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1. BEVEZETES

Jelen dolgozat targya két neuropeptid, az RFRP-1 (Neuropeptide SF) és az
RFRP-3 (Neuropeptide VF), taplalékfelvételi és magatartdsi hatdsainak vizsgélata az
amygdala egy Kitlintetett magcsoportjdban a centrdlis amygdalaban. Szamos
neuropeptidnek ismerjik a taplalékfelvételben betoltott szerepét (tobbek kozott a NPY,
orexin, ghrelin, CCK), ugyanakkor vannak Ujabb és Ujabb peptidek, melyek felfedezésre
kerlilnek napjainkban is. A taplalékfelvétel és az energiametabolizmus komplex
kdzponti idegrendszeri szabalyozasaban szamos neurotranszmitter és neuropeptid vesz
részt. A regulaciéban kozponti szerepe van a hypothalamusnak, de az agytorzsi
struktarak is jelent6s szereppel birnak a perifériarol érkezé szignalok kozvetitésében,
illetve a megfeleld visceromotoros valaszok kialakitasaban. A taplalékfelveteli
folyamatok szabalyozasaban az emocionalis, jutalmazasi és averziv hatasok is fontosak,
melyek létrejéttében jelentés a kortikalis és limbikus teriiletek (kOztlk az amygdala)
modulacidés szerepe. Jol ismert, hogy a taplalékfelvetel célja a szervezet
energiaraktarainak a feltdltése. A szervezet toérekszik egy homeosztatikusan Kijelolt
beallitasi pont (set point) koruli tapanyagraktar feltoltottségi szintre. A taplalékfelvétel
iranti igény azonban mar akkor jelentkezik, amikor a raktarak csdkkennek ugyan, de
még fedezni tudjak az energiaszikségletet. Az éhségmotivacio altal indukalt evés nem
passziv folyamat, hanem megerdésitésen alapuld, 6rommel jard viselkedés, amit kognitiv
és érzelmi folyamatok is irdnyitanak. Jelenlegi ismereteink szerint a
testsulyszabalyozasi zavarok, mint a bulimia nervosa, az anorexia nervosa vagy a
testsuly szabalyozasi zavar masik véglete a tulsulyossag, illetve elhizas hatterében (tul a
pszichologiai tényez6kon, mozgasszegeny életmodon stb.) a taplalkozasi magatartas
szabalyozdsdnak és az energia felhasznalasban szerepet jatszO neurokémiai
folyamatoknak a zavara &llhat. Ezen idegrendszeri folyamatok jelent6s része peptid
molekulakon-neuropeptideken keresztiil valésul meg. A neuropeptidek az emberi
szervezetben a kozponti idegrendszer kilonboz6 struktdraiban, illetve periférias
szovetekben termelédnek. Ezen peptidek hatdsukat a periférian és/vagy a kozponti
indegrendszerben talalhaté éhség-jollakottsagi rendszereken keresztill fejtik ki. Igy
bizonyos peptidek fokozzak a taplalékfelvételt (orexigén peptidek), masok viszont
azaltal, hogy fokozzak a jollakottsag érzetét, csokkentik a taplalékfelvételt

(anorexigenek). Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy sz&mos neuropeptidrél ismert,



hogy egy adott struktdraba vagy perifériara adva orexigén hatasd, mig mas struktdraban
anorexigén hatast mutat, amely magyarazhat6 a dozisfiiggéssel, a receptor denzitassal,
valamint a struktirak eltérd afferens és efferens kapcsolatrendszerével.

Az értekezés az endogén RFamid-tipusu peptidek taplalékfelvételre és
magatartasra Kifejtett hatasanak targykorével foglalkozik, célteruletink pedig a
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struktura, az amygdala volt.

1.1. Az amygdala anatomiaja

Az amygdala (AMY) az agy temporélis lebenyében talalhatdé mandula alaku
struktdra, melyet a XIX. szazad elején Burdach azonositott. Ma mar tudjuk, hogy
Burdach valéjaban az amygdala azon sejtcsoportjat nevezte el, melyet ma bazolateralis
komplexként ismeriink. Az amygdala nem egységes struktdra, tobb maghol eés
magcsoportbol all. Kezdetben a kutatok két nagy magcsoportra osztottak: egy
filogenetkailag régebbi, az olfactoros rendszerrel kapcsolatban allo corticomedialis
részre (ide soroltdk a centralis, medialis és kortikalis magokat, valamint a lateralis
olfactorius koteget), illetve egy filogenetikailag Gjabb bazolateralis részre (amely a
lateralis és a bazalis magcsoportokat foglalta magaban). Késébbi vizsgalatok soran
kiderult, hogy az amygdala sokkal kiterjedtebb, t6bb mint tiz magbdl all, igy ma mar
amygdala komplexumrdl beszéliink [109, 110, 155-157, 169-171, 186-188, 201].

Az AMY magjait tobbféleképpen csoportositjak [169, 188, 201]. Swanson az
AMY magcsoportjait kapcsolatrendszerik (afferentacios és efferentacios projekcidik) és
neurotranszmitter-receptor rendszeriik alapjan harom nagy részre osztotta: egy részet a
striatum ventromedialis Kiterjedésének, masik részét a szaglokéreg caudalis végének,
végul a harmadik magcsoportot a claustrum medialis Kiterjedésének tekintette. A
striatalis részhez tartozik az anterior amydaloid area, a centralis (CeA) és a medialis
(MedA) mag, mely teruleteken a projekcios neuronok foként GABAergek, jellemzd
tovdbba ugyanazon neuropeptidek jelenléte ezen neuronokban, mint a striatalis
ingeriiletatvivo anyag els6sorban a glutamat, az interneuronokban pedig foként GABA
neurotranszmitter talalhaté [33, 137]. A szaglokérgi reszhez tartozik a lateralis

szaglokoteg magja, az amygdala kortikalis magjai, valamint a piriform amygdaloid



aredk. A claustrum ventromedialis Kiterjedése tartalmazza a lateralis (LatA), a
basolateralis (BLA) magot, valamint a posterior magot (PA).

Jelenlegi anatomiai ismereteink szerint az amygdala magcsoportjai alapjan
harom részre oszthatdé: mély, felszines és az elébbickhez nem sorolhatd, de az
amygdalahoz tartoz6 magokra [169]. A mély magokhoz vagy bazolateralis csoportba
sorolhaté a laterélis, a bazélis és accesorius bazalis mag. A felszines vagy kérgi
magokhoz tartozik a lateralis szaglokdteg magja és a kérgi magok, végll a harmadik
csoport a centromedialis csoport, mely magaban foglalja a medialis és a centralis magot,
valamint az intercalaris magokat és az amygdalo-hippocampalis areat. Az egyes
magokon belll tovabbi szubdiviziokat kilonbdztetnek meg. A dolgozat targyat képezé
centradlis amygdala tovabbi négy szubdiviziéra oszthatd: capsularis, lateralis,
intermedialis és medialis részre.

Az AMY kapcsolatrendszere nagy komplexitdst mutat. Az AMY szamos
kétirany kapcsolattal rendelkezik a kortikalis és szubkortikalis tertletek felé [156, 171,
141]. Szenzoros bemenetet kap a szomatoszenzoros, vizualis, akusztikus, gusztatoros,
viszceralis és polimodalis informaciok feldolgazasaért felelés kérgi teriiletekrol,
tovdbba a thalamus szenzoros informacio-feldolgozasban szerepet jatszo
magcsoportjaitol [119, 138, 139, 222, 223, 240]. Az AMY szamos asszocCiacios és mas
limbikus kérgi terllettel is kapcsolatban all, igy tobbek kozoétt az orbitofrontalis (OBF),
medialis prefrontalis (mPFC), prelimbikus és infralimbikus, insularis és anterior
cingularis kéreg teruleteivel [222]. Kapcsolatban all tovabba a limbikus rendszer
szamos strukturajaval, tobbek kodzt a nucleus accumbenssel (Nacc), a septummal és a
hippocampus (HPC) egyes régioival [1, 26, 102, 223]. Az amygdala szerotonerg,
noradreneg, kolinerg és dopaminerg innervacidval egyarant rendelkezik [167, 131, 223,
227]. Szerotonerg beidegzést a raphe magokbdl, noradrenerg beidegzést a locus
coeruleushol kap. Kolinerg rostok érkeznek a ventralis pallidumbol, a bazalis eléagybol
és a laterodorzalis tegmentalis aredbdl, valamint dopaminerg rostokat kap a ventralis
tegmentalis areabdl. Az amygdalan belll az egyes magcsoportok kézott szintén Kiterjedt
kapcsolatrendszer mutathaté ki. A CeA-ba érkeznek rostok a medialis, a lateralis és
bazolateralis AMY magokbdl, azonban ezen kapcsolatok tébbnyire egyiranyuak [169].

A CeA-rol ismert, hogy az amygdala magok és amygdalan kivuli kortikalis €s
szubkortikalis agyi struktirak fel6l érkez6 informaciok integralo helye [97]. A CeA
szenzoros bemenetet kap a hypothalamicus palyakon és intraamygdalaris kapcsolatokon

kiviil a kortikalis, a thalamikus és agytorzsi teriiletekr6l is [161]. Viszceroceptiv és



gusztatoros informéaciot kap tobbek kozott az anterior és posterior insularis Kkérgi
részekt6l [139], a ventralis poszteromedidlis thalamicus magtdl [150, 214], a
parabrachialis magtol és a nucleus tractus solitariitdl (NTS) [9, 156], valamint
szomatoszenzoros és auditoros informéaciot kap egyes thalamicus magvaktol [13, 127].
Az AMY két f6 kimenete a stria terminalis és a ventralis amygdalofugéalis palya
[109, 227]. A stria termindlison keresztul, melynek rostjai féként a CeA-bol erednek, az
AMY informécidkat kild a stria terminalis magjaba, a ventromediéalis (VMH) és
lateralis hypothalamusba (LH) [37, 168], a medialis preopticus areaba, a thalamusba
[111] és a periaqueductélis szlirkeadllomanyba [178]. A ventralis amygdalofugalis palya
rostjai elsésorban az AMY és a hypothalamus kozott Iétesitenek kapcsolatot [109]. A
hypothalamus projekcidéi az AMY-ban foképpen a centralis és a medialis magokon
végzodnek [188]. Az amygdalaris magok koziil a CeA biztositja a f6 kimenetet a
hypothalamus és az agytorzs felé. Fontos projekcios teriletei az agytérzson belul a
periaqueductalis szirkeallomany (PAG), a ventralis tegmentalis area (VTA), a
substantia nigra (SN), a locus coeruleus (LC), a parabrachialis mag és a NTS [178, 221,
224, 227]. A CeA a bazalis eléagyi struktarakkal is kapcsolatban all, tobbek kozétt a
Nacc eléagyi struktaraval [102]. Tovabba szamos felszallo palyarendszer kapcsolatban
van a CeA-val, tobbek kozott a monoaminerg rendszerek (noradrenerg, szerotonerg

vagy dopaminerg) vagy a bazalis eldagyi kolinerg rendszer [188, 34].

1.2. Az amygdala szerepe a taplalékfelvétel és magatartasi

folyamatok szabalyozasaban

Az AMY mind funkciondlisan, mind strukturajat tekintve heterogén
magcsoportok dsszesége. A taplalékfelvetel és testtomeg szabalyozas mellett részt vesz
a memoria folyamatok szabalyozasaban, a tanulasban, a figyelem fenntartasaban, az
alvas-ébrenléti folyamatok szervezésében, a szenzoros informaciok érzelmi
feldolgozéasaban, valamint a félelem-dih, tamadas-védekezés és a szexudlis
magatartasformak szervezésében [6, 73, 119, 164].

Az AMY a limbikus rendszer részeként szerepet jatszik az e€hség motivalta
magatartds idegi szabalyozasaban. Mar korai Kisérletek soran megfigyelték, hogy az
AMY ingerlése vagy lézioja befolyasolja a taplalkozasi magatartast [54, 105]. Els6ként
Kluver és Bucy irtadk le 1939-ben, hogy az AMY-t is érinté temporalis lebeny 1ézidja

hatdssal van tobbek kozott a taplalékfelvételre is, nevezetesen majmokkal végzett



Kisérleteik soran azt figyelték meg, hogy az allatok taplalkozasi szokasai megvéltoztak,
oralis tendencia (ehetetlen anyagok szajba vétele) és fokozott étvagy alakult ki [105].
Hasonlé hatast mutattak ki macskékban végzett kisérletekben is, kétoldali amygdala
1ézi6t kovetben azt tapasztaltak, hogy az allatok hyperphagiassa valtak és testtomegik
6-8 hétig gyarapodott. Tovabbd az AMY teljes Kiirtdsa hyperphagiat és elhizast
eredményezett, a macskak még a romlott ételeket is elfogyasztottak, sét az ehetetlen
targyakat is megprdbaltdk megenni (omniphagia), amit a Kliver-Bucy szindroma egyik
tlneteként is értelmezhetliink. Ugyanakkor latszolag ellentmond6 eredményekrdl is
beszamoltak, patkadnyban az AMY kétoldali 1ézi6ja adipsiat és aphagiat eredményezett
[199], specifikusabb, a CeA-ra korlatozddo 1ézi6 viszont him patk&dnyokban fokozta a
zsirtdbmeg gyarapodasat [14].

Ezt kovetéen az 1970-es években Fornberg kutydkkal végzett AMY lézios
Kisérletei is igazoltdk, hogy az AMY téplalekfelvételi magatartasban bet6ltott szerepe
nem egységes. A CeA lézidja hypophagiat és testtémeg csokkenést okoz, mig a BLA
roncsolasa hyperphagiat és testtémeg ndvekedést eredményez [55-60]. Igy hasonloan a
hypothalamushoz az AMY-ban is talalhaté egy éhség, illetve egy jollakottsag kdzpont,
vagyis a CeA és az LH, valamint BLA és a VMH szerepe hasonlo a taplalékfelvétel
szabalyozasaban. Hangsulyozni kell azoban, hogy az amygdalaris kézpontok szerepe
nem egyenértékii a hypothalamus centrumaival, ugyanis az AMY emlitett tertleteinek
csak mddositdé hatdsa van a hypothalamus taplalkozas szabalyozé folyamataira [78,
107]. Az AMY a limbikus rendszer részeként elsésorban az érzelmi allapot
befolyasolasa és tanulasi folyamatok révén jatszik kiemelked6 szerepet a
taplalékfelvételi magatartas létrejottében. Szdmos neuropeptidrél bebizonyosodott, hogy
amygdalaba torténé injektalasuk befolydsolja a taplalékfelvételt. Tobbek kozott a
galanin intraamygdalaris injektalasa ndvelte a taplalékfelvételt [196], a CRH
(kortikotropin-releasing hormon) BLA-ba adva csdkkentette, mig a CeA-ba adva nem
befolyasolta a taplalékfelvételt [93]. Tovabba az enterostatin és az orexigén hatasarol
ismert NPY mikroinjektaldsa az AMY-ba csokkentette a zsirbevitelt [128, 173].
Igazoltak tovabba, hogy a ghrelin [206], a bombesin, illetve a bombezinszerti peptidek:
a gasztrin-releasing peptid [49] vagy a neuromedin C [50] kozponti idegrendszeri
hatdsainak egy része szintén az amygdalan keresztil valosul meg. Immunhisztokémiai
vizsgalatok kimutattdk az RFRP immunoreaktiv rostok jelenlétét a limbikus rendszer
szamos struktarajaban, beleértve az AMY -t is [65, 235, 236].



Az AMY esszencidlis szerepet jatszik az emociondlis magatartasi folyamatok,
vagyis az emadciok (félelem, agresszio, diih, 6rom) altal kivaltott viselkedés es tanulés
szabalyozdsdban. Az AMY részt vesz a szorongassal kapcsolatos viselkedés
szabalyozésdban is. Az AMY centromedidlis magjanak Iézidja anxiolitikus hatasu,
szignifikansan fokozta az exploracids magatartast radial maze (tobbkaru utvesztd)
tesztben, mig a bazolateralis AMY lézibnak nincs ilyen hatdsa [75]. A CeA-ra
korlatozddo 1ézi6 szintén szorongésoldd hatdsinak bizonyult, fokozodott az allatok
explorécios aktivitasa open-field tesztben [228]. Ezzel szemben Treit és munkatarsai
altal végzett kisérletekben az AMY 1ézidja nem bizonyult anxiolitikus hatasunak emelt
keresztpall6 tesztben, de csokkentette az allatok tanulasat passziv elharitd szituacidéban
[209]. Mind a CeA-ban, mind a BLA-ban kimutattdk a szerotonin (5-HT)-,
benzodiazepin (BZD), valamint opioid-receptorok jelenlétét, melyek fontos szerepet
jatszanak a szorongassal kapcsolatos magatartas szabalyozasaban [70, 74, 133, 144,
158, 176, 229]. Benzodiazepin agonistak (peldaul midazolam) injektalasa a BLA-ba
[166], valamint a GABA agonista muscimol injekcioja a CeA-ba szorongésoldd
hatasunak bizonyult emelt keresztpallo tesztben [145]. Ugyanakkor egy nem szelektiv
opoid-receptor antagonista, a naltrexon adasa a CeA-ba csokkenti a diazepam
anxiolitikus hatasat, mig a BLA-ba injektalva nincs ilyen hatéasa [18].

A CeA kapcsolatban all a periaqueductalis szirkedllomannyal (PAG) és a
dorzalis raphe maggal, mely agyteriiletek nemcsak a fajdalomérzésben, hanem a
kilvilagi ingerekre adott félelmi/szorongasos valaszok integraldsaban is szerepet
jatszanak [143, 198]. Az AMY miikodési zavaranak valosziniileg szerepe van a
generalizalt szorongassal jar0 betegségek kialakulasaban, mig a PAG fontos szerepet
jatszik a panikrohamok kialakulasaban [73]. Emberen végzett funkcionalis képalkotd
vizsgalatok az AMY fokozott aktivaciojat mutattak depresszidban és egyes szorongassal
jaré betegségekben szenvedd pacienseknél [38, 83].

Az AMY részt vesz a memoriafolyamatok szabalyozasaban is [164]. Irodalmi
adatok arra utalnak, hogy az AMY részt vesz a hossz(tavd memdriafolyamatok
kialakitasaban [20], ha az az emdcionalis memaoriaval kapcsolatba hozhato, igy az erés
érzelmi reakciokat kivaltdé akar pozitiv akar negativ élmények megjegyzésében fontos
szerepe van [6, 23]. A memdria Kialakulasaval, illetve retencidjaval kapcsolatba hozhat6
szamos neuromodulator rendszer, melyek részt vesznek az intraamygdalaris memoria
folyamatok szabalyozasaban. Ilyen neurotranszmitter-neuropeptid rendszer példaul a

noradrenerg, a kolinerg, a GABAerg vagy az arginin-vazopresszin rendszerek [39, 44,
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114]. Ezen anyagok intraamygdaloid mikroinjekciéja befolyasolja a memoria
konszolidaciot. Ezen feliill szamos neuropeptidrél bizonyitott, hogy szerepe van a
memoria folyamatokban, példaul az amygdalaba injektalt substance P memoriat fokozd
hatdst passziv elharitd tesztben [98]. Acylélt ghrelin (A-Ghr) BLA-ba injektalva
fokozza a tanuléasi folyamatokat és a memoriat averziv szituaciéban [71, 205, 207].
Igazoltdk tovdbbd a CeA-ba injektalt neurotenzin pozitiv megerdsité hatasat
helypreferencia tesztben és memériat modulalé hatésat passziv elhérité paradigmaban
[117, 118]. A CeA-nak szerepet tulajdonitanak az asszociativ tanulasban, elsdsorban a
kondicionalt félelemmel kapcsolatos tanulasban és az instrumentélis tanulasban [79,
154]. A CeA szelektiv lézidja vagy az AMY eltavolitasa rontja az averziv tanulasi
szituaciokhoz kotott memoria kialakulasat és rogzilését [77, 125, 149]. A CeA
lézidjanak hatdsara kimutattak tanulasi deficitet appetitiv tanulasi paradigmakban is
[162].

Az AMY-nak az emlitetteken kiviil jelentOs szerepe van a pozitiv megerdsitési-
jutalmazasi folyamatok, ugymint a drog-addikcié koordinalasaban. Igazoltak, hogy az
AMY-ban jelenlévé dopamin receptorok részt vesznek bizonyos drogok jutalmazo
hatdsanak kozvetitéseben [21, 61, 180, 183, 241]. Az AMY szerepét a megerdsitési
folyamatokban tovabbi irodalmi adatok tdmasztjak ald, mely szerint az AMY egyes
magcsoportjaiban elekromos Oningerlés is kiépitheté [204, 232]. Heimer és Alheid
1991-ben leirtak, hogy a jutalmazasi és motivacios folyamatokban az Gn. ,kiterjedt
amygdalanak” kiemelked6 szerepe van. A kiterjedt amygdala anatomiai struktdrai a
Nacc shell regidja, a CeA és a BNST [84]. Megfigyelték, hogy ezen struktdrak
citoarchitektonikai tulajdonsagaik, afferentacios és efferentacios kapcsolataik, valamint
funkcionalis szempontok alapjan hasonldésagokat mutatnak [85, 239]. Dopamin D1
receptor antagonista adasa mindharom agyterileten blokkolta a kokain-6nadagolast
[46]. Tovabba bizonyitottak, hogy a CeA-ban és a Nacc-ben amfetaminnal kiépithet
kémiai 6ningerlés [26, 88]. Szamos tanulmany hangsulyozza az AMY, azon belil is a
CeA szerepét a jutalmazas és az inger-jutalom asszociaciés tanulas agyi folyamataiban.
Munkacsoportunk igazolta, hogy a CeA-ba injektalt substance P jutalmaz6 hatasu
helypreferencia tesztben [99], tovabba a neurotenzin injektalasa ezen agyi magcsoportba
szintén pozitiv megerdsité hatasinak bizonyult [117]. Az RFRP peptidek
taplalékfelvételi hatasain kiviil esetleges megerdsité hatasait is vizsgaltuk, a megfeleld
fejezetben részletesen kitériink erre, azonban elészor részletesen ismertetném az RFRP

peptidek rendszerezését, szerkezetét, hatasait és idegrendszeri lokalizaciojukat.
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1.3. Az RFamid csaladhoz tartozé peptidek rovid jellemzése

Az RFamid csaladhoz tartozd peptidek kozos jellemzbje, hogy
peptidszekvencidjuk C-termindlisdn egy arginin (R), illetve egy fenilalanin (F)
aminosav talalhato, innen szarmazik elnevezésik: RFamid peptidek [63]. Az RFamid
peptid csaladon bellil 5 csoportot kildnithetlink el: Neuropeptide FF (PQRFa) csoport
[52], PrRP csoport [86], LPXRFa (RFRPs, GnlH) csoport [211, 219], kisspeptin csoport
[182] és a QFRP (26RFa) csoport [25, 64] (1. dbra). Gerincesekben els6ként azonositott
RFamid peptid, az 1983-ban csirkékben felfedezett LPLRFamid peptid volt [36].
Hatésai koziil érdemes kiemelni, hogy i.c.v. adva csirkékben anorexigén hatast mutatott,

ugyanakkor ez a peptid aminosavszekvenciajat tekintve megegyezik a dolgozat targyat
képez6 egyik peptid, az RFRP-1 C-terminalisanak aminosavszekvenciajaval. Emlésben,
borju hypothalamusboél izolaltak elsdként az NPFF csoporthoz tartozo, Neuropeptid FF
(NPFF) és Neuropeptid AF (NPAF) peptideket [234], melyek részt vesznek a fajdalom-
transzmisszidban [96, 160], a taplalékfelvétel szabalyozasban [148], a kardiovaszkularis
[4], valamint a stressz-valaszok szabalyozasdban [92]. Ezen peptidek allnak a
legkdzelebb szekvencijukat tekintve az RFamid-tipust peptidekhez (RFamide-related
peptides), vagyis az RFRP-1 és RFRP-3 peptidhez. Az RFamid csalad egy masik
peptidje a PrRP, mely nevét a prolaktin szint szabalyozasaban bet6ltott szerepérél kapta,
ma mar ismert, hogy fontos szerepe van a taplalékfelvétel szabalyozasaban, a stressz
reakciok kialakitasaban és az alvas-ébrenlét szabalyozasaban is [200, 208]. Ismert, hogy
ragcsalokban a PrRP i.c.v. injektalasa anorexigén hatasu [116]. A kisspeptinek a Kissl
gén altal kodolt fehérjék gyiijténeve. A gén terméke egy 145 aminosavboél allé fehérje,
ami kiilonboz6 hosszUsagu fragmentumokra hasad (KP-10, -13, -14, -54). A Kissl gén
ismert, mint human metasztazis szupresszor gen. Ugyanakkor a Kisspeptinrél
bizonyitott, hogy esszencialis komponense a szaporodas centralis szabalyozasanak, mert
a Kissl gén vagy a kisspeptin receptor gén hianya hipogonadotrép hipogonadizmust
okoz ragcsalékban és emberben [192, 67]. A Kisspeptin centralis beadadsa GPR54
és surge jellegii felszabadulasat [130, 40]. A QRFP csoport két tagja a QRFP26 és a
QRFP43, melyeknek centralis alkalmazasa noveli a zsirbevitelt patkanyokban [172]. E
két peptid periférids hatasai kozil emlitést érdemel a kardiovaszkularis rendszerre

gyakorolt hatdsuk. Intravénds alkalmazasukkor hypertenziot és tachycardiat
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tapasztaltak, a vérnyomasndveld hatds alfa és béta receptor antagonistakkal blokkolhatd

volt [48].
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1. abra Az RFamid csaldd felosztasa (Osugi és munkatarsai, Bechtold és munkatarsai)

1.4. Az RFamid csaladhoz tartozé RFamid-tipusu peptidek
(RFRPs) felfedezése és jellemzése

Tsutsui és munkatarsai 2000-ben madarban izolaltak egy 12 aminosavbol allo
gonadotropin-inhibitory hormon (GnlH) nevet kapta [212]. Késdbbi vizsgalatok soran
kidertlt, hogy a GnlH neuronok rostjai szinapszisokat képeznek a GnRH neuronokkal,
igy gatlo hatasat kifejtheti a GnRH neuronokon GnlH receptorain keresztil is [216,
210]. A madar GnlH-val homoldg peptideket azonositottak emlésokben is, melyeket

az RFamid-tipusu peptidekként (RFRPs: RFamide-related peptides) ismeriink.
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Az emlés RFRP gént 2000-ben Hinuma és munkatérsai fedezték fel [87].
Patkanyban, egérben, borjuban és emberben izolaltdk az RFRP preproteinek
aminosavszekvenciajat. A human génrdl 3 peptid szintetizalodik, nevezetesen az RFRP-
1, RFRP-2 és az RFRP-3. Ellenben egérben és patkanyban az RFRP génr6l csak 2
peptid szintetizalodik, az RFRP-1 és az RFRP-3. A munkacsoport in situ hibridizacids
technikéval vizsgélta az RFRP mRNS expresszalodasat patkany periférias szovetben és
kdzponti idegrenszerében. Azt talaltdk, hogy az RFRP mRNS legnagyobb denzitassal a
hypothalamusban fordul el6, azon belul a ventromediélis nucleus és a dorsomedialis
nucleus kdzott, kiterjedve a LH areédig. A human gén felfedezésével parhuzamosan Liu
és munkatérsai szintén izolaltak egérben és patkdnyban ugyanazt az RFRP kddol6 gént,
amit Neuropeptid VF génnek neveztek el, amelyr6l két peptid szintetizaloédik, a
Neuropeptid VF és a Neuropeptid SF. Ezek megfelelnek az RFRP-1 és RFRP-3
peptideknek [129]. gy az irodalomban mindkét név elterjedt. Az RFRP-1 és az RFRP-3
peptidek az RFamid peptidcsalad LPXRFamid csoportjaba tartoznak. Az X jeldli a
leucin (L) AS-at (igy az RFRP-1 aminosavszekvenciajanak C-terminalasa: Leucin-
Prolin-Leucin-Arginin-Fenilalanin), vagy a glutamin (Q) AS-at (RFRP-3
aminosavszekvenciajanak C-termindlisa: Leucin-Prolin-Glutamin-Arginin-Fenilalanin).

Az RFRP peptidek erésen konzervativ szekvenciat mutatnak, az egyes fajok
kodzott is legfeljebb csak egy-két aminosavban térnek el C-terminalisukban. Az RFRP-1
szekvencia azonos patkanyban és egérben, és mindéssze két aminosavban kiilonbozik a
human szekvenciatdl. Hasonloképpen az RFRP-3 is konzervalt szekvenciaval
rendelkezik, patkany és egér, valamint az emberi és szarvasmarha RFRP-3 szekvencia
teljesen azonos (l. Tablazat).

Fontos kiemelni, hogy az RFRP-1 aminosavszekvencia utolsé 4 aminosava a
Leucin-Prolin-Leucin-Arginin-Fenilalanin  (LPLRF) megegyezik a gerincesekben
(csirkében) izolalt els6 RFamid peptiddel, amely anorexigén hatast. Tovabba az RFRP-
3 esetében a peptid C terminalisan 1év6 utolsd6 négy aminosava megegyezik az NPFF
csalad 2 peptidjének (NPFF, NPAF) aminosavszekvenciajaval. A receptorokkal torténd

interakcidban valoszintileg ez dont6 jelentoséggel bir.
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I. Tablazat: Az RFamid-tipusu peptidek aminosavszekvencidja néhany gerinces fajban és az
NPFF csaldd 2 peptidjének szekvencidja patkanyban [27, 35, 52, 148].

Faj Peptid Szekvencia Amino-
savak
szama

RFRP-1 | VPHSAANLPLRF 12
vagy 37
Evér NPSF | SVSFQELKDWGAKKDIKMSPAPANKVPHSAANLPLRF
g RFRP-3 | (V) NMEAGTRSHFPSLPQRF 17vs.18
vagy g
NPVF FPSLPQRF
RFRP-1 | VPHSAANLPLRF 12
vagy 37
NPSF | SVTFQELKDWGAKKDIKMSPAPANKVPHSAANLPLRF
Patkany RFRP-3 | ANMEAGTMSHFPSLPQRF 18
(GNIH)
vagy
NPVF | FPSLPQRF 8
v RFRP-1 | SPAPANKVPHSAANLPLRF 19
Horcsog 1
RFRP-3 | ILSRVPSLPQRF
RFRP-1 | SLTFEEVKDWGPKIKMNTPAVNKMPPSAANLPLRF 35
Szarvasmarha 3
RFRP-3 | VPNLPQRF
RFRP-1 | MPHSFANLPLRF 12
vagy 37
NPSF | SLNFEELKDWGPKNVIKMSTPAVNKMPHSFANLPLRF
Ember RFRP-2 | SAGATANLPLRS 12
RFRP-3 | VPNLPQRF 8
vagy 17
NPVF NMEVSLVRRVPNLPQRF
GnlH SIKPSAYLPLRF 12
GnlH- 37
Galamb RP-1 | SLNFEEMKDWGSKNFMKVNTPTVNKVPNSVANLPLRF
GnlH- 13
RP-2 | SSIQSLLNLPQRF
Patkany NPAF | AGEGLNSQFWSLAAPQRF 18
NPFF | FLFPQRF !
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Fontos kiemelni, hogy a patkdny RFRP-1 vagy masik nevén Neuropeptid SF 12
vagy 37 aminosavbol (AS) épul fel, és nincs egyetértés a szekvenciahosszlsagban a
neveket illetéen. Tovabba az RFRP-3 vagy masik nevén Neuropeptide VF esetében, ha
NPVF-et emlitenek a publikacidékban, akkor tébbnyire a rovidebb (8 aminosavbdl allo)
peptidet alkalmaztak. Kisérleteinkben a patkany RFRP-1 12 AS-bol allo, az RFRP-3

esetében a 8 AS-bol all6 formajat alkalmaztuk.

1.4.1. Az RFamid-tipusu peptidek szdveti megoszlasa

In situ hibridizacios technikaval kimutattdk, hogy az RFRP gén elsdsorban a
hypothalamusban expresszalodik, azon beliil a dorsomedialis hypothalamusban (DMH),
illetve a periventrikularis és paraventrikularis hypothalamus magvakvan [65, 235].
Néhany immunhisztokémiai vizsgalat azt mutatja, hogy az RFRP-1 és RFRP-3 (RFRP-
1/3) ugyanabban a neuronban expresszalodik a hypothalamusban és a kdzponti
idegrendszer szamos strukturajaban patkanyoknal [236, 181]. Nagyszamu RFRP-1/3
immunreaktiv sejttestet azonositottak a DMH-ban, a ventromedialis nucleus kérnyéken,
illetve a dorzélis tuberomammillaris magban. RFRP-3 immunreaktiv rostok talalhatok a
limbikus rendszer kiilonboz6 teriiletein (a stria terminalis bed nucleusdban, az amygdala
valamennyi magjaban, kdztik a CeA-ban), a hypothalamusban (legnagyobb denzitassal
a laterdlis hypotalamicus aredban, az arcuatus magban és a ventromedialis magban), a
thalamusban (centralis, lateralis és medialis magjaban) és a NTS-ban [94, 112]. Tovabbi
immunhisztokémiai vizsgalatok RFRP-3 immunreaktiv terminalisokat mutattak ki az
amygdaladban és a koztiagyban, legnagyobb szdmban a medidlis amygdalaban és a
thalamus paraventricularis magjaban [27].

RFRP-1 immunreaktiv rostok legnagyobb denzitdssal a hypothalamus
ventromedialis magjaban (VMN) fordulnak ¢l6, ugyanakkor néhany limbikus
struktdraban (toébbek kozt az AMY-ban, valamint a septalis magokban) is jelentds
mennyiségii RFRP-1 tartalmd rostot azonositottak. Az RFRP-1 immunreaktiv rostokat
talaltak az agytorzs magjai kozul nagy denzitassal a NTS-ban, a PAG-ban, a medialis és
lateralis parabrachialis magban, kézepes stirtiségben a dorzalis raphe magban és a LC-
ban. Fukusumi és munkatarsai kromatogréafias és immunhisztokémiai vizsgalatai RFRP-
1 rostok jelenlétét legnagyobb koncentracioban a hypothalamusban, nagy

koncentracioban a thalamusban és a kozépagyban, kozepes koncentracioban az
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agykéregben, a striatumban és a nytltvelében, mig alacsony koncentraciéban a HPC-
ban és a kisagyban detektaltak [65].

Rizwan és munkatarsai RFRP-1/3 immunreaktiv rostot nagy denzitasban
azonositottak a HPC CA2/CA3 régidjaban, szorvanyosan a Nacc-ben, a preopticus
aredban, a periventricularis nucleusban, az anterior hypothalamicus aredban és a LH-ban
[181]. RFRP peptidek i.c.v.addsa c-Fos protein (a neuralis aktivitds markere)
expressziot indukal a hypothalamus arcuatus magjaban, a LC-ban és a NTS-ban [236].

Az RFRP-3 neuronok terminalisai horcs6g, borja, majom és emberi
hypothalamusban kiterjednek az eminentia mediana kiilsé (neuroszekrécids) zonajara
[28, 113, 193]. Ezeket a projekciokat patkdnyban eddig nem sikerilt felfedni, bar egy
tanulmany emlitést tesz a jelenlétiikr6l, melyben egy olyan antitestet hasznaltak az
RFRP-3 rostok kimutatasara, amely kulonbdzétt a korabban ragcesalokban hasznaltaktol.
Ez felveti a lehet6séget, hogy az RFRP-3 a portalis vénan keresztul bejut az
adenohypophysisbe, ahol befolyasolja a gonadotropinok szekréciojat. Patkanyban
RFRP-3 rostokat lokalizaltak a GnRH sejtek kdzvetlen kozelében a preopticus arean
belll [94].

1.4.2. RFamid-tipusu peptidek receptorai

Az RFRP peptidek két receptoron keresztil fejtik ki hatasukat: NPFF1 és NPFF2
(NPFF-R) receptorokon. Bonini és munkatarsai munkaja nyoman az NPFF receptorok
gén DNS szekvencidja 2000-ben valt ismertté, tovabbd a receptorok endogén
ligandjaként els6ként az NPAF és az NPFF peptideket azonositottak [12]. A human
NPFF2 gén a 4. kromoszoman lokalizalt, mig az NPFF1 gén a 10. kromoszéman kozel a
NPY Y4 génhez. Szekvenciaanalizis (PCR) vizsgalatok felfedték, hogy a huméan és a
patkdny NPFF1 receptor (430, illetve 432 aminosavbol felépiilé protein) 87%-0S
homoldgiat mutat [12, 45, 129]. Erdekes tovabba megemliteni azt is, hogy a NPFF1
receptor relative nagy szekvencia-homologiat mutat mas peptidek, mint az orexinl
(37%), orexin2 (35%), neuropeptid Y2, Y1, Y4 (34%, 32%, 31%), cholecisztokinin
(34%), PrRP (32%) receptoraival, melyek szerepet jatszanak a taplalékfelvételi
folyamatokban. NPFF2 receptor aminosavszekvencidja szintén szekvencia-homoldgiat
mutat, a patkany és a human NPFF2 receptor 78%-ban mutat azonossagot (420 és 417
aminosavbol felépiil6 proteinek), melyek 49-50%-ban homoldgiat mutatnak a patkany
és hNPFF1 receptorokkal [12]. Az NPFF receptorok (masik nevikén NPFFL1:
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OT7TO22, NPFF2: HLWAR77, NPGPR és GPR74) G-protein kapcsolt receptorok
csaladjaba tartozo, 7 transzmembran doménnel rendelkez6 polipeptidek [45]. Az NPFF2
receptorok Gi vagy Go proteint kot6 receptorok, melyen keresztiil a ligand kotodése az
intracellularis cCAMP-szintet csokkenti. Az NPFF1 aktivalodasa képes mind a cAMP
csokkentésére, mind pedig a CAMP szint emelésére [87]. NPFF1 képes Gs (stimulald)
proteineket ko6t6 receptorokat is aktivalni, ezt bizonyitjdk Gherardi és Zajac kisérletei is,
melyek szerint az olfactoricus bulbus membranban az NPFF peptid receptorkotédést
kovetden az adenilat ciklaz enzim aktivaciojat okozza [68].

Az NPFF receptorok 30-35%-0s azonossagot mutatnak az NPY receptorokkal
[12]. Filogenetikai és kromoszomalis vizsgalatok felfedtek egy kozeli kapcsolatot a
GPR10 receptor (PrRP receptora) és az NPY receptorcsaladok kdzott [115], tovabba
egy evolucids kapcsolatot az NPFF receptorok és az NPY receptorok kdzott. Az NPFF
és NPY peptidek megegyezé C-terminalis aminosavszekvenciaval rendelkeznek
(QRFamid), ami lehetséges interakciot feltételez az NPFF és NPY receptorokkal [19,
136].

Az NPFF receptorokat az endogén ligandjaik iranti eltérd affinitas jellemzi, az
RFRP-1 és RFRP-3 legnagyobb affinitassal az NPFF1 receptorhoz, mig az NPFF és az
NPAF peptidek az NPFF2 receptorhoz kétédnek nagyobb affinitassal, azonban mind az
RFRP peptidek, mind az NPFF csaladhoz tartozo peptidek mindkét receptorhoz kotédve
képesek hatast kifejteni [12, 45, 68, 129]. Szamos kisérletben vizsgaltdk a peptidek
agonista aktivitasat és megallapitottak, hogy az RFRP-3 és az RFRP-1 nagy affinitassal
kotodik az NPFF1 receptorhoz, de gyenge affinitast mutat az NPFF2 receptorhoz. Az in
vitro és in vivo kisérleti eredmények alapjan igy az NPFF1 receptort tartjdk az RFRP

peptidek endogén receptoranak.

1.4.3. RFamid-tipusu peptidek receptorainak (NPFF receptorok)

el6fordulasa

Biokémiai és autoradiografids analizissel szamos kutatocsoport vizsgalta az
NPFF1 és NPFF2 receptor-koté helyeit, valamint a receptorok mRNS el6éfordulasat
patkany kozponti idegrendszerében [12, 129, 230]. Legnagyobb denzitassal az NPFF1
kotéhelyeket a lateralis septumban, az anterodorzalis thalamicus magban és a colliculus
superiorban taldltak. Koézepes koncentracidban talaltdk a Nacc-ben, a stria terminalis

beagyazott magjaban és az interpedincularis magban. Alacsonyabb koncentraciéban
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pedig a thalamicus magvakban, HPC-ban és az AMY -ban azonositottak. NPFF1 mRNS
viszonylag magas koncentracioban talalhaté a hypothalamicus magvakban, a lateralis
septumban, az anterodorzalis thalamicus magban, a bulbus olfactoricusban, a CeA-ban,
tovabba a substantia nigraban. NPFF2 kot6helyek legnagyobb denzitassal a
parafasciculéris és a reticularis thalamicus magokban, a lateréalis hypothalamusban, a
spinalis trigeminalis magban ¢és a gerincveldben detektaltak. NPFF2 mRNS eléfordulasa
kiilonosen jellemz6 a gerincveldben, a NTS-ban, a parafascicularis thalamicus magban
és az LH-ban [129].

Chung-Hung Wu és munkatarsai kilon vizsgéltak a dopaminerg
mesocorticolimbicus palya rendszerében az NPFF1 és NPFF2 receptorok eléfordulasat
[230]. Azt taldltdk, hogy a VTA-ban mindkét receptor nagy mennyiségben
expresszalodik, illetve a PFC-ben és a Nacc-ben szintén jelen van mindkeét receptor
tipus. Tovabba a VTA-ban mind a dopaminerg (tirozin-hidroxilaz-pozitiv) neuronokon,
mind pedig a GABAerg (glutaminsav dekarboxilaz-67 pozitiv) neuronokon kimutattak
az NPFF receptorokat. Korabban még az NPFF1 és NPFF2 receptorok azonositasa el6tt,
Allard és munkatarsai ugyancsak leirtak NPFF kot6helyeket a  dopaminerg
mesocorticolimbicus rendszer néhany struktdrajgban: a VTA-ban, a cingularis
kéregben, a caudatumban és a putamenben [3]. Tovabba Dupouy és Zajac szintén
kimutattdk a NPFF lokalizaciojat a VTA-ban és a Nacc-ben [42].

A human vizsgalatok az allatkisérleti eredményekhez hasonlo eloszlast irtak le:
magas koncentracioban detektaltdk NPFF1 mRNS-t az AMY-ban, a Nacc-ben és a
hypothalamicus magvakban. Erdekes kiilonbség azonban, hogy patkany gerincvelében
foként NPFF2 receptorokat detektaltak, mig emberben a gerinvelében NPFF1

receptorokat mutattak ki nagyobb szdmban [69].

1.4.4. NPFF receptor antagonistak

In vitro kisérletekben vizsgaltak kiilonb6z6 RFamid analogok antagonista
aktivitasat (funkciondlis aktivitds, EC50), valamint a ligandok affinitdsat (IC50) a
receptorokhoz, nevezetesen az RF2 (benzoyl RFamid dipeptide), RF9, RF48 és RF49
peptideket. Azt talaltdk, hogy az RF2 gyenge affinitast mutat mindkét NPFF receptor
tipushoz. Az RF48 és RF49 az NPFF2 receptor irant mutat nagyobb affinitast, mig az
NPFF1 receptorhoz gyengébb affinitassal rendelkezik. Ezen 3 analégrol felfedték, hogy

részleges agonista aktivitassal is rendelkeznek [194]. Az RF9 vizsgalata soran Kiderult,
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hogy mind az NPFF1, mind az NPFF2 receptor irdnt nagy affinitast mutat. Tovabba
megvizsgaltak mas receptorokhoz valo kotédését is, mint példaul a NPY1 és mas rokon
GPR-receptor (GPR10, GPR54, GPR103), valamint opioid receptorok esetében. Az
RF9 nagyon jo szelektivitassal rendelkezik, nem mutat e receptorok irdnt kompetitiv
aktivitast 10 uM-dozisig. Ezen eredmények demonstraljak, hogy az RF9 egy erGs és
szelektiv NPFF receptor antagonista, ugyanakkor a két NPFF receptor szubtipus irant
nem mutat szelektivitdst. Az RF9 in vivo kisérletekben szintén nagyon hatékony
antagonistanak bizonyult [194]. Patkdnyban az RF9 blokkolta az NPFF indukalta
vérnyomas és szivfrekvencia novekedést. Tovabb, az RF9 el6kezelés kivédte az opiod
indukélta hiperalgeziat [194]. Irodalmi adatok szerint az RF9 képes az NPFF receptorok
altal kozvetitett magatartasi hatdsok blokkolasara. NPFF i.c.v. injektéalasa gatolja az
amfetamin indukalta helypreferenciat, ugyanakkor az RF9 eldkezelés blokkolta az
NPFF hatasat. Onmagaban adott RF9 nem valtoztatta meg az amfetamin indukalta
helypreferenciat. RF9 i.c.v. adasa nem befolyasolta a magatartasi paramétereket emelt
keresztpallo tesztben, illetve rotarod tesztben sem [108]. Az RFRP-3 (VPNLPQRF-
amid) agykamraba adva egerekben hypotermiat indukalt, ami RF9 elokezeléssel
kivédhet6 volt. Fontos kiemelni azt a feltételezést, hogy az el6bbi hatasért valosziniileg
az NPFF1 receptorok aktivacioja felel6s [146, 175]. Az RF9 a dansyl-PQRamid (egy
szelektiv NPFF2 receptor agonista) hyperthermias hatasat szintén blokkolta egerekben
[146]. Mindazonaltal az RF9 nem tudta kivédeni a hRFRP-1 okozta kontraktilitast gatlo
hatast patkany szivizomban, amely szintén NPFF2 receptoron keresztiil kdzvetitddik
[153].

A BIBP3226 komponens, melyet elséként Ugy azonositottak, mint egy nem
peptid tipusi NPY Y1 receptor antagonista, melyr6l késébb in vitro Kisérletekben
bebizonyosodott, hogy nagy affinitast mutatott mind NPFF1, mind az NPFF2
receptorokhoz is [185]. NPFF és RFRP-3 peptidek intravénas adasa patkanyban novelte
a vernyomast és artérias kozépnyomast, amit a peptidek egyuttes adasa a BIBP2226
antagonistaval ugyan csokkentett, de nem blokkolta teljesen a vérnyomasndveld
hatdsukat [47]. Tovabbd az NPFF és RFRP-3 i.c.v. adasa hypothermiat indukalt
egerekben, mely hatasokat a BIBP3226 teljes mértékben eliminalt. RFRP-3-nak
6nmagaban adva nincs hatasa fajdalomtesztekben (farok elrantasi: tail-flick teszt),
ugyanakkor morfinnal torténd egyiittes alkalmazéasa novelte a morfin analgéziat [47].

Az RFRP-3 ezen hatasat a BIBP3226 nem volt képes blokkolni.
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Kisérleteinkben az RF9 antagonista alkalmazasa mellett dontéttink, noha a
BIBP3226 antagonistat is valaszthattuk volna. Fontos megemliteni, hogy a BIBP3226
egy er6s NPY Y1 receptor antagonista, noha az NPFF és RFRP-3 hatésai fiilggetlenek az
NPY Y1 receptortdl, mivel ezen peptideknek nem képesek kotddni az NPY
receptorokhoz [159]. Ugyanakkor a CeA-ba azonositottak a NPY Y1 receptortipust,
amihez a BIBP3226 antagonista nagy affinitast mutat, igy ezen antagonista alkalmazésa
helyett az RF9 antagonistat valasztottuk. Az RF9 egy peptid tipusu, erds és szelektiv
NPFF receptor antagonista, melyet RF9 trifluoroacetat s6 forméajaban vettiink (Sigma
Co.), majd fiziologias séoldatban oldva injektaltuk a CeA-ba. (Az RF9 esetében azon
eljarast alkalmaztak, melyet szamos mas peptidnél is hasznalnak, igy az RF9
liofilizaltan, trifluoracetat s6 forméajaban kertlt hozzéank.)

1.4.5. Az RFamid-tipusu peptidek hatasai

Mint az mar jol ismert az RFRP-3 peptid kulcsfontossagu szerepet jatszik a
reprodukcidban, szaporodasi magatartas szabalyozdsaban. RFRP-3 peptidet a madar
gonadotropin gatlé hormon (GnlH) eml6és formajaként azonositottak, mert genetikailag
rokon és funkcionalisan hasonld hatdstu, mint a madar GnlH [28, 213, 217, 218].
Egérben végzett elektrofizioldgiai vizsgalatok kimutattdk, hogy az RFRP-3 [(human
RFRP-3 (8AS)] kdzvetlenul hat a GnRH neuronokra a hypothalamusban, gatolja a
neuralis aktivitasukat, vGlut2 (vezikularis glutamat transzporter) direkt gatlasaval [231].
Tovabba az RFRP-3 centrélis vagy periférias alkalmazasa csokkenti a plazma LH
szintjét ovariektomizalt sziriai horcsogdkben és patkanyokban, ugyanakkor nincs
hatéssal a plazma FSH szintjére, valamint a TRH-ra és a kortizol szintre sem [113, 147,
181]. Erdekes megfigyelés, hogy az RFRP-3 i.c.v. injektalasa noveli a ndvekedési
hormon szintjét flggetlenul a napi periodicitastdl [94].

Az RFRP-1 szintén erds szerkezeti homologiat mutat a GnlH-val, de eddigi
Kimutatott hatasait tekintve a szaporodasban nincs jelentés funkcioja. Bar egyes
munkatarsai megfigyelték, hogy az RFRP-1 centralis adasa a plazma prolaktinszint
ndvekedéseét eredményezi az injektalast koveté 10-30. percben, ami ugy alakulhat ki,
hogy a peptid a hypothalamicus periventrikularis dopaminerg neuronokat gatolja, igy a
prolaktin felszabadul a dopaminerg géatlas aldl (diszinhibicid) [87, 189]. Ugyanakkor

kimutattak, hogy ezeken a neurokon expresszalodik a peptid nagy affinitast receptora
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is, az NPFF1. Més hypophysis hormonra, ugy mint a GH, FSH, LH, TSH és ACTH
nincs hatasa [189]. Egyes szerzOk ellenben azt tapasztaltdk, hogy az RFRP-1 vagy
RFRP-3 i.c.v. injekcioja stressz hormon (ACTH) felszabadulést indukal, valamint
fokozza az oxytocin neuronok aktivitasat [95].

Ismert, RFRP-ir neuronok nagy szdmban expresszalédnak a dorsomedialis
hypothalamusban [65, 236], amely struktira Kkulcsfontossagl szerepet jatszik a
neuroendokrin és magatartéasi stresszvalaszok szabéalyozasaban. RFRP-3 igen nagy
dozisu (7.5 nmol dozis, amely kb. szdzszorosa az éltalunk hasznalt effektiv dézisoknak)
i.c.v. alkalmazasat kovetéen anxiogén hatast mutattak ki open field tesztben. RFRP-3
hatasara csokkent az allatok lokomotoros aktivitasa, illetve a centralis aredban (open
field apparatus kozépsé teriilete) toltott id6. RFRP-1 igen nagy dézisi alkalmazasat
kovetéen open field tesztben csokkent az allatoknak a centralis areaban toltott idejik,
azonban a lokomototos aktivitasuk a kontroll csoporthoz képest nem véaltozott. Az
RFRP-1 és RFRP-3 i.c.v. adasa patkanyokban ndvelte a plazma ACTH és oxytocin
koncentraciojat, mig a vazopresszin koncentraciora nem volt hatassal [95]. Fontos
tudnunk, hogy az oxytocinnak bizonyitottak anxiolitikus hatasat a CeA-ba [5] és a
PVN-ba [11]. Tovabba az oxytocin akut és/vagy kronikus centralis adasa szintén
szorongasoldé hatasu patkanyban és egérben [177], valamint a CeA-ba injektalt
oxytocin receptor antagonista clokezelés eliminalta az oxytocin anxiolitikus hatasat
[151]. RFRP neuronokat azonositottak a hypothalamicus PVN-ba és SON-ba is,
feltételezik, hogy ezen neuronok idegrostjainak egy része a CRH és az oxytocin
tartalmu sejteken végzodnek [174].

Az RFRP-3 i.c.v. adasa egérben testhomérséklet csokkenést okozott, mely NPFF
receptor antagonista RF9 clokezeléssel kivédhetd volt [47]. Ugyanakkor egy szelektiv
NPFF2 receptor agonista, a dansyl-PQRamide agykamraba torténd injektalasa ndvelte a
testhémérsékletet, ami RF9 el6kezeléssel szintén blokkolhatdé volt [146]. Az NPFF
centralis alkalmazasa hypothermiat indukalt egerekben, amit az RF9 eclokezelés
eliminalt [47]. Az RFRP-3 nagyobb affinitast mutat az NPFF1 receptor irant, mig az
NPFF sokkal szelektivebb az NPFF2 szubtipusra. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy
az NPFF receptor szubtipusok ellentétes hatast kozvetitenek a testhOmérséklet
vonatkozasaban.

Az RFRP-3 centralis adasa indukal egy csekély antinociceptiv hatast (farok-
elrantasi tail-flick fajdalomtesztben) az injektalast koveté 30 percben, ez azonban nem

érte el statisztikailag szignifikdns szintet, vagyis csak tendenciaként emlithetd.
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Ugyanakkor morfinnal torténdé egyiittes alkalmazasat kovetéen az RFRP-3 a morfin
indukalta antinociceptiv (analgézias) hatds ndvekedését és meghosszabbodésat
eredményezte, mely hatés szignifikans volt [47]. Fontos megemliteni, hogy az NPFF
i.c.v. alkalmazasa ugyanakkor gatolja a mofin indukalta analgéziat [47].

Az RFRP-3 i.v. adédsa noveli a vérnyomast, az artérias kozépnyomast, valamint
tachycardiat okoz patkanyban. Az NPFF i.v. alkalmazésa ugyancsak vérnyomas-,
artérids kdzépnyomas ndvekedesét és tachycardidt eredményez [47]. Megemlitendo,
hogy PCR vizsgalatok kimutattdk, hogy patkany cardiovascularis rendszerében
talnyomadrészt NPFF2 receptorok lokalizaltak [12].

Kiilonboz6 fajdalomtesztekben (monofilament teszt, paw pressure teszt, farok-
elrantési: tail-flick teszt) végzett Kisérletek soradn kimutattdk, hogy az RFRP-1 [huméan
RFRP-1 (12AS)] intrathecalis adasa taktilis antiallodiniat és termalis antinociceptiv
hatdsokat indukalt patkanyban [165]. Mig a peptid NTS-ba torténd injektalasa soran
mechanikai antihyperalgetikus hatast figyeltek meg. Az RFRP-1 ezen fajdalom
modulalo hatasait az NPFF2 receptoron kdzvetiti, mely receptort nagy denzitasban
lokalizaltak a gerincvel6ben, valamint a NTS-ban, ahol az NPFF1 receptort nem
detektaltak [129]. Ugyanakkor az RFRP-1 [patkany RFRP-1 (37AS)] centréalis
alkalmazésa szupresszalja a morfin analgéziat formalin tesztben és hot plate tesztben
patkanyban [129].

RFRP-3 neuronok kozvetlenil kildenek efferenseket a taplalekfelvételt
szabalyozd hypothalamicus sejtekhez a LH-ba, a VMN-ba és az arcuatus magba
(POMC és NPY sejtekhez) szarvasmarha [174] és egér agyban [66], valamint hasonld
projekciokat talaltak rhesus majmokban is [217]. Elektrofiziologiai Kisérletek
eredményei alapjan elmondhat6, hogy az RFRP-3 gatolja a POMC neuronokat és
csokkenti a POMC neuronok kisspeptin okozta aktivacidjat egerekben [66]. Tovabba,
patkanyokban az RFRP peptidek i.c.v adasa c-Fos protein expressziot eredményez a
hypothalamus arcuatus magjaban [236].

Newmyer és munkatarsai csirkéken vegzett vizsgalataik soran megfigyelték,
hogy i.c.v. RFRP-1 injekcidkat kovetéen csokkent az allatok viz- és taplalékfelvétele
a magatartasi formak (sztereotip viselkedési formak) valtozasat. Nem tapasztaltak
szingifikans  kiilonbséget a peptid injektalasat kovetben sem a  vér
glikozkoncentraciojaban, sem a viselkedési formakban a kontroll kezelésekhez

viszonyitva. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az RFRP-1 anorexigén hatasa nem
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hozhat6 6sszefliggésbe anxiogén hatas megjelenésével. Az RFRP-3 centralis injektalasa
csirkékben jollakottsagot indukal, ugyanakkor a vizfelvételt nem befolyésolja [29].
Erdemes tovabba megemliteni azt is, hogy a PrRP i.c.v. adasa csirkékben orexigén
hatasu, ugyanakkor a PrRP kezelés utan alkalmazott RFRP-3 elimindlja a PrRP
taplalékfelvételt noveld hatasat [29]. Fontos megfigyelés, hogy az obes ob/ob leptin
deficiens tipusu egerekben az arcuatus magban RFRP-3 expresszid csokkenést figyeltek
meg, mig ugyanezen egerekben leptin injektalasat kovetéen az RFRP-3 expresszio
novekedését tapasztaltadk az arcuatus magban [233].

Patkanyokon az RFRP-3 i.c.v. alkalmazasat kovetden taplalékfelvételt fokozod
hatasrol szamoltak be. Val6jaban Johnson és munkatarsai, valamint Murakami és
munkatarsai ugyanazt a modszert alkalmaztdk az RFRP-3 orexigén hatasanak
kimutatdsara. Nevezetesen RFRP-3 i.c.v. (500 ng dozist injektaltak 0,3 vagy 0,5 ul
térfogatban) alkalmazasat kovetden mérték a szilard taplalékfelvételt, melynek soran
egy ora elteltével nem volt kimutathatd szignifikans hatds, mig a 2 oras mérésnél
szignifikans taplalékfelvétel novekedést tapasztaltak [94, 147].

A mi kutatdsaink jelentds része szintén az RFRP peptidek taplalékfelvételre
gyakorolt hatasanak vizsgalatara iranyultak, az i.c.v. beadas helyett azonban

specifikusabb, a CeA-ra korlat6z6dé RFRP mikroinjektalasokat végeztink.
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2. CELKITUZESEK

Korabbi kisérletek alapjan megéllapitottak, hogy az RFRP-3 i.c.v. adva fokozza
a taplalekfelvételt patkanyban, tovabba az RFRP-1 anorexigén hatéasu i.c.v. alkalmazva
csirkékben. A centralis amygdalaban kimutattdk mindkét peptid jelenlétét, valamint
NPFF1 receptorokat is. Az eddigi vizsgalatok csekély informéciét nyujtanak ezen
peptidek taplalékfelvételre és egyéb magatartasi folyamatokban betdltétt szereplikre
vonatkozéan. Az irodalomban nem taldltunk adatot arra vonatkozban, hogy az
amygdalaba mikroinjektalt RFRP-1 és RFRP-3 miként befolyasolja a taplalékfelvételi
magatartast €s egyéb magatartasi folyamatokat. Kisérleteinkben az AMY egy jol
korulhatarolt magcsoportjara a CeA-ra fokuszaltunk, mivel ezen intraamygdaloid régié
bizonyitottan szerepet jatszik a taplalékfelvételi magatartas, stressz-valaszok és

megerdsitési folyamatok szabalyozasaban.

1) Vizsgalataink arra iranyultak, hogy az RFamid-tipusu peptidek emlds (pontosabban
ragcsalok) idegrendszerben eléforduld képvisel6i, az RFRP-1 és RFRP-3 a CeA-ba

injektalva kifejtenek-e hatast a taplalékfelvételre.

a) Vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 taplalékfelvetelre gyakorolt hatasat ad libitum
taplalt patkanyokban.

b) Autoradiografias, illetve immunhisztokémiai vizsgalatok eredmenyei szerint a
centralis amygdala gazdagon ellatott RFamid-tipusi peptideket koté
receptorokkal (NPFF1 receptorokkal). Bar a peptidek affinitdst mutatnak az
NPFF-2 receptor szubtipushoz is, azonban a CeA-ban ezt a receptor szubtipust
nem sikerdlt felfedni. Kisérleteinkben tanulmanyoztuk, hogy a taplalékfelvételre
gyakorolt hatds specifikus-e, azaz NPFF-receptor antagonista el6kezeléssel

kivédhet6-e?

c) Vizsgéltuk, hogy a 24 oOréds taplalékmegvonas indukalta éhség-hajtoers:
motivaciés drive milyen hatassal van az RFRP-1 és RFRP-3 okozta

taplalékfelvétel valtozasra.
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d) Vizsgéaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 akut taplalékfelvétel valtozast indukalo
hatasanak lehetséges egyéb nem specifikus okait:

- vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 hatdasdt a testhémérséklet valtozasra
(esetleges hypothermiét, hyperthermiat kivaltd hatést), a vizfelvételre,
valamint a magatartasi valtozasokra (kiilonbozé magatartdisformdkat

vizsgaltunk: evés, mosakodas, vakarddzas, exploracio, pihenés).

2) Tanulméanyoztuk a CeA-ba injektalt RFRP-1 és RFRP-3 hatasat patkanyok spontan
motoros aktivitasara open field tesztben, valamint szorongasra kifejtett hatasat emelt
keresztpallo tesztben. Fontos volt megvizsgalni, hogy a peptidek befolyasoljak-e a
lokomaciot, illetve ha anxiogén vagy anxiolitikus hatést indukalnak, akkor az a
taplalekfelvétel mértékét is befolyasolhatja. Tovabba, NPFF-receptor antagonista
elékezeléssel probaltuk igazolni az NPFF1 receptorok szerepét az anxiolitikus vagy

anxiogeén hatas kozvetitéseben.

3) Vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 esetleges jutalmazo, pozitiv megerdsitd vagy
averziv hatasat helypreferencia teszttel. Helypreferencia teszt soran, ha az allatok az
appardtus egy adott térrészében tobb idot toltenek, mint a tobbi részen, azt nemcsak
a preferencia kialakulasa okozhatja, hanem lehet a hipoaktivitas kovetkezménye is,
amely magyarazhato lehet az anyag szorongaskelto hatasaval. Ezt az elobb emlitett
emelt keresztpalld tesztben vizsgaltuk, illetve a helypreferencia teszt specifikus

paramétereit is elemeztik.
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3. ANYAGOK és MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran 280-320 g testtomegli him Wistar patkanyokat hasznaltunk.
Az allatok két héttel a mitétek elott keriiltek at a tenyészetb6l a klimatizalt
allathdzunkba, ahol killon ketrecekbe helyeztiik el 6ket. A helyiségben a hdmérséklet 22
+ 1 °C, arelativ paratartalom 50-60 %-0s volt. Mesterséges megvilagitast alkamaztunk,
melynek soran a napszakok szerinti 12-12 dra sotét és vilagos periddust (reggel 6 Orai
kezdettel) biztositottunk. A magatartasi kisérletek soran a patkanyok standard
laboratoriumi tapot (CRLT/N egységes ragcsalotap, Charles River Magyarorszag Kift.,
Budapest) és csapvizet ad libitum fogyaszhattak. A taplalékfelvételi kisérleteknél a viz
korlatlanul, szildrd tap csak a kisérleteknek megfelelden allt rendelkezésiikre. A
patkdnyokat a miitéteket megelézden ,handlingeltiik”, azaz a kisérletet végzok kezé¢hez
szoktattuk, melyre azért volt sziukseg, mert a mikroinjekciokat kézben tartott éber
allatoknak adtuk be. Az allatok tartasanal es a kisérletek soran végig egyetemunk, ill. a
nemzetkozileg érvényes allatetikai kodex szabalyait betartva jartunk el (Pécsi
Tudomanyegyetem, ill. European Union Council Directive 86/609/EEC, National

Institutes of Health Guidelines for Laboratory Animals).

3.2. Miitétek

A miutétek soran az altatashoz ketamin (80mg/testtomeg kg, Calypsol Richter
Gedeon) és diazepam (20mg/testtomeg kg, Seduxen Richter Gedeon) 4:1 aranyu
keverékét hasznaltuk, melyet i.p. alkalmaztunk. A sztereotaxikus technikaval végzett
mitétek soran rozsdamentes fém vezetGkaniiloket bilateralisan vezettiink be a CeA f61¢é
(2. &bra). A kaniilok atméréje 22 gauge (0,7 mm) volt és belsd vége a célzott struktura
felett 1 mm-rel helyezkedett el. A celzott terllet koordinatait Paxinos és Watson
agyatlasza [163] alapjan hataroztuk meg: AP: a bregmahoz viszonyitva -2,3 mm, ML:

4,1 mm, DV: -6,5 mm a dura felszinét6l szamitva.

27



2. dbra A m(itéthez hasznalt sztereotaxikus készlilékbe fogott allat, valamint patkdny agyszelet
sematikus képe Paxinos és Watson agyatlasza alapjan a célteriiletnek megfelel6en a kaniilok és

mikroinjekciok helyének dbrazoldsa

A vezetOkaniiloket a koponyacsontba erdsitett csavarok segitségével és fogaszati
akrylattal (Duracryl, Dental, Csehorszag) rogzitettiik a koponyacsonthoz. A miitét
végén a kantiloket 27 gauge (0,4 mm) atmérdjii rozsdamentes acéldugoval zartuk le,
megakadalyozva ezzel az eltomddésiiket. Az allatok testtomegét a mitéteket
megelézden és azokat kovetden is naponta mértiikk, a miitétet kovetd 6t6dik napon az

allatok testtémege elérte vagy meghaladta a preoperativ értéket.

3.3. A kisérletek menete

Kisérleteinket a felépiilési iddszakot kovetden a 7. postoperativ napon kezdtiik
meg. Ezen id6 alatt az allatok visszanyerték vagy meghaladtak a preoperativ stlyukat.
Taplalékfelvételi kisérleteink dnkontrollosak voltak, ami azt jelenti, hogy a kisérleti
napon az allatcsoport random mddon kivalasztott résztvevdit adott peptiddel, masokat
vehiculummal kezeltlik, majd a kovetkez6 kisérleti napon felcseréltiik a kezeléseket.

A nemzetkozileg elfogadott és a gyakorlatban hasznalt dnkontrollos Kisérleti
paradigmat kutatocsoportunk mar kordbban is alkalmazta a taplalékfelvételi
kisérleteknél. Az RFRP peptidek esetében ugyancsak ezt a paradigmat valasztottuk.
Ennek t6bb oka volt: a peptidek kdzvetlen amygdalaba torténd mikroinjekciOja esetében
nem &llt rendelkezésre adat a hatékony dozistartomanyt illetéen, ezért tobb dozist kellett
alkalmaznunk. A kilonboz6 koncentracioju oldatok hatasénak vizsgalatahoz sok

mikroinjekcio szlikséges. Azonban az agyszOvet funkcionalis épségének megdrzése
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érdekében a mikroinjekciok szama korlatozott. Igy az eltérd, tobb dozisban torténd
mikroinjekciok hasznalata nagy allatszamot is igényel. Méas kisérleti elrendezes esetén
az allatcsoportoknak az eltér6 doézisi RFRP kezelések Kivitelezése rovid idén beliil
(viszonylag egyidOben) nagyon nehezen valosithato meg. Ezért a rovid idén beliil
torténd tobb dozisi mikroinjekciok alkalmazasara az Onkontrollos paradigma
alkalmazésa jelentette a lehetséges megoldast. Egy masik fontos szempont volt, hogy az
allatok téplalékfelvételének mértéke nagy variabilitast mutat patkanyrol patkanyra, igy
ugyanazon allat téplalékfelvételének mérése vehiculum, illetve a peptid valamely
doézisanak alkalmazésa utan, vagyis az 6nkontrollos kisérleti elrendezés megbizhatébb

adatokat nyujt.
3.4. Anyagok, mikroinjekcidok

Kisérleteink soran az RFRP-1 (048-48, Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA) 25,
50, 100 és 200 ng (azaz 18,93; 37,8; 75,7; 151,4 pmol) dozisat, az RFRP-3 (048-33,
Phoenix Pharmaceuticals, Inc., USA) 25, 50, 100 és 200 ng (azaz 25,25; 50,5; 100,1;
201,9 pmol) és az NPFF receptor antagonista RF9 (R4282, Sigma Aldrich Co.
trifluoracetat s6 ) 20, 25 ng és 50 ng (41,4; 51,8 és 103,6 pmol) ddzisat hasznaltunk. Az
anyagokat 0,15 M-os NaCl-ban oldottuk, a mikroinjekciok térfogata 0,4 pl volt.
Kontroll kezelésként a vehiculumot (0,15 M steril NaCl) alkalmaztuk ugyanabban a
térfogatban. Az elébb emlitett dozisok az egyik agyfeltekéhez tortént injekciok dozisat
jelentik, tehat az allatok a fent emlitett ddzisok kétszeresét kaptak, mivel a
mikroinjekciok minden esetben kétoldaliak voltak. A tovabbiakban mind az abrakon,
mind a dolgozat szdveges részében az egyoldali dézisokat tlntetjuk fel.

Kozvetleniill a kisérletet megelézéen, az anyagbeadds elott a dugokat
eltavolitottuk a vezet6kaniilokb6l. Az anyagbeadast a kronikusan implantalt
vezetbkaniilbe helyezett beadokaniilon (kiils6 atméré 27 gauge, 0.4 mm) keresztil
végeztiik. A beaddkanul 1 mm-rel talnytlt a vezetOkaniilon, igy elérve célteriiletet, az
oldat a CeA-ba kerult. A beaddkanilt 20 cm-es polietilén csével 10 ul-es Hamilton
fecskend6hoz csatlakoztattuk, mely az oldott anyagokat tartalmazta. A Hamilton
fecskendét Cole-Parmer automata minipumpaval (Cole-Parmer, IITC, Life Sci.
Instruments, California) miikodtettiik, amelyet Ugy programoztunk, hogy 1 percen
keresztil folyamatosan, egyenletes tempoOban juttassa az anyagot a célterlletre. A

beadast kovetden a beadokaniilt tovabbi 1 percig a vezetdkaniilben hagytuk, hogy
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megakadalyozzuk az anyag visszafolyasat, majd eltavolitdsa utan ismét dugdval zartuk
a vezetOkaniilt. Az ANT elékezelés minden esetben 15 perccel eldzte meg az RFRP-1
vagy RFRP-3 mikroinjekciokat. Az injekcidkat kézben tartott eber allatoknak adtuk be
(3. &bra).

" Glaalaloln)
Ml 2008 B00006

b

3. dbra Neurokémiai anyagok mikroinjektalasanak illusztralasa

3.5. Taplalékfelvétel mérése

A taplalékfelvétel mérését ad libitum taplalt, illetve 24 oOran at deprivalt
allatokon végeztik. Ad libitum taplalt allatokkal vegzett kisérletek soran a patkanyoktol
a kiseérlet kezdete elott 1 draval elvettik a szilard taplalekot, mig a 24 o6ran keresztil
¢heztetett allatokkal végzett kisérletek sordn a mikroinjekcidkat megel6z6 24 oraban €s
a meérési periddusok ideje alatt a szilard taplalékot megvontuk. A taplalékfelvételi
vizsgalatokat folyékony tap alkalmazasaval vegeztiik, amely modszerrel szamos peptid
taplalékfelvételt befolyasolo hatdsa mar korabban is publikalasra kerdlt [49, 50, 80, 206,
225, 226]. Ezen folyékony taplalékfelvételi paradigmanak szamos elénye van. Egyik
elonye a folyékony tap alkalmazasénak a szilard tap méresével szemben, hogy a
folyékony tap nem igényli az etetdracsbol valé eltavolitast. gy a folyékony tapmérés
alatt egyrészt nem zavarjuk az allatokat, masrészt nem vész el a mérés ideje alatt az a
taplalékfelvételre fordithato id6, ami a szilard tap esetében a tap etetdracsbol vald

kiszedésevel, mérlegre helyezésével elveszne. A folyékony tap mérésének tovabbi
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elonye, hogy az allatok megzavarasa nélkiil, akar 5 perces id6intervallumokban
leolvashatd az aktudlis fogyasztas, eés e paradigmaban is (akarcsak a szilard tapnal)
biztosithat6 az azonos izii és energiatartalmui taplalék minden kisérleti allat esetében.

A neofdbia elkeriilése végett, két héttel a miitétek elott az allatokat folyékony
tap felvetelre, tejivasra (136,45 kJ/100 ml, Milk Quick, Berettyoujfalu) szoktattuk,
melyhez egy Kkalibralt milliliteres beosztasu itat6tubusbol juthattak (4. abra). Els6 héten
délelott 8 oOratdl 12 oOrdig a szokvanyos ragcsalotap helyett tej allt az allatok
rendelkezésére, hogy hozzaszokjanak, s az Uj izt reprezentalé tejjel kapcsolatos neofébia
megsziinjon. Hét nappal a miitétek eldtt, ugyanugy, mint a késébbi kisérletek folyaman
végig, mar csak napi egy o6ran keresztul fogyaszthattdk a folyékony tapot, hogy
megszokjak a kisérleti proceddra hosszat, és stabil alaptejfelvétel alakuljon ki. Azon
allatokat, melyeknél nem alakult ki egyenletes fogyasztds kizartuk a kisérletbol.
Vizsgalataink sordn ml-es pontosaggal mértik az akut taplalékfelvételt, a
mikroinjekciokat kdvetd elsé fél oraban 5 percenként, majd a 40., 50., 60. perchen. A
mérés utan az allatok Gjra szilard taphoz, valamint folyadékhoz juthattak.

4. abra Patkany taplalékfelvételének mérése ml-es beosztdsu itatétubusbdl
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3.6. Az allatok magatartasanak vizsgalata taplalékfelvételi

paradigmaban

A vizsgalatok soran 25 percen keresztul videokameréval rogzitettiik az allatok
viselkedését (Panasonic SDR-H85 video camera) az 50 ng RFRP-1, az 50 ng RFRP-3,
illetve a vehiculum CeA-ba injektalasat kovetden. Azért valasztottuk ezt az id6tartamot,
mert az RFRP peptidek anorexigén hatdsa foként az els6 25 percben nyilvanul meg. Az
allatokat a tapalékfelvételi kisérletekhez hasonléan a megszokott kdrnyezetiikben
vizsgéltuk. A videofelvételeket az allatok ketrece elé helyezett kameraval készitettik. A
videofelvételek off-line kiértékelését két fiiggetlen megfigyel6 végezte, akik nem tudtak
melyik videoelemzést végzik. A kisérletek Onkontrollosak voltak. A kezeléseket
kovetéen minden alkalommal a tej behelyezését tekintettiik a videofelvétel rogzités
kezd6 idépontjanak.

Mértuk, hogy az allatok a 25 perces megfigyelés 5 perces szakaszaiban mennyi
1ddt toltottek a folyékony tapfelvétellel, a mosakodasi mozgasformaval, vakarddzassal,

pihenéssel, valamint az exploracioval.
3.7. Vizfelvétel mérése

A miitétek el6tt egy héttel az allatok napi 4 Oran at kalibralt, ml-es beosztasu
itatotubusbdl fogyaszthattak vizet. A kisérletek soran az 50 ng RFRP-1, 50 ng RFRP-3,
100 ng RFRP-3 vagy a vehiculum beadasa utan 60 percig vizsgaltuk a vizfelvételt, az

els6 fél oraban 5 percenként, majd a 40., 50., és 60. percben.

3.8. Testhomérséklet mérési kisérletek

Jol ismert, hogy a testhdmérséklet valtozasa befolyasolja a taplalékfelvételt. Az
irodalomban talaltunk adatot arra vonatkozdan, hogy az RFRP-3 i.c.v. adva befolyasolja
a testhémérsékletetet [47, 146, 175]. Ha az RFRP peptidek intraamygdaloid injektalasa
hypothermiat indukalna, lehetséges, hogy az allatok e hatds miatt nem keresik fel
annyiszor az etet6t és ezért csokken a taplalékfelvételik. Mindezekért indokoltnak
lattuk megvizsgalni az allatok testhdmérsékletetét az RFRP peptidek intraamygdalaris
injektalasait kovetéen. Az allatok testhomérsékletét az anuson keresztiil 2.5 cm-re a
colonba helyezett 0,1 °C pontossagu digitalis hémérével (digital clinical thermometer,
Kruuse, Cat.no 291103) vizsgaltuk. Az 50 ng RFRP-1, 50 ng RFRP-3, 100 ng RFRP-3,
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illetve a vehiculum beadasa el6tt 10 perccel, valamint a kezelések utadn 10 és 20 perccel

mértiik az allatok testhdmérsékletét.

3.9. Magatartasi tesztek

A Kisérleteket hangszigetelt és klimatizalt kisérleti szobdban végeztik. A
patkanyok viselkedését az apparatusok folé helyezett videokamera segitségével
figyeltlik, valamint videomagné segitségével rogzitettiik. Az egyes paramétereket egy
specialis szdmitogépes program, az ’EthoVision Basic’ segitségével mértiik (Noldus
Information Technology b.v., Wageningen, Hollandia). Ez a program az &ltalunk
Kijelolt tertleten és mddon kdveti, valamint digitalisan rdgziti az allat mozgasat,
tovabba online és off-line analizisre is lehet6séget ad (5. abra). A program révén szamos
paraméter megadhatd (megtett ut, 1d6, belépések szama, elsd belépés latenciaja stb.),

akar a teljes apparatus tertiletén, akar az apparatus egyes altalunk kijel6lt részeiben.
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)
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5. dbra Az Ethovision szamitdgépes program illusztrdlasa
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3.9.1. Open field teszt

Open field tesztben az allatok spontan (motoros) aktivitasat vizsgaltuk. A
kisérletek sorén a patkanyokat egy 60x60x60 cm-es dobozba helyeztik. A doboz aljat
16 egyenld méretli négyzetre osztottuk. A megvilagitast egy 40 W-os piros ég6
szolgaltatta. Ot percen keresztiil figyeltiik és a doboz folé erdsitett videdkameraval
rogzitettuk az Aallatok viselkedését. Mértik az Aallatok altal megtett tavolsagot, a
keresztezeések szamat és az allatoknak az open field apparatus centralis areajaban toltott
idejét [a dobozt centralis (ez jelentette k6zépsé négy négyzet terliletét-ami az egész
apparatus 25%-a) és periférias terlletre is felosztottuk].

3.9.2. Emelt keresztpall6 teszt (Elevated plus-maze test)

Az emelt kereszpallé tesztet egyes anyagok szorongast oldé vagy szorongast
kelt6 hatasanak kimutatasara hasznaljak. Elonye mas tesztekkel szemben az, hogy mind
anxiogén, mind anxiolitikus hatasok kimutatasara alkalmas. A Kiseérleti apparatus két
nyitott (50 cm x 12 cm) eés ket zart (50 cm x 12 cm x 40 cm) karbol all, melyek 1
méterrel a talaj folott kereszt alakban helyezkednek el. A Zart kar oldala 40 cm magas,
teteje nyitott (6. abra). A megvilagitast egy 40 W-o0s piros ég6 szolgaltatta. Az
apparatust minden egyes iilést kovetéen kimostuk és megszaritottuk. Tiz perccel az
intraamygdalaris injekciokat kovetéen a kisérleti allatot az apparatus kozepére
helyeztiik, orral az egyik zart kar irAnyaba. Ezt kovetéen 5 percig figyeltik és videdval
rogzitettilk az allatok mozgasat. Mértiik a zart karokon, a nyitott karokon és a nyitott
karok végein eltoltott idot, valamint a zart karokra, a nyitott karokra és a nyitott karok
végeire torténd belépések szamat. Mértiik tovabba az allatok altal 5 perc alatt megtett Gt

teljes hosszat.

6. abra Az Emelt keresztpallo teszt felépitése
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3.9.3. Helypreferencia teszt

A helypreferencia kimutatasara egy 85 cm atmérdjii, 40 cm magas fali, henger
alaku apparatust hasznaltunk (amely egy kor alaka ‘open field’ doboz). A sotétsziirke
szinli doboz aljan 1évo két fekete vonal az apparatust négy egyenlé nagysagu kvadransra
osztotta. Az allatok térbeli tajékozodasat kiilsé vizualis “jelek”, un. “cue”-k segitették,
amelyek a kisérletek soran végig konstans pozicidban voltak. Vizsgalataink soran az
apparatust 40 W-os izzdval vilagitottuk meg. A dobozt minden egyes Kisérlet utan
kimostuk és megszaritottuk. A kisérleti feltételek (apparatus méretei, megvilagitas stb.)
megfeleltek a Huston és munkatarsai altal bevezetett kisérleti modszernek [83, 99, 117,
191].

A helypreferencia tesztet négy egymast koveté napon végeztiik (7. abra). A
kisérlet elsd napjan az allatokat habitudltuk, melynek sordn az allatokat konstans
iranyban az apparatus kozepére helyeztiink. Ezt kdvetéen az allatok 15 percen (900 s)
keresztil szabadon mozoghattak az egész doboz terlletén. Ezen id6 alatt mértiik a
patkdnyok altal megtett utat és az egyes kvadransokban toltott id6t masodperc
pontossaggal. A Kisérlet masodik és harmadik napjan tértént az allatok kondicionalasa
(7. abra). Ezeken a napokon az allatokat az anyagbeadast kovetden a kezelé kvadransba
helyeztiik. A kezelé kvadrans a kor alaktl apparatus egyik atlatszo plexiliveggel
elvalasztott negyede (kvadransa) volt. Minden egyes allatnak az apparatus egy olyan
kvadransat valasztottuk Ki a tarsitasra, amelyben az allat a Habituacié sordn nem a
legtobb, de nem is a legkevesebb id6ét toltotte. A kezeld kvadransok megoszlasa
kiegyenlitett volt az egyes csoportokon beliil, az allatokat a kiilonbozé kezelési
csoportokba véletlenszeriien soroltuk be. Az allatokat, a bilateralis mikroinjekciot
kovetéen azonnal 15 percre a kezelé kvadransba zartuk, egy plexi térelvalasztd lap
biztositotta, hogy az allat ne tudjon a tébbi kvadransba atmenni. A kezelé kvadransban
toltott id6 alatt az allat Gsszekapcsolhatta, tarsithatta a beadott anyagok altal kivaltott
hatast a kvadransban latott kornyezettel. Az allatok mindvégig lathattak a kiils6 vizualis
jeleket, melyek alapjan tajékozodhattak. Mindkét nap ugyanazt az eljarast hasznaltuk. A
negyedik napon, a teszt soran a plexi térelvalasztd lapot eltavolitottuk, majd a
patkanyokat anyagbeadas nélkiil az apparatus kozepére helyeztiik konstans poziciéban,
és 15 percig (900 s) Ujra szabadon mozoghattak az egész dobozban (7. abra). Ekkor

ismét mértiik, hogy az 4llatok mennyi id6t toltenek az egyes kvadransokban. A
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helypreferencia kiépiilésének az volt a kritériuma, hogy az Allatok a teszt soran

szignifikansan tobb id6t toltsenek a kezeld kvadransban, mint a habituacio alatt.

2. nap 3. nap
Kondicionalas
15 perc KezelOkvadrans

4. nap
Teszt
15 perc szabadon

1. nap
Habituacio
15 perc szabadon

7. dbra A helypreferencia teszt illusztralasa

3.10. Adatok kiértékelése
3.10.1. Szovettan

A kisérletek befejezését kovetéen az allatokat ip. uretan (20%) oldattal
elaltattuk, és el6szor fiziologias sooldattal, majd ezt kovetéen 10%-os formaldehid
oldattal transzkardialisan perfundaltuk. Az eltavolitott agyakbol egy hét postfixacios
periddust kovetéen mikrotommal 40 pm vastagsagi metszeteket készitettiink, melyeket
krezil-ibolyaval festettiink meg. Az értékelés fénymikroszkoppal tortént, Paxinos és
Watson-féle sztereotaxikus [163] atlasz segitségével rekonstrudltuk a kanilok valos
helyét. Az eredmények kiértékelése sordn a statisztikai analizisb6l kizartuk azon

allatokat, amelyek esetében a kaniil nem a céltertileten volt.
3.10.2. Statisztika

A taplalékfelvétel mérési vizsgalatok soran nyert adatok Kkiértékeléséhez
variancia analizist (ANOVA with repeated measures, SPSS Windows 18.0)
alkalmaztunk. Mivel ezen Kisérleteink o6nkontrollosak voltak, melyek soran az
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RFRP peptidekkel, illetve antagonistaval kombinalt kezeléseket is alkalmaztunk, a
Kisérletek menete és az allatcsoportok nagy szama miatt post hoc tesztekkel nem
értékelhettiik adatainkat. Mindezért ahol a varianciaanalizis a kezelés és/vagy a kezelés-
id6 interakcio tekintetében szignifikans eltérést mutatott parositott t-probaval folytattuk
az analizist. Parositott t-probaval hasonlitottuk 0ssze az egyes id6pontban ugyanazon
allatcsoport eltéré kezeléseket kovetGen nyert adatait. A téplalékfelvétel valtozassal
kapcsolatos Kisérleteink, igy a vizfelvétel-, a taplalékdeprivacios taplalékfelvétel-, a
testhémérséklet mérési, tovabba az allatok magatartdsanak vizsgalata taplalékfelvételi
paradigméban végzett kisérletek szintén onkontrollosak voltak, igy a fent emlitett
statisztikat alkalmaztuk az adatok analizisére.

Magatartasi vizsgalataink nem voltak onkontrollosak. Igy azok soran az eltérd
kezelésekben részesilt allatcsoportok eredményeinek statisztikai értékelesére egy-
szempontos vagy két-szempontos varianciaanalizist (ANOVA, SPSS Windows 18.0)
alkalmaztunk. Ezt kovetden, szignifikans kiillonbseg esetén Tukey fele post hoc tesztet
végeztiink az eredmények tovabbi analizisére. A szignifikancia szintet minden esetben

p<0,05-nek tekintettiik, a szignifikans értékeket a grafikonokon csillaggal jeloltik.

3.10.3. Az adatok abrazolasa

A taplalékfelvetel mérési, deprivacios és vizfelvételi kisérletek soran nyert
adatok abradzolasara kumulativ diagrammokat alkalmaztunk. Az abrazolt értékek a
Kisérletben részt vevé, a szovettani kiértékelést kovetden ,,megmaradt” n szamu allatnal
mért értékek atlagai. Az abrakon feltiintetett kontroll értékek megfelelnek ugyanazon
allatcsoport vehiculum beadasa utani fogyasztasanak. A vizszintes tengelyen percben
tuntettik fel a taplalékfelvétel mérésének idépontjait, a fiiggbleges tengelyen a
fogyasztott folyékony tap mennyiségét jeloltik ml-ben a kisérleti allatok testtomegének
100 grammjara szamitva. A tovabbi Kisérletekben az abrazolast oszlopdiagrammokkal
végeztik. Az eltéré kezelésben részesiilt allatcsoportokat kiilonbozé oszlopok jelolik. A
fiiggbleges tengelyen a mért paramétert, a vizszintes tengelyen a kisérlet metodikdjanak
megfeleld fazist tiintettiik fel. Minden 4bran feltiintettilk a mérés hibdjaval korrigalt

szorast is (atlag £ S.E.M.).
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4. EREDMENYEK

4.1. Szovettani értékelés

Az eredmények szovettani feldolgozasa alapjan a kisérletekben résztvett 496 db
Wistar patkany kozil 451 esetben a célteriiletnek, azaz a CeA-nak megfeleléen
helyezkedtek el a bilateralis kaniilok, a fennmaradd 45 patkanynal a kanilok pozicidja a
célteriileten kiviil esett (8. abra). Ezek kozul 12 esetben a kanilok az agyalapon a liquor
térbe értek, tovabbi 15 esetben a kanilok vége 1 mm-rel a célteriilet alatt végz6dott a
basomedialis AMY teriletén. Nyolc esetben aszimmetrikusan, a célteriilettdl
medialisan, illetve lateralisan végzddtek, ami a lateralis/basolateralis AMY -nak, illetve
a medialis AMY terlletének felel meg. Végul tiz esetben a kanulok vége 1 mm-rel a
célterlilet felett és attdl lateralisan, illetve medialisan helyezkedett el a caudatum-
putamen, illetve a capsula interna teriiletén. A statisztikai analizisbdl kizartuk azokat az

allatokat, amelyek esetében a kaniil nem a céltertileten volt.

(A) (B)

7S STON
Bregma -2.12 mm
1 24
43855 43455

Bregma -2.30 mm

Bregma -2.56 mm

8. dbra A mikroinjekcidk helyeinek sematikus abrazolasa Paxinos és Watson agyatlasza alapjan.
A diagram kozepén lathatd szamok a bregmatél mért anterior-posterior tavolsagot mutatjak.
(A) panel: a korok a célteriletnek megfelel6 bilateralis mikroinjekcidk helyeit mutatjak
(n=451). (B) panel: az azonos szimbdélumok a nem megfelel6 pozicidban |évé bilateralis kanilok
végének helyeit jel6lik (n=45). A szimbdélumok melletti szdmok azon allatok szamat jelentik,
amelyek esetében a mikroinjekcié a szimbdlummal megjel6lt helyekre tortént.
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4.2. Taplalékfelvételt vizsgalo kisérletek eredményei

4.2.1. Az intraamygdalaris RFRP-1 mikroinjekcioik hatdsa a
taplalékfelvételre

Kisérleteink soran a vehiculum, illetve a 25, 50, 100 és 200 ng RFRP-1
vezetOkaniilon keresztll torténd CeA mikroinjekcidkat kovetéen 60 percen keresztil
mértik az allatok tejfogyasztasat. Az RFRP-1 legalacsonyabb, 25 ng-os ddzisa nem
okozott valtozast a taplalékfelvételben a kontroll kezeléshez képest (9. abra). A 25 ng
(18.93 pmol) RFRP-1 mikroinjekciot kovetéen az ANOVA analizis kizarolag az id6
szignifikans hatasat mutatta a taplalékfelvételre, sem a kezelés, sem pedig a kezelés-id6
interakcid6 nem mutatkozott szignifikdnsnak (idé hatasa: F[8,80]=13,079, p<0,001,
kezelés hatasa: F[1,10]=0,376, p>0,05, id6 x kezelés: F[8,80]=0,970, p>0,05, 9. abra).
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9.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 25 ng RFRP-1 vagy a
vehiculum intraamygdalaris mikroinjekcioja utan. Az lires négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az RFRP-1 kezeléseket kévets taplalékfelvétel atlag +
S.E.M. értékeit tikrozik.
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Vizsgalataink szerint az 50 ng (37.8 pmol) RFRP-1 injekcidja szignifikans
taplalékfelvétel redukciét okozott. ANOVA analizis alapjan az id6é és a kezelés
szignifikdnsnak bizonyult (idé hatasa: F[8,80]=3,128 p<0,004, kezelés hatasa:
F[1,10]=29,345, p<0,001, id6 x kezelés: F[8,80]=0,293, p>0,05). A pérositott t-préba
eredménye alapjan az 50 ng dozisi RFRP-1 mikroinjekcidja a mérés kezdetét6l a mérés
végéig tarto szignifikéns taplalekfelvétel redukciot okozott a kontroll kezelés hatasdhoz
képest (n=8, p<0,01, 10. &bra).

—=—kontroll
- - 50ng RFRP-1

n=11 * %* * * * *

Taplalékfelvétel (ml/100g ttkg)

Ido (perc)

10.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 50 ng RFRP-1 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcidja utan. Az Ures négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszégek pedig az RFRP-1 kezeléseket kévetd taplalékfelvétel atlag = S.E. M.
értékeit tikrozik.
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A hatékony dozist a duplajara emelve lathatd, hogy a 100 ng (75.7 pmol) RFRP-
1 mikroinjekcidja mar nem okoz szignifikans valtozast a taplalékfelvételben. A mérés
kezdetétél fogva ugyan nem szignifikans a kiilonbség, de lathatdo tendencia a
tapfelvételcsokkenésre az RFRP-1 kezelés esetén a kontroll kezeléshez viszonyitva
(n=9, p>0,05, 11. &bra). Az ANOVA analizis nem mutatott szignifikans eltérést a
kezelés és az id6 x kezelés interakcid vonatkozasadban sem (id6: F[8,64]=2,139, p<0,05,

kezelés: F[1,8]=1,222 p=0,301, idé x kezelés interakcio: F[8,64]=0,261, p=0,976).

—B—kontroll

2.5 -
n=9 --&- 100ng RFRP-1

Taplalékfelvétel (ml/i100g ttkg)

25" 30" 40 50" 60
Id6 (perc)

11.4bra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 100 ng RFRP-1 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcidja utan. Az Ures négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszégek pedig az RFRP-1 kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag + S.E.M.
értékeit tikrozik.
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A 200 ng (151.4 pmol) RFRP-1 alkalmazasa nem okozott redukciot a
taplalékfelvételoen a kontroll kezeléshez viszonyitva a vizsgalt periddus egyik
idépontjaban sem (12. dbra). Az ANOVA analizis nem mutatott szignifik&ns eltérest a
kezelés és az id6 x kezelés interakcid vonatkozasaban sem (id6: F[8,72]=4,258,
p<0,001, kezelés: F[1,9]=0,179 p=0,682, id6 x kezelés interakcio: F[8,72]=1,001,
p=0,443).
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12.4bra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 200 ng RFRP-1 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcidja utan. Az Ures négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszégek pedig az RFRP-1 kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag £ S.E.M.
értékeit tikrozik.
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4.2.2. Az

taplalékfelvételre

intraamygdalaris RFRP-3  mikroinjekcidik  hatasa

a

Kisérleteink sorén vizsgaltuk az RFRP gén masik, rdgcsalokban is szintetiz&lédo

peptidjének, az RFRP-3-nak a taplalékfelvételre gyakorolt hatasat. Kisérleteink soran

az RFRP-3 kiilonb6z6é dozisait injektaltuk a CeA-ba és 60 perces periodusban meértiik a

folyékony taplalékfelvételt.

Vizsgélatainkban a 25 ng (25.25 pmol) RFRP-3 mikroinjekci6ja nem okozott

véltozast a taplalekfelvételben a kontroll kezeléshez képest a megfigyelt id6intervallum

egyik idépontjaban sem (13. dbra). 25 ng RFRP-3 mikroinjekcidt kovetéen az ANOVA

analizis kizarolag az 1d6 szignifikans hatasat mutatta a taplalékfelvételre, sem a kezelés

sem pedig a kezelés-id6 interakcidé nem mutatkozott szignifikansnak (id6 hatasa:
F[8,64]=13,298, p<0,001, kezelés hatasa: F[1,8]=1,242, p=0,201, id6 x kezelés:
F[8,64]=0,710, p=0,835).

Taplalékfelvétel (ml/100g ttkg)

13.4bra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 25 ng RFRP-3 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekciéja utan. Az lres négyzetek a kontroll-, a fekete
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o
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1

—HB— kontroll
---A -- 25ng RFRP-3

5' 100 15 200 25 300 40 50 60

1d6 (perc)

haromszébgek pedig az RFRP-3 kezeléseket kévets taplalékfelvétel atlag + S.E.M.

értékeit tlikrézik.
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Megfigyeléseink szerint az 50 ng (50.5 pmol) RFRP-3 injekcidja szignifikans
taplalékfelvétel csokkenést okozott (14. dbra). ANOVA analizis alapjan az id6é és a
kezelés szignifikdnsnak bizonyult (id6 hatasa: F[8,104]=34,484, p<0,001, kezelés
hatasa: F[1,11]=6,215, p=0,027,) id6 x kezelés interakcio: F[8,104]=2,322, p=0,450).
A pérositott t-proba eredménye alapjan az RFRP-3 injekcidja a mérés kezdetétdl a
merés végeig tarto szignifikans taplalékfelvétel redukciot okozott a vehiculum kezelés
hatasahoz képest (p=0,001-0,039).

—=—kontroll
= 4 - -k - 50ng RFRP-3
=
£ 35/ n=12 % * * * * *
S
o 3
=
E 25 -

T 2
2
o 1.5
]
@ 1
=
8 05
=
0 T T T T T T T T 1
o 5' 10' 15 20 25 30 40° 50° 60

Idd (perc)

14.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 50 ng RFRP-3 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcioja utan. Az lires négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszégek pedig az RFRP-3 kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag £ S.E.M.
értékeit tikrozik.
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A 100 ng (100.1 pmol) RFRP-3 mikroinjekcidja hasonld hatast eredményezett
(ANOVA: id6: F[8,88]=22,968, p<0,001, kezelés: F[1,11]=14,962, p=0,003, id6 x
kezelés interakcid: F[8,88]=0,464, p=0,878). Parositott t-préba eredménye alapjan a 100
ng RFRP-3 szignifikans taplalékfelvétel csokkenést idézett eld a vizsgalt periodus
végeéig (p=0,002-0,026) (15. &bra).

—&=— Kontroll
--k&- 100ng RFRP-3

n=11

Taplalékfelvétel (ml/i100g ttkg)

1d6 (perc)

15.4bra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 100 ng RFRP-3 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcidja utan. Az Ures négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszégek pedig az RFRP-3 kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag £ S.E.M.
értékeit tikrozik.

A 200 ng (201.9 pmol) RFRP-3 alkalmazdasa nem okozott redukciot a
taplalékfelvételben a kontroll kezeléshez viszonyitva a vizsgélt periodus egyik
idépontjaban sem (16. abra). Az ANOVA analizis nem mutatott szignifikans eltérést a
kezelés és az id6 x kezelés interakcid vonatkozasadban sem (id6: F[8,72]=4,258,
p<0,001, kezelés: F[1,9]=0,179 p=0,682, id6 x kezelés interakcio: F[8,72]=1,001,
p=0,443).
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16.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 200 ng RFRP-3 vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekciéja utan. Az lires négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszégek pedig az RFRP-3 kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag + S.E.M.
értékeit tiikrozik.

4.2.3. Az intraamygdaléaris NPFF-receptor antagonista RF9

mikroinjekcidinak hatasa a taplalékfelvételre

Az RFRP-1 okozta anorexigén hatds szubsztratspecifikussagarol antagonista
elokezeléssel gy6zodtiink meg. Eldszor meg kellett vizsgadlnunk, hogy az antagonista
onmagaban alkalmazva befolyasolja-e a taplalékfelvételt, ezért els6ként a 20 ng (41.4
pmol) és 50 ng (103.6 pmol) ANT mikroinjekcioinak hatasat tanulmanyoztuk a
taplalékfelvételre. Eredmeényeink szerint sem az alacsonyabb, sem a magasabb dézisu
RF9 6nmagaban alkalmazva nem véaltoztatta meg a taplalékfelvétel dinamikajat (17., 18.

abra).
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17.3bra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 20 ng ANT vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcidja utan. Az lres négyzetek a kontroll-, a fekete
haromszdgek pedig az ANT kezeléseket kévets taplalékfelvétel atlag = S.E.M.
értékeit tiikrozik.
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18.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 50 ng ANT vagy a vehiculum
intraamygdalaris mikroinjekcidja utan. Az Ures négyzetek a kontroll-, a fekete

haromszdgek pedig az ANT kezeléseket kévets taplalékfelvétel atlag = S.E.M.
értékeit tikrozik.
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Miutan meggy6z0dtiink arrdl, hogy az ANT mikroinjekci6 nem okozott

valtozast a kontroll kezeléshez viszonyitva, kombinalt kezeléseket kezdtunk. Irodalmi

adatok és sajat megfigyeléseink szerint a 15 perces idGintervallum, melyet az ANT és az

RFRP mikroinjekciok kozott hagytunk, elegendd a receptorokhoz vald kotddéshez, s az

antagonista hatasanak kialakulasahoz.

Vizsgélataink sorén az el6z6 kisérletekben hatasosnak bizonyult 50 ng RFRP-1,

illetve 50 ng RFRP-3 és 100 ng RFRP-3 dozisokkal ekvimoléris, tehdt azonos molaris

mennyiségli. ANT (20, 25 és 50 ng) el6kezelés hatasat vizsgaltuk. A 20 ng RF9

antagonistaval valo kezelés meggatolta az 50 ng RFRP-1 taplalékfelvétel csokkentd
hatasanak kialakulaséat (19.abra). Az RFRP-3 okozta taplalékfelvétel redukcié szintén

eliminalhato volt az antagonista elékezelés alkalmazasaval (20. és 21. &bra).

Tapalékfelvétel (ml/100g ttkg)
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19.4bra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 20 ng ANT+ 50 ng RFRP-1 vagy a
vehiculum intraamygdalaris mikroinjekcioja utan. Az (ires négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az ANT+ 50 ng RFRP-1 kezeléseket kévets

taplalékfelvétel atlag = S.E.M. értékeit tikrézik.
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20.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozasa 25 ng ANT+50 ng RFRP-3 vagy a
vehiculum intraamygdalaris mikroinjekcioja utan. Az (ires négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az ANT+50 ng RFRP-3 kezeléseket kévetd
taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit tikrozik.
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21.abra A folyékony taplalékfelvétel valtozdasa 50 ng ANT+100 ng RFRP-3 vagy a
vehiculum intraamygdalaris mikroinjekcioja utan. Az (ires négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az ANT+100 ng RFRP-3 kezeléseket kévets
taplalékfelvétel atlag = S.E.M. értékeit tikrozik.

49



Eredményeink azt mutatjdk, hogy az intraamygdalaris RFRP-1 és RFRP-3
peptidekkel  kivalthato  taplalékfelvétel redukcid6  antagonista  eldkezeléssel
felfiiggeszthetd volt, ezért feltételezhetjiik, hogy az RFRP-1 és az RFRP-3 hatésa az
AMY -n belul receptor specifikus.

4.2.4. A deprivaci6 hatdsa az RFRP-1 és RFRP-3 Altal kivaltott

taplalékfelvétel csékkenésre

Kisérleteinkben  megvizsgaltuk, hogy az RFRP peptidek bilateralis
mikroinjekciojanak van-e hatdsa a 24 Orat éheztetett allatok taplalékfelvételére. Jol

ismert ugyanis, hogy taplalékmegvonast kovetéen fokozddik az éhség-hajtderd.

Megfigyeléseink szerint a 24 oran at taplalékdeprivalt patkanyok 50 ng RFRP-1
peptiddel valé kezelése nem okozott szignifikans valtozast a taplalékfelvételben (n=12,
ANOVA n.s., 22. abra).
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22.abra Az 50 ng RFRP-1 hatéasa a folyékony taplalékfelvételre 24 6ran at
taplalékdeprivalt allatokon. Az lires négyzetek a kontroll-, a fekete haromszdgek
pedig az RFRP-1 kezeléseket kbvetd taplalékfelvétel atlag + S.E.M. értékeit
tikrozik.
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Ezzel szemben az 50 ng RFRP-3 kezelést kovetd6 ANOVA analizis az id6 és a
kezelés Osszefuggésében szignifikans eltérést mutatott (n=12, id6 hatasa:
F[8,88]=54,889, p<0,0001, kezelés hatasa: F[1,11]=11,193 p=0,007, id6 x kezelés: F
[8,88]=1,128, p=0,353). Az ezt kovetd parositott t-proba eredménye alapjan a peptid a
vizsgalat elsé 5 percében nem okozott taplalékfelvétel csokkenést a kontrollhoz képest,
mig a 10. perctdl kezdve a mérés végéig szignifikans taplalékfelvétel redukciot okozott
(p=0.013-0.036, 23.4bra).
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23.abra Az 50 ng RFRP-3 hatasa a folyékony taplalékfelvételre 24 6ran at
taplalékdeprivalt allatokon. Az lires négyzetek a kontroll-, a fekete haromszdgek
pedig az RFRP-3 kezeléseket kéveté taplalékfelvétel atlag £ S.E.M. értékeit
tikrézik.

A 100 ng RFRP-3 kezelést kovetd ANOVA analizis nem mutatott szignifikans
eltérést sem a kezelés, sem az id6-kezelés 0Osszefuggésében (n=9, id6 hatasa:
F[8,64]=16,463, p<0,001, kezelés hatasa: F[1,8]=1,159, p=0,313, id6 x kezelés:
F[8,64]=1,024, p=0,427). Ugyanakkor a 10-20. perces méréseknél lathaté tendencia a
taplalékfelvételcsokkenésre, de ez a szignifikancia szintjét nem éri el (24.4bra),
(pérositott t-proba: p=0.102-0.184).
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24.abra A 100 ng RFRP-3 hatasa a folyékony taplalékfelvételre 24 éran at
taplalékdeprivalt allatokon. Az lires négyzetek a kontroll-, a fekete haromszdgek
pedig az RFRP-3 kezeléseket kévets taplalékfelvétel atlag £ S.E.M. értékeit
tlikrozik.

4.2.5. Az intraamygdalaris RFRP-1 és RFRP-3 mikroinjekcidéik hatasa a

vizfelvételre

Kisérleteinkben folyékony taplalékfelvételi paradigmat alkalmaztunk. Mivel a
folyekony taplalékfelvétel és a vizfelvetel hasonlé motoros viselkedést igényel, ezért
szlikségesnek éreztiik, hogy kisérleteinkben kulén megvizsgaljuk a peptidek hatasat a
vizfelvételre. Tanulmanyoztuk, hogy az Aaltalunk el6z6 kisérletekben hasznalt
ugyanazon dozisu RFRP-1 és RFRP-3 CeA-ba torténé injektalast kovetden miként hat a
vizfelvételre (25., 26., 27. abra).
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25.abra A 50 ng RFRP-1 hatasa a vizfelvételre. Az (res négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az RFRP-1 kezeléseket kévets vizfelvétel atlag = S.E.M.
értékeit tiikrozik.
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26.abra A 50 ng RFRP-3 hatdsa a vizfelvételre. Az (ires négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az RFRP-3 kezeléseket kévets vizfelvétel atlag = S.E.M.
értékeit tikrozik.
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—H—Kontroll
n=10 --k-100 ng RFRP-3

0.9 -
0.8
0.7
0.6
0.5

0.3 -
0.2 -
0.1 -

0 T T T T T T T T 1
0 5 10° 15 20" 25 30° 40’ 50’ 60’
Id6 (perc)

Vizfelvétel (ml/100g ttkg)

27.abra A 100 ng RFRP-3 hatasa a vizfelvételre. Az (ires négyzetek a kontroll-, a
fekete haromszégek pedig az RFRP-3 kezeléseket kévets vizfelvétel atlag = S.E.M.
értékeit tikrozik.

Kisérleteink eredményeként elmondhatjuk, hogy a CeA-ba injektalt
taplalékfelvételi kisérletekben effektiv dozisi RFRP-1, illetve RFRP-3 nincs hatassal a
patkanyok vizfelvéltelére. Tehat a vizfelvétellel szemben is specifikusnak tekinthet6 a

folyekony tapfelvétel.

4.3. Az allatok magatartasanak vizsgalata taplalékfelvételi

paradigmaban

Ezen kisérletekre azért volt sziikség, hogy megallapithassuk, magyarazhato-e a
taplalékfelvételben bekovetkez6 valtozas egyéb magatartasi valtozassal. Példaul, ha az
allat a peptid kezelés hatasara tobb id6ét tolt mosakodassal, exploracioval, akkor a
taplalékfelvétellel toltott ideje csokken, ami magyarazhatna a tejfelvétel csdokkenéset is.
Mind az RFRP-1, mind az RFRP-3 anorexigén hatasa az els6 25 percben nyilvanul meg,
ezert a Kisérleti allatok magatartasanak megfigyeléset az intraamygdalaris injekciokat
kovetéen 25 perces idGszakban vegeztik. A Il.-lll. Tablazatban lathatéak a
videofelvételrdl elemzett 5 perces kiértékelések adatai, melyek az 4llatok altal a
kiilonboz6 magatartasformakkal (eves, mosakodas, vakarddzas, exploracio, pihenes)

toltott idejlket mutatjak be az egyes kezelések soran.
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Az RFRP-1 kezelés hatasara nem talaltunk szignifikans kilonbséget az egyes
viselkedési formakat illeten. Bar fontos megemliteni, hogy az els6 5 percben az RFRP-
1 kezelést kapott allatok evéssel toltott ideje csokkent, illetve az exploraciora forditott
idejiik nétt ugyanezen allatok kontroll kezelés kovetéen mért idejukhoz viszonyitva. Az
RFRP-1 kezelést kovetéen a mosakodassal toltott idében a 4. megfigyelési periddusban
némi fokozodas lathato, de ezek az értekek nem mutatnak szignifikdns eltérést. Az
RFRP-1 kezelést kdvetden az allatok taplalékfelvétellel toltott ideje az elsé 10 percben
idejik 25%-at tette ki, mig kontroll kezelést kovetden 40 %-ot mutatott. Ugyanakkor az
exploracioval toltott idejiik az els6 10 percben az RFRP-1 kezelés esetén idejuk 64%--
at, mig vehiculum kezelés esetén 50%-ot tette ki. Megéllapithatjuk, hogy az RFRP-1
kezelés hatdsara kialakuld téplalékfelvétel redukcid6 nem magyardzhat6é a viselkedési
formék megvaltozasaval.

Az RFRP-3 kezelés esetén a videofelvételek analizisének eredményei a Ill.
Tablazatban lathatoak. Vizsgalataink soran egyik megfigyelési periodusban sem
talaltunk eltérést a magatartadsi forméakban a két kezelest (RFRP-3 vs. Kontroll)
0sszehasonlitva. Az &llatok az els6é 10 percben foként az exploracioval toltotték
idejuket. A kontroll kezeléshez képest az RFRP-3 kezelés esetén az allatok
taplalékfelvétellel toltott ideje az elsé 10 percben csokkent, de nem érte el a szignifikans
szintet. A megfigyelés elérehaladtaval az evéssel toltott idé fokozatosan csokkent, a
mosakodassal, vakarodzassal toltott id6 megndtt, végiil a pihenés ideje novekedett meg.
Az allatok exploral6 magatartasa a megfigyelt periédus végéig hasonld szinten maradt.
Megallapithatjuk, hogy az RFRP-3 indukalta taplalékfelvétel csdkkenés nem

tulajdonithaté a magatartasi formakban torténd valtozasoknak.
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Il. Tablazat: Az 50 ng RFRP-1 vagy vehiculum (Kontroll kezelés) hatasa a kiilonb6z6 viselkedési
formakkal t6ltott idére. Az eredményeket (n=7) 6tperces iddintervallumokban secundumban adtuk
meg (atlag+S.E.M.).

Otperces
megfigyelési
periodusok

Evés

Kontroll

50 ng RFRP-1

Kontroll

Mosakodas

50 ng RFRP-1

Vakarddzas

Kontroll 50 ng RFRP-1

1.

156.28+27.20

84.28+10.11

28.85+8.52

16.86+3.24

10.71+7.09 | 0.00+0.00

86.29+13.47

67.86+14.78

18.29+3.64

54.29+15.17

19.86+5.95 | 7.71+2.48

48.14+17.77

46.43+10.09

99.85+22.47

67.28+17.33

15.71+4.77 | 9.14+2.97

15.71+6.70

19.57+8.61

31.71+18.46

110.43+23.6

26.38+6.55 | 8.5+2.70

SR RN

0.00+0.00

14+9.26

30.43+18.62

36.57+20.87

10+4.30 | 19.71+8.48

Otperces
megfigyelési
periodusok

Exploracié

Kontroll

50 ng RFRP-1

Pi

Kontroll

henés

50 ng RFRP-1

1.

104.14+31.05

207.14+9.81

0.00+0.00

0.00+0.00

192.4+14.14

174.30+29.86

0.00+0.00

0.00+0.00

133.57+22.98

169.71+22.76

0.00+0.00

8.86+5.86

160.00£29.75

108.28+26.70

76.86+33.12

52.57£17.57

SR RN

174.57+32.11

85.14+27.2

144 57+37.67

144.57+37.67

I11. Tablazat: Az 50 ng RFRP-3 vagy vehiculum (Kontroll kezelés) hatasa a kiilonb6z6 viselkedési
formakkal toltott idore. Az eredményeket (n=8) 6tperces iddintervallumokban secundumban adtuk
meg (atlagtS.E.M.).

Otperces Evés Mosakodas Vakarddzas
megfigyelési
periddusok | Kontroll 50 ng RFRP-3 | Kontroll 50 ng RFRP-3 | Kontroll 50 ng RFRP-3
1. 102.5+26.33 | 54.38+12.04 2918.38 21.88+4.98 | 9.63%6.60 0.00+0.00
2. 108+14.05 | 76.88+18.66 | 24.13+3.64 | 36.25+12.27 | 14.88+5.93 | 0.00+0.00
3. 11.37+4.24 | 39.5+£8.91 | 72.88+20.83 | 63x14.01 | 26.75+5.80 6.5£3.70
4, 16+9.13 15.38+5.67 | 37.38+16.82 | 34.88+8.93 | 26.38%6.55 8.5+2.70
5. 0.00+0.00 4+2.82 1.75+1.23 3.14+2.07 11+4.20 10.38+3.38
Otperces Exploracio Pihenés
megfigyelési
periodusok Kontroll 50 ng RFRP-3 | Kontroll 50 ng RFRP-3
1. 158.88+31.14 | 225.25+12.16 0.00+0.00 4.00+2.82
2. 161.8+15.38 157+£15.42 0.00+0.00 22.38+£15.82
3. 162.25+27.11 | 155.88419.25 | 15.13+10.7 21.3848.22
4, 121.25+26.37 | 143.25£25.66 | 71.00+£30.94 | 65.75+28.88
5. 149.88+27.87 | 161.58+£29.72 | 137.88+30.58 | 147.43£29.10
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4.4. A testhomérsékletet vizsgalo kisérletek eredményei

Jol ismert, hogy a testhOmérsékletbeli valtozasok befolyasolhatjdk a
taplalékfelvételt, ezért megvizsgaltuk az RFRP kezelések hatasat a testhémérsékletre.
Az irodalomban talalt adatok alapjan elmondhat6, hogy az RFRP-3 i.c.v. adva
testhOmérséklet csokkenést okoz egérben. Tovabba, hogy az RFRP-3 magasabb ddzisu
alkalmazésa (30 nmol) kisebb mértékii hypothermiat valt ki, mint kdzepes ddzisban (10
nmol) alkalmazva [47, 146, 175].

Az RFRP-1 testhémérséklet valtozasra vonatkoz6 hatdsarol nem talaltunk adatot
az irodalomban. Mindeddig nincs adat arra vonatkozdan sem, hogy alacsony doézisban
az amygdalaba injektalt RFRP-1 és RFRP-3 miként befolyasolja a testhémérsékletet
patkanyokban.

44.1. Az intraamygdalaris RFRP-1  mikroinjekcio  hatasa a

testhémeérsékletre

Az 50 ng RFRP-1 ¢és a kontroll kezelés testhémérsékletre gyakorolt hatasat a IV.
Tablazatban foglaltuk 6ssze. A kisérlet soran sem a 10., sem a 20. percben nem

mutatkozott eltérés a testhOmérsékletben a két kezelést 6sszehasonlitva.

IV. Tablazat: A tablazatban a colonban mért testh6mérséklet értékeinek valtozasat tiintettiik fel
az injektdlasok el6tt 10 perccel, illetve az 50 ng RFRP-1 és a kontroll kezelést kovetéen (n=8).
N.S.: nem szignifikans.

Kontroll 50 ng RFRP-1
10 perccel az injekcio 36,73+0,13 36,67+0,17 N.S.
elott
10 perccel az injekcio 37,01+0,11 36,77+0,19 N.S.
utan
20 perccel az injekcio 36,83+0,18 36,82+0,14 N.S.
utan

Ezen Kisérleteink eredményeként elmondhatjuk, hogy az 50 ng RFRP-1 kezelés
nincs hatassal a patkanyok testhdmérsékletére a mikroinjektalast kovetd 20 percben,
tehat e paraméter valtozasa nem lehet oka a taplalékfelvételben bekdvetkezett

redukcidnak.
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4.42. Az intraamygdalaris RFRP-3 mikroinjekciok hatdsa a

testhomérsékletre

Az 50 ng RFRP-3 és a kontroll kezelés, valamint a 100 ng RFRP-3 és a kontroll
kezelés testhomérsékletre gyakorolt hatasat a V.-VI. tdblazatban foglaltuk éssze. A
Kisérlet soran sem a 10., sem a 20. percben nem mutatkozott eltérés a

testhdmérsékletben a kezeléseket 6sszehasonlitva.

V. Tablazat: A tablazatban a colonban mért testh6mérséklet értékeinek valtozasat tlintettik fel
az injektalasok el6tt 10 perccel illetve az 50 ng RFRP-3 és a kontroll kezelést kovetGen (n=8).
N.S.: nem szignifikans.

Kontroll 50 ng RFRP-3
10 perccel az injekcio 36,46+0,15 36,62+0,25 N.S.
elott
10 perccel az injekcio 36,77+0,15 36,75+0,13 N.S.
utan
20 perccel az injekcio 36,83+0,15 36,72+0,19 N.S.
utan

VI. Tabldzat: A tablazatban a colonban mért testh6mérséklet értékeinek valtozasat tlintettiik fel az
injektaldsok el6tt 10 perccel, illetve a 100 ng RFRP-3 és a kontroll kezelést kovetéen (n=8). N.S.:
nem szignifikans.

Kontroll 100 ng RFRP-3
10 perccel az injekcio 36,48+0,14 36,7+0,08 N.S.
elott
10 perccel az injekcio 36,81+0,20 36,92+0,16 N.S.
utan
20 perccel az injekcio 36,61+0,18 36,93+0,08 N.S.
utan

Az eredmenyek Osszefoglalasaként megallapithatjuk, hogy a kezelések hatasara
egyik mérési id6pontban sem taldlhatd kilonbség a testhdmérsékletben, tehat a

taplalékfelvétel csokkenés oka nem a testhdmérséklet valtozasban keresendo.
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4.5. Magatartasi kisérletek eredményei

4.5.1. Az RFRP-1 bilateralis intraamygdaléris mikroinjekcidéinak hatasa
open field tesztben

Open field tesztben az RFRP-1 spontadn (motoros) aktivitasra Kifejtett hatasat
vizsgaltuk. Tiz perccel a vehiculum, illetve az 50 ng RFRP-1 bilateralis CeA injekciodjat
kovetden 5 percen keresztiil mértiikk a patkdnyok altal megtett utat és a keresztezések
szamat, melyek jo indikatorai a motoros aktivitasnak (28-29. &bra). A vehiculummal
kezelt, illetve az 50 ng RFRP-1 kezelésben részesult allatcsoportok teszt soran kapott
adatait 0sszehasonlitottuk az egy nappal a mikroinjekciokat megel6zden végzett mérés
sorén felvett megtett Ut hossz&val és a keresztezesek szdmaval, azaz az alapaktivitassal.
Tovabba az anxiogén’-szerii” hatds kimutatasara hasznalt paramétert, az open field
apparatus centralis aredjaban toltott idét szintén Osszehasonlitottuk a kildnfele
kezelésben részesult allatcsoportoknél. Az eredmeények statisztikai értékelése soran
semmilyen 0sszefuggésben nem talaltunk eltérést az allatcsoportok kozott. A két-
szempontos ANOVA analizis nem mutatott szignifikans kilonbséget a kisérlet egyes
ulései kozott [F(1,16)=0,450, p=0,508], a kilonféle kezelésben részesiilt (50 ng RFRP-1
vagy vehiculum) csoportok kdzott [F(1,16)=0,926 p=0,344] és a kulonféle kezelések és
a Kisérlet egyes ulései kozotti interakcio tekintetében sem [F(1,32)=0,013, p=0,987].

[] Kontroll (n=8)

2000 - M 50 ng RFRP-1 (n=8)

1500 -
1000 -

500 -

Megtett ut (cm)

Alapaktivitas Teszt

28. dbra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 hatdsanak vizsgalata open field
tesztben. Az oszlopok a megtett utat mutatjak (Atlagﬂ: S.E.M). Az éallatcsoportok (A
kontroll, illetve 50 ng RFRP-1 kezelésben részesiilt csoport) jelblése és az

allatszamok jobb oldalon lathatéak.
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[ ] Kontroll (n=8)
120 - M 50 ng RFRP-1 (n=8)

100 -
80 -
60 -

40

Keresztezések szama

20 -

Alapaktivitas Teszt

29. abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 hatdsanak vizsgalata open field
tesztben. Az oszlopok a keresztezések szamat reprezentaljak (Atlagt S.E.M). Az
allatcsoportok (A kontroll, illetve 50 ng RFRP-1 kezelésben részesilt csoport)

jelolése és az allatszamok jobb oldalon lathatoak.

A keresztezések szamanak ANOVA analizise nem mutatott szignifikans
kilonbséget a kisérlet egyes ulései kozott [F(1,16)=1,398, p=0,247], a kilonféle
kezeléshen részesilt csoportok kozott [F(1,16)=0,049, p=0,826] és a kezelés x ulés
interakcié sem volt szignifikans [F(1,32)=0,07, p=0,794].

[ ] Kontroll (n=8)
80 - B 50 ng RFRP-1 (n=8)

60 -

40 -

20 -

Centralis areaban toltott ido
(s)

Alapaktivitas Teszt

30. abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 hatdsanak vizsgalata open field
tesztben. Az oszlopok a centrdlis aredban toltétt id6t reprezentéljdk (Atlag: S.E.M).
Az allatcsoportok (A kontroll, illetve 50 ng RFRP-1 kezelésben részesilt csoport)
jelolése és az allatszamok jobb oldalon lathatdak.

60



A centralis areaban toltott idére vonatkozéan az ANOVA analizis nem mutatott
szignifikdns kilonbséget a kisérlet egyes ulései kozott [F(1,16)=0,293, p=593], a
kilonféle kezeléshen részestlt csoportok kdzott [F(1,16)=0,271, p=0,607] és a kezelés x
ulés interakcié sem volt szignifikéns [F(1,32)=0,199, p=0,659] (30.abra).

Ezen adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy 50 ng RFRP-1 az allatok
altalanos aktivitdsara nem volt hatéssal, a peptid ezen doézisa nem okoz sem
hypoaktivitast, sem hyperaktivitast, igy ezen paraméterek nem jatszanak szerepet az
anorexigén hatés kialakulasaban.

4.5.2. Az RFRP-3 bilateralis intraamygdaléris mikroinjekcidéinak hatasa
open field tesztben

Tiz perccel a vehiculum, az 50 ng vagy a 100 ng RFRP-3 bilaterdlis CeA
injekciojat kovetéen 5 percen keresztiil mértiikk a patkanyok altal megtett utat és a
keresztezések szamat. Az eltérd kezelésben részesiilt allatcsoportok teszt soran kapott
adatait 6sszevetettlk, illetve 6sszehasonlitottuk az egy nappal a mikroinjekciokat
megelézéen végzett mérés soran felvett megtett Gt hosszaval és keresztezések szamaval,
azaz az alapaktivitdssal. Az eredmények statisztikai értékelese soran nem talaltunk
szignifikans kilonbséget az kisérlet egyes ulései kozott [F(1,21)=1,525, p=0,225], a
kilonféle kezelésben részesult csoportok kozott [F(2,14)=0,789, p=0,462] és a kezelés x
ulés interakcio tekintetében sem [F(2,42)=0,104 p=0,902] (31.4bra).

61



OKontroll  (n=7)
O050ng RFRP-3 (n=7)
2500 - m100ng RFRP-3 (n=7)

3000 -

N

o

o

o
1

1500 -

Megtett ut {cm)
=
8

500 -

Alapaktivitas Teszt

31.abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-3 hatasanak vizsgalata open field
tesztben. Az oszlopok a megtett utat mutatjak (Atlagt S.E.M). A kontroll, illetve

RFRP-3 kezelésben részeslilt csoportok jeldlése és az allatszamok jobb oldalon

lathatoak.
OKontroll (n=7)
200 - ©@50ng RFRP-3 (n=7)
o m100ng RFRP-3 (n=7)
S T
‘S 150 -
@ I
X
>
‘@ 100 -
N
@
=
N
"
® 50
)
X
0
Alapaktivitas Teszt

32. abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-3 hatasanak vizsgalata Open field
tesztben. Az oszlopok a keresztezések szamat reprezentéljak (Atlagt S.E.M). A
kontroll, illetve RFRP-3 kezelésben részeslilt csoportok jel6lése és az allatszamok

jobb oldalon lathatéak.
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A keresztezések szamat illetben az ANOVA analizis nem mutatott szignifikans
kilonbséget a kisérlet egyes Ulései kozott [F(1,21)=1,007, p=0,322], a kildnféle
kezelésben részesult csoportok kodzott [F(2,14)=0,817, p=0,450] és a kezelés x ulés
interakcié sem volt szignifikans [F(2,42)=0,118, p=0,889] (32.4bra).

80 -

60 -

40

20 -

Centralis areaban toltott ido (s)

OKontroll (n=7)
@50 ng RFRP-3 (n=7)
B 100 ng RFRP-3 (n=7)

Alapaktivitas

Teszt

33. abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-3 hatasanak vizsgalata Open field

tesztben. Az oszlopok a centralis aredban toltétt idét reprezentéljak (Atlag+ S.E.M).

A kontroll, illetve RFRP-3 kezelésben részeslilt csoportok jeldlése és az allatszamok

jobb oldalon lathatdak.

A centralis areaban t6lt6tt idore vonatkozoan az ANOVA analizis nem mutatott
szignifikdns kulonbséget a kisérlet egyes ulései kozott [F(1,21)=1,007, p=0,322], a
kilonféle kezelésben részesult csoportok kozott [F(2,14)=0,817, p=0,450] és a kezelés x
ulés interakcio sem volt szignifikans [F(2,42)=0,118, p=0,889] (33.4bra).

Ezen adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a korabbi Kisérleteinkben

hatékonynak bizonyult dozistartomanyban az RFRP-3 nem befolyasolja az allatok

altalanos aktivitasat.
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45.3. Az RFRP-1 bilateralis intraamygdaléris mikroinjekcidinak hatdsa

emelt keresztpallé tesztben

Emelt keresztpalld tesztben vizsgaltuk az RFRP-1 lehetséges szorongast fokozd
(anxiogen), illetve szorongas oldd (anxiolitikus) hatasat. Tiz perccel a vehiculum, az 50
ng vagy a 100 ng RFRP-1 bilateralis CeA injekciojat kovetéen 5 percen Kkeresztil
mértiik a zart karokon, a nyitott karokon és a nyitott karok végein elt6ltott id6t, valamint
a zart karokra, a nyitott karokra, a nyitott karok végeire tortén6 belépések szamat €s az
Osszes megtett utat. A kapott eredmények a 34. abran és a VII. Téablazatban lathatoak.
Az egyszempontos ANOVA analizis szignifikans kilonbséget mutatott a csoportok
kdzott a nyitott karon toltott idében [F(2, 25)= 7,248; p<0,01], valamint a nyitott kar
végén toltott idében [F(2, 25)= 5,068; p<0,05]. Az 50 ng RFRP-1 hatasara (n= 9)
szignifikansan n6tt a nyitott karon toltott id6, valamint a nyitott kar végén toltott ido
mind a kontrollokhoz (n= 10, p<0,05), mind a 100 ng RFRP-1 kezelést kapott
csoporthoz (n= 9, p<0,05) kepest. A 100 ng RFRP-1 kezelésben részesiilt csoportnal
ndtt ugyan a nyitott karon t6ltott idé a kontrollokhoz viszonyitva, a két csoport kozott
azonban nem volt szignifikans a kilénbseg, a nyitott kar végén to6ltott idé ugyancsak

nem valtozott a nagyobb do6zisi RFRP-1 hataséara.
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34. abra CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 hatasanak vizsgalata Emelt
keresztpallo tesztben. Az oszlopok a nyitott karon és a nyitott kar végén téltétt id6
dtlagat reprezentaljék (Atlag+ S.E.M). A hdrom kiilénféle kezelésben részesiilt
csoport jelolése és az allatszamok a jobb oldalon lathatdak.
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Az ANOVA analizis szignifikans kilonbséget mutatott a csoportok kdzott a
nyitott és zart karon toltott id6 aranydban (VI1.Tablazat: nyitott karon/zért karon toltott
id6) [F(2,25)= 0,460; p<0,05]. Az 50 ng dézisi RFRP-1 kezelés hatasara szignifikansan
nott a nyitott karon/zart karon toltott id6 aranya a kontroll csoportéhoz képest (p<0,05).
A zért karon toltott id6 nem valtozott jelentésen az RFRP -1 kezelések hatasara (VII.
Tablazat).

Szignifikans kilonbséget talaltunk a nyitott karon [F(2, 25)= 7,963; p<0,01], és
a nyitott kar végén megtett Ut esetében is [F(2, 25)= 8,816; p<0,01]. Hasonléan a karon
toltott idok esetében tapasztaltakhoz, az 50 ng RFRP-1 kezelés hatasara szignifikansan
nétt a nyitott karon, valamint a nyitott kar végén megtett Gt a kontrollokhoz képest
(p<0,05). Az 100 ng RFRP-1 hatasara nem volt szignifikans a kiilonbség sem a nyitott
karon megtett utban (p>0,05), sem a nyitott kar vegén megtett Gtban a kontrollokhoz
képest (p>0,05). Ugyanakkor az 50 ng és 100 ng RFRP-1 kezelést kapott csoportok
kozott szignifikans kulonbség mutatkozott (p<0,01).

Az RFRP-1 kezelések nem befolyasoltdk sem az 6sszes belépések szamat, sem
az allatok altal dsszes megtett utat (V1. Tablazat), nem volt szignifikans kilénbseg e
paraméterekben a csoportok kdzott. Az 50 ng dozisi RFRP-1 hatédsara kis mértékben
ndtt az 6sszes megtett Ut a nagyobb dozist kapott RFRP-1 és a kontroll csoporthoz
viszonyitva, a kulénbség azonban egyik csoportnal sem volt szignifikans. Ezen adatok
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az RFRP-1 kezelések az allatok altalanos
aktivitasara nem voltak jelent6s hatassal. Az 50 ng RFRP-1 kezelés hatdsara Kis
mértékben nétt a nyitott kar latogatasi gyakorisaga a kontroll csoporthoz képest, de ez a
kilonbség nem volt szignifikans [F(2, 25)= 2,326; p=0,118)]. Szignifikansan nott
ugyanakkor a nyitott kar végére torténd belépések szama [F(2, 25)= 5,88; p<0,01)]. Az
50 ng dozisu RFRP-1 hatasara szignifikansan n6tt a nyitott kar végére torténd belépések
szdma mind a kontrollokhoz (p<0,05), mind a 100 ng RFRP-1-et kapott (p<0,01)

csoporthoz képest.
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VII. Téblazat: A CeA-ba adott RFRP-1 hatadsa Emelt keresztpalld tesztben.

Kontroll 50 ng RFRP-1 100 ng RFRP-1
Karon toltott idé (s)
Nyitott kar 21,65 + 3,50 51,17 £ 8,73* 29,24 + 3,65
Nyitott kar vége 10,94 + 3,64 23,57 + 4,55* 8,84 +1,52
Zart kar 230,06 + 18,57 211,42 + 2,56 247,96 + 5,64
Nyitott kar/Zart kar 0,126 + 0,045 0,269 + 0,059* 0,120 + 0,017
Belépések szdma
Osszes 17,90 £1,91 23,00+ 1,91 18,55 + 2,65
Zéart kar 11,30 £ 1,60 13,33+£0,78 12,22 + 1,93
Nyitott kar 6,60 £ 1,17 9,66 +1,41 6,33 £ 0,97
Nyitott kar vége 2,00 + 0,68 4,00 £ 0,60* 1,33+£0,28
Nyitott kar/ Zart kar 0,811 £ 0,29 0,725 £ 0,09 0,573 £ 0,07
Megtett at (cm)
Osszes 2187,06 + 80,47 2430,01 £ 117,63 2150,40 + 150,29
Zart kar 1785,95 82,72 1684,62 £115,84 1727,53 £113,93
Nyitott kar 194,93 +39,94 454,29 £69,09* 228,31 +35,26

Nyitott kar vége

55,26 +16,56

176,27 +34,50*

59,11 +13,30

*:p<0,05 a Kontrollhoz és a 100 ng RFRP-1 csoporthoz képest

A nyitott és a zart karra torténé belépések aranya nem valtozott az egyes

csoportok esetében. Ezen utobbi eredmények arra utalnak, hogy az RFRP-1 kezelések

hatasara elsdsorban nem a belépések szdma nétt meg, hanem inkabb az az id6, amit az

allatok egy-egy belépés alkalmaval a nyitott karon toltdttek, ugyanakkor a nyitott kar

végén mind az ott t6ltdtt id6, mind a belépések szama szignifikdnsan ndtt az 50 ng

dozist RFRP-1 kezelés hatasara.

Eredményeinkként tehat elmondhatjuk, hogy a CeA-ba injektdlt RFRP-1

szorongasoldd hatasunak bizonyult Emelt keresztpallo tesztben. A kisebb dézisu (50 ng)

RFRP-1 hatasara ndtt a nyitott karon, valamint a nyitott kar végén toltott ido, és az ott

megtett Ut is. A kezelés ugyanakkor az allatok aktivitdsat nem valtoztatta meg
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(az RFRP-1 kezelés hatasara nem véltozott sem az 0ssz belépések szama, sem az
Osszesen megtett (t).

A kovetkezd kisérletben az NPFF receptorok szerepét vizsgaltuk az RFRP-1
anxiolitikus hatdsanak kozvetitésében, oly médon, hogy az NPFF receptor antagonistat
injektaltunk a CeA-ba, illetve kombinalt kezelést alkalmaztunk. Eredményeink a 35.
abrén es VIII. Tablazatban lathatdak. Szignifikans kilonbséget taldltunk a csoportok
kdzott a nyitott karon toltott idoben [ANOV A, F(3, 32)= 4,574; p<0,01], valamint a
nyitott kar végén toltott idében [F(3, 32)= 4,085; p<0,05]. Az 50 ng dozist RFRP-1
hatasara (n= 10) szignifikinsan nétt a nyitott karon (p<0,05), valamint a nyitott kar
végén toltott id6 (p<0,05) a kontrollokhoz képest (n=9), tehat az 50 ng dézisi RFRP-1
anxiolitikus hatdsat ismét kimutattuk.
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35. abra A CeA-ba mikroinjektalt NPFF receptor antagonista RF9 hatasanak
vizsgalata Emelt keresztpalld tesztben. Az oszlopok a nyitott karon és a nyitott kar
végén toltott idS atlagat reprezentdljadk (Atlag: S.E.M). A négy kilénféle
kezelésben részesllt csoport jeldlése és az allatszamok a jobb oldalon lathatdak.

Az NPFF receptor antagonistat az RFRP-1 effektiv dozisaval kdzel ekvimolaris
dozisban alkalmaztuk 15 perccel az RFRP-1 kezelést megel6zéen (ANT+RFRP-1, n=
8). A 20 ng dozisi RF9 injektalasa kivédte az RFRP-1 szorongasoldd hatasat. Az
RFRP-1 kezeléshen részesilt csoport esetén a nyitott karon, valamint a nyitott kar végén
toltott id6 szignifikdnsan kilonbdzott a kontroll, az ANT és az ANT + RFRP-1 kezelést
kapott csoporttdl (p<0,05). Az RF9 antagonista el6kezelés felfiigesztette az RFRP-1
anxiolitikus hatasat, mert az ANT+RFRP-1 csoport nyitott karon, illetve nyitott kar

végen toltott ideje szignifikansan csokkent az RFRP-1 kezelt csoporthoz képest,
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ugyanakkor az elékezelés hatasara eltiint a kiilonbség a kontrollokhoz képest (VIII.

Téblazat).

Az antagonista 6nmagaban adva (ANT, n=8) nem volt hatassal az allatok

viselkedésére, a karokon toltott idok nem kiilonboztek a kontroll csoportndl mért

értékektdl. Az RFRP-1 kezelés hatdséara szignifikansan nétt a nyitott kar végén toltott
id6 a kontroll és az ANT+RFRP-1 csoportokhoz képest (p <0,05), az ANT csoport

esetében a kiillonbség éppen elérte a statisztikailag szignifik&ns szintet (az érték p=0,05).

VIII. Tablazat: A CeA-ba adott NPFF receptor antagonista hatdsa Emelt keresztpallé tesztben

Kontroll 50 ng RFRP-1 20ng ANT | ANT+ RFRP-1
Karon toltott ido (s)
Nyitott kar | 27,08 £5,35 52,45 + 6,38* 27,65 + 7,49 27,25 +£5,01
Nyitott kar | 9,96 + 3,72 24,82 + 3,45* 9,89 + 4,32 9,25 £ 4,09
vége
Zéartkar | 220,22 +17,7 | 209,41 +9,43 | 246,44 +11,13 | 245,05+6,43
Nyitott 0,155+ 0,047 | 0,266 + 0,049 0,122 £ 0,035 0,114 £ 0,022
kar/ Zart
kar
Belépések szama
Osszes 21,5+ 2,47 23,6 +1,75 20,50 £ 2,92 20,75 + 2,58
Zart kar 13,6 £ 1,83 13,4+ 111 12,62 +1,73 13,25+ 1,85
Nyitott kar 8,4+120 10,2 + 1,04 7,87 +£1,641 75+ 0,82
Nyitott kar | 2,00 £ 0,760 4,11 £ 0,45* 1,50 £ 0,53 1,37+ 0,56
vége
Nyitott 0,810 £ 0,27 0,788 £ 0,081 0,652 £ 0,131 0,611 £+ 0,069
kar/ Zart
kar
Megtett at (cm)
Osszes 2410,53+103,73 | 2549,89 + 122,46 | 2525,80 + 139,7 | 2652,13 + 218,21
Zart kar | 1948,21+77,00 | 1818,44+138,12 | 2147,36+112,85 | 2236,57+180,41
Nyitott kar | 217,03+53,95 | 447,258+50,09* | 193,6+58,48 209,03+41,75
Nyitott kar | 68,73+25,94 | 171,51+28,02* 59,97+23,02 62,54+20,74
vége

*:p<0,05 a Kontrollhoz, az ANT, az ANT + RFRP-1 csoporthoz képest
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A nyitott és zart karon toltott id6 aranya esetében az egyes csoportok kozotti
kiildnbség nem érte el a statisztikailag szignifikéns szintet [F(3, 32)= 2,799; p= 0,056].
Az RFRP-1 kezelést kapott csoport esetében az ardny nagyobb volt, mint a mésik harom
csoport esetében, a kilénbség azonban csak tendenciaként mutatkozott. Az RFRP-1
kezelés hatasara nétt a nyitott karon toltott id6 aranya a kontroll csoporthoz képest, de
nem érte el a szignifikdns szintet. Az antagonistanak énmagaban nem volt hatdsa e
paraméterre sem, a nyitott karon és zart karon toltott id6 aranya nem kiilonbozott a
kontrollokétdl.

Szignifikans kilonbséget talaltunk a nyitott karon [F(3, 32)= 5,740; p< 0,01],
valamint a nyitott kar végén megtett Gt esetében is [F(3, 32)= 4,822; p< 0,01].
Hasonl6an a karokon toltott idok esetében tapasztaltakhoz, az 50 ng RFRP-1 kezelés
hatdsara szignifikdnsan nétt a nyitott karon, valamint a nyitott kar végén megtett Gt
(p<0,001 és p< 0,01) a kontrollokhoz képest (VIII. Tablazat). Tovabba a kombinalt
kezelésnél, a 20 ng RF9 receptor antagonista elokezelés kivédte az RFRP-1 hatasat,
mert az allatok altal a nyitott karon, valamint a nyitott kar vegén megtett Gt
szignifikdnsan kulonbozott az RFRP-1 kezelést kapott csoport esetében mért értékektol
(p<0.05), ugyanakkor nem kilénbozott a kontroll csoport esetében kapott
eredményekt6l (p> 0,05). Az antagonista 6nmagaban adva nem volt hatéssal e
parameéterekre, a karokon megtett Gt nem Kkilénbézott a kontroll csoportndl mért
értékekt6l. A nyitott karon megtett at, valamint a nyitott kar végén megtett Ut
vonatkozasadban ugyanakkor szignifikdnsan kilonbdzott az RFRP-1  kezelésben
részesult csoporttdl (p<0.01, p<0.05).

Az RFRP-1 kezelés e kisérletben szintén nem befolyasolta sem az allatok éltal
0sszes megtett utat, sem az 0sszes belépések szamat (VIII. Tablazat). Ezen adatok
alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a kezelések az allatok altalanos aktivitasara nem
voltak hatassal. Szignifikansan nétt ugyanakkor a nyitott kar végének latogatéasi
gyakorisaga [F(3,32)=4,604;p<0,01)]. Az 50 ng d6zist RFRP-1 hatasara szignifikansan
nétt a nyitott kar végére torténd belépések szama az ANT és az ANT+RFRP-1
csoportokhoz képest (p<0,05), a kontrollokhoz képest is n6tt ugyan, de a kiilonbség nem
volt szignifikans (p=0,064). A nyitott kar esetében is ndtt a belépések szama, azonban
ez a kilonbség nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet (VIIIl. Tablazat). A
nyitott és zart karra torténd belépések ardnya nem kilonbozott az egyes csoportok

esetében. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az 50 ng RFRP-1 hatasara nem nétt meg
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a belépések szama, igy valdsziniileg az az id6 nétt, amit az allatok egy-egy belépés

alkalmaval a nyitott karon, vagy a nyitott kar végén toltottek.

4.5.4. Az RFRP-3 bilateralis intraamygdaléris mikroinjekcidéinak hatasa
emelt keresztpall6 tesztben

Az emelt keresztpalld tesztet elvégeztiik a CeA-ba adott RFRP-3 anxiogén vagy
anxiolitikus hatasanak tesztelésére is, a nyitott karon, a nyitott kar végén és a zart karon
toltott idot, valamint az 6sszes megtett utat az aldbbi dbrdkon mutatjuk be. Az egy-
szempontos ANOVA analizis nem mutatott szignifikdns kulonbséget a nyitott karon-
[F(2,23)=0,170, p=0,845], illetve a nyitott kar végén tolt6tt idokben a csoportok kozott
[F(2,23)=0,329, p=0,723] (36.4bra). Nem talaltunk tovabbéa szignifikans kiilonbséget a
zart karon toltott idében [F(2,23)=0,338, p=0,716] es az Osszes megtett Utban sem
[F(2,23)=0,736, p=0,490] (37.abra). A belépések szamaban szintén nem volt kiilonbség
a csoportok kozott (az adatokat nem abrazoltuk). Ezen eredmények azt sugalljak, hogy
sem az 50 ng, sem pedig a 100 ng dézisG RFRP-3 nem indukal sem anxiogén, sem

anxiolitikus hatast.
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36. abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-3 hatasanak vizsgalata emelt
keresztpall6 tesztben. Az oszlopok a nyitott karon és a nyitott kar végén toltott ido
atlagat reprezentdljak (Atlagx S.E.M). A harom kilonféle kezelésben részesiilt
csoport jeldlése és az allatszamok jobb oldalon lathatoak.
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37.abra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-3 hatasanak vizsgalata emelt
keresztpall6 tesztben. Az oszlopok a zart karon toltott idot valamint karokon
megtett 3sszes mutatjék (Atlag+ S.E.M). A harom kiilénféle kezelésben részestilt
csoport jelolése és az allatszamok jobb oldalon lathatoak.

45.5. Az RFRP-1 bilateralis intraamygdalaris mikroinjekcioinak hatasa

helypreferencia tesztben

A helypreferencia teszt egy anyag jutalmazd-megerdsité hatasanak vizsgalatara
szolgél. A CeA-ba injektalt RFRP-1 kezelések hatasat az allatok helypreferenciajara a
38. abran mutatjuk be. A két-szempontos ANOVA analizis alapjan szignifikans
kilonbséget talaltunk a Kisérlet egyes ulései kozott [F(1,28)=12,237 p<0,001], a
kilonféle kezelésben részesult csoportok kozott [F(2,20)=16,575 p<0,01] és a kulonfele
kezelések és a Kiserlet egyes ulései kdzotti interakcidban [F(2,56)=12,426 p<0,001]. Az
ANOVA analizis eredménye azt mutatta, hogy a habituacio soran a kezel6 kvadransban
toltott id6 esetében nem alakult ki el6zetes preferencia az egyes csoportok kozott,
ugyanakkor a habituaciohoz képest a teszt soran az 50 ng RFRP-1-et (q=9,109,
p<0,001) kapott allatok szignifikdnsan tobb id6t toltdttek a kezeld kvadrans teriiletén.
Ez a kontroll és a 100 ng RFRP-1 kezelésben részesult allatokrol nem mondhato el
(g=0,1424, p>0,05 N.S.). A teszt soran az 50 ng RFRP-1 (g=10,513, p<0,001)
kezelésben részesult allatok szignifikdnsan tobb ideig tartozkodtak a kezelé kvadrans
teruletén, mint a kontroll csoport tagjai, tehdt az RFRP-1 50 ng ddzisa megerdsitd

hatasu.
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38. dbra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 hatadsanak vizsgalata
helypreferencia tesztben. Az oszlopok a kezel6 kvadransban toltétt idot
reprezentdljak (Atlagt S.E.M) a habitudcid és a teszt soran. A kontroll, illetve az
RFRP-1 kezelésben részeslilt csoportok jeldlése és az allatszamok jobb oldalon
lathatoak.

A kovetkez6 kisérletben az NPFF-R antagonista RF9 hatasat vizsgaltuk
helypreferencia tesztben (39. abra). A két-szempontos ANOVA szignifikans
kilonbséget mutatott a kisérlet egyes ulései kozott [F(1,36)=13,039, p<0,01], a
kilonféle kezelésben részesult csoportok kozott [F(3,20)=6,999 p<0,001], a kilénféle
kezelések és a Kisérlet egyes (Ulései kozotti interakcio is szignifikans volt
[F(3,72)=8,062, p<0,001]. A habituaciéhoz képest a teszt soran az 50 ng RFRP-1-et
(0=8,324, p<0,001) kapott allatok szignifikdnsan t6bb id6t toltottek a kezelé kvadrans
terliletén. Tovabba a teszt soran, az 50 ng RFRP-1 (g=8,590, p<0,001) kezelésben
részesult allatok szignifikansan tobb ideig tartdzkodtak a kezelé kvadrans teriiletén,
mint a kontroll csoport tagjai. Ugyanakkor az RFRP-1 pozitiv megerésité hatasat az
antagonista elokezelés kivedte. Nem alakult ki helyprefrerencia az ANT+RFRP-1
kezelésben részesilt csoportndl [ANT+RFRP-1: habituacio vs. teszt (q=0,6399, p>0,05
N.S.))]. A kontroll és az RF9 antagonistaval kezelt allatokndl sem alakult Ki
helypreferencia [kontroll: habituacié vs. teszt (q=0,1581, p>0,05 N.S.)] és [ANT:
habituacio vs. teszt (q=0,6513, p>0,05 N.S.)]. A teszt soran az 50 ng RFRP-1
kezelésben részesilt allatok szignifikansan tobb id6t toltottek a kezelé kvadransban,

mint a kontroll kezelésben részesilt allatcsoport [teszt: 50 ng RFRP-1 vs. kontroll
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(9=8,437, p<0,001)]. Tehat az 50 ng RFRP-1 kezelés helypreferenciat indukalt, amit az
NPFF-R antagonista RF9 elékezelés eliminalt.

Kezeld kvadransban toltott
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39. dbra Az NPFF-R antagonista hatdsanak vizsgalata helypreferencia

tesztben. Az oszlopok a kezel§ kvadransban toltétt id6t reprezentéljak (Atlag+

S.E.M) a habituacid és a teszt soran. A négy kulénféle kezelésben részeslilt csoport

Vizsgaltuk tovabba helypreferencia tesztben

jelolése és az allatszamok jobb oldalon lathatoak.

is a kezelések hatasat a

lokomotoros aktivitasra (IX. tablazat). Megallapithatjuk, hogy egyik kezelés (50 ng

RFRP-1, ANT, kombinalt kezelés) sem befolyasolta a vizsgalt paramétereket, vagyis az

allatok altal a négy kvadransba torténd belépések szamat €s a megtett tavolsagot a

kontroll csoporthoz képest helypreferencia tesztben. A belépések szamat és a megtett

utat illetben a két-szempontos ANOVA analizis alapjan nem talaltunk szignifikans

kilonbséget a kilonféle kezelésben részesilt csoportok kdzott [F(3,20)=0,326 p>0,05]
és [F(3,20)=2,143 p>0,05].

IX. Tablazat: Lokomotoros aktivitas helypreferencia tesztben

2. Kisérlet Osszes belépés szama Megtett tavolsdag (cm)
Habitudcio Test Habitudcio Test
Kontroll 130.2+11.0 101.2+11.8 7519.7+295.1 6924.7+514.6
RFRP-1 50 ng 121.849.5 95.5+£11.0 6965.2+353.6 6557.61344.4
ANT + RFRP-1 125.148.3 104.2+11.8 7739.3+393.5 6817.3+464.0
ANT 20 ng 122.249.6 118.31£16.7 8543.8+487.5 7067.9+373.0

73




45.6. Az RFRP-3 bilateralis intraamygdaléris mikroinjekcidinak hatdsa
helypreferencia tesztben

A helypreferencia tesztet elvégeztilk a CeA-ba adott RFRP-3 pozitiv megerdsitd
hatasénak vizsgélatara is. A habituécio és a teszt soran a kezelé kvadransban toltott idot
az 40. abran mutatjuk be. A két-szempontos ANOVA nem mutatott szignifikans
kiildnbséget sem a kezelések kozott [F(2, 18)= 0,068; p= 0,934], sem a kisérlet egyes
ulései kozott [F(1, 25)= 0,076; p= 0,785], tovabba a kezelés x lés interakcié sem volt
szignifikans [F(2, 50)= 0,329; p=0,722].

A habituacié soran nem taldltunk szignifikdns kilonbséget az egyes
kvadransokban toltott idokben egyik csoportba tartozd allatok esetében sem (az
adatokat nem abrazoltuk). Nem volt eltérés a kezel6 kvadransban toltott idében a
csoportok kozétt, sem a habituécid, sem a teszt soran [F(2, 22)= 0,091; p= 0,913 és F(2,
22)=0,298; p= 0,745]. Sem a kontroll allatok, sem az 50 ng RFRP-1-et kapott csoport
nem toltott szignifikdnsan sem tobb, sem kevesebb id6t a kezel6 kvadransban a teszt
soran, mint a habituaciokor. A 100 ng RFRP-1 kezelésben részesult csoport (n=8)
valamivel kevesebb id6t toltott a kezeld kvadransban, a kiilonbség azonban nem érte el

a statisztikailag szignifikans szintet.

OKontroll (n=9)

@50 ng RFRP-3 (n=8)
400 - m100 ng RFRP-3 (n=8)
350

300
250 T
200 | 1

150 -
100 -

(3]
o
1

Kezel6 kvadransban t6ltott ido (s)
-
'—

Habituacio Teszt

40. dbra A CeA-ba mikroinjektalt RFRP-3 hatdsanak vizsgalata helypreferencia

tesztben. Az oszlopok a kezel6 kvadransban toltétt id6t reprezentaljak (Atlag+

S.E.M) a habituacid és a teszt soran. A kontroll, illetve az RFRP-3 kezelésben
részesllt csoportok jel6lése és az allatszamok jobb oldalon lathatdak.
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5. DISZKUSSZIO

5.1. Az eredmények megbeszélése, értékelése
5.1.1. Taplalékfelvételt vizsgélo kisérletek megvitatasa

Neurofizioldgiai kutatdsok eredményei felfedték, hogy a téplalkozasi
magatartashan, az éhség-jollakottsdg szabalyozasdban mely agyi struktdrak, illetve
palyarendszerek jatszanak elsddleges szerepet. A LC teriiletér6l induld ventralis
noradrenergias rendszer (VNAR) a ”jollakottsag-palya” elnevezést kapta, mivel sértését
kovetéen -a VMH-ban végzett 16zids kisérletekhez hasonldéan-az allatok hyperphagiassa
valtak [2]. Az “éhségpalyat” két masik katekolaminrendszer, a substantia nigra-bol
kiindul6 un. nigrostriatalis dopaminergids rendszer (NSDR) [135, 220], valamint a
foként a VTA-bol eredé6 mezolimbikus dopaminergids rendszer (MLDR) egyiittesen
alkotja [123, 124]. Ez utébbi két rendszer - terminalisokat adva - athalad az LH-on és a
globus palliduson is [124, 135]. A tovabbi kutatdsok nyoméan bebizonyosodott, hogy
szamos extrahypothalamicus struktura is fontos szerepet jatszik a taplalékfelvétel
kdzponti idegrendszeri szabalyozasaban. Kozottiik az AMY, mely szintén e két rendszer
kettds szabalyozasa alatt all.

Az AMY kiilonbozo teriileteinek 1€zidja soran mind hyperphagia, mind
hypophagia megfigyelheté. Fonberg kutyakon vegzett lézios Kisérleti eredményei
alatamasztjak, hogy az AMY dorsomedidlis-centralis része az éhség, mig basolateralis
része a jollakottsag érzetének kialakulasaban jatszik szerepet [56]. Macskakon végzett
bazolateralis AMY [ézidé hatdsara hyperphagiassa valtak az allatok, mig az AMY
reakciok megsziinését idézi elé [54]. Az AMY komplexitasat erdsitik tovabba azon
neurokémiai és hisztoldgiai vizsgalatok is, melyek az AMY kett6és katekolamin -
noradrenalin (NA) és dopamin (DA) — beidegzésére iranyultak [220]. Lénard és
munkatarsai kimutattak, hogy a testtomeg szabalyozasaban a katekolaminok aranya a
dontd, nem az abszolit mennyiségiik: a relativ DA-hidnyt eredményezd mikrolézidk
fogyast, a NA-hiannyal jar6 1éziok pedig testsulygyarapodast okoznak [121, 122]. Az
AMY komplexumon belil a legmagasabb tirozin-hidroxildz aktivitast és DA-
koncentraciot a CeA-ban mutattak ki [8, 101]. A CeA kétiranyu kapcsolatban all a

hypothalamusszal és az agytorzzsel, igy informaciokat kap fontos vegetatativ
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miikodéseket szabalyozo kozpontoktol, a NTS-tol, n. vagus motoros magjatol, a
parabrachialis mag fel61 [90]. Ezen stuktdrak Ggy ismertek, mint a taplalékfelvétellel
kapcsolatos vegetativ funkciok modulatorai és az izérz6 palyarendszer fontos
atkapcsolo allomasai.

Az AMY-ban igazoltak kiilonboz6 orexigén és anorexigén peptidek és peptid
receptorok jelenlétét. Mig példaul a galanin és az orexin A intraamygdaloid injektalasa
fokozta a taplalékfelvételt [80, 196], addig a CRH injektalasa a BLA-ba jollakottsagot
indukalt, ugyanakkor a CeA-ba injektalva nem befolyasolta a taplalékfelvételt [93]. A
bombezin-szerii peptidek, mint a bombezin vagy neuromedin C direkt injektalasa a
CeA-ba anorexigén hatéasu [49, 50]. Tovabba az enterostatin és az orexigén hatasarol jol
ismert NPY specifikus addsa a CeA-ba csokkentette a zsirfelvételt [103, 128].

A CeA-ban kimutattak mind RFRP-1, mind RFRP-3 immunreaktiv rostokat,
tovabba a peptidek egyik receptorat, az NPFF1 receptor jelenlétét is igazoltak [12, 129,
235, 236]. Eredményeink azt mutatjak, hogy az 50 ng dozisu RFRP-1 injektalasa a
CeA-ba szignifikans, tranziens folyekony taplalekfelvéetel csokkenést okoz. Az RFRP-1
taplalékfelvételcsokkentd hatasa az elsé 5-25 percben torténik, de a kumulativ ertékelés
kdvetkeztében 60 percig szignifikans marad a hatads. Az RFRP-1 hatasa specifikusnak
bizonyult, mivel NPFF receptor antagonistaval (RF9) eliminalhato volt. Ezek az elsd
eredmények, melyek patkanyban a RFRP-1 tdpldlékfelvétel csokkenté hatdsdarol
szamolnak be a CeA-ban.

Az RFRP-3 esetében eredmenyeink azt mutatjak, hogy a CeA-ba torténd
injektalasa szignifikans, tranziens folyékony taplalékfelvétel csokkenést okoz az 50-100
ng dozistartomanyban. Az RFRP-3 taplalékfelvétel csokkentd hatasa ugyancsak az els6
5-25 percben torténik, de a kumulativ értékelés kdvetkeztében 60 percig szignifikans
marad a hatds. Az RFRP-3 anorexigén hatasa specifikus, mivel NPFF receptor
antagonista RF9 alkalmazasaval eliminalhaté volt. Ezek az elsé eredmények, melyek
patkanyban a RFRP-3 tdplalékfelvétel csokkentd hatasarol szamolnak be a CeA-ban.

Ezen eredmények azonban szemben 4llnak az irodalomban eddig fellelhetd
eredményekkel. Nevezetesen Johnson és munkatarsai, valamint Murakami és
munkatarsai altal végzett kisérletekben, az RFRP-3 i.c.v. injektalasa taplalékfelvétel
ndvekedest okozott [94, 147]. Az altalunk alkalmazott hatékony ddzistartomany
pikomolos tartomanyba (50.5-101.1 pmol/0.4ul) esett, ez sokkal alacsonyabb, mint az
agykamraba torténé injektalasok soran hasznalt dozisok (505 - 1010 pmol/5ul),

melyeknél a peptid orexigén hatasar6l szamoltak be.
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Fontos tudni, hogy nagyszdmi RFRP-3 immunreaktiv neuront taldltak az
arcuatus magban, a DMH-ban, a dorzalis mammillaris magban és a periventrikularis
teruleteken a 3. agykamra falahoz kozel [112, 213, 236]. Az RFRP-3 neuronok efferens
rostokat killdenek a VMN-ba, az LH-ba az MCH és orexin sejtekhez, valamint az
arcuatus magba mind az NPY immunreaktiv, mind a POMC immunreaktiv sejtekhez.
Ezeket a projekciokat felfedték egérben, borjuban és rhesus majmokban [174, 213,
217]. Patkdnyban szintén kimutattak az arcuatus magban RFRP-3 projekciokat, de
sejtszinten még nem azonositottdk [112]. Ezen projekciok szerepének vizsgalatara
iranyultak elektrofizioldgiai kisérletek, melyek felfedték, hogy az RFRP-3 gatolja a
POMC neuronok aktivitasat és csokkenti a Kisspeptin okozta POMC neuronok tizelési
aktivitasat (excitaciojat) egérben [66]. A taplalékfelvételt gatlo (anorexigen) sejtek, mint
pl. a POMC neuronok gatlasa eredményezheti a taplalékfelvétel ndvekedését, ez
magyardzhatja az RFRP-3 orexigén hatésat. Feltetelezhetd, hogy az RFRP-3 i.c.v.
adasat koveto taplalékfelvételt fokozo hatas az NPY/POMC rendszeren keresztil
valosul meg. A CeA-ba injektalt RFRP-3 pedig mas mechanizmuson keresztul fejti ki
hatését.

Tovabba fontos kiemelnliink a kulénbséget az i.c.v. alkalmazas és egy jol
koralhatarolt agyi struktira célzott mikroinjekcidjanak hatasai kozott. Az i.c.v. injekcio
esetében az alkalmazott neuropeptid diffuzids sebessége nagyobb a liquorban, mint az
agyi parenchymaban, igy az RFRP-3 az agykamra viszonylag nagy felszinén szétterjed,
miel6tt bekeriilne az agyszovetbe. Ezért, vélemeénylnk szerint, az i.c.v. injekcio egy
joval altalanosabb hatast okoz, mint a lokalis mikroinjekcio. Tovabba a hatés fligg a
receptor denzitastol és a peptid féléletidejétdl is (ezen peptidek esetében ez nem ismert).
Kisérleteinkben a CeA-ba beultetett kanulok viszonylag tavol vannak az agykamratél. A
diffuzié miatt minél tdvolabb van egy adott agyi struktdra, ott annal kisebb a beadott
anyag koncentracidja. Ezért feltételezhetjuk, hogy az i.c.v. injektalt RFRP-3 azon NPFF
receptorokhoz ko6tédott, melyek az agykamra faldhoz kozelebb helyezkedtek el,
valamint koncentracidja fokozatosan csokkent az agyi parenchymaban. Ezzel szemben
az RFRP-3 CeA-ba torténd injektalasa soran a lokalis, elérheté NPFF receptorokhoz tud
kotddni és ily modon befolydsolja a lokalis neuronhdlézatok miikddését. Fontos
megemliteni, hogy mas neuropeptidek esetében is talalunk kilénbségeket az i.c.v. hatas
¢s a peptid valamely kozvetlen agyi parenchymaba torténé injektalasanak hatasa kozott.
Az acylalt ghrelin i.c.v. injektalva fokozza a taplalékfelvételt [195], mig a BLA-ba adva

77



anorexigén hatast mutat [206]. Az NPY i.c.v. adva stimulélja a taplalékfelvételt [81,
103], mig kdzvetleniil a CeA-ba injektélva csdkkenti a zsirbevitelt [173].

Fontos tovabba megemliteni azt is, hogy az RFRP peptidek i.c.v. adasa c-Fos
protein expressziot indukal a LC-ban, az NTS-ban, valamint az arcuatus magban [236].
Erdekes lehetdségeket vetnek fel azon eredmények, melyek szerint az obes ob/ob leptin
deficiens egerekben csokken az RFRP-3 expresszid az arcuatus magban, valamint
ugyanezen egerekben leptin i.c.v. adasat kovetden nétt az RFRP-3 expresszid. Ezen
eredmények azt sugalljdk, hogy az RFRP-3 szerepet jatszik a leptin szignal
kozvetitésében [233].

Eredményeinkhez hasonl6 adatokat mutatnak mind kinetikdjaban, mind az
RFRP-3 specifikus hatasdban azon vizsgalatok, melyek szerint az RFRP-3
(VPNLPQRF-NH2-aminosavszekvenciaju human RFRP-3) taplalékfelvétel csokkentd
hatast fejt ki i.c.v. adva csirkékben. Az RFRP-3 anorexigén hatasa rovid-ideji (60
percig szignifikans), a vizfelvételre nincs hatasa, valamint a lokomociot és egyéb
sztereotip magatartast sem befolyasolja [29]. Csirkékben i.c.v. injektalva a neuropeptid
FF (NPFF, amely szekvencidjat tekintve a legkdzelebb all a RFRP peptidekhez)
ugyancsak anorexigén hatasu, azonban a hatas hosszabb ideig tart, mint az RFRP-3
esetében. Feltételezik, hogy az RFRP-3 és az NPFF anorexigén hatdsa az NPFF
receptorok 2 eltér6é altipusan kozvetitédik. Az NPFF sokkal nagyobb affinitassal
kotédik az NPFF2 receptorhoz, mint az NPFF1 receptorhoz. Az NPFF anorexigén
hatasa NPFF2 receptoron keresztiil kozvetitddik, mig az RFRP-3 nagyobb affinitast
mutat az NPFF1 receptorhoz, valdsziniileg anorexigén hatasat ezen receptoron fejti Ki
[12, 129]. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy az NPFF2-es receptor kozvetitette hatas
erdteljesebb €s hosszabb ideig tart, mig az NPFF1 kozvetitette hatas tranziensebb [175].
Ez az eredmény egyezést mutat, a mi eredményeinkkel, mely szerint az RFRP-1 és
RFRP-3 taplalékfelvételt csokkent6 hatasa az NPFF1 receptoron keresztiil érvényesiil,
ezert tranziensebb, mig i.c.v. adva patkanyban mindkét receptoron koézvetitédhet a
hatés.

Mas magyarazat is lehetséges az RFRP-3 anorexigén hatasaval kapcsolatban.
Nagy do6zisu PrRP (az RFamid csalad egy masik peptidje) és RFRP-3 peptidek egyiittes
injektalasa csirkékben nem vart hatdst mutat, ugyanis ez esetben a PrRP orexigén
hatasat csokkentette az RFRP-3 anorexigen hatésa [29]. Ez felveti a lehetdséget, hogy
az RFRP-3 taplalekfelvétel csokkentd hatasa a PrRP orexigén rendszer antagonizalasan

keresztul hat. Szintén csirkékben vizsgaltak, hogy az RFRP-3 indukalta jollakottsagra
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hogyan hatnak a kiilonboz6 opioid-receptor antagonista kezelések [30]. Kimutattak,
hogy az RFRP-3 és delta opioid receptor antagonista egyittes centrélis injektalasa
taplalékfelvétel redukcidt okoz.

Vizsgalatainkban az NPFF receptor antagonista RF9 elokezelés meggatolta mind
az RFRP-1, mind az RFRP-3 taplalékfelvétel csokkentd hatasat a CeA-ban. Az RF9 egy
szelektiv NPFF receptor antagonista, ugyanakkor az NPFF receptor két szubtipuséra
nézve nem mutat szelektivitast [194]. A CeA-ban az NPFF1 receptort azonositottak, az
NPFF2 receptort nem mutattak ki. Maletinska és munkatarsai az RF9 antagonista
hatasaval ellentmondé eredményeket irtak le egérben, ugyanis azt talaltdk, hogy az RF9
onmagaban torténd i.c.v. adasa dozisfiiggd anorexigén hatast mutat. Ezekben a
Kisérletekben az RF9-et 30 nanomdlos dozisban (14,5 pg, ami korilbelil 300 x vagy
600 x nagyobb dozis, mint a mi kisérleteinkben alkalmazott dozisok) injektaltak az
agykamraba. Tovabba ezen tanulméany szerint az RF9 anorexigén hatasat az NPFF2-es
receptor kozvetiti [132].

Az irodalomban nem talalunk adatot arra vonatkozoan, hogy az RFRP-1 és
RFRP-3 taplalékdeprivalt allatokon miként befolyasolja a taplalékfelvételt. Ugyanakkor
fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy a CeA-ba injektalt RFRP-1 és RFRP-3
megtartja-e anorexigén hatasat a 24-o0ras taplalékmegvonast kovetd vizsgalatoknal. A
kKisérletek soran kilonbséget figyeltlink meg az RFamid-tipusu peptidek hatasaban. A
24 oran at taplalékdeprivalt patkanyoknal az 50 ng RFRP-1 mikroinjektalasa a CeA-ba
nem okoz valtozast a taplalékfelvételben. Ellenben az RFRP-3 kisebb dozisa (50 ng) 24-
Oras éheztetés utan is képes csokkenést indukalni a taplalékfelvétel mértékében. Az
RFRP-3 nagyobb dozisanak alkalmazasa taplalékmegvonast kovetéen ugyancsak nincs
hatassal a tejfelvételre.

Fontos kiemelni tehat, hogy az RFRP-1 taplalékfelvétel szabalyozasban
betdltott szerepe kisebb, mint az RFRP-3 esetében. Az RFRP-1 CeA-ba injektalt 50 ng-
o0s dozisa anorexigén hatasu, mig az RFRP-3 esetében két ddzis is effektivnek bizonyult,
tovabba az RFRP-3 50 ng-os dozisa a 24 dran at taplalékdeprivalt allatoknal is

anorexigennek bizonyult.
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5.1.2. A magatartast analizalé kisérletek megvitatasa a taplalékfelvételi

paradigmaban

Az evéssel kapcsolatos magatartést analizalo kisérleteinkben a taplalékfelvételt
mérd kisérletekhez hasonldéan szignifikdns mértékli taplalékfelvétel csokkenést
tapasztaltunk. A vizsgalatok soran a patkanyoknal nem tapasztaltunk rosszullétet, amely
felelos lenne a taplalékfelvétel csokkenéséért. Ugyanigy az i.c.v. RFRP-1, illetve RFRP-
3 kezelések sordn sem irtdk, hogy rosszullétet okoznanak, holott ezek a dézisok még
magasabbak is voltak az altalunk hasznalt dozisoknal. Az RFamid csaldd egy maésik
peptidje, a PrRP, amely i.c.v. adva anorexigén hatasu patkanyokban, szintén nem okoz
rosszullétet, tovabba nem okoz kondicionalt-izaverziét, a taplalkozasi magatartast
(behavioral satiety sequence) befolyasolja, igy a taplalékfelvétel homeosztatikus
regulatorakent tartjak szamon [116].

A Kkisérleteink soran azt figyeltik meg, hogy az RFRP kezelések hatasara
mindjart a vizsgalat elején csokkent a taplalékfelvétellel toltott id6 és nétt az exploracio
mértéke. Az RFRP-1 kezelés utani negyedik 5 perces peridodusban a mosakodassal
toltott idé megnovekedett, de nem érte el a szignifikans szintet. Az RFRP-3 kezelést
kdvetéen ugyancsak nem talaltunk eltérést a kontroll ertékekhez viszonyitva.
Mindegyik kezelés esetén elmondhatd, hogy a megfigyelt periddus masodik feleben az
allatok mosakodassal, vakarodzassal toltott ideje, végiil a pihenéssel toltott id6 ndtt
meg. Tovabbé az allatok explorald6 magatartasa a kisérlet végéig hasonlé szinten maradt.

Eredmeényeink tehat bizonyitjak, hogy a CeA-ba injektalt RFRP-1 és RFRP-3
kiemelkedd viselkedési hatasok indukalasa nelkil csokkenti a taplalékfelvételt, tehat a

taplalékfelvételre specifikusak.

5.1.3. A testhémérséklet mérési kisérlet megvitatasa

A testhOmérséklet mérése soran az egyes mérési idopontokban a kezelések
kdzott (vehiculum vs. 50 ng RFRP-1, vehiculum vs. 50 ng RFRP-3 vagy 100 ng RFRP-
3) nem taldltunk szignifikans eltérést. Tehat a taplalékfelvétel csdkkenésenek
bekdvetkezése a testhdmérsékleti valtozasoktol fliggetlennek tekinthetd. A bevezetdben
ismertettilik, hogy az agykamraba adott RFRP-3 hypothermiat indukal egerekben [47]. A
testhomérséklet csokkenés maximuma a 30 nmol dozisu RFRP-3 kezelés esetében az

injektalast kovetd 15. percben volt, a testhdmérséklet a 90. percben visszatért a bazalis
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értékre. Quelven és munkatarsai kimutattak, hogy a harmadik agykamraba adott RFRP-
3 mér kisebb ddzisban is (10 nmol) hypothermit valt ki, ekkor a hatds maximuma a 10.
percben volt [175]. Jelen kisérletekben a taplalékfelvétel csokkenés az elsé 20-25 percre
korlatozodik, ezért fontos volt megvizsgalni erre az idGszakra vonatkozoan a peptidek
injektalasat kovetden az esetleges testhomérsékletben bekovekezo valtozasokat.

Ismert, hogy az egyik f6 hdszabalyozo (termoregulacios) kbzpontban, az anterior
hypothalamus preoptikus area terlleten is expresszalédnak az NPFF receptor
szubtipusok, illetve az RFRP peptidek [72, 181, 184, 236]. Fontos megfigyelés, hogy
i.c.v. injektéalasa a szelektiv NPFF2 receptor agonista dansyl-PQRamid-nak (5 nmol-os
doézishban) testhémérséklet novekedést okoz, mig az RFRP-3 10 nmol-os dozisa
hypothermiat indukal [146]. RF9 antagonista elokezelés mind a két hatast kivédte. Fang
és munkatarsai kimutattak, hogy az NPFF centralis alkalmazasa testhOmérséklet
csokkenést okoz, ami az RF9 antagonista elokezeléssal ugyancsak kivédhetd volt [47].
Fontos megjegyezni, hogy az NPFF sokkal szelektivebb az NPFF2 receptorhoz, mig az
RFRP-3 nagyobb affinitast mutat az NPFF1 receptorhoz. Valdsziniileg a két NPFF
receptor szubtipus ellentétes hatast kbzvetit a testhdmérséklet vonatkozasaban.

Fontos tovabbd megemliteni, hogy irodalmi adatok szerint az RFRP-3 Kis
affinitassal kotédik az NPFF2 receptorhoz, magasabb do6zisu i.c.v alkalmazasa kisebb
mértéki hypothermiat valt ki, mint kozepes ddzisnal, amit a peptid NPFF2 kotodésével
magyaraznak. Ugyanakkor a két receptor kostimulacidja hypothermiat indukal.

Kisérleteinkben sem az RFRP-1, sem az RFRP-3 a CeA-ba injektalva nem
indukalt testhémérsékletvaltozast. Igy a taplalékfelvétel csokkenés nem hozhaté

Osszefliggésbe a resthomérsékleti valtozasokkal.

5.1.4. Vizfelvétel mérési kisérlet megvitatasa

A vizfelvétel mérése soran nem tapasztaltunk eltérést a RFRP kezelt csoportok
és a kontroll csoportok vizfelvételeben. Eredményeink értelmezésének fontos
szempontja, hogy folyékony taplalékfelvételi paradigméat alkalmaztunk. A tejbevitel
soran az ivas €s az evés, mint magatartasi mintdk hasonlé motoros viselkedést
igényelnek. Ezért fontos volt megvizsgalnunk az RFRP peptidek intraamygdaloid
alkalmazésat kovet6 hatasat a vizfelvételre ugyanabban a paradigmaban, mint, amit a
folyékony taplalékfelvételnél alkalmaztunk. Erdekes megemliteniink, hogy Newmyer és

munkatarsai csirkéken végzett vizsgalataik soran a taplalékfelvétel csokkenése mellett a
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vizfelvétel csokkenését tapasztaltdk RFRP-1 ic.v. injekciojat kovetéen [152].
Ugyanakkor, az RFRP-3 centrdlis injektalasa csirkékben jollakottsagot indukal és a
vizfelvételt nem befolyésolja [30]. Ismereteink szerint az RFRP-1 és az RFRP-3 hatasat
a vizfelvételre eddig még nem vizsgaltak patkanyban.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sem az RFRP-1, sem az RFRP-3
CeA-ba tortéend alkalmazasat kéovetéen nem befolyasolja a vizfelvételt. A peptidek
taplalékfelvétel csokkenté hatisa nem hozhatd 6sszefuggesbe a téplalékfelvétel

folyékony jellegével.

5.2. Magatartasi tesztek eredményeinek megbeszélése
5.2.1. Open field teszt

Az Open field teszt a motoros aktivitas vizsgalatara alkalmas paradigma. A
CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 és RFRP-3 hatasa az allatok motoros aktivitasara tobb
szempontbol is fontos volt szamunkra. Mind az RFRP-1, mind az RFRP-3 a CeA-ba
injektalva taplalékfelvétel csokkentd hatasu, ezért fontos volt megvizsgalnunk, hogy a
taplalékfelvételt csokkentd hatas nem tulajdonithatd-e téves kovetkeztetésbol, pl. hogy
az allat motoros aktivitasa csokken és ez okbdl nem megy oda a taplalékhoz. Tovabba
helypreferencia tesztben kimutattuk, hogy az RFRP-1 pozitiv meger6sité hatasu, azaz
az allatok tobb id6t toltenek egy adott térrészben. Ez esetleg magyarazhaté lenne szintén
az allatok hypoaktivitasaval. Kaewwongse és munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy az
agykamraba injektalt RFRP-1 hatdsara csokkent az allatok altal az open field apparatus
centralis aredjaban toltott id6, de nem befolyéasolta a lokomdciot, valamint az RFRP-3
hatdsara szintén csokkent az e kezelésben részeslt allatok open-field centralis areaban
toltott idejik, illetve csokkent az allatok motoros aktivitasa [95]. Az open field centrélis
aredban toltott id6t hasznaljdk az allatok szorongdsdnak kimutatdsdra is. Ha a
kezelésben részesiilt allatok kevesebb iddt téltenek a doboz kdzépso tertiletén a kontroll
csoporthoz viszonyitva, akkor szorongas-szerii hatast valt ki az anyag. Az RFRP-1 és
RFRP-3 nagy ddzisban volt alkalmazva az i.c.v. Kisérletekben, (az RFRP-1 10 ug: 7,5
nmol; az RFRP-3 szintén 7,5 nmol-os dézisban), ami korlbelil 200X nagyobb doézist
jelent, mint a mi Kisérletiinkben alkalmazott effektiv dézisok. Vizsgalatainkban nem
tapasztaltunk valtozast a lokomocidban sem az RFRP-1, sem az RFRP-3 kezeléseket

kovetbden.
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Eredményeink tehat igazoljak, hogy a CeA-ba injektalt RFRP-1-nek és RFRP-3-
nak az altalunk alkalmazott dozisokban nincs hatdsa a patkdnyok lokomotoros
aktivitasara, valamint a centrdlis aredban toltott idére. Igy az RFRP-1 és RFRP-3
anorexigén hatasa nem magyardzhatd az allatok hypoaktivitasdval vagy anxietas
kialakulasaval. Tovabba az RFRP-1 pozitiv megerdsitd hatdsa helypreferencia teszthben

ugyancsak nem magyarazhaté az allatok aktivitasdban bekdvetkezett valtozasaval.

5.2.2. Emelt keresztpall6 teszt

Mivel mind az RFRP-1, mind az RFRP-3 i.c.v. injektalasa szorongaskeltd
hatastnak bizonyult open-field tesztben [95], ezért kisérleteinkben vizsgaltuk a CeA-ba
injektalt RFRP peptidek esetleges anxiogén vagy anxiolitikus hatasat. Ezekre a
vizsgalatokra azért volt sziikség, mert lehetséges, hogy az RFRP-1 és/vagy RFRP-3
szorongast valt ki az allatokban és ezért az allat ,lefagy” (Ggynevezett freezing), igy
kevesebbet mozog, kevesebbszer keresi fel az etet6t. Igy a peptid kezelésben részesiilt
allatok kevesebbet fogyasztanak a tejbdl, és tévesen feltételezziik a peptidek anorexigén
hatasat. Kisérleteinkben a peptidek anxiogén vagy anxiolitikus hatdsanak kimutatasara
az Emelt keresztpalld tesztet hasznaltuk, amelyet a leggyakrabban alkalmaznak ezen
hatadsok kimutatasara [89]. Egy drog anxiolitikus hatasat ebben a paradigméaban az jelzi,
ha az allatok az anyag hatdsara t6bb id6t toltenek el a Nyitott karon, karvégen, illetve
tobbszor kimerészkednek a nyitott karra, annak legvégére is, mint a Kontrollok.
Anxiogen hatas esetén ennek ellenkezéje figyelheté meg, azaz, hogy az allatok szinte ki
sem mozdulnak a Zart karbol.

Az 50 ng RFRP-1 hatasara szignifikans mértékben nétt a Nyitott karon, valamint
a Nyitott kar végén toltott idé a Kontroll csoporthoz képest. Szignifikansan nétt tovabba
az allatok altal a Nyitott karon, valamint a Nyitott kar végén megtett Gt is. A Nyitott
karon toltott id6 mellett ez a paraméter szintén jo6 markere egy anyag anxiolitikus
hatdsanak kimutatasara. Ugyanakkor az allatok motoros aktivitasa, amelyet az allatok
altal 5 perc alatt megtett uttal, valamint a belépések szamaval jellemeztiink, nem
valtozott az 50 ng RFRP-1 kezelések hatasara. Egy anyag motoros aktivitasra gyakorolt
hatasanak jellemzésére hasznaljak még a Zart karra torténd belépések szamat is. Az
eredmények leirasakor ezt a paramétert ugyan nem emeltik ki, de a tablazatokban
lathatd (VII. Tablazat), hogy a kezelések nem befolyasoltdk a Zart karra torténd

belépések szamat.
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Ezek alapjan elmondhaté, hogy a kisebb dbzisi RFRP-1 szorongésoldd
hatastunak bizonyult. A 100 ng RFRP-1 kezelések hatasara nem valtozott sem a Nyitott
karon, sem a Nyitott kar végén toltott ido, és az ott megtett Ut sem, valamint ez a kezelés
az allatok altalanos aktivitasat sem befolyasolta. Tehat a 100 ng RFRP-1-nek nem volt
sem anxiolitikus, sem anxiogén hatésa.

A tovébbiakban vizsgaltuk az NPFF receptorok szerepét az anxiolitikus hatés
kdzvetitésében. A kisérletek soran egy peptid tipusd, specifikus NPFF receptor
antagonista, RF9 alkalmazésaval sikerult kivédeni az RFRP-1 anxiolitikus hatasat.
Elmondhatjuk tehat, hogy a RFRP-1 szorongasoldd hatdsanak kozvetitésében a CeA-
ban NPFF receptorok vesznek részt. Valoszintisitheté, hogy a két NPFF receptor
szubtipus kozil az NPFF1 kozvetiti az anxiolitikus hatast, mivel ezt a receptorttipust
azonositottak a centralis amygdalaban.

Szamos kutatocsoport vizsgalta az AMY szerepét a félelemmel és szorongassal
kapcsolatos magatartas szabalyozasaban. Az AMY-t foként a kondicionalt félelemmel
és az anticipatoros szorongassal kapcsolatos folyamatok szabalyozasaban tartjak fontos
struktaranak [73]. Az AMY bizonyos magjainak lézidja, pontosabban a CeA és a
medialis amygdala lézidja anxiolitikus hatasinak bizonyult [76]. Tovabba a CeA
1éziojat kovetden az exploracids aktivitas fokozddasarol szamoltak be open-field
tesztben, amit szintén szorongasoldd hatasként tartanak szdmon [228]. Szamos tovabbi
Kisérleti eredmény tdmasztja még ala az AMY szerepét a szorongassal kapcsolatos
viselkedési folyamatok szabalyozasaban [10, 18, 32].

Az RFRP-1 indukalta anxiolitikus hatas létrejottének egyik lehetséges
mechnizmusa lehet a CRF-en keresztul torténé kortikoszteroidok szintjének
befolyasolasa az amygdaldban. A CRF i.c.v. hatasai mar jol ismertek, CRF i.c.v.
infuziéja endokrinoldgiai, fizioldgiai és magatartasbeli valtozasokat idéz el [17]. CRF
hatasara nétt a plazma noradrenalin és adrenalin koncentracidja, ami az artérias
vérnyomas és szivfrekvencia novekedéshez vezetett kutyakban és patkanyokban [16,
17]. Ugyanakkor a CRF szisztémas adasa hypotenzidt és bradycardiat okoz [53, 100].
File és munkatarsai kimutattdk, hogy az agykamraba injektalt CRF szorongéskeltd
hatasu, emelt keresztpallo tesztben a CRF kezelés csokkentette az allatok nyitott karon
toltott idejét [51]. CRF agonistak intraamygdaloid injekcidja szorongaskeltd, mig CRF
antagonistdk adasa szorongasoldd hatasunak bizonyultak [126, 202]. Tovabba
immobilizacids stressz hatasara a CeA-ban emelkedett CRF szintet mutattak ki [142].

Ugyanakkor, 1ézios kisérletekben bizonyitottak, hogy a CeA l1ézi6ja esetén nem jon létre
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immobiliz&cids stressz hatdsara plazma kortizolszint emelkedes [7]. A stressz és az
RFRP peptidek kapcsolatat Kirby és munkatérsai vizsgaltdk. Stressz hatsara
emelkedett RFRP mRNS-szintet detektaltak a DMH-ban patkanyban [104]. 3 6rés akut
stressz hatdsara (az allatot 3 Oréara egy atlatszé mindkét végén zart milanyagcsGbe
helyezték) RFRP mRNS- ndvekedést tapasztaltak, mig 24 6raval késébb mar nem volt
kiildbnbség a Kontrollokhoz képest. Kronikus stressz hatdsara (14 egymast kovetd
napon, napi 3 Oraig az allatokat a miianyagcsébe helyezték) 24 6raval az immobilizacio
utén szintén emelkedett RFRP mRNS szintet detektaltak a DMH-ban. Ugyanakkor az
akut stressz okozott egy hirtelen, hosszantart6 emelkedést a plazma
kortikoszteronszintjében, mig a kronikus stressz szintén a plazma kortikoszteronszint
ndvekedését eredményezte. Megvizsgaltak, tovabba az RFRP sejtek és a kortikotropin-
releasing receptor 1 (CRH-R1), valamint a glukokortikoid receptor interakciojat. Azt
talaltak, hogy az RFRP sejtek koexpresszaljak mindkét receptort. Az RFRP
immunreaktiv sejtek 12,8 %-an kimutattak CRH-R1 receptort, mig 53,1%-a expresszal
glukokortikoid receptort. Erdemes megemliteni, hogy az adrenalektomia eliminalta a
stressz valaszt, vagyis a kortikoszteron felszabadulast, valamint az akut stressz hatasara
bekovetkez6 RFRP mMRNS ndvekedést szintén felfliggesztette a DMH-ban. Ezért
feltételezhetd, hogy a stressz indukadlta RFRP mRNS ndvekedés figg a
gliikokortikoidok cirkulalo szintjétol.

Kaewongse és munkatarsai az agykamraba adott RFRP-1 és RFRP-3 hatasat
vizsgaltak a plazma ACTH és oxytocin szintjére [95]. Ot perccel a beadast kivetden
megndvekedett ACTH és oxytocin plazmaszintet mértek. Mind az RFRP-1, mind az
RFRP-3 i.c.v. injektalasa fokozott c-fos protein aktivaciét indukal a hypothalamicus
SON-ban és a PVN-ban talalhatd oxytocin neuronokban. Tovabba a peptidek adasat
kovetden szignifikans dozisfliggd oxytocin felszabadulast izolaltak a SON-bdl [95]. Az
oxitocin akut és/vagy kronikus i.c.v. injektalasa szintén szorongasoldd hatasu
patkanyban és egérben [177]. Fontos megemliteni, hogy a CeA-ba és a PVN-ba injektalt
oxytocin szintén anxiolitikus hatasunak bizonyult [5, 11], valamint a CeA-ba injektalt
oxitocin receptor antagonista el6kezelés blokkolta az oxytocin anxiolitikus hatasat
[151].

Az anxiolitikus hatas kialakuldsdnak egy masik lehetséges mechanimusa az
RFRP-1 és a szerotonin interakcioja réven valosulhat meg. Ismert, hogy az AMY siiri
szerotonerg beidegzést kap a dorzalis raphe maghdl, tovabba szamos 5-HT-receptor

szubtipust kimutattak a AMY kiilonboz6 magcsoportjaiban, koztikk a CeA-ban is [144,
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229]. Megfigyelték, hogy félelmi kondicionalas soran n6 az AMY 5-HT szintje [91]. A
medialis amygdalaba adott 5-HT2 receptor agonistak anxiolitikus hatastinak bizonyultak
szocidlis interakcio és Emelt keresztpalld tesztben [43]. Fontos tudni, hogy a DMH-ban
az RFRP neuronokon azonositottak az 5-HT1a receptortipust [197].

Felmerulhet tovabbé az opiat-rendszerrel vald kdlcsonhatas is. Csirkékben i.c.v.
adva az RFRP-3 és egy delta opioid receptor antagonista egylittes injektaldsa nagyobb
taplalékfelvétel redukciot okozott, mint amikor mindketté 6nmagaban volt injektalva
[30]. Magatartasi vonatkozasban az RFRP-1 és RFRP-3 opiatokkal val6 kapcsolata még
tisztazatlan. A CeA-ban koézepes stirliségben mutattak ki opiod receptorokat [133],
tovabbéa opiat agonistak CeA-ba injektalasa anxiolitikus hatasunak bizonyult . Végul, de
nem utolsé sorban, felmertilhet RFRP-1 szorongasoldé hatasanak kialakulasa a
benzodiazepinekkel valé interakciok réven (BZD). A BZD-k anxiolitikus hatasanak
kialakulasa valosziniileg GABA-erg gatlas révén valosul meg [190]. BZD-receptorokat
a CeA-ban kdzepes denzitasban mutattak ki [238]. Tovabba leirtdk a CeA esetében is a
GABA-erg rendszer es az anxietas kapcsolatat [18]. Igazoltak a BZD agonistak CeA-ba
torténd mikroinjektalasat kovetd anxiolitikus hatasat [145, 166].

Kisérleteink eredményei alapjan tehat az RFRP-1 a CeA-ba injektalva
szorongadsoldo hatasunak bizonyult. Az anxiolitikus hatas kézvetitésében valosziniileg
NPFF1 receptorok jatszanak szerepet. Ugyanakkor az RFRP-3 a CeA-ba injektalva nem
szorongasoldo, valamint nem szorongdskelté hatasu, ugyanakkor nagy dozisu i.c.v.
alkalmazasa soran anxiogén hatdsunak bizonyult. Feltehetéen e hatas kialakulasaban a
korabban emlitett stresszhormonok felszabadulasa (ACTH, CRH) jatszhat szerepet. Az
RFRP-1 CeA-ba létrejott szorongasoldd hatasanak kialakulasaban szerepet jatszhat a
CRH, oxytocin, szerotonin, benzodiazepinnekkel valo kdlcsonhatas. Nem ismert a CeA-
ban az RFRP-1 indukalta anxiolitikus hatés kialakulasanak pontos mechanizmusa, ezért
tovabbi kisérletek szikségesek az RFRP-1 és a neuropeptid-neurotranszmitter

rendszerek interakcioinak feltérképezéseére.
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5.2.3. Helypreferencia teszt

A kondicionalt helypreferencia paradigmat széleskoriien hasznaljak kiilonféle
anyagok jutalmazo, meger6sit6 hatasanak tesztelésére [106]. A CPP vizsgalatara Huston
és munkacsoportja altal kifejlesztett metddust kovettuk [83], cirkularis open field
apparatatust hasznaltunk és megfelelé6 megvilagitast alkalmaztunk. A modszer elénye,
hogy a kornyezet homogenitasa kovetkeztében nem alakul ki elézetes preferencia, az
allatok az apparatus egyik negyedében sem toltenek szignifikansan tobb id6t a
kezelések eldtt (habitudcid soran). A kondicionaldsok elétt az 4llatok bilateralis
mikroinjekcioban részestilnek, majd a beadast kovetéen az allatok a kezelé kvadransba
kerlilnek. Ha egy anyag kellemes érzetet valt ki, akkor ezt az allatok a kezeld
kvadranssal tarsitjak és igy késébb a teszt alkalmaval, amikor szabadon mozoghatnak
mind a négy kvadrans teriiletén, azt a negyedet preferaljak, ahol korabban az anyagot
kaptak, igy alakul ki a helypreferencia. Fontos kiemelni, hogy a teszt soran az allatok
méar nem részesilnek anyagbeadasban, igy nem az adott anyag hatadsa, hanem a
kondicionalasok alkalmaval kialakult meger6sités gyakorol hatast a patkanyok
viselkedeseére.

Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy a CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1
pozitiv megerdsitd hatasa. Az RFRP-1 magatartasi hatdsai még kevesbé ismertek az
irodalomban, helypreferencia tesztben eddig még nem vizsgaltak, illetve megerdsitd
hatdsai nem ismertek. Az RFamid-tipusu peptidekhez legkozelebb allo peptid, az NPFF
hatdsat ugyanakkor vizsgaltak helypreferencia tesztben. A Nacc-be és a VTA-ba
onmagaban injektalva nem indukalt sem helypreferenciat, sem helyaverzioét [230].
Egylttes adasa morfinnal mindkét struktdraban gatolta a morfin indukéalta
helypreferenciat. A VTA-ba torténé egyiittes adasukat kovetéen mérték a dopamin szint
valtozasat a Nacc-ben, PFC-ben és az OT-ben [230]. A VTA-ba adott morfint kvetéen
ezen agyterilteken dopaminszint emelkedést mutattak ki, mig NPFF és morfin egyiittes
adasakor a dopaminszint novekedése blokkolodott. Az NPFF azon két receptoron
kdzvetiti hatasat, melyeken az altalunk vizsgalt peptidek, azaz az NPFF1 és NPFF2
receptoron. Az NPFF els6sorban az NPFF2 receptorhoz kot, de kis szelektivitast és
képes mindkét receptort aktivalni, mig az RFRP-1 és RFRP-3 az NPFF-1 receptorhoz
mutat nagyobb affinitast [12, 72, 129]. Immunhisztokémiai modszerekkel kimutattak,
hogy mind az NPFF1, mind az NPFF2 megtalalhatd a VTA-ban és a Nacc-ben, a PFC-
ben, az OT-ben, valamint a HPC-ban [3, 42, 230]. Kimutattdk a tirozin-hidroxilaz,
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NPFF1 és/vagy NPFF2 receptorok egyiittes eléfordulasat a VT A-neuronokon. Tovabba
GAD-67 (GABA neuralis marker)-pozitiv neuronokon szintén detektaltdk az NPFF1
és/vagy NPFF2 jelenlétét [230]. Ezek az eredmények felvetik a lehetéségét, hogy az
NPFF-nek kodzvetlen hatdsa van a dopaminerg neuronokra a receptorokon keresztiil,
illetve kozvetetett hatdsa van a dopaminerg neuronokon Kkeresztil a GABAerg
neuronokra. A VTA-ban a GABAerg neuronok diszinhibiciéja jol ismert, mint egy
fontos mechanizmusa az opioidok okozta mesocorticolimbicus dopaminerg neurélis
aktivitds ndvekedésének, ezaltal a jutalmazo hatés kialakulasanak. Azonban mind az
NPFF peptid, mind egy szelektiv NPFF2 receptor agonista (LDME) blokkolta a morfin
okozta helypreferenciat, valosziniileg egy kdzvetlen dopaminerg neurokon kifejtett
mechanizmuson  keresztiil.  Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy szdmos
neuropeptidrél ismert, hogy egy adott struktaraba vagy periféridra adva pozitiv
megerdsitd hatasu, mig mas struktaraban averziv hatast mutat, amely magyarazhato a
dozisfliggessel, a receptor denzitéssal, valamint a strukturak eltéré afferens és efferens
kapcsolatrendszerével. Egyébirant, megjegyzendd, hogy az NPFF csalad mésik peptidje
az NPAF injekcioja novelte a dopamin felszabadulast patkany striatum és amygdala
agyszelet preparatumban [92].

Az RFRP-1 peptidet kimutattdk a CeA-ban, tovabba az NPFF-1 receptor
jelenlétét szintén igazoltak. Kisérleti eredmenyeink azt mutatjak, hogy az RFRP-1
jutalmaz6 hatasa a CeA-ban specifikus, mivel NPFF receptor antagonista adasaval
RF9-el sikeriilt kivédeni a peptid pozitiv megerdsité hatasat. Kisérleteinkben hasznalt
antagonista az RF9, egy NPFF receptor antagonista, mely nem szelektiv az NPFF
receptor szubtipusokra, ugyanakkor a CeA-ban az NPFF2 receptort eddig még nem
azonositottak, ezért valosziniisithetd, hogy az RFRP-1 jutalmazé hatasat NPFF-1
receptorok kozvetitik a CeA-ban. Az antagonizalé hatds magyarazatara felmeriil az a
lehetéség, hogy ez az antagonista averziv, illetve szorongaskelté hatasu, ezaltal
csokkenti az allat altal az adott térrészben toltott idét. A bevezetésben emlitettiik, hogy
az RF9 nagy do6zisban agykamraba adva nem bizonyult sem anxiogén, sem anxiolitikus
hatdstnak, illetve 6nmagdban adott RF9 nem befolyasolta az amfetamin okozta
meger6sitd hatast [108]. Az Aaltalunk vizsgalt kisérletben, az RFRP-1-el kozel
ekvimolaris dozisban alkalmazott RF9 6nmagaban adva nem volt hatassal az allatok
viselkedésére, nem okozott sem helypreferenciat, sem helyaverziét. Ez szemben all
azzal a feltételezéssel, hogy az antagonista azaltal gatolja az RFRP-1 pozitiv megerdsito

hatasat, hogy 6nmagaban averziv hatassal rendelkezik.
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Szédmos addiktiv drogrél bebizonyosodott, hogy fokozza az allatok spontan
lokomotoros aktivitasat. Altalanossagban elmondhat6, hogy azon anyagok, amelyek
helypreferenciat indukélnak, fokozhatjadk a lokomdcidt, mig azon anyagok, melyek
helyaverziot véltanak ki hypoaktivitast okoznak. Vannak azonban ezzel ellentmond6
eredmények is. Tanulmanyoztdk a kinolinsav-indukalta amygdala 1éziok hataséat a
kokainnal kivaltott kondicionalt lokomdéciora es helypreferenciara. Azt tapasztaltak,
hogy az AMY Iéziok nem voltak hatassal sem az alap, sem a kokain indukalta
lokomaciora, ezzel szemben a kokain Kivaltotta helypreferenciat teljesen blokkoltak
[82]. E kisérleti eredmények bizonyitjak, hogy a kokain pszichomotoros stimulald,
valamint jutalmazo, meger6sit6 hatasait az AMY-1ézi6 kiilonb6z6képpen befolyasolja.
substance P hatasat a heypreferenciara, lokomocidra és szamos sztereotip viselkedési
formara [191]. A morfin és a substance P nem indukalt helypeferenciat, hatdsukra nem
volt valtozas a sztereotip viselkedésformakban sem (&gaskodas, mosakodas),
ugyanakkor morfin hatasara nétt a lokomocio a Kontroll csoporthoz viszonyitva. Az
amfetamin kisebb dozisa nem okozott helypreferencidt, ugyanakkor nétt az
agaskodasok szdma és a lokomaocio, nagyobb dézisa helypreferenciat indukalt egyéb
magatartdsformdk befolyasolasa nelkil (agaskodas, mosakodas, lokomdcio). Az
amfetamin indukalta helypreferencia hatdsara nem nétt a kezeld kvadransba torténd
belépések szama, valamint az sszes kvadransba torténé belépések szama sem. Tehat,
ezek alapjan elmondhat6, hogy a helypreferencia kialakulasa nem feltétlenul hozhat6
Osszefliggésbe a lokomaocio és a sztereotip viselkedési formak megvaltozasaval.

A mi adataink is azt a hipotézist tamasztjak ala, hogy a lokomotoros aktivitas
nem sziikségszeriien korrelal a helypreferencia kialakulasaval. Kisérleteink soran az
RFRP-1 kezelésben részesult allatcsoport esetében sem tapasztaltuk a motoros aktivitas
megvaltozasat, igy ebben az esetben is elmondhato, hogy az RFRP-1 jutalmazd hatasa
nem hozhatd 6sszefliggésbe a motoros aktivitas megvaltozasaval.

Felmerul a kérdés, hogy az RFRP-1 pozitiv megerdsitd, jutalmazo hatasa hogyan
alakulhat ki. Ismert, hogy a mezolimbikus DA-rendszer (MLDR) kulcsszerepet jatszik
a pozitiv megerdsitd folyamatokban, az inger-jutalom kozvetitette asszociacios
tanulasban, tovabba a pszichostimulans drogok és egyéb jutalmazé anyagok pozitiv
meger6sitd hatasaban [106]. Az MLDR innervalja az AMY-t is, tovabba a megerdsito
hatas kialakuladsdban fontos szerepet tulajdonitanak a Nacc-ben és az AMY -ban torténé

DA-felszabadulasnak. Mindkét agyi strukturaban kiépitheté volt pszichostimulansok
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hatdsara kémiai ©ningerlés [26]. Kisérleti eredmények igazoljak, hogy a
mezoamygdaloid DA palya jelentsen befolyasolja az AMY funkcioit [82]. Az AMY-t
innervald dopaminerg rostok a VTA lateralis és az SN medialis részébdl szarmaznak
[8]. A dopaminerg neuronok axonterminalisai a bazalis és interkalaris AMY magok,
valamint a CeA terlletére koncentrdlédnak, a tébbi mag diffaGzabb dopaminerg
beidegzést kap [8, 101]. Az amygdaloid komplexen belliil a CeA-ban mutattdk ki a
legmagasabb tirozin-hidroxilaz aktivitast és a legnagyobb DA koncentrciot [101]. A
CeA kild rostokat a VTA-ba és az SN-ba, befolyasolja ezen struktdrakban a DA
neuronok aktivitasat [227]. Tovabba a CeA-bol érkeznek GABAerg inputok a VTA-ba
és az SN dorzalis részébe, valamint a retrorubralis aredba [62, 227]. A reciprok
kapcsolatok alapjan feltételezhetd, hogy a CeA befolyasolni tudja a MLDR és
nigrostriatalis palyarendszerek miikodését. Az AMY -ban kimutattak mind a D1, mind a
D2 receptor jelenlétét, az amygdala magok kozil a D1 receptor legnagyobb
koncentracioban a CeA-ban fordul elé [140]. A Nacc-ben, BNST-ban, valamint a CeA-
ban talalhatd D1 receptorok antagonizalasa gatolja a kokain-dnadagolast [21]. Ezen
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a monoaminerg neurotranszmisszié szerepet
jatszik a pszichostimulans drogok jutalmazd hatdsanak kozvetitésében a CeA-ban.
Helypreferencia tesztekben igazoltak, hogy a kolinerg neurotranszmisszié szintén
szerepet jatszhat a megerdsitési folyamatokban [237]. Az RFRP-1 és receptorainak
acetilkolinnal torténd interakcioi az irodalombol kevéssé ismertek.

A kozponti idegrendszeren belil RFRP-1 immunreaktiv elemek tdbb olyan
olyan agyi struktdraban is el6fordulnak, melyeknek szerepiik van a jutalmaz6 hatasok
kozvetitésében, tObbek kozt a striatumban, HT-ban, AMY-ban, VTA-ban, valamint a
Nacc-ben [65, 181, 236]. Az RFRP-1 két receptortipusa szintén megtalalhato ezeken a
terlleteken [12, 45, 129, 230]. Ugyanakkor kevésse ismerjik az RFRP-1 interakcidit
neurotranszmiterrekkel és mas neuropeptidekkel, ezért csak valdsziniisithetjiik, hogy, az
RFRP-1 CeA-ban kialakult pozitiv megerdsité hatdsanak kozvetitésében, az MLDR-rel
vald kolcsonhatas jatszik szerepet. Tovabbi kisérleteket terveziink az RFRP-1
hatdsainak pontosabb és részletesebb megismerésére, valamint a DA-nal val6 esetleges

interakcioinak feltérképezésére.
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6. AZ EREDMENYEK OSSZEGZESE

Eredményeink igazoljak, hogy:

1)

2)

3)

4)

Az RFRP-1 50 ng-os dézisa a CeA-ba injektdlva akut téaplalékfelvétel
csokkenést okozott ad libitum taplalt patkanyokban, mely ANT elékezeléssel
felfiiggeszthet6 volt. Az RFRP-3 50 ng és 100 ng dézisa szintén anorexigéen

hatasinak bizonyult, amely ANT el6kezeléssel eliminalhaté volt.

24 Oréas éheztetést kovetéen az RFRP-1 mikroinjekci6ja nem okozott valtozast a
taplalékfelvételben, ami arra utal, hogy az AMY-ba injektalt RFRP-1 hatasara
megval6suld taplalékfelvétel redukcié flgg az éhség-jollakottsag allapotatol.
Ellenben az 50 ng dézisi RFRP-3 mikroinjekcidja a 24 oras éheztetést kovetoen
is szignifikans taplalekfelvétel redukciot okozott. Ez esetben tehat az RFRP-3
képes volt az egynapos taplalékdeprivacio altal kivaltott éhség (motivacios)

hajtoero ellenére is anorexigén hatast kifejteni.

A RFRP-1 és RFRP-3 indukalta szignifikans taplalékfelvétel csokkenés nem
tulajdonithatd egyéb nem specifikus hatasnak. Vizsgalataink szerint az RFRP-1 és
RFRP-3 anorexigén hatasat a beadast kovetd 5-25 percben fejti ki, ekkor vizsgaltuk
a peptidek vizfelvételre, illetve testhomérsékletre gyakorolt hatasat. A peptid
kezelések hatasara ezekben a paraméterekben nem kovetkezett be valtozas, vagyis a
petidek okozta taplalékfelvétel redukcio nem hozhatd 6sszefliggésbe ezen nem

specifikus hatasokkal.

Sem az RFRP-1, sem az RFRP-3 mikroinjektalasat kovetéen nem valtozott az
allatok altal a kiilonb6z6 magatartasformakkal (mosakodas, vakarodzas, exploracio,
pihenés) toltott id6 a kontroll csoportokhoz képest. Megallapithatjuk, hogy az
RFamid-tipusi  peptidek indukélta taplalékfelvétel csokkenés nem

tulajdonithato a magatartasi formakban torténod valtozasoknak.
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5)

6)

7)

8)

Open field tesztben igazoltuk, hogy sem az RFRP-1, sem az az RFRP-3 nem
befolyasolja az allatok spontan motoros aktivitasat. A peptidek nem indukalnak
hypoaktivitast, illetve hyperaktivitast sem. Igy az anorexigén hatas kialakulasaban

ezen tényezok nem jatszanak szerepet.

Emelt keresztpall6 tesztben igazoltuk, hogy a CeA-ba injektalt 50 ng dézisu
RFRP-1 szorongasold6 hatasu. Ezen anxiolitikus hatés specifikus, mivel NPFF
receptor antagonistaval kivédheté volt. Ugyanakkor az 50 ng RFRP-3 és a 100
ng dozisu RFRP-3 nem befolyasolja a szorongést, azaz nincs anxiolitikus vagy

anxiogén hatasa.

Helypreferencia teszt sordn a kisebb dézisi RFRP-1 pozitiv megerésité
hatasunak bizonyult. A jutalamazo hatas kozvetitésében feltehetéen a CeA-ban
megtalalhaté NPFF1 receptorok jatszanak szerepet. Az RFRP-1 pozitiv megerdésité
hatésa specifikus, mivel NPFF receptor antagonistaval eliminalhaté volt. A
helypreferencia kialakulasa nem hozhaté 0Osszefuggésbe anxiogén hatas
kialakulasaval, a helypreferencia teszt soran Kkiértékelésre kerult lokomotoros
aktivitast jelz0 paraméterck (megtett tavolsag, belépések szama) nem valtoztak a

kezelések hatasara.

Az RFRP-3 egyik ddzisa sem indukal helypreferenciat. Megallapithatjuk, hogy
az RFRP-3 a vizsgalt magatartasi paradigmak egyikében sem befolyasolta az
allatok viselkedését. Ugyanakkor anorexigén hatasa erésebbnek mondhato,
mint az RFRP-1 taplalékfelvételcsokkenté hatasa, ugyanis az RFRP-3 kezelés

esetén a taplalékdeprivalt allatoknal is kimutathato volt az anorexigén hatas.
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Osszefoglalasként, eredményeink ismeretében elmondhatjuk, hogy a CeA-ba
injektalt RFRP peptidek bizonyosan szerepet jatszanak a magatartasi folyamatok
szabalyozédsdban. Kimutattuk, hogy mig az RFRP-3 a taplalékfelvételi folyamatok
szabalyozésaban jut jelentds szerephez, addig az RFRP-1 méas magatartasi folyamatok
koordindlasdban is szereppel bir. Noha mindkét peptid ugyanarrél a génrdl
szintetizalodik, az eltéré hatasokért a kiilonb6zé aminosavszekvenciajuk (ami mar a C-
terminalisukban is megnyilvanul) lehet a felelés. Az RFRP  peptidek
hatasmechanizmusanak pontosabb megismeréséhez tovabbi kisérleteket terveziink,
egyrészt mas antagonistak alkalmazasat tervezziik a receptorialis mechanizmusok és
interakciok felderitése érdekében, masrészt vizsgalni szeretnénk az RFRP peptidek
kolcsonhatdsait a dopaminerg rendszerrel. Bar ezek még az elsé alapkutatasi
eredmények a CeA-ban a peptideket illetéen, remeljiuk, hogy Uj utakat, Iehetoségeket
nyitnak meg az idegrendszeri betegségek kutatasahoz, végul terapiajahoz.
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7. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A-Ghr: acylalt ghrelin

AS: aminosav

BNST: a stria terminalis bedgyazott magja

CCK: kolecisztokinin

CRF: corticotropin-releasing factor
CPP: kondicionalt helypreferencia
DMH: dorsomedialis hypothalamus
GABA: y-amino-vajsav

GnRH: gonadotropin-releasing hormon
HT: hypothalamus

LatA: nucleus lateralis amygdalae

LH: lateralis hypothalamus

MedA: nucleus medialis amygdalae
NPAF: neuropeptid AF

NPFF1: NPFF receptor 1

NPVF: neuropeptid VF

OBF: orbitofrontalis

RF9: NPFF receptor antagonista

PAG: periaqueductalis szlrkeallomany
PVN: nucleus paraventricularis

RF9: NPFF receptor antagonista

SN: substantia nigra

VTA: ventralis tegmentalis area

AMY': amygdaloid complex

BLA: nucleus basolateralis amygdalae
BZD: benzodiazepinek

CeA: nucleus centralis amygdalae
CRH: corticotropin-releasing hormon
DA: dopamin

F: fenilalanin

GnlH: gonadotropin-inhibitory hormon
HPC: hippocampus

I.c.v.: intracerebroventrikularis

LC: locus coeruleus

MLDR: mesolimbicus dopamin rendszer
Nacc: nucleus accumbens

NPFF: neuropeptid FF

NPFF2: NPFF receptor 2

NTS: nucleus tractus solitarii

OT: tractus olfactorius

PA: nucleus posterior amygdalae
PFC: prefrontalis kéreg

R: arginin

RFRP: RFamid-tipusa peptid

SON: nucleus supraopticus

VMH: ventromedialis hypothalamus
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