténé mikroinjektalasa fokozza, mig az LHA-ba torténé
beadasa csokkenti taplalékfogyasztast. Az Ant gatolja a hatasokat.

e Az MHA-ba torténd QRFP beadés 200 és 400 ng dozisban, valamint az Ant megfeleld
dozisban nem alakitott ki helypreferenciat a CPP paradigmaban.

e Az LHA-ba torténd QRFP beadds 200 ¢és 400 ng dozisban nem eredményezett a
helypreferencidt a CPP paradigméban. Az Ant beaddsa az LHA-ba jelentésen

meghosszabbitotta a TQ-ban t6ltdtt id6t, ami a szorongasfokozoé hatasnak tulajdonithato.

Tehat egyik hipotalamikus areaba tortén6é QRFP és az Ant beadas sem eredményezett

helypreferenciat.

e Az MHA-ba torténd QRFP beadas 200 és 400 ng dozisban javitotta a memoria
konszolidaciojat az MWM tesztben. A hatast az Ant ekvimolaris d6zisa megsziintette.
e Az LHA-ba torténd QRFP beadds 200 és 400 ng dozisban eldsegitette a memoria

konszolidaciojat az MWM tesztben. A hatast az Ant ekvimolaris d6zisa megsziintette.

Osszesitve, mind az MHA-ba, mind az LHA-ba tortén6 QRFP beadas fokozza a

rovidtava memoria konszolidaciojat. Az Ant gatolja a hatasokat.
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o <Az MHA-ba torténd QRFP beadas 200 és 400 ng dézisban nem eredményezett szorongast
az EPM tesztben. Az Ant a megfeleld dozisban szorongéaskeltd hatést valtott ki.
e Az LHA-ba a QRFP beadasa 200 és 400 ng dézisban nem eredményezett a szorongast

az EPM tesztben. Az Ant a megfeleld dozisban szorongaskeltd hatast valtott ki.

A QRFP MHA-ba és az LHA-ba torténo beadasa nem valtott ki szorongast. Ezek az
adatok azt bizonyitjak, hogy a QRFP taplalkozast- és tanulast modosito hatasai nem

a szorongasos allapot valtozasanak a kovetkezményei.

e Az MHA-ba torténd QRFP beadas 200 és 400 ng dozisban, valamint az Ant nem
befolyasolta az 4ltalanos motoros aktivitast az OFT-ben.

e Az LHA-ba torténd QRFP beadds 200 és 400 ng dozisban az OFT szerint nem
befolyésolta az altalanos motoros aktivitast. Az Ant nem valtoztatta meg a motoros
aktivitast, kivéve az éapolasi tevékenység felgyorsuldsat, amit a szorongés jelének

tekintiink.

A QRFP MHA-ba és az LHA-ba torténé beadasa nem modositotta a motoros
aktivitast. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a QRFP taplalkozast- és tanulast

modosité hatasait nem hiper- vagy hipomotilitas valtotta Kki.
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