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l. Bevezetés

Napjainkban a taplalkozasi és anyagcsere betegsegek incidencidja folyamatosan
novekszik. Koziiliik is kiemelendé az elhizas, az anorexia €s bulimia nervosa, a metabolikus
szindroma és a diabetes mellitus, melyek szamottevéen novelik a népesség morbiditasat és
mortalitdsat. Ezen kimagasld0 népegészségugyi jelentéségii  korképek — komplex
patofiziologidjarol még korantsem rendelkeziink megfeleld mélységii ismeretekkel, igy
terapias lehetségeink is korlatozottak.

A téplalkozéasi és anyagcsere betegségekben a homeosztazis egyensulydnak megbomlésa
¢észlelhetd. Az adaptiv taplalkozasi magatartds és anyagcsere kialakitasaban a kiils6
kornyezeti ingerek feldolgozasan tul, a belsé kornyezet homeosztazisat biztosito idegi,
valamint neurokémiai-humoralis szabalyozé folyamatok is alapvetd jelentoséglieck. A
héattérben &ll6 szabalyoz6 mechanizmusok felderitésére vilagszerte extenziv kutatés iranyul.
A prefrontélis kéreg (PFC) egyike azon kdzponti idegrendszeri struktiraknak, melyek
kulcsszerepet jatszanak a szervezet belsd allapotdnak monitorozésaban és ennek megfelelden
képesek magatartasi valaszokat kezdeményezni. A PFC szdmos regulacios folyamatban részt
vesz, igy a kognitiv funkciok, figyelem, drive, motivacio, dontéshozatal és a munkamemoria
szabalyozésaban is [1-3]. A taplalék és folyadékfelvétel szintén a PFC ellendrzése alatt all. A
medialis PFC bilateralis 1ézioja finnyassagot eredményez, de nem okoz afagiat, viszont a
ventrolateralis PFC karosodasa afagia kialakulasahoz vezet [3].

Anatomiailag a prefrontdlis kéreg az emlds agy eliilsé polusdn helyezkedik el és a
mediodorzalis talamusz maggal reciprok kapcsolaban all. A mediodorzalis prefrontalis
kérgen (mdPFC) a PFC két neuroanatomiai alegysegnek, a prelimbikus tertiletnek és a
cingularis kortexnek az egydttesét értjik.

A PFC bioldgiailag fontos szerepét tobbszoros eléagyi és agytorzsi kdlcsonkapcsolatai révén
fejti ki. Anatémiai tanulmanyok kimutattak, hogy a mdPFC direkt kapcsolatban all szdmos
limbikus rendszerhez tartozé struktdraval, igy az amygdalaval (AMY), a lateralis
hipotalamusszal (LHA), a nucleus accumbens-szel (NAcc) és a szomszédos orbitofrontalis
kéreggel (OBF) [4-6], melyek mindegyike meghataroz6 jelentéségii a taplalkozas kozponti
szabalyozésaban. A nucleus tractus solitarii (NTS) is kiemelendé a mdPFC projekcidinak
célterlletei kozil, hiszen szdmos autondom reflex integracioja [7] mellett az iz-informaciok

feldolgozésaban is szerepet jatszik [8, 9].



Kordbbi tanulmanyok ezen mdPFC-vel kapcsolatban all6 agyteriileteken specialis
kemoszenzitiv idegsejtek, ugynevezett gluk6z-monitorozo (GM) neuronok jelenlétét mutattak
ki [10-13]. A GM idegsejtek a vércukorszint emelkedésekor vagy D-glukéz lokalis
mikroiontoforetikus beadasakor megvéltoztatjak tiizelési frekvencigjukat. Szintén ismeretes,
hogy e neuronok nagy része intraoralisan adott iz-oldatokra is reagal [11, 14-16]. Ezek a
homeosztatikusan relevans, iz-érzékeny GM idegsejtek feltételezhetben komplex,
hierarchikusan szervezett neuronhal6zatot alkotnak és az endogén és exogén informaciokat
integralva szabalyozzék a taplalék és folyadékfelvételt, valamint a metabolikus folyamatokat
[11, 14, 16].

A GM neuronokra a katekolaminok is hatassal vannak [11, 16, 17], ennek fényében fontos
megjegyezniink, hogy a felszalld6 mezokortikolimbikus dopamin (DA) projekciok egyik f6
celterilete a PFC [18-21]. A kemoszenzoros idegsejtek e hierarchikusan szervezett hal6zata
amellett, hogy az endogén kémiai ingerekre reagal, sokféle, homeosztatikusan relevans
informécidt integral, az exogén kémiai és egyéb szignalokat, szenzoromotoros, perceptualis
és motivaciés mechanizmusokat csakagy, mint a megerdsitési, tanuldsi és memoria
folyamatokat, igy a kornyezeti valtozasokhoz kénnyen alkalmazkodva képes szabalyozni a
taplalkozasi és metabolikus funkcidkat [10, 11, 15, 16, 22].

A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a mdPFC ezen komplex szerepét az eldagyi glukoz-
monitorozd halézat részeként fejti ki. Jelen Kkisérletlinkben ezért megprdbaltunk GM
neuronokat azonositani a mdPFC-ben, valamint megvizsgaltuk ezen neuronok DA
érzékenysegeét is.

A streptozotocin (STZ) szelektiven elpusztitja a hasnyalmirigy Langerhans szigeteinek
sejtjeit, igy széles korben hasznaljak az 1-es tipusu diabetes mellitus allatkisérletes
modelljeként [23, 24]. A STZ a sejtekbe a kettes tipust glukdz-transzporteren (GLUT2)
keresztul 1ép be és DNS alkilaciot okoz. Citotoxikus hatasat reaktiv oxigén gyokdokon
keresztul fejti ki [24]. Korabbi eredményeink azt mutatjak, hogy a STZ intracerebralis
mikroinjekcidja specifikusan karositja a gluk6z-monitorozé neuronokat (pl. a ventromedialis
hipotalamuszban, az OBF-ben és a globus pallidusban), mely salyos téaplalkozasi és
anyagcsere zavarok kialakulasahoz vezet [14, 16, 25-27].

Jelen kisérletlinkben ezért megvizsgaltuk, hogy a patkany mdPFC-be adott bilateralis STZ
mikroinjekcié milyen magatartasi kovetkezményekkel jar kondicionalt iz-averzids (KIA)
paradigmaban (adott iz(i taplalék/folyadék els6é fogyasztasakor kialakult gasztrointesztinalis

diszkomfort miatt a taplalék/folyadék tovabbi fogyasztasanak kertilése) és iz-reaktivitasi teszt



soran, valamint azt is, hogy a lokalis mikroinjekcio milyen hatassal van a glukdz toleranciara

és plazma metabolitok koncentraciojara.

1. Kisérletek

1. Célkituzések

Korébbi vizsgalatok kimutattak a glukz-monitorozd rendszer szerepét a taplalkozés
adaptiv szabalyozésaban. Nincs viszont arra vonatkozd ismeretanyag, hogy a homeosztazis
fenntartasaban szerepet jatsz6 mdPFC-ben jelen vannak-e gluk6z-monitorozé neuronok.
Kutatasaink célja a mediodorzalis prefrontélis kéreg neuronjainak vizsgélata, kuléndsen a
glukdz-monitorozo idegsejtek felkutatasa es funkciondlis jellemzése volt. Altatott patkanyok
mediodorzalis prefrontalis kérgéb6l wolfram-szalas multibarrel (veg mikroelektrodaval
extracellularis egysejttevékenységet vezettiink el 1) mikroelektroforetikus anyagbeadasok (D-
glukéz, DA), 2) intraorélis iz-ingerlések, valamint 3) kémiai anyagok intragasztrikus
inflzi6ja soran. Kisérletsorozatunk masodik részében a mdPFC-be juttatott STZ
mikroinjekcid iz-informacio feldolgozassal kapcsolatos magatartasi, tovabba a metabolikus

folyamatokra kifejtett hatasait vizsgaltuk.

Jelen kutatasaink az alabbi kérdésekre kerestek valaszt:

I.  Multibarrel mikroelektroforetikus technikéaval végzett

mikroelektrofiziol6giai Kisérletek

1. Jelen vannak-e glukéz-monitorozd, azaz tizelési frekvencidjukat D-glukdz
mikrolektroforetikus adasara megvaltoztaté neuronok a mdPFC-ben?

2. Hogy befolyasolja a glukdzra valaszkészseget mutatd és a glukoz-inszenzitiv
neuronok mikodését a dopamin, mely a mdPFC fizioldgiai szabalyozd
folyamataiban fontos szerepet jatszd neurotranszmitter?

3. Vannak-e iz-ingerlésre valaszold idegsejtek a mdPFC-ben? A glukoz-
monitorozé unitok iz-érzékenysége kilonbozik-e a glukdz-inszenzitiv
neuronokétol?

4. Mikent valaszolnak a mdPFC neuronjai intragasztrikus kémiai ingerlésre?



Il. Lokalis intracerebralis STZ mikroinjekcié iz-informacio
feldolgozasra kifejtett hatasanak vizsgalata magatartési tesztekkel
1. A GM sejtek szelektiv elpusztitisa okoz-e zavart a kondicionalt iz-averzi
létrejottében?

2. A GM neuronok specifikus 1ézidja el6idéz-e iz-reaktivitasi deficitet?

1. Lokalis intracerebralis STZ mikroinjekcid6 metabolikus hatasainak
elemzése
1. A GM sejtek szelektiv elpusztitdsa okoz-e glukdz intoleranciat?

2. A GM neuronok specifikus Iézidja megvaltoztatja-e a plazma metabolitok (6ssz-

= sz

2. Modszerek

2.1. Allatok

Kisérleteink sordn Osszesen 168 him Wistar és 23 Sprague-Dawley laboratériumi
patkdnyt hasznaltunk, melyek atlagos testtomege 268-380 g volt. A patkanyszobaban allando
homérsékletet és paratartalmat (55-60%), valamint 12-12 Oréas soOtét-vilagos periddusd
megvilagitast biztositottunk. Minden allatot Kkilon ketrecben tartottunk és naponta
,handling”-eltlink. Standard laboratériumi taplalékot és csapvizet ad libitum tettink
elérhet6vé szamukra, kivéve, amikor ezt a kisérlet leirdsa masként jelzi. A kisérletek soran

betartottuk az intézeti, hazai és nemzetkozi eldirasokat.

2.2. Elektrofiziologiai vizsgalatok

2.2.1. Miitét

Az altatott patkanyok szereotaxids mtéte soran a skalpon metszést ejtettiink, majd
kisméretii lyukat fartunk a koponyan. A dura bemetszése utan hidraulikus mikrotovabbito
rendszer (Narishige MO - 10, Japan) segitsegével vezettik le a mikroelektrodat. A mdPFC-
ben az elektrédahegy pozicidjanak koordinatai az agyatlasz [28] alapjan a kovetkezok voltak:

anteroposzterior: bregma + 3,2-4,0 mm; mediolateralis: 0,7-1,6 mm; ventralis: 0,6 - 2,8 mm.



2.2.2. Az egysejttevekenység extracellularis regisztralasa

Az extracelluléris egysejtelvezetésekhez és a neurokemiai anyagok mikroelektroforetikus
beadasadhoz 9 csoves liveg mikroelektrodat hasznaltunk. Az egysejttevékenységet a wolfram
szélat (atmérdé 10 um) tartalmazo kdzponti csé segitségével tudtuk elvezetni, mig a kdrnyéki
csdvekbe toltottik a mikrointoforézishez hasznélt oldatokat (az elektroda impedanciaja 1,5 -
8 MQ volt 50 Hz-en mérve). A neurokémiai anyagok beadisdhoz megfeleld polaritasa
ejekcios aramra (5-95 nA) van szikség, melyhez a potencial gradienst mikroiontoforézis
készllek (NeuroPhore BH-2 System, USA) hozta létre. Az extracellularisan felvett akcios
potencidlok egy elder0siton at a foerdsitobe (Supertech Kft., Magyarorszag) jutnak, majd
szlrést kovetden az A/D konverterbe (CED1401+) keriilnek. A Spike 2 szoftware csomag
(Cambridge Electronic Design Ltd., Anglia) segitségével frekvencia hisztogram késziilt,
valamint on-line és off-line analizis tortént. Az akcios potencialokat folyamatosan kovettiik
oszcilloszkdpon is.

Csak a folyamatos aktivitast mutatd és megfelelden izolalt sejteket tanulményoztuk
részletesen. Korrdbbi vizsgalatainkhoz hasonl6an egy neuront akkor tekintettiink egy adott
neurokémiai anyagra érzékenynek, ha a tlzelési frekvenciaja legalabb £30%-ot vagy +2 SD-
val megvaltozott az alapfrekvenciahoz képest, és a valasza dozisfiiggének (a valtozas ardnyos
az ejekciés aramerdsséggel) és ismételhetének bizonyult. Hasonlé Kkritériumokat

alkalmaztunk az iz-ingerlések esetében is.

2.2.3. Neurokémiai és iz-ingerléses vizsgalatok

A mikroelektroda kornyéki csdveibe az alabbi oldatok valamelyikét toltottik: D-
glukoz (0,5 M NaCl-ban oldva, pH = 7); dopamin hidroklorid (0,5 M 1%-o0s aszkorbinsavban
oldva, pH = 6) és monoszodium-L-glutamatot (0,5 M, pH = 7-8), mely utébbi adasa az
elektrodahegy sejttdl valo tavolsaganak megitélésére is alkalmas.

Mikdzben egysejtelvezetést végeztink, megfigyelttk a mdPFC neuronok
valaszkészségét intraoralisan befecskendezett iz-oldatok hatasara is. Az 06t alapiznek
megfeleld oldatok, valamint komplex izként a narancslé hatasat vizsgaltuk: édes (szukroz;
0,1M és 0,3M), so6s (NaCl; 0,1M és 0,3M), savanyu (HCI; 0,01M és 0,03M), keseri (kinin
/QHCI/; 0,001M és 0,003M), umami (MSG; 0,1M és 0,3M) és narancslé (10% és 25%).



Intragasztrikus infuziok mdPFC neuronok egysejttevékenysegére Kifejtett hatasat is
tanulmanyoztuk. NaCl (60 mM és 150 mM), gluk6z (60 mM) és MSG (60 mM) oldatokat
adtunk be polietilén csévon keresztul infGziés pumpa segitsegével (térfogat: 3 ml; aramlési

sebesség: 3 ml/perc).

2.3. Magatartasi és metabolikus vizsgalatok STZ mikroinjekciot kovetéen

2.3.1 Miitét

Ketamin anesztéziaban rozsdamentes acélcs6bdl (23G) kesziilt vezetbkaniiloket
helyeztink a dura felszinére mechanikus mikrotovabbit6 manipulator (MN-33 Narishige,
Japan) segitségével. A pozicionalast kovetéen, horgonyz6 csavarok felhasznalésaval, a
vezetOkaniiloket fogaszati akrilattal a koponyacsonthoz rogzitettiik. A beadd kantloket (30G)
a vezetOkaniilokon keresztiil vezettiik le a mdPFC-be. A mdPFC sztereotaxias koordinatai a
Pellegrino-agyatlasz alapjan [28]: AP: Bregma + 3,7 mm; ML: 1 mm; V: 1,5 mm a duratol.
Azokndl az allatoknal, melyek az iz-reaktivitasi tesztben vettek részt, polietilén cs6bdl (kiilsé
atméré: 1,33 mm) készitett kronikus intraoralis iz-kanil betltetésére is sor kerllt. Az iz-
kaniilt buccalis behatolasbol, a felsd elsd molaris fog melletti teriilettdl szubkutan vezettiik ki

a fejtetore.

2.3.2. STZ mikroinjekcid

Az intracerebralis mikroinjekcidt 7,5 pg STZ-vel (Sigma, 10 pg/pl koncentracioban,
fiziologias sooldatban oldva) vagy 0,75 pl fiziologias sooldattal (kontroll csoport)
bilateralisan végeztik egy percen keresztil. Az oldatok mdPFC-be juttatasa mikroinfzios
pumpa segitségével tértént (Cole Parmer 789200C) olyan beadd kantlokon keresztil (30G),
melyek 1,5 mm-el haladtdk meg a koponyahoz akrilattal rogzitett vezetékaniil hosszat (V: 1,5

mm a duratol).



2.3.3. Magatartasi vizsgalatok

Kondicionalt iz-averzi6 (KIA)

A KIA teszt soran az allatok megtanultak, hogy a napi folyadéksziikségletiiket minden
nap 10:00 és 10:30 kozoétt fogyasszak el. Négy nappal a STZ vagy a NaCl mikroinjekcio utan
- a kondicionalési napon — 30 percig fogyaszthattak szacharin oldatot, majd 30 perc mulva
i.p. litium kloriddal (0,15 M, 20 ml/ttkg) gasztrointesztinalis és vegetativ diszkomfortot
valtottunk ki. A kondicionalas utan a patkdnyok 3 napig ismét 30 perces periodusokban
kaptak vizet, majd a negyedik (teszt) napon, a vizet ismét szacharin oldatra cseréltik az
itatasi id6szakban. A szacharin oldat fogyasztast 6sszehasonlitottuk a STZ kezelt és a kontroll

csoportban a kondicionld és a teszt napon is.

Iz-reaktivitas teszt

iz-reaktivitasi teszt segitségével a kellemes és kellemetlen izek éltal kivaltott mimikai,
poszturalis és lokomotoros mozgasmintakat jellemezzik és értékeljuk Grill és Norgren
nemzetkdzileg elfogadott, modositott protokollja alapjan [29-32].
Az iz-kaniil beiiltetést kovetéen 7 napos habituacios periddusban hozzaszoktattuk a
patkanyokat a kisérlet soran hasznalt plexiiiveg cilinderben (30 cm 4tmérd, 30 cm magassag)
valo tartdzkodashoz és az iz-kaniil vizzel torténé atmosasahoz. Az iz-reaktivitasi tesztet 7
nappal a mikroinjekciot kovetéen végeztik.
Az allatok két kiilonboz6 koncentracioban kaptak az 6t alapiznek megfelelé iz-oldatokat:
édes, szukrdz (0,05 és 0,5 M); sés, NaCl (0,05 és 0,5 M); savanyu, HCI (0,03 és 0,3 M);
kesert, kinin (QHCI) (0,03 és 3,0 mM) és umami, monoszodium-glutaméat (MSG, 0,05 és 0,5
M). Mikroinflziés pumpa segitségével (Cole Parmer 789200C), alland6 aramlasi sebességgel
(0,5 ml/min) 0,5 ml iz-oldatot fecskendeztiink be a kisérleti allatok szajlregebe az iz-kanulon
keresztil. Az iz-oldat inf(zi6ja utdn az iz-kanilt desztillalt vizzel atmostuk és levegével
atfujtuk. Korabbi kisérletek alapjan [33, 34] a szukrdz oldat mindkét koncentrécidja, valamint
a NaCl és a MSG alacsonyabb koncentracidja kellemes, mig a HCI és a QHCI mindkét
koncentracidja, valamint a magasabb koncentracioju NaCl és MSG kellemetlen iz-stimulusok
a kisérleti patkanyok szamara.
A patkanyok viselkedését digitalis videokameraval felvettlk és a felvételt kockarol-kockara

analizaltuk. A Kisérleti allatok szajanak megfigyeléséhez az Uvegcilinder ald tlkrot
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rogzitettink 45°-os szogben Ingesztiv (elfogadd) reakciokent értékeltik a ritmikus
szajmozgast, a kozepso ¢és oldalso ritmikus nyelvoltogetést, valamint a mancsnyalast. Averziv
(elutasitd) magatartasi minta a szajtatas, az alldorzsoles, a fejrazas, a mancsrazas €s a gyors,
indukalt, komplex lokomotoros mozgassor. A fajspecifikus valaszmintazatok elemzesét és
pontozasat minimum harom gyakorlott biralé végezte, majd a STZ kezelt és a kontroll

csoport adatait 6sszehasonlitottuk, statisztikailag analizaltuk.
2.3.4. Metabolikus vizsgalatok

A glukéz tolerancia tesztet (GTT) a patkanyok 12 oras éheztetését kovetden, a
nemzetk6zi standardoknak megfeleléen végeztiik el. Intraperitonealisan 20 %-0s D-gluk6z
oldattal (0,2 g/100 ttg/ml) cukorterhelést végeztiink eldszor a STZ vagy a fiziol6gias séoldat
agyi mikroinjekcioja utan 20 perccel (akut GGT), majd 4 héttel az anyagbeadast kdvetéen
(szubakut GTT).

Az anyagcsere szempontjabdl fontos metabolitok (6ssz-koleszterin, HDL, LDH,
trigliceridek és hugysav) plazmaszintjének meghatarozasat az agyi mikroinjekcié utan 30
perccel végeztik el hidegkémias fotométerrel (Spotchem EZ SP4430, Arkray, Japan).

2.4, Szovettani vizsgalat

Az elektrofiziologiai és magatartdsi vizsgélatok befejezését kovetden szovettani
vizsgalatokat végeztink a mikroelektroda hegyének és a mikroinjekcié helyének
meghatarozasa érdekében. Nem megfeleld elektroda vagy kaniilpozicio esetén az adott

allatok eredményeit kizartuk az értékelésbol.
2.5. Az adatok statisztikai értékelése

Elektrofizioldgiai vizsgélataink eredményeinek értékeléséhez Wilcoxon tesztet,
Kruskal-Wallis tesztet, linearis regresszids tesztet és y>-probat alkalmaztunk. Magatartasi és
metabolikus Kkisérleteink eredményeit atlag + SEM formaban fejeztik ki és tébbszempontos
varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik. Post-hoc 6sszevetesre Tukey-tesztet hasznaltunk.

A kilonbségeket p<0,05 esetén értekeltiik szignifikansnak.
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3. Eredmények

3.1. Mikroelektrofizioldgiai vizsgalatok
3.1.1. A mdPFC neuronok glukdz és dopamin érzékenysége

Osszesen 272 mdPFC neuron aktivitasat vizsgaltuk Wistar és Sprague-Dawley
patkanyokban. A spontan tuzelési frekvencia atlaga a ket allatcsoportban (2,2+0,2 Hz és
2,4+0,3 Hz) nem mutatott szignifikdns kilonbséget. A 255 neuronbdl hatvankett6 (24,3 %)
mutatott valaszkészséget glukozra, igy ezekrél a sejtekr6l igazoltuk, hogy a glukdz-
monitorozé rendszer részét képezik. A jellemzé valasz a glukdz hatasara a gatlodas volt (43
neuron a 62-bél, 69,4 %), azonban egyértelmii serkentddést is megfigyeltiink 19 esetben
(30,6 %). A tobbi 193 vizsgalt idegsejt nem valtoztatta meg a tlizelési frekvencidjat glukoz
hatésara, igy ezeket a glukdz-inszenzitiv (GIS) sejtek koze soroltuk.

A mdPFC neuronok dopamin eérzékenységét 235 sejten tanulmanyoztuk. A DA
mikroiontoforetikus adasa 55 esetben (23,4 %) okozott aktivitasvaltozast. A facilitacio (28,
11,9 %) és az inhibicio (27, 11,5 %) aranya csaknem azonosnak bizonyult.

Az 51 GM sejtbdl 21 (41,2 %), mig a 167 GIS neuronbdl csak 27 (16,2 %) mutatott tiizelési
frekvencia valtozast erre a katecholamin neurotranszmitterre. Ezek alapjan a mdPFC-ben
elhelyezked6 GM neuronok DA érzékenysége szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult, mint a
GIS sejteké (p<0,001; 5° teszt). A DA-ra érzékenységet mutatd GR sejtek esetén csak
serkentddést tapasztaltunk (15-bdl 7 esetben, 46,7 %), mig a GS neuronok esetén mind gatld
(36-bdl 10 sejt, 27,8 %), mind serkentd (36-bdl 4 esetben, 11,1 %) hatas megfigyelhet6 volt
DA mikroiontoforetikus adasakor. A DA indukalta aktivitasvaltozas igy szignifikansan
kiilonbozott a GM sejtek két tipusaban (p < 0,01; Xz teszt).

A mikroelektroforetikus anyagbeadas hatasara kialakult valasz nagysagat is megvizsgaltuk.
Mind a glukéz, mind a DA esetében a magasabb ejekcids aramerdsség szignifikdnsan
nagyobb tlzelési frekvencia valtozast okozott az érzékenységet mutatdé neuroncsoportokban
(p<0,05; Wilcoxon teszt).

A kiilonbozé glukdz- és DA-érzékenységii sejtek alap tiizelési frekvencidja és spike
id6tartama nem mutatott szignifikans kiilonbséget (p=0,248 és p=0,30; Kruskal-Wallis teszt).
Sem a spike id6tartam, sem az alap tiizelési frekvencia nem mutatott korrelaciot a glukdz és a

dopamin valaszokkal (p>0,213).
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3.1.2. Intraoralis és intragasztrikus stimulacio

A neurotranszmitterek és neuromodulatorok segitségével tesztelt endogén kémiai
érzékenyseg mellett 259 neuron esetén az exogén kémiai érzékenységet is megvizsgaltuk. Az
idegsejtek mintegy fele (49,4 %) mutatott valaszkészséget az alkalmazott otféle iz-oldat
valamelyikére. A glukdz-receptor sejtek kdzt azonban az iz-érzékeny sejtek aranya elérte a 80
%-ot (20 kozil 16), mig a GS és GIS csoportban a neuronok kevesebb, mint fele véltoztatta
akar tobb iz-ingerre is valaszkészséget mutatott. Az intragasztrikus infuziok mdPFC
neuronok tlzelési frekvenciajara gyakorolt hatasanak vizsgalatakor az idegsejtek mintegy 45
%-a (76-bol 34) reagélt a 60 mM koncentracioju NaCl-ra, 39 %-a (70-bdl 27) a 150 mM
koncentracidju NaCl-ra, 45 %-a a 60 mM-os D-glukdzra (85-bél 38) és 51 %-a (75-bol 38) az

azonos koncentraciéju MSG-ra.

3.2. Magatartasi kisérletek

Kondicionalt iz-averzié

A mdPFC-be juttatott STZ mikroinjekcié nem gatolta meg a litium klorid indukalta,
szacharinnal kondicionalt iz-averzios tanulast. A KIA kialakult nem csak a kontroll, hanem a
STZ kezelt csoportban is, amit szintén igazolt az a tény, hogy mindkét csoportban a teszt napi
szacharinfogyasztas szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kondicionalasi napon (ANOVA,
F385=14,161; p<0,001). A poszt hoc teszt eredményeinek tanusaga szerint a két csoport kozt
nem volt szignifikans kllonbség a teszt napi szacharin fogyasztasban (Tukey teszt, p=0,298).

Iz-reaktivitasi teszt

A Dbilateradlis STZ mikroinjekcié iz-reaktivitds valtozast okozott kellemes iz-
stimulusok esetén (ANOVA, F335=19,451; p<0,001). A STZ-nal kezelt allatok
szignifikdnsan gyengébb ingesztiv valaszmintazatot mutattak kellemes iz-ingerekre, mint a
kontroll csoport tagjai (Tukey teszt, p<0,05). A kellemes izekre adott averziv (elutasito)
valaszokat illetéen a STZ kezelésben részesiilt és a kontroll patkanyok rejektiv mintazatainak

aranya és mértéke is hasonlé volt. Az iz-reaktivitasi deficit a STZ kezelést kapott allatoknal a

12



.~z

legkifejezettebb.
Ami a kellemetlen izeket illeti, nem volt szignifikans kilonbség az ingesztiv és
averziv iz-reaktivitasi mintazatokban a STZ kezelt és a kontroll allatok kozt.

3.3 Metabolikus valtozasok

Glukoéz tolerancia teszt

Az akut GTT sordn a STZ kezelést kapott allatcsoportban a vercukorszintek
patologias eltérését, egyértelmli glukdz intoleranciat tapasztaltunk. A cukorterhelést kovetd
120. percben szignifikdnsan magasabb vércukorszintet mértiink a STZ kezelésben részesult
patkanyokban (kontroll: 6,95 mmol/l£0,14 mmol/l, STZ: 8,60 mmol/I+0,51 mmol/l; p<0,05).

A szubakut GTT eredménye nem mutatott szignifikans kilénbséget az STZ kezelést
kapott és a kontroll allatokban, a vércukorgorbék fiziologias tartoméanyban maradtak a teszt

soran mindkét csoport esetén.
Plazma metabolit szintek
Az 6ssz-koleszterin, HDL, LDH és hagysav plazma koncentraciok nem kilénboztek

szignifikansan az STZ kezelést kapott és a kontroll csoportban. A plazma triglicerid szint

azonban szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult az STZ mikroinjekciot kapott allatokban.
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4. Megbeszéles

A PFC definicid szerint az emlés agy eliils6 polusan elhelyezkedd teriilet, mely

elsdsorban a mediodorzalis talamusz magbdl kap afferentaciot [4, 35]. A prefrontalis kortex
kulcsfontossdgu szamos olyan szabalyozd és kognitiv folyamatban, mint a dontéshozatal,
munkamemoria, valamint olyan motivalt magatartasok szervezésében, mint a taplalék és
folyadékfelvétel [3, 5, 36-40].
A prefrontalis kéreg ezen komplex szerepét kiterjedt (els6sorban elGagyi és agytorzsi)
kolcsonkapcsolatai  utjan fejti ki. Anatdmiai vizsgalatok bizonyitottdk olyan limbikus
teruletekkel fenall6 kozvetlen Osszekottetéseit, melyek a taplalkozas kozponti
szabalyozésaban is fontos szerepet jatszanak (AMY, LHA, NAcc) [4-6]. A mdPFC szintén
kapcsolatban all az agytérzsi NTS-sel, mely szdmos autoném reflex integraciojaban vesz
részt [7] és jol ismert struktardja az iz-informacio feldolgozasnak is [8, 9].

A mdPFC neuronok endogén kémiai érzékenysége

Korabbi vizsgalatok bizonyitottak a fenti, mdPFC-vel neurondlis kapcsolatban &llé
struktardkban is a glukdz-monitoroz6 neuronok jelenlétét, melyek a vércukorszint
emelkedésre vagy a D-glukdz lokalis mikroelektroforézisére tiizelési frekvencia valtozéssal
reagalnak. Gluko6z hataséara gatl6do, un. glukdz—szenzitiv sejteket azonositottak a LHA-ban
elészor patkanyokban [12, 41], késébb rhesus majom LHA-ban és AMY-ban [10, 11, 42],
majd NTS-ban is [43, 44]. Szintén csak GS tipusi GM neuronok detektalhaték az area
postrema és a GP terlletén [17, 43]. A glukdz ellentétes hatasat mutattak ki a VMH-ban, az
itt elhelyezkedd6 GM idegsejtek kivétel nélkiill GR unitok. Az elbagyi glukdz-monitorozd
rendszernek azonban részét képezik olyan agyteriletek is (NAcc, OBF), ahol GS és GR
idegsejtek egyarant kimutathatok [13, 16].

Eredményeink koziil kiemelkeddéen fontosnak tartjuk, hogy elséként tudtuk
bizonyitani GM neuronok jelenlétét a mdPFC-ben. A mdPFC fontos szerepet jatszik
szervezetink regulécids folyamataiban, igy részt vesz a taplalkozas kdzponti szabalyozasaban
is [3, 5 37, 45]. Fontos megemliteni, hogy a korabbi eredmények szamottevé része
f6emldsokbdl szarmazik, mig jelen kisérleteinket patkanyokon végeztiik. Mnkacsoportunk

még nem publikalt eredményei azt mutatjdk, hogy rhesus majom mdPFC-ben is
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megtalalhatok a GR és a GS sejtek, igy a struktira kdzponti GM neuronhal6zatbeli
érintettségére vonatkozo leleteink érvényessége altalanosithato.

Mikroelektrofizioldgiai kisérleteink tovabbi jelents eredménye, hogy a mdPFC-ben

eltéré DA-érzékenységli neuroncsoportokat sikeriilt azonositani. A GM unitok nagyobb
valoszinliséggel mutattak aktivitdsvaltozast DA mikroiontoforetikus beadasakor, mint a
glukoz-inszenzitiv sejtek. A DA-ra érzékeny GR neuronok kizarolag serkent6dtek, mig a GS
neuronok féként gatlodtak ezen katekolamin hatasara. Adataink dsszhangban vannak azokkal
a korabbi eredményekkel, melyek a LHA-ban és a GP-ban a GM neuronok nagyobb
dopamin-érzékenységet mutattak ki a GIS neuronok esetén tapasztalhatohoz képest. A LHA-
ban és a pallidumban is megfigyelheté volt a DA indukalta tiizelési frekvencia csokkenés a
GS neuronoknal [11, 17].
A PFC dopaminergias innervécidja [18-21] szdmos regulacios folyamatban szerepet jatszik
[1, 46-51], igy a taplalkozassal 6sszefiiggd tanulasi és memoria folyamatokban is [36, 52-54].
Kilénosen fontos megemliteni, hogy a taplalékfelvétel 6nmagaban, valamint a taplalékkal
Osszefliggd ingerek egyarant emelik a DA koncentraciot a prefrontalis kortexben [55, 56].
Ezen eredmények, jelen kutatadsaink leleteivel 6sszhangban komplex, egymassal
Osszefliggésben allé neurokémiai mechanizmusok szerepét bizonyitjak a mdPFC szabalyoz6
miikodéseiben [40, 51].

Egyes kutatasok a kortikalis interneuronok esetén rovidebb spike-id6tartamot talaltak,
mint a piramis-sejteknél, bar irodalmi adatok szerint a piramis-sejtek spike-idtartama elég
nagy ingadozadst mutathat [57-59]. Kisérleteinkben a spike-idétartam nem kiilonbozott
szignifikansan a kiilonb6zd neurokémiai tulajdonsagokkal rendelkezd sejtcsoportokban. A
glukoz és DA mikroelektroforézis hatdsara kialakult frekvenciavaltozasi véalasz sem mutatott

korrel&ciét a spike-idétartammal.

Exogén kémiai érzékenység

Az izlelés fontos szerepet jatszik abban, hogy eldontsiik, egy taplalék ehet6-e vagy
sem, igy taplalkozasi magatartdsunk egyik alapvetd meghatarozdja. A taplalék
kemorecepciojat koveti az adaptiv taplalkozasi magatartds és a kovetkezményes
homeosztatikus valtozasok.

Kiserleteink mind intraoralisan adott iz-oldatokra, mind intragasztrikusan infundalt
oldatokra reagald neuronok jelenlétét igazoltak a mdPFC-ben. A GR sejtek szignifikansan

nagyobb aranyban valtoztattak meg a frekvenciajukat az intraoralisan adott iz-oldatokra, mint
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a GIS unitok, melyb6l ezen kemoszenzoros neuronok kiilonds jelent6ségére
kovetkeztethetlink az iz-informécié feldolgozasban.

A gasztrointesztinalis rendszer és a kdzponti idegrendszer kdzo6tt humordlis (pl. szerotonin,
GLP-1) és neurdlis (afferens vagusz rostok aktivacidja) kapcsolatok segitik az informéacié
aramlast, és ezek szerepet jatszhatnak az elfogyasztott taplalék izének érzékeléseében és
felismerésében is [60-62]. A gyomor-bélrendszerben szintén kimutattak keserii, édes és
umami receptorokat [63-65]. Az elmult idészakban fMRI vizsgalatok igazoltak az
intragasztrikusan alkalmazott iz-oldatok (D-glukdz, MSG és NaCl) hatasat tobb agyterileten
[66]. Vizsgalataink soran mind az intraoralis, mind az intragasztrikus ingerléskor tapasztalt
neurondlis aktivitasvaltozasok alatamasztjak a mdPFC gasztrointesztinalis rendszer pre- és
posztabszorptiv folyamataival fennall6 szoros funkcionélis kapcsolatara vonatkozo
elképzeleést.

A GM idegsejtek — melyeket szdmos agyterlleten azonositottak - képezhetik a neuronalis
alapjat annak az Osszetett integracios folyamatsornak, mely 6tvozni képes az endogén és
exogén kémiai ingereket a taplalékfelvétel szenzoros, percepcios, motivacios folyamataival,
valamint megerdsitési, memoria és tanulasi mechanizmusokkal [10-13, 15-17, 22]. Mindezek
alapjan feltételezhet6, hogy a mdPFC kemoszenzoros sejtjei hasonld komplex funkcionlis

szerepet téltenek be az adaptiv taplalkozasi magatartas szabalyozasaban.

Kondicionalt iz-averzid

A mdPFC-be juttatott bilateralis STZ mikroinjekcié nem gatolta meg a kondicionalt
iz-averzio kialakulasat. Eredményiink dsszhangban van azokkal a korabbi adatokkal, melyek
szerint a kisérleti allatok mediodorzalis vagy dorzolateralis PFC lézidja nem csokkentette ill.
gatolta a KIA megtanulasat [45, 67]. A szakirodalomban azonban talalhatunk olyan
publikaciot is, mely a mediadlis PFC-be mikroiontoforézissel bejuttatott neurotoxinok
(kainsav, 6-hidroxidopamin) KIA-t kérositd hatasarol szamolt be [53]. Ezen eltéré
eredményekre valdszinlileg az alkalmazott neurotoxinok kiilonb6zd specificitasa ad
magyarazatot, mivel a STZ a GM sejtekre szelektiv destrukciot okoz. Korabbi vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy a NAcc-be juttatott STZ mikroinjekcio KIA deficitet idéz el
patkanyokban [14]. A jelen kisérletiinkben nem sikerlt hasonld valtozasokat kimutatnunk a
STZ mdPFC-be torténé mikroinjekcidja utan, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a GM
rendszer nem mindegyik része szilkséges a KIA elsajatitasahoz. Kovetkezésképpen ezen

eredmeényeink arra utalnak, hogy a mdPFC-ben jelen 1év6 GM neuronok 6nmagukban nem
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nélkiilozhetetlenek az elfogyasztott taplalék izének a késobbi, esetlegesen karos

,,,,,,

iz-reaktivitasi teszt

Kiserleteink a patkany mdPFC bilaterdlis STZ mikroinjekciéjat kovetéen iz-
reaktivitasi deficitet igazoltak. A STZ kezelésben részesult patkanyok szignifikdnsan
gyengeébb ingesztiv valaszt mutattak kellemes izekre, mint a kontroll csoport tagjai. Ezen iz-
reaktivitasi valtozdsok az edes és az enyhén so6s iz-stimulusok esetén voltak a
legkifejezettebbek. Az alkalmazott STZ mikroinjekcio6 a mdPFC-ben jelen 1év6 GM
neuronok szelektiv elpusztitdsaval okozhatta ezeket a valtoz&sokat. A STZ egyszeri,
bilateralis mikroinjekci6ja mind a VMH-ban, mind az OBF-ben a GM neuronok kérosodasat
okozva komplex metabolikus és taplalkozasi zavarokat okozott [16, 25] a jellegzetes iz-
reaktivitasi valtozasok mellett [14]. A GM neuronok szelektiv lézidja az OBF-ben
szignifikansan erdsebb averziv reakciot valtott ki kellemes iz-ingerek esetén és tobb ingesztiv
mintazatott kellemetlen izek esetén. Mivel a szerteagazé milkodésekben érintett mdPFC
részét képezi az elbagyi glukdz-monitorozo rendszernek is, igy feltételezhetd, hogy az
orbitofrontalis homloklebenyi terllethez hasonld komplex funkcionalis jelentdséggel bir az
adaptiv taplalkozési magatartas szervezésében.

Bar kisérletekkel igazoltdk, hogy a kronikus decerebralt patkdnyok a kontroll
allatokhoz hasonl6 ingesztiv és averziv valaszmintazatok létrehozasara képesek [30], mégis
feltételezhetd, hogy bizonyos iz-érzékeny kortikalis neuronokto6l érkezé inputok hianya iz-
érzékelési eltolodast (,,palatability shift”) okozhat. A hipotézisiinket aldtamasztjdk azok a
vizsgalatok, melyek iz-kéreg 1ézids patkdnyok averziv valaszainak hianyat irtdk le LiCl-dal
parositott izek esetén iz-reaktivitasi tesztben [68]. Elképzelhet6, hogy eredményeink
hatterében a thalamusz mdPFC-bél érkezé nem megfeleld inputja all, mivel Ggy tiinik, hogy a
thalamusz megtartott miitkodése is elengedhetetleniil sziikséges a megfeleld6 mimetikus
valaszok kialakulasahoz [30].

Kisérletlinkben az ingesztiv mintazatok csdokkenése mindezek nyoman magyarazhatd
azzal, hogy a GM idegsejtek destrukcidja zavart okozott a taplalék és folyadékfelvétel

komplex homeosztatikus és hedonikus integracids folyamataiban.
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Metabolikus valtozasok

Jelen kisérleteink leletei meggy6z6en tdmasztjdk ala a mdPFC neuronok fontos
szerepét a metabolikus folyamatok kdzponti szablyozasaban.

Szervezetiinkben a perifiériarol ¢érkezé informaciok segitségével a kozponti
idegrendszer a metabolikus igényeknek megfelelden képes kontrolldlni az anyagcsere
folyamatokat. A perifériarél metabolikus, humorélis és a vaguszon Kkeresztul neurdlis
informaciok érkeznek azon kemoszenzoros idegsejtekhez, melyek a glukéz koncentracio
mellett hormonok (inzulin, leptin, GLP-1) és kiilonb6z6 metabolitok (zsirsavak, ketontestek,
laktat és mas metabolitok) érzékelésere is kepesek [69-71]. Ha ezen specialis neuronok
érzékenyseége csokken, a periférids informaciok feldolgozdsa zavart szenved, ami
metabolikus betegsegek kialakuldsahoz vezethet.

Az 1-es tipusi diabetes mellitusban szenvedd betegeknél a PFC szignifikdns
vastagsagcsokkenését mutattak ki MR vizsgalattal. A kéregvastagsag csdokkenésenek mertéke
korrelaciot mutatott a betegek hosszatava glikémias kontrolljaval. [72].

A mdPFC STZ mikroinjekcioval tortént kezelését kovetben vizsgalataink komplex
metabolikus eltéréseket mutattak. Atmeneti glukéz-intoleranciat és plazma triglicerid szint

csokkenest tapasztaltunk a GM neuronok szelektiv elpusztitdsanak eredményekent.

5. Altalanos kovetkeztetések

A téaplalkozasi és anyagcsere betegségek, mint a diabetes mellitus, a metabolikus
szindroma ¢és az elhizds, egyre ndvekvd népegészségiigyl problémat okoznak a modern
tarsadalmakban. A jelenlegi orvosi kezelések a periférias korfolyamatokra koncentralnak és
mindezidaig nem hoztak atiit6 sikert.

Eredményeink alatdmasztjak azt a nézetet, hogy a fent emlitett betegségek esetén a
kdzponti idegrendszer szabalyoz6 mitkodésének diszfunkcidjat sem szabad figyelmen Kivil
hagyni. Jelen vizsgélataink a korabbi eredményekkel egyutt az endogén és exogén
kemoszenzoros funkciok konvergencijat mutatjak a mdPFC-ben. Ugy tiinik, hogy az itt
jelenlévé GM neuronok kiemelt szerepet jatszanak a kiilonboz6 teriiletekrdl érkezé komplex
kemoszenzoros informaciok integraciojdban, mely lehet6vé teszi, hogy a taplalkozas és a

metabolizmus kdzponti szabalyozasaban részt vegyenek.
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Mindezek alapjan reméljik, hogy a szervezetink homeosztazisanak fenntartasaban
résztvevo kozponti idegrendszeri strukturak - igy a mdPFC - egyre részletesebb funkcionalis
megismerése hozzajarul (j gydgyszer-targetek azonositasahoz, és az eddigieknél
hatékonyabb terapias stratégiak kidolgozasahoz.
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