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Roviditések

Ach acetilkolin

AMY amygdala

AP anteroposterior

B bregma

DA dopamin

DM diabetes mellitus

GABA y-amind-vajsav

GIS glukoz-inszenzitiv

GLP-1 glukagon-szeri peptid-1
GLUT?2 glukéz-transzporter 2

GM glukéz-monitorozé

GP globus pallidus

GR glukoz-receptor

GS gluk6z-szenzitiv

GTT glukdz tolerancia teszt

LC locus coeruleus

LCD folyadékkristaly-kijelzo
LED fénykibocsatoé didda

LHA lateralis hypothalamus
IOFC lateralis orbitofrontalis kéreg
mdPFC mediodorsalis prefrontalis kéreg
ML mediolateralis

mOFC medialis orbitofrontalis kéreg
mPFC medialis prefrontalis kéreg
MSG natrium-glutamat

NA noradrenalin

NAcc nucleus accumbens

NTS nucleus tractus solitarii
OFC orbitofrontalis kéreg

PFC prefrontalis kéreg

SD szoras, standard eltérés



STZ
ttg
ttkg
TTL

VMH
VPM
VTA

streptozotocin

testtomeg gramm

testtomeg kilogramm

digitalis jel (tranzisztor-tranzisztor logika)
ventralis

ventromedialis hypothalamus mag
ventroposteromedialis thalamus mag

ventralis tegmentalis area



1. Bevezetés

A homeosztazis, vagyis a szervezetnek a kornyezethez, a valtozo6 viszonyokhoz, a
kihivasokhoz valé alkalmazkoddsa soran fenntartott dinamikus egyensulyi allapota,
alapvetd fontossagi az egészséges ¢életvitel szempontjabdl. E belsé egyensulyt,
legfontosabb tényezoként, a megfeleld taplalék- és folyadékbevitel, a testhémérséklet
szabalyozasa és az energiaforgalom olyan egyiittes regulacidja biztositja, amiben a
kiilonféle metabolitok szintje tartosan az egészséges tartomanyban marad. Szervezetiink
komplex, Osszehangolt kontroll-mechanizmusok segitségével éri el e folyamatok
zavartalan miikodését, s e tekintetben a kdzponti idegrendszer alapvetd iranyito szerepet
tolt be.

A neurofizioldgiai kutatasok egyik fontos teriilete a taplalkozas ¢és az anyagcsere
kozponti szabalyozasanak vizsgélata, mivel a kapcsolodd betegségek — az elhizés, a
koros sovanysag, az anorexia éS a bulimia nervosa, valamint olyan, priméren
anyagcserezavarnak mindsitett korformak, mint a diabetes mellitus (DM) és a
metabolikus szindroma — megjelenési gyakorisaga vilagszerte rohamosan né, ami a
modern tarsadalmak egészségiigyi ellatasara egyre nagyobb terhet r6. Mielébb
megoldandé probléma ugyanakkor, hogy nemcsak az e megbetegedések hatterében allo
patofiziologiai elvaltozasok, de még az egészséges szervezet centralis regulacios
mechanizmusai sem ismertek jelenleg kell¢ mértékben.

Ezen okoknal fogva alapvetden fontos a homeosztazis kozponti idegrendszeri
szabalyozé miikodéseinek minél pontosabb feltarasa. E tekintetben kiemelt jelentéségi
az eléagyi limbikus ideghalozat integrans részeként a nucleus accumbens (NAcc) €s az
orbitofrontalis kéreg (OFC). Kutatasaink f6 célja az volt, hogy az itt talalhato idegsejtek
taplalkozds ¢és anyagcsere reguldcioban betoltott szerepét az eddigieknél jobban

megismerjik.



2. Irodalmi hattér

2.1. A taplalékfelvétel szabalyozasa

2.1.1. F6ébb strukturak

Mar Jackson 1868-ban 1ugy gondolta, hogy a kiilonféle mikodésekeért
meghatarozott agyteriiletek feleldsek [37]. A taplalkozas szabalyozasaval kapcsolatban
IS az irodalomban el@szor a centrum tedridk jelentek meg, melyek az éhség és
jollakottsag érzetét bizonyos agyi struktirakhoz kototték.
¢és adipszia valthato ki [5, 6, 77], mig elektromos ingerlése taplalékfelvételt indit el még
jollakott allatban is [133, 137]. Ezt a teriiletet tartottak ,,éhség kdzpont”-nak, mig LHA-
szindroméanak nevezték el azt a tiinetegyiittest, amely ezen régid elroncsoldsa
kovetkeztében alakul ki, s amelyre jellemz6 a taplalékfelvétel csokkenése,
testtomegvesztés, csokkent nyal- és gyomorsav elvalasztds, csokkent iz-érzékenység,
percepcids-motivacios, valamint humoralis-metabolikus zavarok fellépte [130].

Ezzel szemben a ventromedialis hypothalamus magban (VMH) az ellenkezd
hatast tapasztaltak: az agyteriilet elektrolitikus 1ézioja hiperfagiat, obezitast ¢és
anyagcserezavarokat okozott, mig ingerlése még éhes allatokban is leallitotta a
taplalékfelvételt [33-35, 57, 76].

A centrum tedriak kezdetben azt latszottak alatamasztani, hogy a LHA
stimuldcidja valtja ki a taplalékfelvételt, evés soran aktivalodik a VMH, mely gatlo
hatést fejt ki a LHA-ra, ezaltal leéllitva a taplalkozast. KésObb egyértelmiivé valt, hogy
a helyzet ennél valosziniileg bonyolultabb, mas agyteriiletek is érintettek a taplalkozas
szabalyozasaban. Ezen extrahypothalamikus régiok koziil kiemelkedd az amygdala
(AMY) kett6s szabalyozo szerepe. Macskakban (és kutyakban) hiperfagiat idéz el6 az
AMY basolateralis részének eltavolitasa [74], mig a dorsomedialis régi6 sértése afagiat
okoz. Az utdbbi teriilet kronikus elektrodaval valo ingerlésével ellentétes hatas valthato
ki [23, 24].

A globus pallidus (GP) elektromos ingerlésével a patkdny motivacios szintjétol

crer



szindromahoz hasonl6 tlinetegyiittes figyelhetd meg, ami a kisérleti allat pusztulasdhoz
is vezethet [62, 75, 85].

A nucleus tractus solitarit (NTS) és a nucleus parabrachialis részt vesz az iz-
informaciok feldolgozasaban, valamint a VMH-ba projicialé kolecisztokinin tartalmu
idegsejtek megfelelé miikddése nélkiilozhetetlen a taplalékfelvétel befejezéséhez, ezért
ezen teriiletek elroncsolasa elhizashoz vezet [36, 142].

A nucleus accumbens két régioja egymastol kiilonbozé szerepet tolt be a
taplalékfelvétel szabdlyozasdban: a shell régid sértése hiperfagiat, a core régid
roncsolasa a taplalékfelvételi motivacio csokkentésével hipofagiat idéz el6 [68].

A kérgi struktardknak is jelentds szerepilk van a taplalkozas kozponti
idegrendszeri szabalyozéasaban. A dekortikalt allatok 6nallo taplalkozasra képtelenek, de
a szajiregiikbe helyezett taplalékok motoros valaszokat, mint pl. ragas, nyelés, stb.
képesek kivaltani [134]. Az orbitofrontalis kéreg sokrétii — gusztatoros és viszceralis,
valamint szomatoszenzoros és motoros — bemenetei révén képes hangolni a percepciot
és a motoros kimenetet a szervezet motivacios allapotanak fiiggvényében [73]. A
medialis prefrontalis kéreg (mPFC) a limbikus rendszer szamos teriiletével, tobbek
kozott az orbitofrontalis kéreggel is sokcsatornas, reciprok kapcsolatban all. A mPFC
kétoldali sértése megzavarja a taplalékgyiijtési magatartast, tovabba az e struktirat az
orbitofrontalis kéreggel 0sszekotd kétiranyll palydk roncsoldsa géatolja az iz- és tér-

asszociacio kialakulasat [114].

2.1.2. Fébb palyarendszerek

Az 1950-es években a stockholmi Karolinska Intézetben tett fluoreszcens
hisztologiai felfedezések nyoman az 1970-es évekre a centrumokra vonatkozo
elképzelések utan kialakultak a palya-teoriak is. Kisérleti eredmények igazoltak, hogy a
katekolaminergias palyarendszereket szelektiven roncsold 1ézidkat kdvetden
megvaltozott a kisérleti allatok taplalékfelvételi magatartasa. Ezen rendszerek esetében
is kettds szabalyozasi entitast feltételeztek.

A locus coeruleus (LC) teriiletérdl kiinduld ventralis noradrenergias rendszer
kapta a ,jollakottsag-palya” elnevezést, mivel roncsoldsaval a kisérleti allatok
hiperfagiaja €s elhizasa valthato ki [4].

Az ,éhség-palya” két masik katekolaminergias rendszer rostjaibol all: a substantia

nigra pars compacta teriiletér6l kiinduld nigrostriatalis dopaminergias rendszer [69,
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132], valamint a foként a ventralis tegmentalis area-bol (VTA) ered6 mezolimbikus

dopaminergias rendszer [56, 60] alkotja.

2.1.3. Az iz-érzékelés

2.1.3.1. Az izlelés szerepe a taplalékfelvétel szabdlyozdasdaban

A taplalékfelvételi magatartas elemi Osszetevéi két egymast kovetd nagy
folyamatsorba tagozddnak: az el6készitdé vagy appetitiv és a végrehajtd vagy
konszummativ szakaszba. Az elobbi soran jelenik meg az éhségérzet, mint specifikus
motivacios ,,drive”, mely az él6lényeket a taplalék felkutatisara sarkallja. Az ezt kdvetd
iniciativ szakaszban van jelentdsége a taplalék latvanyanak, illatanak, amelyek
adaptacios élettani valtozasokhoz vezetnek. A konszummativ fazisban torténik a
taplalék megragadasa, szajba vétele, megragésa és lenyelése.

A taplalek megitélésében fontos szerepet jatszik a szaglas, mely a taplalék
felismerésében €s fogyaszthatdsaganak megallapitdsdban jelentds. Az ezt kovetd izlelés
segit abban, hogy eldonthessiik, hogy a taplalék hasznos anyagokat tartalmaz, taplalo,
azaz elfogadand6 vagy pedig mérgez0, de mindenképpen karos anyagokat hordozo,
azaz visszautasitandd, S ezaltal valik az iz-érzékelés I1étfontossdgiva a talélés

szempontjabol.

2.1.3.2. A kozponti iz-informdcio feldolgozds

A taplalék izéért felelds, oldott allapotban 1évd kémiai anyagokat az iz-érzé
receptorok érzékelik. Ezek a receptorok, melyek specifikusan felismerik az 6t alapizt
(édes, soOs, savanyu, keserli €s umami) a tapcsatorna kezdeti szakaszan helyezkednek el:
a nyelven, a szdjpadon, a garatban, az epiglottis kornyékén a gégében €s a nyeldcsd
kezdeti szakaszan [20, 136].

Ujabb kutatasok szerint a tipcsatorna alsobb szakaszain (gyomor, vékonybél,
vastagbél) is talalhatoak olyan kemoreceptorok, melyek képesek érzékelni pl. a D-
glukozt (édes) [97, 115], a natrium-glutamatot (MSG) (umami) [97, 113], valamint a
natrium-kloridot (s6s) [97].

A nyelvrdl és a lagyszajpadrol a VIL és IX. agyideg, a garat hats6 szakaszardl, a

gégetajekrol €s a nyeldcsO legfelsd szakaszardl a X. agyideg n. laryngeus superior aga
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crer

idegrendszer els6 iz-feldolgoz6 allomasa [32, 86, 109].

Ragcsalokban az iz-rostok innen a hidbeli kozpontba, az un. ,,pontin iz-érzo area”-
ba vezetnek [86, 88], majd innen az iz-informacidk a ventroposteromedialis thalamus
mag (VPM) kozvetitésével az agranularis és dysgranularis insula teriiletén talalhato
elsédleges és masodlagos iz-kéregbe jutnak [88, 89]. A ,,ventralis iz-projekcio” rostjai a
hatsé agytorzs és az eldagy (LHA, AMY, stria terminalis bed nucleus-a, GP) kozott
1étesitenek kapcsolatot [18, 87, 90, 138, 139].

Féemldsokben az iz-informacidk a NTS-VPM-elsédleges iz-kéreg (frontalis
operculum, eliilsé insula) [107, 109, 141] Gtvonalon jutnak el az OFC caudolateralis
részében elhelyezkedé masodlagos iz-kéreghez [49, 108-110]. Az iz-informaciok
tovabbi allomasai: az amygdala centralis magcsoportja [40, 46, 109, 116], amely az
insularis-orbitofrontalis teriiletekkel all szoros kapcsolatban, valamint a reciprok

Osszekottetésekkel rendelkez6 LHA és GP [40, 42-44, 106].

2.1.4. A kozponti glukéz-monitorozo neuronhalézat

2.1.4.1. Glukoéz-monitorozo neuronok

A D-glukéz molekulanak kulcsfontossagi szerepe van az energiaforgalomban, a
felének elején, az 1960-as években szinte egyidében, tobb laboratoriumban folytatott
elektrofiziologiai vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a periféridhoz hasonldan a kdzponti
idegrendszerben is taldlhatdéak olyan neuronok, amelyek megvaltoztatjak tilizelési
frekvenciajukat glukoz lokalis vagy szisztémas adasakor [7, 92, 93]. Ezeket az
idegsejteket, amelyek membranpotencialjuk megvaltozasa nyoman képesek érzékelni az
neuronoknak nevezziik. A glukézra mutatott valaszkészségiik alapjan két tipusuk
kiilonithet6 el: a tiizelési frekvenciajukat ndveld idegsejtek az Gn. glukoz-receptor (GR)
neuronok, a tiizelési frekvenciajukat csokkentd, vagyis gatlodo sejtek pedig az un.
glukoz-szenzitiv (GS) idegsejtek. Azokat az idegsejteket, amelyek a glukdzt csak
metabolizmusukban hasznaljak fel, és jelenlétében valaszkészséget nem mutatnak,

glukoz-inszenzitiv (GIS) neuronoknak nevezziik [94].
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A GM halozat részét képezd idegsejtek jelenléte mar tobb kiillonbozd agyteriileten
bizonyitott: LHA [9, 43, 45, 48, 94-96], VMH [39, 48, 55, 71, 94-96, 112, 117], NTS
[1, 3, 72], area postrema [2, 26], AMY [40, 46, 83, 84], GP [44, 58], NAcc [100],
prefrontalis kéreg (PFC) [79-81, 95], OFC [47, 48, 65-67, 121, 122]. Ezen glukéz-
érzékeny neuronok valaszkészséget mutatnak mind exogén (pl. iz, szag), mind endogén
(pl. neurotranszmitterek) kémiai és egyéb szignalokra [41, 44, 45, 59], igy fontos
szerepet toltenek be a taplalkozas szempontjabdl relevans informaciok integrativ

feldolgozasaban.

2.1.4.2. Streptozotocin

A streptozotocin (STZ) D-glukézhoz hasonld szerkezetii molekula (1. dbra),
melyet az 1950-es évek végén antibiotikus hatast anyagként izolaltak a Streptomyces
achromogenes nevii baktériumtorzsbol, de mellékhatasai miatt egyediili indikacioként
STZ szelektiven képes elpusztitani a pancreas B-sejtjeit, ezért széles kdrben hasznaljak
az l-es tipusu DM allatkisérletes modelljeként [27, 28, 63, 124]. A STZ a sejtekbe a
GLUT?2 transzporteren keresztiil jut be, ahol szabadgyokok képzésével oxidativ stresszt
okozvan nekrézist, sejtpusztulast eredményez [38, 63, 104, 124].

CH,OH CH,OH

H OH H NH
CO

D-gluko6z STZ w~n 1o
CH,

1. dbra — A D-glukoz és a streptozotocin (STZ) molekula szerkezeti képlete.

A STZ ezen hatisat nemcsak a periférian képes kifejteni, hanem a kozponti
idegrendszeri GM idegsejtek is képesek felvenni. Intracerebralis adaskor a glukoz-
monitorozé neuronokat a STZ specifikusan karositja, oly modon, hogy aktivitasuk
végleges megszlinése nyoman sulyos taplalkozasi és anyagcserezavarok is kialakulnak
[48-50].
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2.2. A nucleus accumbens anatomiai és funkcionalis jellemzoi

2.2.1. A nucleus accumbens felépitése és anatomiai kapcsolatai

A NAcc basalis eldagyi struktara, mely a limbikus rendszer meghatarozo része.
Neuroanatoémiai szempontbol harom f6 részre oszthato: a shell vagy ,,héj”, a core vagy

,mag”, és az ezektdl elkiilonithetd, un. rostralis (eliils6) régiora (2. dabra) [31, 135].

2. abra — A nucleus accumbens shell (AcbSh) és core (AcbC) régioja
Paxinos és Watson szerint [101].

A NAcc-ben talalhaté neuronok 90%-at a kézepes nagysagu, tovises, GABA-erg
idegsejtek teszik ki. A tovabbi 10%-ot a tovis nélkiili, nagy méretii kolinergias, illetve a
kozepes méretii GABA és szomatosztatin tartalmu interneuronok teszik ki [15].
melyek jellemzé modulatoruknak (encephalin, substance P, dynorphin, neurotensin)

megfeleléen négy f6 projekcios rendszert alkotnak [29].
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A NAcc legfontosabb glutamat efferenseit a nucleus mediodorsalis thalami, a
PFC, a basolateralis AMY ¢és a hippocampus teriiletérél kapja [11, 12]. A NAcc a VTA-
bol dopaminergias [16, 131], a LC fel6l noradrenergias [91], a nucleus raphe teriiletérdl
szerotoninergias [8], a nucleus tuberomamillaris régidjabol pedig hisztaminergias
beidegzést kap [99].

A shell régiobol indulnak rostok a ventralis pallidumba, a nucleus preopticus
lateralis-ba, a LHA-ba, a VTA-ba, valamint a substantia grisea periagueductalis
centralis-ba, az agytorzsi magokba és a nyaki gerincveldbe [31, 143, 144], és ezen
teriiletekrdl efferensek is érkeznek vissza ide.

A core régiobol afferensek vezetnek a ventralis pallidum dorsolateralis részébe, a
nucleus entopeduncularis-ba, a substantia nigra és a nucleus subthalamicus medialis
teriiletére [31]. A core régiobol kevesebb rost projicial a LHA-ba, mint a shell-bél
[144].

A rostralis részbdl induld afferensek célallomasai lényegében megegyeznek a

masik két szubrégiobol indulo rostok végzddéseivel [31, 144].

2.2.2. A nucleus accumbens funkcioi

A NAcc, az Un. ,,jutalmazé rendszer” szerves részeként, fontos szerepet tolt be a
tanuldsban, és altalaban a cél-orientalt motivalt magatartasformak, igy a taplalékbevitel
szabalyozasaban. Neuronjainak tobbcsatornds kommunikacioja révén részt vesz az iz-
percepcio, az energia egyensuly, a viszceralis, valamint a szomatomotoros folyamatok

A NAcc két 16 szubdivizioja a taplalékfelvétel szabalyozasaban eltérd szerepet
tolt be. A core régio roncsolasa a taplalékfelvételi motivacio, és igy a testtdmeg
csokkenését eredményezi [68, 70], mig a shell régid 1ézidja erbteljes taplalékfelvételt és
testtomegnovekedést indukal [68, 119]. Mindkét teriiletnek szerepe van az izekkel

Osszefliggd motivacios és tanulasi folyamatokban is [140].
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2.3. Az orbitofrontalis kéreg anatomiai és funkcionalis jellemz6i

2.3.1. Az orbitofrontalis kéreg felépitése és anatomiai kapcsolatai

A prefrontalis kéreg a motoros és premotoros kérgi areaktol rostralisan
elhelyezkedd kéregteriilet, mely ragcsalokban két fo régiora oszthatd: mediodorsalis €s
ventrolateralis teriiletre. Széles korben elfogadottan ez utdbbi részt feleltetik meg a
foemlésokben megtalalhatd orbitofrontalis kéregnek [17]. Funkcionalis és anatomia
szempontbol két f6 részre oszthatd: a medialis (mOFC) és lateralis orbitofrontalis
kéregre (IOFC) (3. dbra).

Az OFC vizualis, iz, szag ¢és szomatoszenzoros inputot egyarant kap. Caudo-
projekciojanak nagy részét kapva, szekunder iz-kéregként funkcionalnak [10]. Az
orbitofrontalis kérgen beliil medialisan egy a szagérzésért felel6s teriilet talalhato [128],
ugyanakkor a posterior régio is kdzvetlen bemenettel rendelkezik a primer szaglo- és az
ezzel kozvetleniil szomszédos piriformis kéreg felol. Az inferior temporalis lebeny, a
sulcus temporalis superior és a temporalis lebeny polusa feldl érkeznek ide a vizualis
informéciok. Az OFC-t a szomatoszenzoros kéreg, a pericentralis operculum és az

insula iranyabdl hallasi és szomatoszenzoros informaciok érik el.

3. dbra — A medialis (MOFC) és lateralis (IOFC) orbitofrontalis kéreg

elhelyezkedése Paxinos és Watson szerint [101].

Mindezzel egyidében orbitofrontalis kérgi afferensek projicidlnak az inferior
temporalis lebeny, az entorhinalis kéreg, a cingulum, a preopticus area, a VTA és a

nucleus caudatus iranyaba.
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2.3.2. Az orbitofrontalis kéreg funkcioi

Az orbitofrontalis kérget szamos szenzoros, percepcids, motivacios, tanulasi és
emlékezési mikodés szabalyozasaval hoztak eddig Osszefiiggésbe. Az OFC a limbikus
eléagyi ideghaldzat részeként iddlegesen tarolja a szenzoros informacidkat, illetve
idébeli késéssel, adekvat valaszmintakkal kapcsolja 0ssze ezeket [25]. Meghatarozza a
kiilonféle magatartasi mintazatok motivacids, emocionalis toltetének az érvényesiilését
[53], fontos szerepet jatszik a szocialis, szexualis és altalanos adaptacids viselkedési
mintazatok kialakitasaban [85], valamint a spontan és komplex magatartasformak
létrejottében  [52]. Alapvetd jelentdségli a kiillonbdzé szagok egymastol valo
elkiilonitésében, szagok 4ltal meghatarozott vagy Aaltaluk vezérelt viselkedési
folyamatok szervezésében [22, 129]. A caudolateralis OFC-t Rolls és munkatarsai
masodlagos izérz6é kéregként azonositottak [110], s mint ilyen, komplex, percepcios-

Mindezek mellett széles korben ismert, hogy az OFC az egyik legfels6bb szintii
kozponti iranyitoként részt vesz a testtomeg mindenkori fenntartasaban, a taplalék- és
folyadékfelvétel kontrolljaban, tovabba a metabolikus szabalyozé milkodések

ellenérzésében is [51].
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3. Célkituzések

Amint az eldzé fejezet is bemutatta, a taplalkozas és az anyagcsere kozponti
szabalyozasardl mar szamos tanulmény sziiletett. Ennek ellenére sok tekintetben még
mindig hidnyosak az ismereteink. Kutatécsoportunk évtizedek oOta aktivan részt vesz a
NAcc [100, 126, 127] és az OFC [47, 48, 64-67, 120-122] taplalék- és folyadékfelvételi
ill. metabolikus regulacidos folyamatokban betdltott szerepének tanulmanyozasaban.
Kutatdsaink soran a kovetkezo vizsgalatokat végeztiik:

1. A nucleus accumbens neuronok endogén és exogén kémiai érzékenységének
meghatdrozasdhoz  extracellularis  egysejttevékenységet  vezettiink el
mikroelektroforetikus anyagbeadasok, intraoralis iz-ingerlések ¢és kémiai
anyagok intragasztrikus infuzidja soran.

2. A medialis és lateralis orbitofrontalis kéregben talalhaté neuronok endogén és
exogén  kémiai  ¢érzékenységének  meghatarozasdhoz  extracellularis
egysejttevékenységet vezettiink el mikroelektroforetikus anyagbeadasok,
intraoralis iz-ingerlések €s intragasztrikus infiziok soran.

3. Olyan miiszaki és informatikai fejlesztések elkészitése, melyek segitségével
mind az adatgytjtés, mind a kisérletek soran hasznalt eszk6zok szamitogéppel
iranyithatok lettek, valamint a gy{jtott adatok pontosan és gyorsan
elemezhet6kké valtak.

4. A glukéz-monitorozd neuronokat szelektiven elpusztitd lokalis agyi
streptozotocin mikroinjekcios anyagbeadast kovetden vizsgaltuk a medialis
orbitofrontalis kérgi idegsejtek

a. vércukorszintet szabalyozo funkcioit intraperitonealis glukoz-tolerancia
teszt soran;

b. metabolikus miikddésekre gyakorolt hatasat farokvénabdl vett vérminta
metabolit koncentracidinak meghatarozasaval,

C. iz-percepcids, tovabba az iz-informaciok tanult viselkedési mintazatba
iiltetésében betdltott szerepét iz-reaktivitdsi magatartési tesztek soran;

d. az utobbival kapcsolatos tanulasi folyamatokban vald szerepét

kondicionalt iz-averzids vizsgalatokban.
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4. Kisérletek

4.1. Modszerek

4.1.1. Alanyok

Kisérleteinkben 337 feln6tt him Wistar és Sprague-Dawley patkanyt hasznaltunk.
A kisérleti allatok testtomege a vizsgalatok kezdetén 250-350 g volt. A
patkanyszobaban alland6 hoémérsékletet (2142 °C) és paratartalmat (55-60%)
biztositottunk. Az allatokat 12/12 6ras vilagos/sotét ciklusban tartottuk.

A kisérleti allatok tartasa és a veliik vald foglalkozas soran, a megfeleld
engedélyek (BA02/2000; BAO104L 12; ZOHUO0104L 08; BA02/2000-8/2012)
birtokaban a helyi, egyetemi rendelkezéseken til betartottuk a hazai (1998. évi XXVIIL.
tv. az allatok védelmérdl és kiméletérdl; 40/2013 Kormanyrendelet, 2013. II.) és a
nemzetkozi eldirdsokat, eurdpai unids irdnyelveket (NIH Guidelines, 1997; 86/609/EEC
Eurdpa Tanécs eldiras, 1986, 2006; 2010/63/EU Eurdpa Parlament el6iras) is.

4.1.2. Elektrofiziologiai vizsgalatok

4.1.2.1. Miitét

A patkdnyok altatasahoz intraperitonealisan adott uretant (0,6 ml/100 ttg, 25%
friss oldat, Sigma) alkalmaztunk. Fejiiket sztereotaxias késziilékben rogzitettiik
(4. abra), és hogy a kisérletek soran az iz-oldatok lehetséges aspiracioja miatti
fulladasukat elkeriiljiik, a befogd keretet 15°-0s szogben elérefelé dontott helyzetbe
allitottuk. A fejbér felvagasa és a koponyacsont letisztitasa utan a koponyateton
fogaszati faroval 4-5 mm atmér6jii lyukat fartunk, majd a dura bemetszése utin a
mikroelektrodat mikromanipuldtorral (MN-33, Narishige, Japan) pozicionaltuk, ezt
kovetden hidraulikus mikrotovabbité rendszer (Narishige MO-10, Japan) segitségével
vezettiikk le a célteriiletre. A vizsgalt agyi strukturak koordinatai Pellegrino [102], ill.

Paxinos és Watson agyatlasza [101] alapjan az /. tablazatban lathatoak.
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4. abra — A mikroelektroda levezetése a miitét soran

1. tablazat — A nucleus accumbens (NAcc), a medialis (MOFC) és a lateralis (IOFC)
orbitofrontalis kéreg koordinatai Pellegrino” [102], ill. Paxinos és Watson™ agyatlasza [101]
alapjan (mm-ben; B: Bregma).

anteroposterior mediolateralis ventralis
(AP) (ML) V)
NAcc” B+3,2-3,7 1,2-1,6 5,6-7,6
mOFC™* B+3,8-4,4 0,8-1,2 3,0-3,5
IOFC™ B+3,8-4,4 2,5-3,5 2,5-3,5

4.1.2.2. Mikroelektroda

Az extracellularis egysejttevékenység elvezetéséhez €s a neurokémiai anyagok
mikroelektroforetikus beaddsdhoz munkacsoportunk altal készitett wolframszalas,
multibarrel iiveg mikroelektrédat (5. dbra) hasznaltunk. Az egysejttevékenységet a
kozponti csében 1évé wolframszal segitségével regisztraltuk, az e kozponti csovet
koriilvevé 9 db kornyéki kapillariscsébe toltottiik a mikroiontoforézishez hasznalt
oldatokat. A wolframszal atméréje 10 pm és kb. 10 pm hosszan nyulik ki az
iivegelektroda hegyébdl. A kornyéki csdvek nyildsanak atmérdje 0,1-0,3 um kozotti. Az

elvezetésekhez hasznalt mikroelektrodak impedanciaja 50 Hz-en mérve 1,5-6 MQ volt.

18




0.1-0.3 um

10 um@

wolfram

5. dbra — A multibarrel mikroelektroda felépitése és a hegyérdl késziilt pdasztazo
elektronmikroszkopos képe.

4.1.2.3. Jelfeldolgozas

Az extracellularisan felvett akcids potencidlok az elektroda kdzponti csdvében
1évé wolframszalon keresztiil, sziirést ¢és erdsitést (BioAmp Al-v6, Supertech Kft.,
Magyarorszag) kovetden egy analdg/digitalis konverterbe (CED Micro 1401 mk II,
Cambridge Electronic Design, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) keriilnek (6. dbra felsd
része), igy a jeleket szamitdgép segitségével rogzithetjiik és elemezhetjiik. Az analog
jeleket oszcilloszkopon (PeakTech P-1145, Heinz-Giinter Lau GmbH, Ahrensburg,
Németorszag) folyamatosan kovettiik. A Spike2 program (Cambridge Electronic
Design, Cambridge, Egyesiilt Kiralysdg) segitségével minden egyes idegse;jt
aktivitasabol frekvencia hisztogram késziilt, az on-line és off-line analizisek az altalam
irt scriptek hasznalataval torténtek. Az elvezetés kozben futd script fontos szerepet tolt
be a vizsgalatok soran a kiilonboz6 késziilékek iranyitasaban, a kisérlet kozben torténd
események rogzitésében, a bejovd adatok azonnali elemzésében és ezaltal a kisérlet
folytatasi lehetdségeinek mérlegelésében. A vizsgalat teljes idOtartama alatt a vizsgalt
allat egy Faraday-kalitkaban helyezkedett el, ezzel biztositva az elvezetett elektromos

jelek kiilsé elektromos zajoktol vald elszigetelését. A Faraday-kalitkdban csak
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egyenaramu eszkozoket hasznaltunk, a jelek feldolgozasaért ¢és a késziilékek

iranyitasaért felelds eszkdzok és a szamitogép a kalitkan kiviil helyezkedtek el.

A

Eléerdsité

Oszcilloszkop

Sztereotaxias késziilék lontoforetikus pumpa

6. dbra — Kisérleti elrendezés.

Elso Iépésként a bejovo elektromos jelbol egy diszkriminacios ablak segitségével
kiszlrjiik az akcios potencialokat (7. dabra), amiket minta alapjan (8. dbra) Klaszterekbe
sorol. Ezek a klaszterek tartalmazzédk az egymashoz hasonld akcids potencialokat,
amelyeket a program WaveMark-ok formajaban tarol, amik nem csak az akcios
potencialok adatait, hanem a klasztereik kodjat is tartalmazza. Megfeleld sziirés esetén

biztositott, hogy az adott klaszterbe tartozo jelek ugyanazon idegsejthez tartoznak.

AL =ls|z[elolda 8] o]
h h Channel 2 j
o

Ahort

0 IR
Digout [Mone =

T T T T T T T T T T T T T
ms 04 03 02 01 00D 01 02 03 04 05 06 07 08 4 7 Make templates

[o1 ] 255121 |23 w6 02 | 14542212 =[] [0z | 100/ |2 wla]

7. abra — \WaveMark-ok készitése (akcids potencidlok kisziirése) az analég jelbdl.
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Pr = Peak amplitude/position
= £h = Zem crogsing pogition
Hn = Half height position

P2

8. dbra — A WaveMark-ok készitéséhez (akciés potencidlok kisziiréséhez)
figyelembe vett pontok.

A sziirést kovetden az online script elinditdsaval elindul az adatok gytjtése 1s. A

vizsgalat soran a program a kovetkezd adatokat rogziti (zardjelben a Spike2 program

altal hasznalt azonosité szamok lathatoak) (9. abra):

UNIT (1): a kisérleti allat agyabol elvezetett, erdsitett jelek csatorngja (analog
jel);

SORTER (2): az elvezetésbdl kiszlrt akcids potencidlok (WaveMark);
Modulel-3 (3-5): az iontoforetikus késziilék moduljainak visszajelzései
(analog jel);

Infusion (8): az intragasztrikus beadasokhoz hasznalt mikroinfizidés pumpa
visszajelzése (TTL-jel);

TB (9): az iz-adas soran hasznalt nyomégomb visszajelzése (TTL-jel);
TextMark (30): a gombok lenyomasakor, vagy megjegyzés beirasakor az adott

idékodhoz tartozod szoveges tartalom, mely négy bites azonositdé kodot is

tartalmaz.
Pott  Title Evt Rate Adc Rate Scale Offset  Units Points Pre
E---I-II---
2 WaveMard: 0 SORTER 1500 28571 1] vot 100 35
3 Waveform 1 Module1 10 200 ] nA
4 Waveform 2 Module? 10 200 0 nA
5 Waveform 3 Maodule3 10 200 0 nA
g Level 2 Infusion 10
5 Level & TE 10
30 TextMark TextMare 10

9. dbra — A rogzitett analog és digitdlis csatorndk bedllitasdnak panelje.
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A vizsgalat soran a program nem csak a bejovo adatokat rogziti, hanem a script
segitségével virtudlis csatornakat is létrehoz, melyen az iontoforetikus pumpa
moduljainak irdnyitasat rogziti ugy, mintha a késziilék TTL-jelek segitségével jelezné
vissza, hogy elkezd6dott vagy leallt a beadas. Ezeket a csatornakat (m1-3) a fajl
mentésekor valodi digitalis csatornaként menti a script a fajlba.

A script futtatasatol kezdve a vezérldgombokkal egy sorban a Toolbar bal oldalan
folyamatosan lathat6 a legutobbi beavatkozas ota eltelt id6 masodpercben, valamint az
éppen aktualisan folyamatban 1év0 vizsgalat tipusa, a beadott anyag és annak
koncentracioja (10. dbra). A Toolbar jobb oldalan szereplé vezérlégombok egy része
minden esetben elérhetd, mig a kiillonbdzd beavatkozasokhoz tartozé gombok csak az

aktudlis vizsgalat sordn hasznalhatoak.

File Edit Cursor Sample Script Window Help

1401: 5.9% CPU: 0.4% 58

L2 =e e o> << Glucose 90 (]| [End]>> | Newochemisty| Taste | Intagastiic| Note| Zero| Option AddCh | DelCh|  u
== o SpikeMontorforDatal [0 [B] % |

g LI A e R e e
SN [T Ap—

-90 1999
| H H

D | o TextMack

2
L O L R T Y TR R U T 1||nﬂn1|\|llk|~ N AT

SORTER
volt

ERUEL \IHIHH
# block Glucose 90nA
Intragastric

UNIT
wolt

Gl | Ex = s | i

10. d@bra — A kisérlet soran a script altal generdlt elrendezés.

A bal oldali oszlopban a vizsgalatokhoz tartoz6 informaciok szerepelnek (fentrdl
lefelé):
— Analysis: a legutobbi vagy kivalasztott beavatkozds elemzése, mely
tartalmazza az adott beavatkozas tipusat, a haszndlt anyag nevét &s
koncentraciojat, a beavatkozas hosszat, valamint csatornanként a valtozas

mértékét szazalékban.
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— Result: egy adott anyaghoz tartoz6 0sszes eddigi beavatkozas eredményének
kijelzése = mennyiségenként/koncentracionként,  melynek  segitségével
eldonthetd, hogy sziikséges-e ismételni egy beavatkozast. Minden egyes
csatorna valtozasat egyetlen karakterrel kodolja, a sorrendjiik megegyezik az
Analysis ablakban kijelzett sorrenddel. £30%-on beliili valtozast ,,0”-val jelez,
emelkedés esetén 30 %-onként szammal jelzi (pl. 30-60% - ,,1”; 60-90% —>
27 stb.), csokkenés esetében betlikkel (pl. -30 - -60% > ,,a”; -60 - -90% >
,b”; stb.). A nem értékelhet6 a valtozast ,,?”’-lel jelzi.

— Note: Az 0Osszes eddigi beavatkozas listaja. Ha beavatkozas tipust
valtoztatunk, azt cimként jelzi, ez alatt felsorolva lathatéak az anyagok a
hasznalt mennyiséggel/koncentracioval. A beirt megjegyzéseket ,,#”-tel jelzi.

A koOzépsd ablakban lathatoak a rogzitett csatorndk, mig a jobb oldali Spike

Monitor (programba beépitett funkcid) mutatja csatornanként az aktudlisan rogzitett

akcios potencialokat (WaveMark-0Kk).

[End] = INeurDchemistr}l Taste Intragastricll Maote| Zemo| Option| Optimize| AddCh| DelCh| Gt

11. dabra — A script inditasakor elérheté vezérlogombok. A zold szinnel jelolt gombok
mindig lathatoak, a piros blokkban elhelyezkedok az adott bevatkozdstol fiiggden valtoznak.

A Toolbar-on megjelené gombok segitségével lehet beallitani és vezérelni a teljes
vizsgalatot. A gombok egy része mindig lathatd, mig masok az adott beavatkozastol
fliggéen valtoznak (11. dbra). A script inditasakor az alabbi gombok érhetéek el:

- : vezérlogombok el6z6 beadasok megtekintéséhez, csak akkor

érhetd el, amikor épp nem torténik beavatkozas:

o | << [Start] vagyl << Glucose 30 | ugras az el6z6 beadashoz, vagy

az elejére, kiirja, hogy mi volt a beadott anyag ¢és milyen

koncentracioban,;

i ‘ [MSG 60mM] ‘: az aktualisan megtekintett beaddsnal hasznalt anyag

neve ¢és koncentracidja;

o ‘[NaCI 0.1M] >> ‘ vagy‘ [End] >> ‘: ugras a kovetkezé beadashoz,

vagy a végére, kiirja, hogy mi volt a beadott anyag és milyen

koncentracioban;
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‘ Neurochemistry ‘: intracerebralisan bejuttatott neurokémiai oldatok

beadasanak vezérlése;

Taste | intraoralis stimulaciora hasznalt oldatok beadasanak vezérlése;

— |Intragastric | intragasztrikus stimulaciora hasznalt oldatok beadasanak

vezérlése;

: megjegyzeEs irasa egy adott idOpillanathoz a TextMark csatornara;

[Zero|: a legutobbi beadéstol mért idé lenullazsa;

- : beallitasok panel (alabb részletezve);
: a kijelzett csatornak megjelenitésének optimalizalasa

(vertikalisan a maximum kitéréshez igazitja a kitérést csatornanként);

lAddCh ‘ / | DelCh ‘: WaveMark-okat tartalmazé csatorna hozzaadasa vagy

elrejtése a képernydn (minden kiszlirt idegsejt kiilon csatornara kertil);

: kilépés a script-bdl.

Chooze a Button and after the Setting press Cancel/0F]

Stop zample | | Load preferences | Sawve preferences |
Channels | M eurochemistmy | Intragastric | GEeneral |
Cancel | | ] |

12. @bra — Bedllitasok kivdlasztdisanak panelje.

Miel6tt a kisérletet megkezdenénk, sziikséges beéllitani az elvezetés koriilményeit

( gomb a Toolbar-on), melyek egy részét a vizsgalat alatt is modosithatjuk (12.

abra):

‘ Stop sample ‘: adatgytijtés leallitasa, a vizsgalat legvégén alkalmazzuk;

Save file |: miutan leallitottuk az adatgytijtést, elmenthetjiik a f4jlt;

- ‘Load preferences ‘ / ‘ Save preferences |: a beallitasokat vizsgalonként

elmenthetjiik ¢és betdlthetjiik, hogy ne kelljen minden egyes paramétert

atallitani, amikor masik agyteriiletet vagy mas anyagokat vizsgalunk;

— : csatornak megjelenitéseinek beéllitasai (alabb részletezve);
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— ‘Neurochemistry ‘: neurokémiai ingerlés soran beadott anyagok beallitasai

(alabb részletezve);

— | Intragastric |: intragasztrikus stimulacio beallitasai (alabb részletezve);

— : altalanos beallitasok (alabb részletezve).

Waveform channels
[w Show UMIT channel [1]

[v Show Modulel channel [3]
[v Show Module2 channel [4]
[v Show Module3 channel [5]

Wavemark channels
[v Show SORTER channel [2]

Level channels

[v Show Meurochemisty channels [ml-m3)
[w Auto showhide channels [ml-m3]

[w Show [nfugion channel [3]
[w Auto zhovehide channel [3)

[ Show TB channel [3]

Teutmark chanmnel

[w Show Texthdark channel [30]

Channel Draw Mode |State j

[w Allow Taste Button Remate Cantral

Cancel | ak. |

13. dbra — Csatorndk megjelenitési bedllitisanak panelje.

A csatornak megjelenitései opcional (| Option ‘ > ‘ Channels l) lehet6ség van be-

¢s kikapcsolni a csatornak megjelenitéseit (13. dbra):
— Waveform channels: a bejovd analdg csatornak (az elvezetett agyi jelek és a
mikroiontoforetikus késziilék moduljainak visszajelzései) be- €s kikacsolasa;
— Wavemark channels: az analog jelbdl kisziirt akcids potencialokat tartalmazo
csatornak be- és kikapcsolasa,
— Level channels: TTL-szinteket jelz6 csatornak be- és kikacsolasa:
o Neurochemistry channels: neurokémiai ingerlés soran a modulok
hasznalatét jelzd csatornak be- és kikapcsolasa; beallithato, hogy csak

akkor mutassa azokat, amikor neurokémiai ingerlést folytatunk;
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o Infusion channel: intragasztrikus beadas soran az infuzidés pumpa
hasznalatat jelz6 csatorna be- és kikapcsolasa; beallithatd, hogy csak
akkor mutassa, amikor intragasztrikus ingerlést folytatunk;

o TB channel: intraoralis ingerlés soran hasznalt nyomogomb
lenyomasat jelzd csatorna be- és kikapcsolasa;

— Textmark channel: a Textmark csatorna be- és kikapcsolasa, valamint a
megjelenités tipusanak (Channel Draw Mode) beéllitasa;
— Taste Button Remote Control: az iz-adds soran hasznalt gombok kiils

iranyitasanak engedélyezése vagy tiltasa.

Module 1

Channel 1 | Glutamate j
Charnel 2 | GABA j
Charnel 3 | j
Channel 4 |.-'1‘-.|:h j
Maodule 2

Charinel & | j
Channel & m 1
Channel 7 D, 1
Channel 8 | Glucoze j
Maodule 3

Charinel 9 | |
Charinel 10 | |
Channel 11 |5CH B
Channel 12 |5 ulpird B
v Allow lontophaoresis Pump Bemaote Control

Cancel | ok |

14. dabra — Neurokémiai ingerlés bedllitisanak panelje.

A neurokémiai ingerlés sordn hasznalt oldatok bedllitasai esetében ( >

| Neurochemistry ) modulonként be lehet allitani, hogy melyik csatornan melyik oldat

talalhato (14. dbra). Minden modul esetében maximum 3 oldat beallitdsara van
lehetéség, mivel az ingerlés idején kiviil a script automatikusan az iires csatornakra
allitja be a modulokat. Ha ugyanazt az anyagot tobb csatorndra is beallitjuk, arrol

figyelmeztetést is kiild a rendszer, hogy ezzel elkeriiljiik a véletlen rossz beallitast. A
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csatornak beallitasaért felelds eszkozok iranyitdsat is ezen a bedllitasi panelen beliil

tudjuk be- és kikapcsolni.

Filling Up
[w Allaw Filling Up Remate Cantral

“Walume [mi] IIZIEEia
FlowRate mish]  [18 =

Time duration: 130 z

Adrinistration

[w  Allow Administration Bemaote Control

Waolume [mi] 3 EI
FlowRate (i) 18 =

Time duration: 600 =

Daf
[w  Allow D% Bemaote Control

Walume [ml] IEI?EiEI
FlowRate (mi/h] ~ [18 =]

Time durahion: 150 =
Air
[w Al Air Bemate Contral

Walume [mi] Ilﬂig
Flow Rate (mi/h)  [18° =

Time duration: B0 =

Cancel | ]9 |

15. dbra — Intragasztrikus infiizio bedllitisainak panelje.

Az intragasztrikus infuzid soran (‘ Option ‘ -> ‘ Intragastric ’) beallithatd a

beavatkozas kiilonboz6 1épéseiben hasznalt oldatok térfogata és a beadasokhoz hasznalt
sebességiik, amib6l rogton ki is szamolja a script a sziikséges idGtartamokat
masodpercben (15. dbra):
— Filling up: a gyomorba helyezett csé feltoltéséhez sziikséges volumen és a
feltoltés sebessége;
— Administration: a gyomorba helyezett csd feltoltése utan torténd tényleges
intragasztrikus infzio6 térfogata és sebessége;
— DW: az intragasztrikus inf0zid utani desztilldlt vizzel torténd &atmosas

térfogata ¢és infuzidjanak sebessége;
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— Air: a desztillalt vizes atmosas utan hasznalt levegé térfogata és beadasanak

sebessége, amivel elkeriiljiik a viz és a kovetkezo oldat keveredését.

Brain area & rat

Brain area |n::n::t:-: j
R at |Wistar j
Bin zize

Bin zize [z] 05 3
Optimize

[v Duplicate SORTER Channels [Za...22]

[ UNIT 1] [~ SORTER [2)

Analyziz

[v Show Analyziz
Width of Analysis Windaws (%) [15 =]
Height of Analpsis wWindows (%] B0 EI

v Auto Analysis Window size
I =]

[v Show Cursors

Motes
[w Show MNotes

Width of Motes Windaw (%] 15 -]

[ Delete Motes

Spike Monitar
[v Show Spike Moritor

Width of Spike Maonitar Window (%] |25 3

Time Infarmation
Current time: 443 sec

Time left: 14584 zec

Cancel | (] |

16. dbra — Altaldnos bedllitisok panelje.

Az altalanos beallitasok panelen (’ Option ‘ > | General ‘) a kisérlet altalanos

informacioi és a megjelenitett elrendezéssel kapcsolatos beéllitasok érhetdek el (16.
abra):
— Brain area & rat: mely agyteriiletet vizsgaljuk és milyen fajtaju patkanyt

hasznalunk;
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Bin size: beallithat6 a frekvencia hisztogramok szélessége masodpercben;

Optimise: beallithatd, hogy mely csatornakat optimalizalja, amikor a Toolbar-

on az gombra Kattintunk (Duplicate Sorter: az egyes idegsejtek

csatorndi; Unit: a bejovo analdg jel csatornaja; Sorter: az dsszes WaveMark-ot
tartalmazo csatorna);

Analysis: a bal oldali informacioablakok koziil az Analysis és Result ablakok
beallitasai:

o Show Analysis: mutassa-e az Analysis ablakot, beallithatd a
magassaga €s a szélessége a képernyd szazalékaban;

0 Auto Analysis Window size: bekapcsolasa esetén a vizsgalt csatornak
szdmanak megfelelden allitja be az Analysis ablak magassagat, ez
esetben a Result ablak mérete automatikusan igazodik hozza;

0 Result Window: beallithaté a magassaga a képerny6 szazalékaban, ha
az Auto Analysis Window size nincs bekapcsolva;

o Show Cursors: bekapcsoldsa esetén fiiggdleges kurzorokkal jeldli a
vizsgalat elemzése soran dsszehasonlitott szakaszokat;

Notes: a bal oldali Notes ablak bedllitasai:

o Show Notes: mutassa-e a Notes ablakot. Csak a szélessége allithato be,
valtoztatas esetén az Analysis ablak szélessége is ugyanugy valtozik,
mert az oszlop szélessége allandd; magassdga nem Aallithato,
automatikusan kitolti fliggélegesen a fennmarad6 helyet;

o Delete Notes: tordlhetjiik a Notes ablak tartalmat;

Spike Monitor: be- és kikapcsolhatjuk a Spike Monitort, valamint bekapcsolas
esetén beallithatjuk a szélességét;

Time Information: a vizsgalatbol eddig eltelt id6t és a még hatralévd idot
mutatja (a bejovd analdég csatorndk mintavételezésétdl fligg a vizsgalat

maximalis idOtartama).

A csatornakat jelz6 kozépso ablak mérete nem valtoztathato, automatikusan kitdlti

a fennmarado helyet. Amennyiben kikapcsoljuk a Spike Monitort, az Analyis és a Notes

ablakokat, a teljes képernydn az elvezetés csatornai lathatoak.
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Maote |

Time [z] 951.773328
SetTime| Cancel | ak. |

17. dbra — Megjegyzés hozzdaddsa panel.

A Toolbar-on a gombot kivalasztva tetszéleges megjegyzést szurhatunk
be (17. dbra), ami a TextMark csatornara Keriil, valamint ,,#” kezdéssel megjelenik a
bal oldali Notes ablakban is. A felugré ablakban azonnal szerepel az aktualis id6, a
Notes sorba irhatjuk be a megjegyzést. A Time ablak manualisan mddosithatd, de csak a
legutobbi TextMark bejegyzés utani idOpont lehet (a Spike2 program nem engedélyez
korabbi beillesztést), ellenkezd esetben kozvetleniil a legutobbi TextMark bejegyzés

utan kertil be. A gombra kattintva frissiti az id6t az éppen aktualis idépontra.

E speriment

Erain area m
Side |Left |
File comments

AP (mm) o
ML [rrre] lniﬂ
W fuum) =

[ Meurochemistiy [ Taste

I Intragastnc

Rat 'wistar |
Other 1 |

Other 2 |

File
File name: Macc-20180318--1.smr
Fath: O /E lectrophyziology/MAcc/ 2018/

Cancel | Save file |

18. dbra — Fdjl mentése panel.

A teljes vizsgalat végeztével az ‘ Option ‘ > | Stop sample ‘ gombjaval leallitjuk

az adatgyijtést, majd az ‘ Option ‘ > ‘ Save file ‘ gombbal elmentjiik a teljes fajlt. A
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mentés eldtt a beallitds panelen lehetdség van modositani néhany beallitast, valamint
megjegyzést irni a vizsgalathoz (18. dbra):
— Experiment: beéllithat6, hogy melyik agyteriiletrél és melyik oldalrol tortént
az elvezetés;
— File comments: a fajlba menthetd megjegyzések:
O az elvezetés koordinatai: AP, ML, V;
O a megtortént beavatkozasok tipusai, amit automatikusan bejelol a
script, de manuélisan is modosithato;
O avizsgalatban hasznalt patkany fajtaja;
o 2 db egyéb megjegyzés;
— File: a f4j] mentési Gtvonalat és a fijlnevet automatikusan hozza létre a script:
o File name: tartalmazza a vizsgalt agyi régi6 nevét, a vizsgalat datumat,
a vizsgalt oldalt és a fajl sorszamat;
o Path: egy elére megadott konyvtarba menti a f4jlt, azon beliil a vizsgalt

agyteriilet és a vizsgalat évének alkdnyvtaraba.
A gombra kattintva elmenti a fajlt, a hattérben ilyenkor alakitja at a

script a virtualis modul visszajelz6 csatornakat valodi csatornakka. A mentés
eredményét a script jelzi, sikeres mentés esetén kiirja a mentett f4j1 elérési utvonalat (pl.

D:/Electrophysiology/NAcc/2018/NAcc-20180318-1-1.smr)
4.1.2.4. Mikroiontoforézis

Az elektroda kornyéki csoveibe toltott oldatok idegsejtek kornyezetébe valod
juttatasara mikroiontoforézis késziiléket (NeuroPhore BH-2, Medical Systems, Great
Neck, New York, USA) hasznaltunk (6. dbra alsé része és 20. dbra). Ezen késziilék
segitségével a kornyéki csovek és az adott agyteriilet extracellularis tere kozott
elektromos potencidl gradienst hozunk létre, ezaltal a toltéssel rendelkezd részecskék az
idegsejtek kozvetlen kornyezetébe juttathatok. Az anyagkiaramlast meghatarozo
legfontosabb tényezok az ejekcids aram nagysaga, az anyagra jellemzd diffuzios

allando, a hidrosztatikus nyomasgradiens és az elektroozmozis [13, 54, 103].
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19. dbra — A mikroiontoforetikus pumpa irdnyitasara haszndlt késziilékek:
Multibarrel Ionto Switcher 3x4 és Multibarrel Ionto Controller 3+1

A vizsgélat soran hasznalt mikroiontoforetikus pumpa egy analdg késziilék, igy
szamitogéprol kozvetleniill nem iranyithatd. Ahhoz, hogy a késziilék a Spike2
programbdl iranyithaté legyen, sziikség volt két késziilék kifejlesztésére (19. dbra),
amely beallitja modulonként a beadé dram erdsségét (Multibarrel Tonto Controller 3+1)
valamint a 3 modult szétosztja 12 csatorndra és bedllitja a beadd csatornat (Multibarrel
lonto Switcher 3x4) (20. dbra). Mindkét késziilék teljes tervezését, nyomtatott
aramkorének elkészitését, és azok megépitését magam hajtottam végre. A vezérld
mikrokontroller (ATmega32) felprogramozasat az Arduino programnyelv segitségével

végeztem.

CED Micro 1401 mk Il Szamitégép Multibarrel lonto
Controller 3+1

usB RS-232 [t : eo e e
= 18 80

Modul 1-3

Balance Modul

RS-232

é—
«
Ch14

Modull

,. ,ﬁ

%1, ;,V ModuIS
e —

Ch9-12

. g€
Ch 5-8
NQQA LQ/;’ o >

Balance Modul

Balance €
Multibarrel Multibarrel lonto Mikrointoforetikus
mikroelektroda Switcher 3x4 pumpa

20. abra — A mikroiontoforetikus ingerlés és elvezetés vazlatos elrendezése.
A nyilak jelentése: kék: szamitogépes kommunikdcié (USB és RS-232);
z6ld: a mikroiontoforetikus pumpa bedllitasahoz sziikséges aram (I n4A = 5 mV);
piros: a mikroiontoforetikus pumpa dltal létrehozott nA-es dramerdsségek (£250 nA-ig);
lila: az adatgyiijto késziilek altal feldolgozott analog jelek a multibarrel
mikroelektrédabol és a mikroiontoforetikus pumpa moduljaibol.
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A Multibarrel Ionto Switcher 3x4 késziilék harom {6 egységbdl all (21. dbra):

— a transzformator, ami a bejové 220V-os valtdéaramot alakitja at 5V-0S
egyenaramma;

— a kommunikacios egység, mely a bejové és kimendé RS-232 (soros port)
adatokat alakitja at TTL jelekké, amiket a mikrokontroller értelmezni tud;

— a f6 egység, mely a mikronkontrolleren kiviil tartalmaz 12 relét 3 csoportban,
melyek segitségével a mikroinfiizidés pumpa bejévé 3 moduljanak jelét osztja
le tizenkét csatornara: Modul 1 - 1-4 csatorna; Modul 2 - 5-8 csatorna;
Modul 3 = 9-12 csatorna (20. dbra). Ezen kiviil ez az egység vezérli az LCD-
kijelz6t és dolgozza fel a gombok megnyomdsabdl szarmazo jeleket is.

A késziiléket a szamitogéprol soros porton keresztiil (vagy USB-RS-232 4talakitod
kabel segitségével), vagy a késziilék elején talalhatdo gombok segitségével allithatjuk be.
Amikor valamelyik modulon csatornavaltds torténik, azt a kijelz6 alatt egy
fénykibocsaté divda (LED) felvillanasa jelzi. Az ,,S” gombot (Select) megnyomva 1-2-
3-szor kivalasztjuk az 1-2-3. modult, majd a le/fel nyilakkal tudjuk modulonként
bedllitani a kivalasztott csatornat, majd az ,,S” gomb 4. megnyomadsara a beallitasokat

véglegesiti és beallitja a modulokat a kivalasztott csatornakra (19. dbra).

- f\ i
SR 11111\

(UHB 8

21, abra — Multibarrel Ionto Switcher 3x4 nyomtatott dramkori lemeze és a késziilék belsd
elrendezése, eliilsG és hatsé panelje.
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A Multibarrel Ionto Controller 3+1 késziilék harom {6 egységbdl all (22. dbra):

— a transzformator, ami a bejové 220V-os valtdéaramot alakitja at 5V-0S
egyenaramma;

— a kommunikacios egység, mely a bejové és kimend RS-232 (soros port)
adatokat alakitja at TTL jelekké, amiket a mikrokontroller értelmezni tud;

— a fo egység, mely a mikronkontrolleren kiviil tartalmaz 4 digitalis/analog
konvertert, valamint egy 4-csatornas invertert. A mikroiontoforetikus pumpa
beallithato kiilsé forrasbol vezérelve, ahol a beallitott 1 nA 5 mV-os bejovo
fesziiltségnek felel meg, tehat 30 nA-t 150 mV-tal lehet beallitani (20. dbra).
A digitalis/analog konverter létrehozza a megfeleld fesziiltséget, mig az
inverter sziikség esetén negativva alakitja azt at. Ez az egység vezérli az eliilsé
panelen talalhaté LCD-kijelz6t és fénykibocsato diodakat is.

A késziilék csak szamitdgéprél soros porton keresztiil (vagy USB-RS-232

atalakito kabel segitségével) iranyithatd. El6szor beallitja az adott modulon hasznalandé
aramerdsséget, majd a beadas kdzben az eldlapon egy LED fényforras jelzi a beadast,

végiil leallitaskor torli a beallitast is (19. abra).

22. dbra — Multibarrel lonto Controller 3+1 késziilék belsd elrendezése, eliilsé és hatso panelje.
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A késziilékek nem csak a Spike2 programhoz irt script-tel iranyithatéak, hanem
sajat vezérléprogramot is készitettem hozza Visual Basic 6 programnyelven (23. dbra).
Ennek segitségével — soros kommunikacido révén — kivalaszthato6 modulonként a
hasznalni kivant csatorna, beallithatdé az aramerdsség, elindithato, leéllithaté és
torolhetd a beadas. A beallitdo fesziiltség nem mindig pontosan jelenik meg a
modulokon, kismértékii eltérés lehetséges. Ennek a programnak a segitségével lehet
kalibralni az iranyitd aram fesziiltségét modulonként, kiilon a pozitiv és kiilon a negativ

aramerdsségeket (23. dbra, B).

Multibarrel lonto Controller 3+ 1 & Switcher 3xd 1.0 X
Moduio1 Module 2
Channel 1 Charnel 5 CaRbiation x
Module 1 Module 2 Module 3 Balance:
Channel 2 Channel 6 Fostive Posiive Postive Postive
w [ w [ A =] w [ o=
Chanel 3 Chernel 7 * w5 * w5 T~ T
Channel 4 Channel 8 JRi| 2 JRi| L LTu] L LTu] L
— [ — [ — [ — [
e 0 e 0 5 [ | | | |
Moduie 3 Balance Negat Hegali Hegali Negat
Channel 3 — m v e Set ||| | v Tzad st ||| | A set (||| | o _set |
% [Ta] L T | % [ % [0
Charnel 10 — o - o - o - C -
Devices are ready to use. — i — — — —m — —m
Chanrel 11 J | J | J ‘ J ‘
Charnel 12
Auto Manual Close
o
Calibration Info | [Ew]

23. abra — Multibarrel lonto Controller 3+1 & Switcher 3x4 v1.0 program (A) és kalibracios panelje (B).

A Spike2 programban, miutan a vezérldgombok koziil kivalasztottuk a

neurokémiai ingerlést (‘ Neurochemistry ‘), megjelennek a beallitasokban megadott, az

iontoforetikus beadashoz hasznalt anyagok modulonként blokkokba rendezve (24. dbra,
felsd sor). Az els6 blokk segitségével ellendrizhetjiik a balance modult, amikor pozitiv

és negativ aram segitségével tesztelhetjiik a Na® és a CI ionok hatdsat a vizsgalt
idegsejtek miikodésére (| NaCl ). A kovetkezd blokkokban allithatjuk be a 3 modulon

hasznalt oldatokat. Egy modulon csak egy adott anyag valaszthatdo ki, viszont
parhuzamosan akar mindharom blokkot is hasznalhatjuk kiilonbozd agonistak és
antagonistak hatdsainak vizsgéalatahoz. Az adott anyag kivalasztasakor egy felugro
ablakban meg kell adni a bead6 aram erdsségét (a pozitiv vagy negativ eldjel elére
deklaralva van minden oldat esetében, 25. abra), ami meg is jelenik a beallitd6 gombon
(24. abra, also sor), valamint a TextMark csatornan elmenti a beadando anyag nevét €s
aramerdsségét. Ugyanekkor a Multibarrel lonto Controller 3+1 késziilék kijelzdjén is

megjelenik a beéllitott érték.
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| NaCl[ ] Glutamate| GaBaA | Ach|C| Na|DA]Glucose|c| soH] Supind| ] |

| Glutamate | GABA[ ach| C] 14| A 300 (] c| [sCH 45na -] c]|

24, abra — A neurokémiai ingerlés vezérlésének gombjai kivalasztas elétt (felsd) és utan (also).

Blokkonként balrél-jobbra: balance modul, 1. modul, 2. modul, 3. modul.

Type the current of Glutamate [na] -] |30

.....

25. dbra — A neurokémiai ingerlés erosségenek beallitdsa.

Ilyenkor az adott modulon masik anyag nem allithato be, azok a gombok

inaktivva valnak. Sziikség esetén torolhetd a beallitas a gomb (Cancel) segitségével.

Ilyenkor minden gomb tjra aktivva valik az adott modulon, és a késziiléken is torlédik a

beallitott érték. A gombra kattintva lehet elinditani a beadast, amikor is a kovetkezd

események jatszodnak le:

a TextMark csatornan jelzi a beadas elinditasat;
a modulhoz tartozo virtualis csatornan (m1-3) TTL-jelként menti a beadas
elinditasat;

a Multibarrel Ionto Switcher 3x4 4tvaltja a hasznalt modult a megfeleld
csatornara, mivel a beadasi sziinetekben egy iires csatornan all a késziilék,
elkeriilvén az esetleges véletlen beadéasokat;

a Multibarrel Ionto Controller 3+1 késziilék elinditja a beadast a megadott
aramerdsséggel, amit egy fénykibocsato dioda jelez is a késziiléken,

a gombon zardjelben mutatja, hdny masodperce indult el a beadas, minden
);

a script elkezdi elemezni az iontoforetikus késziilék visszajelzését a beadasrol.

egyes modul esetében kiilon-kiilon (pl. ‘ DA 30 nA (125s)

A kimeneten 1 nA 5 mV fesziiltségnek felel meg, igy monitorozhat6 a valos
beadds. Amennyiben a csatorna valami oknal fogva blokkolodik (pl.
eltomddik a mikrokapilléris), a bead6é dram erdssége lecsokken. Amennyiben
a program azt érzékeli, hogy a beadd é&ram legalabb 30%-ot csokken,
automatikusan leallitja a beadast, és megjegyzésként rogziti a blokkolddas

tényét a TextMark csatornan.
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A beadas ledllitisa a gombra vald ismételt kattintdssal érhetd el, ekkor a

kovetkezo események zajlanak le:

— a TextMark csatornan jelzi a beadas leallitasat;

— a modulhoz tartozo virtualis csatornan (m1-3) TTL-jelként menti a beadas
leallitasat;

— a Multibarrel Ionto Controller 3+1 késziilék leallitja a beadast;

— amodul gombjai visszaallnak alapallapotba (24. dbra, felsd sor);

— ascript ledllitja az iontoforetikus késziilékbdl érkezo jelek elemzését;

— elemazi a script a beadds hatasat. A program a beadés idGtartama alatt rogzitett
idegi jeleket hasonlitja ssze a beadas el6tti, azonos iddtartam alatt gytjtott
akcids potencidlokkal. Az elemzett idétartamokat kurzorokkal (fiiggdleges
vonalak a regisztratumon) jelzi, majd a bal oldalon taldlhatdé Analysis
ablakban kiirja a beadas iddtartamat valamint neurononként a valtozasokat

szazalékban (10. abra).

4.1.2.5. Neurokémiai vizsgdalatok

Neurokémiai ingerlés soran az elektroda kornyéki csoveibe kiilonbozo
neurotranszmittereket és neuromodulatorokat toltottiink. Tobbek kozott a kdvetkezod
anyagok neuronokra gyakorolt hatasat vizsgaltuk: D-gluk6z, noradrenalin (NA),
dopamin (DA), acetilkolin (Ach), GABA, valamint D:-receptor antagonista SCH 23390
¢és Do-receptor antagonista szulpirid.

> === ==ss s==s
E— T Ach 30 Ach 60 Ach 90

26. dabra — Neurokémiai ingerlés acetilkolin neurotranszmitterrel.
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Minden neurokémiai anyag hatasat harom kiilonb6z6 dramerdsséggel (+15-90 nA,
alacsony-kozepes-magas) teszteltiik. A beadas 10-15 masodpercig tortént, majd a hatas
lecsengése utan legalabb egy perc sziinetet tartottunk a kovetkezd mikroelektroforetikus

anyagbeadas el6tt (26. dbra).
4.1.2.6. Intraordlis iz-ingerlés

Egysejttevékenység elvezetése kozben megvizsgaltuk az idegsejtek iz-
valaszkészségét is. Ehhez a patkanyok szajiiregébe polietilén csovet helyeztiink,
amelyen keresztiill az 0Ot alapiznek megfeleld oldatokat adtuk két kiilonb6zo

koncentracioban. Komplex izként megvizsgaltuk a narancslé hatasat is (2. tdbldzat).

2. tablazat — Az intraoralis ingerléshez hasznalt oldatok.

iz-oldat Alacsony Magas
koncentracio koncentracio

Szukroz — édes 0,1M 0,3M
NaCl — sos 0,1M 0,3M
HCI - savanyu 0,01 M 0,03 M
QHCI — keserii 0,001 M 0,003 M
MSG — umami 0,1M 0,3M
Narancslé 10% 25%

*:’ Levegd ]

Q\
S Wf
/

Viz

21. abra — Az intraordlis iz-ingerlés beaddsa.
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Az iz-oldatok mennyisége 1-1,5 ml volt, amit 3-5 masodperc alatt fecskendeztiink
az allat szajiiregébe (27. abra). A cs6 végét ugy alakitottuk ki, hogy az iz-oldat a
szajiireg 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 (28. dbra). A
befogo késziiléket olyan helyzetben rogzitettiik, hogy a kisérleti allat feje alacsonyabban
legyen, mint a teste, igy a befecskendezett iz-oldat spontan kicsopogott a szajiiregbol,

ezaltal elkertltiik, hogy az éllat az oldatot lenyelje vagy aspiralja.

l l l /L | .
I | | 7/ |
Iz-oldat 1 Oblités Levegd Iz-oldat 2

28. dbra — Az intraordlis iz-ingerlési eljaras semds rajza.

A Spike2 programban, miutan a vezérldgombok koziil kivalasztottuk az intraoralis
ingerlést (), megjelennek a beadashoz hasznalt oldatok nevei, valamint az

atoblitéshez hasznalt desztillalt viz és a levegd gombjai (29. dbra, felsé sor). Az adott
iz-oldat kivalasztdsa utan megjelennek az oldatok elére definialt koncentracioi, melyek
koziil az egyiket kivalasztva elkezdhetjiik a beadast (29. dbra, alsé sor bal oldali abra).

A gombokra kattintva a program a TextMark csatornara menti a beadashoz hasznalt

crer

| Ciic acid | HCI| MSG | NaCl| Orange juice | GHCI | Sucrose | Dw | it ||

EEEI IR B E

29. dbra — Az intraordalis iz-ingerlés vezérlésének gombjai.
Felsé sorban a kivdlaszthato oldatok (valamint desztillalt viz és levegd az 6blitéshez),
az also sorban bal oldalon a kivalaszhato koncentraciok, jobb oldalon a beadds gombjai.

Az ingerlés soran korabban két személy volt sziikséges a kivitelezéshez, az egyik
személy juttatta be az oldatokat az allat szajiiregébe a fecskenddk segitségével a
Faraday-kalitkaban (27. dbra), mig a masik személy a szamitogépen a gombok

segitségével rogzitette a beadas inditasat, az oldat szajiiregbe valo beérkezését, valamint

a beadas végét (On |, [X], | Off)) (29. dbra, also sor jobb oldali dbra). Azon ok miatt,

hogy ne legyen sziikség kiilon személyre a beadds eseményeinek rogzitéséhez,
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elkészitettem egy iranyitd ¢és visszajelzd rendszert a kisérlethez. Ez all egy
pergésmentesitett nyomogombbol, ami TTL-jelekkel jelzi a programnak az
eseményeket, valamint egy visszajelz0 rendszerbdl, ami fénykibocsaté diddak
segitségével jelzi a kutatonak a Faraday-kalitkdban, hogy ténylegesen mi torténik.
Amennyiben bekapcsoljuk a kiilsé iranyitas lehetdségét (13. dbra, Taste Button
Remote Control), elég csak kivalasztani a hasznalt oldatot és beallitani a koncentraciot,
a beadas eseményeit mar TTL-jelekkel iranyithatjuk. Ehhez egy 5V-0s TTL-jelet
generaldo gombra volt sziikség, ugyanis egy atlagos nyomogomb kontaktusainak zarasa-
nyitdsa kozben az ugynevezett pergés, prellezés jon létre, amit az érintkezok és a
mechanika tokéletlenségei okoznak. Igy a képzddott jelet a program nem egy, hanem

tobb kiilon jelnek érzékelné (30. dbra).

5V

oV

5V

oV

30. dbra — Nyomogomb lenyomasakor létrejovo jelek hagyomdanyos nyomogomb (4)
és pergesmentesitett nyomogomb esetén (B)

Egy hagyomanyos nyomogomb pergésmentesitése megoldhato volt egy CD4093
tipusi NAND Schmitt Trigger segitségével, egy egyszerli aramkor megépitésével (31.
dbra), mellyel mar tokéletes TTL-jeleket kiildhetiink a szoftver felé.
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31. abra — Nyomogomb pergésmentesito aramkore.
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A visszajelzd késziilék egyik feladata, hogy fénykibocsatdo diddak segitségével
nyomon kdvethessiik a script altal mentett eseményeket, valamint a Faraday-kalitkaban
talalhatdo 12V-os egyenarambdl a nyomédgomb szamara 5V-os fesziiltséget (TTL-jel)
allitson el6 egy 7805 tipusu fesziiltségszabalyozo segitségével (32. dbra). A késziilék
aljdhoz csatlakozik a nyomogomb (5V és foldelés a pergésmentesitéshez, valamint a
nyomo6gomb bemenete), bal oldalon csatlakoztatjuk az eszkozt a 12V-os fesziiltséghez,
a jobb oldali csatlakozon keresztiil jut el a jel az adatgy(ijté késziilékbe. A bal als6 zold
LED jelzi, hogy a késziilék aram alatt van, a jobb alsé narancssarga LED pedig a
nyomoégomb lenyomasat mutatja. A felsé sor csatlakozoi a CED Micro 1401 mk 1l
késziilék altal generalt TTL-jelek fogadasara szolgal, az alattuk talalhato LED-ek jelzik

a bejovo jeleket.

On X DW Air

Gomb
= kimenet

Gomb
GND 5V bemenet

32. dabra — Az intraordlis iz-ingerlés visSzajelzéséhez hasznalt késziilék.

Miutan kivalasztottuk a megfeleld oldatot és koncentraciét, minden egyes
esemény kezdetekor meg kell nyomni a gombot, majd a script a folyamat soron
kovetkez6 1épését hajtja végre. Ezen 1épések a kovetkezOk (a sorszam a gombnyomas

sorszamat jelzi, a script minden egyes eseményt rogzit a TextMark csatornara):

elinditja a beadast (On ), felkapcsol a bal felsd piros LED;

=

2. elérte az oldat a szajiireget (, a piros LED elalszik ¢s felkapcsol a sarga
LED;

leallitja a beadast (), elalszik a sarga LED;

kivélasztja a desztillalt vizes atmosést ), felkapcsol a kék LED;

elinditja a desztillalt vizes &tmosast (), felkapcsol a piros LED is;

o g &> w

leéllitja a desztillalt vizes atmosast ), lekapcsol a piros és a kék LED is;
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7. kivélasztja a levegds Oblitést ), felkapcsol a jobb felsé fehér LED;
8. elinditja a levegds dblitést (On ), felkapcsol a piros LED is;
9. ledllitja a leveg0s oblitést ), lekapcsol a piros és a fehér LED is.

Ezutan a program nem reagal tobb gombnyomadsra, csak a kovetkezd oldat
kivalasztasa utan. Az oldat beadasanak végeztével a script elemzi az ingerlés hatasara
l1étrejott valtozast: a beadas idotartama (X és Off kozott) alatt rogzitett idegi jeleket
hasonlitja Gssze a beadas kezdete (On) el6tti 30 masodperc alatt gyijtott akciods
potencidlokkal. Az elemzett iddtartamokat kurzorokkal (fiiggéleges vonalak a
regisztratumon) jelzi, majd a baloldalon talalhatd6 Analysis ablakban kiirja a beadas

id6tartamat valamint neurononként a valtozasokat szazalékban (10. dbra).
4.1.2.7. Intragasztrikus infuzio

Az intragasztrikus (IG) infazidhoz vékony polietilén csovet (Hibiki 3, Japan)
hasznaltunk, melyet az anesztézidt kovetden vezettiink le egy gyomorszonda
segitségével a kisérleti allat gyomraba (33. dbra). Az egysejttevékenység elvezetése
kozben a kovetkezd oldatok hatasat vizsgaltuk: NaCl (60 mM és 150 mM), D-glukoz
(60 mM) és MSG (60 mM). Az oldatokat infizios pumpa segitségével (Cole-Parmer
EW-74900 Multichannel Syringe Pumps, Cole-Parmer Instrument Company, Vernon
Hills, 1llinois, USA) adtuk be 1 ml/100 ttg mennyiségben. A beado csé feltdltése utan 1
percet vartunk, ezutan indult az anyagbeadas 18 ml/h-s sebességgel. A rendszert ezutan
desztillalt vizzel és levegdvel atoblitettiik, majd a kovetkezd feltdltésig 7 perc szilinetet

tartottunk (34. dbra).

bw

" Levegé

33. dbra — Intragasztrikus ingerlés elrendezése.
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Feltoltés Beadas Oblités Leveg6 Feltoltés

IG-oldat 1 IG-oldat 2

34. abra — Az intragasztrikus infiizio menetének sémds rajza.

A Spike2 programban, miutan a vezérlégombok koziil kivalasztottuk az

intragasztrikus ingerlést (‘ Intragastric |), megjelennek a beadashoz hasznalt oldatok

nevei, valamint az 4toblitéshez hasznalt desztillalt viz és a levegd gombjai (35. dbra,

felsé sor). Az adott oldat kivalasztasa utan megjelenik a feltoltés () és

beadas (‘ Administration ‘) lehetéségei, melyek koziil az egyiket kivalasztva indithatjuk

el a pumpat (35. dbra, alsé sor). A gombokra kattintva a program a TextMark

crer

feltoltés és beadas inditasat és leallitasat.

Glucass 60mM | M3G 60mM | NaCl B0 | NaCl150mM | Dw | [ i ] |

| Fillirng upl.-“—‘-.dministratinn”

35. dbra — Az intragasztrikus infuizio vezérlésének gombjai.
Fels6 sorban a kivdlaszthato oldatok (valamint desztillalt viz és levegd az 6blitéshez),
az also sorban bal oldalon a feltoltés és beadas, jobb oldalon az inditas gombjai.

A beadashoz hasznalt pumpa iranyitasa soros porton keresztiil torténik: el6szor
beallitja a beadand6 oldat térfogatat, majd a beadas sebességet, amelyet mar elézdleg
beallitottunk a script-ben (15. dbra), majd elinditja pumpat. A pumpa automatikusan
leall, amikor eléri a beadanddo mennyiséget, de mi is leallithatjuk a programbol,
amennyiben arra van sziikség. A pumpa beadas kozben TTL-jelet kiild az adatgyiijté
eszk0zhoz, igy pontosan kovethetd utdlag is, hogy mikor tortént az infuzid. A beadas
automatizalhato is, ebben az esetben az oldat kivalasztdsa utdn a gombokat letiltja, a
legutolsd beadds utdn var 7 percet, feltolti az intragasztrikus csévet a megadott
térfogattal, majd egy perc sziinet utan inditja a tényleges beadast. Mivel a fecskendot
cserélni kell a desztillalt vizes oOblités és a levegd befecskendezéséhez, ezért ez a
folyamat nem automatikus.

Az oldat beadasanak végeztével a script elemzi az ingerlés hatasara létrejott
valtozast: a beadas id6tartama alatt rogzitett idegi jeleket hasonlitja Ossze a feltoltés
kezdete el6tti 5 perc alatt gyiijtott akcidos potencialokkal. Az elemzett id6tartamokat
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kurzorokkal (fliggbleges vonalak a regisztratumon) jelzi, majd a baloldalon talalhato
Analysis ablakban kiirja a beadas idOtartamat valamint neurononként a valtozasokat

szazalékban (10. dbra).

4.1.2.8. Elvezetési pontok jelolése

A vizsgalatok végeztével az elvezetési pont megjeldlésére elektrokoagulacios
technikat alkalmaztunk. A vizsgalat soran hasznalt elektrodat — az elvezetd ¢és
adatgytijté rendszerrdl levalasztva — egy elektromos stimulatorhoz (BioStim STC-7a és
STE-7c, Supertech Kft., Magyarorszag) kapcsoltuk, melynek segitségével 5 percig 100

RA aramerdsséggel hoztuk 1étre a jeldlési pontot a vizsgalt agyteriileten.

4.1.2.9. Szovettan

crer

allatokat uretannal (20%, 8 ml/ttkg) vald talaltatds utan transzkardialisan perfundaltuk,
elébb fiziologias soéoldattal, majd 4%-os formalinnal. A mintat 4%-0s formalinban

fixaltuk, az ebbdl készitett 50 um-es metszeteket 0,5%-0s krezil-violaval festettiik meg.

4.1.2.10. Adatok elemzése

Az elektrofiziologiai kisérleteink soran az on-line és off-line analizisek sajat, a
Spike2 v6.16 szoftverhez irt scriptek hasznélataval torténtek. Az értékeléskor azokat a
valtozasokat tekintettilk gatlasnak ill. serkentésnek, amely esetekben a vizsgalt
idegsejtek tiizelési frekvenciaja legalabb 30%-kal (vagy 2 SD-vel) lefelé ill. felfelé
megvaltozott a spontan tiizelési frekvencidhoz képest, tovabba akkor, ha a
valaszreakciok intenzitas (dozis) fiiggébnek ¢és ismételhetének bizonyultak. A
csoporthatasok statisztikai értékelésére y* probat alkalmaztunk az SPSS Statistics 25
(IBM, Armonk, New York, USA) programcsomag hasznalataval.

4.1.2.10.1. On-line elemzés

Az elvezetés sordn az on-line script folyamatosan regisztralta (kiilon

markercsatornan) a beaddsok tipusat (neurokémiai, intraoralis vagy intragasztrikus
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ingerlés), kezdetét és végét, a beadott anyag mindségét és mennyiségét. Minden egyes
stimulus végén 0sszehasonlitotta a valtozas mértékét az alapfrekvencidhoz képest, igy a
vizsgaldo azonnali informacidt kapott arrdl, hogy tortént-e stimulacid vagy gatlas,
valamint ezek alapjan sziikséges-e ismételni az adott anyaggal valo stimulaciot. A script
lehetGséget biztosit a vizsgald altali, adott iddpillanathoz menthetd megjegyzések

hozzéaadasara is.

4.1.2.10.2. Off-line elemzés

Az off-line elemzés soran egy masik, erre a célra irt script segitségével részletesen
kielemezhetd a vizsgalat teljes menete. A script inditaskor megvizsgélja a fjlt az on-
line script altal a TextMark csatornan elhelyezett markerek segitségével, kigylijtve az
Osszes stimulaciot és megjegyzést. Az akcids potencidlok megfeleld sziirésének
eldontésére kétféle lehetdség is rendelkezésre all: megvizsgalhatjuk az adott idegsejt
Osszes akcids potencidljanak atlagat, (Waveform Average), annak alakjat és idétartamat,
valamint az akcidés potencidlok kozott eltelt iddtartamok hisztogramjat (Interval

Histogram) (36. dbra bal fels6 és kozEépso kép).

i
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36. dbra — Az off-line scriptben haszndlhaté, az elemzést segité funkciok
Waveform average (bal fent), Interval Histogram (fent kozépen),
Summary (jobb fent), Peristimulus Histogram (alul).

bl i

A script képes minden beadott anyaghoz tartozd Osszes stimulaciot kikeresni,
szimultan megjeleniteni €s sejtenként kiszamolni a valtozasok mértékét (37. abra). Az
elemzést segitendd megtekinthetjiik az adott anyaghoz tartozd Osszes valtozast egy
diagramon (Summary), ahol a vizszintes tengelyen a mikroiontoforetikus aram
intenzitdsa vagy a hasznalt oldat koncentracidja szerepel, a fiiggbleges tengelyen pedig
a valtozds meértéke lathatd szazalékban kifejezve. Vizszintes kék vonal jelzi az
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alapfrekvenciat, a piros és zold pedig a £30%-os hatart (serkentddés/gatlas) (36. abra
jobb felsé kép).
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37. dabra — Az off-line script elemzé elrendezése.

Tobbszoros stimulacid esetén a beaddsok 0Osszegezhetoek, igy Peristimulus
Histogram formajaban egyértelmtien abrazolhato a serkentd vagy gatld hatas (36. dbra
als6 kép). Az elemzés soran lehetdség van a sikertelen beadasok kizarasara, a vizsgalt
id6tartamok modositasara is. Minden beallitds és valtoztatas menthetd, igy a kovetkezd

megnyitaskor mar a modositott adatokkal dolgozhatunk tovabb.

Export Analysis

r— Exported file(z]
Source Im
1 file Select Folder |

Mécc-20120307--1.5mr

v Administrations
— Administration preference:

v Figures
- wisibility [%] 130
- bin size NE 5] [
- bin zize Taste (3] ID‘I—
- bin size |G [s] [
v Data

W waveform average
—waveform average preference:

¥ Figures ¥ with cursars

v Data

¥ INTH ¥ Surmary

W Mate ¥ Result

v Add time extension ta the end of file/folder names
==l

38. dbra — A kisérleti adatok exportalasi lehetéségei.
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Az exportalasi funkcio segitségével minden egyes stimuldcid, valamint a fent
emlitett Osszes funkcid kimenthetd kép formdjaban, nem csak az aktudlisan elemzett
elvezetésbol, hanem egy konyvtarban talalhatd Osszes fajlbol is. A képek mellett az
adatokat is exportalhatjuk Excel formatumban, igy a késObbi statisztikai elemzéshez az

eredmények egybdl felhasznalhatoak (38. dbra).

4.1.3. Metabolikus és magatartasi vizsgalatok

A mOFC-beli GM neuronok metabolikus szerepének tisztazasara intracerebralis
STZ mikroinjekciot végeztiink, melyhez a kisérleti allatok koponydjara eldzetes miitéti
iilésben vezetd kaniilt rogzitettiink, ezen keresztiil tudtuk — a patkany éber allapotdban —

a bead¢ kantiloket a megfeleld helyre pozicionalni.

4.1.3.1. Miitét

Intraperitonealisan adott ketamin (Calypsol, 50 mg/ml; Richter Gedeon Nyrt.,
Magyarorszag; 0,3 ml/100 ttg) injekcidval végeztik az altatdst. Az allatok fejét
sztereotaxids késziilékben rogzitettilk, ezutan a fejboron hosszanti metszést ejtettiink.
Miutan megtisztitottuk a koponyafelszint, fogaszati furd segitségével kb. 4-5 mm
atmérdjii lyukat furtunk a Bregma elé. A vezet$ kaniilt Paxinos és Watson agyatlasza
[101] alapjan mikromanipulatorral (MN-33, Narishige, Japan) pozicionaltuk (AP: B+4,2
mm; ML: 0,9 mm).

Az Aaltalunk rozsdamentes acélcsObdl (23 G) készitett vezetd kaniilt a dura
felszinére helyeztiik, majd fogaszati akrilattal a csontba csavart csavarokhoz, illetve a
koponyahoz rogzitettiik. A miitét végén antiszeptikus hintdport (Tetran, Richter Gedeon
Nyrt., Magyarorszag) alkalmaztunk €s kapcsokkal zartuk a sebet.

Azoknal az allatoknal, melyek az iz-reaktivitasi tesztben részt vettek, egy
polietilén cs6bol (Hibiki No. 4, Inter Medical Co., Ltd., Tokyo, Japan; kiilsé atméro:
1,33 mm) készitett kronikus intraoralis iz-kaniil is beiiltetésre keriilt. Az iz-kaniilok
buccalis végét lang folotti olvasztassal kiszélesitettilk, hogy ezaltal elkeriiljik azok
sz4jliregbdl vald kimozduldsat. Az iz-kaniilt a szajliregbdl a felsé elsd molaris fog
mellett vezettiik ki és vittiik fel a bor alatt egészen a nyaki részig, ahol sebészeti fonallal
kioltottiik a borhdz, hogy helyzetét rogzitsik. A miitét utan a vizsgalat napjaig

folyamatosan ellendriztiik az iz-kaniilok helyzetét (nem csusztak-e ki, nem
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akadalyozzak-e az allatokat a taplalkozdsban, nincs-e gyulladds), valamint
atjarhatosagukat.
A mitét utani egyhetes felépiilési periddust kovetden tortént a bilateralis

intracerebralis STZ vagy vehiculum mikroinjekcio.

4.1.3.2. Mikroinjekcio

Eber, kézben tartott allatokban bilateralis mikroinjekciot végeztiink 7,5 pg STZ-t
(Sigma S-0130, 10 pg/ul fiziologias sooldatban oldva) tartalmazé oldattal (STZ
csoport), illetve 0,75 ul fiziologias soéoldattal (kontroll csoport). A miitét soran betiltetett
rozsdamentes acél vezetd kaniillokon keresztiil vezettiik le az ugyancsak rozsdamentes
acél beado kaniiloket (30 G) a mOFC teriiletére (Paxinos agyatlasza [101] alapjan: AP:
B+4,2 mm; ML: 0,9 mm; V: 2,3 mm a duratdl). A beadd kaniilok polietilén csévon
keresztiil 25 pl-es Hamilton mikrofecskendéhoz csatlakoztak, az anyagbeadas
mikroinfiziés 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 diffazioja a célterilleten és megakadalyozzuk az oldat

visszaaramlasat a kaniilok eltavolitasakor (39. dbra).

N 000000
BHM= 80O0HEO

39. dbra — Bilateralis mikroinjekcio.
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4.1.3.3. Metabolikus vizsgdlatok

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

metabolit plazmaszintjeit is.

4.1.3.3.1. Intraperitonealis glukoz tolerancia teszt

A Kkisérleti allatok 12 oras éheztetését kovetden — a nemzetkdzi standardoknak
megfelelden — keriilt sor a glukoz tolerancia teszt (GTT) elvégzésére. A cukorterhelést
intraperitonealisan adott 20%-0s D-glukéz oldattal (0,2 g/100 ttg/ml) végeztik két
alkalommal, elészor az agyi mikroinjekcio utan 20 perccel (akut GTT), majd 4 héttel
késébb (szubakut GTT) (40. dbra). A vérmintait az eclemzéshez a patkany
farokvénajabol nyertiik elészor cukorterhelés elétt, majd 9, 18, 30, 60 és 120 perccel a
terhelés utan. A méréseket kézi glukométerrel (Glucometer Elite, Bayer, Németorszag)

végeztik.

12 6ras taplalékmegvonas 12 6ras taplalékmegvonas 12 6ras taplalékmegvonas
utan GTT utan STZ mikroinjekcio utan szubakut GTT

Vezetékanul beultetése Akut GTT

40. dbra — Intraperitonealis glukoz tolerancia teszt elvégzésének menetrendje.
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4.1.3.3.2. Metabolitok plazmaszintjének mérése

Az  Ossz-koleszterin, a trigliceridek és a higysav plazmaszintjének
meghatarozdsdra — a nemzetkézi standardoknak megfeleléen — 12  Oras
taplalékmegvonast kovetden keriilt sor. Az agyi mikroinjekcié utan 30 perccel
farokvénabol vérmintat nyertiink, amibdl szarazkémias kis laborautomata (Spotchem
EZ SP4430, Arkay, Japan) segitségével hataroztuk meg a vérplazmaban a metabolit
szinteket (41. dbra).

Pt
L

Vezet6kanul 12 0Oras Plazma metabolit
beiltetése taplalékmegvonas utan szintek mérése

STZ mikroinjekcio

41. abra — Plazma metabolitszintek mérésének menetrendje.

Ossz-
koleszterin

Triglicerid

Hugysav

50



4.1.3.4. Magatartasi vizsgalatok

Eber allatokban bilateralis STZ vagy fiziologias sooldat mikroinjekcidja utan

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

4.1.3.4.1. Kondicionadlt iz-averzio vizsgalata

A kondicionalt iz-averzié olyan tanult magatartasi forma, melynek segitségével
elkertilhetjikk a potencialisan veszélyes taplalékot. Ha egy adott taplalék elfogyasztasa
utan gasztrointesztinalis diszkomfort jon 1étre, akkor azt a taplalékot a jovoben kertiljiik,
elutasitjuk. A kondicionalt iz-averzié mar az elsé tarsitast kovetden kialakul, még akkor

IS, ha a feltételes (taplalék ize) és a feltétlen inger (megbetegedés) kozott orak telnek el.

1
R, =

Lo @

Tanulasi STZ
idészak mikro-
injekcio
Vezet6 kanil beiltetés Kondicionalasi nap

42. abra — A kondiciondlt iz-averzié vizsgalatanak menetrendje.

A kisérlet soran el6szor megtanitottuk a patkanyoknak, hogy napi
folyadékmennyiségiiket 30 perc alatt fogyasszdk el déleldtt 10:00 és 10:30 kozott
(42. dbra). A sikeres tanulasi fazis utan keriilt sor a vezet6kaniilok beiiltetésére, 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,
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20 ml/ttkg). Ezutan az allatok 3 napig ismét naponta 30 percig kaptak vizet, majd a
negyedik (teszt) napon a vizet ismét szacharin oldatra cseréltiik az itatasi idészakban. A
statisztikai szamitasok soran Osszehasonlitottuk a szacharin oldat fogyasztasat a STZ

kezelt és a kontroll csoportban a kondicionalasi €s a teszt napon is.

4.1.3.4.2. Iz7-reaktivitisi teszt

Az iz-reaktivitasi teszt elokészitéseként az operacid soran a fejtetdre beépitett
vezetd kaniil mellett egy iz-inger oldatok befecskendezésére szolgald iz-kaniilt is
beiiltettiink az allatok szajliregébe (ld. 47. oldal). Az egy hetes felépiilési periddust
kovetden keriilt sor a STZ vagy a NaCl bilateralis intracerebralis mikroinjekciojara. A
kovetkez6 6 napban az allatokat hozzaszoktattuk a kisérlet soran hasznalt plexiiiveg
cilinderben val¢ tartézkodashoz, mely soran az iz-kaniilt desztillalt vizzel mostuk at. Az

iz-reaktivitasi tesztet 1 héttel az agyi mikroinjekcio6 utan végeztik (43. abra).

Vezeté kanul STZ iz-reaktivitasi
és iz-kanil mikroinjekcio teszt
beiltetés

43. dbra — Az iz-reaktivitasi teszt elvégzésének menetrendje.

A kisérleti allatok viselkedésének és szdjanak megfigyeléséhez az iivegcilinder
(magassag és atmérd: 30 cm) ala tiikrot rogzitettiink 45°-os szogben (44. dbra). A
patkanyok viselkedését Full HD videdkameraval (Panasonic HC-V270) rogzitettiik és a
felvételt képkockanként elemeztiik.

52



44, abra — Az iz-reaktivitasi teszt elvégzésére hasznalt elrendezés.

3. tablazat — {z-reaktivitasi teszt soran hasznalt oldatok

i Alacsony Magas
1z-oldat
koncentracio koncentracio

Szukroz — édes 0,05 M 05M
NaCl - sos 0,05 M 05M
HCI — savanyu 0,03 M 0,3M
QHCI — keserii 0,03 mM 3 mM
MSG — umami 0,05 M 05M

Az allatok két kiilonb6z6 koncentracioban kaptdk az 6t alapiznek megfeleld iz-
oldatokat (3. tablazat). Mikroinfuziés pumpa segitségével (Cole-Parmer EW-74900
Multichannel Syringe Pumps, Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, Illinois,
USA) allando6 sebességgel (0,5 ml/min) kétszer 0,5 ml iz-oldatot fecskendeztiink be 1-1
perc alatt a kisérleti allatok szajiiregébe az iz-kaniilon keresztiil, a két beadas kozott
rovid, kb. egyperces sziinetet tartva. Ezutan az iz-kaniilt desztillalt vizzel atoblitettiik és
levegdvel atfajtuk. A pumpa iranyitasa szamitogéprol tortént soros porton keresztiil egy
altalam irt script segitségével. A program nem csak beallitja a megfeleld sebességet és
térfogatot, hanem egy diagramon Ki is rajzolja a beadott mennyiséget, igy kovetheto,
hogy hol is tartunk a vizsgdlat sordn. A pumpa digitalis (TTL) visszajelzését
felhasznalva a vizsgalat soran hasznalt késziilékre egy fénykibocsato diddat helyeztem

el, igy a videon pontosan lathatd, hogy mikor is tortént beadas.
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Az értékeléshez Grill és Norgren modositott, laboratériumunkban adaptalt,
nemzetkozileg elfogadott protokolljat [30, 80, 118, 125] alkalmaztuk, mely soran az
allatok fajspecifikus mimikai, poszturalis és lokomodcids valaszait vizsgaltuk. A
protokoll szerint ingesztiv, vagyis elfogad6 reakcionak szamit a ritmikus szajmozgas, a
kozEépsd ¢és oldalso ritmikus nyelvoltogetés és a mancsnyalds. Averziv, vagyis elutasito
magatartds a szajtatas, az alldorzsolés, a fejrazas, a mancsrdzas és a komplex
lokomotoros mozgéssor.

Az értékelés soran minden egyes iz-oldat esetében a valaszmintazatok
el6fordulasa, intenzitdsa és idOtartama alapjdn mind az ingesztiv, mind az averziv
magatartasformakat minimum harom, gyakorlott biralé pontozta 0-t6l 3-ig. A biralok
nem ismerték a vizsgalt egyedek csoportbeosztdsit. Az ingesztiv és averziv iz-
reaktivitdsi index kiszdmitasahoz a biralok altal adott pontszdmok atlagit a maximalisan
adhat6 pontszammal elosztottuk, igy minden egyes iz-oldat esetében az iz-reaktivitasi

indexek 0 és 1 kozotti értéket vehettek fel.

4.1.3.5. Szovettani vizsgdlat

crer

kisérleti allatokat uretdnnal (20%, 8 ml/ttkg) vald talaltatds utdn transzkardialisan
perfundaltuk, el6bb fiziologias soéoldattal, majd 4%-0s formalinnal. Ezutan az agyakat a
koponyabol kiszabaditva 4%-os formalinban fixaltuk, s az ezt kovetéen beldlik

készitett 50 um-es metszeteket 0,5%-0s krezil-violaval festettiik meg.

4.1.3.6. Az adatok statisztikai értékelése

Magatartdsi és metabolikus kisérleteink eredményeit Student féle t-probaval,
valamint tobbszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) értékeltiik az SPSS Statistics
25 (IBM, Armonk, New York, USA) programcsomag hasznalataval. Post-hoc
Osszevetésre a Tukey-tesztet hasznaltuk. A kiilonbségeket p<0,05 esetén értékeltiik

szignifikansnak.
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4.2. A nucleus accumbens vizsgalatok eredményei
4.2.1. Elektrofiziologiai eredmények
4.2.1.1. Neurokémiai vizsgalatok

A nucleus accumbens-ben 06sszesen 161 neuron aktivitasat vizsgaltuk
mikroelektroforetikus anyagbeadas soran: 60 sejtet a core régidban, mig 101-et a shell-
ben vezettiink el. A neurokémiai stimulacié eredményeit a 4. és 5. tdbldzat, valamint a

45. és 46. abra foglalja 6ssze.

4, tablazat — A NAcc core és shell idegsejtjeinek valaszkészsége mikroelektroforetikusan adott
anyagokra.

D-glukéz Ach NA DA SCH Szulpirid
- 0 +H- 0 +- 0 +H- 0 +- 0 +- O

core 19 41 6 27 8 11 15 45 14 20 3 18
shell 17 84 14 45 10 5 25 72 8 28 11 29

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; ), valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szdma.

50% -+

# #
45% -+ I
40%
35% -
30%
25% - —
2 o
20% o g g
©
% - ] ~
15% g ﬁ ﬁ.'
10% - § ﬁ £ < o
I c o
5% < €
0%
core ‘ shell core ‘ shell core ‘ shell core shell core shell core | shell
Glukoz Ach NA DA SCH Szulpirid

45, abra — Mikroelektroforetikusan adott D-glukozra, acetilkolinra (Ach), noradrenalinra (NA),
dopaminra (DA), SCH 23390-re (SCH) és szulpiridre mutatkozo vdlaszkészség patkdany NAcc core és
shell régiojaban (# p<0,05).

A core régioban a 60 neuronbdl 19 (31,7%) mutatott valaszkészséget glukdzra,
mig a shell-ben 101 idegsejtbél minddssze 17 (16,8%) bizonyult glukdz-monitorozo
neuronnak (45. dbra). A core-ban a GR sejtek voltak nagyobb aranyban, a shell-ben
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viszont glukdz hatasara gatlodo sejteket talaltunk nagyobb szamban. A core régioban a

GR sejtek aranya szignifikansan nagyobb, mint a GS sejteké (46. és 47. abra).

5. tablazat — Mikroelektroforetikusan adott D-glukéz, acetilkolin (Ach), noradrenalin (NA) és

crcr

D-glukéz Ach NA DA
+ - + - + - + -
core 15 4 5 1 6 2 10 5
shell 5 12 6 8 4 6 6 19
35% - ﬁ * | # ;(i

30%

25% 4

20%

15% - OSerkentédés

W Gatlas
10% -

5% | I ’—I
0%

core ‘ shell ‘ core shell core ‘ shell

core |

Glukoz Ach NA DA

46. dabra — Mikroelektroforetikusan adott D-glukoz, acetilkolin (Ach), noradrenalin (NA) és
dopamin (DA) idegsejt miikodést serkentd ill. gdtlé hatdsa patkdany NAcc core és shell

crer

Ach mikroelektroforetikus addsara hasonld ardnyban reagéaltak mindkét régid
idegsejtjei. NA esetében a core régioban szignifikdnsan nagyobb volt a reagald — ezen
belill is a serkent6d6 — sejtek aranya, mint a shell-ben (45. és 46. abra).

A dopamin-érzékenység azonosnak mondhatdo a két régidban, viszont a shell
régioban szignifikdnsan nagyobb volt DA hatasara gatlodo neuronok aranya a
serkent6dd idegsejtekhez viszonyitva (46. dbra). A dopamin Di-receptor antagonista
SCH 23390 a core-ban 34 idegsejtbdl 14-nek (41,2%), mig a shell-ben minddssze 36-
bol 8 (22,2%) neuronnak modositotta a kistilési alapfrekvenciajat. A dopamin D»-
receptor antagonista szulpirid altal kivaltott valtozdsok aranya forditott volt a két
régioban: a core-ban 21-bél 3 (14,3%), mig a shell-ben 40-bél 11 (27,5%) neuron

reagalt a hasznalt Do-receptor antagonistara (45. dbra).
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47. dabra — Glukéz mikroelektroforetikus adasanak hatisa a NAcc-ben. Inzert: jellegzetes
extracellularis akcios potencial. Vastag vizszintes vonal: a mikroelektroforézis idétartama;
szam: ejekcios daramerdsség nA-ban. Abszcissza: iddskala masodpercben, felsé ordindta:
tiizelési frekvencia impulzus/mdasodpercben; alsé ordindta: potencidl voltban.

4.2.1.2. Intraoralis iz-ingerlés

A nucleus accumbens-ben Gsszesen 141 neuron aktivitasat vizsgaltuk intraoralis
iz-ingerlés soran: 52 sejtet a core régidban és 89-et a shell-ben regisztraltunk. Az

intraoralis iz-stimulaci6é eredményeit az 6. tablazat és a 48. abra foglalja 6ssze.

6. tablazat — Nucleus accumbens core és shell régiobeli idegsejtek valaszkészsége intraoralisan
adott iz-oldatokra.

NaCl HCI MSG Szukroz QHCI Narancslé
- 0 +H- o0 +- O +- 0 +- 0 +- 0

core 18 32 17 26 10 29 11 31 8 39 17 35
shell 41 39 39 41 29 43 15 48 24 57 25 64

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; @, valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szama.

A shell régidban a sés, a savanyu, az umami (49. dbra) és a keseril izre nagyobb
aranyban valtoztattdk meg a miikddésiiket a vizsgalt idegsejtek, mint a core-ban. A
szukrdz édes izére, valamint a narancslére mindkét régioban kozel azonos ardnyban

reagaltak a vizsgalt neuronok (48. dbra).

57



60% -
50% -+
40% o —
30% o Ocore
] M shell
™M o
20% - o N i
n 1l g I
I c o h
c <)) [ © I
o R Il c
n 1l ~ c
10% - c c ¥
c
0% T T T T T
Nacl HCl MSG Szukréz QHdl Narancslé

48. abra — Intraordlisan adott oldatokra mutatkozoé neuronalis

crer

A core régidban a legnagyobb valaszkészséget a savanyu iz esetében tapasztaltuk,
mig a keserli izre mutatkozott a legalacsonyabb neuronalis aktivacio. A shell régidban a

sOs izre a vizsgalt neuronok tobb mint fele reagélt, mig szukrdz adasakor minddssze

1/4-tk (48. abra).

Tiizelési frekvencia
[impulzus/100ms]
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49. dbra — Intraordlisan alkalmazott MSG hatisa a NAcc-ben. Inzert: jellegzetes
extracellularis akciés potencial. Szaggatott vonal: intraordlis iz-adas ideje; szam: az oldat
koncentracioja. Abszcissza: idoskala masodpercben; felsé ordinata: tiizelési frekvencia
impulzus/100 milliszekundumban; alsé ordindta: potencial voltban.
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A glukdéz-monitorozo idegsejtek eltérd valaszkészséget mutattak az iz-oldatokkal
vald stimuldcidra. A glukoz-receptor neuronok vagy egyaltalan nem reagaltak az iz-
oldatokra, vagy valaszkészség esetén minimum 2 kiilonb6zé izre is megvaltoztattdk a
tiizelési frekvenciajukat. Olyan GR sejtet, amelyik 1 iz-oldatra volt csak érzékeny, nem
talaltunk. A glukdz-szenzitiv sejtek esetében nem volt kiilonbség a valaszkészségek

tekintetében (50. abra).
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50. dbra — Glukoz-receptor (GR) és glukoz-szenzitiv (GS) neuronok dsszesitett iz-érzékenysége
patkany NAcc-ben (# p<0,05).
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51. abra — Glukoz-receptor (GR) és glukoz-szenzitiv (GS) neuronok iz-érzékenysége
patkany NAcc-ben (# p<0,05).

A glukoz-receptor neuronok tobb iz-oldat esetében is nagyaranyu valaszkészséget

mutatnak. Azon GR sejtek, melyek megvaltoztattak tiizelési frekvencidjukat savanyt iz
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hatasara, szignifikansan nagyobb aranyban talalhatéak a NAcc-ben, mint amelyek nem
reagaltak HCI intraoralis ingerlésére. Hasonld tendenciat mutattak ezen GM sejtek az

édes és kesertli izek esetében is (51. dbra).

4.2.1.3. Intragasztrikus ingerlés

A nucleus accumbens-ben 6sszesen 64 neuron mikodését vizsgaltuk
intragasztrikus infizio kapcsan: 19 sejt aktivitasat a core régioban, mig 43-ét a shell-ben
vezettik el. Az intragasztrikus stimulacié eredményeit a 7. tdbldzat és az 52. dbra

foglalja Gssze.

7. tablazat — Nucleus accumbens core ¢és shell régiobeli idegsejtek valaszkészsége
intragasztrikusan adott oldatokra.
Glukéz 60mM MSG 60mM NaCl 60mM NaCl 150mM
+/- o +/- o +/- (4] +/- ()
core 6 13 7 12 9 10 8 11
shell 15 30 7 33 19 24 18 22

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; ), valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szdma.
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52. dbra — Intragasztrikusan adott oldatokra mutatkozo neurondlis

crer

Intragasztrikus infuziokra a vizsgalt két nucleus accumbens régi6 kozott egyediil a
60 mMM-os MSG adasakor tapasztaltunk kiilonbséget: a core régidban a neuronok tobb

mint harmada, mig a shell régidbban minddssze 1/6-a reagélt az ingerlésre. Mind az
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alacsonyabb, mind a magasabb koncentracioju NaCl (53. dbra) mindkét régioban a

vizsgalt idegsejtek kozel felének megvaltoztatta a tiizelési frekvencidjat (52. dbra).
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Inzert: jellegzetes extracelluldris akcios potencidl. Vizszintes vonal: intragasztrikus infiizio
ideje. Abszcissza: iddskdla mdsodpercben,;  felsé ordindta:  tiizelési  frekvencia
impulzus/mdsodpercben; alsé ordindta: potencial voltban.
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54. abra — Intragasztrikus infuzio hatdsa az intraoralis iz-érzékenységre.

Néhany esetben az intragasztrikus infuzié megvaltoztatta az idegsejtek intraoralis
stimuléciora adott valaszkészségét. Az 54. dbra egy ilyen valtozast mutat be. Az dbra
felsd részén lathatoak a gusztatorikus stimuldciok 0,1 M MSG oldat hatasara a 60 mM
MSG oldat intragasztrikus infzioja (dbra alsé része) el6tt (bal felsé kép) és utan (jobb
fels6 kép). Hasonlo hatést tapasztaltunk egyes idegsejtek esetében az édes izii szukroz

¢s intragasztrikusan beadott glukdz vizsgalata sordn is.
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4.3. Orbitofrontalis kérgi vizsgalatok eredményei
4.3.1. Elektrofiziolégiai eredmények
4.3.1.1. Neurokémiai vizsgalatok

Az orbitofrontalis kéregben, Sprague-Dawley patkanyokban, 6sszesen 55 neuron
aktivitasat vizsgaltuk mikroelektroforetikus ingerlés soran: 33 sejtét a mOFC-ben,
illetve 22-ét a IOFC-ben. A neurokémiai stimulacio eredményeit a 8. tdbldzat és az 55.

abra foglalja 6ssze.

8. tablazat — A medialis (MOFC) ¢és lateralis (IOFC) orbitofrontalis kéreg idegsejtjeinek
valaszkészsége mikroelektroforetikusan adott anyagokra.

D-glukoéz DA NA Ach GABA
+/- (4] +/- o +/- o +/- o +/- o

mOFC 5 28 9 21 5 17 20 13 14 19
IOFC 9 13 9 12 9 9 17 2 12 4

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; ), valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szdma.
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55. dbra — Mikroelektroforetikusan adott D-glukdzra, dopaminra (DA),
noradrenalinra (NA), acetilkolinra (Ach) és GABA-ra mutatkozo vilaszkészség patkdany
medialis (NOFC) és lateralis (IOFC) orbitofirontalis kérgében (# p<0,05).
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Neurokémiai ingerlés soran a IOFC-ben a vizsgalt sejtek 40%-a bizonyult GM
neuronnak, mig a mOFC-ben 15%-uk mutatott érzékenységet D-glukdzra (55. dbra és
56. dbra).
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56. dbra — Glukoz mikroelektroforetikus addsanak idegsejtmiikodésre gyakorolt hatdsa
patkany orbitofrontalis kéreghen. Inzert: jellegzetes extracelluldris akcios potencidl.
Vastag vizszintes vonal: a mikroelektroforeézis idotartama; szam: ejekcios aramerosség nA-
ban. Abszcissza:  idéskdla  mdsodpercben;  felsé  ordindta:  tiizelési  frekvencia
impulzus/mdsodpercben, alsé ordindta: potencial voltban.

Mindkét régidban az Ach-ra volt a legnagyobb az idegsejtek valaszkészsége: a

IOFC-ben 90%, a mOFC-ben 61% (55. és 57. dbra).
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57. abra — Ach mikroelektroforetikus addsanak hatisa patkany orbitofrontalis kéreghben.
Inzert:  jellegzetes  extracelluldris  akcios —potencidl. Vastag vizszintes vonal:
mikroelektroforézis iddtartama, szam: ejekcios dramerdsség nA-ban. Abszcissza: iddskdla
madsodpercben, felsé ordindta: tiizelési frekvencia impulzus/mdasodpercben; also ordindta:
potencidl voltban.

A IOFC teriileten a neuronok kb. 40%-a valtoztatta meg aktivitasat DA-ra, mig a
MOFC-ben a sejtek tobb mint negyede valaszolt. NA-ra a IOFC-ben az idegsejtek fele
reagalt, mig a mOFC-ben mintegy negyediik (55. és 58. dbra).
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58. dbra — NA mikroelektroforetikus addasdnak hatdsa patkdny orbitofrontalis kéregben.
Inzert:  jellegzetes extracellularis akcios potencial. Vastag vizszintes vonal:
mikroelektroforézis iddtartama, szam: ejekcios dramerdsség nA-ban. Abszcissza: iddskala
mdsodpercben, felsé ordindta: tiizelési frekvencia impulzus/mdasodpercben; also ordindta:
potencial voltban.

GABA adasakor az inhibitoros valaszok dominaltak: a neuronok haromnegyede
gatlodott a IOFC-ben, a mOFC-ben viszont csak 42%-uk.

A medialis orbitofrontalis kérgi GM idegsejtekr6l sajatos, a mOFC-beli glukoz-
inszenzitiv neuronokt6l jellemzden eltéré6 endogén kémiai valaszkészségiik
bizonyosodott be. Az itt talalhatdé DA-érzékeny sejtek egyike sem volt GM sejt,
ugyanakkor a DA-ra nem érzékenyek negyede aktivitasvaltozast 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 glukdz-monitorozé idegsejtnek bizonyult (p<0,05). A GABA-ra gatlodott
neuronok kozott kozel kétszer akkora aranyban voltak a GM-k, mint a GABA-

inszenzitivek kozott (9. tablazat).

9. tablazat — Gluk6z-monitorozoé (GM) és glukéz-inszenzitiv (GIS) neuronok dopamin- (DA),
noradrenalin- (NA), acetilkolin- (Ach) és GABA-érzékenysége patkany medialis orbitofrontalis
kérgi neuronokban.

DA NA Ach GABA
+/- (0] +/- o +/- (0] +/- 0
GM 0 5 1 4 5* 0 3 2
GIS 9 16 4 13 14 13 11 16

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; ), valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szama (*p<0,05).
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4.3.1.2. Intraordlis iz-ingerlés

Az orbitofrontalis kéregben 6sszesen 41 neuron aktivitasat vizsgaltuk intraoralis
iz-ingerlés soran Sprague-Dawley patkanyokban: 24 sejtét a mOFC-ben, és 17-ét a
IOFC-ben. Az intraoralis iz-stimulaci6 eredményeit a 10. tablazat és az 59. dbra

foglalja Ossze.

10. tablazat — A medialis (MOFC) ¢és lateralis (IOFC) orbitofrontalis kéreg idegsejtjeinek
valaszkészsége intraoralisan adott iz-oldatokra.

NaCl HCI MSG Szukréz QHCI Narancslé
- O +- O +H- 0 +H- 0 +- 0 +- 0O

mOFC 7 15 14 10 14 10 6 17 14 10 15 9
IOFC 6 11 7 10 7 7 4 11 6 9 7 10

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; @, valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szdma.
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59. dbra — Intraordlisan adott oldatokra mutatkozo neurondlis érzékenység
patkany medialis (mOFC) és lateralis (IOFC) orbitofrontalis kérgi régiojaban.

Intraoralis iz-ingerlések hatasara a 10FC-ben natrium-glutamat (umami) izére a
vizsgalt sejtek 50%-a, narancslére, sosavra és kininre (60. abra) pedig mintegy 40%-a
bizonyult érzékenynek, mig a mOFC-ben ez az arany ugyanezen izek esetében kb. 60%
volt. Mindkét régidban a sos izre a neuronok harmada, az édesre negyede reagalt (59.

abra).
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60. dbra — Intraordlisan alkalmazott kinin (QHCI) orbitofrontalis kérgi idegsejtre
gyakorolt hatasa. Inzert: jellegzetes extracelluldaris akcids potencidal. Szaggatott vonal:
intraordlis iz-adds és desztillalt vizes oblités ideje; szam: az oldat koncentrdcidja.
Abszcissza: idéskala masodpercben; felsé ordindta: tiizelési frekvencia impulzus/100
milliszekundumban; alsé ordindta: potencial voltban.

Mivel a mOFC-ben az iz-ingerlés 96%-ban (24 sejtb6l 23 esetében) hatasosnak
bizonyult legalabb egy iz-kvalitas esetén, iz-érzékenységiiket tekintve a GM és a GIS
sejtek kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbséget. A tiizelési frekvencidjukat
legalabb egy iz-ingerre megvaltoztatd iz-érzékeny neuronok tobb, mint 10%-a glukoz-

monitorozo unit volt.

4.3.1.3. Intragasztrikus ingerlés

Az orbitofrontalis kéregben 37 neuron miikodését vizsgaltuk intragasztrikus
infazié kapcsan: 30 sejtet a mOFC-ben, 7-et a IOFC-ben. Intragasztrikus infuzié soran
mindkét régioban talaltunk 60 mM-0s MSG, valamint 150 mM-os NaCl oldat hatasara
aktivalodo idegsejteket, de a 60 mM-0s NaCl oldat csak a IOFC-ben valtott ki valaszt,
hasonl6 aranyban serkentddést és gatlast. Egyik vizsgalt régioban sem talaltunk a 60

mM-os gluko6z oldatra aktivitasvaltozast mutatd neuront (11. tablazat).

11. tablazat — A medialis (MOFC) és lateralis (IOFC) orbitofrontalis kéreg idegsejtjeinek
valaszkészsége intragasztrikusan adott oldatokra.

Glukéz 60mM MSG 60mM NaCl 60mM NaCl 150mM

+/- (0] +/- o +/- o +/- o

mOFC 0 30 2 28 0 30 4 26
IOFC 0 7 1 6 5 2 1 3

+/-, serkent6dd vagy gatlodo idegsejtek szama; @, valaszkészséget nem mutatd
idegsejtek szama.

66



4.3.2. Metabolikus valtozasok

4.3.2.1. Vércukorszint valtozdasok

Akut és szubakut glukoz-tolerancia tesztben 12 felndtt him Wistar patkdnyt
vizsgaltunk streptozotocin (STZ csoport, n = 6) vagy fizioldgias sooldat (kontroll
csoport, n = 6) mMOFC-beli agyi mikroinjekcidja utan.

Akut GTT soran (20 perccel az agyi mikroinjekcios kezelés utan) a 9. és 18.
percben nem mutatkozott kiilonbség a két csoport értékei kdzott, azonban az ezt kovetd
iddszakban a streptozotocinnal kezelt allatok vércukor paraméterei valtozdsanak
dinamikéja eltéré volt, s a kontroll csoporthoz viszonyitva a tovabbi két mérési
idopontban ezekéinél joval nagyobb értékeket kaptunk (30°: p<0,01; 60’: p<0,005). A
120. percben — bar a STZ mikroinjekcidés patkanyok vércukorszintje ekkor is a
kontrollokénal magasabb volt — a statisztikai elemzés nem igazolt szignifikans eltérést a

két csoport kozott (61. dbra).
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61. dbra — A medialis orbitofrontalis kéreghe juttatott streptozotocin (STZ) és vehiculum
(kontroll) mikroinjekcié utan mért vércukorszintek (akut glukéz-tolerancia teszt)
(*p<0,01, #p<0,005).
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A mikroinjekcié beadasat kovetd negyedik héten végzett szubakut GTT a két

csoport k6zott nem mutatott szignifikans kiilonbséget (62. dbra).
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62. dbra — A medialis orbitofrontalis kéreghe juttatott streptozotocin (STZ) és vehiculum
(kontroll) mikroinjekcié utani negyedik héten mért vércukorszintek
(szubakut glukoz-tolerancia teszt).
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4.3.2.2. Plazma metabolit eltérések

A plazma metabolit szinteket 28 feln6tt him Wistar patkanyban vizsgaltuk. A
mOFC mikroinjekciét 30 perccel kovetden szérum 0Ossz-koleszterin, triglicerid é€s
hugysav meghatarozast végeztiink a STZ-kezelt (n = 16) és a kontroll csoportban (n =
12). A vizsgalt metabolitok koziil a koleszterin és a hugysav koncentracidok érdemben
nem kiilonboztek, a trigliceridek esetében viszont szignifikans eltérés mutatkozott: a

STZ-kezelés hatdsara a szérum triglicerid szint szamottevoen megemelkedett (p<0,005,
63. abra).
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63. dabra — A medialis orbitofrontalis kéregbe juttatott streptozotocin (STZ) és vehiculum
(Kontroll) mikroinjekcio utan mért plazma metabolit szintek (#p<0,001).
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4.3.3. Magatartasi vizsgalatok
4.3.3.1. Kondicionalt iz-averzio

A kondiciondlt iz-averzios tesztekben 18 feln6tt him Wistar patkdny tanuldsat
vizsgéltuk. A mOFC mikroinjekciot 4 nappal kovetden keriilt sor a kondicionaléasra: a
STZ-kezelt (n = 8) patkanyok t6bb szacharint fogyasztottak, mint a kontroll csoport (n =
10) allatai, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans. A kondiciondlds utani 4. napon
(teszt nap) mindkét csoport allatai szignifikansan kevesebb szacharint fogyasztottak,

mint a kondicionalasi napon, de a két csoport tanulasa kozott nem volt kiilonbség (64.

abra).
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64. dbra — A medialis orbitofrontalis kéreghe juttatott streptozotocin (STZ) és vehiculum
(Kontroll) mikroinjekcio hatdsa a kondiciondlt iz-averzié kialakuldsdra (*p<0,01).
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4.3.3.2. Iz7-reaktivitdsi valtozdasok

Az iz-reaktivitasi tesztekben 20 felndtt him Wistar patkany magatartds-mintazatat
vizsgaltuk. 1 héttel a STZ (n = 9) vagy a NaCl (n = 11) bilateralis mOFC-beli
mikroinjekcidja utan az 5 alapiznek megfeleld oldatokat juttattuk az allatok szajliregébe
az elOzetesen beiiltetett iz-kantilokon keresztiil. Kellemes izek esetén mindkét
csoportban szignifikans volt a kiilonbség az ingesztiv és az averziv pontszamok kozott,
a kellemetlen iz-oldatok esetében csak a kontroll csoportban volt ez az eltérés
megfigyelheté. A csoportok pontszdmai kozott nem volt szignifikdns eltérés, de
megfigyelhetd, hogy a STZ mikroinjekcios allatok mind a kellemes, mind a kellemetlen

izeket kellemesebbnek talaltak, mint a kontroll csoport allatai (65. dbra).
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65. dabra — A medialis orbitofrontalis kéregbe juttatott streptozotocin (STZ) és
vehiculum (Kontroll) mikroinjekcio utdni iz-reaktivitdsi valtozasok (*p<0,01)
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5. Megbeszélés

5.1. Miiszaki és informatikai fejlesztések

A kutatok gyakran szembesiilnek azzal a probléméaval, hogy hidba van egy 1j
Otletiik vagy talalnak ki egy j mddszert, nincs meg hozza a megfeleld felszerelésiik,
eszkoziik. Ha létezik is olyan termék a piacon, amely hasznalhat6 lenne, azok gyakran
nagyon dragak €s sokszor nem is specifikusan az adott funkciora lettek fejlesztve, és ha
nincs a kutatdo mogott egy komolyabb palydzat vagy 0sztondij, nem tudja ezeket
beszerezni. A laboratériumokban sokszor talalhatunk olyan régebbi eszkozoket,
amelyek funkciondlisan megfeleléek lennének az igényeknek, viszont analdg
tulajdonsagaik miatt nem csatlakoztathatéak kozvetleniil szdmitogéphez vagy mas
eszk6zokhoz, emiatt nehézkes a hasznalatuk modern koriilmények kozott.

Az internet kordban mar szinte minden tudasanyag elérhetd online, igy ha valaki
szeretne megtanulni programozni, nyomtatott aramkoroket tervezni és épiteni vagy
digitalisan vezérelhet6 rendszereket felépiteni analog eszkozokbol, akkor nincs
sziiksége nagy beruhazasra, sokszor akar ingyen, otthonr6l is megszerezheti a sziikséges
informaciét. Oriasi segitséget nytjtanak azok a forumok is, ahol hasonlé érdeklddésii,
az adott témaban jaratos emberek probdlnak segiteni egymésnak egy-egy probléma
megoldasaban, igy akar a vilag barmely pontjar6l kaphatunk valaszokat a kérdéseinkre.
Ma mar viszonylag olcson beszerezheték olyan 3D nyomtatok, amelyek segitségével
konnyedén elkészithetjiik azokat az alkatrészeket, eszkozoket, amelyeket megterveziink.

Elektrofiziologiai kutatdsaim sordn sziikségem volt arra, hogy a vizsgalat sszes
lépését iranyithassam, valamint az adatokat minden késziilékb6l ugyanazon adatgyiijté
rendszerhez kapcsolva rogzithessem. Az ehhez sziikséges informatikai programozasi
nyelveket (Visual Basic, Spike2 script, Arduino), valamint a nyomtatott dramkdrok
tervezeési €s €pitési modszereit autodidakta modon, szakkonyvekbdl (Spike2 scriptek) és
az internet segitségével szereztem. A kozponti adatgyiijté rendszer egy CED Micro
1401 mk II (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) késziilék
volt, ami képes egyarant gyljteni és létrehozni is analog ¢és digitalis jeleket. Az
eszk6zhoz tartozd Spike2 program (6.16-0s verzid) a bejovo adatok feldolgozasan kiviil
képes azok elemzésére is, valamint iranyitja a CED késziilék kimeneteit és a szamitogép

soros portjait is. Ezen tulajdonsagai miatt a késziilék és a program a megfeleld eszkdzok
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csatlakoztatasaval és a vezérld script megirasaval tokéletesen alkalmas egy bonyolult
rendszer iranyitasara és a kiilonb6z6 forrasokbol szarmazo jelek feldolgozasara.

A laborunkban kordbban is hasznalt analég, 3 modult tartalmaz6
mikroiontoforetikus eszk6zhéz készitettem egy szamitogép altal soros porton
vezérelhetd eloszto késziiléket, igy a 3 modulos pumpabodl 12 csatornas eszkdzt sikertilt
kialakitani, amivel szimultdn 3 kiilonb6z6 anyag is beadhat6. A modulok bead6 aram
intenzitdsanak bedallitasdhoz a késziilék analdég bemenetét hasznaltam (5 mV bemend
fesziiltség = 1 nA beadd aram), amit szintén soros portrdl iranyithato digitalis/analdg
konverterrel oldottam meg. {gy mindharom modulon (és a balansz modulon is) £250nA
aramer6sség allithatd be. Az iontoforetikus pumpa analdg kimenetét hasznalva mérhetd
a valos bead6 aram intenzitasa is (1 nA bead6 aram = 5 mV kimend fesziiltség), amit a
CED késziilék analog bemenetére kotve a Spike2 program rogzit és elemez. Ezen uj,
altalam tervezett és megépitett eszkdzokkel mar teljes mértékben iranyithatéva és
kovethetdvé valt a neurokémiai ingerlés a vizsgalatok soran. A Spike2 script mar most
is rogziti és elemzi az ingerléshez hasznalt oldatok paramétereit €s hatésait, valamint a
csatorna blokkolddasa esetén automatikusan le is 4allitja a beadast, viszont jelenleg
fejlesztés alatt van egy olyan opcio is, amikor a program sajat maga donti el, hogy
mikor, hanyszor és milyen dozisban hasznalja az oldatokat. Ehhez folyamatosan elemzi
az alapfrekvenciat, a beadds hatdsira torténd valtozasokat (amennyiben tul erds a
serkentés vagy géatlés, ledllitja azt, elkeriilvén a negativ kovetkezményeket), valamint az
adott anyag kivaltotta 6sszes hatast. Igy elkeriilhetjiik, hogy az off-line elemzés soran
utolag észleljiik, hogy nem egyértelmi a hatas, és ismételni kellett volna azt a vizsgalat
soran.

Intraoralis iz-stimuldci6 sordn kordbban két kutatd kozremiikodésére volt sziikség:
egyikiik a Faraday-kalitkaban tartdzkodott és végezte a beavatkozast, mig a masik a
szamitogépnél lilve rogzitette az eseményeket. Az altalam fejlesztett taviranyitd
rendszer hasznalataval a kutato a vizsgalat kozben sajat maga mentheti az eseményeket
a regisztratumba, amit egy visszajelzd késziilék segitségével nyomon is tud kdvetni.
Fejlesztés alatt van egy olyan egyendramu pumpa is, amely szamitogéprdl vezérelve
adja be az oldatokat az allat szajiiregébe, valamint egy érzékeld is, ami pontosan jelzi,
hogy mikor ér el az iz-oldat az allat szajliregébe.

Az intragasztrikus stimulacié soran hasznalt pumpat (Cole-Parmer EW-74900
Multichannel Syringe Pumps, Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, Illinois,

USA) korabban minden beadas el6tt be kellett allitani a megfelelé mennyiségekre, majd
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manualisan elinditani azt. A pumpan talalhat6 egy soros port és egy digitalis kimenet is,
amely jelzi, ha a pumpa éppen beadast végez. A Spike2 programbol soros
kommunikécid segitségével egybdl beallithatdé a beadand6 anyag mennyisége, a beadas
sebessége, a hasznalt fecskend6é atmérdje/tipusa, a beadas inditasa/leallitasa, valamint a
pumpa TTL-kimenete segitségével rogzithetdé a beadas pontos idétartama is, ezaltal a
script segitségével a beadas egy része automatizalhato is.

Az iz-reaktivitasi tesztek soran is a fent emlitett Cole-Parmer pumpat hasznaltuk,
igy a szamitogéprol vezérelve azt, a megfeleld fecskendOk csatlakoztatisa utan, a
programbol egy gombnyomadssal indithattuk a feltoltést, a beadast vagy az oblitést. A
pumpa digitalis kimenetére kotott fénykibocsatd didda segitségével elemzéskor a videdn
pontosan kdvethetd, hogy mikor tortént a beadas.

Az eddigi elektrofiziologiai és iz-reaktivitasi tapasztalataink, valamint
eredményeink alapjan olyan 1) vizsgalatokat terveziink, ahol éber szabadon mozgd
allatokon iz-reaktivitasi tesztek kozben a NAcc és az OFC teriiletérdl vezetnénk el az
idegsejtek elektromos tevékenységét. A Spike2 programbo6l nemcsak a pumpat
iranyitjuk, hanem egy folyadékkristalyos-kijelzén jelezziik az éppen beadott oldat nevét
kivaltasara ¢és a viselkedési mintazatok pontos mentésére egy Uj vided elemzd
programot terveztem késziteni, amibdl az adatokat a Spike2 programba importalva az
eseményeket korreldltathatjuk az elvezetett neurondlis tevékenységekkel. Ezen
eredményekkel nem csak pontosabb képet kaphatunk majd az izek kozponti
idegrendszeri feldolgozéasardl, hanem az altaluk kivaltott motoros valaszok létrejottérdl

is.

5.2. Endogén kémiai érzékenység

Glukoz-monitorozd6 neuronokat — vagyis D-glukéz lokalis intracerebralis
extracellularis szintjének megemelkedésére tiizelési frekvencidjukat megvaltoztatd
idegsejteket — mar szamos agyi régioban azonositottak patkanyban és rhesus majomban
is, az agytorzstdl [1] a magasabb eldagyi teriileteken [45, 48, 49, 100] at a prefrontalis-
orbitofrontalis kéregig [48, 49, 66, 79, 81]. Ezen idegsejteknek nem csak az endogén

neurotranszmitterekre és neuromodulatorokra adott valaszai kiilonbéznek a D-glukdzra
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valaszkészséget nem mutatd glukdz-inszenzitiv sejtekéitdl [79, 81, 100], hanem exogén
kémiai stimulusokra, igy iz-ingerekre is eltéré modon reagalnak [79].

megvaltoztattak tiizelési frekvencidjukat D-gluk6z mikroiontoforetikus adasanak
hatasara, mint a shell-ben. Korabbi vizsgalatok azt is igazoltdk, hogy a kétféle (GR és
GS) GM neuron tipus eltéré dominancidju a két szubdivizioban [100], ezt a mi
kisérleteink is megerdsitették.

bizonyitottak [100]. Ach-ra és DA-ra vald érzékenységben a két régio kozott nem
talaltunk nagy eltérést, viszont mig a dopamin Dj-receptor antagonista SCH 23390 a
core-ban véltoztatta meg nagyobb aranyban a sejtek valaszkészségét, addig a Do-
receptor antagonista szulpirid a shell-ben valtott ki ugyanilyen hatast. A NA-ra
érzékeny sejtek, ezen beliil is a serkentddé neuronok nagyobb ardnyban talalhatéak a
core régidban. Altalanossagban elmondhatd, hogy az éltalunk vizsgilt,
mikroiontoforetikusan beadott oldatok hatésara a core régidban a serkentddd neuronok,
mig a shell-ben a gatlddé neuronok taldlhatdoak nagyobb aranyban. Ezen differencialt
neurokémiai érzé¢kenységeknek nyilvanvaldan fontos szerepe lehet az érintett struktirdk
szabalyoz6 folyamatainak a finomhangolésaban.

A IOFC-ben mindegyik mikroiontoforetikusan beadott anyag hatasara a vizsgalt
neuronok nagyobb szazaléka mutatott valaszkészséget, mint a mOFC-ben. A
legszembet{inébb kiilonbség a D-glukoz, Ach és GABA hatasaban jelentkezik. A GM és
a GIS idegsejtek differencialt DA [79] és GABA [100] érzékenységét korabbi kisérletek
leletei is bizonyitjak.

Adataink, kordbbi, rhesus majmok orbitofrontalis kérgében azonositott
neuronokbol nyert leleteinkkel egyiitt [48, 49] feltétleniil alatimasztani latszanak azt a
nézetiinket, amely szerint ezen nucleus accumbens és orbitofrontalis kérgi idegsejtek, a
limbikus eldagyi glukéz-monitoroz6 neuronhéaldzat fontos elemeiként, a belso €s a kiilsd
kornyezet humoralis szigndljainak egyidejli monitorozasaval és a kiilonféle bemenetek

crer

mindenkori egyenstlyat biztositd érzékeny szabalyozé folyamatoknak.
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5.3. Exogén kémiai érzékenység

A kiilonféle iz-mindségekre érzékeny idegsejtek differencidlt topografiai
megoszlasara vonatkozoéan allnak mar rendelkezésre irodalmi adatok [111, 116]. A
NAcc-ben az intraoralisan adott sos, savanyl, umami és keserti iz-oldatokra a shell
régioban reagaltak nagyobb aranyban a neuronok, mig az ¢édes izre mindkét régidoban
kozel azonos szazalékban. A komplex izként hasznalt narancslé azonos aranyban hatott
mindkét teriileten.

A savanyl, az umami és a keserli iz-oldatok, valamint a narancslé nagyobb
aranyban okozott aktivitasvaltozast a mOFC-ben, mint a IOFC-ben. A sos és édes iz
tekintetében nincs nagy kiilonbség a két régiod kozott.

Intragasztrikus infizid soran a NAcc-ben egyedil 60 mM-os MSG-oldat
hatdsdban lathatd kiilonbség: a core régioban az idegsejtek nagyobb aranyu
érzékenységet mutatnak, mint a shell régidbeliek. A tobbi vizsgalt oldat (gluk6z 60 mM,
NaCl 60 ¢és 150 mM) esetében azonos a hatds mértéke a NAcc mindkét
szubdivizidjadban. Az OFC-ben szintén kimutattunk NaCl és MSG intragasztrikus

A nucleus accumbens szerepét mar korabban kimutattdk az izekkel 6sszefiiggd
motivacios és tanulasi folyamatokban [140], valamint szamos kutatds bizonyitotta az
orbitofrontalis kéreg funkcidit az iz-érzékelésben, a taplalék- és folyadékfelvétel
kontrolljaban [10, 51, 110]. Kutatasunk soran bizonyitottuk ezen agyteriiletek iz-
érzékelésben Dbetoltott szerepét mind az intraoralisan adott iz-oldatok, mind az
intragasztrikus ingerlés esetén. Szintén jol ismert tény, hogy a NAcc core és shell
régidja a taplalékfelvétel szabalyozasaban eltéré szerepet tolt be [68, 70, 119].
Vizsgalataink szintén ramutattak a két vizsgalt régio eltéré endogén ¢€s exogén
érzékenységére, eltérd szerepiikre a gusztatorikus €s intragasztrikus iz-érzékelésben.
Bizonyitottuk, hogy a mar korabban kimutatott [97, 113, 115] gyomor és vékonybélben
elhelyezkedd édes, sos €s umami receptorok kapcsolatban allnak az OFC és a NAcc
neuronjaival, ezaltal sziikségszeriien szerepet kell jatszaniuk az iz-érzékelés mellett a
metabolikus folyamatokban is.

Kutatasunk soran bebizonyosodott, hogy a nucleus accumbens core és shell

crcr

neuronjaira a GIS unitoktol eltéré endogén és exogén kémiai érzékenység jellemzd.
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meglehetésen magas aranyban képviseltetik magukat, akkordban, hogy miikodésiik
kelld erével érvényesitheti sajatos funkciondlis szerepiiket e fontos limbikus kérgi

struktarak regulacios folyamataiban.

5.4. Metabolikus eltérések

Az egészséges szervezetben a kozponti idegrendszer fontos feladata az anyagcsere
folyamatok igen finom ellenérzésének irdnyitdsa, amiben egyarant szerep jut
metabolikus (lebomld tapanyagok, zsirsavak, aminosavak, kiilonféle metabolitok, stb.),
humoralis-hormonalis (inzulin, leptin, glukagon, GLP-1, stb.) és 0Osszetett idegi
tényezoknek, amelyek kozott megtalalhatjuk nem csak a perifériarél, hanem a
kiilonboz6 agyteriiletek specifikus kemoszenzoros neuronjaibdl érkezd sajatos
informaciokat is [48, 61, 98, 105]. Az élettani szempontbol hatasos metabolizmus, ami
igen sz€ls6séges kornyezeti feltételek kozepette is fenntartja a homeosztazis
egyensulyat, nagyban fiigg a kiilonféle periférids jelzések megtartott centralis
érzékelésétdl. Ha az e feladatot ellatd specifikus kemoszenzoros neuronok
miikodésében barmiféle zavar 1ép fel, stilyos metabolikus-homeosztatikus korallapotok
alakulhatnak ki, olyanok, mint pl. az obezitas vagy a diabetes mellitus [48, 61].

Jelen kisérleteink bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozoan is, hogy a medialis
orbitofrontalis kéregben taldlhatdé kemoszenzoros neuronok valoban fontos szerepet
jatszanak a metabolizmus kozponti szabalyozasaban. A szakirodalomban els6ként
kimutattuk, hogy az e teriiletre juttatott kétoldali STZ mikroinjekcié hatdsara komplex
metabolikus tiinetegyiittes jon 1étre: GTT soran koéros 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 stlyos megitélését, amit az is
alatamaszt, hogy magas plazma triglicerid szint — a tobbi kozott — jellemzden diabetes
mellitusban ¢€s elhizdsban fordulhat eld. Mind a szénhidrat, mind pedig a zsir
anyagcsere zavarai mas elagyi struktirak (VMH, mediodorsalis PFC) esetében is a
streptozotocin kezelés szokasos kovetkezményei voltak [48, 82]. Az eddigiek alapjan

altalanossagban szintén érvényes igazsagként kell leszogezniink, hogy kiilonb6zo
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agyteriileteken a GM idegsejtek streptozotocinnal valo elpusztitdsa sajatos taplalkozasi

¢és anyagcsere zavarok kialakulasahoz vezet [21, 48-50].

5.5. Magatartasi valtozasok

Ahhoz, hogy megértsik a GM neuronok iz-érzékelésben betoltdtt komplexebb
szerepét, nem elég csak a kemoszenzoros funkcioikat ismerniink, hanem sziikséges az
iz-informaciok adaptiv viselkedésbe illesztését kondicionalt iz-averzios kisérletekkel is
megvizsgalni. Korabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy a NAcc-be juttatott kétoldali
STZ mikroinjekcio kondicionalt iz-averzio deficitet okoz patkanyokban [49]. Az OFC
kéregbe juttatott streptozotocin, hasonléoan a mdPFC-hez [80] nem gatolta meg a
kondicionalt iz-averzi6 kialakuldsat, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az eldagyi
GM haldzat nem minden része sziikséges a kondicionalt iz-averzi6 kialakitasahoz.

Mar 1jsziilottkorban megfigyelhetdk az elfogyasztott taplalék kellemes vagy
kellemetlen értékelése 4ltal kivaltott, fajra jellemzd mozgasmintdzatai. Az
orbitofrontalis kérgi GM neuronok ezen funkciokban vald szerepének tisztazasara iz-
reaktivitasi teszteket végeztink STZ kétoldali mikroinjekcidja utan. Mar korabban
kimutattak, hogy az eléagyi GM haldozat egyes elemeinek elpusztitisa iz-reaktivitasi
valtozasokat okoz [21, 48, 49]. Vizsgalataink soran nagymértékii valtozast nem
tapasztaltunk a GM idegsejtek mOFC-ben valo elpusztitasa utan, viszont ezen allatok
mind a kellemes, mind a kellemetlen izeket kellemesebbnek talaltadk, mint a kezelést
nem kapott allatok. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az orbitofrontalis kérgi glukdz-
monitoroz6 idegsejtek részt vehetnek az eléagyi GM halozat részeként az allatok iz-

reaktivitasi mintazatainak kialakitasaban.
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6. Altalanos kovetkeztetések

Vilagszerte egyre nagyobb figyelem irdnyul a népesség morbiditdsi és mortalitasi
statisztikdjat jelentésen ronto, igy rohamosan novekvl népegészségiigyi jelentdségli
korképekre, melyek koziil kiemelt jelentdségliek a taplalkozasi és anyagcserezavarok,
mint pl. az obezitds, az anorexia ¢és bulimia nervosa, a metabolikus szindroma ¢és a
diabetes mellitus. Nemcsak az 0j terapids lehet6ségek kidolgozasahoz, hanem a
jelenleginél hatékonyabb prevencios eljarasok kifejlesztéséhez is sziikséges minél
jobban megismerniink az ezen betegségek hatterében allé patofizioldgiai elvaltozasokat.

A homeosztazis fenntartdsa alapveté fontossdgi a szervezet megfeleld
mikodésének fenntartasahoz. Ennek egyik fontos Osszetevdje a taplalkozas és az
anyagcsere fiziologias szabalyozasa, amelynek soran felismerjiik és kivalasztjuk a
sziikséges taplalékot, s amelynek soran figyelembe vessziik annak kiilsé megjelenését,
illatat, izét, texturajat és hedonikus értékét is. A homeosztatikus mikodések
szervezésében a kiils6 ingerek mellett hasonléan fontos szerepet jatszik a bels6
kornyezet aktualis allapota is, igy a humoralis-metabolikus folyamatok pontos kdzponti
idegrendszeri szabalyozasa is elengedhetetlen a homeosztazis fenntartasahoz. Azon agyi
strukturdk karosoddsa, melyek szerepet jatszanak ezen folyamatok iranyitasaban, a
homeosztazis zavarain keresztiil taplalkozasi és anyagcsere betegségekhez vezethetnek.
E megbetegedések kezelése — eddigi tudasunk alapjan — elsésorban a periférias
folyamatokra koncentralt, de a kapcsolodd terapias beavatkozasok végsd soron
eredménytelen volta, valamint a legijabb kutatasaink leletei is egyre hangsulyosabban
arra mutatnak ra, hogy e betegségek teljes gyogyitasa mindaddig nem lesz lehetséges,
ameddig figyelmen kiviil hagyjuk e korfolyamatok kozponti idegrendszeri dsszetevoit.

Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a nucleus accumbensben, a medialis
¢s lateralis OFC-ben elhelyezkedd glukdz-monitorozé neuronok az endogén és exogén
fontos szerepet jatszanak az iz-informaciok feldolgozéasaban és a taplalkozas, tovabba az
anyagcsere szabalyozasanak adaptiv mechanizmusaiban. Leleteink nyoman az is joggal
szerepet jatszo struktirak — igy az OFC is — egyre részletesebb megismerése
hozzédjarulhat ) gyogyszer-targetek azonositdsdhoz, hatékony, 0 terdpids stratégidk

kidolgozéasahoz.
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/. Vizsgalataink legfontosabb eredményeinek osszefoglalasa

1. Extracellularis egysejtelvezetéseink soran a NAcc és az OFC mindegyik
ben a core-ban (els6sorban GR sejtek), mig az OFC-ben a lateralis régioban

magasabb a GM-sejtek aranya.

érzékeny sejtek, azon beliil is a neurotranszmitterre serkentédé 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 régidban a
neurotranszmitterre gatlddé neuronok talalhatéak nagyobb ardnyban, a core-
ban a serkentddéek. A Di-receptor antagonista a core-ban valtoztatta meg
nagyobb aranyban a neuronok valaszkészségét, a Do-receptor antagonista pedig
a shell-ben valtott ki ugyanilyen hatast.

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

5. A mOFC-ben a GM idegsejtekrdl sajatos, a glukdz-inszenzitiv neuronokétol
jellemzden eltérd endogén kémiai valaszkészség bizonyosodott be.

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

7. A NAcc GR neuronjai vagy egyaltalan nem reagaltak az iz-oldatokra, vagy
valaszkészség esetén minimum 2 kiilonbozd izre is megvaltoztattadk a tiizelési
frekvencidjukat. Ezen sejtek nagyobb aranyu érzékenységet mutattak savanyu,
édes ¢és keserti izek esetében.

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

9. A NAcc-ben az intragasztrikusan infundalt oldatokra (glukéz, MSG, NaCl) a
core régioban az idegsejtek nagyobb vagy azonos ardnyban mutattak

érzékenységet, mint a shell régiobeliek.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Az OFC-ben intragasztrikus infuzi6 soran mindkét régioban kimutattunk MSG
¢s NaCl oldatokra érzékeny neuronokat, de D-glukozra aktivitas valtozast
mutato idegsejtet ezen teriileteken nem talaltunk.

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

A mOFC GM idegsejtjeinek STZ-nal vald elpusztitisa utdn 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-averzié kialakuldsaban 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 mintdzatot mutattak.

Mindezen Uj adatok feltardsdban és értékelésében nagy segitségiinkre voltak
(ill. nélkiiliik részben ez ilyen formaban meg sem torténhetett volna) az altalam

végrehajtott miiszaki és informatikai fejlesztések.
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Az idegsejtek komplex funkcionalis sajatossagai az
orbitofrontalis kéregben

Dr. Szabo Istvan
Dr. Nagy Bernadett, Csetényi Bettina, Hormay Edina, Bajnok Goéré Mark,
Prof. Dr. Karadi Zoltan

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet

Absztrakt

A neurofiziologiai kutatdsok egyik fontos teriilete a taplalkozas €s anyagcsere kdzponti
szabalyozasanak vizsgalata, mivel a kapcsolodd betegségek — mint az elhizds, a koros
sovanysag, a diabetes mellitus és a metabolikus szindroma — a modern tarsadalmak
egészségligyi ellatasara egyre novekvo terhet ronak. Nemcsak az ezen megbetegedések
hatterében 4all6 pathofizioldgiai elvaltozasok, de még az egészséges szervezet centralis
regulacios mechanizmusai sem ismertek jelenleg kell6 mértékben.

Az orbitofrontalis kéreg (OBF) jelentds szerepet jatszik a taplalkozas kozponti
szabalyozdsaban. Az itt és mas agyi struktirdkban is megtalalhatd gluk6z-monitorozé
(GM) idegsejtek — melyek D-glukéz koézvetlen adasara jellegzetes neurokémiai
érzékenységet mutatnak — sokrétlien érintettek ezen funkcidkban. Jelen vizsgélataink célja
az orbitofrontalis kérgi neuronok endogén ¢és exogén kémiai érzékenységének
tanulmanyozasa volt.

Kisérleteink soran altatott him Sprague-Dawley patkdnyok medialis (mOBF) és lateralis
(IOBF) orbitofrontalis kérgébdl extracellularis egysejttevékenységet vezettiink el. Ehhez
sajat készitési wolframszalas multibarrel iiveg mikroelektrédat alkalmaztunk, melyen
keresztiil kiilonb6zé kémiai anyagokat (D-gluk6éz, noradrenalin /NA/, dopamin /DA/,
GABA, acetilkolin /Ach/ és glutamat /Glut/) tudtunk mikroelektoforetikus technikaval
beadni. Az idegsejtek exogén kémiai érzékenységének vizsgélatara egy, a patkany szajaba
behelyezett polietilén csovon keresztiil juttattuk az ot alapizt (édes, sos, savanyu, kesert,
umami) reprezentald oldatokat és a narancslét (komplex iz) a szajiiregbe.

A vizsgalt sejtek 40%-a bizonyult GM neuronnak a IOBF-ben, mig a mOBF-ben 20%-uk
mutatott érzékenységet D-glukdzra. Mindkét régioban az Ach-ra volt a legnagyobb az
idegsejtek valaszkészsége (10BF: 90%; mOBF: 80%), a DA-ra mindkét teriileten kb. 40%-
uk valtoztatta meg aktivitasat. NA-ra a IOBF-ben az idegsejtek fele, a mOBF-ben mintegy
negyediik reagalt. GABA adésakor a neuronok tobb mint fele gatlodott (10BF: 75%;
mOBF: 56%).

Az iz-ingerlések hatasara a IOBF-ben natrium-glutamat (umami) izére a vizsgalt sejtek
50%-a, a tobbi oldat alkalmazasakor mintegy 40%-a bizonyult érzékenynek, a mOBF-ben
ugyanakkor ez az arany a savanyu, az umami, a kesert iz és a narancslé esetében 60% volt.
Mindkét régioban a sés izre a neuronok harmada, az édesre negyede valtoztatta meg a
tiizelési frekvencidjat.

A mOBEF idegsejtjei minden neurokémiai ingerre a I0BF-beliekkel azonos vagy azoknal
kisebb aranyban valaszoltak, mig az intraoralis iz-ingerekre bekovetkezd
aktivitasvaltozasok ardnya éppen forditott volt a két teriileten.

Ezen adatok alapjan valosziniisithetd, hogy az OBF mindkét vizsgalt régidja alapvetd
jelentdségli a taplalkozas kozponti szabalyozasanak adaptiv mechanizmusaiban. E
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folyamatokban az itt taldlhat6 GM neuronok kulcsszerepet jatszhatnak az endogén és
Tamogatds: Ajinomoto 51064/2009, TAMOP-4.2.1.B-10/2/KONV-2010-0002, TAMOP-
4.2.2/B-10/1-2010-0029, Magyar Tudomanyos Akadémia (MTA).

Kulcsszavak: orbitofrontalis kéreg; glukoz-monitorozé neuron, neurokémiai ingerlés; iz-
ingerlés.

|. Bevezetés
1. Az orbitofrontalis kéreg

A homeosztazis biztositasa — vagyis a kdrnyezethez, a valtozé viszonyokhoz, kihivasokhoz
valé megfeleld alkalmazkodas — elengedhetetlen feltétele az egészséges ¢let mitkodésének.
A taplalkozasi és anyagcserebetegségek — mint az elhizas, az anorexia és a bulimia
nervosa, a diabetes mellitus, a metabolikus szindroma — a homeosztdzis zavaraval jard
korképek, melyek korunk népbetegségei kozé tartoznak. Nagyrésziikben a betegségek nem
gyogyithatoak, csak tiineti terapia ismert, és a betegek egész életiikkben orvosi kontrollra,
kezelésre szorulnak. A neurofiziologiai kutatasok egyik fontos teriilete a taplalkozas és az
anyagcsere kozponti szabalyozasadnak vizsgélata, mivel nemcsak az ezen megbetegedések
hatterében 4ll6 pathofizioldgiai elvaltozasok, de még az egészséges szervezet centralis
regulacids mechanizmusai sem ismertek jelenleg kell6 mértékben.

A prefrontalis kéreg a motoros és premotoros kérgi areaktdl rostralisan elhelyezkedo
agykérgi teriilet, mely ragcsalokban két 6 régiora oszthatd: medidorsalis és ventrolateralis
teriiletre. Ez utobbi rész felel meg a féemlésokben megtalalhatd orbitofrontalis kéregnek
(OBF) [3].

Ez a régid a limbikus rendszer részeként iddlegesen tarolja a szenzoros informacidkat,
illetve idébeli késéssel, adekvat valaszmintakkal kapcsolja 0ssze ezeket [5], szerepe van a
szocialis, szexualis és adaptacios viselkedések kialakitasaban [20], a spontan és komplex
viselkedésmintazatok 1étrejottében [14], a kiilonboz6 izek és szagok egymastol valo
elkiilonitésében [4, 12, 25], valamint alapvetOen érintett a testtomeg, a taplalék- és
folyadékfelvétel és a metabolikus kontroll fenntartasaban [13].

Vizsgalatainkban ezen agyteriilet két részét, a medialis (mOBF) és a lateralis (IOBF)
orbitofrontalis kéregteriilet endogén és exogén kémiai érzékenységét tanulmanyoztuk (1.
dbra).
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mOBF

1. abra — A medialis (mOBF) és lateralis (IOBF) orbitofrontalis kéreg régiok elhelyezkedése (B+4,2)
Paxinos és Watson szerint [23].

2. A glukéz-monitorozo neuronhalézat

A kozponti idegrendszerben talalhaté glukdéz-monitorozo (GM) idegsejtek elsd leirasa és
részletes vizsgalatanak megkezdése Oomura és munkatarsai nevéhez fiizodik [21]. Ezen
neuronok a glukézt nem csak metabolizmusuk soran hasznaljak fel, hanem D-glukéz
hatasara neuronalis valaszkészséget is mutatnak.

Funkcionalis szempontbdl két tipusuk kiilonithet6 el: az egyikbe a glukoz hatasara gatlodo
sejtek, az un. glukoz-szenzitiv (GS) neuronok, a masikba a glukoz hatasara serkent6do,
azaz tiizelési frekvenciajukat novelé idegsejtek, az un. glukoz-receptor (GR) neuronok
sorolhatok. Azon idegsejteket, amelyek glukoz hatasara aktivitdsvaltozast, valaszkészséget
nem mutatnak, gluk6z-inszenzitiv (GIS) neuronoknak nevezziik.

A GM sejteket mar szamos agyteriileten kimutattak: hypotalamus [6, 7, 21], nucleus
tractus solitarii [1, 16], area postrema [1, 2], amygdala [6, 10, 18, 19], globus pallidus [8,
15], nucleus accumbens [22], mediodorsalis prefrontalis kéreg [17]. Munkacsoportunk
korabban mar elkezdte ezen sejtek tanulmanyozasat az OBF-ben is [9, 11, 12], jelen
kutatasainkban az akkori vizsgalatokat folytatjuk illetve terjesztjiik ki.

I1. Anyag és modszer
1. Kisérleti allatok

Kisérleteink soran altatott him Sprague-Dawley patkdnyok orbitofrontalis kérgébdl
extracellularis egysejttevékenységet vezettiink el. A kisérleti allatok testtomege 250-350 ¢
volt. A patkanyszobaban allanddo hémérsékletet (21£2 °C) és paratartalmat (55-60%)
biztositottunk. Az 4llatokat 12/12 6ras vildgos/sotét ciklusban tartottuk.

A kisérleti patkdnyok tartdsa és a veliik valo foglalkozas soran betartottuk a hazai (1998.
évi XXVIIL tv. az allatok védelmérdl és kiméletérdl, illetve a Kormany 40/2013. Korm.
rendelete az allatkisérletekrdl) és a nemzetkdzi eldirasokat, Eurdpai Unids irdnyelveket
(NIH Guidelines, European Community Council Directive 86/609/EEC 1986, 2006;
European Directive 2010/63/EU of the European Parliament).
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2. Miitét

A patkanyok altatdsdhoz intraperitonedlisan adott uretant (0,6 ml/100 ttg, 25% friss oldat,
Sigma) alkalmaztunk. A sztereotaxias késziiléket (3. abra bal also része), melyben az
allatok fejét rogzitettiik, dontott helyzetben pozicionaltuk. A koponya felnyitdsa és a dura
bemetszése utdn a mikroelektrodat egy hidraulikus mikrotovabbité rendszer (Narishige
MO-10, Japan) segitségével vezettiik le. A vizsgalt két agyteriilet koordinatai Paxinos
agyatlasza [23] alapjan az 1. tabldazatban lathatoak.

1. tabldzat — A mOBF és IOBF koordinadtai Paxinos agyatlasza [23] alapjan (mm-ben).

mOBF B+3,8-4,4 0,8-1,2 3,0-3,5
IOBF B+3,8-4,4 2,5-3,5 2,5-3,5

3. Multibarrel mikroelektroda

0,1-0,3 um

10 ym@)

wolfram

2. abra — A multibarrel mikroelektroda felépitése.

Az extracellularis egysejttevékenység elvezetéséhez és a neurokémiai anyagok
mikroelektroforetikus beadasahoz munkacsoportunk altal készitett wolframszalas,
multibarrel iiveg mikroelektrodat (2. dabra) hasznaltunk. Az elektréda egy kdzponti csébdl
¢s az azt koriilvevd 9 db., ugynevezett kornyéki csébdl all. Az egysejttevékenységet a
wolframszalat tartalmazo kozponti csé segitségével tudtuk elvezetni, mig a kdrnyéki
csOvekbe toltottiikk a mikrointoforézishez hasznalt oldatokat. A wolframszal minddssze 10
pm atmérdji és mintegy 10 um hosszan nyulik ki az tivegelektréda hegyébdl. A kornyéki
csovek nyilasanak atmérdje 0,1-0,3 pm kozotti.

4. Jelfeldolgozas
Az elektroda kdzponti csovében 1€vé wolframszalon keresztiil az extracellularisan felvett
akcids potencidlok sziirést és erdsitést (Supertech Kft., Magyarorszdg) kovetden egy

analog/digitalis konverterbe (CED Micro 1401 mk IlI, Cambridge Electronic Design,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) keriilnek (3. abra felso része), igy a jeleket szamitogép
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segitségével rogzithetjiik és elemezhetjiik. Az analog jeleket oszcilloszképon (PeakTech P-
1145, Heinz-Giinter Lau GmbH, Ahrensburg, Németorszag) folyamatosan kovettiik. A
Spike2 program (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag)
segitségével minden egyes idegsejt aktivitasabol frekvencia hisztogram késziilt, az on-line
¢és off-line analizisek a programhoz irt scriptek (Szabd és munkatarsai, nem publikalt
adatok) hasznalataval torténtek.

Szamitogep

Sztereotaxias késziilék lontoforetikus pumpa

3. dabra — Kisérleti elrendezés.
5. Neurokémiai vizsgalatok

Neurokémiai ingerlés soran mikroiontoforetikus késziiléket (NeuroPhore BH-2, Medical
Systems, Great Neck, New York, USA) hasznaltunk az elektroda kornyéki csoveibe toltott
oldatok idegsejtek kornyezetébe valo juttatasara (3. dbra jobb alsé része). Ezen késziilék
segitségével elektromos potencidl gradienst hozunk Iétre, ezaltal a toltéssel rendelkezd
részecskék az idegsejtek kozvetlen kornyezetébe adhatok. Az anyagkidramlast
meghataroz6 legfontosabb tényezdk az ejekcids aram nagysdga, a diffuzidé mértéke, a
hidrosztatikus nyomasgradiens ¢és az elektroozmozis [24].

Tobbek kozott a kovetkezd anyagok hatasat vizsgaltuk a neuronokon: D-glukoz,
noradrenalin (NA), dopamin (DA), acetilkolin (Ach) és GABA.

Az anyagok mikroelektroforetikus beadasa 30-90 nA é4ramerdsséggel 10-15 masodperc
alatt tortént. Minden neurokémiai anyag hatdsanak vizsgalatakor harom kiilonb6z6
aramerdsséget hasznaltunk. Két ingerlés kozott a hatés lecsengése utan legaldbb egy perces
sziinetet tartottunk.

Az értékelésnél azokat a valtozasokat tekintettiik gatlasnak illetve serkentésnek, amelyek a
kovetkezd kritériumoknak megfeleltek: a valtozds mértéke legalabb 30% volt, ami azt
jelenti, hogy legalabb 30%-0s ndvekedés esetén beszéliink serkentddésrdl, valamint az
mindsiil gatlasnak, ha 70% ala csokken a spontan tiizelési frekvencia. Fontos azon
elvarasok teljesiilése, hogy a hatas megismételhetd és koncentraciofiiggd legyen.
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6. Intraoralis iz-ingerlés

Az idegsejtek exogén kémiai érzékenységének vizsgalatdra a patkanyok szajiiregébe
behelyezett polietilén csovon keresztiil adtuk az 6t alapiznek megfelelé oldatokat két
kiilonbdz6é koncentracioban, mig komplex izként a narancslé hatdsat is vizsgaltuk (2.
tablazat).

2. tablazat — Az intraoralis ingerléshez hasznalt oldatok.

Szukroz (édes) 0,1M 0,3M
NacCl (sos) 01M 0,3M
HCI (savanyu) 0,01 M 0,03 M
QHCI (keserii) 0,001 M 0,003 M
MSG (umami) 0,1M 0,3M
Narancslé 10% 25%

Az iz-oldatok beadasat 1-1,5 ml mennyiségben, 3-5 masodperc alatt végeztiik, amit
desztillalt vizes atmosas és levegd befecskendezése kovetett, amellyel a rendszert
megtisztitottuk a benne 1évé iz-oldattol. Két iz-adas kozott legalabb egy percet vartunk (4.
dbra). A patkany testét és fejét befogd késziiléket elére dontott helyzetben rogzitettiik,
hogy a befecskendezett iz-oldat spontan kicsop0gjon a szajiiregbdl, igy elkeriilve, hogy az
allat az oldatot lenyelje vagy aspiralja.

I I I /L I
I I I 7/ I

Iz-oldat 1 Oblités Levegd [z-oldat 2

4. abra — Az intraordlis iz-ingerlési eljaras sémds rajza.

I1I. Eredmények
1. Neurokémiai vizsgalatok

Neurokémiai ingerlés soran (5. dbra) a IOBF-ben a vizsgalt sejtek 40%-a bizonyult GM
neuronnak, mig a mOBF-ben 20%-uk mutatott érzékenységet D-glukdzra. Mindkét
régioban az Ach-ra volt a legnagyobb az idegsejtek valaszkészsége: a IOBF-ben 90%, a
mOBF-ben 80%. DA-ra mindkét teriileten a neuronok kb. 40%-a valtoztatta meg
aktivitasat. NA-ra a IOBF-ben az idegsejtek fele reagalt, mig a mOBF-ben mintegy
negyedilk. GABA adasakor a neuronok tobb mint fele gatlodott, a IOBF-ben 75%, a
mOBF-ben 56%.
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EmOBF HIOBF

100%

80%

60%

40%

20%

0% -
Glukéz NA DA Ach GABA

5. abra — OBF idegsejtek endogén kémiai stimulaciora mutatkozo valaszkészsége.
2. Intraoralis iz-ingerlés

Intraoralis iz-ingerlések hatasara (6. dbra) a IOBF-ben natrium-glutamat (umami) izére a
vizsgalt sejtek 50%-a, narancslé, sosav és kinin alkalmazasakor mintegy 40%-a bizonyult
érzékenynek, mig a mOBF-ben ez az arany ugyanezen izek esetében 60% volt. Mindkét
régioban a sos izre a neuronok harmada, az édesre negyede reagalt.

H mOBF ®I|0OBF

80%

60% -

40% -

20% -

0% -

Narancslé NaCl HCI MSG Szukroz QHCI

6. dbra — OBF idegsejtek intraordlis iz-ingerlésre adott valaszkészsége.

IV. Osszefoglalis

Mikroelektrofiziologiai laboratoriumunk, amelyben az orbitofrontalis kérgi vizsgalatok
folynak, az elmult években szamos technikai fejlesztésen esett at. A kisérletek egyszeriibb,
gyorsabb ¢és pontosabb végrehajtasdhoz a laboratérium modernizéalasa sziikségszeriivé valt,
ezért néhany régi késziiléket Ujabbakra cseréltiink, tobb 0j késziiléket terveztiink és
épitettiink, amelyek szamitogéprdl vald irdnyitasahoz a programokat is magunk irtuk
(Szabd és munkatarsai, nem publikalt adatok). A kisérletek kozbeni online analizishez,
illetve a kisérletek utani offline elemzéshez szintén szamos 0j programot készitettiink
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(Szab6 és munkatarsai, nem publikalt adatok), hogy ezaltal hatékonyabban és nagyobb
pontossaggal megbizhatobb eredményekhez jussunk. Ezen fejlesztéseknek koszonhetden
laboratoriumunk a nemzetkdzi kovetelményeknek is megfelelve tokéletesen alkalmas az
eddigiekben emlitett, nagy fontossagu kutatasok céljara.

Az eredmények Osszefoglalasakor figyelmet érdemel, hogy a mOBF idegsejtjei minden
neurokémiai ingerre a IOBF-beliekkel azonos vagy azokénal kisebb aranyban valaszoltak,
mig az intraoralis iz-ingerekre bekovetkezd aktivitasvaltozasok aranya éppen forditott volt
a két orbitofrontalis kéregteriileten, azaz, a mOBF-ben nagyobb szdmban regisztraltunk iz-
érzékeny neuronokat. Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy az OBF mindkét vizsgalt
régioja alapvetd jelent6ségli a taplalkozds kozponti szabalyozasanak adaptiv
mechanizmusaiban. E folyamatokban az itt talalhat6 GM neuronok kulcsszerepet
jatszhatnak az endogén és exogén kornyezetbdl szdrmazd kémiai €s egyéb informaciok
integraciojaval.
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A medialis ventrolateralis praefrontalis
(orbitofrontalis) kéreg gliitkbzmonitorozo
idegsejtjei szerepet jatszanak
a homeosztazis fenntartasaban

Szab6 Istvan dr.»>? = Hormay Edina®>? = Csetényi Bettina®?
Nagy Bernadett dr.! = Karadi Zoltan dr.> %3

Pécsi Tudoméanyegyetem, 'Altalinos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet, 2ldegtudomanyi Centrum,
3Szentagothai Janos Kutatékézpont, Molekularis Neuroendokrinoldgiai Kutatécsoport, Pécs

Bevezetés: A medialis orbitofrontalis kéreg fontos szerepet jatszik a tiplilkozas és az anyagcsere szabdlyozdsiban. Az
itt taldlhat6 gliik6zmonitorozé idegsejtek e folyamatokbeli érintettsége, jellemz8 miikodési sajatossigaik azonban
még kevéssé ismertek. Célkitiizés: Kisérletsorozatunkban e kemoszenzoros idegsejtek funkcionilis jelent8ségét kivan-
tuk megyvildgitani. Mddszer: A multibarrel mikroelektroforetikus technika segitségével elektrofizioldgiai kisérleteket
folytattunk, valamint a glitkzmonitoroz6 neuronok sztreptozotocinnal valé szelektiv elpusztitisa utin anyagcsere-
vizsgalatokat végeztiink. Eredményck: A vizsgilt sejtek mintegy 15%-a bizonyult az elSagyi glitkbzmonitorozé ideg-
hél6zat elemének. E glikézmonitorozé és a glilkdzra vilaszkészséget nem mutatd, tgynevezett glilkdzinszenzitiv
idegsejtek eltéré neurotranszmitter- és izérzékenységet mutattak. Akut gliikdztolerancia-tesztben, a sztreptozoto-
cinnal kezelt patkdnyok 30 és 60 perces vércukorértékei a kontrollallatokéinal szignifikdnsan magasabbak voltak.
A sztreptozotocinkezelt csoportban a plazmatriglicerid-koncentricié a kontrollokban mértnél szintén nagyobbnak
bizonyult. Kovetkeztetések: Eredményeink azt igazoljak, hogy a medialis orbitofrontalis kérgi gliik6zmonitorozé ideg-
sejtek a belsS és a kiilsG kornyezet ingereinek integracidjaval, az anyagcsere-folyamatok monitorozasaval nélkiilozhe-
tetlenek az egészséges homeosztizis fenntartisiban. Orv Hetil. 2017; 158(18): 692-700.

Kulcsszavak: praefrontalis kéreg, gliikéztolerancia-teszt, trigliceridek

Glucose-monitoring neurons of the medial ventrolateral prefrontal
(orbitofrontal) cortex are involved in the maintenance of homeostasis

Introduction: The medial orbitofrontal cortex is involved in the regulation of feeding and metabolism. Little is
known, however, about the role of local glucose-monitoring neurons in these processes, and our knowledge is also
poor about characteristics of these cells. Aim: The functional significance of these chemosensory neurons was to be
elucidated. Method: Electrophysiology, by the multibarreled microelectrophoretic technique, and metabolic investi-
gations, after streptozotocin induced selective destruction of the chemosensory neurons, were employed. Results:
Fifteen percent of the neurons responded to glucose, and these chemosensory cells displayed differential neurotrans-
mitter and taste sensitivities. In acute glucose tolerance test, at the 30th and 60th minutes, blood glucose level in the
streptozotocin-treated rats was significantly higher than that in the controls. The plasma triglyceride concentrations
were also higher in the streptozotocin-treated group. Conclusions: Glucose-monitoring neurons of the medial or-
bitofrontal cortex integrate internal and external environmental signals, and monitor metabolic processes, thus, are
indispensable to maintain the healthy homeostasis.

Keywords: prefrontal cortex, glucose tolerance test, triglycerides
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Roviditések

Ach = acetil-kolin; AP = anteroposterior; DA = dopamin;
GABA = gamma-aminovajsav; GIS = gliikkézinszenzitiv, GM =
glitkzmonitorozo; GR = glitkdzreceptor; GS = gliikkbzszenzi-
tiv; GTT = gliikoztolerancia-teszt; mdPFC = mediodorsalis
pracfrontalis kéreg; ML = mediolateralis; mOFC = medialis
ventrolateralis praefrontalis (orbitofrontalis) kéreg; NA = nor-
adrenalin; OFC = orbitofrontalis kéreg; STZ = sztreptozoto-
cin; V = ventralis; VMH = ventromedialis hypothalamusmag

A homeosztizis, vagyis a szervezetnek a kornyezethez, a
valtozé élettéri viszonyokhoz, a kiilonféle bioldgiai kihi-
vasokhoz valé alkalmazkoddsa sordn fenntartott dinami-
kus egyensulyi dllapot mindenkori biztositdsa alapvetd
fontossighh az egészséges életvitel szempontjibol. A
megfeleld taplalék- és folyadékfelvétel, a testhGmérséklet
szabalyozasa, és ugyanakkor példdul a kilonbozé plaz-
mametabolitok szintjének egészséges tartomanyban tar-
tisa is dontd jelentSséglick ennek az dllandé belsd
egyensulyi dllapotnak a megdrzésében. A tiplilkozasi és
anyagcsere-megbetegedések — mint az elhizas, a metabo-
likus szindréma, a diabetes mellitus, az anorexia és a bu-
limia nervosa — mind-mind a homeosztizis zavaraval jard
koérképek, amelyek vilagszerte robbandsszertien novekvd
szamban fordulnak el§ és a modern tirsadalmak egész-
ségiigyi ellitisira egyre nagyobb terhet rénak. Ezért
nem meglepd, hogy méra a neurofizioldgiai kutatdsok
egyik legfontosabb teriilete a tiplilkozas és az anyagcse-
re kozponti szabdlyozdsinak vizsgilata, mivel nemcsak
az ezen betegségek hitterében allé patofiziologiai elval-
tozasok, hanem még az egészséges szervezet kozponti
reguliciés mechanizmusai sem ismertek jelenleg kell§
mértékben. E tekintetben kiemelt jelent6ségii a limbicus
eléagyban a frontalis lebeny egyik kézponti struktardji-
ra, a ventrolateralis praefrontalis (orbitofrontalis) kéreg-
re (OFC) vonatkozé 4j informiciék nyerése.

A homloklebenyben a praefrontalis kéreg a motoros és
premotoros kérgi areaktdl rostralisan elhelyezkedd ké-
regteriilet, amely az el§bbiekben emlitett neurofiziol6gi-
ai kisérletek leggyakoribb alanyaiban, a rigcsilokban két
t6 régiora oszthatd: egy mediodorsalis és egy ventrola-
teralis teriiletre. Ma mdr dltalinosan elfogadottan ez
utébbi agyi struktarit feleltetjiilk meg az eredendéen a
t6emlGsokben leirt, jol koriilhatdrolt orbitofrontalis ké-
regnek [1].

Ez az agyi régi6 a limbicus rendszer szerves részeként
igen sokféle funkci6 szervezésében nélkiilozhetetlennek
tlinik: meghatdrozza a kiilonféle magatartdsi mintazatok
motivaciés, emociondlis toltetének az érvényesiilését
[2], részt vesz a szocidlis, bizonyos szexualis és kiilonféle
adapticids viselkedések kialakitdsaban [3], spontin és
komplex viselkedésmintizatok létrejottében [4], vala-
mint idSlegesen tarolja a magatartasi eseményekkel 0sz-
szefliggd szenzoros informdciokat, illetve idébeli késés-
sel, adekvat valaszmintikkal kapcsolja ssze ezeket [5].
Régodta ismert, hogy fontos szerepet jatszik a kiillonboz4
szagok egymdstdl valéd elkiilonitésében [6, 7], valamint

EREDETI KOZLEMENY

az is, hogy az OFC, alapvetd regulacids entitasként, mé-
lyen érintett a testtomeg, a taplalék- és folyadékfelvétel,
tovabb4a a metabolikus kontroll fenntartasaban [8].

Egyes, a kozponti idegrendszerben talilhaté idegsej-
tek a glitkdzt nemcsak metabolizmusuk soran hasznaljak
fel, hanem D-gliikéz hatdsira extracellulris kornyeze-
tiik, membrantulajdonsagaik atalakulasa nyoman neuro-
nalis vélaszkészségiik alapvetSen szintén megviltozik.
Ezeknek a glikézmonitorozé (GM) idegsejteknek
az elsé leirasa és részletes vizsgalatanak fékuszba allitasa
Oomura és mtsai nevéhez fiz6dik [9, 10]. A GM-neuro-
nok funkciondlis szempontbo6l két csoportra oszthatok:
glitk6zszenzitiv (GS) idegsejtek, amelyek a gliikéz hata-
sara gatlodnak, és glilkézreceptor (GR)-neuronok, ame-
lyek a gliikk6z extracellularis szintjének emelkedésére
serkent&dnek, azaz tiizelési frekvencidjukat novelik. Glii-
kézinszenzitiv (GIS) neuronoknak nevezziik azokat az
idegsejteket, amelyek gliikéz hatdsira aktivitdsvaltozast,
valaszkészséget nem mutatnak.

GM-sejteket szamos agyteriileten kimutattak mar: a
lateralis hypothalamus areiban [9, 11-16], a ventrome-
dialis hypothalamusmagban (VMH) [11, 13, 14, 16,
17], a nucleus tractus solitariiban [18-20], az area
postremaban [21, 22], az amygdaliban [23-26], a glo-
bus pallidusban [27, 28], a nucleus accumbensben [29],
valamint a praefrontalis kéregben [13, 30, 31], és kuta-
tocsoportunk korabban mar elkezdte ezen sejtek tanul-
méanyozisit az OFC-ben is [16, 32, 33].

Az 1950-es évek végén antibiotikus hatdsi anyagként
izolaltak a sztreptozotocint (STZ) a Streptomyces achro-
maogenes baktériumtorzsbdl, de igen stlyos mellékhatdsai
miatt ma mar egyediili indikdcioként csak a -sejtekbdl
kiindul6é metasztatikus tumorok terapidjaban hasznalatos
[34]. Az STZ egy D-gliitkdzhoz hasonlé szerkezeti mo-
lekula, amely szelektiven képes elpusztitani a pancreas
B-sejtjeit, ezért széles korben haszndljik az 1-es tipust
diabetes mellitus allatkisérletes modelljeként [35-38].
A STZ a GLUT2-transzporteren keresztiil jut be a sej-
tekbe, ahol szabad gyokok képzésén keresztiil oxida-
tivstressz-folyamatokat, majd necrosist okoz [36, 38—
40]. A GM-idegsejtek biokémiai gépezete a -sejtekéhez
sok tekintetben hasonld, ennek megfeleléen a STZ-t
képesek felvenni, igy annak intracerebralis addsakor a
glitk6zmonitoroz6 neuronok specifikusan kirosodnak,
és ezen neuronok aktivitisanak végleges megsztinése ko-
vetkeztében stlyos, sok tekintetben a 2-es tipust diabe-
tes mellitushoz hasonlé taplalkozasi és anyagcserezava-
rok alakulnak ki [16, 41, 42].

Az OFC morfolégiailag és funkciondlisan két részre
tagolhat6: lateralis és medialis orbitofrontalis (mOFC)
kéregre [43]. Vizsgilatainkban a neurofiziol6giai kuta-
tasban Oomura és mtsai dltal meghonositott multibarrel
mikroelektroforetikus technika, tovibba a mOFC-be
irinyul6 egyszeri kétoldali STZ-mikroinjekcid segitsé-
gével, azaz a lokalis GM-neuronok szelektiv elpusztita-
saval, ennek nyomdn hidnyuk hatdsdnak feltdrdsaval,
ezen limbicus elSagyi teriilet glitkézmonitorozé ideg-
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sejtjeinek a mlikodési sajatossdgait, illetve a nyert adatok
révén funkciondlis jelentSségiiket kivanjuk megvilagi-
tani.

Mobdszer

Jelen kutatdsaink célja a medialis ventrolateralis prae-
frontalis (orbitofrontalis) kérgi glitkézmonitorozé neu-
ronok endogén és exogén kémiai érzékenységének vizs-
gélata, valamint a metabolikus szabilyozisban betoltott
szerepiik tanulmdnyozasa volt. E kisérletekben him pat-
kanyokban a mOFC-be irdnyitott mikroelektrodaval ext-
racellularis egysejt-tevékenységet vezettiink el mikroe-
lektroforetikus anyagbeaddsok és intraoralis {zingerlések
soran, valamint a GM-neuronok sztreptozotocinnal valé
elpusztitisa utdn gliitkdztolerancia-tesztet (GTT) végez-
tiink és megmértiik tobb fontos metabolit plazmaszint-
jét. Vizsgalati modszereink részletes leirdsa tekintetében
korabbi kozleményeinkre utalunk [31, 44 1.

Alanyok

Kisérleteink sordn 45 felnétt him Wistar és Sprague-
Dawley patkianyt hasznaltunk. A kisérleti allatok testto-
mege a vizsgilatok kezdetekor 250-350 g volt. A pat-
kanyszobdban édlland6 hémérsékletet (21 = 2 °C) és
paratartalmat (55-60%) biztositottunk. Az dllatokat
12 /12 6ras vilagos/sotét ciklusban tartottuk.

Miitét

Az elektrofizioldgiai vizsgalatok sordn a patkdnyok alta-
tasihoz intraperitonealis injekciéval beadott uretant
(0,6 ml/100 ttg, 25% friss oldat, Sigma) alkalmaztunk.
Az dllatok fejét stereotaxids késziilékben rogzitettiik.
A fejbdr felvigisa és a koponyacsont letisztitdsa utdn a
koponyatetén fogaszati faréval 4-5 mm atmér&jd lyukat
fartunk, majd a dura bemetszése utian a mikroelektrodat
mikromanipuldtorral (MN-33, Narishige, Japin) pozici-
onaltuk, ezt kovetSen hidraulikus mikrotovabbité rend-
szer (Narishige MO-10, Japan) segitségével vezettiik le a
célteriiletre. A vizsgalt régié koordinatai Paxinos agyatla-
sza [45] alapjin a kovetkez8k voltak: anteroposterior
(AP) Bregma+3,8—4,4, mediolateralis (ML) 0,8-1,2,
ventralis (V) 3,0-3,5 mm.

A metabolikus vizsgilatokban intraperitonealisan
adott ketamin (Calypsol, 50 mg/ml; Richter Gedeon
Nyrt., Magyarorszag; 0,3 ml/100 ttg) injekcidval végez-
tiik az altatast. Az operaci6 a tovabbiakban a mikroelekt-
rofiziologiai kisérletekhez részben hasonlé moédon zaj-
lott. Az allatok fejét stereotaxias késziilékben rogzitettiik,
ezutan a fejbéron hosszanti metszést ejtettiink. Miutan
megtisztitottuk a koponyafelszint, fogaszati far6 segitsé-
gével koriilbelil 4-5 mm 4tmérGjd lyukat fartunk a
Bregma clé. A vezetSkaniilt Paxinos agyatlasza [45]
alapjan mikromanipuldtorral (MN-33, Narishige, Japan)
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poziciondltuk (AP: B+4,2 mm). A rozsdamentes acélcs-
bl dltalunk készitett vezetSkantlt (ML: 0,9 mm) a dura
telszinére helyeztiik, majd fogaszati akrilattal a koponyd-
hoz rogzitettiik. A mttét végén antiszeptikus hintSport
(Tetran, Richter Gedeon Nyrt., Magyarorszag) alkal-
maztunk és kapcsokkal zartuk a sebet.

Elektrofiziologini vizsgalatok

Az extracellularis egysejt-tevékenység elvezetéséhez és a
neurokémiai anyagok mikroelektroforetikus beadasahoz
kutatécsoportunk altal készitett volfrimszalas, multibar-
rel tiveg mikroelektrédat hasznaltunk. Az egysejt-tevé-
kenységet a kozponti cs6ében 1évé volframszal segitségé-
vel regisztriltuk, az azt koriilvevs kilenc darab kornyéki
kapillariscs6be toltottiik a mikroiontoforézissel beadan-
do6 oldatokat. Rendszeriinkben az extracelluldrisan fel-
vett akcids potencidlok szlrést és erlsitést (Supertech
Kft., Magyarorszig) kovetSen egy analdg/digitalis kon-
verterbe (CED Micro 1401 mk II, Cambridge Electro-
nic Design, Cambridge, Egyesiilt Kiralysig) vezetSdtek,
majd a Spike2 v6.16 szoftvercsomag (Cambridge Elect-
ronic Design, Cambridge, Egyestilt Kiralysig) segitségé-
vel tortént a jelek rogzitése és elemzése.

Neurokémiai ingerlés soran az elektroéda kornyéki cso-
veibe kiilonféle neuromoduldtorokat, neurotranszmitte-
reket toltottink, tobbek kozott D-glitkozt, noradrena-
lint (NA), dopamint (DA), acetil-kolint (Ach) és
GABA-t. Ezen oldatok idegsejtek kornyezetébe vald jut-
tatdsara mikroiontoforézis késziiléket (NeuroPhore BH-
2, Medical Systems, Great Neck, New York, Amerikai
Egyesiilt Allamok) haszniltunk. Minden neurokémiai
anyag hatasat harom kiilonb6z6 nagysagu, tgynevezett
ejekcids dramer@sséggel teszteltiik.

Egysejt-tevékenység elvezetése kozben megvizsgaltuk
az idegsejtek izvilaszkészségét is. Ehhez a patkinyok
szdjiiregébe perforalt végl polietilén csovet helyeztiink,
amelyen keresztill az ot alapiznek megfelel§ oldatokat
fecskendeztiik be két kiilonb6z8 koncentriciéban 1-1,5
ml mennyiségben (1. tdblizat). Komplex izként meg-
vizsgaltuk a narancslé hatdsit is. Az izingerlést minden
egyes izoldat addsa utin desztillalt vizes atmosas és leve-
g6 befecskendezése kovette.

1. tablazat | Az intraoralis {zingerléshez haszndlt oldatok

fzingerlés Alacsony Magas
el —— koncentricié koncentricié
Szukréz Edes 0,1 M 0,3M
NaCl Sés 0,1 M 0,3M

HCI Savanyu 0,01 M 0,03 M
QHCI Kesert 0,001 M 0,003 M
MSG Umami 0,1 M 0,3M
Narancslé Komplex iz 10% 25%
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Metabolikus vizsgalatok

Eber éllatokban az el6zetesen a koponydjukra régzitett
vezetSkaniilon keresztiil bilateralis mikroinjekciéval ol-
dalanként 7,5 pg STZ-t (Sigma S-0130, 10 pg/ql fizio-
l6gids séoldatban oldva) tartalmazé oldatot vagy 0,75 ul
fiziologias sdoldatot juttattunk be a mOFC teriiletére. A
beadékaniilok polietilén csovon keresztil 25 pl-es Ha-
milton mikrofecskend6hoz csatlakoztak, az anyagbeadas
mikroinfiiziés pumpa segitségével tortént (Cole-Parmer
EW-74900 Multichannel Syringe Pumps, Cole-Parmer
Instrument Company, Vernon Hills, Illinois, Amerikai
Egyesiilt Allamok) 0,75 pl/perc sebességgel, amit to-
vabbi egyperces varakozas kovetett annak érdekében,
hogy teljes legyen az oldat diffazidja a célteriileten és
megakaddlyozzuk az oldat visszadramldsit a kaniilok el-
tavolitasakor.

A szénhidrat-anyagcsere dllapotat visszatiikr6z6 glii-
kéztolerancia-teszt elvégzésére a kisérleti dllatok 12 6ras
éheztetését kovetSen keriilt sor. A cukorterhelést intra-
peritonealisan adott 20%-os D-glitk6z-oldattal (0,2 g/
100 ttg/ml) végeztiik két alkalommal, el6szor az agyi
mikroinjekcié utin 20 perccel (akut GTT), majd négy
héttel késébb (szubakut GTT). A vérmintat az elemzés-
hez a patkiny farokvéndjabol nyertiik el6szor cukorter-
helés el6tt, majd 9, 18, 30, 60 és 120 perccel a terhelés
utdn. A méréseket kézi glitkométerrel (Dcont IDEAL,
77 Elektronika Kft., Magyarorszag) végeztiik.

Az osszkoleszterin, a trigliceridek és a hagysav plaz-
maszintjének meghatarozasira ugyancsak 12 6ras tapla-
lékmegvondst kovetSen keriilt sor. Az agyi mikroinjekcio
utan 30 perccel farokvénabdl vérmintat nyertiink, ami-
bdl hidegkémids fotométer (Spotchem EZ SP4430,
Arkay, Japan) segitségével hatiroztuk meg a plazmame-
tabolit-szinteket.

Szovettani feldolgozis

Vizsgilataink végeztével a kisérleti céltertilet pozicidji-
nak megallapitasahoz a kisérleti allatokat uretannal (20%,
8 ml/ttkg) valé talaltatds utin transcardialisan perfun-
daltuk, elébb fiziologids sdoldattal, majd 4%-os forma-
linnal. A mintit 4%-os formalinban fixiltuk, az ebbdl
készitett 50 nm-es metszeteket 0,5%-os krezil-violdval
festettiik meg.

Statisztikai elemzés

Az elektrofizioldgiai kisérleteink sordn az online és oft-
line analizisek sajat, a Spike2 v6.16 szoftverhez irt scrip-
tek hasznalatival torténtek. Az értékeléskor azokat a val-
tozasokat tekintettiik gitlisnak, illetve serkentésnek,
amely esetekben a vizsgilt idegsejtek tiizelési frekvencii-
ja legaldbb + 30%-kal (vagy + 2 SD-vel) viltozott a spon-
tan tiizelési frekvencidhoz képest, tovabba akkor, ha a
valaszreakcié intenzitisfiggének ¢és ismételhetének
bizonyult. A csoporthatisok statisztikai értékelésére
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y>-probat alkalmaztunk az IBM SPSS Statistics 22 prog-
ramcsomag hasznalataval.

Metabolikus kisérleteink eredményeit Student-féle t-
prébaval a fentebb emlitett programcsomag segitségével
elemeztik.

A kiilonbségeket p<0,05 esetén értékeltikk szignifi-
kansnak.

Kisérleti engedély

A kisérleti 4llatok tartdsa és a veliik valé foglalkozas so-
ran, a megfelel§ engedélyek (BA02,/2000; BA0O104L
12; ZOHUO0104L 08; BA02,/2000-8,/2012) birtoka-
ban a helyi, egyetemi rendelkezéseken tal, betartottuk a
hazai (1998. évi XXVIII. torvény az allatok védelmérdl
és kiméletérdl; 40,2013 Kormanyrendelet, 2013. I1.) és
a nemzetkozi elbirdsokat, eurdpai unids iranyelveket
(NIH Guidelines, 1997; 86,/609 /EEC Eurépa Tanacs-
el6irds, 1986, 2006; 2010/63/EU Eurépa Parlament-

el6iras).

Eredmények
Elektrofizioldgini vizsgalatok

Az elektrofiziol6giai vizsgilatok soran 6t felnétt him
Sprague-Dawley patkdnyban 33 idegsejt aktivitasat vizs-
galtuk.

Neurokémiai ingerlés sordn a vizsgalt sejtek koziil 6t
(15%) valtoztatta meg tiizelési frekvencidjat D-gliik6z
iontoforetikus beadasa soran, vagyis ezek a sejtek az el6-
agyi glikdézmonitorozé hilézat medialis orbitofrontalis
kérgi elemeinek bizonyultak (1. A dbra). NA-ra a neuro-
nok kozel negyede (23%) valtoztatta meg aktivitasat,
mig DA-ra kozel egyharmaduk (30%) vélaszolt (1. B
dabra). A mOFC-ben az Ach-ra volt a legnagyobb a sej-
tek vélaszkészsége (61%). GABA addsakor a neuronok
tobb mint egyharmada gatlédott (42%) (2. tdblazaz).

A GM-idegsejtekrdl sajatos, a glilkdzinszenzitiv neu-
ronoktdl jellemzGen eltér§ endogén kémiai vilaszkészsé-
glik bizonyosodott be. A DA-érzékeny sejtek egyike sem
volt GM, ugyanakkor a DA-ra nem érzékenyek negyede
aktivitisvaltozast mutatott D-gliik6zra. A NA esetében
nem volt ilyen kiilonbség a GM- és a GIS-sejtek érzé-
kenysége kozott. Az Ach-ra nem valaszolok mindegyike
GIS-neuron volt, mig az Ach-szenzitiv sejtek negyede
glitk6zmonitoroz6 idegsejtnek bizonyult (p<0,05).
A GABA-ra gitlédott neuronok kozott kozel kétszer ak-
kora ardnyban voltak a GM-6k, mint a GABA-inszenziti-
vek kozott (3. tablazat).

Az ot alapizzel és a komplex izingerként szolgil6 na-
rancslével torténd gusztatoros ingerlés soran a legna-
gyobb vélaszkészséget (kortlbelil 60%) a savanyt, a ke-
serd (1. C abra), illetve az umami izinger, valamint a
narancslé esetében tapasztaltuk. A sejtek harmada val-
toztatta meg tiizelési frekvenciajit a s6s, mig negyediik
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1. abra

2. tablazat
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Hirom medialis orbitofrontalis kérgi neuron endogén és exogén kémiai érzékenysége patkinyban. A Gliik6zreceptor-neuron. B Mikroelektroforeti-
kusan adott dopamin (DA) dltal kivaltott serkentédés. C Intraoralisan befecskendezett kinin-hidroklorid (kesert izoldat) dltal kivaltott neuronalis
serkent6dés. Bedgyazott képek: az adott sejtre jellemzd akcids potencidl (AP)

Vastag vizszintes vonalak: a mikroelektroforetikus beadds id6tartama, a szimok az ejekcids dram intenzitdsit jelzik (nA). Vastag szaggatott vonalak:
intraoralis {zingerlés id6tartama. QHCI: kinin-hidroklorid. Vizszintes tengely: id6 masodpercben; fiiggdleges tengely: tiizelési frekvencia AP/mp
(A és B dbra) vagy AP /100 milliszekundum mértékegységben (C dbra)

Mikroelektroforetikusan adott D-gliikéz, dopamin (DA), nor-
adrenalin  (NA), acetil-kolin (Ach) és gamma-aminovajsav
(GABA) hatasai patkiny medialis orbitofrontalis kérgi neuro-

nokban

+/- ?
Gliikéz 5 28
DA 9 24
NA 5 17
Ach 20 13
GABA 14 19

+/— = serkent8dd vagy gitlddé idegsejtek szdma; @ = vélaszkészséget

nem mutat6 idegsejtek szdma

3. tiblazat

Gliik6zmonitorozd (GM) és gliikozinszenzitiv (GIS) neuronok
dopamin- (DA), noradrenalin- (NA), acetil-kolin- (Ach) és
gamma-aminovajsav- (GABA) érzékenysége patkiny medialis
orbitofrontalis kérgi neuronokban

DA NA Ach GABA
+/- (%) +/- (%) +/- (%) +/- (%)
GM 0 5 1 4 5* 0 3 2
GIS 9 16 4 13 14 13 11 16

+/— = serkent6d6 vagy gatlddo idegsejtek szama; *p<0,05;

O = vilaszkészséget nem mutatd idegsejtek szama

az édes iz intraoralis befecskendezésének hatdsara
(4. tiblizat).

Mivel az izingerlés 95%-ban (23 sejtb8l 22 esetében)
hatdsosnak bizonyult, izérzékenységiiket tekintve a GM-
és a GIS-sejtek kozott nem talaltunk szignifikans ki-
lonbséget. A tiizelési frekvencidjukat legaldbb egy izin-
gerre megvaltoztatd izérzékeny neuronok tobb mint

10%-a glitkézmonitorozo unit volt.

4. tiblazat Intraoralisan adott izoldatok hatdsa patkiny medialis orbi-

tofrontalis kérgi neuronokban

+/- (%)
NaCl 7 15
HCI 14 10
MSG 14 10
Szukréz 6 17
QHCI 14 10
OJ 15 9

NaCl = s6s; HCI = savanyt; MSG = umami (natrium-glutamdt); szuk-
r6z = édes; QHCI = kesert (kinin-hidroklorid); OJ = komplex {zoldat
(narancslé); +/— = serkent6d8 vagy gitlddé idegsejtek szdma; @ =
valaszkészséget nem mutato idegsejtek szima
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Glitkoztolerancia-teszt

Akut és szubakut gliikdéztolerancia-tesztben 12 feln6tt
him Wistar patkanyt vizsgaltunk sztreptozotocin (STZ-
csoport, n = 6) vagy fizioldgids séoldat (kontrollcsoport,
n = 6) mOFC-beli agyi mikroinjekcidja utan.

Akut GTT soran (20 perccel a kezelés utin) a 9. és 18.
percben nem mutatkozott kiilonbség a két csoport érté-
kei kozott, azonban az ezt kovetd idGszakban a sztrepto-
zotocinnal kezelt allatok vércukor-paraméterei viltozasa-
nak dinamikdja eltérd, lassabban emelkedd volt, s a
kontrollcsoporthoz viszonyitva a tovibbi két mérési
id6pontban ezeknél joval nagyobb értékeket kaptunk
(30’: p<0,01; 60’: p<0,005). A 120. percben — bir a
STZ mikroinjekciés patkianyok vércukorszintje ekkor is a
kontrollokénal magasabb volt — a statisztikai elemzés
nem igazolt szignifikins eltérést a két csoport kozott
(2. abra).

A mikroinjekcids kezeléseket kovetd negyedik héten
végzett szubakut GTT a két csoport kozott nem muta-
tott szignifikins kiilonbséget.
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2. 4dbra Vércukorértékek akut gliik6ztolerancia-tesztben patkdnyban

Fekete oszlopok: sztreptozotocinkezelt csoport (n = 6); fehér
oszlopok: kontrollcsoport (n = 6). Vizszintes tengely: id6 perc-
ben; fiiggbleges tengely: vércukorérték mmol/l-ben. Hiba-
savok: SEM. *p<0,01; #p<0,005

Plazmametabolit-szintek

A plazmametabolit-szinteket 28 felnétt him Wistar pat-
kanyban vizsgiltuk. 30 perccel a mOFC-mikroinjekciét
kovetSen szérumdosszkoleszterin-, -triglicerid- és -hagy-
sav-meghatarozast végeztiink a STZ-kezelt (n = 16) és a
kontrollcsoportban (n = 12). A vizsgilt metabolitok ko-
ziil a koleszterin- és a htigysav-koncentriciék érdemben
nem kiilonboztek, a trigliceridek esetében viszont szig-
nifikdns eltérés mutatkozott: a STZ-kezelés hatdsira a
szérumtriglicerid-szint szdmottevéen megemelkedett
(p<0,005) (3. dbra).

Megbeszélés

Glikézmonitorozd neuronokat mér szimos agyi régio-
ban azonositottak patkinyban és majomban is, az agy-
torzstSl [19] a magasabb elGagyi teriileteken at [15, 16,
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3. ibra Osszkoleszterin- (mmol/1), triglicerid- (mmol/1) és hagysav-

(pmol /1) koncentricié véltozasai sztreptozotocin vagy fiziol6gi-
ds séoldat medialis orbitofrontalis kéregbe val6 bilateralis mik-
roinjekcidja utdn patkdnyban

STZ = sztreptozotocinkezelt csoport (n = 16). Kontroll: kont-
rollcsoport (n = 12). Hibasivok: SEM. #p<0,005

29, 41], a praefrontalis-orbitofrontalis kéregig [16, 31,
41, 46, 47]. Ezen idegsejteknek nemcsak az endogén
neurotranszmitterekre és neuromodulatorokra adott va-
laszai kiilonboznek a glitkézinszenzitiv sejtekéitsl [29,
31, 47], hanem exogén kémiai stimulusokra, igy {zinge-
rekre is eltéré6 médon reagilnak [31]. Ez a differencialt,
a kemoszenzoros idegsejteket a GIS-unitoktdl alapvets-
en megkiilonboztetd endogén és exogén kémiai érzé-
kenység jellemzi a ventrolateralis praefrontalis kéreg me-
dialis régi6éjanak GM-neuronjaitis. Ezek akemoszenzoros
idegsejtek a mOFC-ben meglehetGsen magas ardnyban
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(15%) képviseltetik magukat, akkordban, hogy miko-
désiik kell§ erével érvényesitheti sajatos funkcionalis
szerepiiket e fontos limbicus kérgi struktara reguliciés
folyamataiban. Adataink, korabbi, Rhesus majmok orbi-
tofrontalis kérgében azonositott neuronokbél nyert lele-
teinkkel egytitt [16, 41], feltétlenil alditimasztani lat-
szanak azt a nézetlinket, amely szerint e medialis
ventrolateralis praefrontalis kérgi idegsejtek, a limbicus
eléagyi glikézmonitorozé neuronhildzat fontos eleme-
iként, a bels és a kiilsé kornyezet humoralis szignaljai-
nak egyidejd monitorozasaval és integricidjival nélki-
lozhetetlen résztvev6i a homeosztazis mindenkori
egyensulyat biztositd érzékeny szabilyozéfolyamatok-
nak.

Az egészséges szervezetben a kozponti idegrendszer
fontos feladata az anyagcsere-folyamatok igen finom el-
lendrzésének iranyitasa, amiben egyarant szerep jut me-
tabolikus (lebomlé tipanyagok, zsirsavak, aminosavak,
kiilonféle metabolitok stb.), humorilis-hormonalis (in-
zulin, leptin, glikagon, GLP-1 stb.) és Osszetett idegi
tényezbknek, amelyek kozott megtaldlhatjuk nemcsak a
perifériardl, hanem a kiilonbozé agyteriiletek specifikus
kemoszenzoros neuronjaibdl érkezé sajitos informacio-
kat is [ 16, 48-50]. Az élettani szempontbdl hatisos me-
tabolizmus, ami igen szélsGséges kornyezeti feltételek
kozepette is fenntartja a homeosztazis egyensulyat,
nagyban fiigg a kiilonféle periférias jelzések megtartott
centralis érzékelésétSl. Ha az e feladatot ellaté specifikus
kemoszenzoros neuronok miikodésében barmiféle zavar
1ép fel, stlyos metabolikus-homeosztatikus korillapotok
alakulhatnak ki, olyanok, mint példdul az obesitas vagy a
diabetes mellitus [16, 48].

Jelen kisérleteink bizonyitékot szolgiltattak arra vo-
natkozdan, hogy a ventrolateralis pracfrontalis kéreg
medialis régi6jaban talalhaté kemoszenzoros neuronok
valéban fontos szerepet jatszanak a metabolizmus koz-
ponti szabalyozasaban. A szakirodalomban elséként ki-
mutattuk, hogy az e teriiletre juttatott kétoldali STZ-
mikroinjekcié hatdsira komplex metabolikus tiinet-
egytittes jon létre: GTT soran kéros glitkdztolerancia-
eltérést, tovibbia a metabolitmérésckben emelkedett
plazmatriglicerid-koncentraciét allapitottunk meg. Ezen
elvaltozasok egytittes jelenléte meger@siti a kordllapot
komplex metabolikus betegségnek megfelelS stlyos
megitélését, amit az is alitimaszt, hogy magas plazma-
triglicerid-szint — a tobbi kozott — jellemz&en diabetes
mellitusban és elhizasban fordulhat el6. Mind a szénhid-
rat-, mind pedig a zsiranyagcsere zavarai mas elGagyi
struktarak (VMH, mdPFC) esetében is a sztreptozoto-
cinkezelés szokasos kovetkezményei voltak [16, 44].
Az eddigiek alapjin dltalinossigban szintén érvényes
igazsagként kell leszogezniink, hogy kiilonbozé agyte-
rilleteken a GM-idegsejtek sztreptozotocinnal valé el-
pusztitasa sajatos tdplalkozasi és anyagcserezavarok kiala-
kuldsihoz vezet [16, 41,42, 51].

A taplalkozasi és anyagcsere-betegségek egyre na-
gyobb, rohamosan névekv$ terhet ronak a modern tar-
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sadalmakra. E kérformdk eredményes gyogyitisa ma
még teljességgel megoldatlan, s e tényt korunk orvostu-
domadnydnak legsilyosabb problémai kozott tartjuk szd-
mon. A gyogyitas eredménytelensége, meggy6zGdésiink
szerint, elsésorban abbdl ered, hogy a terapias probalko-
zasok a periférids patoldgiat célozzak, s figyelmen kiviil
hagyjak a fentiekben targyalt kdzponti idegrendszeri za-
varokat, amelyek e betegségek hitterében ugyanakkor
koéroki szerepet jatszhatnak. A jelen kisérleti eredménye-
ink, korabbi adatainkkal egytitt, ravilagitottak a kbzponti
GM-ideghal6zat kemoszenzoros neuronjainak e koérfo-
lyamatok létrejottében és fenntartidsiban nyilvanvaléd
érintettségére. Szamunkra egyértelmiinek tiinik, hogy a
glitk6zmonitoroz6 idegsejtek megtartott fiziologids
mikodése elengedhetetlen feltétele a homeosztazis
egyenstlya megdrzésének. Mindezeket figyelembe véve
remélhetd, hogy ¢ kemoszenzoros neuronok sokréti
muikodési sajatossagainak, funkciondlis jelent&ségének
jobb megértése 0j gyogyszertargetek azonositisat, haté-
kony, 4j terapias stratégiak kidolgozasit eredményezheti.

Anyagi tamogatds: Ajinomoto 51064,/2009; PTE AOK
KA 2013,/34039/1; EFOP-3.6.1-16-2016-00004.

Szerzdi munkamegosztis: Sz. 1.: A kisérletek megtervezé-
se és lefolytatdsa, az adatok feldolgozisa és statisztikai
clemzése, a kézirat megirasa. H. E.; Cs. B., N. B.: A ki-
sérletek lefolytatasa, az eredmények megbeszélése. K. Z.:
A hipotézisek kidolgozasa, a kisérletek megtervezése és
vezetése, a kézirat megszovegezése. A cikk végleges vil-
tozatat valamennyi szerzé elolvasta és jévahagyta.

Evdekeltségek: A szerz8knek nincsenck érdekeltségeik.

Ko6szonetnyilvanitas

Kiemelt koszonet illeti Fuchs Ildiké szakasszisztenst a kisérletek meg-
szervezésében és kivitelezésében nyujtott értékes segitségéért, valamint
Kovicsné Korona Erzsébet laboratériumi asszisztenst a kisérleti dllatok
agyanak szovettani feldolgozasaért.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Multiple functional attributes of glucose-monitoring neurons in the medial orbitofrontal (ventrolateral pre-
frontal) cortex. NEUROSCI BIOBEHAV REV 73(1) XXX-XXX, 2017.- Special chemosensory cells, the glucose-
cortex o monitoring (GM) neurons, reportedly involved in the central feeding control, exist in the medial orbitofrontal
Glucose-monitoring neurons (ventrolateral prefrontal) cortex (mVLPFC). Electrophysiological, metabolic and behavioral studies reveal
Limbic forebrain . . . . C e e . .
oo . complex functional attributes of these cells and raise their homeostatic significance. Single neuron recordings, by
Electrophysiological recordings . . . . . . . e R .
. . . means of the multibarreled microelectrophoretic technique, elucidate differential sensitivities of limbic forebrain
Metabolic and behavioral alterations . . . .
neurons in the rat and the rhesus monkey to glucose and other chemicals, whereas gustatory stimulations de-
monstrate their distinct taste responsiveness. Metabolic examinations provide evidence for alteration of blood
glucose level in glucose tolerance test and elevation of plasma triglyceride concentration after destruction of the
local GM cells by streptozotocin (STZ). In behavioral studies, STZ microinjection into the mVLPFC fails to in-
terfere with the acquisition of saccharin conditioned taste avoidance, does cause, however, taste perception
deficit in taste reactivity tests. Multiple functional attributes of GM neurons in the mVLPFC, within the frame of
the hierarchically organized central GM neuronal network, appear to play important role in the maintenance of
the homeostatic balance.

Keywords:
Medial orbitofrontal (ventrolateral prefrontal)

1. Background

This mini-review paper has multiple objectives: on the one hand, in
context to characteristics found in other limbic forebrain structures, we
are going to elucidate a variety of functional attributes of the glucose-
monitoring (GM) neurons in the medial orbitofrontal (ventrolateral
prefrontal) cortex (mOFC/mVLPFC); on the other hand, by reviewing
recent relevant findings of our laboratory, metabolic and behavioral
importance of these chemosensory cells will be demonstrated; finally,
based on all the above data, thus, determined by the unraveled multiple
functional attributes, their special homeostatic significance and the
hierarchical organization of the central glucose-monitoring neural
network will be discussed.

The various studies reviewed in this paper utilize advantages of a
great variety of experimental methodologies to provide functional
characterization of orbitofrontal (ventrolateral prefrontal) cortical
neurons. These techniques are incorporated in electrophysiological-
neurochemical, metabolic and behavioral examinations performed in

the rat and the rhesus monkey. As part of them, by employing the
multibarreled microelectrophoretic technique, direct neuronal effect of
various chemicals and intraoral gustatory stimulations are tested. The
metabolic investigations include the glucose tolerance test as well as the
measurement of plasma metabolite concentrations, whereas the beha-
vioral examinations whose results are going to be discussed in the
present paper are represented by conditioned taste aversion and taste
reactivity tests in case of the laboratory rat as well as by conditioned
bar press alimentary and visual food and non-food object discrimina-
tion bar press tasks in the rhesus monkey.

1.1. The central glucose-monitoring network

The organism is in a continuous material exchange with the en-
vironment, and throughout this process our brain is responsible to
control energy homeostasis by balancing among energy intake, — ex-
penditure and - storage. The molecule of D-glucose is in the center of
this regulation, therefore, it is of distinguished significance that there
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exist special neural cells in certain parts of the brain which use glucose
not only as energy ‘fuel’ but also as a signal molecule shifting their
membrane potential and influencing their firing rate as well. These
glucose-monitoring (GM) neurons, thus, specifically change in activity
in response to increase of the brain’s interstitial glucose concentration
(Anand et al., 1964; Burdakov et al., 2005; Jordan et al., 2010; Kong
et al., 2010; Levin et al., 2004; Oomura et al., 1964). There have been
several names used in the literature for these units: after calling them
“glucose-responsive” according to the classical nomenclature in-
troduced by Oomura (Oomura, 1980; Oomura et al., 1964), these
chemosensory cells are recently broadly accepted to be named as
“glucosensing” ones. We would like to emphasize at this point, how-
ever, that the functional activity of these neurons appears to be much
more complex than only sensing glucose in the extracellular fluid
compartment of the brain. These cells, according to our understanding —
and practically in agreement with the “metabolic sensor” theory of
Levin (Kong et al., 2010; Levin, 2002, 2006; Levin et al., 2011; Levin
et al., 2004) —, are rather occupied with watching moment to moment
(i.e. monitoring) their internal and external environment, that is, obtain
complex sets of information every moment that they should utilize to
adjust the actual balance of the (energy) homeostasis, this way assuring
the biological welfare of the organism. Based on their firing char-
acteristics, two major groups of these chemosensory cells are dis-
tinguished: the glucose-receptor (GR) units that increase, and the glu-
cose-sensitive (GS) ones that decrease their firing rate in response to
elevation of the glucose concentration in the brain’s extracellular space
(Oomura, 1980). As far as the intracellular signaling processes in the
background of these effects are concerned, it is getting generally ac-
cepted that — similar to what is seen in the insulin producing -cells of
the Langerhans-islets of the pancreas — the same type of glucokinase,
ATP-sensitive potassium channel (K,y), and specific glucose-trans-
porter (at least, in part, GLUT2, and also GLUT1, GLUT3 and GLUT4)
mediated mechanisms are responsible for the excitation (Burdakov
et al., 2005; Jordan et al., 2010; Levin et al., 2004; Nagy et al., 2016),
whereas it has been classically proposed that reduction in the depo-
larizing activity of the Na* /K™ pump, or activation of a yet unknown
hyperpolarizing Cl~ current (Oomura, 1980), or — as quite recently
elaborated by Burdakov and his co-workers (Burdakov, 2007; Burdakov
et al,, 2005; Marston et al., 2011) — leak-type potassium channel
mediated mechanisms are involved in the inhibitory response to glu-
cose.

The view of effective glucose sensing mechanisms is further ex-
tended by data of recent studies demonstrating a supposed overlapping
of the taste responsive and the glucose-monitoring neural elements at
the level of the ventrobasal hypothalamus. These findings provided
evidence for that the taste receptor genes and their associated G-protein
genes are also expressed extraorally, among others, in the brain,
namely, in nutrient-sensing forebrain regions, such as the arcuate nu-
cleus of the hypothalamus. This same structure was found to express the
corresponding gene products that form the heterodimeric TIR2/T1R3
sweet taste receptor, along with the taste G-protein a-gustducin
(Laffitte et al., 2014; Ren et al., 2009). The sweet taste receptor was not
only identified here but it has been shown to be functional on local
glucose- and leptin-responsive neurons. The sweet taste receptor
mediated cellular activation mainly occurs on non-POMC cells, and this
process appears to contribute to the glucose-sensing mechanism of
these ventrobasal hypothalamic chemosensory neurons (Kohno et al.,
2016; Welcome et al., 2015).

Glucose-monitoring neurons have been first identified in the 1960s
in the lateral hypothalamic area (LHA) and the ventromedial division of
the hypothalamus, including the ventromedial hypothalamic nucleus
(VMH) and the hypothalamic arcuate nucleus, by Anand and his co-
workers as well as by Oomura and his co-workers (Anand et al., 1964;
Oomura et al., 1964; Oomura et al., 1969). Since then the presence of
these specific neurons has been reinforced or proved in several brain
regions: LHA (Aou et al., 1984; Karadi et al., 1995a; Karadi et al., 2004;
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Karadi et al., 1992; Oomura, 1980, 1988; Oomura and Yoshimatsu,
1984), VMH (Kang et al., 2004; Karadi et al., 2004; Kuriyama et al.,
1990; Minami et al.,, 1986; Oomura, 1980, 1988; Oomura and
Yoshimatsu, 1984; Routh, 2003; Song et al., 2001), nucleus of the so-
litary tract (Adachi et al,, 1995; Adachi et al., 1984; Mizuno and
Oomura, 1984), area postrema (Adachi et al., 1991; Funahashi and
Adachi, 1993), amygdala complex (Karadi et al., 1988; Karadi et al.,
1998; Nakano et al., 1987; Nakano et al., 1986), globus pallidus (Karadi
et al., 1995b; Lenard et al., 1995), nucleus accumbens (NAcc) (Papp
et al., 2007), mediodorsal prefrontal cortex (Nagy et al., 2014; Nagy
et al., 2012a; Nagy et al., 2012b; Oomura and Yoshimatsu, 1984) and
orbitofrontal cortex (Karadi et al., 2004; Lukats et al., 2005a; Lukats
et al., 2006; Lukats et al., 2007). With particular relevance to this mini-
review paper, when Anand and his colleagues showed evidence for GM
neurons existing in the LHA and VMH of dogs, they apparently ignored
several glucose-responsive cells recorded as ‘controls’ in the orbitome-
sial cortex (Anand et al., 1964). These data obviously demonstrate that
the central control of energy homeostasis takes place via a complex
network of the GM neurons whose activity is regulated at several levels
supposedly in a hierarchically organized manner.

The chemosensory neurons appear to play important role in detec-
tion of taste and odor stimuli and, quite importantly, they are also in-
volved in perceptual-motivational control processes and in the eva-
luation of reward quality as well (Karadi et al., 1995b; Karadi et al.,
1992; Karadi et al.,, 1998; Lenard and Karadi, 2012; Lenard et al.,
1995). They display responsiveness to both exogenous (e.g. taste, odor)
and endogenous (e.g. neurotransmitters, other humoral factors) che-
mical signals, thus, play important role in the integrative processing of
nutrition-relevant information (Inokuchi et al., 1986; Ishibashi et al.,
1979; Karadi et al., 2004; Karadi et al., 1992; Levin et al., 2004;
Oomura, 1980; Shimizu et al., 1984).

1.2. The orbitofrontal (ventrolateral prefrontal) cortex

The prefrontal cortex, locating rostral from the motor and premotor
cortical areas, can be divided into two main regions in rodents: the
mediodorsal and the ventrolateral sub-divisions. This latter is broadly
accepted to correspond to the orbitofrontal cortex (OFC) in primates
where it is a part of the frontal lobe that lies on the roof of the orbit
(Brodmann, 1909; Kolb, 1984, 1990). Functional morphological ex-
aminations demonstrate that cytoarchitectonically and also with re-
spect to its “wired” connections this heterogenous cortical region is
further divided into two main parts: the medial and the lateral orbito-
frontal cortices (Elliott et al., 2000).

The OFC has been shown to receive a great variety of taste, smell,
visual, and somatonsensory inputs. In the lateral region, in a continuum
to its caudal part, the identified taste-responsive cells (Rolls, 1989; Rolls
et al., 1989; Rolls et al., 1990), which receive the bulk of projections of
the primary taste cortex, function as a secondary taste cortical area
(Baylis et al., 1995; Rolls, 1989; Rolls et al., 1990). At the same time,
the medial division receives massive olfactory inputs (Morecraft et al.,
1992) forming an olfactory area in this region (Rolls, 1997, 2008, 2011;
Rolls and Baylis, 1994; Rolls et al., 1996a; Takagi, 1979). It is worth
noting here that, in addition to this heavy innervation from the odor-
related primary cortical and subcortical structures, the mOFC has
strong connections with the hippocampus, the cingulate, retrosplenial
and entorhinal cortices, and with distinguished importance with the
nucleus accumbens and its reach catecholaminergic interconnections,
the anterior thalamus and the septal diagonal band (Morecraft et al.,
1992; Pandya et al., 1981; Vogt and Pandya, 1987), all providing the
morphological base for a rich variety of additional functions associated
to this region of the OFC.

The posterior sub-division has got direct inputs from the primary
olfactory and piriform cortices (Carmichael et al., 1994), and represents
the structural base for processing the hedonic value of the odor of food
as a secondary and tertiary olfactory cortex (Critchley and Rolls, 1996a;
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Critchley and Rolls, 1996b; Rolls, 1997; Rolls et al., 1996a). The visual
information is projected to the OFC from the inferior temporal lobe, the
superior temporal sulcus and the pole of the temporal lobe (Barbas,
1993; Carmichael and Price, 1995), and the neuron assemblies with
visual inputs here form the underlying structural complex for in-
tegrative processing mechanisms (Rolls and Baylis, 1994; Rolls et al.,
1996a). The OFC also receives acoustic and somatosensory signals
originating from the secondary somatosensory cortex, the operculum
precentralis and the insula (Barbas, 1993; Carmichael and Price, 1995).

The OFC projects towards broad cortical and subcortical brain regions:
the inferior temporal lobe, the entorhinal cortex, the cingulate cortex
(Insausti et al., 1987), as well as to the preoptic area, the ventral tegmental
area, the lateral hypothalamus (Johnson et al., 1968), the caudate nucleus
and part of the ventral striatum (Kemp and Powell, 1970).

As far as the functional aspects are concerned, the orbitofrontal
cortex has been implicated in the regulation of many sensory, percep-
tual, motivational, learning and memory processes. The OFC, key
structure of the limbic circuitry, temporarily stores sensory information
and with a time delay connects those with adequate response patterns
(Freedman and Oscar-Berman, 1986). It is known to play important role
in forming social, sexual and general adaptation behavioral patterns
(Nonneman and Kolb, 1974) and in production of spontaneous and
complex behavioral manifestations (Kolb, 1990). The OFC, especially its
medial region, is essential in differentiation of various odors and in or-
ganization of odor-determined or odor-driven behavioral processes
(Eichenbaum et al., 1980; Tanabe et al., 1975). In addition to the above,
the VLPFC is also known to participate in the maintenance of body
weight, food and fluid intake and metabolic control functions (Kolb,
1984). With respect to the latter, it is important to emphasize that de-
spite its engagement in mainly organizing high order motivational and
cognitive processes, the orbitofrontal cortex is also intimately involved
in the regulation of peripheral metabolic functions. Experimental data
and pre-clinical and clinical observations verify that the OFC is closely
associated with the regulation of feeding and metabolism related pro-
cesses involving plasma metabolites, peripheral hormones or even blood
concentrations of basic nutrients (Delaere et al., 2013; Sun et al., 2014;
Tataranni et al., 1999).

Neurochemical characteristics of the orbitofrontal (ventrolateral
prefrontal) cortical neurons have already been intensively tested in
previous studies of diverse methodology. These investigations were
indispensable with respect to well understanding the variety of func-
tions associated to the OFC (VLPFC). The above mentioned richness of
determinants of the various functions gets manifested via the major
catecholamine (dopamine and noradrenaline) pathways and the choli-
nergic fiber system of the basal forebrain. By means of intracerebral
microinjections, the involvement of catecholamines has already been
verified long ago in this limbic forebrain cortical region (Galosi et al.,
2015; Kheramin et al., 2004; Lenard and Hahn, 1982; Lenard et al.,
1982; Lenard et al., 1991; Zeeb et al., 2010). Specific single neuron
recordings by means of the multibarreled microelectrophoretic tech-
nique further demonstrated fundamental influence of catecholamines in
the medial prefrontal cortex as well as in the OFC (VLPFC) (Aou et al.,
1983; Karadi et al., 2004; Karadi et al., 1992; Lenard et al., 1995; Nagy
et al., 2014; Nakano et al., 1984).

Distinguished attention is paid in this mini-review at the gustatory
sensory modality, thus, it is worth noting that abundant data are
available in the literature about the topographic distribution of neurons
here with sensitivities to various taste qualities (Rolls, 2008, 2011).
Neurons responding to the four classical primary qualities as well as to
the presence of umami tastants, like glutamate (Baylis and Rolls, 1991)
and inosine monophosphate (Rolls et al., 1996b) have been identified in
the lateral OFC, whereas in the medial OFC, in addition to mainly food
related complex gustatory responses (Karadi et al., 2005), taste cells
have been shown to respond to water, capsaicin and tannic acid, which
produces the taste of astringency (Critchley and Rolls, 1996c; Pritchard
et al., 2005; Rolls, 2008; Rolls and Grabenhorst, 2008).
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2. Microelectrophysiological experiments

The findings of microelectrophysiological investigations, utilizing
the multibarreled microelectrophoretic technique and performed in the
rat, are to be reviewed here: extracellular single neuron activity is re-
corded in these studies during 1) microelectrophoretic administration
of various chemicals, and 2) intraoral gustatory stimulation with solu-
tions of the five primary taste qualities and two concentrations of or-
ange juice solutions (Karadi et al., 1995b; Lukats et al., 2005a; Nagy
et al.,, 2014; Nagy et al., 2012a; Papp et al., 2007). The stereotaxic
coordinates of extracellular single neuron recordings in the mVLPFC are
as follows: anteroposterior (AP), bregma (B) +3.8-4.4 mm; medio-
lateral (ML), 0.8-1.2 mm; vertical (V), 3.0-3.5 mm from surface of the
brain, according to the stereotaxic rat brain atlas of Paxinos and Watson
(Paxinos, 1997).

2.1. Neurochemical sensitivities

In case of neurochemical stimulations, the neuronal effects of mi-
croelectrophoretic administration of D-glucose, noradrenaline, dopa-
mine, acetylcholine, gamma-aminobutyric acid (GABA) and inter-
leukin-13 (IL-1B) are tested in limbic forebrain structures: in the
orbitofrontal (ventrolateral prefrontal) and the mediodorsal prefrontal
cortices as well as in the nucleus accumbens.

In the VLPFC of rats, strong interrelationship has been demonstrated
between the glucose and the interleukin-1p responsiveness of neurons:
appx. 90% of the IL-1f responsive cells change their firing rate in re-
sponse to the microelectrophoretic application of D-glucose (Lukats
et al., 2005a; Lukats et al., 2006).

When performing such recordings studies in the highly inter-
connected key structures of the limbic forebrain we always look for
similarities or just sharp differences between the activities of the given
regions. IL-1[3 responsive neurons are also recorded in the NAcc (Takacs
et al., 2010), one of the biggest and most important subcortical coun-
terpart limbic structure for the VLPFC, but the major relevant finding of
these types of experiments with respect to the present paper is that one
fifth of the examined neurons in the shell, and approximately one third
in the core region are glucose-responsive, that is, changes in activity in
response to the administration of D-glucose. Characteristic topographic
distribution of GM units can be recognized within this structure: in the
shell sub-division, mainly the GS neurons, whereas in the core mostly
the GR cells are detected. A regional difference of GABA-sensitivity of
these GM neurons is also demonstrated: all of the GR units in the shell,
but none of the GS cells in the core responded to microelectrophoretic
administration of GABA (Papp et al., 2007). As far as additional char-
acteristics of the endogenous chemical responsiveness of accumbens
neurons is concerned, in this brain area the dopamine-sensitivity of GM
cells is found to be 1.5 times higher compared to that of the glucose-
insensitive (GIS) ones. Furthermore, the noradrenaline- and acet-
ylcholine-sensitivities were double in the glucose-monitoring units
compared to the GIS cells (Papp et al., 2005a).

During comparative recording sessions in the mdPFC, one fourth of
the neurons change their firing rate in response to microelectrophoretic
administration of glucose. The excitatory type GR units are mainly fa-
cilitated, whereas the inhibitory type GS neurons appear to be pre-
dominantly suppressed by dopamine (Nagy et al., 2012a). The re-
sponsiveness of the GM cells to the noradrenaline is proved to be
significantly higher than that of the GIS neurons. In contrast to what is
found in case of the catecholamines, no difference is observed in the
high acetylcholine sensitivity of both the GM and the GIS units (Nagy
et al., 2014). The GM cells, however, there are inhibited by GABA here
in a significantly higher ratio, than the GIS units are (Papp et al.,
2005b).

In the mVLPFC of Wistar and Sprague-Dawley rats, one fifth of all
neurons tested change their activity in response to D-glucose, that is,
these cells prove to be elements of the forebrain GM neural network. All
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Fig. 1. Endogenous and exogenous chemical responses of three medial orbitofrontal cortical neurons in the rat. A: glucose-receptor neuron, facilitated by microelectrophoretically applied
D-glucose. B: microelectrophoretically applied dopamine (DA) elicited excitation, temporary generalized activation of burst firing of the cell. C: neuronal excitation resulted in by intra-
orally administered quinine. The bitter taste stimulus increased the firing rate right at the administration of quinine and also at the rinsing due to washing out of the remaining small
amount of the taste solution from the polyethylene tube by the distilled water. Spike insets, characteristic action potentials. Thick horizontal bars: duration of microelectrophoretic
administration of chemicals. Numbers, ejection current intensity (nA). Thick horizontal dashed bars: duration of intraoral injections. QHCI, quinine hydrochloride. Abscissa, time in s;
ordinate, firing rate in spikes/s (A and B, upper traces) or in spikes/0.1 s (C, upper trace) and potential in V (lower traces), respectively. Data derived from original reports as follows
(Szabo et al., 2017; Szabo et al., 2013).

these glucose-responsive neurons are of the excitatory GR type the examined cells change in firing rate to microelectrophoretic appli-

(Fig. 1A). Acetylcholine elicits activity changes in 80% of all neurons, cation of noradrenaline. More than half of the tested neurons are in-
whereas dopamine does so in 40% of the units (Fig. 1B). Appx. 25% of hibited by the administration of GABA (Szabo et al., 2014; Szabo et al.,
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Table 1

Dopamine (DA), noradrenaline (NA), acetylcholine (Ach) and GABA responsiveness of
glucose-monitoring (GM) and glucose-insensitive (GIS) neurons in the medial orbito-
frontal cortex (mOFC), mediodorsal prefrontal cortex (mdPFC) and nucleus accumbens
(NAcc) of the rat. + , excitatory (+) or inhibitory (—) response; @, no effect. *p < 0.05;
#p < 0.001. Data derived from original reports as follows (Nagy et al., 2014; Nagy et al.,
2012; Papp et al., 2005a; Papp et al., 2007; Papp et al., 2005b; Szabo et al., 2014; Szabo
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Table 2

Taste responsiveness of glucose-monitoring (GM) and glucose-insensitive (GIS) neurons in
the medial orbitofrontal cortex (mOFC), mediodorsal prefrontal cortex (mdPFC) and
nucleus accumbens (NAcc) of the rat. + , excitatory or inhibitory response; @, no effect.
Data derived from the following original reports (Nagy et al., 2010; Papp et al., 2005;
Szabo et al., 2014; Szabo et al., 2017; Szabo et al., 2015; Szabo et al., 2013).

et al., 2017; Szabo et al., 2015; Szabo et al., 2013). Taste = Taste @
DA DA @ NA NA @ GM GIS GM GIS
GM GIS GM GIS GM GIS GM GIS mOFC 3 19 0 1
mdPEC 21 76 29 104
mOFC 0 9 5 16 1 4 4 13 NAcc 21 51 1 11
mdPFC 21% 27 30 140 19* 18 22 142
NAcc 13 20 15 46 1 2 4 17
multibarreled glass microelectrodes during 1) microelectrophoretic
Ach + Ach @ GABA + GABA @ administration of glucose and various other chemicals; 2) gustatory
stimulations with solutions of the five primary taste qualities and or-
GM GIS GM GIS GM GIS GM GIs ange juice; and 3) performing conditioned fixed ratio bar press ali-
MmOFC 5* 14 o 13 3 1 2 16 mentary or visual food and non-food object discrimination bar press
mdPFC 14 62 17 85 23" 60 14 84 tasks.
NAce 3 7 17 6 25 5 28

2017; Szabo et al., 2015; Szabo et al., 2013). Results of the neuro-
chemical stimulations in the limbic forebrain, based on original findings
of the following reports (Nagy et al., 2014; Nagy et al., 2012a; Papp
et al., 2005a; Papp et al., 2007; Papp et al., 2005b; Szabo et al., 2014;
Szabo et al., 2017; Szabo et al., 2015; Szabo et al., 2013), are sum-
marized in Table 1.

2.2. Gustatory responsiveness

In case of intraoral gustatory stimulation, a polyethylene tube is
placed into the mouth of the anesthetized rat and the neuronal re-
sponsiveness is examined by intraoral infusion of various taste solu-
tions: effects of the five primary taste qualities and orange juice are
tested in two concentrations.

In the nucleus accumbens, in case of GIS neurons, the taste-re-
sponsiveness was more than 80%, while in case of glucose-monitoring
cells this ratio was more than 95% (Papp et al., 2005a).

In the mediodorsal prefrontal cortex, both GM and GIS units display
similar responsiveness (appx. 40%) in case of stimulations with the
various taste solutions (Nagy et al., 2010; Papp et al., 2005a).

In the medial ventrolateral prefrontal cortex, one fourth of the
tested neurons change their activity during gustatory stimulation with
sweet taste solution, whereas this ratio is one third in case of the salty
taste. Approximately 60% is the alteration in neuronal activity in case
of the other primary taste qualities and orange juice (Fig. 1C). It is also
worth noting that all the GM units display taste-responsiveness in this
brain region (Szabo et al., 2014; Szabo et al., 2017; Szabo et al., 2015;
Szabo et al., 2013). Results of the gustatory stimulations in the limbic
forebrain, based on original findings of the following reports (Nagy
et al., 2010; Papp et al., 2005a; Szabo et al., 2014; Szabo et al., 2017;
Szabo et al., 2015; Szabo et al., 2013), are summarized in Table 2.

2.3. Relevant investigations in the rhesus monkey

As far as the topic of this mini-review is concerned, the pioneering
paper of the Oomura lab from 1984 (Nakano et al., 1984) is of dis-
tinguished significance since — though based on indirect evidence - it
has already raised the probability of the existence of glucose-responsive
neurons in the medial orbitofrontal cortex of the rhesus monkey.

In the previous years, our research group and that of Dr. Aou in
Kitakyushu, Japan conducted complex electrophysiological-neuro-
chemical-behavioral experiments in the orbitofrontal cortex of maca-
ques. In these studies, within broad areas of the OFC, extracellular
single neuron activity was recorded by means of tungsten wire
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In general, multiple neurochemical sensitivities characterized the
ventrolateral prefrontal cortical neurons. The proportion of glucose-
responsiveness slightly varied among the recording sessions and the
sites from 8% to 12% of the tested neurons, being appx. 1/10, as a
mean. Both the GR and GS types of the chemosensory cells have been
identified in the VLPFC. These units were likely to change in firing rate
also in response to other chemicals, and with this respect their high
dopamine and noradrenaline sensitivities proved to be the most char-
acteristic.

The intraoral gustatory stimulations have been performed via pre-
viously implanted polyethylene tubing, which was led up from the
inner buccal surface in front of the parotid gland to the top of the
headpiece mounted on the skull. Taste responsiveness was more pro-
nounced among the GM neurons compared to the GIS ones, with a
majority of the chemosensory cells changing in firing rate to 2 or more
gustatory stimuli. As demonstrated in Fig. 2, both types of the GM
neurons displayed double endogenous and exogenous chemical sensi-
tivities. It is worth noting here that in the latter case, the two effective
taste stimuli being with opposite hedonic value.

In the behavioral part of these experiments, the alert macaques have
been trained to perform high fixed ratio conditioned bar press tasks.
One of these tasks consisted of a cue light-bar press-cue tone-reward
sequence, whereas the other one appeared as a series of cue sound-
visual stimulus (picture of food or non-food object)-bar press-reward
steps. In the former, the GM neurons, compared to the GIS ones, were
likely to display firing rate changes in the bar press and the reward
phases, and these responses were characteristically attenuated or
eliminated by increasing satiation of the animal (Karadi et al., 2005;
Karadi et al., 2004). In the latter, category-specific (14%) or task-spe-
cific (5.5%) neurons were recorded. The examined cells displayed a
wide variety of selectivity for food-related visual stimuli. Expectation-
and reward-related changes were also demonstrated (Lukats et al.,
2007). It is important to note finally that the above complex recording
experiments have covered broad areas of the OFC, greatly involving
area 11, 12 and 14, that is, major constituents of the medial orbito-
frontal cortical region.

3. Recent studies in the rat
3.1. Metabolic examinations

In recent metabolic experiments, bilateral streptozotocin (STZ) mi-
croinjection is performed into the mVLPFC. The STZ is a glucose-like
molecule, known to selectively destroy [3-cells in the pancreas, so that it
is widely used to induce type 1 diabetes in rats (Ganda et al., 1976;
Garvey et al., 1989; Like and Rossini, 1976; Szkudelski, 2001). STZ
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Fig. 2. Complex, endogenous and exogenous chemical responses of two orbitofrontal
cortical neurons in the rhesus monkey. A: glucose-receptor neuron. B: glucose-sensitive
cell. Abbreviations: Ach, acetylcholine; DA, dopamine; GABA, gamma-amino butyric acid;
Gluc, D-glucose; NaCl, sodium chloride (the upper one, 0.1 M, the lower one, 0.3 M); OJ,
orange juice; QHCI, quinine hydrochloride. Thick horizontal bars: duration of micro-
iontophoretic administrations, numbers, ejection current intensities in nA. Thick hor-
izontal dashed bars: duration of intraoral injections. Abscissa, time in s; ordinate, firing
rate in spikes/s, respectively. Data derived from the following original reports (Karadi
et al., 1995a; Karadi et al., 1995b; Karadi et al., 1992).

enters the neural cells by either GLUT2 or other (GLUT1, GLUT3)
glucose transporter and selectively destroys them by leading to the
production of reactive oxygen species (Kadowaki et al., 1984; Like and
Rossini, 1976; Rakieten et al., 1963; Szkudelski, 2001). As the so far
discussed GM neurons are equipped practically by the same biochem-
ical machinery as the insulin-producing cells in Langerhans-islets of the
pancreas, the intracerebral microinjection of STZ into various brain
regions containing GM cells can elicit the termination of the activity of
these chemosensory neurons, which leads to the formation of serious
nutritional and metabolic disorders (Egyed et al., 2000; Karadi et al.,
2005; Karadi et al., 2004; Keszthelyi et al., 2004).

3.1.1. Altered glucose tolerance

The operation and administration of the STZ or saline microinjec-
tion are performed as previously described (Nagy et al., 2012b). Ste-
reotaxic coordinates for mVLPFC according to the stereotaxic rat brain
atlas of Paxinos and Watson (Paxinos, 1997): anteroposterior (AP),
bregma (B) +4.2 mm; mediolateral (ML), 0.9 mm; vertical (V), 2.3 mm
from surface of the brain.

In the glucose tolerance test (acute GTT), after 12h food
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Fig. 3. Blood glucose levels measured at regular time intervals throughout the acute
glucose tolerance test in the rat. [ll control group (n = 6); ¢ streptozotocin-treated group
(n = 6). Abscissa, time in min; ordinate, blood glucose level in mmol/L, respectively.
Bars, error bars represent means, = SEM, respectively. *p < 0.01, #p < 0.005. Data
derived from original reports as follows (Szabo et al., 2014; Szabo et al., 2017; Szabo
et al., 2015).

deprivation, 20% glucose solution is injected intraperitoneally (0.2 g/
100 gbw/ml), and blood samples are taken from the tail vein, and
measured by handheld glucometer at regular time intervals for
120 min.

In the acute GTT, following bilateral microinjection of STZ into the
mVLPFC, the maximum of the blood glucose concentrations of STZ-
treated animals was higher and the peak was reached later, compared
to those in the control group. As Fig. 3 shows, 30 and 60 min after the
glucose load in the STZ-treated rats, the blood glucose level was sig-
nificantly higher (p < 0.01 and p < 0.005, respectively) than that in
the control animals. Two hours later, though the blood glucose values
of the STZ microinjected rats were still higher, there was no significant
difference between the two animal groups (Szabo et al., 2014; Szabo
et al., 2017; Szabo et al., 2015).

3.1.2. Plasma metabolites

Plasma metabolite measurements, following 12 h food deprivation,
are performed from blood samples taken from the tail vein, by enzy-
matic-colorimetric method. Reagent kits are used to determine plasma
levels of D-glucose, albumin, calcium, uric acid, total protein, LDH,
HDL-cholesterol, triglycerides and total cholesterol (Lukats et al.,
2005b; Takacs et al., 2010). With the appropriate equation, the LDL-
cholesterol levels can be calculated from the total cholesterol, HDL-
cholesterol and triglycerides (Friedewald et al., 1972).

When measuring plasma metabolites following STZ microinjection
into the mVLPFC, the triglyceride concentration is found significantly
higher in the STZ-treated animals (p < 0.005) compared to the control
rats (Fig. 4). In the other metabolite levels no significant difference is
observed (Szabo et al., 2017; Szabo et al., 2015).

3.2. Behavioral investigations

The glucose-monitoring neurons are intimately involved in the
neural control of feeding. The behavioral studies reviewed in this paper
are designed to evaluate taste associated behavioral consequences of
selective destruction of GM neurons of the mVLPFC in rats during
conditioned taste aversion and taste reactivity tests.

3.2.1. Conditioned taste aversion

In case of the conditioned taste aversion (CTA) test, the experiment
starts with involving the rats in a training period. During this period,
the animals have to learn to drink the whole amount of their daily
water consumption during 30 min. On the pairing day, the animals get
saccharin instead of the water, and 30 min later LiCl is injected in-
traperitoneally, which induces GI malaise and pour general condition of
the animals. On the next 3 days the rats drink water again, and the
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Fig. 4. Alteration of triglyceride concentrations (mmol/L) after bilateral microinjection of
streptozotocin or saline into the medial orbitofrontal cortex in the rat. STZ, streptozo-
tocin-treated group (n = 16); CO, control group (n = 12). Bars, error bars represent
means, SEM, respectively. “p < 0.005. Data derived from the following original reports
(Szabo et al., 2014; Szabo et al., 2017; Szabo et al., 2015).

fourth day is the testing day, when they get again saccharin instead of
the water. In this experiment, saccharin intakes of animals on the
pairing and testing days are compared and statistically analyzed (Nagy
et al., 2012b; Takacs et al., 2008).

In the conditioned taste aversion test following STZ or saline mi-
croinjection into the mVLPFC in the rat, in both groups, there was
significant difference between the saccharin consumption of the pairing
and the testing days. No difference was found, however, between the
STZ-treated and control groups in the ability to acquire CTA (Szabo
et al., 2015).

3.2.2. Taste reactivity

In the taste reactivity test, the five basic taste solutions in two
concentrations are intraorally infused via a previously implanted
polyethylene tube. During the test, the behavior of rats is video re-
corded and analyzed off-line frame by frame by three independent, well
trained examiners. Taste reactivity indices are determined by the mi-
mical and locomotor responses according to their character, number,
order and intensity (Grill and Norgren, 1978; Nagy et al., 2012b; Takacs
et al., 2008). Based on previous experiments (Moskowitz et al., 1976;
Yamaguchi, 1998), both concentrations of HCl and QHCI and the higher
concentrations of NaCl and MSG are considered as unpleasant taste
stimuli, while both concentrations of sucrose and the lower con-
centrations of NaCl and MSG are regarded as pleasant tastes.

When comparing the taste reactivities of rats with the microinjec-
tion of STZ or vehicle solution into the mVLPFC, the ingestive and
aversive scores appear to be significantly different in case of the plea-
sant and unpleasant taste stimuli. Clearly shown by the data, the STZ-
treated animals feel more pleasant the lower concentration of bitter and
sour tastants; in general, the STZ microinjected animals apparently feel
both pleasant and unpleasant tastes more pleasant compared to the
control rats (Karadi et al., 2005; Szabo et al., 2015).

4. Summary, conclusions, and further directions

The glucose-monitoring neurons have been identified in the rat and
the rhesus monkey in several brain regions, from the lower brainstem
(Adachi et al., 1984) through higher level forebrain areas (Karadi et al.,
1995a; Karadi et al., 2005; Karadi et al., 2004; Papp et al., 2007) up to
the prefrontal/orbitofrontal cortices (Karadi et al., 2005; Karadi et al.,
2004; Lukats et al., 2007; Nagy et al., 2014; Nagy et al., 2012a). Fig. 5
presents a simplified chart of the recently known central glucose-
monitoring neural network. Having the first glance at the adjoining
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Fig. 5. Hierarchical organization of the central glucose-monitoring neural network. GM:
glucose-monitoring neurons; AMY: amygdala; AP: area postrema; DMV: dorsal motor
vagal nucleus; GP: globus pallidus; LHA: lateral hypothalamic area; mdPFC: mediodorsal
prefrontal cortex; NTS: nucleus of the solitary tract; Nucl. Acc.: nucleus accumbens; Nucl.
Arc.: arcuate nucleus; OFC: orbitofrontal cortex; PVN: paraventricular hypothalamic
nucleus; VMH: ventromedial nucleus of the hypothalamus. More details please find in the
text. Data derived from original reports as follows (Karadi et al., 2004; Lukats et al., 2006;
Lukats et al., 2007).

peripheral sensors of it, it is important to recognize that their intact
functioning is indispensable for the appropriate functioning of even the
highest level elements of the system. With respect to this, it is well
known that the plasma concentration of the glucagon-like peptide-1
(GLP-1) increases after food intake. In the frame of an fMRI examina-
tion during oral glucose tolerance test, the increased amount of GLP-1
negatively correlated with a change in the activity of the OFC, but this
alteration was independent from plasma insulin and glucose con-
centrations, and also from the BMI of the participating subjects (Heni
et al., 2015; May and Woods, 2015). The orbitofrontal cortex is also
influenced by insulin (Heni et al., 2014; Kullmann et al., 2013), the
postprandial effect of this hormone, however, could be demonstrated in
lean individuals only (Heni et al., 2015).

The above observation provides evidence for that interrelationship
of someone’s metabolic condition and endocrine-humoral status, and
thus, the subject’s energy homeostasis is highly determined by the ac-
tual functional control capacity of limbic forebrain, namely, the orbi-
tofrontal (ventrolateral prefrontal) cortical areas. Findings of our ex-
periments gain their significance by elucidating those delicate neuronal
mechanisms that may represent the cellular basis of these regulatory
processes. In the present study, evidence has been obtained for the
definite involvement of medial ventrolateral prefrontal cortex
(mVLPFC) chemosensory cells in the central metabolic-homeostatic
control. On the one hand, these mVLPFC (orbitofrontal cortical) che-
mosensory neurons, as important constituents of the limbic forebrain
glucose-monitoring neural network, closely, moment to moment watch
(i.e. monitor) and integrate chemical-humoral signals of the internal
and external environment, thus, appear to be indispensable in sensitive
processes of the maintenance of the balance of homeostasis. On the
other hand, in addition to demonstrating multiple functional attributes
(complex neurochemical sensitivities, differential taste-responsiveness,
involvement in taste-associated and other perceptual, motivational,
cognitive-behavioral processes) of the GM cells here, first time in the
literature, we showed complex metabolic alterations following bilateral
mVLPFC (orbitofrontal cortex) microinjection of STZ. Destruction of the
STZ-sensitive chemosensory neurons in the medial region of VLPFC
resulted in the development of (type 2) diabetes-like symptoms, a kind
of complex metabolic illness characterized by impaired glucose toler-
ance as well as the alteration of plasma metabolite, in our case trigly-
ceride concentrations. A single bilateral STZ microinjection into other
brain areas, such as the VMH, GP or the mdPFC was also observed to
cause glucose intolerance and plasma metabolite alterations (Karadi
et al.,, 2004; Nagy et al., 2016). Thus, the involvement in the central
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regulation of feeding and metabolism appears to be a general and basic
functional attribute of the GM neurons in broad limbic forebrain areas.

It is important to note here that in the healthy organism, multiple
neuronal mechanisms of the central nervous system are supposed to
participate in the control of feeding and metabolism. Among these,
integration of ‘pure’ metabolic (degraded nutrients, amino acids, fatty
acids, lactic acid, ketone bodies, various other metabolites, etc.), hu-
moral-hormonal (insulin, leptin, glucagon, GLP-1, etc.), and complex
neural information originating from the periphery as well as from
various brain regions are of distinguished significance (Karadi et al.,
2004; Levin, 2006; Pannacciulli et al., 2007; Rocca and Brubaker,
1999). The physiologically effective metabolism, in addition to other
controlling factors, is responsible for maintaining the balance of
homeostasis among extremely broad environmental conditions, and the
intact central sensing of relevant peripheral signals is especially im-
portant in it. This central sensing is manifested by the complex network
of the glucose-monitoring neurons whose altered sensitivity or any
other malfunctioning may result in severe metabolic disturbances that
necessarily lead to serious feeding-metabolic diseases like obesity or
diabetes mellitus (Karadi et al., 2004; Levin, 2006).

The above mentioned feeding and metabolic disorders expose a
rapidly increasing burden for the modern societies. The therapeutic
approaches that these days targeting the peripheral pathology of obe-
sity, diabetes mellitus or metabolic syndrome so far proved to be un-
successful to resolve all the problems, thus, these diseases, at present,
cannot be fully cured yet. We are convinced that this is so because
dysfunction or the complete lack of functioning of the central glucose-
monitoring neurons is absolutely ignored in the estimation of the above
illnesses. It is reasonable to suppose that the intact physiological
functioning of these chemosensory cells is one of the indispensable
conditions for the maintenance of the homeostatic balance. Our ex-
perimental findings, along with data of literature, substantiate and
highly support the hypothesis that the central GM neurons monitor and
simultaneously affect many relevant functions, such as energy intake
and expenditure, thermoregulation, the continuous gating of incoming
sensory signals, etc., that determine the actual balance of homeostasis
(Garami and Szekely, 2014; Nagy et al., 2016).

Based on all the above, the deficits or disturbances of the CNS
regulatory processes are vitally important to take into consideration
when the background of these feeding-metabolic diseases is to be elu-
cidated. In case of these CNS control mechanisms, the limbic forebrain
constituents of the glucose-monitoring neural network, among them the
chemosensory neurons of the mVLPFC are those that can play especially
significant adaptive role in the regulatory processes. The better un-
derstanding of elementary mechanisms of complex functional attributes
of the network may also help us to develop new drug-targets and new
therapeutic strategies as well.

It is conceivable that the GM network is hierarchically organized,
the individual levels, one above the other, via their reciprocal inter-
connections can contribute to working out the best adaptive response to
environmental challenges, for assuring the biological welfare of the
organism. What can be the role of GM neurons in the medial ven-
trolateral prefrontal (orbitofrontal) cortex in these vitally important
homeostatic processes? Although we are far from being able to give
adequate answer to this question, going through briefly the previous
and more recent data that have emerged about these chemosensory
neurons, it has become obvious that their multiple functional attributes,
the complex, endogenous and exogenous chemosensitivities, the capa-
city of monitoring our internal and external environment, the capability
of at least signaling if not controlling perceptual, motivational and
behavioral events, and some others also reviewed here, may provide
very special regulatory power for them. Nevertheless, it certainly re-
mains for future, perhaps genuinely new experimental approaches to
get reasonably closer to the right answer.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: The mediodorsal prefrontal cortex (mdPFC), as part of the forebrain glucose-monitoring
Accepted 9 November 2013 (GM) system, plays important role in several regulatory processes to control the internal
Available online 16 November 2013 state of the organism and to initiate behavioral outputs accordingly. Little is known,

however, about the neurochemical sensitivity of neurons located in this area. Substantial
evidence indicates that the locus ceruleus — noradrenaline (NA) projection system and the
nucleus basalis magnocellularis - cholinergic projection system regulate behavioral state
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and state dependent processing of sensory information, various cognitive functions
already associated with the mdPFC. The main goal of the present study was to examine
noradrenergic and cholinergic responsiveness of glucose-monitoring and glucose-
insensitive (GIS) neurons in the mediodorsal prefrontal cortex. One fifth of the neurons
tested changed in firing rate to microelectrophoretically applied NA. Responsiveness of the
GM cells to this catecholamine proved to be significantly higher than that of the GIS units.
Microiontophoretic application of acetylcholine (Ach) resulted in activity changes (pre-
dominantly facilitation) of more than 40% of the mdPFC neurons. Proportion of Ach
sensitive units among the GM and the GIS neurons was found to be similar. The glucose-
monitoring neurons of the mdPFC and their distinct NA and remarkable Ach sensitivity are
suggested to be of particular significance in prefrontal control of adaptive behaviors.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction behaviors such as the food and fluid intake (Baldwin et al., 2002;

Cardinal et al., 2002; Dalley et al, 2004; Heidbreder and
The prefrontal cortex (PFC) plays important role in many Groenewegen, 2003; Kolb and Nonneman, 1975; Kolb, 1984,
regulatory processes, including cognitive functions, attention, 1990; Morgane et al., 2005). The prefrontal cortex performs its
decision making, working memory, and the control of motivated complex roles via multiple interrelationships with forebrain and
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magnocellularis
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brainstem areas (Kolb, 1984). Our previous results showed that
one fourth of the neurons in the mediodorsal prefrontal cortex
(mdPFC) changed in firing rate in response to glucose, thus, these
cells proved to be elements of the central glucose-monitoring
(GM) neural network (Nagy et al., 2012a). Constituents of this
hierarchically organized network (hypothalamus, amygdala,
nucleus accumbens, globus pallidus, orbitofrontal cortex, mdPFC)
integrate neurochemical and other signals from the periphery,
from the local brain milieu and signals arriving via projections
from other brain areas (Aou et al., 1984; Karadi et al., 1992, 2004;
Lénérd and Karadi, 2012; Oomura et al., 1969; Papp et al., 2007).

Several neuromodulatory pathways converge in the mPFC,
among others, the locus ceruleus (LC) — noradrenaline (NA)
projection system and the nucleus basalis magnocellularis
(NBM) - cholinergic projection system (Chandler and
Waterhouse, 2012; Condes-Lara, 1998; Porrino and Goldman-
Rakic, 1982) as well. The LC is the primary source of nora-
drenergic innervation of the forebrain and the PFC (Berridge
and Waterhouse, 2003; Chandler and Waterhouse, 2012) in it.
This cortical area has been demonstrated to play important
role in the modulation of sensory processing, arousal, cogni-
tive and other behavioral processes (Aston-Jones and Cohen,
2005; Devilbiss and Waterhouse, 2004; Devilbiss et al., 2006).
A variety of appetitive and aversive stimuli elicit increases in
LC discharge activity, and increased NA output from the LC is
reportedly correlated with enhanced transmission of sensory
signals. The NA release increases the ability to process
relevant or salient stimuli — via actions on sensory, attention,
memory and motor processes — while suppressing responses
to irrelevant stimuli (Berridge and Waterhouse, 2003).

Electrophysiological and lesion analysis studies support
the hypothesis that acetylcholine (Ach) is also important in
significance associated evaluation of sensory information,
and this “classic” neurotransmitter was also shown to
improve the “signal-to-noise” ratio of the incoming sensory
information (Sarter and Bruno, 2000; Wenk, 1997; Wilson and
Rolls, 1990a, 1990b). The NBM cholinergic system is supposed
to be involved in the control of attention processes, such as
the control of shifting attention towards potentially more
important sensory stimuli that predict biologically relevant
events, such as, e.g. the availability of food reward.

Considering the above, it is proposed that the mediodorsal
prefrontal cortex, as integral part of the forebrain glucose-
monitoring neural network, accomplishes its complex roles by
means of, at least in part, the integration of its noradrenergic
and cholinergic inputs. In the present experiments, therefore,
we aimed to examine the impact of noradrenaline and acet-
ylcholine on the discharge rate of mdPFC neurons. To identify
GM neurons here, and to estimate their modulation by the NA
and Ach circuitries, the extracellular single neuron activity of
the mediodorsal prefrontal cortex of anesthetized Wistar and
Sprague-Dawley rats was recorded by means of tungsten wire
multibarreled glass microelectrodes during microiontophoretic
administration of p-glucose, NA and Ach.

2. Results

Activity changes of altogether 230 neurons have been recorded
in the Wistar and Sprague-Dawley rat mdPFC. The mean

spontaneous firing rates in the two strains were 2.2+0.2 and
2.3+0.3 spikes/s, respectively. Noradrenaline and acetylcho-
line responsiveness of mdPFC neurons was examined during
microiontophoretic administration of these neurotransmitters.
Results of the neurochemical stimulations are summarized in
Table 1. Thirty-seven (18.4%) of 201 mdPFC cells showed
responsiveness to NA. The proportion of excitatory (19, 9.4%)
and inhibitory (18, 8.9%) activity changes was almost the same.

Ach responsiveness of 177 cells was examined in the rodent
mdPFC. Microiontophoretic application of Ach resulted in firing
rate changes of 75 neurons (42.4%). The predominant response
to this neurotransmitter was facilitation (65 of the 75 Ach-
sensitive neurons, 86.7%), however, definite inhibitory activity
changes were also detected (10/13.3%/ of the 75 neurons).

Table 2 demonstrates distinct NA responsiveness of glucose-
monitoring and glucose-insensitive (GIS) neurons in the mdPFC.
Nineteen (46.3%) of the 41 g units, whereas only 18 (11.2%) of
the 160 GIS neurons displayed discharge rate changes to this
neurotransmitter, so that NA responsiveness of the GM cells
was found to be significantly higher than that of the glucose-
insensitive units (p<0.001; 4° test). Results of the Ach adminis-
trations are summarized in Table 3. The proportion of
Ach-responsive GM (45.1%) and GIS neurons (41.7%) proved to
be almost the same. Majority of the individual glucose-
monitoring and glucose-insensitive cells were tested for sensi-
tivity to both NA and Ach (Table 4). Firing rate changes of two
characteristic mdPFC neurons responding to various neuro-
chemicals are shown in Fig. 1.

The ejection current-dependent response characteristics
to the micro-electrophoretically administered NA and Ach
are demonstrated in Fig. 2. Higher current intensities resulted
in significantly larger firing rate changes of cells of the
responsive groups in the case of both neurotransmitters
(*p<0.05, *p<0.001, Wilcoxon test).

As far as the topographic location of the NA and Ach-
responsive units within the mdPFC is concerned, similar to
the topography of the GM neurons (Nagy et al., 2012a), the
various types of neurons with characteristic neurochemical
sensitivities were found to be quite homogenously distribu-
ted within the examined area in both rat strains.

3. Discussion

Data obtained in the current experiments provided evidence
for the NA and Ach sensitivity of glucose-monitoring neurons
in the mdPFC. Although these feeding-associated chemosen-
sory neurons have already been identified in several other
brain regions, and the majority of these cells were shown to

Table 1 - Effect of microelectrophoretically applied nora-
drenaline and acetylcholine on rat mdPFC neurons.

Noradrenaline Acetylcholine
1 19 65
l 18 10
(0] 164 102
Total 201 177

1:excitatory response; |: inhibitory response; @: no response.
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have special neurochemical sensitivity (Karadi et al., 1989,
1992; Lenard et al., 1989, 1995; Lénard and Karadi, 2012,
Nakano et al.,, 1986; Oomura, 1980; Papp et al., 2007), this is
the first systematic study to demonstrate noradrenergic and
cholinergic responsiveness of glucose-monitoring and
glucose-insensitive neurons in the mediodorsal prefrontal
cortex.

The GM neurons are known to integrate a broad variety of
information relevant with respect to the maintenance of home-
ostasis (various endogenous and exogenous signals, sensory-
motor and perceptual-motivational, learning and memory
mechanisms) to control food and fluid intake and metabolism
(Aou et al., 1984; Karadi et al., 1992, 1995, 2005; Nakano et al.,
1986; Oomura, 1980). These regulatory processes are the target
of inputs from modulatory neurotransmitter systems.

Our previous results proved that GM units in the mdPFC
were more likely to change in activity in response to micro-
iontophoretically administered dopamine (DA) than the GIS
cells were (Nagy et al., 2012a). Since previous data showed
that NA and Ach are also functional neurotransmitters in the

Table 2 - NA responsiveness of GM and GIS neurons in
the rat mdPFC.

NAT NA?T NAL NAQ
GM 19% 11 8 22
GIS 18 8 10 142
Total 37 19 18 164

GM: glucose-monitoring neuron; GIS: glucose-insensitive neuron;
NA1|: NA-responsive neuron; NA{:excitatory response to NA; NA|:
inhibitory response to NA; NA@: NA-nonresponsive neuron;
*p<0.001 (;* test).

Table 3 - Ach responsiveness of GM and GIS neurons in
the rat mdPFC.

Achtl Acht Ach| Ach®
GM 14 11 3 17
GIS 61 54 7 85
Total 75 65 10 102

GM: glucose-monitoring neuron; GIS: glucose-insensitive neuron;
Achtl: Ach-responsive neuron; Acht: excitatory response to Ach;
Ach|: inhibitory response to Ach; Ach@: Ach-nonresponsive neuron.

mdPFC, it was reasonable to suppose that GM neurons in this
structure possess distinct sensitivity not only to DA, but also
to other physiologically important neurotransmitters, like NA
and Ach.

Indeed, as a major finding of the present experiments,
distinct NA sensitivity of the mdPFC GM neurons has been
elucidated: proportion of the NA-responsive neurons among
the GM cells was found to be significantly higher than that
among the glucose-insensitive units. As far as cholinergic
modulation of the mdPFC cells is concerned, remarkable
effect of Ach was observed with predominantly excitatory
firing rate changes. When comparing the neuronal sensitiv-
ities, there was no significant difference in the Ach respon-
siveness of the GM and GIS cells.

Our present findings are in concordance with previous
results demonstrating high noradrenaline, DA and Ach
responsiveness of the GM neurons in the lateral hypothala-
mic area, globus pallidus and amygdala (Karadi et al., 1989,
1992; Lenard et al., 1989, 1995).

The dense noradrenergic and cholinergic innervation of
the PFC (Chandler and Waterhouse, 2012) has already been
indicated to play important roles in a variety of regulatory
processes, in executive, sensory, attention and cognitive
functions (Dalley et al., 2004). The LC-noradrenergic system
has impact on neural circuits involved in the collection and
processing of sensory information by enhancing transmis-
sion of sensory signals, even this way improving cognitive
functions (Berridge and Waterhouse, 2003). NA has already
been shown to modulate sensitivity of hypothalamic neurons
to other neurotransmitter inputs (Sessler et al., 1988;
Waterhouse et al., 1988). Based on our present findings,
similar gating function of noradrenergic neurotransmission
can be hypothesized in the mdPFC as well. Previous studies
showed that noradrenergic, but not cholinergic deafferenta-
tion of the prefrontal cortex impairs attention set-shifting
(McGaughy et al., 2008). Noradrenergic lesions in this area,
however, did not alter the ability of rats to ignore irrelevant
stimuli. As far as cholinergic modulation of these functions
are concerned, the cortical Ach inputs were shown to be
essential for the detection, selection (discriminate significant
stimuli from irrelevant stimuli or background noise) and
processing of stimuli and their associations. Cholinergic
inputs of the medial PFC are especially important in sus-
tained attention performance and in shifting attention
towards relevant sensory stimuli that predict a biologically
important event, such as, e.g. the availability of a food reward
(Sarter and Bruno, 2000; Wenk, 1997).

Table 4 - Sensitivity of GM and GIS neurons of mdPFC to both NA and Ach.

DA1|Ach® Acht|DA® DA?|Acht] Ach@DA® Total
GM 6 10 3 10 29
GIS 5 51 11 78 145
Total 11 61 14 88 174

GM: glucose-monitoring neuron; GIS: glucose-insensitive neuron; DA1|Ach@: DA-responsive and Ach-nonresponsive neuron; Acht|DA@: Ach-
responsive and DA- nonresponsive neuron; DA1|Acht|: DA and Ach-responsive neuron; Ach@DA®: Ach and DA nonresponsive neuron.
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Fig. 1 — Responses of two mdPFC neurons to microiontophoretic application of chemicals. (A) glucose-sensitive cell inhibited
by p-glucose and excited by NA; (B) dose-dependent excitatory responses elicited by Ach. Spike insets, characteristic action
potentials. Horizontal lines and numbers, duration of drug application and ejection current intensities in nA, respectively.
Abscissa, time in s; ordinate, firing rate in spikes/s and potential in mV, respectively.

Substantiating the homeostatic significance of chemosen-
sory cells of various brain areas (ventromedial hypothalamus,
globus pallidus, orbitofrontal prefrontal cortex), evidence has
been accumulated for their selective destruction cause severe
deficits of ingestive behavior, taste perception and metabo-
lism (Egyed et al., 2000; Karadi et al., 2004, 2005; Nagy et al.,
2012b). It is of particular significance that GM neurons have
been found at this high cortical level of neuronal information
processing. The GM neurons may play distinguished role in
the regulatory functions of the mdPFC. These complex con-
trol mechanisms are utilized in harmony with the specific
activity patterns of individual constituents of the hierarchi-
cally organized forebrain GM neuronal network. The nora-
drenergic and cholinergic inputs of the mdPFC are suggested

to play significant role in these coordinated regulatory pro-
cesses. The mediodorsal prefrontal cortical GM neurons were
also demonstrated to integrate several homeostatically rele-
vant endogenous and exogenous signals. These chemosen-
sory neurons at this high decision making level of the
nervous system, by utilizing their remarkable and differential
NA and Ach sensitivities, are supposed to play significant role
in the dynamic neural control of sensory, attention and
cognitive determinants of adaptive behaviors, like food and
fluid intake.

To elucidate details of complex neurochemical attributes
of the glucose-monitoring and glucose-insensitive neurons in
the mdPFC, including their specific receptor mechanisms,
further studies are required.
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Fig. 2 - Current response curves showing the magnitude of the
neurotransmitter elicited neuronal responses (mean +SEM) in
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‘p<0.05, *p<0.001, Wilcoxon test.

4, Conclusion

Our results provided evidence for distinct neurochemical
attributes of special chemosensory neurons in the mediodor-
sal prefrontal cortex. It is supposed that these GM cells of the
mdPFC, as important constituents of the forebrain glucose-
monitoring neural network, accomplish multiple functional
roles by utilizing modulatory effects of the prefrontal nora-
drenergic and cholinergic circuitries.

5. Experimental procedures

Thirty-nine Wistar, and nineteen Sprague-Dawley male
laboratory rats (weighing 300-380 g) were used in these experi-
ments. Individually caged animals were kept and cared for in
accordance with institutional, national and international reg-
ulations (BA02/2000-8/2012, Pécs University, Medical School;
Law XXVIII, 1998; Gvmnt. Decree 2013, Hungary; European

Community Council Directive 86/609/EEC, 1986, 2006, 2010; NIH
Guidelines, 1997).

Microelectrophysiological experiment was performed in the
rat as previously described (Nagy et al., 2012a). Briefly, animals
were anesthetized by ip. injection of urethane (0.6 ml/100 g
body weight, 25% fresh solution, Sigma, Hungary). Stereotaxic
coordinates of the recording sites in the mdPFC were chosen
according to the Pellegrino rat brain atlas (Pellegrino et al,
1979): anteroposterior, bregma+3.1-4.3 mm; mediolateral, 0.7-
1.8 mm; vertical, 0.6-3.1 mm. For the extracellular single neuron
recording, tungsten wired multibarreled glass microelectrodes
were used. Extracellular action potentials of the mdPFC neurons
were recorded via the central barrel containing a tungsten wire
(10 pm in diameter), while neurochemicals (p-glucose /0.5M,
dissolved in 0.15 M NaCl/, NA /0.5M, pH=6/, Ach /0.5M, pH=6/)
were applied electrophoretically through the capillaries sur-
rounding the central recording electrode. Constant currents (in
the 5-90 nA range) of appropriate polarity were applied to eject
the chemicals from their respective barrels. The action poten-
tials were passed into a preamplifier, than to a high gain
amplifier including low and high cut filters and a window
discriminator, and then into an A/D converter device (CED
1401 plus). The Spike 2 software package (Cambridge Electronic
Design Ltd., United Kingdom) was used for real-time and off-
line analyses. Similar to our previous studies, a neuron was
considered to be responsive to a certain neurochemical if its
firing rate changed by at least +30% or by +2SD from the
mean baseline level, and if the reactions were dose dependent
(by using different current intensities), and replicable. Only the
activity of spontaneously firing, well-isolated cells has been
recorded.

For statistical analysis of the data, the Wilcoxon test and the
1 test were used. Recording sites in the mdPFC were marked by
Methylene-Blue (MB) labeling - anodal labeling current (50 nA,
10-15 min) was delivered through the MB containing barrel at
the end of the recording sessions — and confirmed by subse-
quent histological examination. Other technical details are
delineated elsewhere (Kovacs et al., 2005; Nagy et al., 2012a).
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Impaired glucose tolerance after streptozotocin
microinjection into the mediodorsal prefrontal
cortex of the rat
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The mediodorsal prefrontal cortex (mdPFC) is a key structure of the central glucose-monitoring (GM) neural
network. Previous studies indicate that intracerebral streptozotocin (STZ) microinjection-induced destruction of local
chemosensory neurons results in feeding and metabolic alterations. The present experiments aimed to examine
whether STZ microinjection into the mdPFC causes metabolic deficits. To do so, glucose tolerance test (GTT) and
measurements of plasma metabolites were performed in STZ-treated or control rats. Intraperitoneal p-glucose load
was delivered 20 min or 4 weeks following the intracerebral microinjection of STZ or saline (acute or subacute GTT,
respectively). The STZ-treated rats displayed acute glucose intolerance: at the 120th min of the test, blood glucose
level of these rats was significantly higher than that of the ones in the control group. When determining the plasma
level of various metabolites, 30 min following the intracerebral STZ or saline microinjection, the triglyceride
concentration of the STZ-treated rats was found to be reduced compared with that of the control rats. The GM
neurons of the mdPFC are suggested to be involved in the organization of complex metabolic processes by which
these chemosensory cells contribute to adaptive control mechanisms of the maintenance of homeostasis.
Keywords: forebrain limbic circuitry, mediodorsal prefrontal cortex, glucose-monitoring neurons, STZ, glucose
intolerance, hypotriglyceridemia

Introduction

The prefrontal cortex (PFC) is implicated in various regulatory processes, including cognitive
functions, attention, working memory, drive and motivation, and organization of goal-
oriented behaviors like food and fluid intake (5, 16, 17, 24). In addition to these already
known regulatory functions, the PFC was recently shown to play an important role in
glucoreception as well (27).

The homeostatically important process of glucoreception has been demonstrated
originally in some visceral organs, and later also in the peripheral, then, in the central
nervous systems (CNSs). By investigating the peripheral nervous system, Niijima (29)
observed that glucose injection of the portal vasculature reduced discharge frequency of
hepatic vagal fibers in guinea pigs. A further step was the discovery of the existence of the so-
called glucose-monitoring (GM) neurons in the CNS (2, 31, 32). These cells detect changes in
the extracellular glucose concentration, in addition, they also utilize glucose as a signaling
modulator molecule to alter firing rate. The GM neurons have to be distinguished from the
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glucose-insensitive cells that use the glucose only in their metabolism and do not show
activity changes to it at all (30).

The existence of neurons that are a part of the GM neural network has already been verified
in brain regions mutually interconnected with each other and the PFC, such as the lateral
hypothalamic area, ventromedial hypothalamic nucleus (VMH), amygdala, globus pallidus (GP),
nucleus accumbens, orbitofrontal (OBF) cortex, nucleus tractus solitarii, and in the area postrema
(AP) (1, 3, 11, 12, 14, 19, 34). The GM neurons have also been discovered in the mediodorsal
PFC (mdPFC) composed by neuroanatomical subdivisions of the PFC, such as the prelimbic and
cingulate cortices (27). GM neurons of the mdPFC possess special neurochemical responsive-
ness: their distinct dopamine and remarkable acetylcholine sensitivities are suggested to be of
distinguished significance in the prefrontal cortical control of adaptive behaviors (26, 27).

Streptozotocin (STZ) — a chemical naturally produced by Streptomyces achromogenes —
is known to selectively destroy insulin producing p-cells of the pancreatic islets of Langerhans.
Correspondingly, it is widely used to induce experimental type 1 diabetes mellitus, creating an
effective animal model of the disease (8, 39). Therapeutic application of STZ is limited, due to
its severe side effects, to treating primary insulinomas. The STZ is similar enough to glucose to
be selectively transported into the cells by the type 2 glucose transporter protein (GLUT2), and
it has not been shown to be recognized by other type glucose transporters. After entering the
cell via GLUT2, STZ — among others — causes alkylation and consequent fragmentation of
DNA and its cytotoxic action includes reactive oxygen species mediated oxidative stress
mechanisms (39). The toxic effect of STZ is exerted not only in the pancreatic p-cells; it has
been reported that intracerebral microinjection of STZ decreases glucose utilization and
glycolytic processes of certain brain areas (6, 36). According to the previous findings of our
laboratory, similar intracerebral STZ microinjections destroy the GLUT?2 positive chemosen-
sory (GM) neurons in various brain areas (e.g., VMH, OBF cortex, PFC, and GP) causing
severe deficits of feeding and metabolism (7, 11-13, 15).

Despite the recent emerging of scarce and indirect data in the literature (23, 25, 28), little is
known yet about the involvement of prefrontal cortical neurons in the central metabolic control.

In the present experiments, therefore, to eliminate local chemosensory neurons, STZ
was microinjected bilaterally into the mdPFC of rats, and acute and subacute glucose
tolerance tests (GTTs) were performed as well as plasma metabolite levels determined to
elucidate metabolic significance of chemosensory (GM) cells of the mdPFC.

Materials and Methods

Male Wistar rats (n = 97) with an average body weight of 270-340 g were housed individually
in a temperature and light controlled room (21 +2 °C; 12-12 h light—dark cycle) where
constant humidity (55%—60%) was assured. Tap water and laboratory chow food were ad
libitum available for the rats except where it is stated differently. The rats were divided into two
randomized and counterbalanced, evenly formed groups on the basis of their body weight. A
control GTT was performed before the experiments to select the unhealthy subjects. Twelve
rats (12.3% of all rats) with impaired glucose tolerance were excluded from the further analysis.

Anesthetized rats (n = 85, intraperitoneal ketamine, 50 mg/ml, 0.3 ml/100 g bw) were
operated on stereotaxically, their scalp was incised, and a small (4—5 mm in diameter) hole
was drilled through the cleaned skull. Guide cannulas made of 23 G stainless steel pipettes
were placed on the surface of the dura above the mdPFC by a mechanical microdrive
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(MN-33 Narishige, Japan). After positioning, the guide cannulas were fixed to the cranium
using anchoring screws and dental acrylic.

Following a week-long recovery period, microinjection cannulas (30 G) were passed
through these guide cannulas to deliver the chemicals directly to the mdPFC. Stereotaxic
coordinates for mdPFC according to the stereotaxic rat brain atlas of Pellegrino et al. (35) were:
AP: +3.7 mm anterior to bregma (B), mediolateral (ML): 1 mm, and vertical (V): 1.5 mm from
dura (Fig. 1). Alert, previously well-handled rats were microinjected bilaterally with either
7.5 pg STZ (Sigma S-0130, 10 pg/ul; dissolved in sterile physiological saline) or sterile
physiological saline alone. Solutions were microinjected by a microinfusion pump (Cole
Parmer 789200C) in a volume of 0.75 pl for 1 min through a stainless steel microinjection
cannula extending 1.5 mm below the tips of the guide cannula fixed on the skull with dental
acrylic. Microinjection cannulas were left in place for one more minute to help diffusion of
solutions into the target area.

The standardized GTT was performed after a 12 h food deprivation of the rats (n = 29).
Intraperitoneal injection of 20% p-glucose solution (0.2 g/100 g bw/ml) was administered at
the 20th min following the intracerebral microinjection of STZ or saline (acute GTT) and then
4 weeks later (subacute GTT). Blood samples were taken from the tail of rats and the
measurements were performed by glucometer (Glucometer Elite, Bayer, Germany).

In another animal group (n = 56), relevant plasma metabolites [total cholesterol, high-
density lipoprotein (HDL), triglycerides (TGs), and uric acid] were determined after a 12-h
food deprivation and 30 min after the bilateral STZ or saline microinjection by a semi-
automatic cold chemistry photometer (Spotchem EZ SP4430, Arkray, Japan).

After finishing all experiments, the rats were intraperitoneally overdosed with urethane
and transcardially perfused with physiological saline followed by 4% formalin. The brains
were fixed in 4% formalin, then frozen and cut in 40 pm sections. Nissl (cresyl violet) staining
was used to examine and identify the exact site of microinjections. Rats with inappropriate
cannula positions (n =4) were excluded from the further analysis.

In the GTT experiment, blood glucose levels of the animal groups were compared and
statistically analyzed. Similarly, statistical analysis was also performed for plasma metabo-
lites of rats of the STZ-treated and control groups. All results are reported as means + SEM.
Analysis of variance (one-way ANOVA) and Tukey’s test for post hoc comparisons were
used for statistical analysis. Differences were considered to be significant at p < 0.05.

All experimental procedures were conducted in accordance with institutional, national,
and international regulations (BA02/2000-8/2012, Pécs University, Medical School; Law
XXVIII, 1998, Government Decree 40/2013, Hungary; NIH Guidelines 1997, European
Community Council Directive 86/609/EEC 1986, 2006, European Directive 2010/63/EU of
the European Parliament).

Results

GTT

Investigations of acute and subacute glucose tolerance after bilateral STZ or vehicle
microinjection into the mdPFC were performed in 29 adult male Wistar rats. Seventeen
rats were treated by STZ, whereas 12 control rats received physiological saline microinjec-
tion. The first GTT was performed 20 min after the intracerebral microinjection (acute GTT),
whereas the second GTT was performed 4 weeks later (subacute GTT).
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Fig. 2. Impaired glucose tolerance in the acute GTT after bilateral streptozotocin (STZ) microinjection into the
mdPFC. (a) Fasting blood glucose levels of STZ-treated (n =17) and control groups (n = 12) did not differ
significantly. Two hours after the intraperitoneal glucose injection, however, blood glucose concentrations of the
STZ-treated rats significantly increased compared with the control rats (*p < 0.05). Columns represent the
mean blood glucose levels + SEM. (b) Four weeks following the STZ or physiological saline microinjection
(subacute phase), the glucose tolerance was physiological in both groups: both the fasting and the 120th min’s blood
glucose levels of the rats were found to be in the similar range

Pathological alterations of blood glucose levels and a definite glucose intolerance of the
STZ-treated rats became obvious in the acute GTT. The ANOVA test showed a significant
group difference in the acute GTT (F3 s7=35.164; p <0.05). The fasting blood glucose
levels were almost the same in the two groups (control: 4.84 + 0.16 mmol/l and STZ: 4.81 +
0.12 mmol/l, respectively). However, 2 h after the intraperitoneal glucose injection, blood
glucose level of the STZ-treated rats was significantly higher than that of the rats in the
control group (control: 6.95 +0.14 mmol/l and STZ 8.6 +£0.51; p < 0.05). The results are
shown in Fig. 2a.
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In the subacute phase, there was no significant difference between the fasting blood
glucose concentrations of the STZ-treated and control groups (control: 4.74 + 0.09 mmol/l
and STZ: 4.76 + 0.12 mmol/l). Although the 120th min’s blood glucose levels appeared to be
higher in the rats subjected to STZ microinjection (control: 5.90 + 0.21 mmol/l and STZ:
6.72 + 0.18 mmol/l), there was no significant difference between the two groups (Fig. 2b).

Plasma levels of metabolites

In a separate series of experiments with 52 adult male Wistar rats, 30 min after the bilateral
intracerebral microinjection into the mdPFC, plasma concentrations of total cholesterol, TG,
HDL, and uric acid were determined. Twenty-seven rats were treated by STZ-treated and 25
control rats received physiological saline microinjection. Plasma concentrations of total
cholesterol, HDL, and uric acid in the STZ-treated and control groups did not differ from each
other. At the same time, however, significantly reduced plasma TG levels were detected in the
rats with mediodorsal prefrontal cortical STZ microinjection (control: 0.66 + 0.03 mmol/l
and STZ: 0.56 + 0.03 mmol/l, p < 0.05). The results are shown in Fig. 3.

Total cholesterol Triglycerides
*
18 08
16 0.7 T
14 T 06
12
_ = 05
3 ! S
E E 04
08
E E 03
0.6
04 0.2
02 0.1
0 0
Control STZ Control STZ
HDL Uric acid
04 120
05 100
03 T L
__ 025 = ®
g 0.2 g 60
E =
0.15
40
0.1
0.05 =
0 0
Control STZ Control STz

Fig. 3. Plasma levels of metabolites of the STZ-treated (n =27) and control (n =25) rats 30 min following
the intracerebral microinjection. All results are reported as means + SEM. The plasma concentrations of
total cholesterol, HDL, and uric acid in the STZ-treated and control rats did not differ significantly.
Significant reduction of plasma TG levels was found, however, in the STZ microinjected group (*p < 0.05)
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Discussion

In the present study, evidence was obtained for the intimate involvement of mdPFC neurons
in the central regulation of metabolism. The results of our studies, first time in the literature,
show that complex metabolic alterations develop as a consequence of bilateral mdPFC
microinjection of STZ. Selective destruction of the STZ sensitive neurons led to temporary
diabetes-like impaired glucose tolerance and altered TG level. The changes were character-
istically selective since other tested parameters (total cholesterol, HDL, and uric acid plasma
concentrations) and the subacute GTT did not show any significant difference between the
STZ-treated and control rats.

In the healthy organism, the CNS takes part in the sophisticated control of metabolic
processes using integrating metabolic (degraded nutrients, fatty acids, amino acids, ketone
bodies, lactic acid, various metabolites, etc.), humoral-hormonal (e.g., insulin, leptin,
GLP-1, etc.), and complex neural information coming from the periphery as well as from
particular chemosensory neurons of various brain structures (12, 20, 33, 38). Since the
physiologically effective metabolism that maintains the balance of homeostasis among
broad environmental conditions is dependent upon central sensing of the relevant peripheral
signals, altered sensitivity of these special neurons may result in severe metabolic
disturbances that lead to such feeding-metabolic diseases as, e.g., obesity and diabetes
mellitus are (20).

Among patients with type 1 diabetes mellitus (T1DM), associations between meta-
bolic control measures and shrinkage of the prefrontal cortical thickness were found.
Patients with T1DM, relative to healthy control subjects, had thinner cortex in the
prefrontal cortical areas. Long-term glycemic control measures, expressed by the average
value of HbAlc, were found to be associated with bilateral thickness reduction in the
superior prefrontal cortical regions (21). The healthy human brain shows significant levels
of hierarchical organization characterized by connections for top-down control with
minimum wiring cost (37). Relative absence of hierarchically high-level hubs in the PFC
of patients with T1DM was found, which suggests ineffective top-down control of the PFC
in TIDM (22). All these data substantiate the important role of PFC in the control of
carbohydrate metabolism.

Several data in the literature support the view that GLUT2, at least partially, is involved
in cerebral glucose sensing (4, 18). STZ, which at the periphery was shown to enter the p-cells
via GLUT2, has been demonstrated to also exert toxic effects in several brain regions.
Intracerebroventricular administration of STZ was observed to result in significant reduction
of glucose utilization and glycolytic processes (6, 36). The toxic effect of STZ on certain
neurons, among others the GM ones, may get exerted via GLUT2 associated mechanisms. It
is important to mention, however, that an in vitro study raised doubts concerning the role of
GLUT?2 in glucose sensing in the VMH, indicating a gatekeeper role of glucokinase in the
cerebral glucose sensing (10). Nevertheless, a previous study of ours revealed deficits of
hypothalamic GLUT2 immunolabeling after STZ microinjection into the VMH of the rat
(40), and the present findings also support our hypothesis that the mdPFC neurons, among
them the local constituents of the limbic forebrain GM neural network, play an essential role
in the maintenance and preservation of the homeostatic balance.

One of our previous pilot studies showed that STZ treatment of the mdPFC caused
elevation of plasma concentration of insulin (unpublished observations), but it is evident that
further investigations are needed to confirm these results. Damage to these chemosensory
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neurons appears to elicit and maintain complex feeding and metabolic disturbances. A single
bilateral microinjection of STZ into either the VMH or OBF cortex was found to cause
glucose intolerance and alterations of concentrations of plasma metabolites (12). STZ
microinjection into the VMH caused decreased total cholesterol and increased TG levels,
while STZ microinjection into the OBF resulted in significant decrease of plasma total
cholesterol and TG levels. In the STZ-treated rats, in the present study, similar to the above
findings, the decrease of plasma TG concentrations was observed. Based on all these data, it
is reasonable to suppose that prefrontal cortical constituents of the forebrain GM network
participate in the central regulation of feeding and metabolism. It takes place supposedly
using complex control mechanisms, in part also determined by the existing multiple
functional morphological interrelationships of these structures. The significance of these
data is further underlined by the results of recent experiments revealing that high-fat/
cholesterol diet increases plasma TG, total cholesterol, non-HDL, and HDL cholesterol
levels in rodents with a subsequent activation of cholinergic processes within the PFC, along
with cognitive impairments (23, 25), or by demonstrating the causal role of mdPFC D1
dopamine receptors in modifying high-fat food seeking (28). It is already a textbook material
that decreased TG can be due to hepatic failure, but our metabolic data — physiological level
of cholesterol and lactate dehydrogenase (LDH) — do not indicate liver failure. Instead, the
decrease of TG concentration may be considered as a consequence of complex regulatory
disturbance whose exact mechanism still remains to be revealed.

Feeding and metabolic disorders like obesity, diabetes mellitus, or metabolic
syndrome cause increasing burden on the modern societies. The presently used thera-
peutic approaches these days targeting the peripheral pathology so far could not fully
resolve the problems; consequently, at present, the above diseases cannot be cured yet. It
is reasonable to suppose that this is at least in part because dysfunction of the central
GM neurons is ignored in the evaluation of the above-mentioned illnesses. The physio-
logical functioning of these neurons appears to be indispensable with respect to the
maintenance of the homeostatic balance since these cells influence energy balance
regulation in a complex manner by simultaneously affecting multiple factors of homeo-
stasis, such as energy intake and energy expenditure, thermoregulation, and various other
factors as well (9).

Our present findings support the view that disturbance of the regulatory processes of the
CNS should necessarily to be taken into consideration in elucidating the background of the
above-mentioned diseases. With respect to this CNS involvement, the role of GM neurons
here appears to be especially important. They integrate complex chemical and other
information of various sources, which predestinate them to play significant adaptive role
in the central regulation of feeding and metabolism.

Considering all of the above, we hope that the better understanding of complex
functional attributes of mdPFC chemosensory neurons and those of other brain structures
important in the maintenance of homeostasis can lead to the identification of new drug targets
and the discovery of successful new therapeutic strategies as well.
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