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l. Bevezetés

A taplalkozasi és anyagcsere betegségek (diabetes mellitus, anorexia és bulimia nervosa,
metabolikus szindroma, koros elhizés, stb.) napjaink népbetegségeinek szdmitanak, melyek
egyre sz€lesebb rétegeket és korosztalyokat érintenek, s melyek kezelésében dontéen csupan
tiineti kezelést alkalmaznak. Laboratériumunk kutatasai arra a hipotézisre alapulnak, hogy — a
vitathatatlanul meglévé periférias eltérések mellett — ezen korképek oka nagyrészt a kdzponti
idegrendszeri szabdlyozds zavaraiban keresendd, melyek foként funkciondlis, mintsem
morfologiai eltérések formajaban jelennek meg. A homeosztazis, vagyis a szervezet belso
egyensulyanak kozponti szabdlyozdsa a neurokémiai, endokrinologiai és immunoldgiai
folyamatok egyensulyan alapszik, ahol a sejtek kozti kommunikacioért tobbek kozott a
citokinek felelnek. Jelen kisérletsorozatunk a citokin-medialta kozponti szabalyozo
mechanizmusok vizsgalatara iranyul.

A primer citokin interleukin-1p (IL-1PB) részvételét a taplalék- ¢és folyadékfelvételi
magatartast eredményezd komplex idegi és humoralis szabalyozd folyamatokban szamos
tanulmany igazolja. Taplalékfelvételt csokkentd [1-3] és vizfelvételre gyakorolt hatasan [1, 4]
tal jol ismert a testhdmérséklet-emelkedést kivaltd szerepe [1, 4-8], tovabba vizsgaltak a
jelent6ségét a glukoz-homeosztazisban [9, 10] és kimutattak mas metabolitok plazmaszintjére
kifejtett hatasat is [11, 12]. Ezen kiviil egyre novekvé mennyiségli irodalmi adat all
rendelkezésiinkre arra vonatkozdan, hogy az IL-1-hez kothetd gyulladdsos allapotok
Osszefiiggésben allnak az izleldrendszer zavaraival és a kapcsolodd megbetegedésekkel [13-
18].

Az IL-1PB téaplalkozéasi ¢és anyagcserefolyamatokra, testhdmérsékletre, valamint a
taplalkozashoz kotheté magatartasi és tanulasi folyamatokra gyakorolt hatasat az anterior
cingularis kéregbe (ACC) torténd mikroinjekciojat kovetden vizsgaltuk. Ezen kérgi régio
aktivaciojat kimutattdk a homeosztazis fenntartasat érintdé folyamatokban, pl. éhség [19],
szomjusag [20], hipoglikémia [21] esetén, valamint ismert a szerepe a taplalkozashoz kothetd
motivacios folyamatokban [22, 23] és az ingerek (pl. taplalék ize, aromaja, textlraja)
értékelésében [24-26]. A fent emlitetteken tul, vizsgalataink soran kitértiink az IL-1f
hatasmechanizmuséaban a ciklooxigenaz (COX)-medialta folyamatok szerepének tisztazasara,
valamint a citokinnek az 4allatok altalanos lokomotoros aktivitasara valo, ill. esetleges negativ

vagy pozitiv megerdsitd hatasara is.



Keérdésfelvetés

A homeosztatikus folyamatok vizsgalatara iranyuld kisérleteinkben tisztazni kivantuk,

hogy a cingularis kéregbe juttatott IL-1[ hatdssal van-e a patkanyok

1. taplalékfelvételére,
2. vizfelvételére,
3. testhomérsékletére, valamint

4, a COX gatlo paracetamol befolyasolja-e az IL-1p ezen hatasait.

Metabolikus funkciokat elemzd kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az IL-1f milyen

hatassal van az allatok

1. vércukorszintjére és
2. a relevans metabolitok (6sszkoleszterin, triglicerid, HDL, LDH, hugysav)

plazmaszintjére.

I1l. Taplalkozasi magatartasi vonatkozasok megvilagitasara iranyul6 kisérleteink soran

1. izreaktivitas tesztben megfigyeltiik, hogy az IL-1p befolyasolja-e a patkdnyok
izpercepcidjat,
2. kivalthato-e vele kondicionalt izaverzio, ill.

3. a litium-kloriddal indukalt izaverzio kialakuldsara van-e befolyasa.

IV. Altalanos magatartasi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az IL-1pB

1. hatéssal van-e az allatok lokomotoros aktivitdsara (megtett Ut, keresztezések szama, a
kisérleti apparatus egyes részeiben eltoltott idd), ill. a patkdnyok fajra jellemz0 sztereotip
mozgasmintazatainak (agaskodas, mosakodas, szaglaszas) megjelenésére (open field
teszt), valamint

2. rendelkezik-e pozitiv vagy negativ meger6sitd hatassal (kondicionalt helypreferencia

teszt).



I1l. Modszerek

1. Alanyok

Kisérleteinkben 0sszesen 280 db felndtt, him Wistar patkanyt hasznaltunk. Az allatokat
standard laboratériumi koriilmények kozott tartottuk, allandé homérsékletet (23 + 2 °C) és
paratartalmat (55-60%), valamint 12-12 6ras sotét-vilagos periodust biztositod allatszobaban.
Rendszeres ,,handling”-ben részesitettiik Oket, hogy az emberi jelenléthez és érintéshez
hozzaszokjanak. Standard laboratoriumi tapot (Charles River Kft, Budapest), ill. csapvizet ad
libitum tettiink elérhetévé szamukra (kivéve ahol a kisérlet leirasa ezt masképp jelzi). A kisérleti
allatok tartasa és a veliik vald foglalkozas soran az intézeti (kisérleti engedély szama: BA
02/2000-8/2012; BA 02/2000-72/2017), hazai (1998. évi XXVIIL. tv. az allatok védelmérél és
kiméletérdl; 40/2013. (I1.14) Korményrendelet az allatkisérletekrdl) és nemzetkdzi eldirdsok,
europai unios iranyelvek érvényesiiltek (A Tandcs 86/609/EGK iranyelve, 1986, 2006; Az
Europai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU iranyelve).

2. Miitétek

Metabolikus ¢és magatartasi kisérleteink soran az IL-1 ill. a vehikulum
mikroinjekcidjahoz kronikusan betiltetett Un. vezetd kaniilre volt sziikség, melyet rozsdamentes
acél injekcids tiibol (23 G) készitettiink és sztereotaxikus miitét soran rogzitettiink bilateralisan
a koponydhoz a cingularis kéreg felett. Az Un. beado kaniiloket, amelyek segitségével a
késobbiekben a mikroinjekcio tortént, ezeken keresztiil juttattuk az agyba.
testtomegiik valtozasat folyamatosan monitoroztuk. Az operaciot ketamin (Calypsol, 80
mg/ttkg) és diazepam (Seduxen, 20 mg/ttkg) 4:1 arany( keverékének intraperitonealis
injekcigjaval eldidézett anesztézidban végeztik. Az allatok fejét sztereotaxias keretben
rogzitettiilk, ezutdn a skalpon hosszanti metszést ejtettiink, majd megtisztitottuk a
koponyafelszint, a bort, izmot és a kotdszovetet eltavolitottuk. Lokalis vérzéscsillapitas és
fertdtlenités céljabol hidrogén-peroxidot alkalmaztunk. Ezt kovetéen fogaszati furo
segitségével, patkany agyatlasz [27] alapjan meghatarozott helyen, kb. 4 mm atmérgjii lyukat
fartunk a koponyan. A kaniilpart ezen keresztiil, mikromanipulator (MN-33 Narishige, Japan)

segitségével vezettiik le a dura felszinéig a cingularis kéreg fol¢ (B + 2,7 mm anteroposterior



/AP/; 0,9 mm mediolateralisan /ML/, Paxinos é¢s Watson agyatlasza alapjan [27]). A kaniiloket
ezutan fogaszati akrilat segitségével rogzitettilk, majd antiszeptikus hintdpor (Tetran, Richter
Gedeon Rt., Magyarorszag) alkalmazasa utdn kapcsokkal zartuk a sebet. A mutétet egyhetes
felépiilési iddszak kovette, melynek soran folyamatosan ellendriztilk az allatok egészségi
allapotat, az els0 harom napban, ill. sziikség esetén tovabb, fajdalomcsillapitast alkalmaztunk

(Meloxidyl 5 mg/ml; 1 mg/kg sc.).

Azoknal az allatoknal, amelyek izreaktivitas tesztben vettek részt, a vezetd kaniilok
betiltetésén kiviil Un. izkaniil implantalasara is szlikség volt. Az allatok mitéti megterhelésének
redukélédsa céljabol ezt az operaciot az elébbivel egy lilésben végeztiik el, egyszeri altatassal. A
polietilén cs6bol (HIBIKI, Japan) készitett izkaniilt buccalis behatolasbol szubkutan vezettiik
ki a fejtetére, ahol sebészeti oltésekkel rogzitettiik. A kaniil egyik végét elézetesen lang felett
megolvasztva, majd vizes liveglaphoz nyomva kissé kiszélesitettiik, ez végzddott a szajliregben
a fels6 molarisok mellett, a fejtetore kivezetett vég pedig a behatolési oldalnak megfeleld fiiltol
kb. 1 cm tavolsagra. A kaniil atjarhatdsagat a teszt napjaig rendszeresen ellendriztiik, &tmosasa

egyben az allatoknak a kisérleti koriillményekhez val6 szoktatdsdhoz is hozzajarult.

3. Intracerebralis anyagbeadas

Az anyagbeadast éber, kézben tartott allatokon végeztiik a miitéteket kovetd egy hetes
felépiilési 1d6szak utan, mikor a patkdnyok visszanyerték testtomegiket, ill.
testtomeggyarapodasuk, valamint taplalék- €s vizfelvételiik fiziologids mértékét. Az allatokat
az adott kisérlettdl fliiggben két, ill. négy (a taplalék-, vizfelvétel és testhomérséklet mérése
esetén az anyagbeaddsokat paracetamol eldkezeléssel egészitettiik ki) testtomegeik atlagaban

egyez0 csoportra osztottuk a kapott anyagoknak megfelelden:

- IL-1B (Sigma-Aldrich, 12393; 5 ng/ul; 0,1% BSA-t /marha szérum albumin/ tartalmaz6 0,1%-
os sos foszfat pufferben /PBS/ oldva);

- steril PBS

- paracetamol (PTE AOK Gyogyszertar, 15 ug/ul, steril PBS-ben oldva) + IL-1p

- paracetamol + steril PBS

Az anyagok cingularis kéregbe juttatisa bilaterdlis mikroinjekcido forméjéban,

mikroinfiizids pumpa (Cole Parmer 789200C) segitségével tortént. Az oldatokat tartalmazo 25
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ul-es Hamilton-fecskenddket polietilén cs6vel csatlakoztattuk a rozsdamentes beado
kaniilokhoz (30 G), melyeket az elézetesen a dura felszinére (AP: B + 2,7 mm; ML: 0,9 mm)
beiiltetett vezetd kaniilon keresztiil juttattunk le a kivant célteriiletre. A beado6 kaniilok a duran
keresztiilhatolva ventralisan 1,6 mm-rel értek tal a vezetd kaniilon, igy Paxinos és Watson
agyatlasza alapjan a cinguldris kéregben végzddtek. A mikroinjekcid soran 1 perc alatt
oldalanként 0,75 pul oldatot juttattunk az agyba, igy az IL-1f esetében oldalanként 3,75 ng volt
a beadott anyagmennyiség. A mikroinfiizidés pumpa ledllasat kdvetden, a kaniilok eltavolitasa
elott, tovabbi 1 percet vartunk az oldat visszaaramléasanak elkeriilése, ill. az oldatok egyenletes
¢s teljes diffuzidja érdekében. A paracetamol elokezelésre az IL-1f ill. PBS beadasa el6tt 25

perccel, szintén bilateralis mikroinjekcio formajaban keriilt sor.

4. Kisérletes vizsgalatok

4.1. Taplalék- és vizfelvétel mérése

Az allatokat négy csoportra osztottuk ebben a kisérletsorozatban: a citokin-kezelt és a
kontroll allatokat két tovabbi csoportra valasztottuk szét, igy az allatok fele paracetamol
elokezelésben részesiilt az IL-1P ill. a PBS beadasa eldtt 25 perccel. A kezeléseket megelézden
egy héten at monitoroztuk az allatok tap- és vizfogyasztasat.

A taplalek- és vizfelvételi mérésekre 24 oras taplalékmegvonast kovetden keriilt sor. A
laboratoriumi tdpot a mikroinjekciokat kovetden, a sotét periodus kezdetekor, 18 oérakor (a
patkanyok szamara az aktiv periodus kezdete) kaptak vissza az allatok. Ezt kdvetden rovid- (2
orés, 20 orakor), kdzép- (12 6ras, méasnap 6 drakor) €s hosszutavl (24 6rds, méasnap 18 orakor)
tap- és vizfelvételi méréseket végeztiink 0,5 grammnyi pontossaggal.

Az anyagbeadasi napot megel6z6 idészakban kontroll napokat iktattunk be, melyek soran a

kisérleti koriilményekkel azonos modon tap- és vizfelvételi mérések torténtek.

4.2 Testhomérséklet mérése

A testhOmérséklet mérését rektalisan végeztik digitalis homérdvel, tized °C-0S
pontossaggal. Minden allat esetén harom, kdzvetleniil egymast kdvetd mérést végeztiink, s ezek
atlagaval szamoltunk. A mérés kozvetleniil a mikroinjekciok elétt, ill. 2 éraval késébb (20
orakor) tortént a rovid tavu tap- és vizfelvételi mérésekkel egyiddben, az el6zdekben leirtaknal

azonos négy csoportban.



Az el6zOleg emlitett Gn. kontroll napokon a testhdmérséklet mérését is elvégeztik a
kisérleti nappal azonos modon. Ez amellett, hogy kontroll eljarasként szolgdlt, az allatok

kisérleti koriilményekhez vald hozzaszoktatasat is jelentette.

4.3. Glukoz tolerancia teszt

Az allatok vércukorszintjét gluk6z tolerancia tesztben (GTT) vizsgaltuk 12 orés
taplalékmegvonast kovetden. A kisérlet kezdetén egy kontroll GTT-t végeztiink, hogy az
esetlegesen metabolikus rendellenességgel rendelkezé allatokat kizarhassuk a vizsgalatokbol.
Ebben a kisérletben két allatcsoporttal dolgoztunk (citokin-kezelt, ill. PBS-t kapott kontroll).

A cukorterhelést 20%-0s D-glukéz oldat intraperitonealis injekcidjaval végeztiikk (0,2
g/100 ttg /ml) 20 perccel az IL-1p vagy a PBS agyi mikroinjekcidjat kovetéen. Az allatok
vércukorszintjét kozvetleniil a mikroinjekciok el6tt, illetve a cukorterhelést kovet6 9., 18., 30.,
60. és 120. percben mértiik. A mintakat a patkdnyok farokvéndjabol nyertiik és a glukdz szintet
bioszenzoros (elektrokémiai) mérési technologiaval mikodo vércukorszintmérd késziilékkel

hataroztuk meg (Dcont Ideél, 77 Elektronika Kft., Magyarorszag).

4.4. Metabolitok mérése

A relevans, anyagcsere allapotat jelzd metabolitok (0sszkoleszteriny, HDL, LDH,
trigliceridek, htigysav) plazmaszintjét 12 oras taplalékmegvonast kovetden mértiik a GTT-nél
leirt két allatcsoportban. A vérmintakat a patkdnyok dekapitalasaval nyertiik 20 perccel az IL-
1B ill. PBS mikroinjekciokat kovetden és hidegkémias fotométerrel (Spotchem EZ SP4430,
Arkray, Japan) vizsgaltuk.

4.5. Izreaktivitds teszt

A patkanyok kellemes ¢és kellemetlen izekre adott fajspecifikus mimikai, poszturalis és
lokomotoros valaszreakcioit Grill és Norgren [28] modositott protokollja szerint értékeltiik.

Harom nappal a mfitéteket kovetden az allatokat elkezdtiikk hozzaszoktatni a kisérleti
kortilményekhez. Egy 30 cm magas és 30 cm atmér6ji plexitiveg cilinderbe helyeztiik 6ket egy
percre és a szajliregbe liltetett, fejtetére kivezetett izkaniiloket desztillalt vizes atoblitést
kovetden levegdvel atfujtuk.

Az izreaktivités tesztre 20 perccel az intracerebralis mikroinjekciokat kovetden kertilt sor.
A patkanyokat a cilinderbe helyeztiik, s az izkaniiloket polietilén csével az izoldatokat
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tartalmazo fecskendokhoz csatlakoztattuk. Mikroinfiizidés pumpa segitségével 0,5 ml izoldatot
juttattunk a patkanyok szajiiregébe 0,5 ml/min dramlasi sebességgel. Az izoldatok megfeleltek
az Ot alapiznek két kiilonboz6 koncentracidban: édes (szukrdz, 0,05 és 0,5 M), s6s (NaCl, 0,05
¢és 0,5 M), savanyu (HCI, 0,03 és 0,3 M), keserti (kinin-HCI /QHC1/, 0,03 és 3 mM), umami
(Na-I-glutamat /MSG/, 0,05 és 0,5 M). Két oldat k6zott desztillalt vizzel atmostuk a kantiloket,
majd levegdatfuvassal eltavolitottuk a vizet a rendszerbdl. Az izekre adott reakcidkat
videdkameraval rogzitettilk késébbi elemzés céljabol. Ehhez egy 45°-0s szogben megdontott
tikkrot helyeztlink az livegcilinder ald, amelyben az allatok tartozkodtak a kisérlet soran. Ily
modon lehetévé valt a sz4j-, nyelv- és mancsmozgasok alulrdl torténdé megfigyelése.

A ritmikus sz&jmozgést, ritmikus nyelvoltogetést, oldalsé nyelvoltést, valamint a
mancsnyalast ingesztiv valaszként, mig a szajtatast (gaping), alldorzsolést, mancsrazast,
fejrazast és a menekiilésszerl kivaltott lokomdciot averziv reakcioként értékeltiik. Az elemzés
soran minden iz esetében egy 0-3-ig terjedd skalan értékeltiik mind az allatok ingesztiv, mind
pedig averziv reakcioit. Minél tobbszor ismétlodott, illetve minél tovabb tartott egy reakciosor,
annal magasabb pontszamot adtunk. Az elemzését harom gyakorlott biralo végezte, akik nem
ismerték a patkanyok csoportbeosztdsat. A hdrom biralé altal adott értékeket atlagoltuk, majd
ebbdl minden allat esetén minden izre egy ingesztiv és egy averziv Un. izreaktivitdsi indexet

szamoltunk.

4.6. Kondicionalt izaverzio

A kondicionalt izaverzio (CTA) egy bizonyos izl taplalék vagy folyadék hosszl tava
elkeriilését jelenti, miutdn az gasztrointesztinalis diszkomfortot valt ki, vagy az adott izt
(feltételes inger) gyomor-bélrendszeri megbetegedést okozo kezeléssel (feltétlen inger)
tarsitjuk. Jelen kutatdsainkban két kisérleti elrendezésben vizsgaltuk a jelenséget, két
kiilonboz6 allatcsoporton. Egyrészt arra voltunk kivancsiak, hogy az IL-1pB-val kivalthato-e az
izaverzid (1. paradigma), masrészrél az IL-1B izaverzié kialakulasara gyakorolt esetleges
modosito hatasat tanulmanyoztuk (2. paradigma).

A patkdnyokat megtanitottuk arra, hogy a napi folyadéksziikségletiiket minden nap egy
adott fél ora (10:00-10:30) alatt fogyasszak el. A vezetd kaniilok beiiltetésére azt kdvetden
kertilt sor, hogy az allatok hozzaszoktak ehhez az itatasi rendszerhez. Az operaciokat kovetd
harom napos ldbadozasi idészak alatt ad libitum fogyaszthattak vizet, ezt kdvetden
visszaszoktattuk Oket a fél oras ivasra. A kondicionalds napjan a vizet egy szamukra Uj

izoldatra, 0,1%-o0s szacharin oldatra cseréltiik.



Az els6 paradigmaban az IL-1, ill. a kontroll allatoknal a PBS mikroinjekciojara 30
perccel a fél 6rés itatast kovetden keriilt sor. A masik kisérleti elrendezésben az IL-1P vagy a
PBS beadas kozvetleniil az ivas utan tortént, majd 15 perccel késébb litium-klorid (LiCl; 0,15
M, 20 ml/ttkg) i.p. injekciojaval gasztrointesztinalis diszkomfortot valtottunk ki. Ezt kovetden
mindkét paradigmaban hdrom napig ismét vizet kaptak az allatok a szokéasos fél 6raban, majd
anegyedik (teszt) napon a vizet a kondicionalas napjan alkalmazott szacharin oldatra cseréltiik.
A kondicionalasi és a teszt napon mért szacharinfogyasztast hasonlitottuk 0ssze statisztikailag

a kontroll és a citokin-kezelt allatok kozott.

4.7. Open field teszt

Az allatok fajra jellemzd mozgasmintazatait, valamint lokotomoros aktivitasat open field
tesztben vizsgaltuk (OPF). Az els6 napon habitudltuk az allatokat, majd a masodik napon az
alapaktivitas tanulmanyozasa tortént anyagbeadas nélkiil. A tesztnapon az IL-1p ill. a PBS agyi
mikroinjekcidja utan 20 perccel vette kezdetét a kisérlet. A kisérleti apparatus egy 50 cm x 50
cm x 50 cm-es doboz volt, melyet vords szinii égdvel vilagitottunk meg. Az allatok 5 percig
tartozkodtak benne, aktivitdsukat a folé helyezett digitalis kamera segitségével rogzitettiikk. A
doboz aljat virtualisan 16 egyenld négyzetre osztottuk. A négyzeteket tovabb csoportositottuk
aszerint, hogy a doboz szélén (sz), kozepén (k), vagy a sarkaiban (s) helyezkedtek el. A teszt
soran az agaskodast, mosakodast, szaglaszast, a vizelet- és székletiiritést, valamint a megtett
tavolsagot, a keresztezések szamat és a doboz kiilonb6zd helyein eltoltott idét vizsgaltuk. Az
adatokat a Noldus EthoVision Basic szoftver (Noldus Information Technology B.V.,

Wageningen, Hollandia) segitségével rogzitettiik és elemeztiik.

4.8. Kondicionadlt helypreferencia teszt

Az IL-1B pozitiv ill. negativ megerdsitd hatasat kondicionalt helypreferencia (CPP)
tesztben vizsgaltuk [29, 30]. A kisérleteket enyhén megvilagitott, hangszigetelt szobaban
végeztiik. Kor alapu, 85 cm atmérdjii, 40 cm magas fala kisérleti apparatust hasznaltunk,
melynek az aljat fekete vonalakkal négy egyenld kvadransra osztottuk. Az apparatus belsd falan
elhelyezett vizualis jelzések segitették az allatokat a térbeli tdjékozodasban.

A CPP kisérlet habituaciobol (1. nap), kondiciondlasbdl (2. nap) €s a tesztbdl (3. nap) allt,
ezek mindegyike 900 s (15 min) hosszisagu volt allatonként. A habituécid napjan a patkanyokat

az apparatusba helyeztiik, melynek barmely részén szabadon mozoghattak a 900 s sordn. A
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dobozt minden allat utan kitisztitottuk és hagytuk megszaradni. Kvadransonként mértiik a
benniik toltott iddt, ellendrizve, hogy egyikben sem mutattak helypreferencidt vagy
helyaverziot az allatok. A kezeldkvadranst ezutan random valasztottuk ki.

A kondicionalas napjan 20 perccel az IL-1B vagy a PBS agyi mikroinjekciojat kdvetden
a plexitliveg hatarolofallal levalasztott kezelokvadransba helyeztiik a patkanyokat 15 percre. A
tesztnapon ismét szabad hozzaférésiik volt az apparatus egész teriiletéhez. Az egyes
kvadransokban toltott idot mértiik és dsszehasonlitottuk a citokin-kezelt és a kontrollcsoport
kozott. Az allatok viselkedését digitalis videokamera segitségével rogzitettiik, az adatokat a
Noldus EthoVision Basic szoftverrel (Noldus Information Technology B.V., Wageningen,

Hollandia) taroltuk és elemeztiik ki.

5. Szovettan, adatértékelés

Az agyi mikroinjekcid pontos helyének ellendrzése céljabol szdvettani vizsgalatokat
végeztiink. A kisérletek befejeztével az allatokat i.p. adott uretannal (40%, 1,4 g /ttkg)
tulaltattuk, majd el6szor izotonias sodoldattal, azutan pedig 10%-0s formaldehid-oldattal
transzkardialisan perfundaltuk. Az allatok agyat eltavolitottuk, majd 4%-0s formalinban
fixaltuk. Ezt kdvetden fagyasztott, 40 um-es sorozatmetszeteket készitettiink, amiket krezil-
violaval festettiink meg (Nyssl-festés), majd azonositottuk a bilaterdlis beadodkaniil
nyomvonalat és végzodeési helyét. Azokat a patkanyokat, amelyeknél igy a kaniil nem megfeleld
gennyesedés az izkaniil helyén, freezing miatt értékelhetetlen magatartési teszt) kiesd allatok is

leszamitva, 221 allat eredményeit értékeltiik.

Adataink feldolgozéasara és statisztikai elemzésére az “SPSS for Windows”
programcsomagot hasznaltuk. Az eredményeket atlag + SEM formdban fejeztiik ki és
egyszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) és post hoc Tukey-teszttel, illetve Student-féle

fliggetlen mintas t-probaval értékeltiik. Az eltéréseket p<0,05 esetén értékeltiik szignifikansnak.
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IV. Eredmények

1. Taplalék- és vizfelvétel

A taplalék- ¢és vizfelvételi mérések soran kapott eredményeink azt mutatjak, hogy az
ACC-be adott bilateralis IL-18 mikroinjekcié nem okozott jelentds valtozast az allatok taplalék-
¢s vizfelvételében. Az eredmények egyik mérési idopontban (2h, 12h, 24h) sem kiilonboztek

szignifikansan a kezelt és a kontroll allatok kozott.

2. Testhomérséklet

A cinguléris kérgi IL-1B mikroinjekcio hatasara szignifikans testhdmérséklet-emelkedést
mutattunk ki a citokin-kezelt allatoknal két oraval az anyagbeadast kovetéen (p<0,001). A
paracetamol elOkezelés kivédte az IL-1p okozta szignifikans emelkedést. A paracetamol
onmagaban, valamint a PBS nem okozott szamottevd valtozast a patkdnyok

testhémérsékletében.

3. Glukoz tolerancia teszt

Az IL-1B-kezelt patkdnyok vércukorszintje a glukdz tolerancia teszt soran tendenciajat
tekintve magasabb értékeket mutatott, mint a kontroll allatoké, valamint sajatos mddon a gorbe
csucsa iddben eltérden jelent meg (a kontroll allatok esetén a cukorterhelést kdvetd 30., mig a
citokin-kezelt allatoknal a 18. percnél). A két gorbe dinamikajanak eltérése ellenére nem
mutatkoztak szignifikdns kiilonbségek az IL-1B-kezelt és kontroll allatok vércukorszintjei

kozott.

4. Plazma metabolitok

A plazma metabolitok mérése soran csokkenést tapasztaltunk a citokin-kezelt allatok
HDL és osszkoleszterin szintjében, s ezen eltérések szignifikansnak bizonyultak (HDL:
p<0,001; 6sszkoleszterin: p<0,005). A tobbi vizsgalt metabolit (LDH, trigliceridek, hugysav)

esetén nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és az IL-1B-kezelt allatok kozott.
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5. Izreaktivitas teszt

Az izreaktivitas tesztben az ingesztiv €s averziv valaszok aranya harom iz esetében

megvaltozott. A kontroll csoportban nem volt jelentds kiilonbség az alacsonyabb

e 7.

crer

ingesztiv valaszok aranya szignifikansan magasabb volt ezen izoldat esetében, mint az averziv
valaszoké (p<0,001). Ez a szignifikans kiilonbség azonban nem volt megfigyelhetd az IL-1 -
kezelt patkanyok esetén. Hasonloan az alacsonyabb koncentracioji QHCI oldathoz, a kontroll
nem kiilonb6zott szamottevoen, a citokin kezelésben részesiiltek azonban szignifikansan tobb
elfogado, mint elutasitd (p<0,001) reakciot produkaltak ezen iz esetében, tehat egyértelmiien
kellemesnek értékelték azt. A tobbi izoldatra vonatkozdan nem volt szamottevod kiillonbség a
kontroll és a kezelt csoport eredményei k6zott: a 0,05 M-o0s NaCl, a 0,05 M-os szukroz, a 0,05
M-o0s MSG és a 0,03 M-os HCI, egyértelmiien izletesnek, a 3 mM-os QHCI és a 0,3 M-0s HCI
egyértelmiien kellemetlennek bizonyult mind a kontroll, mind a citokin-kezelt allatok szamara.
Az ingesztiv valaszok dominaltak a 0,5 M NaCl oldatnal mindkét csoportban, de a kiilonbségek

nem voltak szignifikansak.

6. Kondicionalt izaverzio

A CTA teszt els6 kisérleti elrendezésében az IL-1p nem valtott ki izaverziot: nem volt
szignifikans kiilonbség a citokin-kezelt allatok kondicionalds napjan és a tesztnapon meért
folyadékfogyasztasa kozott, illetve a teszt napon a kontroll és a kezelt allatok
folyadékfogyasztasa kozott sem.

A masodik kiséreti elrendezésben az IL-1B-nak nem volt modositd hatasa a LiCl-dal
Kivaltott izaverzio kialakulasara: az izaverzié mindkét csoportban kialakult az ip. adott LiCl
hatasara, a tesztnapon mért folyadékfogyasztasi értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak a
kondicionalas napjan mért értékekhez képest mind a citokin-kezelt (p<0,001), mind a kontroll
patkanyok esetében (p=0,001). A két csoport eredményeiben szignifikans eltérés nem volt

kimutathat6 a teszt napon.
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7. Open field teszt

Az OPF teszt soran szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a citokin-kezelt és a kontroll
csoport kozott. Az IL-1PB kezelést kapott allatok esetén szignifikdnsan magasabb volt az
agaskodasok (p<0,005) és a mosakodasok szama (p<0,05), valamint nagyobb a megtett
tavolsag (p<0,05), és a keresztezések szama a sarkokban (p<0,05). A habituacio és az
alapaktivitds mérésének napjan nem volt szamottevé kiilonbség az allatok lokomotoros
aktivitdsdban. A szaglaszast, az apparatus kozépso és szélsd részén torténd keresztezések
szamat ¢és az egyes részeken eltoltott idot tekintve nem talaltunk szignifikans eltérést a

csoportok kozott.

8. Helypreferencia teszt

A CPP teszt soran nem talaltunk szignifikans eltérést az IL-1p-kezelt és a kontroll csoport
allatai kozott a teszt napon. Az IL-1B-kezelt allatok habituacios és teszt napon mért értékei
szintén nem mutattak szamottevo kiilonbséget. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy sem
kondicionalt helypreferencia, sem kondicionalt helyaverzié nem alakult ki a citokinkezelés

hatésara.
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V. Diszkusszio

1. Taplalék- és vizfelvételre gyakorolt hatas

Az IL-1B mind periféridsan, mind centralisan icv. és intracerebralisan torténd beadasat
kovetd anorexigén hatasat szamos tanulmany igazolta az utobbi évtizedekben [1-4, 6, 8]. Jelen
kisérletsorozatunkban az IL-1B-t bilateralisan az ACC-be mikroinjektadlva nem tapasztaltunk
anorexigén hatast ¢és az allatok vizfelvételében sem mértiink szignifikans valtozast.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a cingularis kérgi IL-1B-medialta folyamatok nem vesznek
részt kozvetlen modon a taplalék- és folyadékfelvétel szabalyozasaban. Ismert ugyanakkor,
hogy az ACC-nek fontos szerepe van a taplalkozasi motivacidhoz kotheté idegi
mechanizmusokban [22], ezért feltételezhetd, hogy legalabb a taplalék hedonikus voltanak

értékelése altal fontos szerepet jatszik a taplalkozasi magatartas szervezésében.

2. Lazkelto hatas, paracetamol hatasa

A citokin lazkeltd hatiasa régota ismert a szakirodalomban [4-6, 8], azonban
eredményeink az els6k, melyek igazoljak, hogy a citokin az ACC-be adva jelentds
testhOmeérséklet-emelkedést okoz. Irodalmi adatok tanusdga szerint az IL-1p stimuldlja az
termelését [31, 32]. A laz kialakulasat a PGE2-nek az organum vasculosum laminae terminalis-
ra, valamint az anterior preoptikus areara (POA) kifejtett hatasanak tulajdonitjak [33-37].
Fontos megjegyezni, hogy a POA beidegzést kap a kéreg egyes teriileteirél, beleértve a
cingularis kérget is, s neuronjainak szamottevd része valaszkészséget mutat ezen régio
stimulalasara [38].

Az IL-1B hatasmechanizmusaban a ciklooxigenaz (COX)-medialta folyamatok
szerepének tisztazasara paracetamol eldkezelést alkalmaztunk. A paracetamol a COX-1 és
COX-2 izoenzimek peroxidaz aktivitasanak gatlasaval, s ezaltal a prosztaglandinok
arachidonsavbdl torténd bioszintézisének megakadalyozasaval fejti ki a hatasat [39], az IL-1
prosztaglandinok 4ltal torténd lazkeltdé hatasait a COX-2 medidlja [40]. Jelen
kisérletsorozatunkban az ACC-be adott paracetamol el6kezelés megakadalyozta ugyan az
ugyanezen régioba adott IL-1p szignifikans testhdmérséklet-emeld hatasat, de nem védte ki azt

teljes mértékben. Ez azt jelenti, hogy a COX medialta folyamatok kétségtelentil fontos szerepet
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jatszanak az IL-1P altal kivaltott 14z 1étrejottében, am eredményeink egyéb mechanizmusok
¢érintettségére is engednek kdvetkeztetni. Ismert példaul, hogy a kdzponti adrenerg rendszer
részt vesz az IL-1-OKozta lazas valasz 1étrejottében [7], valamint azt is leirtak, hogy egyes
citokinek, koztiik az IL-1f is, CRH felszabaditasa altal valtanak ki testhdmérséklet-emelkedést,
melyet nem befolyasolnak a COX-gatlok [41, 42].

3. Metabolikus szerep

Az IL-1B glukézanyagcserére gyakorolt hatdsaval kapcsolatosan szamos kozlemény
jelent meg. Leirtak hypoglikémiat okoz6 [10], valamint antidiabetikus hatasat [11, 43],
ugyanakkor mas forrasok szerint az inzulinszekrécio karosodasahoz vezet [44-46], s feltételezik
a hozzajarulasat mind az 1-es, mind a 2-es tipusu diabetes mellitus kialakulasahoz [47-51].
Jelen kisérletsorozatunkban, az IL-1B-t az ACC-be injektalva, nem tapasztaltunk szignifikdns
eltérést a kontroll allatok vércukorszintjéhez képest GTT soran.

Bakterialis fert6zések esetén a lipoproteinek plazmaszintje a lazas valasz alatt lecsokken
[52, 53], a trigliceridek szintje ugyanakkor altalaban emelkedett fertézések és gyulladasok
esetén [54, 55] és ezen valtozasokat 1étrehozé folyamatokban a citokineknek fontos medialod
hatast tolthetnek be. Jelen metabolikus vizsgélataink soran a HDL ¢és az Osszkoleszterin
plazmakoncentraciojaban  szignifikans csokkenést mértiink. A trigliceridek szintje
megnovekedett a kontroll allatokhoz képest, de ez a valtozas nem érte el a szignifikans szintet.
Kisérleti eredményeink és az irodalomban elérheté — néhol ellentmondasos — adatok alapjan [8,
11, 12, 56] egy IL-1B-medialta, zsiranyagcserét érinté centralis szabalyozo folyamat
feltételezhetd. A zsiranyagcseréhez kapcsolddd metabolitok szintjének aktualisan létrejovo

valtozasa azonban szdmos 0sszefliggd szabalyozo tényez6 mitkodésének eredménye.

4. Tzreaktivitas

Az izreaktivitas tesztben kapott eredményeink azt mutatjak, hogy az ACC-be bilateralisan

crer

crer

szignifikans kiillonbség az ingesztiv és averziv valaszok kozott — az IL-1B-kezelt patkanyok
egyértelmiien izletesnek értékelték, a magasabb koncentracidju édes oldat esetén pedig — ahol
a kontroll allatok valaszai dontden ingesztivek voltak — eltlint a szignifikdns kiilonbség az

ingesztiv és averziv valaszok kozott a kezelt allatoknal.
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Az umami izt tekintve eredményeink Osszevetheték tobb human, az IL-1B szintjének
emelkedésével jar6 megbetegedés soran tapasztalt tiinettel, ahol az umami iz felismerési
kiiszobének a magasabb értékek felé torténd, szignifikans mértéki eltolodasat irtak le, aminek
kovetkeztében a paciensek az izt kevésbé intenzivnek érezték, s ezaltal megnétt a pozitiv
hedonikus valaszok szama [16, 17]. Jelen kisérletiinkben az umami kisebb koncentracioji
oldata egyértelmiien kellemes volt a patkanyok szamara, igy ezen felismerési kiiszob eltolodas
jelen kisérleteinkben is magyarazatot adhat a tapasztalt izreaktivitas valtozasra. A fenti
tanulmanyok, valamint jelenlegi eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az umami iz
felismerési kiiszobének eltolodasat az IL-1p megnovekedett koncentracidja okozhatja, ami az
ACC mikodését is érinti. Ugyanigy megvaltozott érzékelési kiiszobot irtak le a keserii iz
magyarazhatja a jelen kisérletiinkben tapasztalt izreaktivitas-valtozast ennél az iznél.

Az iz felismerési kiiszobének eltolodasaval a magasabb koncentracioji édes oldat
esetében tapasztalt izreaktivitas-valtozast nem magyarazhatjuk, hiszen a szukréz oldat a kisebb
koncentracioban kifejezetten izletesnek bizonyult. Tudjuk, hogy a citokinek a melanokortin
rendszer fenntartott aktivaciojaval, s a neuropeptid Y utvonal gatlasaval nagyban befolyasoljak
az energiaegyensulyt. Az anorexigén és orexigén peptidek egyensulyanak megbomldsa a
telitettségérzés novekedéséhez vezet [58, 59], mely csokkenti az édes iz hedonikus értékét mind
emberben [60, 61], mind ragcsalokban [62, 63]. A kontroll csoport patkanyaira nem volt

jellemzo az édes izre adott valaszok megvaltozasa a magasabb koncentracid esetén, annak

crer

cre

hogy az IL-1p szerepet jatszik abban, hogy a kezelt allatoknal korabban (kisebb
energiabevitelnél) kialakult az a fajta telitettség, ami az édes iz hedonikus értékét csokkentette.

Fontos hangsulyozni, hogy az édes, a kesertii és az umami — melyek esetében izreaktivitas-
valtozast tapasztaltunk — az izek koziil az izletesség és ezaltal az étel elfogadasanak legfobb
meghatarozoi [17]. Ezen izek megvaltozott érzékelése vagy hedonikus értékiikk megvaltozasa
tehat nagyban befolyasolja a betegek ételvalasztasat és étvagyat, s ezaltal hozzdjarulhat a

testtomeg fenntartdsdnak nehézségeihez és anyagcserezavarok kialakulasahoz.

5. Kondicionalt izaverzio

Kondiciondlt izaverzi6 tesztben vizsgaltuk az IL-1B izérzékeléshez kothetd tanulasi

folyamatokra gyakorolt esetleges hatasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ACC-be
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bilateralisan mikroinjektalt IL-1p nem vezet CTA kialakulasahoz, valamint a LiCl-dal kivaltott
izaverziot sem befolyasolta. Az irodalmi adatok alapjan az IL-1f bizonyos koriilmények kozott
kondicionalt izaverziot valthat ki [64, 65], de — legalabbis az altalunk alkalmazott d6zisban —
a cingularis kéregben nincs ilyen, az izleléshez kapcsolddo tanulasi folyamatban betoltott

SZerepe.

6. Magatartasi kisérletek: open field és helypreferencia teszt

Open field tesztet végeztiink a citokinnek az allatok lokomotoros aktivitasara kifejtett
hatasanak vizsgalatara. A vonatkozé irodalmi adatok alapjan a citokinnek a lokomotoros
aktivitasra kifejtett hatasa dozisfiiggd [66, 67]. Eredményeink azt mutatjak, hogy az IL-1p az
alkalmazott dozisban nem csokkentette az allatok aktivitasat, sot, novelte az exploracids
tevékenységet (lokomdceid, agaskodas). Ez azt jelenti, hogy a jelen kisérletsorozatunkban, az
izreaktivitas tesztben kapott eredményeink nem csupan a citokin jol ismert hatasainak (sickness
behavior, szorongas, csokkent lokmocio) kovetkezményei.

Az ACC-be adott IL-1p potencialis negativ vagy pozitiv megerdsit6 hatasat kondicionalt
helypreferencia tesztben vizsgaltuk. Sem helypreferencia, sem helyaverzi6 nem volt
megfigyelhetd az alkalmazott dozisban, ami azt jelenti, hogy az IL-1p sem olyan negativ, sem
olyan pozitiv megerdsitd hatast nem fejtett ki, amely befolyasolhatta volna az allatok
izvalaszkészségéhez kothetd viselkedését. Ez az eredmény a CTA kisérletiink eredményével is

Osszhangban van, ahol az IL-1P nem valtott ki kondicionalt izaverziot.
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VI. Eredmények osszefoglalasa

1. Az IL-1B nem befolyasolta szignifikansan sem az allatok taplalék-, sem vizfelvételét.

2. Az IL-1p szignifikansan emelte az allatok testhémérsékletét.

3. Paracetamol eldkezeléssel a testhdmérséklet-emelkedés kivédhetd volt, azaz, az IL-1p

hatasmechanizmusaban a prosztaglandin-medialta folyamatok szerepét igazolni tudtuk.

4. GTT soran nem mutatkozott szignifikans eltérés az allatok vércukorszintjében az IL-1p
kezelés hatasara, de a kezelt és kontroll patkdnyok vércukor-gorbe lefutasi dinamikaja eltéronek

mutatkozott.
5. Az IL-1p hatéséra szignifikans csokkenés tortént a HDL és dsszkoleszterin plazmaszintjében.

6. Izreaktivitas tesztben az IL-1B kezelés hatdsara eltéréseket mutattunk ki az allatok

--------
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7. Az IL-1p hatdsara nem alakult ki kondicionalt izaverzio.
8. A LiCl-dal kivaltott CTA-t nem befolyasolta a citokin ACC-be juttatott mikroinjekcioja.

9. Open field tesztben az IL-1p fokozta a patkanyok exploracios tevékenységét (lokomocio,

agaskodas).

10. Helypreferencia tesztben sem az IL-1B pozitiv (helypreferencia), sem pedig negativ
megerdsitd hatdsa (helyaverzio) nem igazolddott.
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