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1. Bevezetés

A homeosztazis, vagyis a szervezetnek a kornyezethez, a valtozo viszonyokhoz, a
kihivasokhoz valé alkalmazkodasa soran fenntartott dinamikus egyensulyi allapota, alapvetd
fontossagu az egészséges ¢életvitel szempontjabol. E belsé egyensulyt, legfontosabb
tényezoként, a megfeleld taplalék- és folyadékbevitel, a testhdmérséklet szabalyozasa és az
energiaforgalom olyan egyiittes regulacioja biztositja, amiben a kiilonféle metabolitok szintje
tartdsan az egészséges tartomanyban marad. Szervezetiink komplex, dsszehangolt kontroll-
mechanizmusok segitségével éri el ezen folyamatok zavartalan miikodését, s e tekintetben a
kozponti idegrendszer alapvetd irdnyitd szerepet tolt be.

Ezen okoknal fogva alapvetden fontos a homeosztazis kozponti idegrendszeri
szabalyozé miikodéseinek minél pontosabb feltarasa, s kiilonosen kiemelt jelentOségli az
eléagyi limbikus ideghaldzat integrans részeként az orbitofrontalis kéreg és a nucleus
accumbens.

A taplalék izéért felelds, oldott allapotban 1évd kémiai anyagokat az iz-érz6 receptorok
érzékelik. Ezek a receptorok, melyek specifikusan felismerik az 6t alapizt (édes, sos, savanyu,
keserli €s umami) a tapcsatorna kezdeti szakaszan helyezkednek el: a nyelven, a sz4jpadon, a
garatban, az epiglottis kornyékén a gégében és a nyelcsd kezdeti szakaszan [7, 73]. Ujabb
kutatdsok szerint a tapcsatorna alsobb szakaszain (gyomor, vékonybél, vastagbél) is
talalhatoak olyan kemoreceptorok, melyek képesek érzékelni pl. a D-glukozt (édes) [50, 61], a
natrium-glutamatot (MSG) (umami) [50, 60], valamint a natrium-kloridot (s6s) [50].

A D-glukéz molekuldnak kulcsfontossagli szerepe van az energiaforgalomban, a
felének elején folytatott elektrofiziologiai vizsgalatok bebizonyitottadk, hogy a periféridhoz
hasonldoan a kozponti idegrendszerben 1is talalhatoak olyan neuronok, amelyek
megvaltoztatjak tiizelési frekvenciajukat glukoz lokalis vagy szisztémas adasakor [4, 45, 46].
Ezeket az idegsejteket, amelyek membranpotencidljuk megvaltozdsa nyoman képesek
neuronoknak nevezziik. A glukdzra mutatott valaszkészségiik alapjan két tipusuk kiilonithetd
el: a tiizelési frekvenciajukat noveld idegsejtek az un. glukoz-receptor (GR) neuronok, a
tiizelési frekvencidjukat csokkentd, vagyis gatlodo sejtek pedig az Un. glukoz-szenzitiv (GS)

idegsejtek. Azokat az idegsejteket, amelyek a glukozt csak metabolizmusuk soran hasznaljak



fel, és jelenlétében valaszkészséget nem mutatnak, glukoz-inszenzitiv (GIS) neuronoknak
nevezzik [47].

A GM halozat részét képezd idegsejtek jelenléte mar tobb kiilonbozd agyteriileten
bizonyitott: lateralis hypothalamicus area [5, 17, 19, 22, 47-49], ventromedialis hypothalamus
mag [14, 22, 26, 36, 47-49, 59, 63], nucleus tractus solitarii [1, 3, 37], area postrema [2, 9],
amygdala [15, 20, 43, 44], globus pallidus [18, 27], nucleus accumbens [52], prefrontalis
kéreg [39-41, 48], orbitofrontalis kéreg [21, 22, 32-34, 66, 67]. Ezen glukoz-érzékeny
neuronok valaszkészséget mutatnak mind exogén (pl. iz, szag), mind endogén (pl.
neurotranszmitterek) kémiai és egyéb szignalokra [16, 18, 19, 28], igy fontos szerepet
toltenek be a taplalkozds szempontjabol relevans informéciok integrativ és adaptiv
feldolgozasaban.

A streptozotocin (STZ) D-gluk6zhoz hasonld szerkezetii molekula, melyet az 1950-es
évek végén antibiotikus hatasi anyagként izolaltak a Streptomyces achromogenes nevii
baktériumtorzsbdl, de stlyosan karositdé mellékhatdsai miatt egyediili indikéacioként a [-

cpey

elpusztitani a pancreas B-sejtjeit, ezért széles korben hasznéljdk az 1-es tipusi DM
allatkisérletes modelljeként [10, 11, 30, 68]. A STZ a sejtekbe a GLUT2 transzporteren
keresztiil jut be, ahol szabadgyokok képzésével oxidativ stressz allapotot, majd nekréozist okoz
[13, 30, 56, 68].

A STZ ezen hatdsit nemcsak a periférian képes kifejteni, hanem a kozponti
idegrendszeri GLUT2 tartalmi GM idegsejtek is képesek felvenni. Intracerebralis adaskor
ezeket a glukoz-monitorozd neuronokat a STZ specifikusan karositja, aktivitasuk végleges
megszlinését kovetden sulyos taplalkozasi és anyagcserezavarok, 2-es tipusu DM-szerii
allapot jellemz6 tiinetei alakulnak ki [22-24].

A nucleus accumbens (NAcc) két régidja kiilonbozé szerepet tolt be a taplalékfelvétel
szabalyozasaban: a shell régi6 sértése hiperfagidt, a core régio roncsoldsa a taplalékfelvételi
motivacio (€hségérzet) csokkentésével hipofagiat idéz el [35]. A kérgi strukturaknak is
jelentds szerepiik van a taplalkozéas kozponti idegrendszeri szabalyozéasdban. A dekortikalt
allatok ©nallo taplalkozasra képtelenek, de a szajliregiikbe helyezett taplalékok motoros
valaszokat, mint pl. ragas, nyelés, stb. képesek kivaltani [72]. Az orbitofrontalis kéreg (OFC)
sokrétli — gusztatoros €s viszceralis, valamint szomatoszenzoros €és motoros — bemenetei révén
képes hangolni a percepcidt és a motoros kimenetet a szervezet motivacids allapotanak

fliggvényében [38].



2. Célkituzések

A téaplalkozas és az anyagcsere koOzponti szabdlyozasar6l mar szamos tanulmany

sziiletett, ennek ellenére sok tekintetben még mindig hidnyosak az ismereteink.

Kutatocsoportunk évtizedek ota aktivan részt vesz a NAcc [52, 70, 71] és az OFC [21, 22, 31-

34, 65-67] taplalék- és folyadékfelvételi, illetve metabolikus regulacios folyamatokban

betoltott szerepének a tanulmanyozasaban. Kutatisaim soran a kovetkezd vizsgalatokat

végeztik:

1.

2.

4.

A nucleus accumbens neuronok endogén és exogén kémiai érzékenységének
meghatarozasahoz extracellularis egysejttevékenységet vezettlink el
mikroelektroforetikus anyagbeadasok, intraoralis iz-ingerlések és intragasztrikus
infizidk soran.
A medialis és a lateralis orbitofrontalis kéregben talalhatdo neuronok endogén és
exogén kémiai érzékenységének meghatarozasahoz extracellularis
egysejttevékenységet vezettiink el mikroelektroforetikus anyagbeadasok, intraoralis iz-
ingerlések és intragasztrikus infizidk soran.
Olyan miiszaki és informatikai fejlesztések elkészitése, melyek segitségével mind az
adatgytjtés folyamata, mind a kisérletek soran hasznalt eszkozok szamitogéppel
iranyithatok, valamint a gy(ijtott adatok pontosan és gyorsan elemezhetdk.
A GLUT2-vel miikodd glukdz-monitorozo neuronokat szelektiven elpusztitd lokalis
agyi streptozotocin mikronjekcidés anyagbeadast kovetéen vizsgaltuk a medialis
orbitofrontalis kérgi idegsejtek

a. vércukorszintet szabalyozo funkcioit intraperitonealis glukoz-tolerancia teszt

soran,;
b. metabolikus miikodésekre gyakorolt hatasat farokvénabol vett vérminta
vizsgalataval,
Cc. izérzékelésben betdltott szerepét iz-reaktivitasi magatartasi tesztek soran;
d. izérzékeléssel kapcsolatos tanulasi folyamatokban vald szerepét kondicionalt

iz-averzids vizsgalatokban.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Alanyok

Kisérleteink soran 337 felndtt him Wistar és Sprague-Dawley patkanyt hasznaltunk. A
kisérleti allatok testtomege a vizsgalatok kezdetén 250-350 g volt. A patkanyszobaban allando
hémérsékletet (21+£2 °C) és paratartalmat (55-60%) biztositottunk. Az allatokat 12/12 oras
vilagos/sotét ciklusban tartottuk. A kisérleti allatok tartasa és a veliik valo foglalkozas soran, a
megfeleld engedélyek (BA02/2000; BAO104L 12; ZOHUO104L 08; BA02/2000-8/2012)
birtokaban a helyi, egyetemi rendelkezéseken tal betartottuk a hazai (1998. évi XXVIIL. tv. az
allatok védelmérdl és kiméletérdl; 40/2013 Korményrendelet, 2013. II.) és a nemzetkozi
eldirasokat, eurdpai unios iranyelveket (NIH Guidelines, 1997; 86/609/EEC Eur6pa Tanécs
el6iras, 1986, 2006; 2010/63/EU Eurdpa Parlament eldiras) is.

3.2. Elektrofiziolégiai vizsgalatok

3.2.1. Miitet

A patkanyok altatdsahoz intraperitonealisan adott uretant (0,6 ml/100 ttg, 25% friss
oldat, Sigma) alkalmaztunk. Az allatok fejét sztereotaxias késziilékben rogzitettiik, és hogy a
kisérletek sordn az iz-oldatok lehetséges aspiracidja miatti fulladasukat elkertiiljiik, a befogo
keretet 15°-0s szogben eldrefelé dontott helyzetbe allitottuk. A fejbdr felvagasa és a
koponyacsont letisztitasa utan a koponyatetén fogaszati faroval 4-5 mm atméréji lyukat
fartunk, majd a dura bemetszése utan a mikroelektrodat mikromanipulatorral (MN-33,
Narishige, Japan) pozicionaltuk, ezutan hidraulikus mikrotovabbit6 rendszer (Narishige MO-
10, Japan) segitségével vezettik le a célteriiletre. A NAcc koordinatai Pellegrino [54]
agyatlasza alapjan: AP: B+3,2-3,7; ML: 1,2-1,6; V: 5,6-7,6. Az OFC koordinatai Paxinos és
Watson agyatlasza [53] alapjan: medialis OFC (mOFC): AP: B+3,8-4,4; ML: 0,8-1,2; V: 3,0-
3,5; lateralis OFC (IOFC): AP: B+3,8-4,4; ML: 2,5-3,5; V: 2,5-3,5.



3.2.2. Mikroelektroda

Az extracellularis egysejttevékenység elvezetéséhez és a neurokémiai anyagok
mikroelektroforetikus beadasahoz munkacsoportunk altal készitett wolframszalas, multibarrel
iiveg mikroelektrodat hasznaltunk. Az egysejttevékenységet a kozponti csében 1€vo
wolframszal segitségével regisztraltuk, az e kozponti csovet korilvevé 9 db kornyéki
kapillariscsébe toltottiik a mikroiontoforézishez hasznalt oldatokat. A wolframszal atmérdje
10 um és kb. 10 um hosszan nyulik ki az tivegelektroda hegyébdl. A kornyéki csovek
nyildsdnak 4atméréje 0,1-0,3 pm kozotti. Az elvezetésekhez hasznalt mikroelektrodak

impedancidja 50 Hz-en mérve 1,5-6 MQ volt.

3.2.3. Jelfeldolgozds

Az extracellularisan felvett akcids potencidlok az elektréda kozponti csévében 1évo
wolframszalon keresztiil, szlirést és erdsitést (Supertech Kft., Magyarorszag) kovetden egy
analog/digitalis konverterbe (CED Micro 1401 mk II, Cambridge Electronic Design,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) keriiltek, igy a jeleket szamitogép segitségével rogzithettiik
¢és elemezhettiik. Az analog jeleket oszcilloszkopon (PeakTech P-1145, Heinz-Giinter Lau
GmbH, Ahrensburg, Németorszag) folyamatosan kovettilk. A Spike2 program (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével minden egyes idegsejt
aktivitasabol frekvencia hisztogram késziilt, az on-line és off-line analizisek az altalam irt

scriptek hasznalataval torténtek.

3.2.4. Mikroiontoforézis

Az elektroéda korny€ki csoveibe toltott oldatok idegsejtek kornyezetébe vald juttatidsara
mikroiontoforézis késziiléket (NeuroPhore BH-2, Medical Systems, Great Neck, New York,
USA) hasznaltunk. Ezen késziilék segitségével a kornyéki csovek és az adott agyteriilet
extracellularis tere kozott elektromos potencidl gradienst hozunk létre, ezaltal a toltéssel
rendelkez6 részecskék az idegsejtek kozvetlen kornyezetébe juttathatok. Az anyagkiaramlast
meghatarozo legfontosabb tényezdk az ejekcios dram nagysdga, az anyagra jellemzo diffuzios

allando, a hidrosztatikus nyomasgradiens és az elektroozmoézis mértéke [6, 25, 55].



3.2.5. Neurokémiai vizsgalatok

Neurokémiai  ingerlés soran az elektroda kornyéki csoveibe  kiilonféle
neurotranszmittereket és neuromodulatorokat toltottiink. Tobbek kozott a kdvetkezd anyagok
neuronokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk: D-gluk6z, noradrenalin (NA), dopamin (DA),
acetilkolin (Ach) ¢és GABA. Minden neurokémiai anyag hatasat harom kiilonbozo
aramerdsséggel (£15-90 nA, alacsony-kozepes-magas) teszteltik. A beadas 10-15
masodpercig tortént, majd a hatds lecsengése utan legaldbb egy perc sziinetet tartottunk a

kovetkezd mikroelektroforetikus anyagbeadas elott.

3.2.6. Intraoradlis iz-ingerlés

Egysejttevékenység elvezetése kozben megvizsgaltuk az idegsejtek iz-valaszkészségét
is. Ehhez a patkanyok szajiiregébe polietilén csovet helyeztiink, amelyen keresztiil az 6t
alapiznek megfeleld oldatokat adtuk két kiilonboz6 koncentracidban. Komplex izként
megvizsgaltuk a narancslé hatasat is. Az iz-oldatok mennyisége 1-1,5 ml volt, amit 3-5
masodperc alatt fecskendeztiink az allat szdjiiregébe. A csd végét uigy alakitottuk ki, hogy az
iz-oldat a szgjiireg minden részébe eljuthasson. A beadast desztillalt vizes atmosas és levegd
befecskendezése kovette, amellyel a rendszert megtisztitottuk a benne 1évo iz-oldattol. Két iz-
adas kozott a hatas lecsengése utan legalabb egy percet vartunk. A befogd késziiléket olyan
helyzetben rogzitettiik, hogy a kisérleti 4llat feje alacsonyabban legyen, mint a teste, igy a
befecskendezett iz-oldat spontan kicsopogott a szajiiregbdl, ezaltal elkertiltiik, hogy az allat az

oldatot lenyelje vagy aspiralja.

3.2.7. Intragasztrikus infuzio

Az intragasztrikus infizidhoz vékony polietilén csovet (Hibiki 3, Japan) hasznaltunk,
melyet az anesztéziat kovetden vezettiink le egy gyomorszonda segitségével a kisérleti allat
gyomraba. Az egysejttevékenység elvezetése kozben a kovetkezd oldatok hatasat vizsgaltuk:
NaCl (60 mM ¢és 150 mM), D-glukéz (60 mM) és MSG (60 mM). Az oldatokat infizids
pumpa segitségével (Cole-Parmer EW-74900 Multichannel Syringe Pumps, Cole-Parmer
Instrument Company, Vernon Hills, Illinois, USA) adtuk be 1 ml/100 ttg mennyiségben. A

beadd csé feltdltése utan 1 percet vartunk, ezutdn indult az anyagbeadds 18 ml/h-s



sebességgel. A rendszert ezutan desztillalt vizzel és levegével atoblitettiik, s a kdvetkezd

feltoltésig 7 perc sziinetet tartottunk.

3.3. Metabolikus és magatartasi vizsgalatok

A mOFC-beli GM neuronok metabolikus szerepének tisztdzasara intracerebralis STZ
mikroinjekcidt végeztiink, melyhez a kisérleti allatok koponydjara elézetes mitéti {ilésben
vezetd kaniilt rogzitettiink, ezen keresztiil tudtuk — a patkany éber allapotaban — a beadd

kaniiloket a megfeleld helyre poziciondlni.

3.3.1. Miitet

Intraperitonealisan adott ketamin (Calypsol, 50 mg/ml; Richter Gedeon Nyrt.,
Magyarorszag; 0,3 ml/100 ttg) injekcidval végeztiik az altatast. Az allatok fejét sztereotaxias
készlilékben rogzitettik, ezutan a fejboron hosszanti metszést ejtettiink. Miutan
megtisztitottuk a koponyafelszint, fogaszati fur6 segitségével kb. 4-5 mm atmérdjii lyukat
fartunk a Bregma elé. A vezetd kaniilt Paxinos és Watson agyatlasza [53] alapjan
mikromanipulatorral (MN-33, Narishige, Japan) pozicionaltuk (AP: B+4,2 mm; ML: 0,9
mm).

Az éltalunk rozsdamentes acélcsébdl (23 G) készitett vezetd kaniilt a dura felszinére
helyeztiik, majd fogéaszati akrilattal a csontba csavart csavarokhoz, illetve a koponyédhoz
rogzitettik. A mitét végén antiszeptikus hintdport (Tetran, Richter Gedeon Nyrt.,
Magyarorszag) alkalmaztunk és kapcsokkal zartuk a sebet.

Azoknal az allatoknal, melyek az iz-reaktivitdsi tesztben részt vettek, polietilén cs6bol
(Hibiki No. 4, Inter Medical Co., Ltd., Tokyo, Japan; kiils6 atmérdé: 1,33 mm) készitett
kronikus intraoralis iz-kaniil is beiiltetésre keriilt. Az iz-kaniilok buccalis végét eldzetesen
lang felett megolvasztva kiszélesitettiik, hogy ezaltal elkeriiljiik azok szajiiregbdl valo
kimozdulasat. Az iz-kaniilt a szajiiregbdl a fels6 elsé molaris fog mellett vezettiik fel a bor
alatt egészen a nyaki részig, ahol sebészeti fonallal kidltottiik a bérhdz, hogy helyzetét
rogzitsiik. A miitét utan egészen a vizsgalati napig folyamatosan ellendriztiik az iz-kaniilok
helyzetét (nem csusztak-e ki, nem akadalyozzak-e az allatokat a taplalkozasban, nincs-e
gyulladas), valamint azok atjarhatosagat.

A mtét utani egyhetes felépiilési periodust kdvetden tortént a bilateralis intracerebralis

STZ mikroinjekcid.



3.3.2. Mikroinjekcio

Eber, nyugodtan kézben tartott allatokban bilateralis mikroinjekciot végeztiink 7,5 pg
STZ-t (Sigma S-0130, 10 pg/ul fizioldgias sooldatban oldva) tartalmazé oldattal (STZ
csoport), illetve 0,75 ul fiziologias soéoldattal (kontroll csoport). A miitét soran betiltetett
rozsdamentes acél vezetd kaniilokon keresztiil vezettiikk le az ugyancsak rozsdamentes acél
beado kaniiloket (30 G) a mOFC teriiletére (Paxinos és Watson agyatlasza [53] alapjan: AP:
B+4,2 mm; ML: 0,9 mm; V: 2,3 mm a duratol). A beadé kaniilok polietilén csovon keresztiil
25 pl-es Hamilton mikrofecskend6hoz csatlakoztak, az anyagbeadds mikroinfuzids pumpa
segitségével tortént (Cole-Parmer EW-74900 Multichannel Syringe Pumps, Cole-Parmer
Instrument Company, Vernon Hills, Illinois, USA) 0,75 ul/perc sebességgel, amit tovabbi 1
perc varakozas kovetett annak érdekében, hogy teljes legyen az oldat diffizidja a célteriileten

¢s megakadalyozzuk az oldat visszadaramlasat a kantiilok eltavolitasakor.

3.3.3. Metabolikus vizsgdlatok

Eber allatokban bilateralis STZ vagy fiziologias sooldat mikroinjekcidja utdn
intraperitonealis glukdz tolerancia tesztet végeztiink, valamint megmértiik az allatok metabolit

plazmaszintjeit is.

3.3.3.1. Intraperitonealis glukoz tolerancia teszt

A kisérleti allatok 12 o6rds ¢€heztetését kovetden — a nemzetkdzi standardoknak
megfeleléen — keriilt sor a glukdz tolerancia teszt (GTT) elvégzésére. A cukorterhelést
intraperitonealisan adott 20%-0s D-glukéz oldattal (0,2 g/100 ttg/ml) végeztik két
alkalommal, eldszor az agyi mikroinjekcio utan 20 perccel (akut GTT), majd 4 héttel késébb
(szubakut GTT). A vérmintat az elemzéshez a patkany farokvéndjabol nyertiik el6szor
cukorterhelés el6tt, majd 9, 18, 30, 60 és 120 perccel a terhelés utan. A méréseket kézi

glukométerrel (Glucometer Elite, Bayer, Németorszag) végeztiik.



3.3.3.2. Metabolitok plazmaszintjének mérése

Az Ossz-koleszterin, a trigliceridek és a hligysav plazmaszintjének meghatdrozasara — a
nemzetkdzi standardoknak megfeleléen — 12 6ras taplalékmegvonast kovetden kertilt sor. Az
agyi mikroinjekcio utan 30 perccel farokvénabdl vérmintat nyertiink, amib6l szarazkémias Kis

laborautomata (Spotchem EZ SP4430, Arkay, Japan) segitségével hataroztuk meg a

s

3.3.4. Magatartdsi vizsgdlatok

Eber allatokban bilateralis STZ vagy fiziologias sooldat mikroinjekcidja utdn

kondicionalt iz-averzios €s iz-reaktivitasi teszteket végeztiink.

3.3.4.1. Kondicionalt iz-averzio vizsgalata

A kondiciondlt iz-averzid olyan tanult magatartdsi forma, melynek segitségével
elkeriilhetjiik a potencialisan veszélyes taplalékot. Ha egy adott taplalék elfogyasztisa utan
gasztrointesztinalis diszkomfort jon létre, akkor azt a taplalékot a jovoben kertljik,
elutasitjuk. A kondicionalt iz-averzid mar az elso tarsitast kovetden kialakul, még akkor is, ha
a feltételes (taplalék ize) és a feltétlen inger (megbetegedés) kozott orak telnek el.

A kisérlet soran el6szOor megtanitottuk a  patkdnyoknak, hogy napi
folyadékmennyiségiiket 30 perc alatt fogyasszak el déleldtt 10:00 és 10:30 kozott. A sikeres
tanulasi fazis utan kertilt sor a vezetd kaniilok betiltetésére, mely utan a felépiilési periodusban
ad libitum fogyaszthattak folyadékot. A kondicionalasi napon (négy nappal a STZ vagy a
fiziologias NaCl mikroinjekcid utan) az allatok 30 percig fogyaszthattak szacharin oldatot,
majd 30 perc mulva gasztrointesztinalis diszkomfortot valtottunk ki intraperitonealisan adott
litium-kloriddal (0,15 M, 20 ml/ttkg). Ezutan az allatok 3 napig ismét naponta 30 percig
kaptak vizet, majd a negyedik (teszt) napon a vizet Gjra szacharin oldatra cseréltiik az itatasi
iddszakban. A statisztikai szamitdsok soran Osszehasonlitottuk a szacharin oldat fogyasztasat

a STZ kezelt és a kontroll csoportban a kondicionalasi és a teszt napon is.
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3.3.4.2. [z-reaktivitds teszt

Az iz-reaktivitasi teszt elOkészitéseként az operacid soran a fejtetdre beépitett vezetd
kaniil mellett egy iz-kaniil is beiiltetésre keriilt az allatok szajliregébe. Az egy hetes felépiilési
periodust kovetden keriilt sor a STZ vagy a NaCl bilateralis intracerebralis mikroinjekciojara.
A kovetkezd 6 napban az allatokat hozzészoktattuk a kisérlet sordn haszndlt plexiiiveg
cilinderben val¢ tartézkodashoz, mely soran az iz-kaniilt desztillalt vizzel mostuk at. Az iz-
reaktivitasi tesztet 1 héttel az agyi mikroinjekcio utan végeztiik.

A kisérleti allatok viselkedésének ¢és szdjanak megfigyeléséhez az iivegcilinder
(magassag és atmérd: 30 cm) ald tlikrot rogzitettiink 45°-os szogben. A patkanyok
viselkedését egy Full HD videdkameraval (Panasonic HC-V270) rogzitettiik és a felvételt
képkockanként elemeztiik.

Az allatok két kiilonbozd koncentracioban kaptdk az ot alapiznek megfeleld iz-
oldatokat. Mikroinfiizidos pumpa segitségével (Cole-Parmer EW-74900 Multichannel Syringe
Pumps, Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, Illinois, USA) allando sebességgel
(0,5 ml/min) kétszer 0,5 ml iz-oldatot fecskendeztiink be 1-1 perc alatt a kisérleti allatok
szajlregébe az iz-kaniilon keresztiil, a két beadas kozott rovid sziinetet tartva. Ezutan az iz-
kaniilt desztillalt vizzel atoblitettiik és levegdvel atfujtuk.

Az értékeléshez Grill és Norgren modositott protokolljat [12, 40, 64, 69] alkalmaztuk,
mely soran az allatok fajspecifikus mimikai, poszturalis és lokomocios vélaszait vizsgaltuk. A
protokoll szerint ingesztiv, vagyis elfogadd reakcionak szamit a ritmikus szdjmozgas, a
kozépsd ¢€s oldalso ritmikus nyelvoltogetés és a mancsnyalas. Averziv, vagyis elutasito
magatartas a szajtatas, az alldorzsolés, a fejrazas, a mancsrazas €s a komplex lokomotoros
mozgassor.

Az értékelés soran minden egyes iz-oldat esetében a véalaszmintdzatok el6fordulasa,
intenzitdsa €és idOtartama alapjan mind az ingesztiv, mind az averziv magatartdsformakat
minimum héarom, gyakorlott biralé pontozta 0-t6l 3-ig. A birdlok nem ismerték a
csoportbeosztidsokat. Az ingesztiv és averziv iz-reaktivitasi index kiszdmitadsdhoz a birdlok
altal adott pontszamok 4tlagat a maximalisan adhatd pontszammal elosztottuk, igy minden

egyes iz-oldat esetében az iz-reaktivitasi indexek 0 és 1 kozotti értéket vehettek fel.

11



3.4. Szovettani vizsgalat

e

allatokat uretannal (20%, 8 ml/ttkg) valo tulaltatds utan transzkardialisan perfundéltuk, el6bb
fiziologias sooldattal, majd 4%-os formalinnal. A mintéat 4%-os formalinban fixaltuk, az ebbdl

készitett 50 um-es metszeteket 0,5%-0s krezil-violaval festettiik meg.
3.5. Az adatok statisztikai értékelése

Az elektrofiziologiai kisérleteink sordn az on-line és off-line analizisek sajat, a Spike2
v6.16 szoftverhez irt scriptek hasznalataval torténtek. Az értékeléskor azokat a valtozasokat
tekintettiik gatlasnak ill. serkentésnek, amely esetekben a vizsgalt idegsejtek tlizelési
frekvencidja legalabb £30%-kal (vagy +2 SD-vel) valtozott a spontan tiizelési frekvencidhoz
képest, tovabba akkor, ha a valaszreakcid intenzitasfiiggdnek és ismételhetonek bizonyult. A
csoporthatasok statisztikai értékelésére ¥ probat alkalmaztunk az SPSS Statistics 25 (IBM,
Armonk, New York, USA) programcsomag hasznalataval.

Magatartasi és metabolikus kisérleteink eredményeit Student féle t-probaval, valamint
tobbszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik a fentebb emlitett programcsomag
segitségével. Post-hoc Osszevetésre Tukey-tesztet hasznaltunk.

A kiilonbségeket p < 0,05 esetén értékeltiik szignifikansnak.

4. Eredmények
4.1. A nucleus accumbens vizsgalatok eredményei
4.1.1. Neurokémiai vizsgalatok

A nucleus accumbens-ben  G6sszesen 161 neuron  aktivitasat  vizsgaltuk
mikroelektroforetikus anyagbeadas soran. A core régidoban nagyobb volt azon neuronok
aranya, amelyek megvaltoztattak tiizelési frekvenciajukat D-glukdz mikroiontoforetikus

adasanak hatasara, mint a shell-ben. A core-ben a GR sejtek voltak nagyobb aranyban, a shell-

ben viszont glukéz hatasara gatlodo GS sejteket talaltunk nagyobb szamban.
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Ach-ra és DA-ra valo érzékenységben a két régio kozott nem talaltunk nagy eltérést,
viszont mig a dopamin Dj-receptor antagonista SCH 23390 a core-ban valtoztatta meg
nagyobb aranyban a sejtek valaszkészségét, addig a Dy-receptor antagonista szulpirid

jellemzden a shell-ben volt hatasosabb.

4.1.2. Intraoralis iz-ingerlés

A nucleus accumbens-ben 6sszesen 141 neuron aktivitasat vizsgaltuk intraoralis iz-
ingerlés soran. Az intraoralisan adott sos, savanyl, umami ¢s keserii iz-oldatokra a shell
régidoban, mig az édes izre a core régidoban reagaltak a neuronok nagyobb aranyban. A

komplex izként hasznalt narancslé azonos ardnyban hatott mindkét tertileten.

4.1.3. Intragasztrikus ingerlés

A nucleus accumbens-ben 6sszesen 64 neuron mikodését vizsgaltuk intragasztrikus
infazié kapcsan. Intragasztrikus infuzid soran a NAcc-ben egyediil 60 mM-0s MSG-oldat
hatasaban lathato kiilonbség: a core régioban az idegsejtek nagyobb aranyu érzékenységet
mutatnak, mint a shell régiobeliek. A tobbi vizsgalt oldat (glukéz 60 mM, NaCl 60 és 150
mM) esetében azonos a hatas mértéke a NAcc mindkét szubdivizidjaban.

Néhany alkalommal az édes és az umami izek esetében az intragasztrikus infuzio

megvaltoztatta az idegsejtek intraoralis stimulaciora adott valaszkészségét.

4.2. Orbitofrontalis kérgi vizsgialatok eredményei

4.2.1. Elektrofiziologiai eredmények

4.2.1.1. Neurokémiai vizsgalatok

Az  orbitofrontalis kéregben Osszesen 55 neuron aktivitasat  vizsgaltuk
mikroelektroforetikus ingerlés soran. A IOFC-ben mindegyik mikroiontoforetikusan beadott
anyag hatdséra a vizsgalt neuronok azonos vagy nagyobb szazaléka mutatott valaszkészséget,
mint a mMOFC-ben. A legszembetlinbb kiilonbség a D-glukdéz, NA és GABA hatasaban

latszodik, mig Ach és DA esetén hasonld a két régio érzékenysége.
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A medialis orbitofrontalis kérgi GM idegsejtekrdl sajatos, a mOFC-beli glukoz-
inszenzitiv neuronoktdl jellemzden eltéré endogén kémiai valaszkészségiik bizonyosodott be.
Az itt taldlhato DA-érzékeny sejtek egyike sem volt GM sejt, ugyanakkor a DA-ra nem
érzékenyek negyede aktivitdsvaltozast mutatott D-glukdzra. A NA esetében nem volt ilyen
kiilonbség a GM ¢és a GIS sejtek érzékenysége kozott. Az Ach-ra nem valaszolok mindegyike
GIS neuron volt, mig az Ach-szenzitiv sejtek negyede glukoz-monitorozo idegsejtnek
bizonyult. A GABA-ra gatlodott neuronok kozott kozel kétszer akkora aranyban voltak GM-
k, mint a GABA-inszenzitivek kozott.

4.2.1.2. Intraoralis iz-ingerlés

Az orbitofrontalis kéregben 6sszesen 41 neuron aktivitdsat vizsgaltuk intraordlis iz-
ingerlés soran. A savanyu, az umami és a keserli iz-oldatok, valamint a narancslé nagyobb
aranyban okozott aktivitasvaltozast a mOFC-ben, mint a IOFC-ben. A sés és édes iz

tekintetében nincs nagy kiilonbség a két régio kozott.

4.2.1.3. Intragasztrikus ingerlés

A medialis és lateralis orbitofrontalis kéregben 37 neuron miikodését vizsgaltuk
intragasztrikus infuzid kapcsan. Intragasztrikus inf0izid soran mindkét régidban talaltunk 60
mM-o0s MSG, valamint 150 mM-os NaCl oldat hatasara aktivalodo idegsejteket, de a 60 mM-
os NaCl oldat csak a IOFC-ben valtott ki valaszt, hasonl6 aranyban serkentédést és gatlast.
Egyik vizsgalt régioban sem regisztraltunk a 60 mM-0s glukéz oldatra aktivitas valtozast

mutatd neuront.

4.2.2. Metabolikus valtozdasok

4.2.2.1. Vercukorszint valtozdasok

Akut és szubakut intraperitonealis glukoéz-tolerancia tesztben him patkanyokat
vizsgaltunk streptozotocin vagy fiziologids sdéoldat mOFC-beli agyi mikroinjekcidja utan.
Akut GTT soran (20 perccel a kezelés utan) a 9. és 18. percben nem mutatkozott kiilonbség a
két csoport értékei kozott, azonban az ezt kovetd idoszakban a streptozotocinnal kezelt allatok

vércukor paraméterei valtozdsdnak dinamikdja eltérd volt, s a kontroll csoporthoz viszonyitva
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a tovabbi két mérési idopontban ezeknél joval nagyobb értékeket kaptunk (30°: p < 0,01; 60°:
p < 0,005). A 120. percben — bar a STZ mikroinjekcios patkanyok vércukorszintje ekkor is a
kontrollokénal magasabb volt — a statisztikai elemzés nem igazolt szignifikdns eltérést a két

csoport kozott.

4.2.2.2. Plazma metabolit eltérések

A plazma metabolit szinteket feln6tt him patkanyokban vizsgaltuk. A mOFC
mikroinjekciét 30 perccel kovetden szérum Ossz-koleszterin, triglicerid és hugysav
meghatarozast végeztiink a STZ-kezelt és a kontroll csoportban. A vizsgalt metabolitok koziil
a koleszterin és a huigysav koncentraciok érdemben nem kiilonboztek, a trigliceridek esetében
viszont szignifikans eltérés mutatkozott: a STZ-kezelés hatasara a szérum triglicerid szint

szamottevoen megemelkedett (p < 0,005).

4.2.3. Magatartasi vizsgdlatok

4.2.3.1. Kondicionalt iz-averzio

A kondicionalt iz-averzids tesztekben him Wistar patkanyok tanulasat vizsgaltuk. A
mOFC mikroinjekciot 4 nappal kovetéen keriilt sor a kondicionalasra: a STZ-kezelt
patkanyok tobb szacharint fogyasztottak, mint a kontroll csoport allatai, de ez a kiilonbség
nem volt szignifikdns. A kondicionalas utani 4. napon (teszt nap) mindkét csoport allatai
szignifikdnsan kevesebb szacharint fogyasztottak, mint a kondicionédladsi napon, de a két

csoport tanulasa kozott nem volt kiilonbség.

4.2.3.2. [z-reaktivitds valtozdasok

Az iz-reaktivitasi tesztekben felndtt him patkanyok magatartas-mintazatat vizsgaltuk. 1
héttel a STZ vagy a NaCl bilateralis mOFC-beli mikroinjekcidja utan az 5 alapiznek
megfeleld oldatokat juttattuk az allatok szdjiiregébe az eldzetesen beiiltetett iz-kantilokon
keresztiil. Kellemes izek esetén mindkét csoportban szignifikans volt a kiilonbség az ingesztiv
¢s az averziv pontszamok kozott, a kellemetlen iz-oldatok esetében csak a kontroll csoportban

volt ez az eltérés megfigyelhetd. A csoportok pontszamai kozott nem volt szignifikans eltérés,
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de megfigyelhetd, hogy a STZ mikroinjekcios allatok mind a kellemes, mind a kellemetlen

izeket kellemesebbnek talaltak, mint a kontroll csoport allatai.

5. Altalanos kovetkeztetések

Glukoz-monitorozd6 neuronokat — vagyis D-glukéz intracerebralis szintjének
megemelkedésére tiizelési frekvencidjukat megvaltoztatdé idegsejteket — mar szamos agyi
régidban azonositottak patkanyban és majomban is, az agytorzstél [1] a magasabb elGagyi
teriileteken [19, 22, 23, 52] at a prefrontalis-orbitofrontalis kéregig [22, 23, 33, 39, 41]. Ezen
idegsejteknek nem csak az endogén neurotranszmitterekre €s neuromoduldtorokra adott
valaszai kiilonboznek a glukoz-inszenzitiv sejtekéitl [39, 41, 52], hanem exogén kémiai
stimulusokra, igy iz-ingerekre is eltér6 modon reagalnak [39]. Kutatasunk soran
bebizonyosodott, hogy mind a nucleus accumbens, mind az orbitofrontalis kéreg mindkét
kémiai érzékenység jellemzd. Korabbi vizsgalatok azt is igazoltak, hogy a kétféle (GR és GS)
GM neuron tipus eltéré6 dominanciaju a két NAcc szubdivizioban [52], ezt a mi kisérleteink is
megerdsitették. Ezek a kemoszenzoros idegsejtek az altalunk vizsgalt régiokban meglehetdsen
magas ardnyban képviseltetik magukat, akkoraban, hogy mikodésik kelld erdvel
érvényesitheti sajatos funkcionalis szerepiiket e fontos limbikus kérgi struktura regulacios
folyamataiban. Adataink, korabbi, rhesus majmok orbitofrontalis kérgében azonositott
neuronokbdl nyert leleteinkkel egyiitt [22, 23] feltétleniil alatamasztani latszanak azt a
nézetiinket, amely szerint ezen orbitofrontalis kérgi idegsejtek, a limbikus el6agyi glukoz-
monitoroz6 neuronhdlozat fontos elemeiként, a belsé és a kiils6 kornyezet humoralis
homeosztazis mindenkori egyensulyat biztosito érzékeny szabalyozo6 folyamatoknak.

Az egészséges szervezetben a kozponti idegrendszer fontos feladata az anyagcsere
folyamatok igen finom ellendrzésének irdnyitadsa, amiben egyarant szerep jut metabolikus
(lebomld tapanyagok, zsirsavak, aminosavak, kiilonféle metabolitok, stb.), humoralis-
hormonalis (inzulin, leptin, glukagon, GLP-1, stb.) és Osszetett idegi tényezdknek, amelyek
kozott megtalalhatjuk nem csak a perifériarol, hanem a kiillonbozd agyteriiletek specifikus
kemoszenzoros neuronjaibol érkezd sajatos informaciokat is [22, 29, 51, 57]. Az élettani
szempontbol hatdsos metabolizmus, ami igen szélsdséges kornyezeti feltételek kozepette is

fenntartja a homeosztazis egyensulyat, nagyban fiigg a kiilonféle periférias jelzések megtartott
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centralis érzékelésétél. Ha az e feladatot ellatd specifikus kemoszenzoros neuronok
miitkodésében barmiféle zavar 1ép fel, stlyos metabolikus-homeosztatikus koérallapotok
alakulhatnak ki, olyanok, mint pl. az obezitas vagy a diabetes mellitus [22, 29].

A kiilonféle iz-mindségekre érzékeny idegsejtek differencidlt topografiai megoszlasara
vonatkozoan allnak mar rendelkezésre irodalmi adatok [58, 62]. Mind a NAcc, mind az OFC
vizsgalt szubrégioi kozott kimutathatd volt a kiilonbség az intraoralisan adott oldatokra adott
valaszaikban. Mar korabban kimutattak a gyomorban olyan kemoreceptorok jelenlétét,
melyek képesek érzékelni pl. a D-glukozt [50, 61], a natrium-glutamatot [50, 60], valamint a
natrium-kloridot [50]. Az intragasztrikus ingerlések soran mindkét vizsgalt agyteriileten
sikeriilt bizonyitanunk az umami ¢és sos oldatra érzékeny idegsejtek jelenlétét, valamint a
NAcc neuronjai az édes oldat gyomorba juttatasat is képesek voltak detektalni.

Kutatocsoportunkban mar korabban kimutattak a NAcc-ben talalhatdé GM neuronokat,
valamint felvetették szerepiiket az iz-érzékelésben [52], de eddig nem volt informacionk ezen
idegsejtek gastro-intestinalisan jelenlévé oldatok érzékelésében betoltott szerepérol.
Vizsgalataink soran el0szor sikeriilt azonositanunk ezen agyteriileten olyan neuronokat,
amelyek ilyen tipust exogén kémiai érzékenységiik révén részt vehetnek a taplalékbevitel, az
emésztési és felszivodasi folyamatok szabéalyozasaban.

Jelen kisérleteink bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozdan is, hogy a medialis
orbitofrontalis kéregben taldlhatdo kemoszenzoros neuronok valoban fontos szerepet jatszanak
a metabolizmus kozponti szabalyozéasaban. A szakirodalomban elsdként kimutattuk, hogy az e
teriiletre juttatott kétoldali STZ mikroinjekcid hatdsara komplex metabolikus tiinetegyiittes
jon létre: GTT soran koros glukoz tolerancia eltérést, egyfajta sajatos intoleranciat, tovabba a
metabolit-mérésekben emelkedett plazma triglicerid koncentraciot allapitottunk meg. Ezen
elvaltozasok egyiittes jelenléte megerdsiti a korallapot komplex metabolikus betegségnek
megfeleld sulyos megitélését, amit az is aldtdmaszt, hogy magas plazma triglicerid szint — a
tobbi kozott — jellemzden diabetes mellitusban és elhizasban fordulhat el6. Mind a szénhidrat,
mind pedig a zsir anyagcsere zavarai mas eléagyi struktarak (ventromedialis hypothalamus
mag, mediodorsalis prefrontalis kéreg) esetében is a streptozotocin kezelés szokasos
kovetkezményei voltak [22, 42]. Az eddigiek alapjan altalanossagban szintén érvényes
igazsagként kell leszOgezniink, hogy kiilonb6zd agyteriileteken a GM idegsejtek
streptozotocinnal valo elpusztitasa sajatos taplalkozasi és anyagcsere zavarok kialakulasahoz
vezet [8, 22-24].

A kutatdsok soran tortént miiszaki és informatikai fejlesztések nagyban hozzéjarultak a

vizsgalatok pontos kivitelezéséhez és a kapott adatok megfeleld értékeléséhez. Az altalam
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tervezett, programozott és megépitett, szamitogép altal vezérelt késziilekek segitségével nem
csak precizebbek lettek az endogén ¢és exogén stimulacidk, hanem a beadd eszkdzok
visszajelzéseinek elemzésével bizonyossa lehettink a beadasok id6pontjarol és
mennyiségérél. Az elvezetés soran hasznalt, altalam irt on-line script nem csak vezérli a
kisérletekben hasznalt eszkozoket, hanem az adatokat analizalva azonnali dontéshozatalt tesz
lehetévé a vizsgalat folytatasaval kapcsolatban. Az off-line script segitségével a vizsgalat
minden részlete néhany kattintassal elemezhetd, a végleges adatok és abrak exportalhatok, igy
azok rogton felhasznalhatoak statisztikai programokban vagy eléadasokban/publikaciokban.
Eredményeink alapjan valoszintsithetd, hogy a nucleus accumbensben, a medialis és
lateralis OFC-ben elhelyezkedd gluk6z-monitoroz6 neuronok az endogén és exogén kémiai
szerepet jatszanak az iz-informaciok feldolgozéasaban és a taplalkozas, tovabba az anyagcsere
szabalyozasanak adaptiv mechanizmusaiban. Leleteink nyomén az is joggal remélhetd, hogy
struktirak — igy az OFC is — egyre részletesebb megismerése hozzajarulhat 0j gyogyszer-

targetek azonositasahoz, hatékony, 0j terapias stratégidk kidolgozasahoz.
6. Osszefoglalas

A nucleus accumbens ¢és az orbitofrontalis kéreg homeosztazis kozponti
szabalyozasaban valo részvételének tanulmanyozasa céljabol végzett vizsgalataink az alabbi
eredményekkel szolgaltak.

1. Extracellularis egysejtelvezetéseink sordan a NAcc és az OFC mindegyik vizsgalt
(elsésorban GR sejtek), mig az OFC-ben a lateralis régioban magasabb a GM-sejtek

aranya.

érzékeny sejtek, azon beliil is a neurotranszmitterre serkent6dd neuronok.

3. A NAcc-ben a mikroiontoforetikusan adott DA-ra mindkét teriileten az idegsejtek
azonos aranyban mutattak valaszkészséget, viszont régionként valaszmintazatukat
tekintve ellentétes az aranyuk: a shell régioban a neurotranszmitterre gatlodo
neuronok talalhatéak nagyobb aranyban, a core-ban a serkentédéek. A Di-receptor

antagonista a core-ban valtoztatta meg nagyobb aranyban a neuronok
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

valaszkészségét, a Do-receptor antagonista pedig a shell-ben valtott ki ugyanilyen
hatést.

Az OFC-ben mindegyik mikroiontoforetikusan beadott anyag hatasara a IOFC-ben
vizsgalt neuronok nagyobb szazaléka mutatott valaszkészséget, mint a mOFC-ben.

A mOFC-ben a GM idegsejtekrél sajatos, a glukoz-inszenzitiv neuronokétol
jellemzden eltéré endogén kémiai valaszkészség bizonyosodott be.

A NAcc-ben az intraoralisan adott sos, savanyu, umami és keserti iz-oldatokra a shell
régioban reagaltak a neuronok nagyobb aranyban.

A NAcc GR neuronjai vagy egyaltalain nem reagaltak az izoldatokra, vagy
valaszkészség esetén minimum 2 kiilonbozd izre is megvaltoztattdk a tiizelési
frekvenciajukat. Ezen sejtek nagyobb aranyu érzékenységet mutattak savanyu, édes
¢s kesertl izek esetében.

Az OFC-ben az intraoralisan adott iz-oldatok a mOFC-ben nagyobb, vagy azonos
aranyban okoztak aktivitasvaltozast, mint a IOFC-ben.

A NAcc-ben az intragasztrikusan infundalt oldatokra (glukéz, MSG, NaCl) a core
régidban az idegsejtek nagyobb vagy azonos aranyban mutattak érzékenységet, mint
a shell régidbeliek.

Az OFC-ben intragasztrikus infiizié soran mindkét régioban kimutattunk MSG és
NaCl oldatokra érzékeny neuronokat, de D-glukozra aktivitas véltozast mutatd
idegsejtet ezen teriileteken nem talaltunk.

A mOFC-be adott bilateralis STZ mikroinjekciot kovetd glukoz tolerancia tesztben a
kezelt allatok vércukorértékei a 30. és 60. percben szignifikansan magasabbak
voltak, mint a kontroll csoportban.

A mOFC GM idegsejtjeinek STZ-nal val6 elpusztitasa utan a kontroll csoporthoz
viszonyitva a vér triglicerid szintje szignifikdnsan magasabb volt a STZ kezelt
allatokban, mig az altalunk vizsgalt tobbi metabolit (hugysav, koleszterin) esetében
nem talaltunk jelentds eltérést.

A mOFC-ben a kondiciondlt iz-averzid kialakuldsdban nem volt kimutathato
kiilonbség a STZ kezelt és a kontroll csoport kozott.

Az iz-reaktivitasi tesztek soran a STZ kezelt allatok mind a kellemes, mind a
kellemetlen izek esetében a kontroll csoport egyedeinél tobb ingesztiv és kevesebb
averziv mintazatot mutattak.

Mindezen 10 adatok feltarasaban és értékelésében nagy segitségilinkre voltak az

altalam végrehajtott miiszaki és informatikai fejlesztések.
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