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ROVIDITESJEGYZEK

[*H] = tricium

ACTH = adrenocorticotrop hormon

AVP = arginin-vazopresszin

BNST = bed nucleus of the stria terminalis — a stria terminalis beagyazott magja
CeA = nucleus centralis amygdalae

CRF = corticotropin-releasing faktor

CRF-BP = corticotropin-releasing faktor-kot6 fehérje
CRFR = corticotropin-releasing faktor receptor
CRFR1 = corticotropin-releasing faktor receptor 1
CRFR2 = corticotropin-releasing faktor receptor 2
CRH = corticotropin-releasing hormon

DSM-5 = Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition
— Mentalis Betegségek Diagnosztikai és Statisztikai Kézikonyve, Otodik Kiadas

EWN = Edinger-Westphal nucleus

GABA = gamma-amino-vajsav

Gl = gasztrointesztinalis

GPCR = G-proteinhez kapcsolt receptor

HPA = hypothalamic-pituitary-adrenal — hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg
IBD = inflammatory bowel diseases — gyulladasos bélbetegségek
IBS = irritable bowel syndrome — irritabilis bél szindroma

ICV = intracerebroventrikularis

IP = intraperitonedlis

KIR = kozponti idegrendszer

LC = locus coeruleus

NA = noradrenalin

NAcc = nucleus accumbens

nAChR = nicotinos acetilkolin receptor

PVN = nucleus paraventricularis hypothalami

SC = szubkutan

UCN = urokortin

VTA = ventralis tegmentalis area



1. BEVEZETES
1.1. A CRF és a receptorai

A corticotropin-releasing hormon (CRH) vagy corticotropin-releasing faktor
(CRF) egy 41 aminosavbol allo6 neuropeptid. A CRF az adrenocorticotrop hormon
(ACTH) felszabadulasat serkentd fontos neurohormon, mely a szinergista hatasu arginin-
vasopresszinnel (AVP) egyiitt a hypothalamus paraventricularis magjabol (PVN) szabadul
fel. A CRF azonban ezen kiviil egy fontos extrahypothalamikus neurotranszmitter is,
amely a nylltvel6b6l és az amygdala centralis magjabol (CeA) is felszabadul. Ezek
alapjan a CRF f6ként a kozponti idegrendszerben (KIR) talalhaté meg, de a periférian is
el6fordul: a gasztrointesztinalis (GI) rendszerben, a bérben és a mellékvesében. A CRF 6
feladata, hogy beinditsa a neuroendokrin, autoném idegrendszeri és viselkedési
stresszvalaszokat. A neuroendokrin valasz a hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg
(HPA) tengely aktivalasabol all, melyet elsddlegesen a paraventricularis CRF medial.
A CRF felszabadulasat a PVN-bdl az ACTH eliilsé hypophysisbdl valo felszabadulasa,
majd a glikokortikoidok mellékvesekéregben wvalo fokozott elvalasztasa koveti.
Az autonom valaszt a szimpatikus idegrendszer aktivalodasa jelenti, melyet a nyaltvel b6l
felszabadul6 CRF medial. A CRF serkenti a locus coeruleus (LC)- noradrenalin (NA)
rendszert, illetve az adrenalin elvalasztist a mellékvesevel8ben. A viselkedési
stresszvalaszt a fokozott lokomotor aktivitas, csokkent taplalék-és folyadékbevitel,
csokkent szocialis és szexualis aktivitas reprezentalja. Ezeket a valtozasokat tobbek kozt
az amygdalaris CRF kozvetiti.

A CRF hatésai két kiilonb6z6 CRF receptoron (CRFR), a CRFR1-en és a
CRFR2-n keresztiil jonnek 1étre. Ezek a receptorok a G-proteinhez kapcsolt receptorok
(GPCR) szupercsaladjanak a B osztalyaba tartoznak ¢és kiillonb6z6 varidnsokkal
rendelkeznek, melyek eltéré modon expresszalodnak a test kiilonbozé szoveteiben.
A CRFR1-nek o és B izoformaja van a c-h-val jel6lt altipusukon kiviil, melyket mind
ragcsalokban, mind emberben is kimutattak. A CRFR2 harom, o, B és vy altipus
formajaban van jelen. A CRFR2a és CRFR2 megtalalhato ragcsalokban, féemldsokben
¢s emberekben egyarant, ezzel szemben a CRFR2y-t csak emberekben mutattak ki.

A CRFRI1 nagyobb mennyiségben fejezédik ki a KIR-ben, mig a CRFR2 foként a
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periférian talalhaté meg. A KIR-ben a CRFRI1 az agykéregben, a kisagyban, a bulbus
olfactoriusban, a medialis septumban, a hippocampusban, az amygdalaban és az eliilsé
hypophysisben expresszalodik. A CRFR2 expresszioja kozpontilag a szubkortikalis
agyrégiokra, a lateralis septumra, hippocampusra, amygdalara, hypothalamusra és a
hypophysis hatsé lebenyére korlatozodik. Ezeken kiviill mindkét CRFR megtalalhato a
ventralis és a dorsalis striatumban. A klasszikus elmélet szerint a CRFR1 ¢és a CRFR2
ellentétes hatasokat kdzvetit a KIR-ben: a CRFR1 aktivacidja a HPA-tengely aktivacidjat,
szorongast, depressziot és lokomotoros hyperaktivitast valt ki, mig a CRFR2 aktivacidja

szorongasoldo, antidepresszans és lokomociot szuprimalo hatast fejt ki.

1.2. CRF receptor agonistak

A CRF izolalasa ota tobb CRF-szerli peptidet is felfedeztek, melyeket
urokortinoknak neveztek el. Ma a CRF-hez kapcsolodo peptidek csaladjaba harom ligand,
az urokortin 1 (UCN 1), az urokortin Il (UCN II) és az urokortin 111 (UCN I11), valamint
két receptor (CRFR1, CRFR2) és egy kot fehérje (CRF-BP) tartozik. A CRF-hez képest
az urokortinoknak hasonld a kémiai struktirajuk, azonban kiilonb6z6 az anatomiai
eléfordulasuk, eltéré farmakologiai tulajdonsagaik és élettani funkcioik vannak. A CRF
foként a PVN-ben és CeA-ban expresszalodik, de megtalalhaté a periférian is, a GI
traktusban, a bérben és a mellékveskéregben. Ezzel szemben az UCN 1 f6ként az Edinger-
Westphal magban (EWN), a rostro-ventralis kdzépagyban, a hypothalamus supraopticus
magjaban és a fels lateralis olivaban talalhatdé meg. A periférian az UCN I a GI
rendszerben, a herékben, a szivizomban, a thymusban, a bérben és a Iépben mutathato ki.
Az UCN Il a PVN-ben, a nucleus arcuatusban és az LC-ban expresszalodik. A periférian
az UCN II a szivben, a vordsvértestekben és a mellékvesében talalhatéo meg. Az UCN III
centrdlisan az el6agyban, a nucleus preopticusban, a hypothalamus perofornicalis
pancreasban.

A CRF-nek tizszer nagyobb az affinitisa a CRFR1-hez, mint a CRFR2 irant.
Ezzel szemben az UCN | egyforma affinitdst mutat mindkét CRFR irdnyaba.



Az UCN 1I és az UCN III azonban ezerszeres affinitassal kotddik a CRFR2-hoz, ezért
ezeket a peptideket a CRFR2 szelektiv agonistdinak tartjak.

A CRF ¢és az UCN 1 kozponti beadasa kisérleti allatokban a HPA-tengely
aktivalodasat, szorongas-és depresszid-szerli viselkedést valt ki, mig az UCN II és III
kozponti adasa szorongasoldd és antidepresszans hatasokat von magaval. Ennek
megfeleléen foként az agykérekben és az eliilsd hypophysisben expresszaloddo CRFR1
aktivacioja feltehetéleg beinditja az endokrin, autoném idegrendszeri és viselkedési
stresszreakciokat, mig a hypothalamusban és a lateralis septumban expresszalodé6 CRFR2
aktivacidja lezarja ezeket a stresszvalaszokat. Mindamellett a CRFR1-nek és CRFR2-nek
fontos szerepe van a stresszvalaszban, azonban a stresszhez kothetd viselkedésben
betoltott szerepe nem teljesen tisztazott, hiszen korabbi egér és patkany kisérletekben

ellentétes eredmények sziilettek.

1.3. CRF receptor antagonistak

Annak érdekében, hogy kideriiljon a CRF szerepe a neuroendokrin, autoném
idegrendszeri és viselkedési stresszvalaszokban, nem-szelektiv CRFR antagonistakat
fejlesztettek ki. Az els6 ilyen antagonista az o-helikalis CRF 9-41, a masodik pedig a
D-Phe CRF volt; melyek mind peptidszarmazékok és a CRF kompetitiiv antagonistai.
Mindkét antagonista a CRF-bdl ered és sikeresen blokkolta a CRF és a stressz-indukalta
ACTH felszabadulast és lokomotoros aktivaciot. A harmadik CRFR antagonista, amit
szintetizaltak, az astressin volt, ami kiilonésen hatékonyan gatolta a HPA-tengely
aktivitast. Ez az antagonista ugyancsak csokkentette a CRF és a stressz-indukalt
szorongasszerd viselkedést, azonban nem csokkentette a CRF-és stressz-indukalt
lokomotoros hyperaktivitast.

Ahhoz, hogy a CRFR1 és CRFR2 a stresszvalaszban betdltott pontos szerepét
meghatarozzak szelektiv CRFR antagonistakat fejlesztettek ki. Az elsé szelektiv CRFRI1
antagonista a CP-154,526 volt, melyet az antalarmin kovetett. Ezek nem peptid eredetii
kompetitiv antagonistak, melyek athatolnak a vér-agy gaton és gatoljak a stressz-indukalt
neuroendokrin viselkedési valaszt. Ezért arra jutottak, hogy a szelektiv CRFRI
antagonistdk a jovoben a stresszhez kothetd pszichiatriai betegségek kezelésére
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hasznalhatok lehetnek. Az els6 szelektiv CRFR2 antagonista az antisauvagine-30 és
astressin2B voltak; az elébbit békabdl szarmazo sauvaginebol, az utobbit a nem szelektiv
CRF antagonista astressinbdl szintetizaltak. Ezek az antagonistak peptid eredetiiek, tehat
nem penetralnak a vér-agy gaton. Ezért ezeket jellemzOen perifériasan adtak, annak
érdekében, hogy megtudjak a CRFR-ok szerepét a vastagbél motilitisaban és a gyomor
iriilésében. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CRFR1 fokozza a vastagbélmotilitast,
mig a CRFR2 csokkenti a gyomoriiriilést. Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy a szelketiv
CRFR2 antagonistak alkalmazhatok lehetnek, mint potencialis gyogyszerek a stresszhez
kothet6 GI betegségekben, tigy mint gyulladasos bélbetegségekben és (IBD) és irritabilis
bél szindromaban (I1BS).

1.4. Nikotin és receptorai

A stresszvalaszokban bet6ltott szerepén kiviil a CRF szerepet jatszik a nikotin
addikcidban is. Ezt tobb megfigyelés is alatimasztja. El6szor is a nikotin akut adasa a
HPA-tengely dozis-fliggd aktivaciojahoz vezet, melyet a hypothalamikus CRF medial.
Masodszor, a nikotinmegvonas tiinetegyiittese a viselkedési stresszvalaszhoz hasonlit és
az extrahypothalamikus CRF altal medialt. Harmadszor, a stresszorok a leggyakoribb oka
a relapszusnak nikotin fliggdkben, melyek ugyan cask a CRF-rendszerek aktivaciojat
feltételezik. Raadasul a nikotin akut és kronikus hatasaiban €s a nikotin megvonasban
mindkét CRFR szerepet vallal.

A nikotin a dohany f& pszichoaktiv komponense, mely addikciohoz vezet.
A nikotin addikcié fenntartja a dohanyzas karos szokasat, mely vilagszerte magas
morbiditassal és mortalitassal jar. Ez a leggyakoribb szerfliggdség az osszes addiktiv szer
koziil, mely évente 7 milli6 ember haldlahoz vezet. A nikotin egy alkaloida, melyet a
dohany névénybdl vonnak ki; minden e névénybdl készitett szal cigerattaban kb. 1 mg
nikotin taldlhat6. A cigaretta elszivasa soran a nikotin bekeriil a tiid6be, felszivodik a
vérbe és 8 masodpercen beliil eléri az agyat. A pszichostimuldns hatasan kiviil a
felszabaditott adrenalin révén a nikotin noveli a szivfrekvenciat, artérias és vénas
Osszehuzodast okoz, valamint az ugyancsak felszabadult acetilkolin révén pedig a vaz-és

simaizmok 6sszehuzodasat okozza. A nikotin hatasait a nikotinerg acetilkolin receptorok
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(nAChR) kozvetitik. Ezek a receptorok ligand-kapcsolt ioncsatornak, melyek o és B
alegységek pentamer kombinacidjabdl épiilnek fel és normalisan acetilkolinra reagalnak.
Ezekhez a pentamer ligand-kapcsolt ioncsatornakhoz kotédve a nikotin a receptor forgasat
okozza, amely a kation-csatorna kinyitasahoz vezet. Az nAChR-ok aktivacioja fokozza a
Na* és Ca?" irdnti permeabilitist, mely lokalis depolarizacidt és kovetkezetes
neurotranszmitter felszabadulast okoz. Az els6dleges expresszidjuknak megfeleléen az
nAChR-okat két altipusba soroljak: az izom-tipusi nAChR-ok a neuromuszkularus
junctioban, mig az ideg-tipusi nAChR-ok a neuronokban és idegvégz6désekben
talalhatok. Az agyban a neuronalis a-alegységnek kilenc izoformaja (02- al0), a B-
alegységnek harom altipusa ($2- p4) 1étezik. Maguk a receptorok két a- és harom -, vagy
6t o7-alegységbdl allnak és kiilonbozé farmakologiai tulajdonsagokkal birnak, ami a
nikotin érzékenységet €s a deszenzitizacio fokat illeti. A leggyakoribb neuronalis nAChR
tipus az a4P2, a3p4 és az a7, amelyek mind prae-és postszinaptikusan megtalalhatok és
melyek aktivacioja az acetilkolinon kiviill mas neurotranszmitterek, mint példaul a

dopamin, glutamat és gamma-amino-vajsav (GABA) felszabadulasat befolyasoljak.

2. CELKITUZESEK

Az eredeti elmélet szerint a CRFR1 és CRFR2 foként egymassal ellentétes hatast
fejt ki a KIR-ben. Igy a nikotin addikcio kezelését tekintve két kiilonbozd terapids
lehet6ség adodik: vagy a CRFRI1 szelektiv antagonistait — mint példaul az antalarmin —
alkalmazzuk, vagy a CRFR2 szelektiv agonistait — mint példaul az UCN II és UCN Il —
alkalmazzuk potencialis terapianak.

Jelen tanulmany célja az volt, hogy megvizsgaljuk a szelektiv CRFR1 és CRFR2
antagonistak és CRFR2 agonistdk hatasait kronikus nikotin kezelésnek majd azt kovetd
akut nikotin megvonasnak kitett ragcsalokban. Egyrészrél az antalarmin és astressin 2B
hatasait vizsgaltuk a dorsdlis és a ventrdlis striatumbdl felszabaduld dopamin
transzmissziora, valamint a vertikdlis és horizontalis mozgasi aktivitas valtozasaira
nikotinnal kezelt patkdnyokban. Maésrészr6l az UCN II és az UCN III szorongas-és
depresszioszert viselkedésre és a HPA-tengely aktivitasara kifejtett hatasait is kimutattuk

nikotinnak kezelt egerekben.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. ANYAGOK

UCN Il (Bachem, Svajc), szelektiv CRFR2 agonista;

UCN Il (Bachem, Svajc), szelektiv CRFR2 agonista.

Antalarmin (Sigma-Aldrich, UK), szelektiv CRFR1 antagonista;

Astressin 2B (Sigma-Aldrich, UK), szelektiv CRFR2 antagonista;

[EH]dopamin (Amersham, USA), triciummal jeldlt excitatoroikus neurotranszmitter;
Krebs.oldat: NaCl, KCI, MgSOs, NaHCOs; glikoz, KH;POs ¢és CaCl;
(Reanal, Magyarorszag);

Fiziologias sooldat (0.9 %-0s NaCl oldat, Biogal, Magyarorszag);

Nikotin oldat (1.4-2 mg/kg, Biogal, Magyarorszag);

Ultima Gold szcintillaciés folyadék (Perkin EImer, USA);

Karbogén gaz (5 % CO; és 95 % Oy);

Euthasol (Pentobarbital, CEVA-Phylaxia, Magyarorszag) a patkanyok altatasahoz;
Etil-alkohol, metilén-klorid, kénsav (Reanal, Magyarorszag) a plazma kortikoszteron

koncentracié meghatarozasahoz.

3.2. Allatok

Kisérleteinkben 150-250 g tomegii him Wistar patkanyokat, illetve 24-30 g
tomegli CFLP egereket hasznaltunk. Kisérleti allatainkat megfeleld ketrecben, allando
szobahdmérsékleten (23°C), 12 oras vilagos és 12 oras sotét periodusok kozott tartottuk
(6:00-tol vilagosban, 18:00-tol sotétben). Taplalasuk kozonséges tappal és csapvizzel
tortén ad libitum. Az allatoknak hét napnyi id6t biztositottunk a miitét el6tti
akklimatizaciora és a napi kezelés stressz hatasainak minimalizaldsara. Allataink tartésa és
kezelése a Szegedi Tudoményegyetem Allatkisérleti Etikai Tanacs elvarasainak

megfelelden tortént.

3.3. Miitét
Patkanyok esetén 10 mm hosszl rozsdamentes acél Luer kaniil tortént betiltetésre

altalanos altatisban — 60 mg/kg pentobarbital oldat felhasznalasaval — a jobb oldali
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agykamranak megfeleléen. A kaniil behelyezését és az egyes agyi régidk izolalasat a
Pellegrino-féle patkanyagy sztereotaxias atlasz alapjan végeztiik. A kaniiloket fogorvosi
cement és akrilat segitségével a koponyahoz rogzitettiik. Ezt kovetoen a patkanyoknak 7
napnyi labadozasi iddt biztositottunk a kezelés megkezdése el6tt. A kisérletek végeztével,
10 pl metilén kék festéket fecskendeztink a kaniilon keresztiil a kisérleti allatok
oldalkamrajaba, mellyel a kaniil megfeleld helyzetét ellendriztiik. Az egerek esetében
6 mm-es polietilén Luer kaniil tértént behelyezésre a jobb oldalkamraba a megfeleld
sztereotaxids koordinatakat szem el6tt tartva, 60 mg/kg-os pentobarbitallal torténé altatas
alatt. A kaniiloket a koponyahoz cianoakrilat pillanatragasztd segitségével rogzitettiik.
Az egereknek szintén 7 napot biztositottunk labadozasra a muitét utan. A kisérletek végén,
dekapitaciot kovetéen 2 pl metilén kék festék keriilt a kaniilon keresztiil beadasra, annak

s

a megfelelé helyre, kizarasra keriiltek a statisztikai analizisb6l.

3.4. Kezelés

A patkanyokat 1.4 mg/kg toménységii nikotin oldattal vagy fiziologias sdoldattal
kezeltiik intraperitonealisan (IP), 7 napon keresztiil, naponta kétszer (8:00-kor és 20:00-
kor). A patkanyok felét 0.1 pg/2ul antalarminnal vagy 1 pg/2ul astressin 2B-vel vagy 2 ul
0.9% NaCl oldattal kezeltiik intracerebroventricularisan (ICV) a nyolcadik napon (12
oraval az utolsd nikotinos kezelést kovetden). A patkanyok masik csoportja ehhez
hasonléan keriilt ICV kezelésre a kilencedik nap reggelén (24 oraval az utolso nikotinos
kezelést kovetéen). Az egereket 2 mg/kg toménységii nikotin oldattal vagy 10 ml/kg-os
fizioldgids sooldattal kezeltiikk IP, 7 napon keresztiil, naponta 4 alkalommal (8:00-kor,
12:00-kor, 16:00-kor és 20:00-kor). Az egerek felét 2 pg/2ul UCN II-vel, 2 pg/2ul UCN
I1l-mal vagy 2 ul fizioldgids sooldattak kezeltiik ICV a nyolcadik napon, mig a masik

felét a kilencedik nap reggelén.

3.5. Invivo conducta rendszer
Harminc perccel az ICV kezelést kovetéen, a horizontalis és a vertikalis

lokomotoros aktivitast in vivo conducta rendszer (MDE, Ltd, Németorszag) hasznélataval
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hataroztuk meg, mely rendszer az open-field teszt alapelvi alapjan keriilt elkészitésre a
korabbi tanulmanyok altal leirtak szerint. A horizontalis mozgasi aktivitas, mely az
Osszaktivitas és fokozott éberségi allapotnak felel meg, és a vertikalis mozgasi aktivitas,
mely a felfedezd, sztereotipikus viselkedést jelenti, 30 percen keresztiil tortént

regisztralasra.

3.6. In vitro szuperfuzio
A patkanyok dekapitaciojat kovet6en a dorsalis és ventralis striatalis dopamin
transzmisszié valtozasai in Vitro szuperfuziés rendszer (MDE, Ltd, Németorszag)

hasznalatanak segitségével keriiltek meghatarozasra.

3.7. Emelt keresztpallo teszt

Harminc perccel az ICV kezelés utdn a szorongas-szerl tlinetek vizsgalatara a
Lister és Rodgers altal leirt, igynevezett emelt keresztpallo tesztet végeztiik. Ennek soran
5 percen keresztill egy, a pallétél 100 cm-re helyet foglalo megfigyel6 szakasszisztens
kisérte figyelemmel az allatok mozgéasat, a kovetkezd paraméterekre tekintettel:
a. a nyitott karokba tortént belépések szama és az Osszes belépés szamanak szazalékos
aranya; b. a nyitott karokban toltott id6 és az 6sszid6 szazalékos aranya; c. a nyitott és a
zart karokba tortént belépések szama. Az adott karba — nyitott vagy zart — tortént belépés
akkor keriilt rogzitésre, ha az allat mind a négy mancsa az adott karon helyezkedett el.
A Kkisérleti berendezés az egyes kisérleti alanyok koz6tt natrium-hipoklorit oldattal kerdilt

minden alkalommal tisztitasra.

3.8. Erdltetett uszas teszt

Ezzel parhuzamosan allatainkat a Porsolt és mtsai altal leirt erdltett uszas
tesztnek vetettilk ald a depresszid-szerti viselkedés megfigyelésére. Az 5 perces
megfigyelés szintén 100 cm tdvolsagra tortént a kisérleti eszkoztél, amely soran a
kovetkezé paramétereket regisztraltuk: a. maszassal toltott id6 (az allat az {iveghenger
falan probal kimaszni, hogy kiszabaduljon abbol); b. Gszassal toltott id6 (az allat uszast

kisérel meg, mellyel probal a viz felszinén maradni) és c. mozdulatlansaggal t6ltott id6 (az
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allat kiegyenesedett pozicioban, az eliilsé mancsait Osszefogva a viz felszinén lebeg).
Vizsgalatunk soran 5 masodperc szamitott egy idéegységnek, igy a maszasi, uszasi, illetve

mozdulatlansagi paramétereket ezen idéegység segitségével adtuk meg.

3.9. Plazma kortikoszteron koncentraciéo meghatarozas

Az egerek dekapitacidjat kovetden, az allatok térzsvérének Osszegylitése utan a
vér Kkortikoszteron koncentracidjanak meghatarozasat kemo-fluoreszcens eljaras
segitségével végeztik a Zenker és Bernstein altal leirtak, majd Purves és Sierett altal

modositott kémiai eljaras szerint.

3.10. Statisztikai analizis

Az eredményeink statisztikai elemzését variancia analizissel végeztiik (Prism 7
Statistics, GraphPad Inc., USA). A csoportok kozotti kiilonbségeket kétutas ANOVA
teszttel végeztiik, melyet kdvetéen Tukey-féle post hoc tesztet alkalmaztunk a paronkénti
Osszahasonlitashoz. Statisztikailag szignifikans kiilonbségként a 0.05-6s vagy annal
kisebb értékeket fogadtunk el.

4. EREDMENYEK
4.1. 12 éras megvonast kovetoen

A nyolcadik napon a horizontalis és a vertikalis mozgasi aktivitas szignifikansan
fokozodott a nikotinnal kezelt patkanyokban a fiziologias sooldattal kezeltekhez képest.
Ezzel péarhuzamosan a dorsalis és a ventralis striatumbdl felszabadulé dopamin
szignifikdnsan fokozodott a fizidlgias sooldattal kezelt allatokéhoz képest. Minden, a
nyolcadik napon megfigyelt valtozast az antalarminnal valé kezelés szignifikdnsan
csokkentett, ellentétben az astressin 2B-vel, melynek adasa hatastalannak bizonyult.

A nyolcadik napon a nyitott karban t6ltott id6 szignifikansan megnétt, azonban a
nyitott karba vald belépések szama, valamint az dsszes belépés szama nem valtozott meg
szignifikansan a nikotinnal kezelt egerekben, a kontrollhoz képest. Az UCN II és az UCN
III kezelés hatasara az elsé két paraméter tovabb nétt a nikotinnal kezelt csoportban, de

szignifikdns novekedés csak a nyitott karban toltott id6 noétt meg szignifikdnsan. Az
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uszassal és a maszassal toltott id6 szignifikansan lecsokkentek a nikotinnal kezelt
egerekben a kontroll csoporthoz képest, azonban a mozdulatlansaggal toltott idé nem
valtozott meg jelentdsen. Az UCN II és az UCN III kezelés hatdsara az Gszassal és a
maszassal toltott id6 tovabb csokkent a nikotinnal kezelt csoportban, mindketto
szignifikdnsan, azonban a mozdulatlansaggal toltott id6 valtozatlan maradt. A plazma
kortikoszteron koncentracio észrevehetéen, de nem szignifikinsan emelkedett a nikotinnal
kezelt csoportban, a kontrollhoz képest, és ezt az emelkedést az UCN II és UCN III ICV

adasa szignifikansan csokkentette.

4.2. 24 6ras megvonast kovetoen

A kilencedik napon a horizontalis mozgasi aktivitids és a dorsalis striatumbol
felszabaduldo dopamin szignifikdnsan megnéttek a nikotinnal kezelt patkanyokban a
fiziologias sooldattal kezeltekhez képest. Ezzel ellentétben a vertikalis mozgasi aktivitas
és a ventralis striatumbol felszabadulé dopamin szignifikansan csékkentek a nikotinnal
kezelt csoportban a kontrollhoz képest. Minden, a kilencedik napon mért valtozast az
antalarmin adasa teljesen megforditott, mig az astressin 2B bizonyult hatékonynak.

A kilencedik napon a nyitott karba tortént belépések szama és a nyitott karban
toltott id6 szignifiknsan lecsokkentek a nikotinnal kezelt egerekben a fizsoval
kezeltekhez képest, azonban az Gsszes belépés szama nem valtozott jelentdsen egyik
csoportban sem. Ezek a csokkend hatidsok az UCN II és UCN III kezelés hatasara
jelentésen megvaltoztak, de csak a nyitott karba tortént belépések szama emelkedett
szignifikansan, az Gsszes belépések szama azonban nem valtozott meg a nikotinnal kezelt
csoprtban a kontrollhoz képest. Az tiszassal és a maszassal toltott id6 szignifikansan
lecsokkent nikotinnal kezelt egerekben a fizioldgias soéoldattal kezeltekhez képest, a
mozdulatlansaggal toltott id6 ezzel egyiitt szignifikdnsan megndtt. Az UCN II és az UCN
IIT adasat kovetéen a mdaszassal és az Uszassal toltott id0 szignifikdnsan megndtt, a
mozdulatlansaggal toltott id0 pedig szignifikansan lecsokkent a nikotninnal kezelt
csoportban, a kontrollhoz képest. A plazma kortikoszteron koncentracio észrevehetéen és
szignifikdnsan megemelkedett a nikotinnal kezelt csoportban a kontrollhoz képest, de ez

az emelkedés tejesen megsziint az UCN II és az UCN III kezelés utén.
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5. MEGBESZELES
5.1. A krénikus nikotin kezelés hatasai

A nikotin addikci6 binge/intoxikacio fazisanak megfelelden a hét napos nikotin
kezelésnek kitett patkanyokban (12 oraval az utolsé nikotin kezelést kdvetéen) mind a
horizontalis és vertikalis mozgasi aktivitas, mind pedig a dorsalis és a ventralis
striatumbol felszabadulé dopamin fokozodasa volt megfigyelhetd. Ez az eredmény
Osszhangban van korabbi tanulmannyokkal, amelyek a kronikus nikotin kezelés negyedik
és tizedik napjan lokomocids hyperaktivitast irt le. Ezeknek a tanulmanyoknak a szerzoi
azt sugalltak, hogy a nikotinnal kezelt patkanyokban elészor a striatalis dopamin
receptorok (D1 és D2) denzitasanak és a dopamin koncentracionak a ndvekedése miatt,
késobb pedig a striatalis dopamin receptor szuperszenzitivitasa miatt fokozodik a mozgasi
aktivitas. A krénikus nikotin kezelés hatasara fellép6 viselkedési valtozasok értelmezését
némileg megneheziti az a megfigyelés, miszerint ezen valtozasok a nem, a kor €s a tartasi
korilményekt6l is fiigghetnek. Ezeknek a faktoroknak a vizsgalata kivanatos lenne,
azonban ez egy joval bonyolultabb kisérleti protokollt és statisztikai analizist kivanna.

A hét napos nikotin kezelésnek kitett egerekben (12 draval az utols6 nikotin
kezelést kovetéen) szorongasoldasra utald jeleket véltiink felfedezni, mivel a nikotinnal
kezelt egerek tobb id6t toltdttek az emelt keresztpalld teszt nyitott karjaban, mint a
fiziologias sooldattal kezelt egerek. Ezt az eredményt egy korabbi tanulmany is
megerdsiti, ami bizonyitotta, hogy a nikotinnal valé szubkronikus kezelés (0.1 mg/kg
szubkutan = SC, 6 napig) szorongasoldé hatassal van egerekre. Ennek viszont
ellentmondanak mas tanulmanyok, amik azt sugalljak, hogy szubkroénikus (0.3 mg/kg/nap
nikotin SC adasa 4 napon 4t) vagy kronikus (25 mg/kg/nap nikotin infiiziéja minipumpéan
keresztiil 14 napon at) nikotin adas 0.1mg/kg felett anxiogén hatast gyakorol az egerekre.
Depresszio jelei ugyancsak lathatdk voltak, mivel a nikotinnal kezelt egerek kevesebb id6t
toltottek Gszassal és maszassal, mint a fizioldgids sooldattal kezeltek. Ezt az eredményt
korabbi tanulményok is alatdmasztjak, melyek szerint ismételt IP nikotin kezelés (0.3
mg/kg/nap IP, 4 napon at) depresszio-szerli viselkedést okoz. Mégis a sajat kisérletiinkben

az uszassal és a maszassal toltott id6 erdteljes csokkenése ellenére a mozdulatlansaggal
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toltott idé nem valtozott meg szignifikansan — ez a depresszidra utalo tipikus tiinet az
erbltett Giszas tesztben — a nikotinnal kezelt allatokban, ezért az eredményinket inkabb gy
kellene értelmezni, mint a nikotin altal okozott lokomodciét szupresszald hatas
kovetkezményét, sem mint egy latszdlag egyidoben jelen 1évé anxiolitikus és depresszios
viselkedést. Raadasul ezekhez a viselkedési valtozasohoz nem tarsult a plazma

kortikoszteron koncentracio szignifikans emelkedése sem.

5.2. Az akut nikotin megvonas hatasai

A nikotin addikcé megvonas/negativ érzelmi fazisanak megfeleléen az egy napos
nikotin megvonasnak kitett patkanyokban (24 6raval az utolso6 nikotin kezelést koveten)
az altalanos mozgasi aktivitas és a globalis striatalis dopamin felszabadulas csokkenését
vartuk, melyet egy korabbi tanulmany is hangsulyoz, amelyben 14 napos nikotin kezelés
és 24 6ra nikotin megvonast kovetden ezt tapasztaltak. Erdekes modon jelen kisérletekben
csak a vertikalis mozgasi aktivitas és a ventralis striatalis dopamin felszabadulas csokkent,
mig a horizontalis mozgasi aktivitds és a dorsalis striatalis dopamin koncentracid
emelkedett maradt egy napos nikotin megvonast kovetéen. A magyarazatat ennek az
eredménynek mas korabbi tanulményok adhatjak, melyekben a D2 receptor maximalis
szamanak a csokkenését mutattak ki a NAcc-ben, mely azonban nem volt tapasztalhato a
putamenben és a nucleus caudatusban sem, akar a dopamin receptorok (D1 és D2)
denzitasat, akar annak kotési affinitasat vesszikk figyelembe. Ezen kiviil a nikotin
dozisaban és kezelési protokoljaban fellelhetd kiilonbségek ugyancsak hozzajarulhatnak a
korabbi és jelen eredmények kozotti diszkrepancighoz. igy példaul mikozben a nikotin
iranti tolerancia inkabb kialakul egy folyamatos nikotin infizids kezelés kovetkeztében
(mint a kordbban emlitett tanulmanyban), a viselkedési szenzitizacid gyakran a szakaszos
injekcids nikotin kezelés kovetkeztében alakul ki (mint a jelen tanulmanyban). Ezen feliil
a folyamatos nikotin kezelés olyan doézisban, mely tolerancia kialakuldsahoz vezet, a
nikotin-indukalt szenzitizaciéra maga is szenzitizaciot valthat ki, melynek a hatdsa akkor
érvényesiil, amikor ez a tolerancia elmulik. Ilyen szempontbol a toleranciara és a
szenzitizaciora ugy kell tekinthetiink mint két egymastol kiilonallo adaptiv valtozasra,

melyekhez altaldban eltéréd koriilmények kellenek, mégis mindketté eldfordulhat
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ugyanolyan doézist és protokolu kronikus nikotin kezelést kovetden is. Ugyanakkor az
akut nikotin megvonads soran ez a két egymassal versengé jelenség kiilonbdzden
manifesztalédhat a stridtum két részében és ennck megfeleléen a mozgasi aktivitas két
aspektusaban. Ami a viselkedési és a neurokémiai paramétereket illeti, az akut nikotin
megvonas soran tapasztalt valtozasokra magyarazat lehet a nigrostriatalis és mesolimbikus
dopaminerg rendszerben talalhato eltérd nikotinerg szabalyozas. Igy példaul nyilvanvald
kiilonbségek vannak a dorsalis és a ventralis stridtum kozott a kiilonboz6 nAChR
altipusok el6fordulasanak és funkcidjanak tekintetében is, mely mind alatamaszthatja az
igy kialakul6 dopamin diszregulaciot akut nikotin megvonasban.

Az egy napos nikotin megvonasnak kitett egerekben (24 oraval az utolsd nikotin
kezelést kdvetden) szorongasra utalo tiineteket is kimutattunk, mivel az emelt keresztpallo
nyilt karjaba torténd belépések szama €s az ott toltott id6 megnétt a nikotinnal kezelt
csoportban a fiziologids sdoldattal kezelthez képest. Ez az eredmény egyetértésben van
korabbi tanulmanyokkal, melyek igazoltdk, hogy a kronikus nikotin adast kovetd akut
megvonas (0.1 mg/kg/nap kezelés 14 napig vagy 12-24-48 mg/kg/nap kezelés minipumpa
segitségével 14 napig és azt kovetd 1 napos megvonas) szorongasszerill viselkedést valt ki
egerekben. Az egy napos nikotin megvonasnak Kkitett egerek depresszio tiineteit is
mutattak, mivel az Gszassal és maszassal toltott id6 megnott és ezzel parhuzamosan a
mozdulatlansaggal toltott id6 lecsokkent a nikotinnal kezelt csoportban a kontroll
csoporthoz képest. Ez az eredmény megegyezik egy korabbi tanulmanyéval, mely
ugyanazt a kezelési protokollt hasznalta (2 mg/kg nikotin IP adasa négyszer naponta), és
melynek soran depresszi6 jelei mutatkoztak akut és kronikus nikotin megvonasnak kitett
egerekben egyarant. Rdadasul ezekkel a viselkedési valaszokkal parhuzamosan a plazma
kortikoszteron koncentraci6é is megemelkedett, amely a HPA-tengely hyperaktivitasara
utal. Valojadban a HPA-tengely hyperaktivitdsa gyakran tarsul a nikotin megvonasi
szindrémahoz ¢és altalanossagban a szorongas és a depresszio allapotahoz. Az UCN II és
az UCN Il ICV adasa a kilencedik napon azonban fokozta az akut nikotin megvonas
soran csokkent aktivitast az emelt keresztpall6 nyilt karjaban. Tovabba az UCN II és
UCN Il ICV adasa megvaltoztatta az uszas és maszas, valamint a mozdulatlansag idejét,

hiszen az elsd kettd fokozodott, a harmadik pedig csokkent akut nikotin megvonas
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hatasara. Ami azt illeti, az urokortinok anxiolitikus és antidepressziv hatasat mar korabbi,
hasonlé modszereket alkalmazoé tanulmanyok is bizonyitottak. Raadasul az UCN II és III
egyszeri adasa csokkentette a plazma kortikoszteron szintjét, mely a kilencedik napon a

nikotinnal kezzel allatokban szignifikansan megemelkedett.

6. KOVETKEZTETES

Osszességében ezek a kisérletek bebizonyitottak, hogy mind a szelektiv CRFR1
antagonistak, mint az antalarmin, mind pedig a szelektiv CRFR2 agonistdk, mint az
UCN II és UCN III terapias hatasuak lehetnek nikotin fliggdségben.

Korabbi tanulmanyok mar kimutattdk, hogy a CRFRI1 blokkolasa
megakadalyozza az affektiv tiinetek (dysphoria és reward deficit) létrejttét, mig a CRFR2
blokkolasa csokkenti a szomatikus tiinetek (talzott taplalékbevitel és fokozott testsuly)
kialakulasat, melyek jellemzdek nikotin megvonasi szindromaban. A jelenlegi tanulmany
az elsd, amelyik bizonyitja, hogy a szelektiv CRFR1 antagonistdk — mint példaul az
antalarmin — csokkentik mind a krénikus nikotin kezelés jutalmazé, pozitiv megerdsitést
jelentd hatasait, mind pedig az akut nikotin megvonas averziv negativ hatasat.

Korabbi tanulméanyok ugyancsak kimutattak, hogy a CRFR2 aktivalodasa
csokkenti az alkohol megvonas soran megfigyelt szorongas-és depresszio-szerii
viselkedést. Azonban jelen tanulmany az elsd, mely bizonyitja, hogy a szelektiv CRFR2
agonistak — mint példaul az UCN II és UCN III — adasa enyhiti a krénikus nikotin kezelés
és az azt kovetd akut nikotin megvonas kovetkeztében fellépd szorongas-és depresszio-

szerl tiineteket, valamint az ezekhez kapcsolddo HPA-tengely hyperaktivitast.
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