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1. Bevezetés

Jelen dolgozat targya két neuropeptid, az RFRP-1 (Neuropeptide SF) és az RFRP-3
(Neuropeptide VF) taplalékfelvételi és magatartasi hatdsainak vizsgalata az amygdala egy
Kitlintetett magcsoportjaban a centréalis amygdalaban (CeA).

A téplalékfelvétel és az energiametabolizmus komplex kdzponti idegrendszeri
szabalyozdsdban szamos neurotranszmitter és neuropeptid vesz részt. Jelenlegi ismereteink
szerint a testsulyszabalyozasi zavarok, mint a bulimia nervosa, az anorexia nervosa vagy a
testsuly szabalyozasi zavar masik véglete a tulstlyossag, illetve elhizés hatterében (tul a
pszichologiai tényezOkon, mozgasszegény ¢Eletmdédon stb.) a tdplalkozdsi magatartas
szabalyozasanak és az energia felhasznalasban szerepet jatsz6 neurokemiai folyamatoknak a
zavara allhat. Ezen idegrendszeri folyamatok jelent6s része peptid molekulakon,
neuropeptideken keresztiil valésul meg. A neuropeptidek az emberi szervezetben a kdzponti
idegrendszer kiilonboz6é strukturaiban, illetve periférids szovetekben termelddnek. Ezen
peptidek hatasukat a periférian és/vagy a kozponti indegrendszerben talalhatd éhség-
jollakottsagi rendszereken keresztil fejtik ki. Igy bizonyos peptidek fokozzak a
taplalékfelvételt (orexigén peptidek), masok viszont azéltal, hogy fokozzék a jollakottsag
érzetét, csokkentik a taplalékfelvételt (anorexigének).

Az RFRP-1 és RFRP-3 peptidek az RFamid csaladhoz tartoznak. Az RFamid csaladhoz
tartozo peptidek kozos jellemzbje, hogy peptidszekvenciajuk C-terminalisan egy arginin (R),
illetve egy fenilalanin (F) aminosav talalhato, innen szarmazik elnevezésik: RFamid peptidek
[18]. Az RFamid peptidcsaladon belul 5 csoportot kilonithetlink el: neuropeptide FF
(PQRFa) csoport [1,49], PrRP csoport [23], LPXRFa (RFRPs) csoport [43,45], kisspeptin
csoport [40] és a QRFP (26RFa) csoport [6,20]. A peptidcsaladok szdmos tagjardl ismert,
hogy befolyasoljak a taplalékfelvételt [9]. I.c.v. alkalmazast kovetéen a prolactin-releasing
peptid és neuropeptid FF anorexigén hatastnak [29,33], mig a 26 RFa orexigén hatastunak
bizonyult [37]. Korabbi kisérletek alapjan megallapitottak, hogy az RFRP-3 i.c.v. adva
fokozza a taplalékfelvételt patkanyban [25,32], tovabbd az RFRP-1 anorexigén hatasu i.c.v.
alkalmazva csirkékben [35]. Az RFRP peptideknek két receptora ismeretes, nevezetesen az
NPFF-1 és NPFF-2 (NPFF-R). Az RFRP-1 és RFRP-3 peptidek nagy affinitassal kotddnek az
NPFF-1 receptorhoz, mig gyenge affinitast mutatnak az NPFF-2 receptor irant [4,10].



A centralis amygdaldban kimutattdk mindkét peptid jelenlétét, valamint NPFF1
receptorokat is. Ismert, hogy az amygdala a limbicus rendszer részeként jelentés szerepet tolt
be a taplalékfelvétel szabalyozasaban [12,27]. Az amygdala centralis (CeA) részének lézidja
hypophagiat és testtomeg csokkenést okoz, mig a basolateralis (BLA) rész roncsolasa
hyperphagiat és testtémegndvekedést eredményez [13-16]. igy a hypothalamus mellett az
amygdalaban is talalhat6 egy "éhseg-" (CeA) és egy “jollakottsagi-kozpont" (BLA).

Kisérleteinkben a CeA-ra fokuszaltunk, mivel ezen intraamygdaloid régi6 bizonyitottan

szerepet jatszik a taplalékfelvételi magatartas, stressz-valaszok [21, 31, 47] és megerdsitési
folyamatok [2,5,7] szabalyozasaban is.

2. Célkituzések

1) Vizsgalataink arra iranyultak, hogy az RFamid-tipusu peptidek emlés idegrendszerben
eléforduld képviseldi, az RFRP-1 és RFRP-3 a CeA-ba injektalva kifejtenek-e hatast a

taplalékfelvételre.

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

b) Autoradiografias, illetve immunhisztokémiai vizsgalatok eredményei szerint a
centralis amygdala gazdagon ellatott RFamid-tipust peptideket kot receptorokkal
(NPFF1 receptorokkal). Bar a peptidek affinitdst mutatnak az NPFF-2 receptor
szubtipushoz is, azonban a CeA-ban ezt a receptor szubtipust nem siker(lt felfedni.
Kisérleteinkben tanulmanyoztuk, hogy a taplalékfelvételre gyakorolt hatas specifikus-

e, azaz NPFF-receptor antagonista elokezeléssel kivédhet§-e?

c) Vizsgaltuk, hogy a 24 orés taplalékmegvonas indukélta éhség-hajtoerd, motivacios

drive, milyen hatassal van az RFRP-1 és RFRP-3 okozta taplalékfelvétel valtozasra.



2)

3)

d) Vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 akut taplalekfelvétel valtozast indukalé hatasanak
lehetséges egyéb nem specifikus okait: vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 hatasat a
testhOmérséklet valtozésra (esetleges hypothermiat vagy hyperthermiat kivalté hatést),
a vizfelvételre, valamint a magatartasi valtozasokra (kiilonboz6 magatartasformakat

vizsgaltunk: evés, mosakodas, vakarodzas, exploracid, pihenés).

Tanulmanyoztuk a CeA-ba injektalt RFRP-1 és RFRP-3 hatasat patkdnyok spontan
motoros aktivitasara open field tesztben, valamint szorongasra kifejtett hatasat emelt
keresztpalld tesztben. Fontos volt megvizsgalni, hogy a peptidek befolyasoljak-e a
lokomociot, illetve ha anxiogén vagy anxiolitikus hatast indukalnak, akkor az nem
specifikus médon a taplalékfelvetel mértékét is befolyasolhatja. Tovabba, NPFF-receptor
antagonista el6kezeléssel probaltuk igazolni az NPFF1 receptorok szerepét az anxiolitikus

vagy anxiogen hatas kozvetitéseben.

Vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 esetleges jutalmazo, pozitiv megerdsitd vagy averziv
hatasat helypreferencia tesztben. Helypreferencia teszt soran, ha az allatok az apparatus
egy adott térrészében tobb id6t téltenek, mint a tobbi részében, azt nemcsak a preferencia
kialakulasa okozhatja, hanem az lehet hipoaktivitdas kovetkezmenye is, amely
magyarazhatd lehet az anyag szorongaskeltd hatdsaval. Ezt az elobb emlitett emelt
keresztpallo tesztben vizsgaltuk, illetve a helypreferencia teszt specifikus paramétereit is

elemeztik.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink sordn 280-320 g testtomegii him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az
allatok két héttel a mitétek eldtt keriiltek at a tenyészetbdl a klimatizalt allathazunkba, ahol
kiilon ketrecekbe helyeztiik el G6ket. A helyiségben a hémérséklet 22 + 1 °C, a relativ
paratartalom 50-60 %-0s volt. Mesterséges megvilagitast alkamaztunk, melynek soran a
napszakok szerinti 12-12 Gra sotét és vilagos periddust biztositottunk. Viz korlatlanul allt az
allatok rendelkezésére, szilard tdp (CRLT/N egységes ragcsalétap, Charles River Kift.,
Budapest) azonban csak a kisérlet menetének megfeleléen volt elérheté szamukra. Az allatok
tartasanal és a kisérletek soran végig az allatetikai kodex szabalyait betartva jartunk el (Pécsi
Tudomanyegyetem, ill. European Union Council Directive 86/609/EEC).

3.2. Miitétek

A sztereotaxikus technikaval végzett miitétek soran rozsdamentes fém vezetOkaniiloket
bilateralisan vezettiink be a CeA folé. A kaniilok atméréje 22 gauge (0,7 mm) volt és belsd
vege a celzott struktdra felett 1 mm-rel helyezkedett el. A célzott terllet koordinatait Paxinos
és Watson [36] agyatlasza alapjan hataroztuk meg: AP: a bregmahoz viszonyitva -2,3 mm,

ML: + 4,1 mm, DV: -6,5 mm a dura felszinét6l szamitva.
3.3. Anyagbeadas

Kisérleteink sordn 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) dbzisat, 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 so, a
tovabbiakban ANT) 20, 25 ng és 50 ng (41,4; 51,8 és 103,6 pmol) dozisat hasznaltunk. Az
anyagokat 0,15 M-os NaCl-ban oldottuk, a mikroinjekciok térfogata 0,4 ul volt. Kontroll
kezelésként a vehiculumot (0,15 M steril NaCl) alkalmaztuk ugyanabban a térfogatban. Az

elébb emlitett dozisok az egyik agyféltekéhez tortént injekciok dozisat jelentik, tehat az



allatok a fent emlitett dozisok kétszeresét kaptdk, mivel a mikroinjekciok minden esetben
kétoldaliak voltak. Kozvetleniil a kisérletet megel6z6en, az anyagbeadas el6tt a dugdkat
eltavolitottuk a vezetOkaniilokbol. Az anyagbeadast a kronikusan implantalt vezetdkaniilbe
helyezett beadokaniilon (kiilsé atmérd 27 gauge, 0.4 mm) keresztiil végeztiik. A beaddkaniil 1
mm-rel talnyult a vezetékaniilon, igy elérve a célteriiletet, az oldat a CeA-ba kerilt. A
beadokanilt 20 cm-es polietilén csével 10 ul-es Hamilton fecskend6h6z csatlakoztattuk, mely
az oldott anyagokat tartalmazta. A Hamilton fecskend6t Cole-Parmer automata
minipumpaval (Cole-Parmer, IITC, Life Sci. Instruments, California) miikodtettiik, amelyet
ugy programoztunk, hogy 1 percen keresztul folyamatosan, egyenletes tempdban juttassa az
anyagot a célteriiletre. A beadast kovetden a beaddkaniilt tovabbi 1 percig a vezetOkaniilben
hagytuk, hogy megakadalyozzuk az anyag visszafolyasat, majd eltavolitdsa utan ismet
dugdval zartuk a vezetdkaniilt. Az ANT el6kezelés minden esetben 15 perccel elézte meg az
RFRP-1 vagy RFRP-3 mikroinjekciokat. Az injekciokat kézben tartott éber allatoknak adtuk
be.

3.4. Taplalékfelvétel mérése

Ad libitum taplalt allatokkal végzett kisérletek soran a patkanyoktdl a kisérlet kezdete
elétt 1 oOraval elvettilk a szilard taplalékot, mig a 24 oran keresztll éheztetett allatokkal
végzett kisérletek soran a mikroinjekcidkat megel6z6 24 6raban és a mérési periodusok ideje
alatt a szilard taplalékot megvontuk. A neofobia elkeriilése végett, két héttel a miitétek elott
az allatokat folyékony tap felveételre, tejivasra (136,45 kJ/100 ml, Milk Quick, Berettyoujfalu)
szoktattuk, melyhez egy kalibralt mililiteres beosztasu itatotubusbol juthattak [11,41,46].
Azon éallatokat, melyeknél nem alakult ki egyenletes fogyasztas kizartuk a kisérletbdl.
Vizsgalataink soran ml-es pontosaggal mértik az akut taplalékfelvételt, a mikroinjekciokat
kovet6 elsd fél oraban 5 percenként, majd a 40., 50., 60. percben. A mérés utan az allatok ujra

szilard tdphoz, valamint folyadékhoz juthattak.

3.5. Az allatok magatartasanak vizsgalata taplalékfelvételi paradigmaban

A vizsgalatok soran 25 percen keresztil videokameraval rogzitettik az allatok
viselkedését (Panasonic SDR-H85 video camera) az 50 ng RFRP-1, az 50 ng RFRP-3, illetve



a vehiculum CeA-ba injektalasat kovetéen. Az &llatokat a tapalékfelvételi kisérletekhez
hasonléan a megszokott kornyezetiikben vizsgaltuk. A kisérletek Onkontrollosak voltak.
Meértiik, hogy az allatok a 25 perces megfigyelés 5 perces szakaszaiban mennyi idot toltottek
a folyékony tépfelvétellel, a mosakodasi mozgéasformaval, vakar6dzassal, pihenéssel,

valamint az explorécioval.

3.6. Vizfelvétel mérése

A mitétek elott egy héttel az allatok napi 4 Oran at kalibrdlt ml-es beosztasu
itatotubusbol fogyaszthattak vizet. A kisérletek sordn az 50 ng RFRP-1, 50 ng RFRP-3, 100
ng RFRP-3 vagy a vehiculum beaddsa utan 60 percig vizsgaltuk a vizfelvételt, az els6 fél

Oréban 5 percenként, majd a 40., 50., és 60. percben.

3.7. Testhomérséklet mérési Kkisérletek

Az allatok testhdmérsékletét az anuson keresztiil 2.5 cm-re a colonba helyezett 0,1 °C
pontossagu digitalis hémérdvel (digital clinical thermometer, Kruuse, Cat.no 291103)
vizsgaltuk. Az 50 ng RFRP-1, 50 ng RFRP-3, 100 ng RFRP-3, illetve a vehiculum beadasa
elétt 10 perccel, valamint a kezelések utan 10 és 20 perccel mertik az allatok

testhomérsékletét.

3.8. Magatartasi tesztek

A magatartasi tesztek sordn az allatok viselkedését jellemzd paramétereket a’ Noldus
EthoVision Basic’ szamitogépes program segitségével regisztraltuk (Noldus Information
Technology b.v., Wageningen, Hollandia). Ez a program koveti és digitalisan rogziti az allat

mozgasat az altalunk kijeldlt teruleten, on-line és off-line analizisre is lehetéséget ad.

3.8.1. Open field teszt

Open field tesztben vizsgaltuk az allatok spontan (motoros) aktivitasat. Tiz perccel a
kétoldali intraamygdaloid injekciokat kovetden a patkanyokat egy 60x60x60 cm-es dobozba

helyeztik. A doboz aljat 16 egyenld méretli négyzetre osztottuk. Ot percen keresztiil



figyeltiik és a doboz folé erdsitett videbkameraval rogzitettiik az &llatok viselkedését. Mértiik
az allatok altal megtett tvolsdgot, a keresztezések szamat és az allatoknak az open field
apparatus centrélis areajaban toltott idejét [a dobozt centralis (ez jelentette kozépsé négy

négyzet terliletét-ami az egész apparatus 25%-a) és periférias teriiletre is felosztottuk].

3.8.2. Emelt keresztpalld teszt (Elevated plus-maze test)

Az emelt kereszpalld tesztet egyes anyagok szorongast oldé vagy szorongast keltd
hatasanak kimutatasara hasznaljak [24]. A kisérleti apparatus két nyitott (50 cm x 12 cm) és
két zart (50 cm x 12 cm x 40 cm) karbol &ll, melyek 1 méterrel a talaj folott kereszt alakban
helyezkednek el. A zart kar oldala 40 cm magas, teteje nyitott. Tiz perccel az
intraamygdalaris injekciokat kovetéen a kisérleti allatot az apparatus kdzepére helyeztilk,
orral az egyik zart kar irdnyaba. Ezt kdvetden 5 percig figyeltiik és videoval rogzitettiik az
allatok mozgéasat. Mértiik a zart karokon, a nyitott karokon és a nyitott karok végein elt6ltott
1d6t, valamint a zart karokra, a nyitott karokra és a nyitott karok végeire torténd belépések

szamat. Meértlik tovabba az allatok altal 5 perc alatt megtett Gt teljes hosszat.

3.8.3. Helypreferencia teszt

A helypreferencia tesztet alkalmazzak kémiai anyagok jutalmaz6-megerdsité hatasanak
vizsgalatara [44]. A helypreferencia kimutatasara egy 85 cm atmérdji, 40 cm magas fala,
henger alakt apparatust hasznaltunk (amely egy kor alaka ‘open field” doboz). A sotétsziirke
szinli doboz aljan 1évé 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 poziciéban voltak. Vizsgalataink soran az
apparatust 40 W-os izzdval vilagitottuk meg. A helypreferencia tesztet négy egymast kovetd
napon végeztik. A kisérlet elsé napjan az allatokat habitualtuk, melynek soran az allatokat
konstans irdnyban az apparatus kozepére helyeztiink. Ezt kdvetden az allatok 15 percen (900
s) keresztul szabadon mozoghattak az egész doboz terlletén. Mértik a patkanyok altal
megtett utat és az egyes kvadransokban toltott idét. A kisérlet masodik és harmadik napjan
tortént az allatok kondicionalasa. Ezeken a napokon az allatokat az anyagbeadast kdvetden a

kezel6 kvadransba helyeztiik. Minden egyes allatnak az apparatus egy olyan kvadransat



vélasztottuk ki a tarsitasra, amelyben az &llat a habituacié sordn nem a legtébb, de nem is a
legkevesebb id6t toltotte. Az 4allatokat, a bilateralis mikroinjekciot kdvetden azonnal 15
percre a kezel6 kvadransba zartuk egy plexi térelvalaszto lap segitségével. A negyedik napon,
a teszt sorén a plexi térelvalaszto lapot eltavolitottuk, majd a patkanyokat anyagbeadas nélkdil
az apparatus kozepére helyeztik, és 15 percig (900 s) Gjra szabadon mozoghattak az egész
dobozban. Ekkor ismét mértiik az egyes kvadransokban toltott idét. A helypreferencia
kiépiilésének az volt a kritériuma, hogy az allatok a teszt soran szignifikansan tobb id6t

toltsenek a kezeld kvadransban, mint a habituacio alatt.

3.9. Adatok kiértékelése

3.9.1. Szbvettan

A kisérletek befejezését kovetden az allatokat i.p. uretan (20%) oldattal elaltattuk, es
eloszor fiziologias sooldattal, majd ezt kovetéen 10%-0s formaldehid oldattal
transzkardialisan perfundaltuk. Az eltavolitott agyakbdl egy hét posztfixacids periddust
kovetden mikrotommal 40 um vastagsagu metszeteket készitettlink, melyeket krezil-ibolyaval
festettink meg. Az értekelés fénymikroszképpal tortént, Paxinos és Watson-féle
sztereotaxikus [36] atlasz segitségevel rekonstrudltuk a kanilok valés helyét. Az eredmények
kiértékelése soran a statisztikai analizisbdl kizartuk azon allatokat, amelyek esetében a kaniil

nem a céltertileten volt.

3.9.2. Statisztika

A téplalékfelvétel meérési vizsgalatok soran nyert adatok kiertékeléséhez variancia
analizist (ANOVA with repeated measures, SPSS Windows 18.0) alkalmaztunk. Mivel ezen
Kisérleteink dnkontrollosak voltak, 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 interakcid tekintetében szignifikans eltérést mutatott péarositott t-
probaval folytattuk az analizist. Parositott t-prébaval hasonlitottuk 0ssze az egyes
idépontokban ugyanazon allatcsoport eltérd kezeléseket kovetden nyert adatait. A

taplalékfelvétel valtozassal kapcsolatos kisérleteink, igy a vizfelvétel-, a taplalékdeprivacios

10



taplalékfelvétel-, a testhémérséklet mérési, tovabba az allatok taplalékfelvétel sorén
megfigyelt spontdn magatartasénak vizsgalata szintén onkontrollosak voltak, igy a fent
emlitett statisztikat alkalmaztuk az adatok analizisére. A magatartasi tesztek soran végzett
vizsgalataink nem voltak énkontrollosak. igy az eltéré kezelésekben részesiilt allatcsoportok
eredményeinek  statisztikai ~ értékelésére  egy-szempontos vagy  két-szempontos
varianciaanalizist (ANOV A, SPSS Windows 18.0) alkalmaztunk. Ezt kovet6en, szignifikans
kilénbség esetén Tukey féle post hoc tesztet végeztiink az eredmények tovabbi analizisére. A

szignifikancia szintet minden esetben p<0,05-nek tekintettlk.

4. Eredmenyek

4.1. Taplalékfelvetelt vizsgalo kisérletek eredményei
4.1.1. Az intraamygdalaris RFRP-1 mikroinjekcidik hatasa a taplalékfelvételre

A Kisérleteinkben alkalmazott RFRP-1 legalacsonyabb (25 ng), valamint legmagasabb
(200 ng) dozisa nem okozott valtozast a taplalékfelvetelben a kontroll kezeléshez képest. Az
50 ng dozisu RFRP-1 mikroinjekcidja a mérés kezdetétdl a mérés végéig tartd szignifikins
taplalékfelvétel redukciot okozott a kontroll kezelés hatasahoz képest. A 100 ng RFRP-1
mikroinjekcioja esetén a mérés kezdetét6l fogva ugyan nem volt szignifikans a kulénbség, de

tapfelvételcsokkenési tendencia jelentkezett a kontroll kezeléshez viszonyitva.
4.1.2. Az intraamygdaléaris RFRP-3 mikroinjekcioik hatasa a taplalékfelvételre

Vizsgalatainkban az 50 ng és a 100 ng RFRP-3 mikroinjekcidk szignifikans
taplalékfelvétel csdokkenést okoztak. Az RFRP-3 mindkét dézisa a mérés kezdetétél a mérés
végeig tartd szignifikans taplalékfelvétel redukciét okozott a kontroll kezelés hatasahoz
képest. A 25 ng és a 200 ng RFRP-3 mikroinjekcidja nem okozott valtozast a

taplalékfelvételben.
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4.1.3. Az intraamygdalaris NPFF-receptor antagonista RF9 mikroinjekciok hatasa a
taplalékfelvételre

Az RFRP-1 okozta anorexigén hatds szubsztratspecifikussdgarél antagonista
elokezeléssel gy6zodtink meg. Els6ként a 20 ng és 50 ng ANT mikroinjekcidinak hatésat
tanulményoztuk a taplalékfelvételre. Eredményeink szerint sem az alacsonyabb, sem a
magasabb dézisi RF9 ©6nmagéban alkalmazva nem véltoztatta meg a taplalekfelvétel
dinamikdjat. Ezt kovetéen kombinalt kezeléseket kezdtiink. Irodalmi adatok és sajat
megfigyeléseink szerint a 15 perces id6éintervallum, melyet az ANT és az RFRP
mikroinjekciok kozott hagytunk, elegendd a receptorokhoz valoé kotddéshez, s az antagonista
hatasanak kialakuldsahoz. Vizsgalataink soran az el6z6 kisérletekben hatasosnak bizonyult
50 ng RFRP-1, illetve 50 ng RFRP-3 és 100 ng RFRP-3 ddzisokkal ekvimolaris mennyiségii
ANT (20, 25 és 50 ng) elokezelés hatasat vizsgaltuk. Mind az RFRP-1, mind az RFRP-3

okozta taplalekfelvétel redukcio eliminalhato volt antagonista elokezelések alkalmazasaval.

4.1.4. A deprivéacio hatasa az RFRP-1 és RFRP-3 altal kivaltott taplalékfelvétel csdkkenésre

Kisérleteinkben megvizsgaltuk, vajon az RFRP peptidek bilaterdlis mikroinjekcioja
befolyasolja-e az ¢l6z6leg 24 orat éheztetett allatok taplalékfelvételét is. Megfigyeléseink
szerint a 24 6ran at taplalékdeprivalt patkanyok 50 ng RFRP-1 peptiddel valé kezelése nem
okozott szignifikans valtozast a taplalékfelvételben. Ezzel szemben az 50 ng RFRP-3 kezelés
a mérés 10. percétdl a mérés végeéig tartd szignifikans taplalékfelvétel redukciot okozott a
kontroll kezelés hatdsahoz képest. A nagyobb do6zisu (100 ng ) RFRP-3 kezelés nem okozott

valtozast a taplalékfelvételben.

4.1.5. Az intraamygdaléaris RFRP-1 és RFRP-3 mikroinjekcidik hatasa a vizfelvételre

Kisérleteinkben folyékony taplalékfelvételi paradigmat alkalmaztunk. Mivel a
folyékony taplalékfelvétel és a vizfelvétel hasonlé motoros viselkedést igényel, ezért
szlikségesnek éreztik, hogy kisérleteinkben kilon megvizsgaljuk a peptidek hatasat a
vizfelvételre. Eredmeényeink szerint sem az 50 ng RFRP-1, sem pedig a 50 ng RFRP-3 vagy

100 ng RFRP-3 mikroinjekci6ja nem volt hatassal a patkanyok vizfelvételére.
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4.2. Az éllatok magatartasanak vizsgélata taplalékfelvételi paradigméaban

Sem az RFRP-1, sem az RFRP-3 kezelések hatdsara nem taldltunk szignifikéns
kilonbséget az egyes viselkedési formakat illetéen. A kontroll kezeléshez képest az RFRP-3,
illetve RFRP-1 kezelés esetén az allatok taplalékfelvétellel toltott ideje az elsé 10 percben
csokkent, de nem érte el a szignifikans szintet. Az RFRP-1 és RFRP-3 kezelés hatdsara

kialakulo taplalekfelvétel redukcio nem magyarézhatd a viselkedési formak megvaltozésaval.

4.3. A testhomérsékletet vizsgalo kisérletek eredményei

Jol ismert, hogy a testhOmérsékletbeli valtozasok befolyasolhatjak a taplalékfelvételt,

ezért megvizsgaltuk az RFRP kezelések hatasat a testhémérsékletre.

4.3.1. Az intraamygdalaris RFRP-1 mikroinjekciok hatdsa a testhémérsékletre

Az 50 ng RFRP-1 kezelés nem volt hatassal a patkanyok testhdmérsékletére a
mikroinjektalast koveté 20 percben, tehat e paraméter valtozdsa nem lehet oka a

taplalékfelvételben bekovetkezett redukcionak.

4.3.2. Az intraamygdaléaris RFRP-3 mikroinjekciok hatdsa a testhémérsékletre

Az RFRP-3 kezelések (50 ng RFRP-3, 100 ng RFRP-3) hatasara egyik meérési
idépontban sem volt kiilonbség a testhémérsékletben, tehat a taplalékfelvétel csokkenés oka

nem a testhOmérséklet valtozasban keresendo.

4.4. Magatartasi kisérletek eredményei

4.4.1. Az intraamygdalaris RFRP-1 mikroinjekcidk hatasa open field tesztben

Az RFRP-1 bilateralis mikroinjekcidja nem befolyasolta az allatok spontdn motoros
aktivitasat open field tesztben. Az 50 ng RFRP-1, valamint a vehiculum kezelésben részesilt
allatcsoport teszt soran kapott adatait 6sszehasonlitottuk az egy nappal a mikroinjekcidkat

megelézéen végzett mérés soran felvett megtett Gt hosszaval és a keresztezések szamaval,
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azaz az alapaktivitassal. Tovabba az anxiogén”-szerii” hatds kimutatasara hasznalt
paramétert, az open field apparatus centralis areajaban toltott idot szintén 6sszehasonlitottuk a
kilonfele kezelésben részesult allatcsoportoknal. Az eredmények statisztikai értékelése soran

semmilyen dsszefliggésben nem talaltunk eltérést az allatcsoportok kdzott.

4.4.2. Az intraamygdalaris RFRP-3 mikroinjekcidinak hatasa open field tesztben

Ezen Kisérleteinkben vizsgaltuk az 50 ng RFRP-3, illetve 100 ng RFRP-3 kezelés
hatasat az allatok spontan motoros aktivitasra open field tesztben. A kiilonféle kezelésben
részesiilt csoportoknal a mikroinjekciot kovetd alapaktivitdst hasonlitottuk 6ssze az el6zd
napi alapaktivitassal. Mértiik a megtett tavolsagot, a keresztezések szamat, valamint az open
field apparatus centralis aredjaban toltott id6t. A mért paramétereket illetden nem talaltunk

szignifikans eltérést az egyes csoportok kozt.

4.4.3. Az intraamygdalaris RFRP-1 mikroinjekciok hatasa emelt keresztpallo tesztben

A CeA-ba adott RFRP-1 szorongasoldod hatasunak bizonyult. Az 50 ng d6zisi RFRP-1
hatasara szignifikdnsan nott a nyitott karon, valamint a nyitott kar végén toltott ido, €s az ott
megtett Ut, a kezelés ugyanakkor az allatok altalanos aktivitasat nem valtoztatta meg. A
nagyobb dozisu (100 ng) RFRP-1 hatasara ugyanakkor nem valtozott az allatok viselkedése
az emelt keresztpallo teszt sordan. Az 50 ng RFRP-1 anxiolitikus hatasa specifikus, mivel

NPFF receptor antagonista RF9 el6kezeléssel eliminalhatd volt.

4.4.4. Az intraamygdalaris RFRP-3 mikroinjekcidk hatasa emelt keresztpallé tesztben

Az emelt keresztpallo tesztet elvégeztik a CeA-ba adott RFRP-3 szorongast fokozo
(anxiogén) vagy szorongas old6 (anxiolitikus) hatasanak tesztelésére is. Nem tapasztaltunk
szignifikans kuldonbséget egyetlen mért paraméterben sem. Ezen eredmények azt sugalljak,
hogy sem az 50 ng, sem pedig a 100 ng dézisi RFRP-3 nem indukal sem anxiogén, sem

anxiolitikus hatast.
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4.4.5. Az intraamygdalaris RFRP-1 mikroinjekciok hatasa helypreferencia tesztben

Kimutattuk, hogy a CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 pozitiv megerdsité hatast. Az 50 ng
dozisu RFRP-1 hatasara szignifikansan nétt a kezel6 kvadransban toltott id6, mig a 100 ng-0s
dozis nem befolyésolta az allatok viselkedését. Az antagonista Gnmagaban szintén hatastalan
volt. Az 50 ng RFRP-1 pozitiv megerdsité hatdsat bilateralis antagonista elokezelés

felfuggesztette.

4.4.6. Az intraamygdalaris RFRP-3 mikroinjekcidk hatasa helypreferencia tesztben

A CeA-ba adott RFRP-3-at nem talaltuk pozitiv megerdsité hatastnak helypreferencia
tesztben. A kis dozisu (50 ng) RFRP-3 hatasara nem valtozott a kezel6 kvadransban toltott
id6. A 100 ng RFRP-3 kezelésben részesilt csoport valamivel kevesebb id6t toltott a kezeld

kvadransban, a kilonbség azonban nem érte el a statisztikailag szignifikans szintet.

5. Diszkusszio

5.1. Taplalékfelvételt vizsgalo kisérletek megvitatasa

A CeA-ban mind RFRP-1, mind RFRP-3 immunreaktiv rostokat mutattak ki, tovabba a
peptidek egyik receptorat, az NPFF1 receptor jelenlétét is igazoltak [4,30,50,51].
Taplalékfelvétel mérési vizsgalataink azt igazoljak, hogy az 50 ng dozisi RFRP-1
injektalasa a CeA-ba szignifikdns folyékony taplalékfelvetel csokkenést okoz. Az
RFRP-1 hatasa specifikusnak bizonyult, mivel NPFF receptor antagonistaval (RF9)
eliminalhaté volt. Az RFRP-3 esetében eredményeink azt mutatjak, hogy a CeA-ba
torténé injektalasa szignifikans folyékony taplalékfelvétel csokkenést okoz az 50-100 ng
dozistartomanyban. Az RFRP-3 anorexigén hatasa specifikus, mivel NPFF receptor
antagonista RF9 alkalmazasaval eliminalhato volt. Ezek az elsé eredmények, melyek az
RFRP-1 és RFRP-3 tdplalékfelvétel csokkentd hatdasardl szamolnak be a CeA-ban.
Eredményeink azonban szemben allnak az irodalomban eddig fellelhetd eredményekkel.
Nevezetesen, Johnson és munkatarsai, valamint Murakami és munkatarsai altal végzett

Kisérletekben az RFRP-3 i.c.v. injektalasa taplalékfelvétel ndvekedést okozott [25,32].
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Az altalunk alkalmazott hatékony dozistartomany pikomolos tartomanyba (50.5-101.1
pmol/0.4ul) esett, ez sokkal alacsonyabb, mint az agykamraba torténd injektalasok soran
hasznalt dozisok (505 - 1010 pmol/5ul), melyeknél a peptid orexigén hatasardl szamoltak be.
Fontos tudni, hogy nagyszdmu RFRP-3 immunreaktiv neuront talaltak az arcuatus magban, a
DMH-ban, a dorzalis mammillaris magban és a periventrikularis tertileteken a 3. agykamra
faldhoz kozel [28,42,51]. Az RFRP-3 neuronok efferens rostokat kiildenek a VMN-ba, az
LH-ba az MCH és orexin sejtekhez, valamint az arcuatus magba mind az NPY immunreaktiv,
mind a POMC immunreaktiv sejtekhez. Ezen projekciok szerepének vizsgalatara iranyuld
elektrofiziologiai kisérletek felfedték, hogy az RFRP-3 gétolja a POMC neuronok aktivitasat
és csokkenti a kisspeptin okozta POMC neuronok tlizelési aktivitasat (excitaciojat) egérben
[17]. A taplalékfelvételt gatld (anorexigén) sejtek, mint pl. a POMC neuronok gétlasa
eredményezheti a taplalékfelvétel novekedését, ez magyarazhatja az RFRP-3 orexigén
hatdsat. Feltételezhetd, hogy az RFRP-3 i.c.v. adasat kovetd taplalékfelvételt fokozo hatas az
NPY/POMC rendszeren keresztill valésul meg. A CeA-ba injektalt RFRP-3 pedig mas
mechanizmuson keresztul fejti ki hatasat. Tovabba fontos kiemelnink a kiilonbséget az i.c.v.
alkalmazas és egy jol korllhatarolt agyi struktara célzott mikroinjekcidjanak hatasai kdzott.
Az i.c.v. injekcio esetében az alkalmazott neuropeptid diffuzidés sebessége nagyobb a
liguorban, mint az agyi parenchymaban, igy az RFRP-3 az agykamra viszonylag nagy
felszinén szétterjed, miel6tt bekeriilne az agyszovetbe. Ezért, veleményink szerint, az i.c.v.
injekcid egy joval altalanosabb hatast okoz, mint a lokalis mikroinjekci6. Tovabba a hatas
fligg a receptor denzitastol €s a peptid féléletidejétdl is (ezen peptidek esetében ez nem
ismert). Feltételezhetjiik, hogy az i.c.v. injektalt RFRP-3 azon NPFF receptorokhoz k6tédott,
melyek az agykamra faldhoz kdzelebb helyezkedtek el, valamint koncentracioja fokozatosan
csokkent az agyi parenchymaban. Ezzel szemben az RFRP-3 CeA-ba torténd injektaldsa
soran a lokalis, elérhetd NPFF receptorokhoz tud kétddni és ily modon befolyésolja a lokalis

neuronhaldézatok mikodését.

Eredményeinkhez hasonlé adatokat mutatnak mind kinetikajaban, mind az RFRP-3
specifikus hatasaban azon vizsgalatok, melyek szerint az RFRP-3 (VPNLPQRF-NH2-
aminosavszekvenciaju human RFRP-3) taplalékfelvétel csokkentd hatast fejt ki csirkékben.
Az RFRP-3 anorexigen hatasa rovid idejii (60 percig szignifikans), a vizfelvételre nincs

hatdsa [8]. Csirkékben i.c.v. injektalva a neuropeptid FF (NPFF, amely szekvenciajat
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tekintve a legkdzelebb all a RFRP peptidekhez) ugyancsak anorexigén hatasd, azonban a
hatas hosszabb ideig tart, mint az RFRP-3 esetében. Feltételezik, hogy az RFRP-3 és az
NPFF anorexigén hatadsa az NPFF receptorok két eltéré altipusan kozvetitédik. Az NPFF
sokkal nagyobb affinitassal kotddik az NPFF2 receptorhoz, mint az NPFF1 receptorhoz [38].
Az NPFF anorexigén hatdsa NPFF2 receptoron keresztiil kozvetitddik, mig az RFRP-3
nagyobb affinitdst mutat az NPFF1 receptorhoz, val@sziniileg anorexigén hatasat ezen
receptoron fejti ki [4,30]. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy az NPFF2-es receptor
kozvetitette hatds erdteljesebb €s hosszabb ideig tart, mig az NPFF1 kozvetitette hatés
tranziensebb [8]. Ez az eredmény egyezést mutat a mi eredményeinkkel, melyek szerint az
RFRP-1 és RFRP-3 taplalékfelvételt csokkent6 hatdsa az NPFF1 receptoron keresztiil
érvényesiil, ezért tranziensebb, mig i.c.v. adva patkdnyban mindkét receptoron koézvetitddhet

a hatas.

Kulon kisérletekben vizsgaltuk a 24 6réas deprivacid hatasat a CeA-ba injektalt RFRP-1
és RFRP-3 taplalékfelvétel csokkentd hatasara. A Kisérletek soran kilonbséget figyeltiink
meg az RFamid-tipusu peptidek hatdsdban. A 24 o6ras éheztetést kovetben az RFRP-1
mikroinjekcioja nem okozott valtozast a taplalékfelvételben, ami arra utal, hogy az AMY-ba
injektalt RFRP-1 hatadsara megvalosulo taplalékfelvétel redukcié figg az éhseg-
jOllakottsagi allapottol. Ellenben az 50 ng dozisi RFRP-3 mikroinjekcidja a 24 oOras
¢heztetést kovetéen is szignifikans taplalékfelvétel redukciét okozott. Ez esetben tehat
az RFRP-3 képes volt az egy napos taplalékdeprivacio altal kivaltott eéhség hajtéeré

(fokozott éhség motivacio) ellenére is anorexigén hatast kifejteni.

Tovabba vizsgaltuk az RFRP-1 és RFRP-3 akut taplalékfelvétel valtozast indukald
hatdsanak lehetséges egyéb nem specifikus okait. 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 hatésara
ezekben a paraméterekben nem kovetkezett be valtozas, vagyis a peptidek okozta
taplalekfelvétel redukci6 nem hozhaté 0Osszefiiggésbe a vizfelvétel megvaltozasaval,

illetve a testhémérsékletben bekovetkezo valtozasokkal.

Az evéssel kapcsolatos magatartast analizald kisérleteinkben a taplalékfelvételt mérd
kisérletekhez hasonloan szignifikans mértékll taplalékfelvétel csokkenést tapasztaltunk.

Ugyanakkor sem az RFRP-1, sem az RFRP-3 mikroinjektalasat kovetéen nem valtozott
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az allatok altal a kiilonboz6 magatartasformakkal (mosakodas, vakarddzas, exploracio,
pihenés) toltott idé. Megallapithatjuk, hogy az RFamid-tipust peptidek indukalta
taplalékfelvétel csokkenés nem tulajdonithaté ezem magatartasi formakban torténé

véaltozasoknak.

5.2. Magatartési vizsgélatok

1. Az Open field teszt az altalanos motoros aktivitas vizsgalatara alkalmas paradigma. A
CeA-ba mikroinjektalt RFRP-1 és RFRP-3 hatasanak vizsgélata az Allatok motoros
aktivitasara tobb szempontbdl is fontos volt szamunkra. Egyrészt azt tanulmanyoztuk, hogy
az RFRP-1 és RFRP-3 taplalékfelvételt csokkentd hatdsa nem magyarazhato-e az allatok
motoros aktivitasbeli valtozasaval (hypoaktivitdsaval). Masrészt, helypreferencia tesztben
kimutattuk, hogy az RFRP-1 pozitiv megerdsitd hatast, azaz az allatok tobb id6t
tartozkodnak egy adott térrészben. Ez esetleg szintén magyarazhaté lenne az allatok
hypoaktivitasaval. Kaewwongse és munkatarsai [26] arrol szamoltak be, hogy az agykamraba
injektalt RFRP-1 hatasara csokkent az allatok altal az open field apparatus centralis areajaban
toltott id6, ugyanakkor a peptid kezelés nem befolyasolta a lokomaociot, valamint az RFRP-3
hatdsara szintén csokkent az e kezelésben részesult allatok open-field centralis aredban toltott
ideje, illetve csdkkent az allatok motoros aktivitasa is. Eredményeink szerint a CeA-ba
injektalt RFRP-1-nek és RFRP-3-nak az altalunk alkalmazott d6zisokban nincs hatasa

a patkanyok lokomotoros aktivitasara, valamint a centralis areaban toltott idore sem.

2. Az emelt keresztpallo tesztek eredményei alapjan a CeA-ba injektalt RFRP-1
szorongéasoldo hatastunak bizonyult. A kis dozisa (50 ng) RFRP-1 hatasara nétt a nyitott
karon, valamint a nyitott kar végén toltott id6 és az ott megtett ut. Az anxiolitikus hatas
kozvetitesében valosziniileg NPFF1 receptorok jatszanak szerepet. Ugyanakkor a mi
Kisérleteinkben az RFRP-3 a CeA-ba injektdlva nem volt sem szorongasoldo, sem
szorongaskeltd hatasu. Irodalmi adatok szerint az RFRP-3 nagy dozisu i.c.v. alkalmazésa
anxiogén hatésu. Feltehetden e hatas kialakulasaban stresszhormonok felszabadulasa (ACTH,
CRH) jatszhat szerepet. Az RFRP-1 szorongasoldé hatasanak kialakulasaban szerepet

jatszhat a CRH-val, oxytocinnal, szerotoninnal és a benzodiazepinnekkel vald kdlcsdnhatés.
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3. Helypreferencia teszt soran a kisebb dozisi RFRP-1 pozitiv megerdsité hatasinak
bizonyult. A jutalmazé hatas kozvetitésében feltehetéen a CeA-ban megtalédlhatd NPFF1
receptorok jatszanak szerepet. Az RFRP-1 pozitiv megerdsité hatasa specifikus, mivel
NPFF receptor antagonistaval elimindlhaté volt. A helypreferencia teszt soran
kiértékelésre keriilt lokomotoros aktivitast jelzd paraméterek (megtett tavolsag, belépések
szama) nem valtoztak a kezelések hatasara, tehat a helypreferencia kialakuladsa nem hozhatd
Osszefliggésbe anxiogén hatés kialakulasaval, sét emelt keresztpalld tesztben igazoltuk, hogy
az RFRP-1 kezelés anxiolitikus hatasu. A CeA, a limbikus rendszer részeként fontos szerepet
jatszik a memoria folyamatok szabalyozasaban [22,34] és a megerdsitésben [2,5,7] és ismert,
hogy ezen struktira viszonylag gazdag NPFF1 receptorokban [3,10]. A kdzponti
idegrendszeren belul RFRP-1 immunreaktiv elemek tobb olyan olyan agyi struktdraban is
el6fordulnak, melyeknek szerepiik van a jutalmazo hatasok kozvetitésében, tobbek kozt a
striatumban, HT-ban, AMY-ban, VTA-ban, valamint a Nacc-ben [19,39,51]. Az RFRP-1 ket
receptortipusa szintén megtalalhaté ezeken a terlleteken [4,10,30,48]. Valoszintsitjiik, hogy
az RFRP-1 CeA-ban kialakult pozitiv meger6sité hatasanak kdzvetitésében, a mezolimbikus
dopaminerg rendszerrel valé kolcsonhatas is szerepet jatszhat. Tovabbi kisérletek
szlikségesek az RFRP-1 hatasainak pontosabb és részletesebb megismerésere, valamint a

DA-nal valo esetleges interakcioinak feltérképezésére.

6. Osszegzés

Osszefoglalasként, eredményeink ismeretében elmondhatjuk, hogy a CeA-ba injektalt
RFRP peptidek bizonyosan szerepet jatszanak a taplalékfelvételi és magatartasi folyamatok
szabalyozasaban. Mind az RFRP-1, mind az RFRP-3 a CeA-ba injektalva anorexigén hatasu,
de az RFRP-3 taplalékfelvétel csokkentd hatasa kifejezetebb, szélesebb dozistartomanyban
effektiv, tovabbd az éhség fokozéasakor (deprivaciéo alkalmazasa utan) is csokkenti a
taplalékfelvételt. Igazoltuk, hogy az RFRP-1 a CeA-ba injektalva anxiolitikus hatasu, tovabba
helypreferencia tesztben igazoltuk pozitiv megerdsitd hatasat. Noha mindkét peptid
ugyanarrdl a génrdl szintetizalodik, az eltéré hatdsokért a kiilonb6z6 aminosavszekvencidjuk
(ami mar a C-terminalisukban is megnyilvanul) lehet a felelds. Az RFRP peptidek

hatdsmechanizmusanak pontosabb megismeréséhez tovabbi kisérleteket terveziink, egyrészt
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mas antagonistdk alkalmazasat tervezzik a receptoridlis mechanizmusok és interakciok

felderitése érdekében, masrészt vizsgalni szeretnénk az RFRP peptidek kdlcsonhatésait a

dopaminerg rendszerrel. Bar ezek még az els6 alapkutatasi eredmények a CeA-ban e

peptideket illetden, reméljiikk, hogy ezen eredmények hozzajarulnak a kézponti idegrendszeri

folyamatok, a human taplalkozési és magatartdsi zavarok mechanizmusanak pontosabb

megeértéséhez.
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