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1. Bevezetés

A kozponti idegrendszerben a neurotenzin (NT) neurotranszmitterként ¢és
neuromodulatorként fejti ki hatdsait. Az NT rendszer hibads miikodését szamos
pszichiatriai és neuroldgiai korképpel is kapcsolatba hoztdk, melyek kozott szerepel a
skizofrénia, Parkinson-kor, hangulati zavarok és drogfiiggdség. A ventralis tegmentalis
area (VTA) és ventralis mesencephalon teriiletén az NT pozitiv megerdsité hatasu, a
nucleus accumbensben (NAC) pedig helytanulast modulalé hatasat igazoltak.

A centralis amygdala (CeA) a limbikus rendszer részeként fontos szerepet jatszik a
jutalmazéasi folyamatokban, motivacidban, tanuldsban és a memoria folyamatok
szabalyozasaban. Irodalmi adatok szerint a CeA gazdag NT tartalmu idegvégzédésekben
¢s neurotenzin-1 receptorokban (NTS1), eddig azonban még nem vizsgaltdk az NT
hatasait ebben a struktaraban. Kisérleteinkben arra kerestlink valaszt, hogy a CeA-ba
injektalt NT befolydsolja-e a megerdsitési-, tanulasi- és memoria-folyamatokat.

Jelen dolgozat targya tehat a neuropeptid NT magatartasi folyamatokra gyakorolt
hatasainak vizsgalata a CeA teriiletén patkanyban. A neuropeptid pozitiv megerdsitéses
folyamatokra gyakorolt hatasat helypreferencia tesztben vizsgaltuk. A szorongasi szint
mérésére emelt keresztpallo tesztet alkalmaztunk. Morris-féle tUsztatasi tesztben
vizsgaltuk az NT tértanuldsban betoltott szerepét és passziv elharitd tesztben a memoria
konszolidaciora és retencidra gyakorolt hatasat. Open field tesztben pedig az allatok
spontan motoros aktivitasat befolyasol6 szerepét tanulmanyoztuk. Valaszt kerestiink arra
is, hogy a magatartasi folyamatok szabalyozasat mely receptorokon keresztiil fejti ki,
illetve hogy a dopaminerg rendszer moduldldsa révén magyarazhatok-e ezen komplex

magatartési hatasok.

2. Célkituzések:

a. A mezolimbikus dopamin (DA) rendszer eredési teriiletére, a VTA-ba injektalt
NT pozitiv megerdsité hatasa. Célszerli megvizsgalnunk, hogy a DA-rendszer
ezen végzOodési teriiletére, az NTS1-ben gazdag CeA-ba mikroinjektalt NT

rendelkezik-e pozitiv megerdsitd hatdssal helypreferencia tesztben.



Pozitiv megerdsit hatds esetén helypreferencia tesztben az allatok az apparatus
egy adott térrészében tobb iddt tdltenek, mint méshol. Ez akar kdvetkezménye is
lehetne annak, hogy az adott anyag szorongast valt ki és az allatok keveset
mozognak, az adott térrészben lekuporodnak. Ezért emelt keresztpallé tesztben
megvizsgaljuk, hogy a CeA-ba mikroinjektalt NT hatassal van-e az 4allatok
szorongasara.

Ismert, hogy az AMY szerepet jatszik a tanuldsi folyamatok szabalyozasaban,
leirtak tovabba azt is, hogy mdas agystruktiraban a neurotenzinerg rendszer
blokkoldsa helytanuldsi nehézséget okoz. Ezért megvizsgaljuk a CeA-ba
mikroinjektalt NT hatasat Morris-féle tsztatasi tesztben, tovabba vélaszt
keresiink arra, hogy az NTS1 szerepet jatszik-e ezen hatas kozvetitésében.

Az AMY-nak fontos szerepet tulajdonitanak a félelem-kondicionalt tanulés
kialakitasdban. Mas agystruktirakba injektdlva mar bizonyitottdk, hogy az NT
fokozza a memoria kialakuldsat passziv elharitdo paradigmaban. Ezért a CeA-ba
mikroinjektalt NT hatasat passziv elharité tesztben is megvizsgaljuk, tovabba
valaszt keresiink arra, hogy a NTS1 szerepet jatszik-e ezen hatas kozvetitésében.
Szamos bizonyiték van arra vonatkozolag, hogy az NT kapcsolatban 4ll a DA
rendszerrel mind anatomiai, mind funkciondlis szempontbdl. Tovabba a
mezolimbikus-mezokortikalis DA rendszerrdl - melynek jelentds része az AMY -
ban végzddik - ismert, hogy kulcsfontossagi a tanuldsi és megerdsitési
folyamatok szabalyozasaban. Ebbdl kiindulva azt feltételezziik, hogy az NT ezen
DA palyarendszer modulalasaval fejti ki helytanuldst, memoriat ¢és
helypreferenciat fokozo hatasat. Mindezért helypreferencia tesztben, Morris-
féle usztatasi tesztben ¢s passziv elharité szituacidban is vizsgaljuk az NT-DA
interakcié hatasat, olymodon, hogy DA D2 antagonista eldkezelést alkalmazunk
az NT beadésa el6tt.

Valaszt keresiink tovabba arra a kérdésre is, hogy az NT fent emlitett magatartasi
folyamatok szabalyozdsdban betoltott szerepében az NT esetleges motoros
aktivitast modulald hatasa befolydsold szereppel bir-e. Ezért open field tesztben
is megvizsgaljuk az NT, illetve az NTS1 antagonista és a DA D2 antagonista

spontan motoros aktivitasra kifejtett hatasat.



3. Anyagok és modszerek:

3.1. Kisérleti allatok:

Kisérleteinkben 440 him Wistar patkanyt hasznaltunk, melyek teststilya 280-300 g volt.
Az éllatokat klimatizalt allathazban tarottuk (a homérséklet 22 + 2 °C, a relativ
paratartalom 65-70 %-os volt.) A természetes napszaknak megfeleld mesterséges
megvilagitast alkalmaztunk, 12 o6ra sotét és 12 o6ra vildgos periddust biztositottunk. A
kisérleteket reggel 8 orakor kezdtiik. Az éllatok standard laboratériumi tapot (Charles
River Magyarorszag Kft., Budapest) és csapvizet ad libitum fogyaszthattak, kivéve a
tesztek ideje alatt. Az éallatok tartdsdnal és a kisérletek soran az allatetikai kodex
szabalyait betartva jartunk el (European Community Council Directive - 1986. November

24. 86-609-EEC).

3.2. Mitétek:

A miitéteket altatdsban végeztiik, ehhez ketamin (80mg/testtomeg kg, Calypsol Richter
Gedeon) ¢és diazepam (20mg/testtomeg kg, Seduxen Richter Gedeon) keverékét
hasznaltuk, melyet i.p. alkalmaztunk. Sztereotaxikus technikaval végzett miitét soran
rozsdamentes fém vezetdkaniiloket vezettiink be a CeA f6lé bilateralisan. A kaniilok
atmérdje 22 gauge volt és belsd vége 1 mm-rel a célzott struktira f6l6tt helyezkedett el.
A célzott teriilet koordinatait Paxinos és Watson atlasza szerint hataroztuk meg. A kaniil
végének koordinatai a kovetkezok voltak DV: -6,5 mm a durdhoz képest, AP: -2,3 mm,
L: + 4,1 mm a bregmahoz viszonyitva. A vezetd kaniiloket a koponyacsontba erdsitett
csavarok segitségével fogészati akrilattal rogzitettiik. A kronikusan beépitetett vezetd
kantilokbe 27 gague atmérdjii mandrinokat helyeztiink az eltomddés és a kovetkezményes
anyagbeadas meghiusulasanak megelézésére. Az allatokat kézhez szoktattuk és a
kisérleteket 6 napos posztoperativ periddus utdn kezdtiik meg, amikorra az allatok

visszanyerték a miitét eldtti testsulyukat.



3.3. Anyagbeadas:

Kisérleteinkhez NT-t (Sigma-Aldrich Co.: N 3010, moléris tomeg 1830,72 g/mol),
alkalmaztunk két kiilonb6z6 dézisban: 100 ng (54,6 pmol) és 250 ng (136, 5 pmol). Az
NT-t 0,01 M Na-acetatot és 0,01 M foszfat puffert tartalmazé fiziologias sdoldatban
(NaCl) oldottuk fel, melynek pH-ja 7,4 volt. A kontroll allatok ezt a vivéanyagot kaptak
(Vehl), az NT mikroinjekciokkal azonos térfogatban. A nem-peptid tipusi NTSI
antagonista — SR 48692 (Sanofi, molaris tdmeg 586 g/mol) 35 ng (60 pmol) dozisat
alkalmaztuk. Az antagonistat 2% dimetil-szulfoxidot (DMSO) és 0,01 M foszfat puffert
tartalmazo fizioldgids sdoldatban oldottuk fel, melynek pH-ja 7,4 volt. Ezt az oldatot,
(Veh2) injektaltuk a megfeleld kontroll csoport allatainak az antagonista injekciokkal
azonos térfogatban. Az oldatokat tartalmazé csdveket a kisérlet soran végig + 4 °C-on
tartottuk. Az anyagokat minden esetben bilateralisan 0,4-0,4 ul térfogatban injektaltuk.

Az NT-vel végzett kisérleteink soran a kovetkez0 csoportokat alakitottuk ki: 100 ng NT:
100 ng NT-t kapott allatok, 250 ng NT: 250 ng NT-t kapott allatok, Kontroll: Vehl-et
kapott allatok. Az NTSI antagonistaval végzett kisérletek sordn a kovetkezd négy
csoportba osztottuk a patkanyokat: ANT: 35 ng NTS1 antagonista + Vehl kezelt allatok,
ANT+NT: 35 ng antagonista eldkezelés utdn 100 ng NT kezelésben részesiilt allatok. 100
ng NT: Veh2 eldkezelés utdn 100 ng NT kapott allatok. Kontroll: kontroll allatok, melyek
két vehiculum injekciot kaptak (Vehl és Veh2). Az antagonista vagy a Veh2 beadas
mindig 15 perccel az NT vagy Vehl beadas eldtt tortént. A dozisok minden esetben az
egyik oldalra tortént mikroinjekcidok dozisat jelentik, az allatok tehat 6sszesen mindig az
emlitett dozis kétszeresét kaptdk. A DA D2 antagonistaval végzett kisérleteink soran
Sulpiridet (Sigma-Aldrich Co.: S7771(S), molaris tomeg 341,43 g/mol) alkalmaztunk 5
pug (14,6 nmol) doézisban. A Sulpiridet 0,1 M HCl-ben oldottuk és desztillalt vizzel a
kivant koncentraciora higitottuk ugy, hogy a pH-t 0,1 M NaOH-val 7,4-re allitottuk be.
Ezt az oldatot, (Veh3) injektaltuk a megfeleld kontroll csoport allatainak az antagonista
injekciokkal azonos térfogatban. Az anyagbeadéas soran a beépitett vezetd kaniilokbol
eltavolitottuk a dugodként funkcionalé mandrinokat, majd bevezettik a bead6 kaniilt
(kiils6é atméro 27 gauge, 0,4 mm), mely 1 mm-el talnyult a vezetd kaniilon, elérve a CeA-

t, lehetévé téve ezzel a tizedmilliméter-pontos anyagbeadast. A beadd kaniilt polietilén



csovon keresztiil 10 pl-es Hamilton fecskend6hdz specialisan csatlakoztattuk, mely az
oldott anyagokat tartalmazta. A fecskenddt Cole-Parmer automata pumpa (Cole-Parmer,
IITC, Life Sci. Instruments, California) mikodtette, mely segitségével 1 percen keresztiil
folyamatosan, egyenletes tempdban juttatta az anyagot bilaterdlis mikroinjekcidk
formajaban a célteriiletre. A beadast kdvetden tovabbi 1 percig bent tartottuk a kaniilt a
beadott anyag visszafolydsanak megeldzése érdekében, majd eltdvolitds utdn ismét
mandrinnal zartuk a kaniiloket. Az egész miuveletet kézben tartott, éber allatokon

végeztik.
3.4. Magatartasi tesztek:

3.4.1. Helypreferencia teszt:

A helypreferencia teszt kémiai anyagok jutalmazd-megerdsitd hatdsanak vizsgalatara
szolgal [43]. A teszteléséhez egy 85 cm atmérdju, 40 cm magas falu, henger alak( kadat
hasznaltunk (kor alaku ‘open field’ doboz). A sotétsziirke apparatus aljan 1évé vonalak
vizualis “jelek”, Gn. “cue”-k segitették, amelyek az egész kisérletsorozat soran konstans
pozicidoban voltak. Helypreferencia tesztjeink soran az apparatust 40 W-os izzoval
vilagitottuk meg. A dobozt minden egyes kisérlet utan kimostuk és megszaritottuk.

A helypreferencia tesztet négy egymast kdvetd napon végeztiik. A kisérlet elsé napjan az
allatokat habitudltuk, minden 4&llatot konstans pozicioban az apparatus kozepére
helyeztiink. Ezt kovetden 15 percen (900 s) keresztiil szabadon mozoghattak az egész
apparatus tertiletén. Mértiik a patkanyok altal megtett utat ¢és az egyes kvadransokban
toltott idot masodperc pontossaggal. A vizsgalat masodik és harmadik napjan tortént az
allatok kondiciondldsa. Az anyagbeaddst kovetdéen az dllatot a kezeld kvadransba
helyeztilk. A kezelé kvadrans az apparatus kor alaka térrészének egyik, atlatszo
plexiliveggel specialisan elrekesztett negyede. Minden egyes allatnak az apparatus egy
olyan negyedét jeloltiik ki kezeld kvadransnak, ahol habitudcié sordn nem a legtobb, de
nem is a legkevesebb iddt toltotte. A kezeld kvadransok megoszlasa kiegyenlitett volt az
egyes csoportokon beliil, az allatokat a kiilonb6z6 kezelési csoportokba véletlenszeriien

soroltuk be. A patkanyok 15 percen keresztiil tartozkodtak a kezeld kvadransban, ezalatt



tarsithattak a beadott szer altal kivaltott hatast a helyhez. Az allatok mindvégig lathattak a
kiils6 vizualis jeleket, melyek alapjan tajékozodhattak.

Teszt sordn — a negyedik napon eltavolitottuk a plexi térelvalasztot, majd a patkanyokat
anyagbeadas nélkiil az apparatus kozepére helyeztiik konstans pozicidban. Ezt kdvetden
15 percen keresztil szabadon mozoghattak az egész apparatus teriiletén. A
helypreferencia kiépiilésének az volt a kritériuma, hogy az allatoknak szignifikansan tobb

1dot kellett toltenitlik a kezelo kvadransban a teszt alatt, mint a habituacio soran.

3.4.2. Emelt keresztpallo teszt (Elevated plus-maze):

Az emelt keresztpalld tesztet egyes anyagok anxiogén vagy anxiolitikus hatasanak
kimutatdsara hasznaljak [17]. A kisérleti berendezés egymassal szemben elhelyezkedd
két nyitott (50x12 cm) és két zart (50x12x40 cm) karbol allt, melyek egy méterrel a talaj
folott kereszt alakban helyezkedtek el. A mikroinjekciot kdvetéen a kisérleti allatot az
apparatus kozepére helyeztiik, orral az egyik zart kar iranyaba. Ezutan 5 percig (300 s)
figyeltiik az allatok mozgasat és viselkedését. Meértiik a zart karokon, a nyitott karokon
¢és a nyitott karok végein eltoltott id6t, valamint a zart karokra, a nyitott karokra és a

nyitott karok végeire torténd belépések szamat.

3.4.3. Morris-féle Usztatasi teszt (Morris water maze):

Kisérleteinkhez egy 150 cm atmérdjli, kor alaki medencét hasznaltunk, melyet vizzel
toltottiink meg. A vizet szintelen, szagtalan ételfestékkel festettiik meg és egy 10x10 cm
alapteriiletii platformot helyeztiink el a medencében gy, hogy annak felszine a viz
szintje alatt 2 cm-el helyezkedjen el, és ezaltal a patkdnyok azt ne lathassdk. A medence
kordl jol lathatd, a tajékozodast segitd targyakat helyeztiink el (cue-k). Kisérletiinket egy
nappal megel6zden az éallatokat habitualtuk az tsztatasi teszthez, ami abbol allt, hogy 90
s-ig usztak a platform nélkiili apparatusban. A kisérlet soran az allatokat minden esetben
a medence fala mell¢, fejjel a fal felé helyeztiik be az apparatusba, innen usztak a fix
helyzetii platformra. A starthelyet tilésenként valtoztattuk. A patkanyok addig maradtak a

medencében amig a platformot meg nem talaltdk. Amennyiben valamelyik allatnak ez



harom perc (180 s) alatt nem sikeriilt, azt a kisérletvezetd helyezte a platformra.
Masodperces pontossaggal mértiik a céltalalsi latenciat (azaz, hogy mennyi id6 alatt
talaljak meg a biztonsagos, fix helyzetli platformot). Elsé nap kétszer usztak az allatok,
majd ezutan torténtek a mikroinjekciok a CeA-ba. Masodik nap is kétszer Usztattuk a

patkanyokat, az elsé naphoz hasonldan és ezuttal is mértiik a céltalalasi latencidkat.

3.4.4. Passziv elharito teszt:

Kisérleteinket két kompartmentes passziv elharitdo apparatusban végeztiikk. A kisérleti
berendezés egy nagyobb (60x60x60 cm), vildgossziirkére festett fali, jol megvilagitott
(100 W-os 1zz0) ¢€s egy hozzéa csatlakozo kisebb (15x15x15 cm) fedett, sotét dobozbol
allt. A kisebb doboz teteje levehetd volt és aljara sokkold racsot épitettiink. A két dobozt
egy csapoajtd valasztotta el. Az appardtust minden egyes iilést kdvetéen kimostuk és
megszaritottuk. A passziv elharitd tanulasi teszt 8 napig tartott, habitudcio, kondicionalas
¢s teszt iilésekbdl allt. Az egyes iilések maximum 3 percig tartottak. A habituacidé soran
az allatokat a jol megvilagitott doboz kozepére helyeztiikk, ezt kdvetden szabadon
mozoghattak az egész apparatus teriiletén. A kondiciondlds soran (masodik nap) az
allatokat ujra a vildgos doboz kozepére helyeztiik és mértiik azt az id6t masodpercben
ami a sotét dobozba valo belépésiikig telt el (latencia idd). Miutan az allatok a sotét
dobozba léptek a guillotine ajtot bezartuk. A kondicionalas gyenge sokkal (0,4 mA)
tortént, amit haromszor 1 s-ig végeztiikk. Az anyagokat a sokk utan, a patkdnyokat a
dobozbdl kivéve injektaltuk a CeA-ba. A kondiciondlds utan 24 oraval, valamint 1 héttel
késobb végeztiink teszteket (teszt 1, 2). Az allatokat ismét a vilagos doboz kdzepére
helyeztiik és ezuttal is mértiik a sotét (sokkold) dobozba 1épés latencia idejét. Ha az allat
a 3 perces perioduson beliil nem Iépett be a sotét dobozba, az iilést befejeztiik, és a

belépési latenciat 180 s-nak értékeltiik.

3.4.5. Open field teszt:

A kétoldali mikroinjekciokat kdvetden a patkanyokat egy 60x60x60 cm-es dobozba
helyeztiik. A doboz aljat 16 egyenld méretii négyzetre osztottuk. Ot percen keresztiil



figyeltiik és a doboz folé erdsitett videdkameraval rogzitettiik az allatok viselkedését.

Meértiik a megtett tavolsagot €s a keresztezések szamat.

3.5. Adatok kiértékelése:

3.5.1. Szovettan:

A kisérletek befejezését kovetden Calypsol €s Seduxen 4:1 ardnyu keverékével az
allatokat elaltattuk, és eldszor fiziologias sodoldattal, majd ezt kovetden 10%-os
formaldehid oldattal transzkardidlisan perfundaltuk. Az eltavolitott és fixalt agyakbdl 1
hét mulva mikrotommal 40 um vastagsagi metszeteket készitettiink, melyeket krezil
ibolyaval festettiink meg. Az értékelés fénymikroszkoppal tortént, a Paxinos és Watson-
féle sztereotaxikus atlasz segitségével rekonstrudltuk a kaniilok valos helyét [46]. A
statisztikai analizisb6l kizartuk azon dallatokat, amelyek esetében a kaniill nem a

célteriileten volt.
3.5.2. Statisztika:

A kisérleti eredményeket egy-szempontos ¢és két-szempontos varianciaanalizissel
(ANOVA GraphPad InStat for Windows 3.0) dolgoztuk fel. Szignifikans kiilonbség
esetén, ‘post hoc’ Tukey tesztet végeztiink az eredmények tovabbi analizisére. A
szignifikancia szintet p<0,05-nek tekintettiik, a szignifikdns értékeket a grafikonokon

csillaggal és kettds kereszttel jeloltiik.

4. Eredmények

4.1. Helypreferencia teszt

Kimutattuk, hogy a CeA-ba mikroinjektalt NT pozitiv megerdsitd hatasi. Azon
patkanyok ugyanis, melyek 100 ng NT vagy 250 ng NT kezelésben részesiiltek
szignifikdnsan tobb id6t toltottek teszt soran a kezeld kvadrans teriiletén. Az NT pozitiv
megerdsitd hatasa NTS1 specifikus, mivel NTS1 antagonista eldkezelés ezt kivédte. A
pozitiv mgerdsitd hatds hatterében az NT DA-rendszert modulalé hatasa allhat, mivel a

DA D2 antagonista el6kezelés felfiiggesztette ezt a hatast.
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4.2. Emelt kersztpallo teszt

Emelt keresztpallo tesztben az NT szorongasra kifejtett hatasat vizsgaltuk. Az
allatokat 100 ng NT vagy 250 ng NT vagy vehiculum mikroinjekcidjat kovetden
teszteltiik. Mértiik a nyitott karokon és a nyitott karok végein toltott idot és a nyitott
karokra torténd kilépések szamat, egyik paraméterben sem talaltunk statisztikai eltérését
a vizsgalt csoportok kozott. Igazoltuk tehat, hogy a CeA-ba injektalt 100 ng NT és 250 ng

NT nem befolyésolja a szorongast emelt keresztpalld tesztben.

4.3. Morris-féle usztatasi teszt

Morris-féle usztatdsi tesztben vizsgaltuk az NT helytanuldsra gyakorolt hatasat.
Kimutattuk, hogy a 100 ng NT- és 250 ng NT kezelésben részesiilt allatok szignifikansan
rovidebb id6 alatt megtalaltdk a biztonsagos platformot, mint a kontroll csoport tagjai.
Adataink tovabba azt is igazoltak, hogy a 100 ng NT kezelt allatok szignifikdnsan jobban
teljesitettek, mint az NTS1 antagonista el6kezelés utan NT-nel kezelt allatok, vagy az
NTSI antagonista kezelésben részestilt csoport tagjai. Elséként mutattuk ki, hogy a CeA-
ba mikroinjektalt NT fokozza a helytanuldst és ez a hatds NTS1 specifikus, mert NTS1
antagonista elOkezeléssel kivédhetd. DA D2 antagonistaval végzett kisérleteink azt
mutattdk, hogy az NT tanulast fokoz6 hatdsa valdsziniileg a DA rendszer modulalasa
révén jon létre, mert DA D2 antagonista eldkezelés hatdsidra a céltaldlasi latencia

szignifikdnsan magasabb, mint a 100 ng NT-nel kezelt csoport esetén.

4.4. Passziv elharito teszt

A CeA-ba adott NT tanulast facilitdldo hatasinak bizonyult. A 100 ng NT
szignifikdnsan megndvelte a latencia id6t, amely jelzi, hogy ezek az allatok jobban
tanultak. Ez a hatds NTSI1 specifikus, mert NTS1 antagonista elokezelés kivédte.
Masrészrol azonban a 250 ng NT kezelésben részesiilt allatok csak tendenciat mutattak a
tanuldsra. A DA rendszer szerepet jatszhat az NT passziv tanulast fokoz6 hatdsaban, mert

DA D2 antagonista el6kezelés ezt a hatast kivédte.
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4.5. Open field teszt

Open field tesztben vizsgaltuk az allatok spontan motoros aktivitasat a bilateralis
mikronjekciokat kovetden. A kdvetkezd csoportokat vizsgaltuk: 100 ng NT-, 250 ng NT-,
NTS1 antagonista-, = NTS1 antagonista + NT, DA D2 antagonista-, DA D2
antagonistatNT kezelésben részesiilt allatok. Minden csoportnal a mikroinjekciot kovetd
alapaktivitast hasonlitottuk Ossze az el6zd napi alapaktivitassal. Mértiik a megtett
tavolsagot és a keresztezések szdmat. A mért paramétereket illetben nem talaltunk

szignifikans eltérést az egyes csoportok kozt.

5. DISZKUSSZIO

5.1. Helypreferencia teszt

Kisérleti adataink azt igazoljak, hogy a CeA-ba mikroinjektalt NT pozitiv megerdsitd
hatasu. Ezen eredmények Osszevethetok az irodalomban talalt adatokkal. A ventralis
mesencephalon egyes teriileteire, tobbek kozott a VT A-ba juttatott NT pozitiv megerdsitd
hatasti helypreferencia tesztben. [13,36]. Kémiai Oningerléses kisérletekben 1is
bizonyitottdk a ventralis tegmentalis area-ba Oninjektalt NT megerdsitd hatasat [12].

A CeA, a limbikus rendszer részeként fontos szerepet jatszik a memoria
folyamatok szabalyozdsdban [28] és a megerdsitésben [22,25] és ismert, hogy ezen
struktara viszonylag gazdag NTS1-okban [6,9,31,45]. Irodalmi adatok szerint a CeA-ba
jutatott NT befolydsolja az idegsejtek miikddését. In vitro kisérleti eredmények azt
bizonyitottak, hogy a vizsgalt CeA neuronok 60 %-anak szignifikansan nétt a tiizelési
frekvencigja NT hatdsdra, mig 9 %-uknak csokkent [26]. Sajat elektrofizioldgiai
kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy altatott patkanyok CeA-jaba elektroforetikusan
vagy mikronyomdssal bejuttatott NT bizonyos neuronokbol excitatérikus mas
neuronokbdl inhibitorikus valaszt valt ki. A fenti eredmények fényében nyilvanvald,
hogy a CeA-ba juttatott NT befolyasolja a CeA neuronhéldzataink aktivitasat.

Ismert, hogy az NT legnagyobb affinitdssal az NTS1-okhoz kotédik. [24,45].
Kisérleteinkben ezért szelektiv, non-peptid NTS1 antagonista SR 48692-t hasznaltunk,
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amelyr6l kordbban mar kimutattdk, hogy képes gatolni az NT hatdsara 1étrejovo
viselkedési hatasokat [40]. Eredményeink azt mutatjak, hogy az NTS1-k fontos szerepet
jatszanak a helypreferencia kialakulasdban, mert az NTS1 antagonista elokezelés kivédi
ezt a hatast. A kémiailag stabil NTS1 antagonista SR 48692-t 15 perccel az NT kezelés
el6tt alkalmaztuk, hogy elég ideje legyen az NTS1-okhoz kotddnie.

Bizonyos neuropeptidekrdl, mint példaul a substance P-r6l és az NT-rél is azt
feltételezik, hogy pozitiv megerdsitd hatasdnak hatterében a mezolimbikus DA rendszer
modulalasa 4allhat [21]. A neurotenzinerg ¢és a dopaminerg rendszerek kozotti
kolcsonhatast mar kiilonbozd szinteken bizonyitottdk. Biokémiai és elktrofiziologiai
adatok igazoljak, hogy a VTA vagy a substancia nigra DA sejtjeinek aktivitasat
megvaltoztatja az NT, tovabba faciltilja az endogén DA felszabadulést a striatumban, a
NAC-ban ¢és a prefrontalis kéregben. [16,27,35]. Szamos elektrofizioldgiai
tanulméanyban publikaltak, hogy az NT fokozza a dopaminerg idegsejtek miikodését in
vivo és in vitro. Leirtdk, hogy az NT stimuldlja a dopaminerg neuronok tiizelési
frekvenciajat a substantia nigraban, a VTA-ban ¢s a frontalis kéreg pyramis sejtjein.
[19,34,38]. Tovabba kimutattdk az NT és a DA ko-lokaliziciojat, s6t azt is, hogy
bizonyos idegsejteknél ugynazon vezikulumokban taldlhaté meg az NT és a DA is [4,5].
Feltevéseink szerint a CeA-ba mikroinjektalt NT pozitiv megerdsitd hatasat a
mezolimbikus DA rendszer moduldlasa révén fejti ki. Kisérleteinkben a DA D2

antagonista elokezelés kivédte az NT pozitiv megerdsitd hatasat.

5.2. Emelt keresztpallo teszt

Az emelt keresztpall6 tesztet két f6 ok miatt végeztiik el: egyrészt a CeA a limbikus
rendszer részeként fontos szerepet jatszik a félelemhez tarsuld6 magatartas
szabalyozasaban és tudjuk azt is, hogy a CeA viszonylag gazdag NTS1-okban. Szerettiik
volna tehat megvizsgalni, hogy a CeA-ba injektalt NT hatast gyakorol-e az anxietasra.
Masrészrol pedig felmertilhet, hogy helypreferencia teszt soran az allatok esetleg azért
toltottek tobb idot a kezeld kvadransban, mert az NT hatasara szorongtak. Adataink azt

tamasztjak ala, hogy a CeA-ba injektalt NT se nem anxiolitikus, se nem anxiogén. Ebbdl
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az a kovetkeztetés vonhat6 le, hogy az allatok nem azért toltottek tobb iddt a kezeld

kvadransban helypreferencia teszt soran, mert szorongtak.

5.3. Morris water maze test

A Morris-féle tsztatasi tesztet széles korben alkalmazzak a helytanulasi folyamatok
vizsgalatara. Kisérleti apparatusunk mérete €s a kisérlet paraméterei megfeleltek a Morris
altal hasznalt és publikalt feltételeknek [29]. Vizsgalataink soran az allatokat kétszer
usztattuk két napon keresztiil. A Morris-féle Gsztatasi teszt irodalméaban széles skaldjat
talaljuk a teszt sordn végzett Gsztatasok szamanak és ezen beliil is az egy napon 1évd
iilések szamanak [1,7,23,30]. Altalaban elmondhatjuk, hogy a tanulasi deficit mérésére
tobb napon keresztiil végzett, magas usztatasi szam alkalmas, mig az esetleges tanulast,
memoriat fokozd hatds vizsgalatakor viszonylag kevés iilést alkalmaznak [30,42]. Az
anyagbeadasokat az Uusztatdsok utan végeztik, mivel leirtdk, hogy a memodria
konszolidéacio ekkor torténik [18]. Tovabbi elonye az Gsztatds utdni anyagbeadasnak az,
hogy ily mddon kizéarhatd, hogy a helytanulés kiépiilésében nem-specifikus folyamatok is
szerepet jatszhassanak, igy példaul az adott anyag hatésa a szorongésra, fajdalomra vagy
az allatok aktivitdsara. Tudomasunk szerint a CeA-ba injektalt NT helytanulasra kifejtett
hatasat még nem vizsgaltak. A kisérleteinkben alkalmazott 100 ng NT és 250 ng NT
szignifikansan csokkentette a céltalalasi latencidt, azaz fokozta a helytanuldst. Szamos
tanulmany bizonyitotta mar az NT tanuldsban és megerdsitésben betoltott szerepét
[13,36,37,41]. Tudomésunk szerint els6ként mutattuk ki, hogy az intraamygdaloid NT
fokozza a helytanulast €s a memoriat. Kisérleteinket ezuttal is Noldus EthoVision
programmal értékeltiik ki és azt kaptuk, hogy az egyes csoportok kozott nem volt
szignifikans kiilonbség, sem az Uszasi sebességekben, sem habituacid soran a leuszott
tavolsdgokban. Eredményeink tehat nem magyarazhatok az allatok kozotti motoros
aktivitasi kiilonbségekkel. Kisérleteinkben szelektiv non-peptid NTS1 antagonista, SR
48692-t hasznaltuk, amirdl ismert, hogy képes blokkolni szdmos NT altal indukalt hatast
[14,32,33]. Irodalmi adatok szerint a nucleus accumbens-be injektalt SR 48692 gatolta a
helytanulasi- ¢és memoria-folyamatokat [41]. Az altalunk hasznalt dozisi NTSI1

antagonista dnmagaban nem befolyasolta a helytanulast. Eredményeink szerint az NT
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helytanulast fokozo hatdsa NTSI1 specifikus, mert szelektiv NTS1 antagonistaval ez a
hatas kivédhet6. Az NT tanulast-, memoriat fokozo hatasat valosziniileg a DA-rendszer
modulalasa révén fejti ki. Vizsgalati eredményeink ugyanis azt mutatjak, hogy DA D2
antagonista elOkezelés ezt a hatast kivédi. A pontos mechanizmus feltérképezéséhez

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

5.4. Passziv elharito teszt

Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy az NT tanulast fokozo6 hatdsu passziv elharitd
tesztben. A patkanyok természetiiknél fogva szeretik a sotét, zart helyeket, a biintetés
lényege pedig abban all, hogy ha az allatok bemennek a kis, sotét, zart dobozba, akkor
elektromos sokkot alkalmazunk kondiciondlds sordn, amely fajdalmat okoz a
patkanyoknak. Korabban mar igazoltdk az NT szerepét a fajdalom transzmisszidban [8].
Ezek alapjan feltételezhetd lenne, hogy az NT nem a memoria konszolidacidra és
retenciora hat, hanem esetleg a fajdalom-transzmisszi6 modulalasa révén noveli a
belépési latenciat. Ennek elkeriilésére az NT-t minden esetben az elektromos sokk
alkalmazédsa utdn injektaltuk. Kisérleteinkben a 100 ng NT szignifikansan ndvelte a
belépési latenciat, a 250 ng NT-t kapott allatok pedig tendenciat mutattak a tanulasra, de
ez a hatas nem érte el a szignifikancia szintet. [rodalmi adatok szerint az NT harang alaka
dozis-hatas gorbét mutathat [39]. Ezen mechanizmus hatterében tobb dolog is allhat:
egyrészrdl az internalizadlodott receptorok intracelluldris degradacidja [15,44], mésrészrol
Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy az NT passziv elharito tanulast fokozé hatasa
NTSI1 specifikus, mert NTS1 elokezelés ezt a hatast kivédte. Feltételezziik tovabba, hogy
az NT memoriat fokozé hatasat a mezolimbikus DA rendszer modulalasa révén fejti ki,

mivel DA D2 antagonista elokezelés felfliggesztette az NT tanulédst fokozo6 hatésat.

5.5. Open field teszt

Az Open field teszt az altalanos motoros aktivitds vizsgalatara alkalmas paradigma. A

CeA-ba mikroinjektalt NT hatasa az éllatok motoros aktivitasara szdmunkra tobb
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szempontbol is fontos volt. Helypreferencia tesztben kimutattuk, hogy az NT pozitiv
megerdsitd hatasu, azaz az allatok tobb idot tartozkodnak egy adott térrészben. Ez esetleg
magyardzhato lenne az allatok hypoaktivitasaval. Az NT motoros aktivitasra gyakorolt
hatasa befolyasolhatné a passziv elharitd tesztben és a Morris-féle Uisztatasi tesztben mért
tanulasi latencia idOket. Az irodalmi adatok nem egységesek az NT motoros aktivitasra
gyakorolt hatdsaval kapcsolatos eredményeket illetden. A VTA-ba injektalt NT fokozza a
spontan motoros aktivitast [20], a NAC-ban azonban lecsokkenti az amphetamin hatasara
1étrejovo hyperaktivitast, illetve az 6nmagéaban adott NT ebben a strukturaban lecsokkenti
az allatok open field aktivitasat [3,11]. Kisérleteinkben a CeA-ba injektalt 100 ng NT és
250 ng NT nem befolyédsolta a spontan lokomotoros aktivitdst és mads magatartasi

hatasokat sem, mint pl. az “agaskodast” (rearing), “mosakodast” (grooming).

6. Eredményeink osszefoglalasa

1., A CeA-ba mikroinjektalt 100 ng NT és 250 ng NT pozitiv megerdsitd hatasu
kondicionalt helypreferencia tesztben, ez a hatds NTS1 specifikus, mivel NTS1

antagonistaval kivédheto.

2., Az NT pozitiv megerdsité hatasa kivédhet6 DA D2 receptor antagonista

elokezeléssel.

3., Emelt keresztpall6 tesztben igazoltuk, hogy a CeA-ba injektalt 100 ng NT és
250 ng NT nem befolyasolja a szorongast, azaz nincs anxiolitikus vagy anxiogén
hatadsa. Ez az eredmény alatamasztja az NT pozitiv megerdsitd hatasat, amelyet
helypreferencia tesztben mutattunk ki, azaz az éallatok nem azért toltdttek tobb

1d6t az apparatus egyes részeiben, mert szorongtak.

4., Morris-féle Gsztatési tesztben igazoltuk, hogy az NT részt vesz a helytanulasi

folyamatok szabalyozasaban és ez a hatds NTS1 specifikus.
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5., Igazoltuk, hogy a helytanulast facilitalo hatds DA D2 receptor antagonista

el6kezeléssel kivédheto.

6., Passziv elharit6 tesztben kimutattuk, hogy neurotenzinerg folyamatok részt
vesznek a biintetéses tanulas- és a memoriafolyamatok szabalyozasaban és ez a

hatds NTS1 antagonistaval felfiiggesztheto.

7., Igazoltuk, hogy az NT memoriafolyamatok szabalyozasara gyakorolt pozitiv

hatdsa DA D2 antagonista el6kezeléssel kivédheto.
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