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1. BEVEZETES

A ventromedialis prefrontalis kéreg (vmPFC) a medialis prefrontalis kéreg ventralis
teriiletén helyezkedik el, két f6 régio épiti fel: a prelimbikus kéreg ventralis része és az
infralimbikus kérgi area. Kiterjedt kapcsolatokkal rendelkezik a limbikus és asszociacios
kérgi régidkkal és szamos magasabbrendii agyi funkcio szabalyozéasaban vesz részt, mint pl.
jutalmazas, memoria, emdcio, figyelem, tervezés, végrehajtd feladatok és autoném funkciok.
Citoarchitektonikailag, idegi kapcsolataikat tekintve és funkcionalisan is kiilonbozik a
medialis prefrontalis kéreg masik f6 aredjatol, a dorzalis régiotol [1]. Ehhez az aredhoz
soroljuk az anterior cingularis kérgi és a prelimbikus kérgi teriileteket, melyek denz
kapcsolatot 1étesitenek a szomatoszenzoros és motoros kéreggel.

A vmPFC reciprok kapcsolatban all a taplalkozassal 6sszefiiggd gusztatoros, valamint
az izek hedonikus értékét kodold struktarakkal is (pl. lateralis hypothalamus, amygdala,
inzularis kéreg) [2, 3]. Jol ismert, hogy a vmPFC massziv katekolaminerg beidegzést kap az
agytorzsi és kozépagyi monoaminerg magvakbol [4]. Dopaminerg rostjai elsésorban a VTA
Al0-es sejtcsoportjabol erednek, amelyek a mezokortikalis dopaminrendszert képezik [5],
mig noradrenerg beidegzését a locus coeruleus A6-0s régidjabol kapja [6]. Elektrofizioldgiai

kutatasok igazoljak, hogy a vmPFC neuronjai érzékenyek az izingerekre és szerepet jatszanak

crer

crer

Optogenetikai tanulmanyok szamoltak be arr6l, hogy a vmPFC DA-1 dopaminerg
receptorainak aktivalasa fokozza a magas élvezeti értéki taplalék felvételét [11]. A
katekolamineg neurotranszmitterek szerepét az izzel kapcsolatos tanulasi folyamatokban is
(kondicionalt iz-averzid) mar szdmos agyteriileten igazoltdk (pl. nucleus accumbens, lateralis
hypothalamus, bazolateralis amygdala) [12-14], de a vmPFC teriiletén végz6d6 rostok erre
vonatkozé vizsgalata még hidnyos a szakirodalomban. Funkcionalis képalkoto eljarasokkal
diszfunkciot és atrofias elvaltozasokat [15-17] mutattak ki evési zavarral kiizd6 €s obezitasban
szenvedd betegek Br 25 és Br 32 régioiban, mely agyteriiletek homolog struktarai a patkany
vmPFC teriiletének [18]. Ezen vizsgalati alanyokat az izek hedonikus kiértékelésének zavara
is jellemezte. Ezen adatok fényében joggal feltételezziik hogy a VMPFC szerepet jatszik az

izek hedonikus értékelésében, illetve az izzel dsszefliggd tanulédsi és memoriafolyamatokban.

Jelen tanulmany célja feltarni, hogy a vimPFC neuronjai és katekolaminerg beidegzése
rész vesz —e a taplalkozas hedonikus szabalyozasaban, a megfeleld taplalék kivalasztasanak

mechanizmusaban, illetve a taplalkozassal kapcsolatos tanulasi és memoriafolyamatokban.
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Ennek céljabol neurotoxikus mikroléziokat végeztiink a célteriileten kainsavval vagy 6-
hydoxi-dopaminnal (6-OHDA). A kainsav a neuronok pusztulasdhoz vezet anélkiil, hogy az
alkalmazasa teriiletén atmend axonokat karositana [19]. A 6-OHDA a katekolaminerg axonok
céltertiletre, mely altal jol koriilhatarolhato, kis kiterjedésii 1éziokkal kikiiszobolhetdvé valnak
a mikroinjekciés modszernél megfigyelhetd nem kivant tiinetek (pl. fokozott epileptikus
aktivitds, fokozott vegetativ aktivitds, motoros zavarok, aphagia, adipsia, kiilonb6zd

fiziologias terhelésekre adott regulacios zavar, hypokinetikus tiinetek) [21, 22].
2. CELKITUZESEK

Kutatasunk célja feltarni, hogy a vmPFC neuronjainak, illetve a VTA-bol és a locus
coeruleusbol érkez6 és a vmPFC teriiletét beidegz6é katekolaminerg terminaloknak (inputok) a
karosodasa milyen funkcionalis kiesést okoz a taplalkozassal kapcsolatos magatartasban.

Ezért megvizsgaltuk, hogy az egyes 1éziok milyen kovetkezményekkel jarnak:

1) a testsulyszabalyozasban,

2) a taplalékfelvételben,

3) illetve az ad libitum vizfelvételben.

4) Megvizsgaltuk tovabba, hogy a vmPFC részt vesz —e egyes fiziolologias
terhelésekre (0.15 M, illetve 1 M NaCl oldat i.p. injektaldsa) adand6 adaptacids
mechanizmusokban.

5) Irodalmi adatok, valamint korabbi vizsgalataink szerint a mPFC nagyobb
kiterjedésti 1ézidja, illetve a dmPFC-t érint6 katecholaminergias mikrolézid
hyperaktivitast eredményez. Kisérleteinkben azt tanulmanyoztuk, hogy a vmPFC
szerepet jatszik -e az altalanos és sztereotip aktivitas szabalyozasaban.

6) Kutatocsoportunk korabban megallapitotta, hogy a dmPFC dopaminerg 1ézidja
noveli az allatok gliik6z iranti preferencidjat. Jelen tanulmanyban két édes izii, de
eltéré energiatartalmu izoldat (gliikkdz, illetve szacharin) preferencidjdnak vizsgalatat
tlztiik ki célul a vimPFC 1€zi6it kovetden.

7) Eredményeink tiikrében felvetddott a kérdés, hogy az édes iz iranti megvaltozott
preferenciat okozhatta -e az izek élvezeti értékelésének zavara. Ennek tanulményozésa
céljabol iz-reaktivitasi teszteket végeztiink kiilonbdzé izt és koncentracidjua

izoldatokkal a vimPFC 1ézi6it kovetden.



8) Kisérleteink tovabbi fazisaiban arra kerestiik a valaszt, hogy a vmPFC befolyasolja-
e a kondicionalt iz-averzids tanulési folyamatot, vagyis a kisérleti allatok elkertilik —e
a vizsgalt izoldatot.

9) Tanulmanyoztuk tovabba, hogy a vmPFC szerepet jatszik —e a mar korabban
megtanult averziv iz-informaciok memoriabol torténd megtartasi €s eldhivasi
(retencids) mechanizmusaban.

10) A kondicionalt iz-averzidés tanulas nemcsak az iz elkeriilését, hanem az iz
hedonikus értékének eltolodasat is eredményezi. Ezért tisztazni szerettiik volna, hogy a
vmPFC 1€zi61 valoban megvaltoztatjdk —e az izoldat hedonikus eltolodéasat
kondicionalt iz-averzid kiépitése utdn. Ennek céljabol vizsgalatunkhoz egy magas

¢élvezeti értékkel rendelkezd izt valasztottunk.

3. MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez 298 felnétt him Wistar torzsbe tartozd patkanyt hasznaltunk fel,
melyek atlagos testsulya a kisérletek idején 270-340 g volt. Az allatokat egyenként, kiilonallo
ketrecekben helyeztiik el, tartasuk soran az egyetemi (BA02/2000-8/2012), a hazai (40/2013.
(IL. 14.) szami Magyar Kormanyrendelet) és a nemzetkozi (European Community Council
Directive, 86/609/EEC, 1986, 2010) allatkisérletes etikai irdnyelveknek megfelelden jartunk
el. Az allathazban allandé hémérsékletet (22 £ 1 °C) és paratartalmat (55 £10%) biztositottuk
szamukra. A természetes napszaknak megfeleld mesterséges megvilagitast alkalmaztunk, 12
oranként valtakozod ciklusban (reggel 6:00 6ratdl 12 ora vilagos, este 18:00 oratdl 12 ora
sotét). Az allatok standard laboratoriumi ragcesalotapot (CRLT/N standard ragesalotap,
Charles River Laboratories, Budapest) szabadon fogyaszthattak. Az ivovizhez valo hozzaférés
kisérletenként eltér, ezért ezt a késébbi leirasokban ismertetjilk. A patkanyokat naponta

kézhez szoktattuk (11.n. ,,handling”) a kdnnyebb kezelhetdség érdekében.

3.2. Neurotoxikus miitétek

Az operaciokat ketamin (Calypsol, Richter Gedeon Rt., 80 mg/testomeg kg) és
benzodiazepam (Seduxen, Richter Gedeon Rt., 20 mg/testomeg kg) 4:1 aranyu keverékével
biztositott teljes anesztéziaban végeztiik (i. p. 2 ml/testtomeg kg térfogatban). Sztereotaxias
késziilékben rogzitve az allat fejét eldszor egy kis méretii (1,5-2 mm) lyukat furtunk a
célteriilet folott. Azutdn mikroszkopikus kontroll alatt felnyitottuk a durat. Tribarrel liveg

mikropipettakat (Pyrex iiveg; 17-25 um hegyatmérd) toltottiink fel egy neurotoxinnal és
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Pontamine Sky Blue festékkel [(PSB), GURR, 0.15 M NacCl és 0.05 M Na-acetatban oldva].
A lokalis neuronok elpusztitasahoz kainsavat (KA, 80 mM, desztillalt vizben feloldva, Sigma-
Aldrich Co.), a vmPFC katekolaminerg beidegzésének eliminaldsahoz 6-hydroxidopamin-
hydrobromidot (6-OHDA, 80 mM, 1 % aszkornbinsav tartalmu 0.15 M NaCl oldatban
feloldva, Sigma-Aldrich Co.) hasznaltunk. Az iiveg mikropipettakat hidraulikus
mikromanipulatorral (Narishige, MN-33, Japan) ovatosan levezettiik a célteriilethez. A a
sztereotaxikus agyatlasz [23] szerint a vmPFC sztereotaxikus koordinatai a kovetkezok:
anteroposterior (AP): 3.2 mm, mediolateralisan (ML): 0.6 mm, dorzoventralisan (DV): 4.2
mm a dura felszinét6l mérve. A kainsav vagy 6-OHDA mikroiontoforézisét bilateralisan a
vmPFC teriiletén konstans egyenarammel (5pA, 5 min) (Biostim Professional, Supertech)
végeztiik. A neurotoxinok alkalmazasa utan a PSB iontoforézise kovetkezett (12 pA, 4 min) a
mikropipetta helyének azonositasa céljabol. A diffuzid eldsegitése végett a mikropipettakat az
aram kikapcsoldsa utan tovdbbi 2 percig a célteriileten hagytuk. A kontroll allatoknal
fiziologias sooldattal feltoltott mikropipettat vezettiink a vizsgalando agyteriiletre, majd

eltavolitottuk az agybol (almitét).

3.3. Intaroralis iz-kaniil beépitése

Az iz-reaktivitdsi tesztekhez, a 1ézidos miitéteket kovetden az allatok szdjiiregébe
izkaniilt épitettiink, melyen keresztiil izoldatokat tudtunk kdzvetiteni a nyelvre. Az izkaniilok
polietilén cs6bdl (PE-100) késziiltek, melyek végét elozdleg felforrositva peremet képeztiink
azért, hogy megakadalyozzuk a csd visszahUizodasat a szajliregbdl. A kaniilt az elsd felsd
Orl6fogtol anterolateralisan a koponyatetdig szubkutan vezettiik. Az intraoralis izkaniil ezen
végét egy ,,L” alaki 16 mm hosszi 19 gauge atmérdjii rozsdamentes fém kaniilhoz
kapcsoltuk, melyet fogaszati akrylattal és rozsdamentes acél csavarokkal a koponyacsonthoz
rogzitettiik. Az izoldatokat Cole-Parmer programozhat6, automata pumpa (Cole-Parmer,
IITC, Life Sci. Instruments, California) adagolta, biztositva ezzel a folyamatos €s egyenletes
sebességli (0.5 ml/perc) ingerlést. Az allatok a miitétet kovetden antibiotikus profilaxisban
részesiiltek (G-Penicillin). A posztoperativ iddszakban az &llatoknak minimum 1 hetet
biztositotttunk a felépililéshez a kisérletek megkezdése eldtt. Ez id6 alatt az eldugulas

megelézésére az iz-kaniiloket naponta desztillalt vizzel mostuk ki.



3.4. Magatartasi vizsgalatok

3.4.1. Testsuly, taplalék- és folyadékfelvétel
Az allatok testsulyat, valamint taplalék- és folyadékfelvételét a 1ézids miutéteket
kovetden (CO: n=7, KA: n=7, 6-OHDA: n=7) naponta, ugyanabban az idopontban (reggel

8:00 — 8:30 kozott) grammos pontossaggal mértiik a kisérletek egész iddtartama alatt.

3.4.2. Fiziologidas terheléses vizsgalatok

A mtétbol valo felépiilési id6 utan (CO: n=13, KA: n=10, 6-OHDA: n=10), amikor
az allatok taplalék- és folyadékfelvétele normalizalddott, fiziologids terheléses vizsgalatoknak
vetettiik alad. A kisérlet elsd felében fiziologids NaCl oldat (0.15 M, 20 ml/testtomeg kg) i.p.
injekcigjat kovetden az allatok folyadékfelvételét regisztraltuk 4 ora, 6 ora és 24 ora elteltével.
A kisérlet masodik részében, 5 nap felépiilési id6t kovetden intracellularis dehidraciot
idéztiink eld mindharom allatcsoportban hipertonids NaCl oldat (1 M, 20 ml/testtdmeg kg) i.p.
injekciojaval. Majd 4 ora, 6 6ra és 24 ora elteltével lemértiik az allatok altal elfogyasztott

vizmennyiséget és az eredményeket dsszehasonlitottuk.

3.4.3. Altalanos aktivitis és mozgds-sztereotipidk vizsgdlata open field tesztben

A patkanyokat (CO: n=18, KA: n=15, 6-OHDA: n=16, reprezentativ minta) 3 napos
habituacids periodust kovetden egy 60x60x60 cm méretl sziirkére festett dobozba helyeztiik a
vizsgalat 3 percére. A doboz alja 16 egyforma (4x4 cm) négyzetre volt osztva, melyben az
allatok altalanos aktivitasat és sztereotip mozgasformait regisztraltuk, mint az 4gaskodas
(’rearing”), tisztalkodas (’grooming”), szaglaszas (“sniffing”), megdermedés (’freezing”),

valamint a bolusok szamat.

3.4.4. [z-preferencia vizsgdlatok kétiiveges teszttel

Az iontoforetikus 1ézokbol (CO: n=7, KA: n=6, 6-OHDA: n=7) valo felépiilést
kovetden a gliikoz preferencidjat teszteltiik kétiiveges teszt segitségével. 4 napon keresztiil
(10-14. posztoperativ napok) az egyik iiveg csapvizet, a masik 250 mM gliik6z oldatot
tartalmazott, melyekbdl ad libitum folyadékfelvételt biztositottunk a sajat ketreciikben. 4 nap
ad lib. vizivasi periodus utan, viz és 500 mM gliik6z oldat preferenciajanak tesztelése zajlott,
szintén 4 napon keresztiil (18-21. napok) ad libitum hozzaféréssel. Majd ijabb 4 nap ad. lib.
vizivast kovetden a 10 mM szacharin preferenciajat teszteltik vizzel szemben. Végezetiil két
édes, de eltéré energiatartalma izoldat, 10 mM szacharin és 500 mM gliikéz oldatok

preferenciajanak Osszehasonlitasa zajlott. A viz és az izoldatok fogyasztasat naponta ml



pontossaggal mértiik. A preferencia értékét az irodalomban is hasznalt szdmitassal hataroztuk

meg: 4 napi 250 mM gliikézfelvétel mennyisége/4 napi teljes folyadékfelvétel.

3.4.5. [z-reaktivitdsi teszt

25 db kisérleti allat szajiiregébe (CO: n=10, KA: n=8, 6-OHDA: n=7) iz-kaniilt
épitettiink. Egy héttel a mutéteket kovetden a vizsgalandé allatokat egy 200 mm atmérdju,
250 mm magas atlatszo plexihengerbe helyeztiik, mely egy tiveglapon allt. Ez ala 45° sz6gben
egy tlkrot rogzitettiink, mely lehetové tette a patkany szdjmozgédsainak megfigyelését és
videokameraval val6 rogzitését. A habituécio a 8. posztoperativ napon kezdddott, mely soran
az allatok harom napig (8-10.) napi 15 percet toltottek a plexi hengerben. A 15 perces
adaptacios 1d6 elteltével desztillalt vizet injektaltunk a szdjiiregbe (1 ml, 0,5 ml/perc). A 11.
posztoperativ napon kozepes koncentracioju izoldatokat (625 mM gliikkéz, S5 mM szacharin,
430 mM NacCl, 4,75 mM citromsav, 0.625 mM kinin) injektaltuk a szajliregbe, hogy kizarjuk
a neofobiat. Az allatok iz-reaktivitasat a 12-16. posztoperativ napokon teszteltiik, minden nap
mas izoldatra adott iz-reaktivitast vizsgaltunk, egyfajta iz kvalitdst 4 koncentracidoban
alkalmaztuk. Az iz-kvalitasokat és azok koncentracioit az 1. tablazat mutatja. Az izoldatok
beadasa felmend koncentracidoban kovette egymast. Az egyes koncentraciok alkalmazasa
kozott desztillalt vizzel mostuk 4t az intraoralis kaniilt (1 ml), igy az allat szajat is, amit 3 cm®
levegd injektalasa kovetett. Az egyes iz-ingerekre adott reakciokat a videofelvételeken frame
by frame analizissel, valamint lassitott lejatszassal (az aktudlis sebesség 1/10 vagy 1/25 része)
értékeltilk. Az eltérd hedonikus értékli izoldatok kiilonb6z6 mimikai valaszt valtanak ki,
melyek pozitiv (ingesztiv) illetve negativ (rejektiv) kategoridkba sorolhatok. A kiértékelésnél
Grill és Norgren [24] protokolljat alkalmaztuk. Eszerint ingesztiv valaszoknak tekintettiik az
elére iranyuld ritmikus nyelvoltogetést, az oldaliranyt nyelvoltogetést és a mancsnyalast.
Rejektiv valaszként dokumentdltuk a szajtatast, fejrazast, mancsrdzast, alldorzsolést és
arcmosast. Azokat a valaszokat, melyek elkiiloniilten jelennek meg, igy az oldaliranyu
nyelvoltogetést szajtatast, fejrazast, mancsrazast, alldorzsolést diszkrét valaszokként
értékeltiik. A folyamatosan megjelend, nehezen megszamolhatd reakciokat, mint az eldre
iranyul6 ritmikus nyelvoltogetés és a mancsnyalds idétartamat lemértiik secundumban, majd
megszoroztuk a mozgéasforma altalanos frekvenciajaval (6/sec), Flynn és Grill leirdsa szerint

[25].



zoldatok Koncentraciok (mM)

Gliikoz 250 500 750 1000
Szacharin 1 10 100 1000
NaCl 50 100 1000 1500
Citromsav 0.1 1 10 100
Kinin 0.125 0.25 1.25 2.5

1. tablazat Az iz-reaktivitasi tesztben alkalmazott izoldatok

3.4.6. Kondicionalt iz-averzio kialakulasa

képességét vizsgaltuk a vmPFC 1ézidit kdvetden. A kisérletek kezdetén 7 napos (1-7. nap)
habituaciés iddintervallumban napi 23.5 6rds vizmegvonast vezettiink be, tehat az allatoknak
naponta 30 perc allt rendelkezésiikre folyadékigényiik kielégitésére. A 8. napon a patkanyokat
3 csoportra osztottuk és elvégeztilkk az iontoforetikus operaciokat. Két allatcsoportban
neurotoxikus 1éziokat végeztink kainsav (KA csoport, n=27) illetve 6-OHDA (6-OHDA
csoport, n=29) iontoforézisével. A kontroll csoportban “almiitétet” hajtottunk végre (CO
csoport n=30). A 1ézidés miitétet egy 8 napos (9-16. napig) felépiilési idészak kovette: 5 napig
ad libitum viz hozzaférést és 3 napig napi 30 perces vizfogyasztast biztositottunk. Miutan az
allatok folyadékfelvétele elérte a preoperativ (ad libitum) értéket, a megszokott napi 30 perces
1vasi periddusban viz helyett kisérletenként eltérd izoldatot kaptak az egyes kisérletek 17.
napjan. Mivel a kisérleti allatok még soha nem talalkoztak ezekkel az iz-ingerekkel, a vartnak
megfelelden neofdbia volt megfigyelhetd ezen a napon, ami csékkent folyadékfogyasztasban
nyilvanult meg. A kovetkezd6 napon, a Téarsitds napjan (18. nap), amikorra az allatok
neofobidja megszint, a 30 perces izoldat fogyasztast koveté 0.5 oras idészakban 0.15 M
littum-klorid (LiCl, 0.15 M, Reanal, Hungary, 20 ml/testtomeg kg) i.p. injekcidjaval
gasztointesztinalis diszkomfortot idéztliink el6. Ezt egy 6 napos (19-24. napig) vizivasi
periodus kovette, majd a Teszt-napon (25. nap) ugyanazt az izoldatot kaptak, mint a Tarsitas
napjan. A kondicionalt iz-averzé kialakuldsanak megallapitdsdhoz Osszehasonlitottuk a
Tesztnapon mért folyadékfogyasztast a Tarsitds napjan elfogyasztott mennyiséggel. A
kondicionalt iz-averzié meglétét tiikkrozi, ha a Tesztnapi fogyasztas szignifikansan lecsokken a

Tarsitas-napi felvételhez képest [26, 27]. Ezen kisérletsorozatban 4 kiilonboz6 iz-ingert



alkalmaztunk feltételes ingerként (50 mM NaCl, 10 mM szacharin, 10 mM citromsav vagy
0.25 mM kinin), mindegyik izoldatot masik kisérletben.

3.4.7. Kondicionalt iz-averzio megtartasa (retencios teszt)

Ezen kisérletekben egy kordbban kiépitett iz-averzids informacié memoridbdl vald
visszahivasi képességét tanulmanyoztuk. Eszerint el0szor intakt allatokon kondicionalt iz-
averziot ¢épitettiink ki a fent részletezett protokoll szerint (1-9. napok). Az iz-averzio
kialakuldsat a Teszt-napon (16. nap) ellendriztiikk. Ezt kdvetden 3 napon keresztiil (17-19.
napokon) napi 30 perc vizivast biztositottunk az allatok szamara. A kisérlet 20. napjan 3
csoportra osztottuk a patkanyokat: az egyik csoportnal kainsavas 1éziot (n=26), a masikon 6-
OHDA 1éziot (n=28) végeztiink iontoforetikus modszerrel, a kontroll csoporton (n=27) pedig
nalmutétet” hajtottunk végre. A kondiciondlt iz-averzid megtartdsanak ellendrzését egy 8
napos felépiilési idoszak (21-28. napok) utan végeztiik. A Retencios teszt (Re-teszt) a kisérlet
29. napjara esett amikor az éallatok a 30 perces ivasi periddusban ismét a feltételes ingerként
alkalmazott izoldatot ihattdk. Az alkalmazott izoldatok megegyeztek az el6z6
kisérletsorozatban hasznalt izekkel: 50 mM NaCl, 10 mM szacharin, 10 mM citromsav and
0.25 mM Kkinin. A kondicionalt iz-averzé6 megtartasanak kritériuma, hogy a Re-teszt napi
izoldat felvétele szignifikansan kisebb legyen, mint a Tarsitas napi [26, 27]. Ellenkez6 esetben

retencios deficitrdl beszéliink.
3.4.8. Hedonikus eltolodas vizsgalata kondicionalt iz-averziot kévetden

A 1ézios miitétet kovetd 8 napos felépiilési id0szak 6-8. napjain a kisérleti allatokat
(CO: n=7; KA: n=7; n=6-OHDA: n=6) naponta 30 percig hozzaszoktattuk az iz-reaktivitasi
appartatushoz. A habituacios iilés utolsdé 10 percében 5 ml desztillalt vizet injektaltunk az
izkaniilon keresztiil a szajiiregbe (0.5 ml/perc). A miitétet kovetd 9. napon a neofobia
elkeriilése érdekében a kovetkezd napi tarsitasnal hasznalt 10 mM szacharin oldatot juttattunk
a szajiregbe. A 10. napon (Tarsitas) az 10 mM szacharin oldat injektalasa alatt
videokameraval rogzitettiik a mimikai valaszokat és az ezt kdvetd 30 percen beliil 0.15 M
LiCl i.p. injekcioval (20 ml/testtomeg kg) gasztrointesztinalis diszkomfortot idéztiink eld. Ezt
egy 4 napos felépiilési periodus kovette. Az operacid utani 15. napon végeztiik el Gjra az
hedonikus érték megallapitasahoz a 10 perc alatt adott Osszes valaszban megjelend ingesztiv

valaszok aranyat kivontuk a rejektiv valaszok aranyabol: (ingesztiv valaszok szama/Osszes



valasz)-(rejektiv valaszok szdma/Osszes valasz) Pfaffman kiértékelési paradigmaja szerint

[28].

3.5. Szovettani modszerek

Kisérleteink elvégzése utan az allatokat uretan (2 g/testtomeg kg) oldat i.p.
injekcidjaval tulaltattuk. Ezt kovetden a pakanyokat transzkardialisan elészor 0.9 %-0s NaCl-
oldattal, majd formaldehid (10 %) oldattal perfundaltuk. A tetemeket dekapitaltuk és
eltavolitottuk az agyakat, amit pufferelt, szukrozt tartalmazo6 formalin oldatba helyeztiik. Egy
hét fixalas utan az agyakat blokkra vagtuk és microtommal 40 pm vastag metszeteket
készitettiink. A kontroll és kainsavval kezelt agymetszeteket szOvettani analizis céljabol
krezil-ibolyaval festettiik meg. A 6-OHDA mikroiontoforézise altal okozott katekolaminerg
karosodas kimutatasara kisérleti csoportonként 3 db 6-OHDA kezelt allat agyanal 20 pm-es
metszeteket készitettiink, melyeket tirozin-hidroxilaz (TH) immunhisztokémiai jeldléssel
festettiik meg [29]. Primer szérumként higitott anti TH primer antitestet (monoklonalis egér,
TH-16 antiszérum, 1:10000, Sigma) alkalmaztunk. A maradék 6-OHDA-0s allatok metszeteit

neutralvorossel festettiik meg.

3.6. Statisztikai modszerek

Kisérleti adataink elemzéséhez az SPSS 20.0 for Windows programcsomagot
hasznaltuk. A testsuly, tap,- és folyadékfogyasztasra adott valaszokat kétszempontos ismételt
méréses varanciaanalizissel (ANOVA), a fiziologiéds terhelésekre adott valaszokat, valamint
az Aaltalanos aktivitds ¢és open field tesztek, valamint az izpreferencia eredményeit
egyszempontos Varianciaanalizissel vizsgaltuk. A kondiciondlt iz-averzid ¢€s iz-reaktivitasi
kisérletek adatait kétszempontos varianciaanalizissel, a kétpalackos teszt eredményeit pedig
multifaktoros ismételt méréses, valamint kétszempontos ANOVA-val analizaltuk.
Szignifikans kiilonbségek estetén Bonferroni vagy Tukey post hoc teszteket hasznaltunk. A
szignifikancia szintet minden esetben p<0.05 —nek tekintettiik.

4. EREDMENYEK

4.1. Szovettani eredmények

Az éllatok agyanak szovettani feldolgozasat kovetden leellendriztiik a 1€zidk pontos
helyét és kiterjedését Paxinos és Watson patkany agyatlasza [23] alapjan. A kisérletekben
résztvett 298 allat koziil 286 esetben a 1€zi6 az infralimbikus kérget és a prelimbikus kéreg
ventralis részét érintette. A bilateralis 1éziok szimmetrikusak voltak, kiterjedésiik 600-800 pm

atmérdji volt. A krezil-ibolyaval megfestett kainsavas 1€zi6s agyak szovettani analizise
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szerint massziv sejthiany volt megfigyelheté a célteriilet 350-450 um-es atmérdju teriiletén,
amit egy kiils6, mérsékelt sejthianyu, 600-800 um atmérdji régid vett koril. A 6-OHDA 1€zi6
utan a TH-immunoreaktiv rostok hianyat tapasztaltuk a célteriileten, mind a molekularis
rétegben (1.), ahol féleg noradrenerg rostok talalhatok [6], mind pedig a mélyebb rétegekben
(V., VL) ahol viszont els6sorban a dopaminerg axonok huzodnak [30, 31]. Azon allatok
adatait, melyeknél a szdvettani vizsgalat nem igazolta a 1€zi6 meglétét vagy a 1ézi6 nem a

megfeleld teriileten és kiterjedésben mutatkozott (n=12 allat) kizartuk a tovabbi elemzésekbdl.

4.2. Testsuly

Az adatokat elemezve szignifikdns kiilonbséget taldltunk a napok kozott
[F(20,360)=32.869, p<0.001], a csoportok kozott [F(2,18)=5.132, p<0.05], valamint a napok
¢s csoportok kozotti interakcioban is [F(40,360)=6.570, p<0.001]. A post hoc teszt kimutatta,
hogy a KA csoportba tartozo allatok testsulya szignifikdnsan kisebb volt a miitét utani elsé 7
napban a CO patkanyokhoz képest (1-7. napok, KA vs. CO: p<0.01). A 6-OHDA allatok

testsulya nem tért el szignifikdnsan a CO csoporttdl a kisérlet teljes idétartama alatt.

4.3. Taplalék- és vizfelvétel

A taplalékfelvételi adatok statisztikai feldolgozasa azt mutatta, hogy szignifikans
kiilonbség all fenn az egyes napok kozott [F(22,396)=11.212, p<0.001], a csoportok kdzott
[F(2,18)=7.151, p<0.001] és az interakcioban is [F(44,396)=8.108, p<0.01]. A post hoc teszt
ravilagitott arra, hogy a KA csoport szignifikdnsan kevesebb tapot fogyasztott a neurotoxikus
miitét utani 1. napon (p<0.01) a CO allatokhoz képest, viszont szignifikansan tobb tapot ettek
a 4-11. napokon (4. napon: p<0.01; 5. napon: p<0.05; 6-10. napokon: p<0.01; 11. napon:
p<0.05). A vizfelvételi adatokat elemezve, a kétszempontos ismételt méréses ANOVA
kimutatta, hogy szignifikans kiilonbség all fenn az egyes napok kozott [F(20,360)=76.439,
p<0.0001], de a csoportok kozott nincs kimutathatd kiilonbség [F(2,18)=3.215, n.s.]. Az
analizis szignifikans kiilonbséget taldlt a napok ¢és csoportok kozotti interakcidban

[F(40,360)=3.047, p<0.0001].

4.4, Fiziologias terheléses vizsgalatok

A 0.15 M NaCl oldat i.p. injekcidjat kovetden mindharom kisérleti allatcsoport
vizfogyasztasa hasonld volt. Az egyszempontos varianciaanalizis azt mutatta, hogy nincs
szignifikans kiilonbség a kisérleti csoportok kozott sem a 4 oras [F(2,30)=0.302, n.s.], a 6 Orés
[F(3,30)=0.693, n.s.] és a 24 oras [F(2,30)=0.549] vizfelvételben sem. Az 1 M NaCl oldat i.p.

injekcioja altal indukalt intracellularis dehidraciot kovetd vizfelvételi adatokat elemezve
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megallapithatd, hogy a kisérleti dallatok hasonléan reagaltak. Az egyszempontos
varianciaanalizis azt mutatta, hogy nincs szignifikans kiilonbség sem a 4 6ras vizfelvételben
[F(2,30)=2.811, n.s.], sem a 24 oras vizfelvételben [F(2,30)=2.721, n.s.], de a 6 Orés
vizfelvételben szignifikans kiilonbséget talalt [F(2,30)=3.494, p<0.05), mégpedig a KA
csoport allatai szignifikdnsan tobb vizet ittak az injekci6é utani 6. 6éraban, mint a CO allatok

(CO vs. KA, 6. ora: p<0.05).

4.5. Altalénos aktivitds és mozgds-sztereotipidk vizsgdlata open field tesztben

Az éltalanos aktivitas mérésénél regisztralt adatok egyszempontos varianciaanalizissel
vald elemzése kimutatta, hogy az egyes allatcsoportok kozott nincs szignifikans kiilonbség
[F(2,46)=1.215,n.s.]. A fajspecifikus magatartasi mintak adatainak egyszempontos
kovetden nem jelent meg szignifikans kiilonbség sem az agaskodasban [F(2,46)=0.834, n.s.],
sem a tisztalkodasban [F(2,46)=0.426, n.s.], sem a szaglaszasban [F(2,46)=0.220, n.s.], sem a
megdermedésében [F(2,46)=0.810, n.s.], valamint a bolusok szamédban sem [F(2,46)=1.171,

n.s.]
4.6. [z-preferencia vizsgdlatok kétiiveges teszttel

250 mM gliik6z vs. viz: Mindharom allatcsoport hasonld preferenciat mutatott a 250 mM
glikoz oldatra vizzel szemben. A tobbszempontos ismételt méréses varianciaanalizis
szignifikans kiilonbséget mutatott ki a folyadékfelvételek kozott [F(1,34)=42.322, p<0.0001],
de nem taldlt szignifikdns kiilonbséget a csoportok kozott [F(2,34)=0.816, n.s.] és az
interakcioban sem [F(2,34)=0.27, ns]. A 250 mM glikéz oldat fogyasztasokat
Osszehasonlitva szignifikans kiilonbséget talaltunk a napok kozott [F(3,51)=4.877, p<0.01),
viszont a csoportok kozott nem volt szignifikans kiilonbség [F(2,17)=0.289, n.s.], ahogy az
interakcioban sem [F(6,51)=0.568, n.s.]. A preferencia értékeket elemezve az egyfaktoros
ANOVA nem talalt kiilonbséget a csoportok kozott [F(2,17)=1.241, n.s.].

500 mM gliikoz vs. viz: Az 500 mM gliik6z oldatra mindharom kisérleti allatcsoportban
kialakult a preferencia vizzel szemben, de kiilonb6z6 mértékben. A tobbszempontos ismételt
méréses varianciaanalizis szignifikans kiilonbséget mutatott ki a folyadékfelvételek kozott
[F(1,34)=194.927, p<0.0001] ¢és a csoportok kozott [F(2,34)=5.911, p<0.001], valamint az
interakcioban is [F(2,34)=11.334, p<0.0001]. Az 500 mM gliikoz felvételeket 6sszehasonlitva
nem taldltunk szignifikans eltérést a napok kozott [F(3,51)=1.305, n.s.], viszont szignifikdns

kiilonbség mutatkozott a csoportok kozott [F(2,17)=10.472, p<0.005]. Az interakcidban az
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analizis szignifikans kiilonbséget nem talalt [F(6,51)=1.404, n.s.]. A post hoc teszt kimutatta,
hogy a 6-OHDA kezelt allatok szignifikansan tobb 500 mM gliik6z oldatot fogyasztottak,
mint a CO csoport tagjai a vizsgalat 2., 3. és 4. napjan (2. nap: 6-OHDA vs. CO: p<0.05; 3. és
4. nap: p<0.01). A KA 1€ézi6 utdn nem valtozott meg az allatok preferencidja az 500 mM
glikoz oldatra. A preferencia értékeket elemezve szignifikans kiilonbséget talaltunk a
csoportok kozott [F(2,17)=8.691, p<0.01]. A post hoc teszt szerint a 6-OHDA allatcsoport
szignifikansan magasabb preferenciat mutatott a CO vagy KA csoportokhoz képest (6-OHDA
vs. CO: p<0.05; 6-OHDA vs KA: p<0.05).

10 mM szacharin vs. viz: A tobbszempontos ismételt méréses varianciaanalizis kimutatta,
hogy a folyadékfelvételek kozott nincs szignifikans kiilonbség [F(1,34)=2.733, n.s.], viszont
szignifikans kiilonbség all fenn a csoportok kozott [F(2,34)=7.557, p<0.01] és az
intreakcidban F[2,34)=21.752, p<0.001]. Amikor csak a szacharin fogyasztasokat
hasonlitottuk dssze, a kétszempontos ismételt méréses ANOVA nem mutatott ki szignifikans
kiilonbséget a napok kozott [F(3,51)=0.574, n.s.], viszont szignifikdns eltérés volt a csoportok
kozott [F(2,17)=30.083, p<0.001], valamint az interakcidban is [F(6,51)=4.589, p<0.005]. A
post hoc teszt megallapitotta, hogy a 6-OHDA csoport szignifikansan tobb 10 mM szacharint
ivott a vizsgalat napjain, mint a CO allatok (6-OHDA vs. CO, 1. nap: p<0.05, 2-4. napokon
p<0.01). A preferencia értékeket elemezve szignifikans kiilonbség allt fenn a csoportok kozott
[F(2,17)=7.896, p<0.01], ugyanis a 6-OHDA allatcsoport szignifikansan magasabb
preferenciat mutatott a CO vagy KA csoportokhoz képest (6-OHDA vs. CO: p<0.01; 6-
OHDA vs KA: p<0.05).

500 mM gliikoz vs. 10 mM szacharin: A tobbszempontos ismételt méréses varianciaanalizis
szignifikans kiilonbséget talalt a folyadékfelvételek kozott [F(1,34)=12.428, p<0.005], de nem
talalt kiilonbséget a csoportok kozott [F(2,34)=2.349, n.s.]. A csoportok és folyadékfelvételek
kozotti interakcioban is szignifikans eltérés mutatkozott [F(2,34)=5.081, p<0.05]. Az 500
mM gliikéz felvételek statisztikai elemzése soran nem taldltunk szignifikans eltérést a napok
kozott [F(3,51)=1.424, n.s.], viszont szignifikans kiillonbség mutatkozott a csoportok kozott
[F(2,17)=5.187, p<0.05]. Az interakcioban az analizis szignifikans kiilonbséget nem talalt
[F(6,51)=0.263, n.s.]. A post hoc teszt azt mutatta, hogy a 6-OHDA allatok szignifikansan
tobb 500 mM szacharint ittak a vizsgalat 3. és 4. napjain (3. napon: p<0.05; 4. napon: p<0.01)
a CO csoporthoz képest. A preferencia adatokat elemezve szignifikans kiilonbség allt fenn a

csoportok kozott [F(2,17)=3.761, p<0.05], ugyanis a 6-OHDA allatcsoport szignifikdnsan
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magasabb preferenciat mutatott az 500 mM gliik6zra, mint a CO csoport (6-OHDA vs. CO:
p<0.05).

4.7. [z-reaktivitdsi teszt

Gliik6z: Az ingesztiv valaszok adatainak kétszempontos varianciaanalizises vizsgalata
kimutatta, hogy szignifikdns kiilonbség all fenn a csoportok (F[2,88]=44.544, p<0.0001),
valamint a koncentraciok kozott (F[3,88]=15.829, p<0.0001), de nincs szignifikans eltérés a
csoportok és koncentraciok kozotti interakcioban (F[6,88]=2.005, n.s.). A post hoc tesztek
feltartak, hogy a 6-OHDA csoport szignifikdnsan tobb ingesztiv valaszt adott az 500 mM
(p<0.01), a 750 mM (p<0.01) és az 1000 mM (p<0.01) koncentracioju gliikoz oldatokra, mint
a CO allatok. A KA csoport csak a 750 mM gliikoz oldatra mutatott szignifikdnsan tobb
ingesztiv valaszt a CO csoporthoz képest (p<0.05). A gliik6z oldatok mindharom kisérleti
allatcsoportban kevés rejektiv valaszt valtottak ki. A rejektiv valaszok adatainak analizise
nem talalt szignifikans kiilonbséget a koncentraciok kozott (F[3,88]=0.868, n.s.), de
szignifikans eltérést mutatott a csoportok kozott (F[2,88]=7.930, p<0.01). A koncentraciok és
csoportok kozotti interakcioban nem volt szignifikdns kiilonbség (F[6,88]=0.746, n.s.). A post
hoc tesztek szerint a KA csoport tagjai szignifikansan kevesebb rejektiv valaszt adtak a 750
mM gliik6z oldatra, mint a CO allatok (KA vs. CO: p<0.05).

Szacharin: Az ingesztiv valaszok adatainak statisztikai elemzése szerint szignifikans
kiilonbség all fenn a csoportok kozott (F[2,88]=15.604, p<0.0001) és a koncentraciok kozott
(F[3,88]=9.133, p<0.0001), valamint szignifikdns a koncentraciok és a csoportok kozotti
interakci6 is (F[6,88]=5.524, p<0.0001). A post hoc tesztek felfedték, hogy a KA és a 6-
OHDA csoportok szignifikansan tobb ingesztiv valaszt adtak a 100 mM (CO vs. KA: p<0.01;
CO vs. 6-OHDA: p<0.01) és az 1000 mM (CO vs. KA: p<0.01; CO vs. 6-OHDA: p<0.01)

crer

oldatokat itélték. A rejektiv valaszok adatainak analizise szignifikans kiilonbséget mutatott ki
a csoportok kozott (F[2,88]=6.143, p<0.01), de nem volt szignifikans eltérés a koncentraciok
kozottkozott (F[3,88]=1.557, n.s.) és az intrakcioban sem (F[6,88]=0.934, n.s.). A post hoc
teszt szerint a 6-OHDA csoport szignifikansan (p<0.01) kevesebb rejektiv valaszt adott a

crcr
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NaCl: A kétszempontos varianciaanalizis kimutatta, hogy szignifikans kiilonbség all fenn a
csoportok kozott (F[2,88]=17.227, p<0.0001) és a koncentraciok kozott (F[3,88]=19.159,
p<0.0001), de nem volt kimutathatdé kiilonbség a koncentraciok és a csoportok kozotti
interakcioban (F[6,88]=1.334, n.s.). A post hoc tesztek szerint a KA csoport szignifikdnsan
tobb ingesztiv valaszt adott az 1000 mM (CO vs. KA: p<0.01) és az 1500 mM (CO vs. KA:
p<0.05) koncentracioju NaCl oldatokra, mint a CO allatok. A NaCl viszonylag kevés rejektiv
valaszt valtott ki mindharom kisérleti allatcsoportban. A rejektiv valaszok adatainak analizise
szignifikans kiilonbséget mutatott ki a csoportok kozott (F[2,88]=15.155, p<0.0001), a
koncentraciok kozott (F[3,88]=9.995, p<0.0001) és az interakcioban is (F[6,88]=8.559,
p<0.0001). A post hoc teszt szerint a KA és 6-OHDA csoportok szignifikansan kevesebb

crer

(CO vs. KA: p<0.01; CO vs. 6-OHDA: p<0.01).

Citromsav: A kétszempontos varianciaanalizis szignifikans kiilonbséget allapitott meg a
csoportok kozott (F[2,88]=21.117, p<0.001) és a koncentraciok kozott (F[3,88]=3.841,
p<0.05), de az interakciok kozott nem volt kiilonbség (F[6,88]=1.161, n.s.). A post hoc teszt
alapjan a 6-OHDA kezelt allatok szignifikansan kevesebb ingesztiv valaszt adtak az 1 mM, a
OHDA: 1 mM: p<0.05, 10 mM: p<0.01, 100 mM: p<0.05). A rejektiv valaszok adatainak
analizise szignifikans kiilonbséget mutatott ki a csoportok kozott (F[2,88]=4.628, p<0.05) és a
koncentraciok kozott (F[3,88]=3.752, p<0.05), de az interakcioban szignifikdns eltérés nem
talalt (F[6,88]=2.054, n.s.). A post hoc tesztek szerint a KA csoport szignifikansan tobb
rejektiv valaszt mutatott, mint a CO vagy 6-OHDA csoportok (KA vs. CO: p<0.05; KA vs. 6-
OHDA: p<0.005).

Kinin: A kinin oldatok viszonylag kevés ingesztiv valaszt valtottak ki mindharom
allatcsoportban. A kétszempontos varianciaanalizis kimutatta, hogy szignifikans kiilonbség all
fenn a csoportok kozott (F[2,88]=7.143, p<0.01) és a koncentraciok kozott (F[3,88]=24.079,
p<0.001), de az interakciok kozott nem volt kiilonbség (F[6,88]=1.927, n.s.). A post hoc teszt
alapjan a 6-OHDA kezelt allatok szignifikdnsan kevesebb ingesztiv véalaszt adtak a 0.125 mM
kinin oldatra, mint a CO éallatok (CO vs. 6-OHDA: p<0.01). A rejektiv valaszok szadmat
tekintve szignifikans kiilonbséget mutatkozott a csoportok kozott (F[2,88]=29.058, p<0.001),
¢s a koncentraciok kozott (F[3,88]=6.202, p<0.01) de az interakcioban nem volt szignifikans

eltérés (F[6,88]=0.985, n.s.). A post hoc tesztek szerint a KA csoport szignifikansan tobb
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rejektiv valaszt adott a két nagyobb koncentracioja, az 1.25 mM (CO vs. KA: p<0.05) és 2.5
mM (CO vs. KA: p<0.01) kinin oldatokra, mint a CO csoport.

4.8. Kondicionalt iz-averzio
4.8.1 Kondicionalt iz-averzio kialakulasa

Szacharin: 10 mM szacharin oldatot vizsgalva, a kétszempontos varianciaanalizis nem
mutatott ki szignifikdns kiilonbséget az allatcsoportok kozott (F[2,34]=2.106, n.s.), mig az
egyes ilések kozott szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk (F[1,34]=8.622, p<0.05),
ugyanugy, ahogy az interakcioban is (F[2,34]=8.549, p<0.005). A post hoc teszt kimutatta,
hogy a CO csoportban jol kifejezett iz-averzid alakult ki, mivel a Tesztnapi fogyasztasuk
szignifikansan (p<0.01) kisebb volt a Tarsitds napjan mért mennyiséghez viszonyitva. Ezzel
szemben a KA, illetve 6-OHDA csoportokban nem fejlodott ki averzid, mivel megkdzelitdleg

azonos mennyiségii szacharin oldatot ittak a vizsgalt napokon.

NaCl: Az 50 mM NaCl oldatra kiépitett iz-averzios kisérletiink adatainak kiértékelése soran a
kétszempontos varianciaanalizis nem talalt szignifikdns kiilonbséget a csoportok kozott
(F[2,38]=0.535, n.s.), de szignifikans kiilonbség volt kimutathat6 a kisérlet egyes iilései
kozott (F[1,38]=4.381, p<0.05), ugyanakkor a csoportok és az iilések kozotti interakcid nem
volt szignifikdns (F[2,38]=0.715, n.s.). A post hoc analizis kimutatta, hogy a CO é&llatok
szignifikansan kevesebb NaCl-oldatot fogyasztottak a Tesztnapon, mint a Tarsitas napjan
(p<0.05) tehat a CO allatoknal kialakult az iz-averzio, ellentétben a két, neurotoxinnal kezelt
csoportba tartoz6 allatokkal (KA, illetve 6-OHDA), ahol nem volt kimutathato kiilonbség a

két nap fogyasztasa kozott, igy averzios deficitet feltételeziink.

Citromsav: A 10 mM citromsav oldatra kiépitett iz-averzios kisérletiink adatainak
kiértékelése soran a kétszempontos varianciaanalizis szignifikdns kiilonbséget mutatott ki a
csoportok kozott (F[2,36]=12.912, p<0.0001), valamint az iilések kozott (F[1,36]=6.91,
p<0.05) és szignifikans kiilonbség mutatkozott a csoportok és az iilések kozotti interakcioban
is (F[2,36]=4.464, p<0.05). A post hoc teszt kimutatta, hogy a CO csoportban jol kifejezett iz-
averz6 alakult ki citromsavra, mivel a Tesztnapi fogyasztasuk szignifikansan (p<0.005)
kisebb volt a Tarsitas napjan mért értékhez képest. Ellenben a KA és 6-OHDA csoportok
allataindl nem fejlodott ki averzid, mivel a vizsgalt napokon megkozelitdleg azonos

mennyiségl citromsav oldatot ittak. A post hoc tesztek kimutattdk tovabba, hogy a KA, illetve
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6-OHDA patkanyok a Tesztnapon szignifikdinsan nagyobb mennyiségli citrat oldatot
fogyasztottak, mint a CO allatok (CO vs. KA: p<0.005; CO vs. 6-OHDA: p<0.005).

Kinin: Amikor 0.25 mM kinint alkalmaztunk feltételes ingerként, az adatok analizise
kimutatta, hogy nincs szignifikans kiilonbség a csoportok kozott (F[2,40]=2.031, n.s.), viszont
szignifikans kiilonbséget mutatott ki az tilések kozott (F[1,40]=120.1, p<0.0001). A csoportok
¢s az ilések kozotti interakcodban viszont nem volt szignifikans kiilonbség (F[2,40]=0.205,
n.s). A post hoc analizis szerint jelentds averzi6 fejlodott ki mindharom kisérleti csoportban,
ugyanis a Tesztnapon szignifikdnsan kevesebb kinin oldatot fogyasztottak, mint a Téarsitas

napjan (Tarsitas vs. Teszt; CO: p<0.001, KA: p<0.001, 6-OHDA: p<0.001).
4.8.2. Kondicionalt iz-averzié megtartasa

Szacharin: A 10 mM szacharint vizsgalva, a kétszempontos varianciaanalizis szerint
szignifikans kiilonbség volt a csoportok kozott (F[2,45]=4.691, p<0.05), valamint az iilések
kozott (F[2,45]=79.897, p<0.001) és az interakcio tekintetében is (F[4,45]=2.706, p<0.05). A
post hoc teszt kimutatta, hogy a CO patkanyok szacharinfelvétele szignifikansan kisebb volt a
Re-teszt napon, mint a Tarsitas napjan (p<0.01), ebben az esetben az iz-averzid megtartasarol
van sz0. Ezzel szemben a neurotoxikus 1ézion atesett csoportoknal a Re-Teszt és Tarsitas napi
fogyasztasok nem kiilonboztek, viszont szignifikansan tobbet ittak a Re-teszt napjan, mint a
Teszt napon (Re-teszt vs. Teszt, KA: p<0.001; 6-OHDA: p<0.001), ami az iz-averzo
megtartasanak karosodasat jelzi. A post hoc teszt analizise ravilagitott arra is, hogy a KA és 6-
OHDA csoportokba tartozo allatok szignifikdnsan tobb szacharin oldatot ittak a Re-teszt
napjan, mint a CO patkanyok (CO vs. KA: p<0.01; CO vs. 6-OHDA: p<0.01).

NaCl: Az 50 mM NaCl-dal végzett kisérletiinkben nem volt szignifikans kiilonbség a
csoportok kozott (F[2,51]=1.945, n.s), de szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd az tilések
kozott (F[2,51]=16.911, p<0.001). A csoportok és iilések kozotti interakcid nem volt
szignifikans (F[4,51]=2.351, n.s.). A post hoc teszt analizise szerint a CO csoportba tartozo
allatok a Re-teszt soran szignifikansan kevesebb (p<0.05) NaCl-oldatot fogyasztottak a
Térsitds napjan mért értékhez képest, tehat képesek voltak az averziv iz-informacidkat
eléhivni a memoriabol. A neurotoxikus 1€zion atesett allatcsoportok Re-teszt és Tarsitas napi
fogyasztasa nem kiilonbozott, viszont szignifikansan tobb iz oldatot fogyasztottak a Re-teszt
napon, mint a Teszt napon (Re-teszt vs. Teszt, KA: p<0.01; 6-OHDA: p<0.01), ami azt jelzi,

hogy a neurotoxikus mikrolézidk karositottdk a retencids képességet.
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Citromsav: A 10 mM citromsav esetében a csoportok kozott nem volt szignifikans
kiilonbség (F[2,57]=0.611, n.s.), viszont az {lések kozott szignifikans eltérés allt fenn
(F[2,57]=30.764, p<0.0001). A csoportok és iilések kozotti interakcido nem volt szignifikans
(F[4,57]=0.195, n.s.). A post hoc teszt szignifikans kiilonbséget talalt a Re-teszt és Tarsitas
napjan fogyasztott izoldat mennyiségek kozott (Re-teszt vs. Tarsitas; CO: p<0.01, KA:
p<0.01, 6-OHDA: p<0.01), ami arra utal, hogy mindhdrom kisérleti allatcsoportban

crer

Kinin: A 0.25 mM kinin vizsgalata soran nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kdzott
(F[2,54]=0.147, n.s.), de szignifinans kiilonbséget talaltunk az tilések kozott (F[2,54]=90.837,
p<0.001). A csoportok és iilések kozotti interakcid nem kiilonbozott szignifikdnsan
(F[4,54]=0.366, n.s.). A post hoc teszt kimutatta, hogy mindharom kisérleti allatcsoport a Re-
teszt napjan szignifikansan kevesebb izoldatot fogyasztott, mint a Tarsitas napjan (Re-teszt vs.
Tarsitas; CO: p<0.001, KA: p<0.001, 6-OHDA: p<0.001), ami az el6hivéasi képesség

meglétére utal.

4.9. Hedonikus eltolodas vizsgadlata kondicionalt iz-averziot kovetéen

A kondicionalt iz-averzid intraoralis kaniillel valo kiépitése elott mindharom
allatcsoportban hasonldéan magas volt az ingesztiv €s alacsony a rejektiv valaszok szama 10
mM szacharin oldat injektalasa esetén. Az egyszempontos ANOVA statisztikai analizis nem
talalt szignifikans kiilonbséget az allatcsoportok kozott az ingesztiv (F[2,17]=0.269, n.s) és
rejektiv valaszok szaméban (F[2,17]=1.041, n.s.). A kondicionalt iz-averzio kiépitését kdvetd
tesztelés sordn az egyszempontos varianciaanalizis szignifikans eltérést mutatott ki a
csoportok kozott (F[2,17]=6.697, p<0.01). A post hoc teszt szerint a CO allatok
szignifikansan kevesebb ingesztiv valaszt adtak, mint a KA vagy 6-OHDA csoportba tartozo
patkanyok (KA vs. CO: p<0.01; 6-OHDA vs. CO: p<0.005). Az izoldat hedonikus értékének
kétszempontos varianciaanalizissel elvégzett Gsszehasonlitasa azt mutatta, hogy szignifikans
kiilonbség 4all fenn az iilések (F[1,34]=95.328, p<0.0001) ¢és a csoportok kozott
(F[2,34]=45.653, p<0.0001), valamint az {ilések és csoportok kozotti interakcidoban is
(F[2,34]=46.435, p<0.0001). A post hoc tesztek alapjan a KA és 6-OHDA csoport allatai
szignifikansan kellemesebbnek értékelték a szacharin oldatot a Tesztnapon a CO csoporthoz
képest (KA vs. CO: p<0.001; 6-OHDA vs. CO: p<0.001). A CO allatok viszont
szignifikansan kellemetlenebbnek itélték meg a szacharin oldatot a Tesztnapon, mint a

Térsitas napjan (CO: Térsitas vs. Teszt: p<0.0001).
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5. DISZKUSSZIO
Testsuly, taplalék- és folyadékfelvétel

Kisérleteink eredményei szerint a vmPFC bilateralis kainsavas mikrolézidja nem
okoz sulyos testsuly-, taplalék- és vizfelvételi zavarokat. A kainsavas 1€zi6 utan
megfigyelhetd atmeneti testsulycsokkenés a mitétet kdvetden egy hétig tartott. Irodalmi
adatok szerint a teljes mPFC ablacidja utan a kisérleti allatok atlagosan 20 (18-31) nap
eltelével érték csak el preoperativ testsulyukat [32]. Valoszinisitjiik, hogy e kiilonbséget a
1éziok eltérd nagysadga okozza. A vmPFC neuronjainak pusztuldsa a taplalékfelvételt is
megvaltoztatta: a 1ézidt kovetd 1. napon kialakult hipofagiat egy 8 napig tartd, enyhe
hiperfagias szakasz kovette. A fokozott taplalékfelvétel tendencidja a 1ézid utani masodik
héten is megfigyelheté volt. Hipotézisiink szerint ennek oka a testsily csokkenésének
kompenzacidés mechanizmusa lehet. Adataink szerint a vmPFC neuronjai nem jatszanak
szerepet a vizhaztartas szabalyozasaban, mivel 1ézioja a vizfelvételben nem okozott
valtozast. A vmPFC katekolaminerg beidegzésének karosodiasa nem okozott testsuly,
taplalék- és folyadékfelvételi zavarokat. Hasonld eredményrél szamolt be kutatocsoportunk
egy korabbi kisérletsorozatban, ahol a dmPFC iontoforetikus 6-OHDA 1ézi6ja sem vezetett
testsuly, taplalék- és folyadékfelvételi zavarok kialakulasahoz [26]. Ezzel szemben a
mikroinjekciés modszerrel a vmPFC-be vagy a dmPFC-be beadott 6-OHDA hosszantarto
testsulycsokkenést eredményezett [29, 33]. Az iontoforetikus mikrolézids technikaval jol
koriilhatarolhatd, kis méretli 1éziokat tudunk létrehozni sulyos magatartasi mellékhatasok
elkeriilésével, igy a nagyobb kiterjedésii 1€ziok altal okozott esetleges testsulycsokkenés,

hipofagia vagy hipodipszia kikiiszobolheto [21, 22].

Fiziologias terhelések

A vmPFC kainsavas vagy 6-OHDA-os mikrolézidjat kovetoen a kisérleti allatok
jol alkalmazkodtak a 0.15 M NaCl-oldat i.p. injekciojaval kivaltott hypervolaemia és az
1 M NaCl oldat altal eléidézett intracellularis dehidracios terhelésekhez. Eredményeink
egybehangzodak a korabbi tanulmédnyokkal, melyekben a teljes mPFC eltdvolitdsa utan sem
talaltak regulacios zavarokat a fiziologias terhelések utan [34, 35]. Kutatécsoportunk korabbi
kisérletei szerint a szomszédos agyteriilet (dmPFC) iontoforetikus mikrolézidja sem
eredményez zavart ezen valaszok kialakulasaban [26]. Adataink alapjan kijelenthetd, hogy

a VMPFC neuronjai és katekolaminerg termindlisai nem jatszanak meghatarozé
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szerepet ezen fiziologias terhelésekre adandé, megfeleld6 adaptacios magatartas

kialakitasaban.
Altalanos aktivitas és sztereotip mozgasformak

A vmPFC kainsavas vagy 6-OHDA-os mikrolézioja nem eredményezett eltérést
az altalanos aktivitasban és a fajspecifikus sztereotip mozgasformak eléfordulasaban
open field tesztben. Irodalmi adatok szerint a teljes mPFC aspiracidja, NMDA, iboténsavas
vagy quinolin savas 1ézidja sem valtoztatja meg az allatok altalanos lokomotoros aktivitasat
[36-38]. A mMPFC-be mikroinjekcids technikaval juttatott 6-OHDA szintén nem befolyasolja
sem a lokomotoros aktvitast, sem az amfetamin altal eléidézett stimulacids hatdsokat open
field tesztben [39, 40]. Amennyiben a 6-OHDA 1ézi6 csak a szomszédos dmPFC teriiletét
érinti, 4ltalanos aktivitds fokozddas 1ép fel. Ezt a jelenséget mikroinjekcids és
mikroiontoforézises modszerekkel is igazoltuk korabbi kutatdsainkban. Szintén 4ltalanos
aktivitas fokozodast eredményez a mPFC dopamintartalmt rostjainak kiirtasa.[26, 29]. Jelen
kisérleti adataink azt mutatjak, hogy a vimPFC area nem jatszik kozvetlen szerepet az

altalanos aktivitas és a fajspecifikus viselkedési mintazatok idegi kontrolljaban.

iz-preferencia

Eredményeink szerint a vmPFC lokalis neuronjainak lézioja nem valtoztatta meg
a 250 mM és 500 mM koncentracioju gliikoz, valamint a 10 mM szacharin oldatok
fogyasztasat kétiiveges preferencia tesztben. A vmPFC katekolaminerg 1ézi6ja utan az
allatok normal preferenciat mutattak 250 mM gliikoz oldatra, de megnovekedett
preferenciat az édesebb 500 mM gliikoz és a 10 mM szacharin oldatokra. Amikor két
intenziv édes, de eltéré energiatartalmu izoldat preferenciajat vizsgaltuk, akkor a 6-
OHDA csoport nagyobb preferenciat mutatott a 500 mM gliikézt irant, szemben a
kontroll allatokkal, akik hasonléan értékelték a két izoldatot. Kutatocsoportunk korabbi
kisérletei szerint a szomszédos dmPFC teriiletén végzett nagyobb méretli (mikroinjekcidval
beadott 6-OHDA, DMI eldkezeléssel) dopaminerg 1ézi6 megndvelte mind a 250M gliikoz,
mind az 500mM gliik6z oldatok preferenciajat [33]. A kiilonb6z6é eredmények feltehetbleg
egyrészt a 6-OHDA kiilonboz6é beadasi modszerébdl, ennek kovetkeztében a 1ézidk eltérd
méretébodl, masrészt a dmPFC és vmPFC kozotti anatdmiai és funkcionalis kiilonbségekbdl
[1], illetve az eltéré mértékii dopaminerg és noradrenerg innervaciobol és receptordenzitasbol
fakadnak [31]. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a vmPFC-ben végzodé

katekolaminerg axonterminalisok esszencialis szerepet jatszanak a magas élvezeti
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értéki, édes izii taplalékok fogyasztasiban. Ezen rostok hianya megemelkedett

preferenciahoz, igy hedonikus evéshez vezethet.
[z-reaktivitas

A vmPFC neuronjainak lézidja elsésorban a magasabb koncentracioju kellemes
izii oldatok, vagyis az intenziv édes és sos izil ingerek esetében fokozta az izek hedonikus
megitélését. A kellemetlen izii oldatok (citromsav, kinin) tesztelésekor az izoldatok
hedonikus értékét a 1ézi6 negativ iranyba valtoztatta, vagyis nétt a rejektiv valaszok
szama. A 1¢€zi6 hatasara tehat az allatok a kellemes izli oldatokat még kellemesebbnek, a
kellemetlen izi oldatokat még kellemetlenebbnek értékelték. Hasonlo jelenség figyelheto
és magas koncentracioju oldatok hedonikus megitélése nétt, mig a kellemetlen izii
oldatok élvezeti értéke csokkent. Raadasul ezek az allatok nagyfoku érzékenységet mutattak
kovetkeztetni. Eredményeink egybehangzdéak a korabbi irodalmi adatokkal, melyekben a
mPFC 1ézidja utan kialakult ,,finnyassagrol” szadmoltak be, ugyanis a kisérleti allatok
kevesebbet ittak a kininnel izesitett vizb6l, mint kontroll tarsaik [34]. Kijelenthetjiik tehat,
hogy a szakirodalomban megfigyelt és leirt ,,finnyassdg” mPFC karosodasa utan, egy, a
kellemetlen, averziv izekkel szembeni fokozott hedonikus érzékenységnek Ilehet a
kovetkezménye. Kisérleti eredményeink alapjan feltételezziik, hogy e jelenség létrejottéért
els6sorban a vmPFC katekolaminerg rostjainak karosoddsa vagy hidnya lehet felelds.
Adataink alapjan megallapithaté, hogy a vmPFC neuronjai, illetve katecholaminerg
beidegzése részt vesznek az izletes és kellemetlen izek hedonikus értékelésében, igy
alapveto szerepet jatszanak a magas ¢lvezeti értéki, illetve a kellemetlen izi taplalékok

fogyasztasanak kontrolljaban.
Kondicionalt iz-averzié

A vmPFC Kkainsavas vagy 6-OHDA-0s mikrolézidja megakadalyozta a
kondicionalt iz-averzi6 kiépiilését az 50 mM NaCl oldatra, a 10 mM szacharin oldatra és a 10
mM citromsav oldatra. Az alacsony hedonikus értékkel rendelkezé 0.25 mM kinin oldatra
viszont kiépithetd volt az iz-averzio. A vmPFC kainsavas vagy 6-OHDA-0s mikrolézioja
karositotta az 50 mM NaCl oldattal, illetve a 10 mM szacharin oldattal kiépitett averziv iz-
informaciok el6hivasanak képességét. Ugyanakkor a 1éziok nem befolyasoltdk a 10 mM

citromsav vagy a 0.25 mM kinin oldatokra kiépitett iz-averzié megtartasat. Osszefoglalva
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tehat, a vmPFC kainsavas vagy 6-OHDA-os 1ézioja karositotta a magas élvezeti értékii
izoldatokkal kiépitett iz-averzio kialakulasat és megtartasat, viszont a kevésbé kedvelt
izek alkalmazasakor nem volt megfigyelheté hasonlé jellegii kondicionalt iz-averzids

deficit.

Hasonl6 eredményekrdl szamoltak be D1 dopamin receptor hidnyos egereknél, akiknél
a nagyon magas hedonikus értékii édes izli oldatra (500 mM szukrdz) nem volt kiépithetd az
NaCl) hianytalanul kiépilt [41]. Szintén az alkalmazott iz hedonikus értékét6l fliggd
kondicionalt iz-averzids karosodasrdl szamoltak be a ventralis pallidumba injektalt GABAA
receptor antagonista bicucullin kezelés utdn, ahol a magas hedonikus értékli szacharinra (5
mM) nem, mig a kellemetlen kininre (0.3 mM) kialakult az iz-averzié [42]. Irodalmi adatok
tamasztjak ald, hogy a mPFC érzékeny a magas hedonikus értékkel rendelkezo izekre, mivel
az ilyen jellegli taplalékok elfogyasztasa dopamin és noradrenalin felszabadulast valt ki a
mezolimbikus-mezokortikalis dopamin rendszer terminalis teriiletein, igy a vmPFC-ben is
[43]. Kimutattak, hogy a szubkortikalis régiokban végz6do katekolaminerg idegvégz6dések
eltéréen (ellentétesen) reagalnak a kiilonboz6 hedonikus értékii iz-ingerekre. Farmakologiai
tanulmanyok sora szamolt be a dopamin és noradrenalin szerepérdl a kiilonbozd averziv
tanulasi és memoriafolyamatokban. Igazoltak példaul a dopamin transzmisszidjanak
jelent6ségét a vmPFC-ben a kondicionalt félelem kialakulasaban és kifejez6désében [44],
valamint a kiilonféle tipusu averziv informaciok hosszutavii memoriaban torténd tarolasaban
IS [45]. A nACC shell areajaban [12] és lateralis hypothalamusban [13] is igazoltak mar a
dopamin alapvetd szerepét az iz-informaciok rovidtavii memoriaban torténd tarolasaban
kondicionalt iz-averzios tanulasi folyamatokban. A noradrenerg rendszert vizsgalva (pl. locus
coeruleus, basolateralis amygdala) megallapitottak, hogy hasonléan alapvet fontossagu a
kondicionalt iz-averzios tanulasban [14, 46, 47]. Kimutattadk, hogy a noradrenerg
neurotranszmisszié gatldsa a vmPFC-ben karositja a kondicionalt iz-averzid asszocidciods
fazisat, valamint az averziv iz-informaciok megtartasat, ezzel szemben a nem averziv jellegii

tanulasi folyamatokat és az iz-percepciot nem befolyasolja [48].

Feltételezésiink szerint a vmPFC lokalis neuronjai és katekolaminerg beidegzése
hasonlo szerepet jatszanak a kondicionalt iz-averzi6 tanulasi és retencios folyamataiban,
mivel karosodasuk hasonlo jellegii funkciokiesést eredményezett. Eredményeinket
osszegezve megallapithatjuk tovabba, hogy ezen idegi elemek intakt jelenléte sziikséges a

kondicionalt iz-averzié asszociaciés fazisaban, valamint az averziv iz-informaciok
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memoriabdl torténoé elohivasi mechanizmusaban, elsé6sorban magas és kozepes élvezeti

értéki izek esetében.

Hedonikus eltolodas

crer

befolyasolta a Tarsitas el6tt fogyasztott 10 mM szacharin oldat hedonikus értékelését. Ezzel
szemben Tarsitas utan megvaltozott a 1ézion atesett allatok hedonikus értékelése,
ugyanis tobb ingesztiv valaszt adtak az izoldatra, mint kontroll tarsaik. A hedonikus
skala szerint a kontroll allatok egyértelmiien kellemetlennek itélték a 10 mM szacharin
oldatot, ezzel szemben a KA és 6-OHDA csoportok Kkellemesnek talaltak azt.
Eredményeink igazoltak feltételezésiinket, miszerint a vmPFC lézioja nem csak a
kondicionalt iz-averziot (iz-elkeriilést), illetve az izek hedonikus megitélését, hanem
magat a hedonikus eltolodast (,hedonic shift”) vagyis a kondicionalt iz-undor

kifejez6dését is befolyasolja.

6. OSSZEFOGLALAS

A) A vmPFC neuronjainak iontoforetikus kainsavas mikrolézioja:

1) atmeneti teststulycsokkenést eredményezett

2) a 1ézi6 utani kezdeti hypophagiat atmeneti hyperphagia kovetett

3) az ad libitum vizfelvételt nem valtoztatta meg

4) nem befolyasolta a fiziologias terhelésekre adott adaptiv mechanizmusokat

5) nem valtoztatta meg az altalanos aktivitast és a fajspecifikus sztereotip
mozgasformak el6fordulasat

6) nincs hatassal édes izek preferenciajara

~~~~~~~~

cre

illetve NaCl oldatok hedonikus értékét. A nagyon kellemetlen, magas koncentraciojt
iz-ingerekre a 1ézi6 fokozta az averziv reakciok gyakorisagat, ami hyperreaktivitasra
utalhat

8) megakadalyozta a kozepes és magas hedonikus értékii iz-ingerekre kiépitett iz-
averzios tanulds asszocidcios fazisat

23



9) karositotta a mar korabban kiépitett averziv iz-informaciok memoriabodl torténd
el6hivasanak mechanizmusat, amennyiben kondicionalt ingerként magas hedonikus
értéki iz-ingert alkalmaztunk

10) kondicionalt iz-averzios tanulasban karosodik az izoldat hedonikus eltolodasanak
képessége (,,hedonic shift”)

B) A vmPFC-ben végz6doé katekolaminerg végzédések iontoforetikus 6-OHDA-0sS
mikrolézidja:

1) nem eredményezett testsulyvaltozast
2) nem okozott valtozast a taplalékfelvételben

3) nem vezetett ad libitum vizfelvételi zavarokhoz

4) nem befolyasolta fiziologias terhelések utani kompenzacios homeosztatikus
mechanizmusokat

5) nem valtoztatta meg az altalanos aktivitast és a fajspecifikus sztereotip
mozgasformak el6fordulasat

6) fokozta mindkét intenziv édes izli, de eltéré energiatartalmt oldat (glikoz,
szacharin) preferenciajat, nem befolyasolta viszont a kevésbé intenziv édes izl és

c sy
crer

crer

»finnyassag”’-szerli magatartasi formara utal.

8) megakadalyozta a kozepes és magas hedonikus értékli iz-ingerekre kiépitett iz-
averzids tanulast

9) karositotta a mar korabban kiépitett averziv iz-informaciok memoriabol torténd
el6hivasanak mechanizmusat, amennyiben kondicionalt ingerként magas hedonikus
értéki iz-ingert alkalmaztunk

10) megvaltoztatja a kellemes izii oldat hedonikus eltolodasat (,,hedonic shift”)
kondicionalt iz-averzid soran

Osszegzésképpen megallapithatjuk, hogy a vmPFC intrinsic neuronjai, valamint
katekolaminerg inputjai elengedhetetlenek a magas élvezeti értékkel rendelkezé
taplalékok fogyasztasanak, illetve a Kellemetlen izii ételek elkeriilésének
szabalyozasaban, igy az agyteriilet diszfunkcioja tulevéshez és obezitashoz vezethet.
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