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l. Bevezetés

A taplalkozasi és anyagcsere betegségek (diabétesz mellitusz, anorexia és bulimia nervosa,
metabolikus szindroma, koros elhizas, stb.) napjaink népbetegségeinek szamitanak, melyek
egyre szélesebb rétegeket és korosztalyokat érintenck, s melyek kezelésében dontéen csupan
tiineti eljarasokat alkalmaznak. Laboratériumunk kutatasai arra a hipotézisre alapulnak, hogy a
vitathatatlanul meglévd periférias eltérések mellett, ezen korképek oka nagyrészt a kdzponti
idegrendszeri szabalyozas zavaraiban keresendd, melyek inkabb funkcionalis, mintsem
morfologiai eltérések formajaban jelennek meg. A homeosztazis, vagyis a szervezet belso
egyensulyanak kozponti szabdlyozdsa a neurokémiai, endokrinologiai €és immunoldgiai
folyamatok adaptiv integraciojan alapszik, ahol a sejtek kozti kommunikacioért tobbek kdzott
a citokinek felelnek. Jelen kisérletsorozatunk a citokin — specifikusan, interleukin-1p — medialta
kozponti szabalyozé mechanizmusok vizsgalatara iranyul.

A primer citokin interleukin-18 (IL-1B) részvételét a taplalék- ¢és folyadékfelvételi
magatartast eredményezé komplex idegi és humoralis szabalyozo folyamatokban szamos
tanulmany igazolja. Taplalékfelvételt csokkentd [1-3] és vizfelvételre gyakorolt hatasan [1, 4]
tal jol ismert a testhémérséklet-emelkedést kivaltdo szerepe [1, 4-8], tovabba vizsgaltak a
jelentdségét a glukdz-homeosztazisban [9, 10] és kimutattak mas metabolitok plazmaszintjére
kifejtett hatasat is [11, 12]. Ezen kiviil egyre novekvé mennyiségii irodalmi adat all
rendelkezésiinkre arra vonatkozoan, hogy az IL-1-hez kd&thetd gyulladasos allapotok
Osszefliggésben allnak az izlelérendszer zavaraival és a kapcsolodé megbetegedésekkel [13-
18].

Az IL-1B taplalkozéasi és anyagcserefolyamatokra, testhOmérsékletre, valamint a
taplalkozashoz kotheté magatartasi és tanulasi folyamatokra gyakorolt hatasat az anterior
cingularis kéregbe (ACC) mikroinjektalva vizsgaltuk. Ezen kérgi régio aktivaciojat kimutattak
a homeosztazis fenntartasat érint6 folyamatokban, pl. éhség [19], szomjusag [20], hipoglikémia
[21] esetén, valamint ismert a szerepe a taplalkozashoz kothetd motivacios folyamatokban [22,
23] és a relevans ingerek (pl. taplalék ize, aromaja, textraja) értékelésében [24-26].

A fent emlitetteken tul, vizsgalataink soran kitértiink az IL-1B hatasmechanizmusaban a
ciklooxigenaz (COX)-medialta folyamatok szerepének tisztazasara, valamint a citokinnek az
allatok altalanos lokomotoros aktivitasara valo, ill. egyéb, esetleges negativ vagy pozitiv

megerdsitd hatasara is.



Il. Irodalmi hattér

1. A taplalkozas kozponti szabalyozéasa

A szervezet megfelel6 energia-, valamint tapanyagokkal vald ellatottsaga
kulcsfontossagti az ¢éldlény talélése szempontjabdl. Az energiamérleg egyensulyanak
fenntartésat, illetve a taplalék- és folyadékfelvételt szamos tényez6 befolyasolja. A szervezet
tapanyagokkal (glukoz, szabad zsirsav, aminosavak) valo ellatottsigan kiviil a gyomor-
bélrendszer fesziilési allapota, a vér inzulin-glukagon koncentracidja, un. brain-gut (gyomor-
bélrendszeri, de az idegrendszerben is jelen 1év6) peptidek, valamint a taplalékok szenzoros
jellemz6i (iz, illat, latvany) mind az ¢hség-jollakottsag szabalyozoi. Mindehhez szocialis,
kulturalis, kornyezeti és motivacids tényezok is tarsulnak, melyek nagyban befolyasoljak az
aktualis taplalkozasi viselkedést. A taplalkozas, a folyadékfelvétel és a testtomeg tehat
rendkiviil Osszetett szabalyoz6 rendszer iranyitasa alatt all, mely az idegrendszer egészének

adaptiv egyiittmiikodését feltételezi [27].

1.1. A tapléalkozés szabalyozédsaban résztvevo agyi struktirak

A fenti szabalyoz6 folyamatok kozponti idegrendszeri kulcsstruktarai a hipotalamusz és
a limbikus rendszer t6bb mas teriilete. A hipotalamusz neuralis Gton az agytorzson keresztiil,
valamint humoralis, ezt kovetden ismét neuralis Gton a vér-agy gat ,,ablakain” at informaciot
kap a teljes bels6 kornyezetbdl, igy a gasztrointesztinalis rendszerbdl a gyomortelitédésrol, a
vérben 1évé tapanyagok szintjérdl, gasztrointesztinalis, ill. a zsirszovetbdl felszabadulod
hormonokrdl, valamint maga is rendelkezik specidlis, a vér glukézszintjét érzékeld un.
gluk6zmonitorozd, valamint ozmoszenzitiv sejtekkel. Az érzékszervekbdl a taplalékok
jellemzo6irdl (iz-, szag-, vizualis ingerek) kap tajékoztatast [27-29].

A lateralis hipotalamusz area (LHA) ingerlése fokozza a taplalék- és folyadékfelvételt
még jollakott allatban is [30, 31], mig kétoldali 1ézidja afagiat, adipsziat, csokkent nyal- és
gyomorsav elvalasztast, csokkent izérzékenységet, percepcids-motivacidos €s humoralis-
metabolikus zavarokat, a testtomeg csokkenését, végiil a kisérleti allatok elpusztulasat okozza
(an. klasszikus lateralis hipotalamusz szindroma [32]), ezért ezt a teriiletet ,, éhségkozpont -
ként ismerjiik. [33]. Az LHA ezen szerepét igazolja az is, hogy neuronjainak aktivitasvaltozasa
mutathat6 ki a taplalék latvanyara és taplalékfelvételkor, ami az evés idején modosul, majd a

telitddés létrejottével megsziinik [34-36]. A ventromedialis mag (VMH) elektromos ingerlése



az el6zokkel szemben csokkenti a taplalék- és folyadékfelvételt még éhes allatban is, mig
1ézidja hiperfagidhoz, hiperdipszidhoz, hosszabb tavon sulyos elhizashoz vezet, igy a
hipotalamusznak ezt a teriiletét ,,jollakottsag kéozpont’-nak nevezték el [37-39]. A Kkorai
elképzelések szerint e két kozpont egy adott beallitasi pontnak (,,set point”) megfelelden,
egyszerli visszacsatolasos milkddéssel szabalyozza a taplalékfelvételt. Ezen un. centrum
elmélet alapjan az LHA endogén és exogén ingerekre valaszolva kivaltja a taplalékfelvételt,
majd a taplalkozas és ivas sordn a VMH aktivacioja veszi at az irdnyitast, mely az LHA-t
gatolva jollakottsagérzést valt ki és felfliggeszti az evést [37-39].

Mara nyilvanvalova valt, hogy a taplalkozas kozponti szabalyozasaban szamos
extrahipotalamikus struktira is részt vesz, s az éhségmotivalt viselkedés ezen agyteriiletek
Osszehangolt miikodése altal valosul meg. Bebizonyosodott, hogy a hipotalamuszhoz hasonléan
az amygdalaban (AMY) is megtalalhato egy éhség (dorzomedialis)- és jollakottsag
(bazolateralis teriilet) kozpont. Az AMY dorzomedialis részének sértése atagiahoz vezet, mig
a bazolateralis teriilet roncsoldsa, eltavolitdisa macskaban hiperfagiat okoz, kronikus
elektrodaval torténd ingerléssel pedig az ellentétes hatas valthatd ki ezeken a teriileteken [40-
43]. A taplalkozasi magatartas zavarait szamos tovabbi agyi struktira 1ézioja utan megfigyelték.
A globus pallidus (GP) roncsolasa a LHA-szindromahoz hasonld tiinetegyiittest valt ki (afagia,
adipszia, humoralis és metabolikus, valamint szenzoros-motoros integracios zavarok) [44, 45].
A preoptikus area (POA) kétoldali 1ézioja hipofagiahoz, hipodipszidhoz és a testtdmeg
roncsolasa ellentétes hatast valt ki: mig el6bbi az evés fokozodasat, utobbi a taplalékfelvételi
motivacio csokkenését okozza [47, 48]. Az orbitofrontalis kéreg (OFC) 1ézioja nemcsak a
taplalék- és folyadékfelvétel csokkenéséhez, illetve ebbdl kovetkezd fogyashoz vezet, hanem
az evéssel kapcsolatos motoros funkciokban (nyelvoltés, a taplalék manccsal torténd
megfogasa) is zavart okoz [49]. Agytorzsi magok szintén fontos szerepet jatszanak a
taplalkozas szabalyozasaban. A nucleus tractus solitarii (NTS) és a nucleus parabrachialis
teriiletérdl kolecisztokinin tartalmu rostok érkeznek a VMH-ba, melyek a taplalkozasi folyamat
leallitasaért felelnek. Ezek roncsolasa kovetkezésképpen elhizashoz vezet [50, 51].

A fentiek ismeretében ma mar rendszerekben gondolkozunk, a centrum elmélet atadta a
helyét a katecholaminergias padlya hipotézisnek. Igazoltak, hogy a ,lateralis hipotalamusz
szindroma” a taplalék- és folyadékfogyasztas motoros vonatkozasait tekintve valdjaban a
lateralis hipotalamuszon athaladé nigrostriatilis dopaminrendszer (NSDR) 1ézidjahoz [52], az
ilyenkor megfigyelhetd szenzoros neglekt pedig a mezolimbikus-mezokortikalis

dopaminrendszer (MLDR) roncsolasahoz kdthetd [45]. Utobbi a ventralis tegmentalis areabol
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ered, a teljes limbikus rendszert, s az agykérget idegzi be. E rendszer limbikus teriileteken
(AMY, POA, NAcc, OFC) torténd, fent emlitett 1ézioi hatasara az ¢hség és szomjusag, illetve
a testtomegszabalyozas zavarait figyelték meg [27]. A jollakottsagi mechanizmusban a
ventromedialis €és paraventrikularis hipotalamusz magban végzddo ventrdlis noradrenergidas
palya (VNAR) szerepét igazoltak [53, 54]. Lézidja az étvagy nagymértékii fokozodasat valtotta
ki, elhizashoz vezetett, s ellensulyozta az amfetaminnal kivaltott étvagytalansagot is. Ebben az
Osszefliggésben tehat a NSDR és a MLDR egyiittesen felel meg az ,,éhségpéalyanak”, a VNAR
pedig ,.jollakottsag palyanak™ tekinthet6 [27]. Ezt az elképzelést erdsiti az a tény is, hogy a
dopamin- és noradrenalin-aktivitds egyensulya fontos tényezbje az étvagy- és
testtomegszabalyozasnak. A dopamin relativ hidnya hipofagidhoz és fogyashoz vezet, a
noradrenalin relativ hidnya pedig az étvagy fokozodasaval és a testtomeg novekedésével, azaz

hizassal jar [55].

crer

utobbi évtized kutatasai mutattak rd. Szerepét ,,A cingularis kéreg — Funkcioi, szerepe a

taplalkozas szabalyozasaban™ cimii fejezet ismerteti.

1.2. Orexigén és anorexigén neuronok és transzmitterek

Az utobbi évtizedekben szamos olyan transzmittert fedeztek fel, melyek a kdzponti
idegrendszerben fokozzdk (orexigén hatds), vagy gatoljak (anorexigén hatas) a taplalék
felvételét. Ezen peptidek jol lokalizalhato idegsejtcsoportokban termelddnek, melyek koziil a
két legfontosabb a nucleus arcuatus teriiletén talalhato a hipotalamuszban. E két jelent6s, eltérd
funkcidju neuronpopulécié meghatarozo szerepet jatszik az étvagy, az energiafelhasznalas és a
(NPY) és az agouti-related-proteint (AgRP) koexpresszalo sejtcsoport (NPY/AgRP-neuronok),
melybdl az un. orexigén palya indul ki, a masik pedig az anorexigén palyat elindité in. POMC
(proopiomelanocortin)/CART (cocaine and amphetamine regulated transcript) neuronok,
melyek transzmitterei a melanokortin rendszerhez tartoz6 a-MSH (melanocita stimulald
hormon), valamint a CART. Az NPY/AgRP és a POMC/CART neuronok szamos, a
taplalkozas-szabalyozasban fontos szerepet jatszé hormon (pl. leptin, inzulin, kolecisztokinin,

glukagonszerti peptid, ghrelin) altal kozvetitett és neuronalis informacio felvevoi. Ezaltal



értesiilnek a szervezet energiaellatottsdgardl, zsirraktarainak allapotarol, a taplalkozas

folyamatarol, s ennek megfelelden szabalyozzak a taplalékfelvétel meginditasat ill. leallitasat.
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1. dbra Orexigén és anorexigén neuronok és transzmitterek (az abra értelmezését lasd a szovegben)
Barsh, G.S.; M.W. Schwartz; Nat Rev Genet, 2002 alapjan

Az a-MSH az MCR-3 és MCR-4 melanokortin receptorokon keresztiil fejti ki hatésat.
Ezen receptorok aktivacidja csokkenti a taplalékfelvételt, mikézben noveli az
energiafelhasznalast, ezéltal a hipotalamikus melanokortin rendszer fontos szerepet jatszik a
szervezet energiaraktarainak szabalyozasaban. Az MCR-4 genetikai hib4ja obezitdshoz vezet,
mig a melanokortin/MCR-4 rendszer talmiikodése all — s ezt dolgozatunk szempontjabdl fontos
kiemelni — a stlyos fertézések, valamint rosszindulati daganatos betegségek soran felszabaduld
citokinek (els6sorban az IL-1B, az interleukin-6 és az a-tumornekrézis faktor) fokozott
termelddése altal okozott étvagytalansag és koros lesovanyodas hatterében [58]. Az MCR-4
altal kozvetitett energiafelhasznalas a NTS felé kozvetitett idegi informécio és a szimpatikus
idegrendszeri aktivitas fokozasa altal valosul meg.

Az AgRP az a-MSH kompetitiv antagonistdjaként gatolja annak hatasat az MCR-3 és
MCR-4 receptorokon, ezéaltal novelve a taplalékfelvételt. A szervezet alacsony
energiaellatottsaganak esetén az orexigén neuronok NPY-t szabaditanak fel, ami fokozza az
étvagyat, mikézben a POMC neuronok és a melanokortin rendszer aktivitasa lecsokken [56,

58-64].
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1.3. A kozponti gluk6zmonitorozoé rendszer

A glukoz szerepe a taplalékfelvétel szabalyozasaban alapvetd jelentdségli. A maj f6
véndjaba juttatva csokkenti a taplalékfelvételt még éhes allat esetén is, valamint megvaltoztatja
nemcsak a hepatikus vagus rostok kisiilési frekvencidjat, hanem a hipotalamuszban 1évo
neuronokét is [65]. Inzulinnal kivaltott hypoglikémia ugyanakkor éhségérzetet indukal a
hipotalamuszban talalhatd orexinneuronok aktivacioja altal. A nervus vagus egyes szabad
idegvégzddései a vena portae teriiletén (hasnyalmirigy, vékonybél) érzékenységet mutatnak a
nucleus tractus solitarii-n keresztiil éri el a hipotalamuszt. A glukdz-érzékelés azonban nemcsak
perifériasan, hanem a kozponti idegrendszerben is megvalosul [65].

Az un. glukézmonitoroz6 (GM) sejtek jelenlétét elsoként Oomura mutatta ki a
hipotalamuszban [28]. Ezen idegsejtek gluk6z adasara specifikusan megvaltoztatjak tiizelési
frekvencidjukat. A glukdézra mutatott valaszkészség alapjan a GM sejteknek két tipusat
kiilonboztetjik meg: a glukdéz hatasara aktivitisuk fokozddasaval reagald sejteket
glukozreceptor, mig a glukoz adasara gatlodokat glukdzszenzitiv neuronoknak nevezziik. Azon
sejteket, melyek a glukdézt csupan metabolizmusuk soran hasznaljak fel, de adasara
aktivitasvaltozast nem mutatnak, gluk6z-inszenzitiv neuronoknak hivjuk [28].

A GM neuronok a vérben, a liquorban, valamint a kdzvetlen kdrnyezetiikben jelen 1évd
neurokémiai anyagokat monitorozzak. Nemcsak glukézra, hanem egyéb endogén kémiai
ingerekre (inzulin, glukagon, szabad zsirsav, hormonok, neuropeptidek) is valaszolnak [66, 67].
A belsé kornyezet ingerein kiviil nagy aranyban reakciokészséget mutatnak olyan kiilsé
kornyezeti szignalokra is, mint a taplalék ize, szaga, valamint latvanya [34, 68-70], tehat az
endogén és exogén informaciok integrativ feldolgozasat végzik.

Szamos agyteriileten igazolodott a GM sejthalozat részét képezd neuronok jelenléte:
LHA, VMH, AMY, GP, NAcc, OFC, NTS, area postrema, mediodorzalis prefrontalis kéreg,
valamint az ACC [28, 67, 69, 71-81]. A periférias szervek glukozérzékeld elemei, valamint a
kozponti gluk6zmonitorozd rendszer hierarchikusan szervezett haldzatot alkot, mely a
taplalkozas szabalyozasaban és a homeosztazis fenntartasaban alapvet6 jelentdségii [82].

Dolgozatunk témajat tekintve fontos kiemelni a cingularis kéreg szerepét a
glukozmonitorozé sejthalozat tagjaként. Laboratoriumunk mikroelektrofiziologiai kisérletei
soran az ACC vizsgalt neuronjainak tiz szazaléka mutatott valaszkészséget D-glukédzra [81].
Ezen kozponti GM sejteknek a streptozotocinnal (STZ) tortént szelektiv pusztitasat kovetden
taplalkozasi és anyagcsere-zavarok — glukoztolerancia-tesztben a vércukorszint-gorbe
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dinamikajanak valtozasa (csucsértékeinek eltolodasa), plazma metabolitok koncentracidinak
eltérése, valamint testtomegnovekedés — voltak megfigyelhetok [81].

Szintén fontos megemliteni, hogy az erre vonatkozo kutatasok alapjan szoros kapcsolat
van a neuronok glukozra val6 valaszkészsége és IL-1B-érzékenysége kozott. Patkany VMH-jan
végzett kisérletek azt mutattdk, hogy azoknak a neuronoknak a dontd tobbsége, amelyek a
glukozkoncentracio emelkedésére aktivitdsfokozodassal valaszoltak, IL-1B adasara szintén
serkentddtek. A glukozra vélaszkészséget nem mutaté neuronok tobbségének aktivitasara
ugyanakkor a citokin sem volt hatassal [83]. Laboratoriumunk patkany orbitofrontalis kérgében
tortént mikroelektrofiziologiai vizsgalatai soran az IL-1B-ra reagalo idegsejteknek koriilbeliil

90%-a D-glukoézra is érzékeny volt, azaz a kdzponti GM rendszer tagjanak bizonyult [84].

1.4. Az izlelés szerepe a taplalkozasszabalyozasban

A dolgozat l1ényeges részét képezik az IL-1f izérzékelésben valo szerepére irdnyuld
vizsgalataink, ezért fontos kitérni az izlelés taplalkozasszabalyozasban jatszott szerepére.

Az izlelés alapvetden harom f6 funkciot tolt be. Az ételek ize (a tobbi Szenzoros
tulajdonsaggal egyiitt, mint a taplalék szaga, latvanya, textaraja) egyrészt kulcsszerepet jatszik
a taplalkozas konszummativ fazisat megel6z6 kefalikus reflexek kivaltasaban. Ezek
eredményeképpen  fokozodik a  nyalszekrécio, a  gyomornedv-elvalasztis, a
hasnyalmirigyenzimek €s inzulin szekrécidja, a gyomormozgdsok, az epeelvalasztas €s a
gyomor-bélrendszeri hormonok elvalasztasa [85].

A masik 6 szerepe, hogy a kiils6 és belsé kdrnyezet ,,hataran”, a szajiiregbe keriilt inger
alapjan meghatarozza, hogy az adott taplalék vagy folyadék fogyaszthatod, vagy a szervezet
szamara karos, veszélyes, tehat keriilend6. Az izlelés érzésmodalitas az eddigieken feliil,
harmadik 6 jellemzdként képes megitélni az étel ill. a szdjiiregbe keriild barmilyen anyag
nutritiv, azaz metabolikus, tovabba, gyakran az anyagcsere sziikségleteit is feliiliro hedonikus
értekét, ingesztiv ill. averziv voltat. Utobbi kiemelten fontos az altalunk vizsgalt agytertilet
szempontjabol, hiszen ismert, hogy az ACC szerepet jatszik a taplalék szenzoros jellemzdinek
(iz, illat, textara) elébbiek szerinti értékelésében [25, 26].

Az izérzés Ot alapiz megkiilonboztetésére képes: édes, sos, savanyl, kesert, tovabba az
aminosavak (emberben az L-glutamat és L-aszparaginat) altal kivaltott ,,umami” iz detektalasat
tudjuk elvégezni [58]. Az édes, sos és az umami iz az értékes tapanyagok, a glukdz, asvanyi

sok €és az aminosavforrasok felismerését szolgalja, a hozzajuk tarsuld szubjektiv benyomas
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alapvetden kellemes, bar — mint minden iz esetében — ezt a koncentracid is befolyasolja. Az
alapvetden kellemetlen keserli €s savanyu iz a potencialisan mérgezd, illetve romlott ételekre
figyelmeztet [58, 86, 87].

A kellemes ¢és kellemetlen izekre adott viselkedési mintazatok (pl. arckifejezések)
genetikai szinten kodoltak. Ezt jo1 bizonyitjak a csecsemOkodn ill. vakon sziiletett személyeken
tortént izingerléses vizsgalatok eredményei [88]. Az izekre adott valaszok — bar fajra jellemzok
— nagy hasonldsagot mutatnak a kiilonb6z6 fajok kozott, s az ingesztiv ill. averziv mintdzatok
egyértelmiien elkiilonitheték egymastol. Ezen alapul az izreaktivitds teszt, mely az
izpercepcionak az izingerekre adott elfogado ill. elutasitd valaszok értékelésén alapulo
vizsgalata [89].

Az izérzésnek ugyanakkor vannak tanulasi folyamathoz kothetd aspektusai is. Azokkal
az ¢ételekkel szemben megfigyelhetd tartdzkodas, csokkent fogyasztds, melyeknek izével
korabbi tapasztalat nem all rendelkezésre, a neofébia jelensége [90, 91]. Az ismeretlen izii étel
vagy ital elfogyasztasat kovetd ¢hség- ill. szomjusagcesokkenés, valamint a normalis
emésztomikodés hatdsara a neofébia gyengiil, vagy megsziinik. Azonban ha a taplalék
fogyasztasat kovetden gasztrointesztinalis diszkomfort (hanyinger, hanyas, intesztinalis
spazmus, hasmenés, stb.) alakul ki, akkor az egyed az adott ételt vagy italt a jovében hosszl
tavon elkeriili. Ez a kondiciondlt izaverzio jelensége [92, 93].

A megvaltozott izérzékelés kovetkezménye a taplalkozési szokasok megvaltozasa, a
csokkent vagy éppen fokozott étvagy, amely hosszabb tavon nagymértékben hozzajarul a koros

sovanysag, illetve obezités kialakuldsdhoz.

1.5. Az izinformaciok feldolgozasa

Az izérz6 szenzoros sejtek receptorainak informacidja a nyelv és a lagyszajpad
teriiletérdl a VII. és IX. agyideg kozvetitésével, a garat hatso részérdl, a gégetajékrol, valamint
a nyeldcso legfelso szakaszarol pedig a X. agyidegen keresztiil jut a kdzponti idegrendszerbe.
Ujabb kutatdsok alapjan, a gyomor-bélrendszerben is talalhatok az umami ill. az édes iz
hatasara ingeriiletbe keriil6 kemoreceptorok [94, 95].

Az izinformacié feldolgozasanak elsé atkapcsolodasi helye a NTS [96-98]. Ezt
kovetden az iz-afferensek atkapcsolodasi pontjai féemldsokben és ragesalokban némileg
eltérnek. Foemlosokben az izekkel Osszefiiggd jelzések a NTS-bdl a ventroposteromedialis

talamusz magba (VPM), innen az elsddleges izkéregbe (frontalis operculum, eliilsé insula),
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majd az OFC kaudolateralis teriiletére jutnak, melyet masodlagos izkéregként tartanak szamon
[98, 99]. Az insularis-orbitofrontalis teriiletekhez tovabbi kitiintetett teriiletek kapcsolodnak
reciprok 6sszekottetésekkel: az AMY centralis magcsoportja, valamint a LHA és a GP [98, 100-
105]. Rdgcesalok esetében a NTS-t6l a hidbéli kézpontba, a nucleus parabrachialis un. ,,pontin
izérz0 teriiletére” jut az informadcio, innen pedig a VPM-en keresztiil éri el az elsddleges és
masodlagos izkérget, mely az agranularis és diszgranularis insulaban talalhato [96]. Ezen kiviil
egy un. ventralis izprojekcid is ismert, mely ragcsaloknal a hatsé agytdrzset az eldagy
teriileteivel (AMY, LHA, GP) kozvetleniil is 6sszekapcsolja [96, 106-108].

A cingularis kéreg szoros kolcsonkapcsolatban 4all a féemldsokben masodlagos
izkéregként szamon tartott OFC-vel [99, 109], valamint egyes forrasok un. harmadlagos
izkéregként is emlitik [110]. [zérzékelésben betdltott szerepét részletesen ,,A cinguléris kéreg

— Funkcidi, szerepe a taplalkozas szabdlyozdsdban” cimii fejezet ismerteti.
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2. Citokinek szerepe a homeosztazis szabalyozasaban

A kiils6 kornyezet folyamatos valtozasainak kitett ¢l0 szervezetek szdmara a belsd
kornyezet (milieu intérieur) védelme és allandosaganak biztositasa, azaz a homeosztazis
fenntartasa alapvetd jelentdségli. A homeosztazis meghatarozo tényezoit, igy tobbek kozott a
taplalék- és folyadékfelvétel, és a testhomérséklet szabalyozasat, az energiaforgalom ill. a
metabolizmus kontrolljat dsszetett mechanizmusok iranyitjak. Ezen bonyolult folyamatok
kozott is kitiintetett jelentGségliek az ideg- és immunrendszer kozotti kétirany kapcsolatok: a
kozponti idegrendszer feldl idegi és humoralis uton folyik az informacidokozvetités az
immunrendszer felé; ugyanakkor az immunrendszer is képes neurofizioldgiai, neurokémiai és
neuroendokrinologiai valtozasokat 1étrehozni aktivalt immunsejtek ill. a neuronok altal termelt

un. immunreguldtorok kozvetitésével [111].

A citokinek polipeptid mediatorok, melyek alapvetd szerepet jatszanak a sejtek kozotti
kommunikécioban a homeosztazis egyensulyat megzavard folyamatok soran. A patogének
megjelenése, szoveti karosodas, tumorok, valamint a gyulladasok szamos folyamat elinditoi,
melyeket Osszefoglaldo néven a szervezet védekezé reakcidinak neveziink. Ezek magukban
foglaljak a neuroendokrin rendszer (els6sorban a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese-tengely
aktivacioja), a keringési rendszer, a gyomor-bélrendszer, a periférias ideg- és immunrendszer,
valamint a kozponti idegrendszer (pl. fokozott lassti hullamu alvas kisérte) valtozasait. Ezt a
sajatos, ,,sickness behavior’-ként elnevezett allapotot csokkent étvagy, rossz kozérzet, fokozott
anyagcsere (hotermelés) és megvaltozott termoregulacio jellemzi mely tobbnyire laz
formajaban manifesztalodik. A citokinek mindezen folyamatokban részt vesznek s legtobbjiiket

a kozponti idegrendszerre kifejtett hatasukon keresztiil medialjak [111-113].

2.1. Interleukin-1

Az interleukin-1 (IL-1) a citokinek egyik legel6szor azonositott, kiemelkedd tagja, mely
elsdsorban fertdzések, gyulladdsok, immunologiai reakciok, szoveti sériilések soran
termelddik. Bioldgiai hatasai a sériilést vagy fert6zést kovetd els¢ ordkban szinte minden

szovetben és szervben manifesztalodnak [114].

Szintézise. Az IL-1 szintézisét periféridsan és centralisan is igazoltdk. A periférian
tobbek kozott a monocytak, macrophagok, lymphocytdk, fibroblastok és endothelsejtek

termelik [115, 116], a cerebrospinalis folyadékban vald jelenléte pedig egyrészt a periférias
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vérbol ered: az aktivalt T-limfocitdk a vér-agy géton atjutva az agyban is termelnek IL-1-et
[117], masrészt az agyi macrophagok [118], cerebrovascularis endothelsejtek [119], microgliak

[120], astrocytak [121], valamint maguk a neuronok [122] lokalisan is szintetizaljak.

Az interlukin-1 citokincsaladnak 11 tagja ismert, melyeket 3 alcsaladba (IL-1, IL-18,
IL-36) sorolunk [123] (2. abra, [124] alapjan). Az IL-1-nek két molekulaformaja ismert, az
interleukin-1a (citokin prekurzor: 271 aminosav, aktiv forma: 159 aminosav, 17,5 kD) és az
interleukin-1p (citokin prekurzor 269 aminosav, aktiv forma: 153 aminosav, 17,5 kD), melyek
koziil a jelen dolgozat targyat is képez6 B izomer bizonyult bioldgiailag aktivabbnak mind
ragcsalokban, mind féemlésokben [116, 125]. A hasonl6 biologiai szereppel rendelkezd IL-1a-

n és IL-1B-n kiviil az IL-33 tartozik az IL-1 alcsaladhoz.

N 9
<>
o [ ~0 s ] 269
® | ~x0 iL1a ] 271 It
.[ I AXD IL-33 ] 270 alcsalad
9 .[IL-1 receptor antagonista ]. anti-inflammataérikus
<> @ npro-inflammatdrikus
- e = J 193 IL-18
o | axo IL-37 ] 192) alcsalad
® ] AxD IL-36Ra | 155
@® | AXD IL-36ct, 3, y ] 158 IL-36
® | Ao IL-38 | 155 alosalad

2. abra Az IL-1 citokincsalad 3 alcsaladja. A citokin prekurzorok jobb oldalan feltiintetett szamok az

adott citokin aminosavszdmat mutatjak. AXD: konszenzus szekvencia)
Garlanda, C., C.A. Dinarello, A. Mantovani; Immunity, 2013. alapjan

Az IL-1p receptorai. Az IL-1 receptorainak heterogén eloszlasa figyelhetd meg az
idegrendszerben, szamos agyteriilet kozott az ACC-ben is azonositottak ket [126]. Az IL-1B
az IL-1 csaladhoz tartozé 10 receptor koziil kett6hoz, az I-es (IL-1RI) és a II-es (IL-1RII)
tipushoz kotddik [123]. Az I-es tipust receptorok tobbek kozott a T sejteken, fibroblasztokon,
endothel sejteken, hepatocitakon talalhatok. Ezzel szemben a ll-es tipusu receptorokat B
sejteken, neutrofil granulocitdkon és csontveld sejteken azonositottak [127]. Az
idegrendszerben az IL-1 receptorait legnagyobb siirliségben a neuronban gazdag teriileteken

azonositottak, eloszlasuk mintdzata a neuronok sejttestjén valo jelenlétiikre enged kovetkeztetni
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[126]. Az IL-1B minden ismert bioldgiai hatasat az IL-1RI-en keresztiil fejti ki. Az IL-1RII
feltételezhetéen anti-inflammatorikus hatast kozvetit, emiatt Gn. ,,csalétek” receptornak is

nevezik, amely az IL-1 hatasat semlegesiti [128, 129].

Az IL-1 hatasai. Bioldgiai hatasai rendkiviil szerteagazoak [130-132], mind az im-
mun-, mind az idegrendszerben fontos funkcidt tolt be. A velesziiletett immunités
kulcsfontossagi  kozvetitéjeként az IL-1p erbteljes pirogén [133], noveli a neutrofil
[134, 135]. A limfocitak aktivaciojaval az adaptiv immunvalaszban is fontos szerepet jatszik
[136]. A periférian az IL-1p sziikséges a bakterialis fert6zések hatékony eliminalasahoz [137].
Azonban szamos akut és kronikus periférias betegség patogenezisében is involvalt. Az IL-1p-
rendszer fokozott akut aktivacidja hozzajarul példaul a szepszis okozta tobbszervi
elégtelenséghez [138]. Az IL-1B kronikus talprodukcidja kulestényez6é a periodikus laz
szindromaban [139], valamint hozzajarulhat rosszindulati daganatok novekedéséhez,
vaszkularizaciojahoz és metasztazisahoz [140-142]. A kronikusan megemelkedett IL-1p szint
szerepet jatszik tovabba a rheumatoid arthritis [143] és a kronikus obstruktiv tiidébetegség

patogenezisében is [144].

Az egészséges agyban alacsony az endogén IL-1p expresszid [145]. Fiziologias
mikodésekben valo jelentOségét ezért sokaig csekélynek gondoltak, am Gjabb kutatasok szerint
szerepe van olyan fiziologids funkciokban, mint az alvéas (alvas soran magasabb az 1L-1
koncentracidja az agyban) [146] és a szinaptikus plaszticitas (hossza tavi potenciacio
indukciojat kovetden az IL-1 fokozott expresszidja figyelheté meg a hippocampusban) [145,
147]. IL-1R1 knock-out egerek a kevesebb alvas €s a szinaptikus plaszticitasban bekdvetkezett
deficitek mellett térbeli memoriafeladat megoldasaban is elmaradtak kontroll tarsaiktol [148,
149]. A citokin centralis hatasainak tobbsége a neuroinflammacioval van dsszefliggésben, mely
feliilszabalyozza a kdzponti idegrendszer rezidens makrofagjai, a mikrogliak I1L-1p termelését
[150-153]. A fokozott IL-1B expresszio szamos akut (Stroke, agyi trauma) és kronikus (pl.
Alzheimer kér) neurodegenerativ betegség esetén megfigyelhetd, s az ezen megbetegedések
iranti fogékonysagot is noveli [154]. Bizonyitott az IL-1p jelentdsége ischaemia okozta
agykarosodas soran is [155-157]. A kozponti idegrendszeri gyulladas vagy sériilés soran
termel6dd IL-1 nem csak a lokalis kornyezetet befolyasolja, hanem olyan lokalis hatasai is
vannak, melyek szisztémads funkciokat érintenek, mint példaul az étvagy, a lassu hullamu alvas,
testhdmeérséklet, neuroendokrinoldgiai funkciok, periférias immunfunkciok. Ezek koziil

szamos a szervezet védekezé mechanizmusainak is részét képezi (,,sickness behavior”, akut

17



fazis reakcio) [111, 112, 154]. Ezen valaszokat az IL-1 neuralis (pl. a szimpatikus idegrendszer
aktivacidja), valamint hormonalis Gton medialja, elsésorban CRH felszabadulas stimulacidja
altal, mely a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely aktivacidjahoz vezet [113]. Jelen
dolgozat szempontjabol kiemelend6 teriileteken betoltott szerepét (taplalkozas és anyagcsere

szabalyozasaban val6 jelentdsége, lazkeltd hatas) a kovetkez6 bekezdések részletezik.

Az IL-1p szerepe a taplalkozas és anyagcsere szabalyozasaban. Az IL-1B anorexigén
hatasa jol ismert az irodalomban. A citokin csokkenti a taplalékfelvételt perifériasan [2],
valamint centralisan icv. [3] és intracerebralisan, a hipotalamuszba adva is [1]. Az IL-1P
anorexigén hatasat kutatécsoportunk korabbi vizsgalatai a globus pallidusba, az orbitofrontalis
kéregbe, valamint a nucleus accumbensbe torténé bilateralis mikroinjekciojat kovetden is
kimutattak [4, 6, 8].

A taplalkozasi magatartasra gyakorolt ezen kozvetlen hatasokon kiviil egyre tobb
tanulmany eredményei igazoljak, hogy a citokinhez kothetd gyulladdsos allapotok és az
izérzékelésbeli zavarok kozott osszefliggés all fenn. Az izdetekcid és -felismerés kiiszobének
eltolodasat mutattdk ki az umami izre vonatkozodan akut gyulladdsos megbetegedéssel kiizdd
alanyokban [18]. Lipopoliszacharid (LPS) ip. injekciojat kovetd gyulladasos
citokinfelszabadulés szignifikdnsan csokkentette az uj izlelobimbd receptorsejtek szamat,
gatolva ezzel az izsejtek megujulasat [14]. Az LPS novelte az averziv és csokkentette az
ingesztiv valaszreakciokat kevert izoldat esetén [13], tovabba az LPS és az IL-1p preferencia
tesztben csokkentette a szukrozfelvételt patkanyokban [15]. [zérzékelésbeli zavarokat figyeltek
meg nem alkoholos zsirmajbetegségben szenvedd paciensekben [16], s tudva 1évé, hogy e
betegség korfolyamataiban az interleukin-1 tipusu citokinek Szorosan involvaltak [158]. A
hepatitis C virusnak kitett human makrofagok IL-1B szekrécidja valdsziniisithetden fontos
szerepet jatszik a majgyulladas kialakulasaban [159]. A kronikus hepatitis C virusfert6zott
betegekben szintén megfigyeltek izpercepcids valtozasokat [17]. A majbetegségekhez kothetd
izérzékelésbeli valtozasok mogott feltételezhetden kozponti idegrendszeri mechanizmusok
allnak [160]. Mivel az IL-1p portalis vénaba torténd infizioja fokozta a vagus aktivitasat [161],
majbetegségekben a fokozott citokinfelszabadulas altal az agytorzs felé (mely az izinformacio-
feldolgozas els6 atkapcsold helye) irdnyuld idegi stimulédcid magyarazhatja a kapcsolddo
izlelérendszeri diszfunkciokat [160].

Jelen kisérleteink soran az IL-1 taplalkozasi magatartasra gyakorolt mind kozvetlen
(taplalék- és vizfelvétel), mind kozvetett, az izérzékelést/értékelést befolyasold hatdsat

(izreaktivitas) vizsgaltuk.

18



Régota kutatott az IL-1P szerepe a glukdzanyagcserében is, azonban az ide vonatkoz6
tanulmanyok leletei ellentmondasosak. Kimutattak, hogy részben a vér inzulinszintjének
novelésével, részben ettdl fliggetlen mechanizmussal hypoglikémiat okoz [10, 162].
Rendelkezésre allnak eredmények, melyek a gluk6zhomeosztazis normalizalasat tdmasztjak ala
diabéteszes elhizott Zucker patkanyokon [11], Gijabb kutatasok ugyanakkor az 1-es és a 2-€s
tipusu diabetes mellitus kialakulasahoz vald hozzajarulasat hangsulyozzak [163-167]. A
kérdést részletesebben az ,,Eredmények megbeszélése” c. fejezetben targyaljuk. Hatdssal van
ezen kiviil a zsiranyagcserére, folyamatos infizidja csokkenti a plazma koleszterin- ¢és

trigliceridszintjét [11, 12].

Az IL-1p lazkeltd hatasa. Az IL-1B anorexigén hatasahoz hasonldan, testhdmérséklet-
emelkedést okoz6 hatdsa is széles korben ismert az irodalomban. Ezt a megfigyelést centralis
és periférias adasat kovetben is kozolték [1, 5, 7], tovabba kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai
soran az IL-1B globus pallidusba, NAcc-be, valamint az OFC-be torténé bilateralis
mikroinjekcidjat kovetden is leirtak a szignifikans testhdmérséklet-emelkedést [4, 6, 8].

Az IL-1B homeosztatikus hatasainak  hatterében  prosztaglandin-medidlta
mechanizmusok feltételezhet6k [168, 169]. A nem-szteroid gyulladasgatlok (NSAID-o0k)
gatoljak a prosztaglandinok szintézisében fontos szerepet jatszo COX enzimet [170], igy a
citokin testhdmérsékletre, valamint taplalék- és vizfelvételre gyakorolt hatdsainak vizsgalatara
iranyul6 kisérleteinkben az NSAID-okhoz nagyban hasonld hatasmechanizmusu, COX-gatlo
paracetamollal végeztiink el6kezelést a prosztaglandin-medialta folyamatok szerepének

tisztazasara.

Magatartdasra gyakorolt hatdsai. 1smert, hogy az IL-1B, mint proinflammatorikus
citokin az étvagytalansagon és testhomérséklet-emelkedésen tal olyan, a gyulladasos
allapotokhoz kapcsolddo tiinetek megjelenéséért is felelds, mint a rossz kozérzet, letargia, vagy
az aluszékonysag. Ezen tiineteket Osszefoglald néven sickness behavior néven emliti a
szakirodalom. Ezenkiviil ismert, hogy ez a primer citokin szorongasos viselkedést és
depressziot is kivalthat [5, 171-175], mely allapotok csokkent lokomotoros aktivitast
eredményezhetnek. Mivel kisérleteink sordn az izleléssel kapcsolatos magatartast
(izreaktivitas) is vizsgaljuk, fontos tisztaznunk, hogy az itt megfigyelt eltérések nem csupan
kozvetett hatdsai-e a fent emlitett tiinetegylittesnek. Ennek érdekében magatartasi teszteket
végeztiink az IL-1p altalanos lokomotoros aktivitasra Kifejtett hatasanak (open field teszt) és

esetleges negativ (vagy pozitiv) megerdsito hatasanak (helypreferencia teszt) vizsgalatara.
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3. A cinguléris kéreg
3.1. Anatémidja és Gsszekottetései

A cingularis kéreg szerkezetileg és funkcionalisan egyarant heterogén agykérgi régio, mely a
corpus callosum koriil ivel az agy medialis felszinén [176]. Brodmann eredetileg egy
rostralisabban elhelyezked? eliils6 (anterior) cingularis kéregre (ACC; 24, 25, 32 és 33-as area)
¢s egy caudalisabban elhelyezkedd poszterior cingularis kéregre (PCC; 23, 29, 30 és 31-es area)
tagolta [177]. Ennek a felosztasnak az alapja egyrészt morfologiai: az anterior cinguldris
kéregben vékony agranularis, mig a poszterior régidban markans granularis réteget lathatunk
[178], masrészt funkcionalis: az ACC-t ,,végrehajtd”, mig a PCC-t ,,értékeld” teriiletként irtak
le [179]. Az anterior régié azonban nem egységes, struktraja, 6sszekottetései és funkcionalis
vizsgalatok alapjan legalabb két részre oszthatd: perigenualis ACC-re és egy kaudalis
midcingularis kéregre (MCC) [180]. A cingularis kéreg ennek megfeleld felosztasat patkanyban
a 3. abra ([181, 182] alapjan) szemlélteti.

Regions

Area 0
Topography

Coon%/i'l:atcs“-s 3.0 05 -1.8 54 -8.0

3. abra Patkany cingularis kérgének és szomszédos teriileteinek attekintése. Az ACC, MCC, RSC
feliratok és nyilak jelolik a harom régid (anterior cingularis kéreg, midcingularis kéreg és
retrosplenialis kéreg) hozzavetdleges anteroposzterior hatarait. Az ACC a 25-0s, 32-es és 24a-b
areakat tartalmazza, a MCC a 24-es area 24°-vel jeldlt poszterior része, mely a 24a’ és 24b’ areakat
foglalja magaban, a RSC pedig a 29-es és 30-as areakat. A retrosplenialis kéreg megfeleltethetd a
poszterior cingularis kéregnek, de patkanyban nem figyelhet6 meg a primataknal jelen 1év6 kiterjedt
23-as és 31-es poszterior cingularis teriilet, ez indokolja az elnevezésbeli megkiilonboztetést. Az A/P
koordinatédk (A/P Coordinates) a Paxinos ¢s Watson-féle agyatlasz Bregmahoz viszonyitott

koordinatainak felelnek meg.
Vogt, B.A.V.L., Cingulate Cortex and Disease Models;2004 és
Paxinos, G., C. Watson, The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates 1997 alapjan

crer

nek kiterjedt kapcsolatai vannak a kéreg kognitiv (pl. lateralis prefrontalis kéreg) és motoros
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(pl. premotoros és elsddleges motoros kéreg) funkciokhoz kapcsolddoé teriileteivel, valamint
fajdalomhoz kothetd és motoros thalamikus magvakkal. Magaba foglalja a cingularis motoros
teriiletet is, amely a gerincvel6hoz projicial. Ezzel szemben az altalunk is vizsgalt anterior
résznek olyan teriiletekkel vannak kiterjedt kapcsolatai, amelyek az emocionalis (pl. AMY),
autonom (pl. lateralis hipotalamusz, agytorzsi kozpontok), memoria- (pl. hippokampalis régio)
¢és jutalmazashoz kapcsolodo (pl. OFC, ventralis striatum) folyamatokban toltenek be fontos
szerepet [183], tovabba ismert a szoros kolcsonkapcsolata az insularis kéreggel, melynek
tobbek kozott a tudatossagban, a fajdalomélmény kialakuldsaban, valamint az emocionalis
feldolgozasban van szerepe [184]. A két régio hatarat human képalkoto eljarasokkal széles
korben végzett kisérletek eredményeként [185] definialtak. Anatoémiailag mindkét teriilet
tovabb oszthatd két részre: anterior és poszterior MCC-re (aMCC és pMCC), valamint
szubgenualis ¢és pregenudlis ACC-re (SACC és pACC). Jelen vizsgalataink célteriilete az ACC
pregenualis teriilete (Bregma + 2,7 mm, Paxinos és Watson agyatlasza alapjan [182], 4. abra),
melynek a szubgenualis résszel Osszehasonlitva joval szertedgazobb kapcsolatai vannak a
lateralis prefrontalis kéreggel és jelentdsen kevesebb az amigdalaval és a ventralis stridtummal
[186, 187]. A pACC-hez a fajdalomhoz kotheté thalamikus magoktol is érkezik projekcid
[188].

4. abra Az ACC elhelyezkedése az altalunk célzott A/P koordinatanal (B+2,7 mm, Paxinos és Watson

agyatlasza)
Paxinos, G., C. Watson, The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates 1997 alapjan
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3.2. Funkcioi, szerepe a taplalkozas szabalyozasaban

Az ACC a limbikus rendszer része, alapvetd jelentdségli emocionalis és kognitiv
folyamatokban. Kozponti elhelyezkedésének koszonhetéen fontos integrald szerepe is van.
Részt vesz a viselkedés szervezésében: monitorozza az ingerek érzelmi vonatkozasait és ezek
alapjan moédositja a valaszreakciot, amikor fokozott kognitiv iranyitasra van sziikség [189].
Képalkoto eljarasok segitségével az ACC megndvekedett aktivaciojat tobbek kozott az alabbi
allapotokkal ill. folyamatokkal kapcsoltak dssze: figyelem [190], céliranyos viselkedés [191],
a fajdalom érzelmi vonatkozasai [192], autonom idegrendszeri szabalyozas [193], az inger
hedonikus jellegének, kellemes illetve averziv voltanak értékelése [24]. A jelen vizsgalatok
szempontjabol kiilon kiemelendé az ACC érintettsége a homeosztazis fenntartdsdhoz kothetd

allapotokban, példaul ¢hség, szomjusag, hipoglikémia vagy héhullamok esetében [19-21, 194].

Ma mar bizonyitott tény, hogy az ACC nélkiilozhetetlen a motivacios szabalyozassal
kapcsolatos idegi mechanizmusokban. Az utdbbi évtizedben szamos fMRI tanulmany igazolta
ezen agyteriilet szerepét az ételekkel kapcsolatos motivacids folyamatokban. Leirtak példaul,
hogy egészséges személyekkel Osszehasonlitva, elhizott egyénekben az ACC nagyobb
aktivitast mutatott ételekrdl késziilt képek lattara, mint nem ételt abrazold képek esetén [22].
Szintén kimutattak, hogy az ACC aktivacidja nagyobb mértékii volt édes magas kaloria
tartalmd, mint s6s magas kaléria tartalmu ételekre valo valaszként [23]. Altalanossagban is
igaz, hogy az eliils6 cingularis kéreg az orbitofrontalis kéreggel egyiitt részt vesz a szenzoros

ingerek kellemes illetve averziv voltanak ,,dekodolasaban” [24, 195].

A pACC-nek az orbitofrontalis kéreggel is van Gsszekottetése [109], azzal az agyi
régioval, ahol primatakban a masodlagos izkéreg talalhaté [99]. Ujabb kisérleti leletek tantisaga
szerint a cingularis kéregben egy harmadlagos izkéreg is miikodik [110], mivel itt ugyancsak

kimutattak izvalaszkészséggel rendelkez6 idegsejtek jelenlétét [25].

Az ACC a taplalkozas és anyagcsere kozponti szabalyozasaban alapvetd jelentdségii
GM sejthalozat fontos tagjanak bizonyult, glukdzérzékeny neuronjainak STZ-vel torténd

szelektiv pusztitasa taplalkozasi és metabolikus zavarok kialakulasahoz vezet [81].

A cingularis kéreg tehat az altalanossagban neki tulajdonitott ,,klasszikus” funkcion, az

emocionalis és motivacios folyamatok szabalyozasan tilmenden, tobb iranybol bizonyitottan,

crer

22



1. Kérdésfelvetés

Kisérletsorozatunk célja az volt, hogy megismerjiik az IL-1p cinguléris kéregbe torténd
mikroinjekcidjanak homeosztatikus, anyagcsere ¢és magatartdsi folyamatokra gyakorolt
hatasait, s ennek révén jobban megértsiik e primer citokin sokrétii élettani szerepét.

A citokin homeosztatikus jelent6ségének vizsgalata soran mértiik az allatok rovid-, kozép-
€s hosszatava taplalék- és vizfelvételét, valamint testhomérsékletét. Ezen kisérletekben
tanulmanyoztuk a prosztaglandin-medialta folyamatok szerepét az IL-1p szabalyozd
mukodésében. Ennek érdekében a patkanyok egy részénél a prosztaglandinok szintézisében
kulcsszerepet jatszo ciklooxigendz enzimet gatlo paracetamollal végeztiink el6kezelést.

A metabolikus mérésekben a citokin cingularis kérgi mikroinjekcidjat kovetéen a
szénhidrat-, a fehérje- és a zsiranyagcserében bekovetkez6 valtozasok feltarasara torekedtiink.
Vizsgaltuk a vércukorszint valtozasait glukoztolerancia-tesztben, ill. a plazma 6sszkoleszterin,
triglicerid, HDL (nagystrtségi lipoprotein), LDH (laktat-dehidrogenaz) és htigysav szintekben
bekovetkezo eltéréseket.

A dolgozat harmadik nagyobb egységét az izérzékeléssel Osszefiiggd és a kapcsolodod
tanulési folyamatokat teszteld magatartasi kisérletek képezik. A cingularis kéregbe juttatott IL-
1B izpercepciot megvaltoztatd hatdsat izreaktivitds €s kondiciondlt izaverzids tesztekkel
elemeztiik.

Végezetiil, az ACC-be adott IL-1p mikroinjekcidé lokomotoros aktivitasra és fajspecifikus
mozgéasmintazatokra kifejtett hatasat open field tesztben, esetleges pozitiv ill. negativ

megerdsitd hatasat pedig kondicionalt helypreferencia tesztben tanulmanyoztuk.

Kisérletsorozatunkban tehat az alabb 6sszefoglalt kérdésekre kerestiik a valaszt:

l. A homeosztatikus folyamatok vizsgélatara iranyul6 kisérleteinkben tisztaztuk, hogy

a cingularis kéregbe juttatott IL-1p hatassal van-e a patkdnyok

taplalékfelvételére,
vizfelvételére,

testhOmérsékletére, valamint

el

a COX gatl6 paracetamol befolyasolja-e az IL-1p ezen hatésait.
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Metabolikus kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az ACC-be adott IL-1 milyen

hatassal van az allatok

1. vércukorszintjére €s
2. a relevans, széles korben legtobbszér mért metabolitok (Osszkoleszterin,

triglicerid, HDL, LDH, hugysav) plazmaszintjére.

Taplalkozasi magatartas tekintetében az izlelésbeli valtozasokat elemz0 kisérleteink

soraban

1. izreaktivitas tesztben megfigyeltik, hogy az ACC-be juttatott IL-1pB
befolyasolja-e a patkanyok izpercepciojat,
2. kivalthat6-e vele kondicionalt izaverzid, ill.

3. alitium-kloriddal indukalt izaverzi6 kialakulasara van-e befolyasa.

Altaldnos magatartési kisérleteink annak megvilagitasara iranyultak, hogy az eliils6

cingularis kérgi IL-1B mikroinjekcio

hatassal van-e az allatok lokomotoros aktivitasara (megtett ut, keresztezések szama,
a kisérleti apparatus egyes részeiben eltoltott 1d0), ill. a patkdnyok fajra jellemzd
mozgasmintazatainak (agaskodas, mosakodas, szagldszas) megjelenésére, modjara
és intenzitasara (open field teszt), valamint

rendelkezik-e pozitiv vagy negativ megerGsit0 hatassal  (kondicionalt

helypreferencia teszt).
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IV. Modszerek

1. Alanyok

Kisérleteinkben 6sszesen 280 db feln6tt, him Wistar patkanyt hasznaltunk. Az allatokat
standard laboratoriumi koriilmények kozott tartottuk, allandd 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 ¢s érintéshez
hozzaszokjanak. Standard laboratoriumi tapot (Charles River Kft, Budapest), ill. csapvizet ad
libitum tettiink elérhet6vé szamukra (kivéve ahol a kisérlet leirasa masképp jelzi). A kisérleti
allatok tartasa és a veliik vald foglalkozas soran az intézeti (kisérleti engedély szdma: BA
02/2000-8/2012; BA 02/2000-72/2017) hazai (1998. évi XXVIIL. tv. az allatok védelmérol és
kiméletérdl; 40/2013. (I1.14) Kormanyrendelet az allatkisérletekrdl) és nemzetkdzi eldirdsok,
eurdpai unioés iranyelvek érvényesiiltek (A Tanacs 86/609/EGK iranyelve, 1986, 2006; Az
Eurdpai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU iranyelve).

2. Miutétek

Metabolikus ¢és magatartasi kisérleteink soran az IL-1B ill. a vehikulum
mikroinjekcidjahoz kronikusan beiiltetett in. vezetd kaniilre volt sziikség, melyet rozsdamentes
acél injekcids tiibol (23 G) készitettiink €s 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
injekcidjaval eldidézett anesztéziaban végeztik. Az allatok fejét sztereotaxias keretben
rogzitettiilk, ezutan a skalpon hosszanti metszést ejtettiink, majd megtisztitottuk a
koponyafelszint, a bort, izmot és a kdtdszovetet eltavolitottuk. Lokalis vérzéscsillapitas és
fertdtlenités céljabol hidrogén-peroxidot alkalmaztunk. Ezt kovetéen fogaszati furo
segitségével, patkany agyatlasz [182] alapjan meghatarozott helyen, kb. 4 mm atmérdja lyukat
fartunk a koponyan. A kaniilpart ezen keresztiil, mikromanipulator (MN-33 Narishige, Japan)

segitségével vezettiik le a dura felszinéig a cingularis kéreg folé (B + 2,7 mm anteroposterior
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/AP/; 0,9 mm mediolateralisan /ML/, Paxinos és Watson agyatlasza alapjan [182]). A kaniiloket
ezutan fogaszati akrilat segitségével rogzitettiik, majd antiszeptikus hintépor (Tetran, Richter
Gedeon Rt., Magyarorszag) alkalmazasa utan kapcsokkal zartuk a sebet. A miitétet egyhetes
felépiilési idGszak kovette, melynek soran folyamatosan ellendriztiik az allatok egészségi
allapotat, az els6 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 sziikség volt. Az allatok mutéti megterhelésének
redukalasa céljabol ezt az operaciot az eldbbivel egy tilésben végeztiik el, egyszeri altatdssal. A
polietilén cs6bol (HIBIKI, Japan) készitett izkaniilt buccalis behatolasbol szubkutan vezettiik
ki a fejtetére, ahol sebészeti oltésekkel rogzitettiik. A kaniil egyik végét eldzetesen lang felett
megolvasztva, majd vizes liveglaphoz nyomva kissé kiszélesitettiik, ez végzddott a szajliregben
a fels6 molarisok mellett, a fejtetére kivezetett véget pedig a behatolasi oldalnak megfeleld
fiiltdl kb. 1 cm tavolsagra rogzitettikk. A kaniil atjarhatosagat a teszt napjaig rendszeresen
ellendriztiik, atmosasa egyben az allatoknak a kisérleti koriilményekhez vald szoktatasahoz is

hozzéjérult.

3. Anyagbeadas

Az anyagbeadast éber, kézben tartott allatokon végeztiikk a mitéteket kdvetd egy hetes
felépiilési iddszak utan, mikor a patkanyok visszanyerték a mitétet megel6z0 testtomegiiket,
ill. testtdmeggyarapodasuk, valamint taplalék- és vizfelvételiik fiziologids mértékét. Az
allatokat az adott kisérlettdl fliggden két, ill. négy (a taplalék-, vizfelvétel és testhdmérséklet
mérése esetén az anyagbeaddsokat paracetamol eldkezeléssel egészitettiik ki) testtomegeik

atlagaban egyez6 csoportra osztottuk a kapott anyagoknak megfelelGen:

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

- steril PBS

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

- paracetamol + steril PBS
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Az anyagok cingularis kéregbe juttatasa bilaterdlis mikroinjekcid formajaban,
mikroinfuzids pumpa (Cole Parmer 789200C) segitségével tortént. Az oldatokat tartalmazo 25
pl-es  Hamilton-fecskenddket polietilén csdvel csatlakoztattuk a rozsdamentes beado
kaniil6khoz (30 G), melyeket az el6zetesen a dura felszinére (AP: B + 2,7 mm; ML: 0,9 mm)
beiiltetett vezetd kaniilon keresztiil juttattunk le a kivant célteriiletre. A beadd kaniilok a duran
keresztiilhatolva ventralisan 1,6 mm-rel értek tal a vezeté kaniilon, igy Paxinos és Watson
agyatlasza [182] alapjan a cingularis kéregben végzddtek. A mikroinjekcid soran 1 perc alatt
oldalanként 0,75 pl oldatot juttattunk az agyba, igy az IL-1p esctében oldalanként 3,75 ng volt
a beadott anyagmennyiség. A mikroinfuzios pumpa leallasat kovetden, a kaniilok eltavolitasa
el6tt, tovabbi 1 percet vartunk az oldat visszaaramlasanak elkertilése, ill. az oldatok egyenletes
¢s teljes diffuzioja érdekében. A paracetamol eldkezelésre az IL-1p ill. PBS beadasa elott 25

perccel, szintén bilateralis mikroinjekcié forméjaban 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 el6tt 25 perccel. A kezeléseket megel6zden
egy héten at monitoroztuk az allatok tap- és vizfogyasztasat.

A taplélek- és vizfelvételi mérésekre 24 oras taplalékmegvonast kovetden kertilt sor. Az
allatok a laboratoriumi tapot a mikroinjekcidkat kovetden, a sotét periodus kezdetekor, 18
orakor (a patkanyok szamara az aktiv periodus kezdete) kaptak vissza. Ezt kovetden rovid- (2
oras, 20 orakor), kozép- (12 6ras, masnap 6 orakor) és hosszutava (24 o6ras, masnap 18 orakor)
tap- és vizfelvételi méréseket végeztiink 0,5 grammnyi pontossagu mérleggel.

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 testhdmérséklet mérését rektalisan végeztik digitalis hémérdvel, tized °C-0s

pontossaggal. Minden allat esetén harom, kdzvetleniil egymast kdvetd mérést végeztiink, s ezek
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atlagaval szamoltunk. A mérés kozvetleniil a mikroinjekciok el6tt, ill. 2 oéraval késébb (20
orakor) tortént a rovid tavu tap- és vizfelvételi mérésekkel egyidében, az el6zdekben leirtakkal
azonos négy csoportban.

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

kisérleti koriilményekhez vald hozzaszokasat is erdsitette.

4.3. Glukoztolerancia-teszt

Az allatok vércukorszintjét glukdztolerancia-tesztben (GTT) vizsgaltuk 12 o6ras
taplalékmegvonast kovetden. A kisérlet kezdetén egy kontroll GTT-t végeztiink, hogy az
esetlegesen metabolikus rendellenességgel rendelkezd 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 kovetden. Az allatok
vércukorszintjét kozvetleniil a mikroinjekciok eldtt, illetve a cukorterhelést kovetd 9., 18., 30.,
60. és 120. percben mértiik. A mintakat a patkdnyok farokvéndjabol nyertiik és a glukéz szintet
bioszenzoros (elektrokémiai) mérési technologiaval miikodd vércukorszintmérd késziilékkel

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

4.4, Metabolitok mérése

A relevans, anyagcsere allapotat jelz6 metabolitok (6sszkoleszteriny, HDL, LDH,
trigliceridek, hugysav) plazmaszintjét 12 6ras taplalékmegvonast kovetden mértiik a GTT-nél
leirt két allatcsoportban. A vérmintakat a patkanyok dekapitalasaval nyertiik 20 perccel az IL-
1B ill. PBS mikroinjekciokat kovetden, és a meghatarozasokat hidegkémias fotométerrel

(Spotchem EZ SP4430, Arkray, Japan) végeztiik.

4.5, [zreaktivitas teszt

A patkényok kellemes ¢és kellemetlen izekre adott fajspecifikus mimikai, poszturalis és
lokomotoros valaszreakcidit Grill és Norgren [89] modositott protokollja szerint értékeltiik.
Harom nappal a mitéteket kovetden az allatokat elkezdtilk hozzaszoktatni a kisérleti

koriilményekhez. Egy 30 cm magas és 30 cm atmérdjli plexitiveg cilinderbe helyeztiik 6ket egy
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percre ¢és a szdjiiregbe lltetett, fejtetore kivezetett izkaniiloket desztillalt vizes atoblitést
kovetden levegdvel atfujtuk.

Az izreaktivitas tesztre 20 perccel az intracerebralis mikroinjekciokat kovetden keriilt sor.
A patkényokat a cilinderbe helyeztiik, s az izkaniiloket polietilén csével az izoldatokat
tartalmazo fecskenddkhoz csatlakoztattuk. Mikroinfuzios pumpa segitségével 0,5 ml izoldatot
juttattunk a patkanyok szajiiregébe 0,5 ml/min dramlési sebességgel. Az 6t alapiznek megfeleld
izoldatok hatasat két kiilonb6z6 koncentracidoban teszteltiik: édes (szukrdz, 0,05 és 0,5 M), sos
(NaCl, 0,05 és 0,5 M), savanyti (HCI, 0,03 és 0,3 M), keserti (kinin-HC1/QHC/, 0,03 és 3 mM),
umami (Na-I-glutamat /MSG/, 0,05 és 0,5 M). Két oldat kozott desztillalt vizzel atmostuk a
kaniiloket, majd levegdatfuvassal eltavolitottuk a vizet a rendszerbdl. Az izekre adott reakcidkat
videdkameraval rogzitettiik késobbi elemzés céljabol. Ehhez egy 45°-0s szogben megdontott
tiikrot helyeztiink az iivegcilinder ala, amelyben az allatok tartozkodtak a kisérlet soran. Ily
modon lehet6vé valt a szaj-, nyelv- és mancsmozgasok alulrdl torténé megfigyelése. A kisérleti

elrendezés az 5. abran lathato.

5. abra Az izreaktivitas teszt kisérleti elrendezése

A ritmikus szdjmozgast, ritmikus nyelvoltdgetést, oldalsé nyelvoltést, valamint a

mancsnyalast ingesztiv valaszként (6. 4bra), mig a szajtitdst (gaping), alldorzsolést,
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mancsrazast, fejrazast ¢s a menekiilésszerti kivaltott lokomdciot averziv reakcidként (7. dbra)
értekeltiik. Az elemzés soran minden iz esetében egy 0-3-ig terjedd skalan értékeltiik mind az
allatok ingesztiv, mind pedig averziv reakcidit. Minél tobbszor ismétlodott, illetve minél tovabb
tartott egy reakciosor, annal magasabb pontszamot adtunk. Az elemzést harom gyakorlott birdlo
végezte, akik nem ismerték a patkdnyok csoportbeosztasat. A harom birdlo altal adott értékeket
atlagoltuk, majd ebbdl minden &llat esetén minden izre egy ingesztiv és egy averziv un.

izreaktivitasi indexet szamoltunk.

6. dbra. Ingesztiv valaszok az izreaktivitas teszt soran (balrdl jobbra: ritmikus szdjmozgasok,
ritmikus nyelvoltogetés, oldalsé nyelvoltogetés, mancsnyalas)

7. abra. Averziv valaszok az izreaktivitas teszt soran (balrol jobbra: gaping,
fejrazas, mancsrazas, alldorzsolés, lokomocio)
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4.6. Kondicionalt izaverzid

A kondicionalt izaverzio (CTA) egy bizonyos iz taplalék vagy folyadék hosszu tavia
elkeriilését jelenti, miutan az gasztrointesztinalis diszkomfortot valt ki, vagy az adott izt
(feltételes inger) gyomor-bélrendszeri megbetegedést okozd kezeléssel (feltétlen inger)
tarsitjuk. Jelen kutatasainkban két kisérleti elrendezésben vizsgaltuk a jelenséget, két
kiilonboz6 allatcsoporton. Egyrészt arra voltunk kivancsiak, hogy az IL-1pB-val kivalthat6-e az
izaverzio (1. paradigma), masrészrél az IL-1P izaverzio kialakulasara gyakorolt esetleges
modositd hatasat tanulmanyoztuk (2. paradigma).

A patkanyokat megtanitottuk arra, hogy a napi folyadéksziikségletiiket minden nap egy
adott fél ora (10:00-10:30) alatt fogyasszdk el. A vezetd kaniilok beiiltetésére azt kdvetden
keriilt sor, hogy az éllatok hozzaszoktak ehhez az itatasi rendszerhez. Az operdciokat kovetd
harom napos ldbadozasi iddszak alatt ad libitum fogyaszthattak vizet, ezt kovetden
visszaszoktattuk Oket a fél ords ivasra. A kondiciondlds napjan a vizet egy szamukra Uj
izoldatra, 0,1%-o0s szacharin oldatra cseréltiik.

Az elsd paradigmaban az IL-1p, ill. a kontroll allatoknal a PBS mikroinjekcidjara 30
perccel a fél oras itatast kdvetden kertilt sor. A masik kisérleti elrendezésben az IL-1p vagy a
PBS beadas kozvetleniil az ivas utan tortént, majd 15 perccel kés6bb litium-klorid (LiCl; 0,15
M, 20 ml/ttkg) i.p. injekcidjaval gasztrointesztinalis diszkomfortot valtottunk ki. Ezt kovetéen
mindkét paradigmaban hdrom napig ismét vizet kaptak az allatok a szokéasos fél 6raban, majd
a negyedik (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 elsé napon habitualtuk az allatokat, majd a mésodik napon az
alapaktivitas tanulmanyozasa tortént anyagbeadas nélkiil. A tesztnapon az IL-1f 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 voros szinli égovel vilagitottunk meg. Az allatok 5 percig
tartozkodtak benne, aktivitdsukat a folé helyezett digitalis kamera segitségével rogzitettiik. A
doboz aljat virtudlisan 16 egyenld négyzetre osztottuk. A négyzeteket tovabb csoportositottuk

aszerint, hogy a doboz szélén (sz), kdzepén (k), vagy a sarkaiban (s) helyezkedtek el (8. abra).
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A teszt soran az agaskodast, mosakodast, szaglaszast, a vizelet- és székletiiritést, valamint a
megtett tavolsagot, a keresztezések szamat és a doboz kiilonbdzd helyein eltoltott idot
vizsgaltuk. Az adatokat a Noldus EthoVision Basic szoftver (Noldus Information Technology

B.V., Wageningen, Hollandia) segitségével rogzitettiik és elemeztiik.

8. abra Az open field apparatus virtualisan felosztott teriilete

4.8. Kondicionalt helypreferencia teszt

Az IL-1P pozitiv ill. negativ megerdsité hatasat kondicionalt helypreferencia (CPP)
tesztben vizsgaltuk [196, 197]. A kisérleteket enyhén megvilagitott, hangszigetelt szobaban
végeztik. Kor alapt, 85 cm atmérdjii, 40 cm magas falu kisérleti apparatust hasznaltunk,
melynek az aljat fekete vonalakkal négy egyenld kvadransra osztottuk. Az apparatus bels6 falan
elhelyezett vizualis jelzések segitették az allatokat a térbeli tajékozodasban.

A CPP kisérlet habituaciébol (1. nap), kondicionalasbol (2. nap) és a tesztbdl (3. nap) allt,
ezek mindegyike 900 s (15 min) hosszsagu volt allatonként. A habituacio napjan a patkanyokat
az apparatusba helyeztiik, melynek barmely részén szabadon mozoghattak a 900 s soran. A
dobozt minden allat utan kitisztitottuk és hagytuk megszaradni. Kvadransonként mértiik a
benniik toltott idot, ellendérizve, hogy egyikben sem mutattak helypreferenciat vagy

helyaverziot az allatok. A kezeldkvadranst ezutan random valasztottuk ki.
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A kondicionalas napjan 20 perccel az IL-1B vagy a PBS agyi mikroinjekciojat kdvetden
a plexiiiveg hatarolofallal levalasztott kezeldkvadransba helyeztiik a patkanyokat 15 percre. A
tesztnapon ismét szabad hozzaférésiik volt az apparatus egész teriiletéhez. Az egyes
kvadransokban toltott idot mértiik €s 0sszehasonlitottuk a citokin-kezelt €s 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. A kisérleti elrendezés a 9. abran lathato.

9. dbra A kondicionalt helypreferencia teszt kisérleti elrendezése (sorban: habituacio, kondicionalas,
teszt)

5. Adatok kiértékelése

5.1. Perfzio és szovettan

Az agyi mikroinjekcié pontos helyének ellendrzése céljabol szovettani vizsgalatokat
végeztiink. A kisérletek befejeztével az allatokat i.p. adott uretannal (40%, 1,4 g /ttkg)
tulaltattuk, majd el6szor izotonids sodoldattal, azutan pedig 10%-0s formaldehid-oldattal
transzkardialisan perfundaltuk. Az allatok agyat eltavolitottuk, majd 4%-0s formalinban
fixaltuk. Ezt kovetden fagyasztott, 40 pm-es sorozatmetszeteket készitettiink, amiket krezil-
violaval festettlink meg (Nyssl-festés), majd azonositottuk a bilaterdlis beaddkaniil
nyomvonalat €s végzddési helyét. Azokat a patkdnyokat, amelyeknél igy a kaniil nem megfeleld

s

értékeltik (10. abra, [182] alapjan). A kezdeti 280-as allatszamhoz képest mutatkozo
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kiilonbozetet az egyéb okok miatt (betegség, gennyesedés az izkaniil helyén, freezing miatt

értékelhetetlen magatartasi teszt) kies6 allatok eredményezik.
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pontok fekete korok) a bilateralis mikroinj ek01ok osszetartozo végzddési helyeit, a felettiik 16vo
szamok a hozzajuk tartozo allatszamot jeldlik.

5.2. Adatelemzés

Adataink feldolgozasdra ¢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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V. Eredmények

1. Taplalék- és vizfelvétel

A taplalék- és vizfelvételi mérések soran kapott eredmények egyik mérési idépontban
(2h, 12h, 24h) sem kiilonboztek szignifikansan a kezelt és a kontroll allatok kozott (11. abra;
egyszempontos ANOVA; az F értékek a megfeleld parositasok esetén F(3, 81)=0,260-t6l
3,049-ig valtoztak, p>0,05 minden esetben).
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11. abra A tap (A)- és vizfelvételi mérések (B) eredménye. P (paracetamol elokezelés) + IL-1 (n =
21); P+ CO (kontroll) (n = 22); IL-1 (n = 20); CO (n =22). Hibasavok: atlag + SEM.
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2. TesthOmérséklet

A cingularis kérgi IL-1p mikroinjekcid a testhdmérséklet szignifikans megemelkedését
eredményezte (12. abra; egyszempontos ANOVA; F(3, 81) =15,166; p<0,001). A kezdeti és az
anyagbeadasok utan két oraval mért testhdmérséklet-kiilonbségek a kovetkezok voltak: P+IL-
1: 0,40+0,17 °C, P+CO: -0,06+0,09 °C, IL-1: 1,06+0,15 °C, CO: -0,02+0,10°C. A citokin-
kezelt és a kontroll csoportok kozotti kiilonbség szignifikansnak bizonyult (IL-1 vs. CO,
p<0,001; IL-1 vs. P + CO, p< 0,001; Tukey-teszt). A paracetamol elékezelés részben kivédte
az IL-1p okozta hatast. (P+ IL-1 vs. IL-1, p= 0,005; P + IL-1 vs. CO, p=0,113; P + IL-1 vs.
P+CO, p=0,069; Tukey-teszt). A paracetamol 6nmagaban, valamint a PBS nem okozott

szamottevo valtozast a patkanyok testhomérsékletében.
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12. dbra A testhdmérséklet szignifikans novekedése IL-1B kezelést kovetden. IL-1 (n = 21);

P+ CO (n =22); IL-1 (n =20); CO (n = 22). Hibasavok: atlag + SEM; *: p<0,001
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3. Glukodztolerancia-teszt

Az IL-1B-kezelt patkdnyok vércukorszintje a glukoztolerancia-teszt soran tendenciajat
tekintve magasabb értékeket mutatott, mint a kontroll allatoké, valamint sajatos modon a gorbe
csticsa id6ben eltéréen jelent meg (13. abra, 0’: 4,33+0,17 mmol/l vs. 4,08+0,11 mmol/l, 9’:
9,71+0,85 mmol/l vs. 9,36+0,42 mmol/l, 18’: 14,00+0,77 mmol/l vs. 12,58+0,98 mmol/1, 30’:
13,72+0,69 mmol/l vs. 13,02+0,99 mmol/l, 60°: 9,67+0,47 mmol/l vs. 9,27+0,91 mmol/l, 120’:
7,03+0,38 mmol/l vs. 6,57+0,61 mmol/l). A két gorbe dinamikajanak eltérése ellenére nem
mutatkoztak szignifikans kiilonbségek a citokin-kezelt és kontroll allatok vércukorszintjei
kozott (fliggetlen mintas t-proba; a t értékek a megfeleld dsszehasonlitasoknal t(24)= 0,357-t61
1,187-ig valtoztak, p>0,05 minden esetben).
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13. dbra A vércukorszint valtozasai a GTT soran. ¢ IL-1B (n = 14) ® kontroll (n =12) Hibasavok:
atlag + SEM
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4. Plazma metabolitok

A plazma metabolitok mérése soran csokkenést tapasztaltunk a citokin-kezelt allatok
HDL és 6sszkoleszterin szintjében (14. abra). Az eltérések szignifikansnak bizonyultak (HDL:
IL-1:0,33+0,02 mmol/l, CO: 0,54+0,03 mmol/l, t(11) = 5,687, p<0,001; 6sszkoleszterin: IL-1:
1,31£0,02 mmol/l, CO: 1,60+0,11 mmol/l, t(11)= 3,979, p<0,005, fiiggetlen mintas t-proba). A
tobbi vizsgalt metabolit esetén nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és az IL-1p-kezelt
allatok kozott (LDH: IL-1: 1300,44 + 397,06 IU/1, CO: 849 + 313,16 1U/I; trigliceridek: IL-1:
0,59 + 0,07 mmol/l, CO: 0,47 + 0,04 mmol/l; hugysav: IL-1: 91,44 + 21,46 umol/l, CO: 75,75
+ 8,46 umol/l; a t értékek t(11)= — 1,087-t6l 1,785-ig valtoztak, p>0,05 minden esetben;

kétmintas t-proba).
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14. abra. Metabolitok plazmaszintjeinek valtozasa IL-1p kezelés hatasara IL-1 (n=9), CO (n=4)
Hibasavok: atlag + SEM; *: p<0,001 (HDL), p<0,005 (6sszkoleszterin)
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5. Izreaktivitas teszt

Az izreaktivitds tesztben az ingesztiv és averziv valaszok aranya harom iz esetében
megvaltozott: 0,03 mM-0s QHCI, 0,5 M-os szukroz és 0,5 M-0s MSG (15. abra).
re adott ingesztiv és averziv valaszok kozott [F(3, 76)=9,288; p=0,827; egyszempontos
ANOVA], a citokin-kezelt allatok azonban hatarozottan kellemes ingernek tartottak ezt az izt
(p<0,001; post hoc Tukey-teszt; 16. abra).
izletesnek bizonyult, az ingesztiv valaszok ardnya szignifikansan magasabb volt ezen izoldat
esetében, mint az averziv valaszoké [F(3, 60)=11,987; p<0,001; egyszempontos ANOVA]. Ez
a szignifikdns kiillonbség azonban nem volt megfigyelhetd az IL-1 B-kezelt patkdnyok esetén

(p=0,350; post hoc Tukey-teszt; 17. abra).

cre

crer

kiilonbozott szamottevéen [F(3, 76)=6,450, p>0,853; egyszempontos ANOVA], a citokin
kezelésben részesiiltek azonban szignifikansan tobb elfogadd, mint elutasité (p<0,001; post hoc
Tukey-teszt; 18. abra) reakciot produkaltak ezen iz esetében, tehat egyértelmiien kellemesnek
értekelték azt.

A tobbi izoldatra vonatkozoan nem volt szdmottevd kiilonbség a kontroll és a kezelt
csoport eredményei kozott. A 0,05 M-os NaCl, a 0,05 M-os szukréz, a 0,05 M-os MSG és a
0,03 M-o0s HCI, egyértelmiien izletesnek bizonyultak mind a kontroll, mind a citokin-kezelt
allatok szamara: mindkét csoport egyedei szignifikansan tobb ingesztiv, mint averziv valaszt
mutattak ezeknél az izeknél [kontroll: az F értékek F(3,76)=10,509-t61 37,742-ig valtoztak,
p<0,005 minden esetben; IL-1B-kezelt: p<0,001 minden esetben). A 3 mM-os QHCI és a 0,3
M-os HCI egyértelmiien kellemetlen volt mindkét csoport allatai szamadra: szignifikdnsan tobb
averziv, mint ingesztiv reakciot mutattak ezen izek esetén (kontroll: F(3,76)=36,419 ¢és
224,787, p<0,001 mindkét esetben; IL-1B-kezelt: p<0,001 mindkét esetben). Az ingesztiv
vélaszok dominaltak a 0,5 M NaCl oldatnal mindkét csoportban, de a kiilonbségek nem voltak
szignifikénsak [F(3, 76)= 3,250; p=0,853 ill. 0,164).
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15. dbra Ingesztiv és averziv izreaktivitas indexek az Gsszes izre nézve. IL-1 (n=23) CO (n=17)
Hibasavok: atlag + SEM; *: p<0,005 (kontroll), p<0,001 (IL-1)
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17. dbra Izreaktivitas indexek a magasabb koncentracidju édes (szukréz) izoldat esetén IL-1 (n=23)
CO (n=17) Hibasavok: atlag = SEM; *: p<0,001
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18. dbra Izreaktivitas indexek a magasabb koncentracidja umami (MSG) izoldat esetén I1L-1 (n=23)
CO (n=17) Hibasavok: atlag = SEM; *: p<0,001
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6. Kondicionalt izaverzio

A CTA teszt elsé kisérleti elrendezésében az IL-1p nem valtott ki izaverziot [F(3,
24)=3,724, p=0,025; egyszempontos ANOVA; 19. abra]. Nem volt szignifikans kiilonbség a
citokin-kezelt allatok kondicionalds napjan és a tesztnapon mért folyadékfogyasztiasa kozott
(p=0,653; post hoc Tukey-teszt), illetve a teszt napon a kontroll és a kezelt allatok
folyadékfogyasztasa kozott sem (p=0,403).

CTA 1. paradigma
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Kondicionalas Teszt
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19. abra Folyadékfogyasztas (g) a CTA elso kisérleti elrendezésének kondicionalasi és tesztnapjan
IL-1 (n=7) CO (n=7) Hibasavok: atlag + SEM

A masodik kiséreti elrendezésben az IL-1B-nak nem volt modosité hatasa a LiCl-dal
kivaltott izaverzié kialakulasara [F(3, 20)=20,168; p<0,001; egyszempontos ANOVA,; 20.
abra]. 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; post hoc Tukey-teszt), mind a kontroll
patkanyok esetében (p=0,001). A két csoport eredményeiben szignifikans eltérés nem volt

kimutathat6 (p=0,835) a teszt napon.
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CTA 2. paradigma
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20. abra Folyadékfogyasztas (g) a CTA masodik kisérleti elrendezésének kondicionalasi és
tesztnapjan IL-1 (n=7) CO (n=5) Hibasavok: atlag + SEM; *: p<0,001 (IL-1), p=0,001 (kontroll)

7. Open field teszt

Az OPF teszt soran szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a citokin-kezelt és a kontroll
csoport kozott (fliggetlen mintas t-proba, 21. dbra). Az IL-1P kezelést kapott allatok esetén
szignifikansan magasabb volt az agaskodasok (IL-1: 12,14 + 1,06; CO: 4,67 = 1,12; t(11) =
4,86, p = 0,001) és a mosakodasok szama (IL: 5,14 + 0,83, CO: 2,17 + 0,6; t(11) = 2,82, p =
0,017), valamint nagyobb a megtett tavolsag (IL: 1428,09 + 34,81, CO: 894,43 + 162,55; t(5,46)
=3,21, p =0,021), és a keresztezések szama a sarkokban (IL: 23,67 + 1,67, CO: 12,50 + 3,61;
t(10) = 2,81, p = 0,019). A habituaci6 és az alapaktivitds mérésének napjan nem volt

szamottevo kiilonbség az allatok lokomotoros aktivitasdban.

A szaglaszast, az apparatus kozépso €s sze€lso részén torténd keresztezések szamat €s az

egyes részeken eltoltott 1dot tekintve nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportok kozott.
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21. abra Szignifikans eltérések az OPF teszt soran: a. agaskodasok és mosakodasok szama; b. megtett
tavolsag cm-ben; c. keresztezések szama a sarkokban IL-1 (n=7) CO (n=6) Hibasavok: atlag + SEM;
*: p=0,001 (agaskodas), p<0,05 (mosakodas), p<0,05 (megtett tavolsag), p<0,05 (keresztezések szama
a sarkokban)
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8. Helypreferencia teszt

A CPP teszt soran nem talaltunk szignifikans eltérést az IL-1B-kezelt és a kontroll csoport
allatai kozott a teszt napon (IL:116,8 + 38,0; CO:159,6 £+ 66,5; t(10) = - 0,776, p = 0,456;
fiiggetlen mintas t-proba; 22. abra). Az IL-1pB-kezelt allatok habituacids és teszt napon mért
értékei szintén nem mutattak szamottevd kiillonbséget (H:189,4 + 28,1; T:116,8 + 38,0; t(5) =
1,827; p = 0,127; fiiggetlen mintas t-proba; abra) Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy sem
kondicionalt helypreferencia, sem kondicionalt helyaverzié nem alakult ki a citokinkezelés

hatésara.
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22. abra A CPP teszt eredményei: a kezelokvadransban t61tott id6 a habituacio ill. a teszt napjan. 1L-1
(n=6) CO (n=6) Hibasavok: atlag + SEM
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V1. Eredmények megbeszélése

1. Téplalék- és vizfelvételre gyakorolt hatas

Az IL-1B mind periféridsan, mind centralisan icv. s intracerebralisan torténd beadéasat
kovetd anorexigén hatasat szamos tanulmany igazolta az utobbi évtizedekben [1-3]. Az IL-1B
taplalékfelvételre gyakorolt hatdsa kutatdocsoportunknak is vizsgalati targyat képezi. Az erre
iranyuld korabbi kisérletek a globus pallidusban, az OFC-ben, valamint a NAcc-ben is
kimutattak a taplalékfelvétel redukciojat [4, 6, 8].

Az IL-1p anorexigén hatasat az I-es tipust IL-1 receptor medialja, a folyadékfelvételre
gyakorolt hatdsanak hatterében azonban mas mechanizmus feltételezhet6 [198]. Ezt tamasztjak
ala azok a tanulmanyok, melyekben az IL-1[ centralis adasat kovet6 taplalékfelvétel-csokkenés
nem jart egyiitt hypo- ill. adipsziaval [6, 198], s6t egyes esetekben hyperdipszia volt

megfigyelhet a citokin kezelést kovetden [4].

Jelen kisérletsorozatunkban az IL-1B-t bilateralisan az ACC-be mikroinjektalva 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.

Ko6ztudott ugyanakkor, hogy a taplalék szenzoros tulajdonsagai (latvany, iz, illat,
textara) alapvetd meghatarozoi a taplalékfelvételi magatartasnak [25]. Szintén ismert, hogy az
ACC-nek fontos szerepe van a taplalkozasi motivaciohoz kotheté idegi mechanizmusokban;
non-invaziv képalkot6 eljarasok a motivacios és a hedonikus meghatarozok altali eltérd
aktivaciojarol tanuskodnak: fMRI vizsgalat soran hasonlitottak Gssze elhizott és normal
testtomegli személyeket étkezés eldtti €s utani allapotban, mikdzben ételekrdl €s nem ételekrol
késziilt képeket mutattak nekik. Az étkezés elott az elhizott csoport tagjaindl az ACC
megnodvekedett aktivacidja volt megfigyelhetd a kontroll csoport tagjaihoz képest [22]. Szintén
fMRI tanulmanyban mutattak ki, hogy az ACC aktivacidja korrelal az izek, valamint a
zsirtartalma étel textirajanak szubjektiv kellemességével [24]. Az ACC aktivaciojat tobb
izingerrel, valamint kellemes ¢és kellemetlen szaganyagokkal is kivaltottdk, s az ACC eliils6

részének aktivacioja korrelalt a szagok szubjektiven értékelt kellemességével [25].

A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy a taplalék- és vizfelvételi kisérletek ,,negativ”’
eredményének ellenére az ACC legalabb a taplalék hedonikus értékének, kellemes ill.
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kellemetlen voltanak értékelése altal fontos szerepet jatszik a taplalkozasi magatartas
szervezésében. A kérdés bovebb kifejtésével az izreaktivitas teszt eredményeit targyald fejezet

foglalkozik.

Kutatocsoportunk korabbi kisérleteiben a globus pallidusban, az OFC-ben, valamint a
NAcc-ben a pirogén és anorexigén hatas egyiittes megjelenése volt megfigyelhet6 [4, 6, 8].
Jelen kutatdsainkban, az ACC-be mikroinjektalt IL-1B pirogén hatdsat az anorexigén ¢&s
adipszogén hatasok kialakulasa nélkiil igazoltuk. Az egymastol fliggetlen valtozasok
magyarazatat adhatja az a megfigyelés, hogy a citokin altal okozott lazkelt6 és magatartasi
hatasok kiilonb6z6 receptor mechanizmusokon keresztiil valosulnak meg [199]. Ezt tamasztja
ala az a tanulmdany is, mely szerint az anorexigén hatas hatterében a kozponti melanokortin 3
¢és 4 receptorok modulald hatasa all, ugyanakkor az egyiddben tapasztalt 1az kialakuldsaban

kizarja e mechanizmus szerepét [200].

2. Lazkelto hatas

A cingularis kéregbe adott bilateralis IL-1B mikroinjekci6 szignifikans testhdmérséklet-
emelkedést okozott. A citokin lazkelté hatasa régota ismert a szakirodalomban, periférias és
centralis adasat kovetden is leirtdk mar: icv. injekcidja patkanyban jelentés és hosszu ideig
fenntartott lazat valtott ki, s €z joval hatékonyabbnak bizonyult az intravénasan, farokvénaba
torténd beadassal szemben [5]. Hasonloképpen szignifikans testhomérséklet-emelkedéshez
vezetett a kozvetleniil a globus pallidusba, az OFC-be, valamint a NAcc-be adott IL-1B
mikroinjekcio is [4, 6, 8]. A cingularis kéregben torténd alkalmazasat kdvetéen azonban még
nem irtak le lazkeltd hatast, igy eredményeink els6ként igazoljak, hogy a citokin ezen régioba
adva jelentds testhdmérséklet-emelkedést okoz.

A testhdmérséklet szabdlyozasa a kozponti idegrendszer egyik legfontosabb
homeosztatikus funkcidja. A 14z a testhomérséklet leggyakrabban — elsdsorban bakterialis —
fertézések altal kivaltott, szabalyozott emelkedése, melyet a prosztaglandin E2-nek (PGE2) az
organum vasculosum laminae terminalis-ra, valamint az anterior POA-ra kifejtett hatasanak
tulajdonitanak [201-205]. A PGE2 feltehetéen gatolja a POA azon neuronjait, melyek a
testhomérséklet csokkentéséért felelnek, ezaltal egy szabdlyozott testhdmérséklet-emelkedést
hozva létre, a fert6zés talélési esélyeinek novelése érdekében [206]. Az IL-1p a preoptikus és

anterior hipotalamusz vizsgalt melegérzékeny neuronjai 70%-anak aktivitasat csokkentette in
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vitro [207]. Irodalmi adatok tantisaga szerint az IL-1B stimulalja az arachidonsav
mechanizmusnak az IL-1B hatdsmechanizmusaban betoltott szerepére vonatkozoéan tovabbi
vizsgalatokat végeztiink, melyek eredményét a dolgozat kovetkez6 alfejezete targyalja.

A cingularis kéreg érintettsége a testhémérséklet szabalyozasaban eddig kevéssé volt
ismert. Tudjuk ugyanakkor, hogy a termoregulacioban kulcsszerepet jatszo preoptikus area
beidegzést kap a kéreg egyes teriileteir6l, beleértve a cingularis kérget is, S neuronjainak
szamottevd része valaszkészséget mutat ezen régid stimulalasara [210]. E megfigyelés a
cingularis kéreg testhOmérsékletre gyakorolt hatasat lehetdvé tevd neuronalis szabalyozo

mechanizmust feltételez.

Paracetamol hatasa az IL-1P okozta testhomérséklet-emelkedésre

Az IL-1P homeosztatikus hatasaiban az irodalmi adatok alapjan bizonyosan szerepet
jatszanak a prosztaglandin-medialta folyamatok, COX-gatlok hasznalataval — legalabbis
részben — ugyanis kivédhet6 a citokin hatasa [4, 5, 8, 168, 211, 212]. Az erre vonatkozd
eredmények azonban nem egységesek, még a testhdmérséklet-emelkedést okoz6 hatast illetéen
sem [6], ezért paracetamol eldkezelést alkalmazva tovabbi vizsgalatokat végeztiink a kérdés
tisztazasara.

A paracetamol egyike a legszélesebb korben hasznalt fajdalomesillapitd ¢és
gyulladasgatlo szereknek. Hatasa az NSAID-okhoz, kiilonosen a szelektiv COX-2 gatlokhoz
hasonl6. Hatasmechanizmusa sokaig kevéssé volt ismert az elébbiekhez képest, de mara
altalanosan elfogadott, hogy a COX-1 ¢és COX-2 izoenzimek peroxidaz aktivitasanak
gatlasaval, s ezaltal a prosztaglandinok arachidonsavbol torténd bioszintézisének
megakadalyozasaval fejti ki a hatasat [213].

Az IL-1p prosztaglandinok &ltal torténd lazkeltd hatasat a COX-2 medialja: kimutattak,
hogy a COX-2 génkiiitott egereken a citokin nem okoz lazat, mig COX-1 génkititottek esetében
igen [214], a COX-3 szerepét pedig szintén kizartak [215].

Kutatocsoportunk tobb alkalommal vizsgalta a centralisan adott paracetamol hatasat IL-
1B mikroinjekcid el6kezeléseként, s a kiilonbozo agyteriileteken végzett kisérletek eredményeit
nehéz egységes platformra hozni. A paracetamol elékezelés csokkentette a globus pallidusba
adott IL-1p okozta testhémérséklet-emelkedés mértékét, de nem akadalyozta meg azt teljesen

[4]. Az orbitofrontalis kéregbe injektalt IL-1B testhdmérséklet-emelé hatasa nem volt
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megelézhetd paracetamol el6lezeléssel [6]. A NAcc-be adott IL-1p mikroinjekcio okozta 14z
esetében a paracetamol kisebb doézisban nem volt képes kivédeni a hatast, nagyobb dézisban
azonban hatékonynak bizonyult [8].

Jelen kisérletsorozatunkban a centralisan, az ACC-be adott paracetamol elékezelés
megakadalyozta ugyan az ugyanezen régidba adott IL-1f szignifikans testhomérséklet-emeld
hatasat, de nem védte ki azt teljes mértékben. Ez azt jelenti, hogy a COX medialta folyamatok
kétségteleniil fontos szerepet jatszanak az IL-1f altal kivaltott 1az létrejottében, am
eredményeink egyéb mechanizmusok érintettségét is valosziniisitik.

Ismert példaul, hogy a kdzponti adrenerg rendszer részt vesz az IL-1-okozta lazas valasz
1étrejttében: az oldalkamraba adott 6-hydroxidopamin eldkezelés megakadalyozta az IL-1 altal
kivaltott lazat [7]. Szintén leirtak, hogy egyes citokinek, koztiik az IL-1p is, CRH felszabaditasa
altal valtanak ki testhémérséklet-emelkedést, melyet nem befolyasolnak a COX-gatlok [111,
216]. Megjegyzend6 azonban, hogy a CRH hatasat nagyban befolyasoljak a kornyezeti
tényezok, alacsony kornyezeti hdmérséklet esetén példaul hypothermiat okoz [217-219].

Szintén megemlitendd, hogy eltérnek a vélemények a prosztaglandin mechanizmusok
id6ébeni jelentdségét illetben: mig egyes szerzok a bifdzisos pirogén valasz elsé fazisdban
betoltott szerepiiket hangsulyozzak [220], mas forras szerint az elsd szakasz a ceramid
bioszintézisétdl fiigg, és csak a masodik fazisban dominalnak a prosztaglandin mechanizmusok
[221]. A COX-gatlok idébeni hatékonysaga szempontjabol a kérdés nem elhanyagolhato.

Az IL-1B okozta laz kialakuldsa tehat komplex folyamatok eredménye, melyek

részleteinek és tovabbi folyamatainak feltarasa és magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

3. Metabolikus szerep

Az IL-1B glukdzanyagceserére gyakorolt hatidsaval kapcsolatos kozlemények nem
egyseégesek az irodalomban. Intraperitonedlisan adott human rekombinans IL-1 egerekben és
patkanyokban hypoglikémiat okozott [10]. Ennek a hatasnak a hatterében (feltételezhetéen mas
mechanizmusokkal egyiittesen) a vér inzulinszintjének a ndvelése allhat. Ezt tdmasztja ala az a
tanulmany, melyben az iv., icv., valamint intracerebralisan, a preoptikus anterior
hipotalamuszba adott IL-1p is hiperinzulinémiahoz vezetett [222]. Azt is igazoltak, hogy a
prosztaglandinoknak kulcsszerepe van ezen hatas kialakulasaban is, hiszen COX-gatlokkal

(indometacin, ibuprofen, meclofenamate) tortént elokezelést kovetd iv. vagy icv. injektalt IL-1
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esetén sem volt megfigyelhetd hiperinzulinémia [223]. Az IL-1 antidiabetikus hatasat figyelték
meg diabéteszes allatmodellen tobb kisérletben is, ahol a citokin normalizalta a vércukorszintet
[11, 162]. Az elozéekben emlitettekkel ellentétben azonban ezt a hatdst nem az IL-1 vér
inzulinszint-emel6 hatasanak tulajdonitjak [162]. Jo1 ismert, hogy az IL-1-nek fert6zések esetén
fontos szerepe van az akut fazis valaszban, s ez magaban foglalja a szervek inzulindependens
mechanizmussal torténé megndvekedett glukozfelhasznalasat [224]. Ugyanakkor rekombinans
szigetek Ca®* felvételének megakadalyozasa révén [225]. Az IL-1B-nak ezt gatld hatasat a
nitrogén-monoxid mediadlja [226]. In vitro megfigyelések izolalt patkany Langerhans-
szigeteken ugyanakkor kimutattak az IL-1 citotoxikus hatasat [9]. Magas glukézkoncentracio
hatasara human pancreas 3 sejtekben IL-1 termel6dik, ami az inzulinszekrécid karosodasahoz,
csokkent sejtproliferaciohoz ¢és apoptozishoz vezet [164, 227, 228]. Mindezek alapjan
feltételezik az IL-1 hozzajarulasait mind az 1-es, mind a 2-es tipusu diabetes mellitus
kialakulasahoz [163, 165-167, 229].

Laboratériumunk korabbi vizsgalatai soran a VMH-ba és az OFC-be mikroinjektalt IL-
1B GTT-ben koros lefutast vércukorszint-gorbét eredményezett [6, 230], s @ NAcc-be torténd
beadas utan is hiperglikémia és  glukoz-intolerancia mutatkozott [8]. Jelen
kisérletsorozatunkban, az IL-1B-t az ACC-be injektalva, nem tapasztaltunk szignifikans eltérést
a kontroll allatok vércukorszintjéhez képest GTT soran. Valdszinisithetd, hogy az IL-1
glukozanyageserére gyakorolt hatdsdnak fizioldgids vagy patologids iranyat nagyban

meghatarozza a mennyiség, a termelédés pontos helye és idébeni lefutasa [231].

Bakterialis fertézések esetén a lipoproteinek plazmaszintje a 1azas valasz alatt lecsokken
[232, 233], a trigliceridek szintje ugyanakkor altalaban emelkedett fert6zések és gyulladasok
esetén [234, 235] és ezen valtozasokat 1étrehozo folyamatokban a citokineknek fontos medialo
hatast tolthetnek be. Az irodalomban rendelkezésre 4ll6 adatok azonban néhol
ellentmondasosak. Az IL-1B ozmotikus minipumpa segitségével patkanyok hasiiregébe
injektalva a koleszterin plazmaszintjének csokkenését okozta, S ugyanezen tanulmany szerint a
trigliceridek szintjében is csokkenést figyeltek meg az IL-1 hatasara [12]. Farokvénaba
injektalva az IL-1-et, a trigliceridek plazmaszintjének gyors ndvekedésérdl szamoltak be, a
modell esetén — mely allatoknal hiperlipidémia jellemz0 — a zsirok mobilizacidjat figyelték meg

az IL-1 kezelés hatasara [11].
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Jelen kisérletsorozatunkban, az IL-1B-t az ACC-be bilateralisan mikroinjektalva, a HDL
¢s az Osszkoleszterin plazmakoncentracigjadban mértiink szignifikans csokkenést. A
trigliceridek szintje megndvekedett a kontroll allatokhoz képest, de ez a valtozas nem érte el a
szignifikans szintet. Eredményeink részben ellentétben allnak laboratériumunknak a kordbban
a NAcc esetében kapott megfigyeléseivel, ahol az IL-1p nemcsak a trigliceridek, hanem a
koleszterin plazmaszintjében is szignifikans emelkedést valtott ki [8].

Kisérleti eredményeink és az irodalomban elérhet6 adatok alapjan [8, 11, 12, 236] tehat
egy IL-1B-medialta, zsiranyagcserét érintd centralis szabalyozd folyamat feltételezhetd. A

zsiranyagcseréhez kapcsolodd metabolitok szintjének aktudlisan 1étrejovo valtozasa azonban

szamos, egymassal Osszefliggd szabalyozoé tényez0 integrativ mitkddésének eredménye.

4. lzreaktivitas

Az ACC pregenualis teriilete beidegzést kap az orbitofrontalis kéreg fel6l [109], ahol
féemlésben a masodlagos izkérget azonositottak [99]. Egyes forrasok egy harmadlagos izkéreg
meglétét is feltételezik az ACC-ben [110], mivel korabban izingerekre reagald neuronokat irtak
le ezen a teriileten [25]. Az insularis-opercularis els6dleges izkéreggel szemben, ahol az izinger
azonossaga ¢s intenzitasa reprezentalodik, az orbitofrontélis €s a cingularis kéreg esetén (tehat
a masodlagos és harmadlagos izkéregben) az iz jutalomértéke (,,kellemessége”) a meghatarozo
kvalitas [237].

Jelen kisérletiink az elsé az irodalomban, amely az IL-1B-nak az izek hedonikus
értékelésére vald hatdsat vizsgalja a cingularis kéregben. Az izreaktivitds tesztben kapott

eredményeink azt mutatjak, hogy az ACC-be bilateralisan mikroinjektalt IL-1p izreaktivitas

cre

cre

szignifikans kiilonbség az ingesztiv és averziv valaszok kozott — az IL-1B-kezelt patkanyok
egyértelmiien izletesnek értékelték, a magasabb koncentracioja édes (0,5 M szukréz) oldat
esetén pedig — ahol a kontroll allatok valaszai dontden ingesztivek voltak — eltlint a szignifikans
kiilonbség az ingesztiv és averziv valaszok kozott a kezelt allatoknal.

Az umami izt tekintve eredményeink sszevethetok szamos human, az IL-1p szintjének
emelkedésével jaro megbetegedés soran tapasztalt tlinettel: nem-alkoholos zsirmaj betegségben
szenvedOk esetén példaul az umami iz felismerési kiiszobének a magasabb értékek felé torténd,

szignifikans mértéka eltolodasat irtak le, aminek kovetkeztében a paciensek az izt kevésbé
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intenzivnek érezték, s ezaltal megnétt a pozitiv hedonikus valaszok szama [16]. Hasonld
eredmény sziiletett kronikus hepatitis C betegek korében is, ahol az umami felismerési kiiszobe
szintén feljebb tolddott, s a betegek a vizsgalt ételek koziil sokat izletesebbnek irtak le, mint a
kontroll csoport tagjai [17]. Jelen kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy az umami kisebb
ingesztiv valaszokat regisztraltunk a kontroll allatok részérdl). A fentiekben leirt felismerési
kiiszob eltolodas tehat jelen kisérleteinkben is magyarazatot adhat arra, hogy a magasabb
tanulmanyok [16, 17], valamint jelenlegi eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy ezen
kronikus majbetegségben szenvedd paciensek esetén az umami iz felismerési kiiszObének
eltolodasat az IL-1 megnovekedett koncentracidja okozhatja, ami az ACC miikodését is érinti.
esetében tapasztalt izreaktivitas-valtozast (az IL-1B-kezelt allatokndl nem mutatkozott a
kontrollokra jellemz6 szignifikans kiilonbség a pozitiv hedonikus valaszok javara) nem
magyarazhatjuk, hiszen a szukr6z oldat a kisebb koncentracioban is kifejezetten izletesnek
bizonyult, s6t az izreaktivitds indexek alapjan kellemesebbnek értékelték az allatok. A
gyulladasok ill. fertézések esetén megjelend anhedonia, az 6romet okozé tevékenységek iranti
érdeklodés elvesztése jol ismert jelenség, melyet a taplalkozassal kapcsolatban is kimutattak
(csokkent szacharinfogyasztas és -preferencia) [238]. Az IL-1p csokkentette a szukrozfelvételt
patkanyokban [15]. Ez Gsszhangban all a kapott eredményiinkkel, ugyanakkor felmeriil a

kérdés, hogy az alacsonyabb koncentracioju édes oldat esetén miért nem volt megfigyelhetd

crer

cre

értéke csokken az ,energiatelitettség” fokozddasaval mind emberben [239, 240], mind
ragesalokban [241, 242], igy ez a tényezd szerepet jatszhat az altalunk megfigyelt hatas
kialakulasaban. A kontroll csoport patkanyaira ugyanakkor nem volt jellemz0 az édes izre adott
valaszok megvaltozasa a magasabb koncentracio esetén. Tudjuk, hogy a citokinek a
melanokortin rendszer fenntartott aktivacidjaval, s a neuropeptid Y Gtvonal gatlasaval nagyban
befolyasoljak az energiaegyensulyt. Az anorexigén és orexigén peptidek egyensulyanak
megbomlésa az étvagy csokkenéséhez ¢€s a telitettségérzés novekedéséhez vezet [243, 244].
Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, 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.
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Megvaltozott érzékelési kiiszobot irtak le a keserii iz esetében, végstadiumu rakos
betegeknél, s ez a hatds azon személyek esetében volt a legnyilvanvalobb, akikben tobbek
kozott az IL-1B koncentracidja is magas volt [245]. Ez alapjan feltételezhetjiik, hogy jelen
kisérletiinkben, az umamihoz hasonloan, a keser(i iz esetében megfigyelt izreaktivitas-valtozas
hatterében is az iz érzékelési kiiszobének eltolodasa allhat.

Ismert, hogy az izek koziil az édes, a keserti és az umami azok, melyek az izletesség és
ezaltal az étel elfogadasanak legfobb meghatarozoi [17]. Ezen izek megvaltozott érzékelése
vagy hedonikus értékiik megvaltozasa tehat nagyban befolyésolja a betegek ételvalasztasat és
étvagyat, s ezaltal hozzajarulhat a testtdmeg fenntartasdnak nehézségeihez ¢és
anyagcserezavarok kialakulasahoz.

Az édes izhez valo veliink sziiletett vonzodas, valamint a keser(l iz okozta averzid, s
ezaltal ezen izek ételvalasztashoz torténd hozzajarulasa ma mar jol ismert evidencia [246-248],
az umami iz érzékelésének fontossagara azonban csak az utobbi évek kutatasai hivtak fel a
figyelmet: az umami iz percepcidjanak megtartottsaga kiilonosen fontos a taplalékfelvételi
magatartas szervez0désében, valamint a jo fizikai kondici6 fenntartasaban [249]. Az umami izt
ado MSG, mely természetesen is jelen van szamos ételféleségben, izfokozoként is hasznélatos
az ételek izletességének novelésére [250]. Umami specifikus izlelési rendellenességgel kiizdd
paciensek (egyedill az umami iz érzékelésének elvesztése, a tobbi iz érzékelése rendben
megtartott) az ételek iztelensége miatti étvagytalansagrol, valamint az emiatt bekovetkez6d
fogyasrol és rossz altalanos egészségi allapotrol szamoltak be. Specialis, az umami
izérzékelésiik helyreallitasat célzo kezelés hatasara ezen paciensek étvagya és testtomege is
jelentds mértékben javult [251, 252]. Az umami iz érzékelésének a tapanyagok felismerésében
és az emésztésben betoltott fontos szerepét hangsilyozza az a tény is, hogy az umami izt
medialo T1R receptorok nemcsak a szajiireg, hanem a gyomor és a duodenum nyalkahartya
szoveteiben is megtalalhatok [253-255].

Laboratoriumunk egy masik, még nem  publikilt kisérletsorozataban,
mikroelektrofiziologiai vizsgalatok soran olyan neuronok jelenlétét mutattuk ki a cingularis
kéregben, melyek MSG oldat intraoralis és intragasztrikus beadasara megvaltoztatjak tiizelési
frekvencidjukat, s ezen idegsejtek aktivitasvaltozdsa kellemetlen izoldatok beadasara joval
nagyobb mértékii volt, mint az umamira nem valaszolo sejteké [256]. Ez a megfigyelés szintén
alatdmasztja az umami iznek a taplalékfelvételi magatartds szervezddésében betdltott szerepét,
€s megerdsiti, hogy a cingularis kéreg részt vesz a kozponti szabalyozéds izérzékeléshez

kapcsolodo folyamataiban.
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Az intracerebralisan mikroinjektalt IL-1B hatdsat mar korabban is vizsgalta
laboratoriumunk, mas agyteriileten. A citokint a jelenlegi kisérletiinkben hasznalttal azonos
dozisban (7,5 ng) a VMH-ba juttatva szintén izreaktivitas-valtozasokat irtak le [257], jelenlegi
eredményeink az ACC-ben azonban csak részben egyeznek az ott tapasztaltakkal. A VMH-ba
IL-1B-t kapott allatok a kellemes izekre kevesebb ingesztiv €s tobb averziv valaszt adtak, mint
kontroll tarsaik, és az averziv valaszaik 0sszességében is erdsebbek voltak, mint az ingesztiv
reakciok ezekre a hedonikusan pozitiv izekre [257]. A cingularis kéregben a magasabb
koncentracioji szukroz izoldat esetén hasonlé eredményt kaptunk — a kontrolloknal
egyértelmiien izletesnek értékelt édes oldat az IL-B-kezelt allatok szamara kevésbé volt pozitiv
—, az averziv valaszok aranya azonban nem volt nagyobb az ingesztivekhez képest, mint ahogy
umami izoldat esetén a citokin-kezelt allatok — szemben a kellemes stimulus negativként tortén6
értekelésével, ahogy az a VMH-ban megfigyelhetd volt — az izeket kellemesebbnek,
izletesebbnek talaltdk. A kiilonbség egyrészt a két struktira eltérd funkcionalis szerepével
magyarazhat6: a VMH a klasszikusan ,,jollakottsag kdzpont”-ként szamontartott area, mely a
taplalkozasi magatartads szdmos alapvetd élettani jelentdségili idegi és humordlis tényezdjét
szabalyozza [258], mig az ACC a limbikus rendszer jutalmazé halozatanak részeként [259] a
taplalkozasi magatartas adaptiv mechanizmusaihoz, a gordiilékeny szabalyozashoz
indirektebben, a taplalkozasi folyamatokban érintett stimulusok érzelmi és hedonikus
vonatkozasainak értékelése altal jarul hozza [189]. Szintén megfontolando a két régioban a GM
sejtek eltérd aranya. Ezek az agy szamos szintjén jelenlévé kemoszenzoros neuronok egy
hierarchikus rendszert alkotva szorosan involvaltak a taplalkozasi magatartds szervezddésében,
s azt is kimutattak, hogy nagy aranyban IL-1B-szenzitivek [83]. Tobb agyi régioban (LHA, GP,
OFC) leirtak az IL-1B-ra reagald GM sejtek izvalaszkészségét [260]. Ezen GM sejtek aranya a
VVMH-ban egyharmad [261], mig a cingularis kéregben minden tizedik idegsejt bizonyult a GM
sejthalozat tagjanak laboratoriumunk egysejtelvezetéses elektrofiziologiai kisérletei soran [81].
A citokin altal okozott homeosztatikus hatasok is eltérnek a két régioban: a VMH-ban az IL-1
— tobbek kozott — taplalkozasi zavarokat és vércukorszint-emelkedést okozott [1, 230], mig az
ACC-be adva sem a patkanyok taplalékfelvételére, sem a vércukorszintjiikre nem volt jelentds
hatassal. Figyelembe véve, hogy az izingerek a szervezet aktualis élettani allapotatol fiiggden
eltér6 hedonikus valaszokat valthatnak ki [239], az IL-1p altal eredményezett eltérd
izreaktivitas-valtozasok a két régioban az emlitett, szintén az IL-1p altal okozott

homeosztatikus allapotbeli kiilonbségekbdl is eredhetnek.
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Feltételezhetjikk tehat, hogy a cingularis kérgi IL-1B-medialta folyamatok fontos
szerepet jatszanak az izekre adott valaszreakcidk létrejottében, s ezaltal a taplalékfelvételi

magatartas modositasaban.

5. Kondicionalt izaverzio

Kondicionalt izaverzi6 tesztben vizsgaltuk az IL-1P izérzékeléshez kothetd tanulasi
folyamatokra gyakorolt esetleges hatasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ACC-be
bilateralisan mikroinjektalt IL-1p nem vezet CTA kialakulasahoz, valamint a LiCl-dal kivaltott
izaverziot sem befolyasolta. Eredményeink 6sszhangban vannak kutatocsoportunk korabbi, a
VMH-ban végzett vizsgalatainak eredményeivel, ahol az IL-1f szintén nem okozott izaverziot
[257]. Intraperitonealisan injektalva leirtak enyhe izaverzidt kivaltd hatasat, de a citokin
hipofagiat okozo hatasat csak kis szazalékban tulajdonitjak ennek a tanult averzionak [262].
Vannak ugyanakkor tanulmédnyok, melyek az IL-1B CTA-t kivalté hatdsat bizonyitjak mind
periférias [263], mind icv. beadasat kovetden [264]. ElGbbi esetén azt is leirtak, hogy az ip.
adott IL-1B, a beadast megelézéen elfogyasztott, az allat szamara korabban ismeretlen izi
folyadék iranti preferenciat dozisfiiggé modon csokkentette [263]. Az ip. injektalt IL-13 CTA-
t indukald képességét nagy valdszinliséggel a vagus kozvetiti, mivel szubdiafragmatikus
vagusatmetszéssel meggatolhato ez a hatas [265]. A centralisan beadott IL-1p-t illetéen nincs
bizonyiték a CTA-t kivalto hatas dozisfliiggd voltara. Janz és mtsai tanulmanyaban [264] az icv.
injektalt IL-1 a jelen kisérletiinkben az ACC-be adott IL-1B dozisaval 6sszevethetd (5 ng vs.
7,5 ng), s CTA kialakulasdhoz vezetett. A fentiek alapjan azt mondhatjuk, hogy az IL-1B
bizonyos koriilmények kozott kondicionalt izaverzidt valthat ki, de — legalabbis az altalunk
alkalmazott dozisban — a cingularis kéregben nincs ilyen, az izleléshez kapcsolodé tanulasi

folyamatban betoltott szerepe.

6. Magatartasi kisérletek: open field és helypreferencia teszt

Az izleléshez kapcsolodd folyamatok vizsgalata mellett az ACC-be mikroinjektalt IL-
1P altalanos magatartasi hatdsaira is kivancsiak voltunk. Open field tesztet végeztiink a
citokinnek az allatok lokomotoros aktivitasara kifejtett hatdsanak vizsgalatara. Eredményeink

azt mutatjak, hogy az IL-1p az alkalmazott dézisban nem csokkentette az allatok aktivitasat (a
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szaglaszast, az apparatus kozépso €s sz€Isoé részén torténd keresztezések szamat és az egyes
részeken eltoltott idot tekintve nem talaltunk szignifikéns eltérést a csoportok kozott), sot,
novelte az exploracids tevékenységet (lokomocid, agaskodas). Feltételezhetd hogy a citokinnek
a lokomotoros aktivitasra kifejtett hatasa doézisfliggd: mig az IL-1B ip. injektalt magasabb
dozisai (100 ng vagy magasabb) egérben csokkentették a keresztezések szdmat open field teszt
soran, a legalacsonyabb alkalmazott dézisban (30 ng) a lokomotoros aktivitas emelkedése volt
megfigyelhetd [266]. Szintén dozisfiiggdként jellemezték az icv. adott IL-1p patkdnyok emelt
keresztpalld tesztben megfigyelt viselkedésére vald hatasat: mig 100 ng IL-1B anxiogén
hatasunak bizonyult, a 0,01 és 10 ng ko6zotti dozisok csokkentették a szorongas mértékét [267].
Ezen eredmények Osszevethetdk a jelen kisérleteinkben, az ACC-be torténd IL-1p beadést
kovetden tapasztaltakkal, ahol a citokin 7,5 ng-os dozisa ndvelte az allatok lokomotoros
aktivitasat. Ez azt jelenti, hogy a jelen kisérletsorozatunkban, az izreaktivitds tesztben kapott
eredményeink nem csupan a citokin bevezetében emlitett, j0l ismert hatasainak (sickness

behavior, szorongas, csokkent lokmocio) kovetkezményei.

Az ACC-be adott IL-1p potencialis negativ vagy pozitiv megerdsitd hatasat
kondicionalt helypreferencia tesztben vizsgaltuk. Sem helypreferencia, sem helyaverzié nem
volt megfigyelhet6 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-1B nem valtott ki kondicionalt izaverziot. Az irodalomban is
talalunk arra vonatkozd adatot, hogy az IL-1B nem befolydsolja a szukrozzal kivaltott
helypreferenciat, annak ellenére, hogy a szukrozfogyasztast csokkenti [15]. Ez azt jelenti, hogy
elkiilonithetd a citokin els6dleges és kondicionalt megerdsité stimulusként megnyilvanuléd

hatasa.
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VII. Eredmények 6sszefoglalasa

Az IL-1B ACC-be torténd bilateralis mikroinjekciojat kovetd eredményeinket az alabbiakban

foglalhatjuk 6ssze:

1. Az IL-1B nem befolyésolta szignifikdnsan sem az allatok taplalék-, sem vizfelvételét.
2. Az IL-1P szignifikdns emelkedést okozott az allatok testhdémérsékletében.

3. Paracetamol el8kezeléssel a testhémérséklet-emelkedés kivédhetd volt, azaz, az IL-

1B hatdsmechanizmusdban a prosztaglandin-medidlta folyamatok szerepét igazolni

tudtuk.

4. GTT soran nem mutatkozott szignifikans eltérés az allatok vércukorszintjében az IL-

1B kezelés hatasara.

5. Az IL-1B hatisara szignifikans csokkenés tortént a HDL és osszkoleszterin

plazmaszintjében.
6. [zreaktivitas tesztben az IL-1B kezelés hatasara eltéréseket mutattunk ki az allatok

--------

ey

7. Az IL-1B hatasara nem alakult ki kondicionalt izaverzio.
8. A LiCl-dal kivaltott CTA-t nem befolyésolta a citokin mikroinjekcioja.

9. Open field tesztben az IL-1B fokozta a patkanyok exploracids tevékenységét

(lokomocid, agaskodas).

10. Helypreferencia tesztben sem az IL-1B  vonatkozasidban sem pozitiv
(helypreferencia), sem pedig negativ megerdsitd hatas (helyaverzid) nem

igazolodott.
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VIII. Konkluzié

Az ACC-be bilateralisan mikroinjektalt IL-1p hatasara jelentés homeosztatikus és
magatartasbeli eltéréseket figyeltiink meg a vizsgalt allatokban. A citokin befolyasolta az
allatok testhomérsékletét, zsiranyagcseréjét, valtozasokat okozott azon izek hedonikus
értékelésében, melyek az izletesség, s ezaltal az étel elfogadasanak legfobb meghatarozoi, s

fokozta az allatok exploracios tevékenységét.

Eredményeink felhivjak a figyelmet az IL-1B-medialta folyamatok homeosztazis
fenntartdsaban és a taplalkozasi magatartds kdzponti szabalyozasaban vald érintettségére
ebben az elsésorban emocionalis és kognitiv funkciokban betdltott szerepérdl ismert, a
taplalkozas és anyagcsere teriiletén kevéssé kutatott kérgi régioban. Az ACC az e funkcidkban
alapveté szerepet betoltd agyteriiletekkel vald szoros kolcsonkapcsolatai révén is egy
hierarchikusan felépiil6 szabalyozo rendszer részét képezi, s a miikodésében fellépd zavarok
a homeosztazis egyensulyanak felboruldsdhoz, a tdplalkozasi magatartds megvaltozasdhoz és

anyagcserezavarok kialakulasahoz vezethetnek.

Kutatasaink eredményei megerdsiteni latszanak azt a bevezetdben felvetett hipotézist,
miszerint a taplalkozasi és anyagcsere megbetegedések (diabetes mellitus, anorexia és bulimia
nervosa, metabolikus szindroma, koros elhizas stb.) hatterében a periférias eltérések mellett a
kozponti idegrendszeri szabalyozéas zavarai legalabb olyan fontos tényezdoként szerepelnek.
Kulcsfontossaginak tartjuk tehdt ezen, mara mar népbetegséggé valt megbetegedések
tiineteinek gyogyszeres kezelésére iranyuld torekvések mellett az érintett agyteriiletek
funkciondlis eltéréseinek megismerésére vonatkoz6 kutatasokat. Eredményeink a taplalkozas
és anyagcsere szabalyozasaban ,klasszikusan” alapvetOnek tartott struktirdk széleskorii
vizsgélatan tul a kapcsolodd régiok ilyen irdnyl kutatdsdnak fontossagara is felhivjak a

figyelmet.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

In order to elucidate whether cytokine mechanisms of the cingulate cortex (cctx) are important in the central
regulation of homeostasis, in the present study, feeding-metabolic effects of direct bilateral microinjection of
interleukin-1( (IL-1B) into the cctx of the rat have been investigated. Short- (2 h), medium (12 h) and long-term
(24 h) food and water intakes and body temperature were measured after the intracerebral administration of this
primary cytokine or vehicle solution, with or without paracetamol pretreatment. The effect of IL-1{3 on the blood
glucose level of animals was examined in glucose tolerance test (GTT), and concentrations of relevant plasma
metabolites (total cholesterol, HDL, LDH, triglycerides, uric acid) were additionally also determined following
the above microinjections. In contrast to causing no major alteration in the food and water intakes, the cytokine
treatment evoked significant increase in the body temperature of the rats. Prostaglandin-mediated mechanisms
were shown to have important role in the mode of this action of IL-1f, since paracetamol pretreatment partially
prevented the development of the above mentioned hyperthermia. In the GTT, no considerable difference was
observed between the blood glucose levels of the cytokine treated and control animals. Following IL-1B
microinjection, however, significant decrease of HDL and total cholesterol was found. Our present findings
indicate that elucidating the IL-13 mediated homeostatic control mechanisms in the cingulate cortex may lead to
the better understanding not only the regulatory entities of the healthy organism but also those found in obesity,
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diabetes mellitus and other worldwide rapidly spreading feeding-metabolic disorders.

1. Introduction

The maintenance of homeostasis, to keep the internal environment
constant, is served by several adaptive and defense mechanisms in
which immunomodulators play a pivotal role. In immune and inflam-
matory processes, for the communication among the cells, various
cytokines are utilized; these special peptide molecules are produced by
lymphocytes (lymphokines), monocytes (monokines) and other cell
types as well [1].

Interleukin-1 (IL-1) is one of the particularly important representa-
tives of the cytokines. It exists in two molecular isoforms: IL-1a and IL-
1B [2], of which the B isomer [interleukin-1f (IL-1B)] proved to be
biologically more important both in rodents and primates [3]. This
primary cytokine is released during various defense reactions, acute
and chronic pathological processes of the organism [4]. It is synthetized
both peripherally and centrally. In the periphery, it is produced by
monocytes/macrophages, lymphocytes, fibroblasts, endothelial and
other cells [5]. The presence of IL-1 in the cerebrospinal fluid originates

from the peripheral blood on one hand [6,7], and from local synthesis
(by astrocytes, microglia, endothelial cells, macrophages and even by
the neurons themselves) on the other hand [8,9]. Receptors of IL-1f can
be detected heterogeneously throughout the whole central nervous
system [10]. IL-1f has several biological effects both in the immune and
nervous systems, accordingly, its importance is already established in
homeostatic processes as well [3,11]. With respect to our present
project, the role of IL-1B in the central regulation of feeding and
metabolism must be highlighted. It decreases water [12] and food
intake after peripheral [13,14] and also after central administration
[11,15]. In the studies of our laboratory, bilateral intracerebral micro-
injection of this primary cytokine revealed its similar roles in several
forebrain areas [globus pallidus (GP), orbitofrontal cortex (OFC),
nucleus accumbens (NAcc)] [16-18].

It is well known that IL-1f3, in addition to the above, also causes
hyperthermia, both after peripheral and central administrations
[12,19,20]. This observation was additionally confirmed by the experi-
ments of our research group, as IL-1p microinjection administered into
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the above mentioned brain regions (GP, NAcc, OFC) led to the
remarkable elevation of body temperature [16-18].

The importance of interleukin-1 in glucose homeostasis has also
long been examined [21,22], and when it is administered peripherally,
it has had an impact on the levels of other metabolites as well [23,24].
Some authors [13,25] suppose prostaglandin-mediated mechanisms in
the background of the homeostatic alterations induced by IL-1f.
Nonsteroidal anti-inflammatory drugs inhibit the cyclooxygenase en-
zyme (COX) which plays an important role in the synthesis of
prostaglandins [26]. In order to clarify the role of the COX-mediated
mechanisms in the mode of action of IL-1f3, paracetamol pretreatment
was used in our food and water intake and body temperature measuring
investigations.

The cingulate cortex (cctx) is a structurally and functionally
heterogeneous brain region around the corpus callosum on the medial
surface of the brain [27]. It was originally divided into two main parts
(anterior cingulate cortex (ACC) and posterior cingulate cortex (PCC))
by Brodmann, but more recently midcingulate cortex (MCC) has also
been endorsed as a unique structure and it was confirmed to exist in
primates and in rats as well [28]. The target area of our present series of
experiments, the anterior cingulate cortex (ACC), is known to be
essential in emotional and cognitive processes. It plays role in the
organization of behavioral actions, primarily by the modulation of
responses to various environmental stimuli [29]. Increased activation of
the ACC was shown by imaging methods to be associated, among
others, to the following conditions and processes: attention [30]; goal-
directed behavior [31]; emotional aspects of pain [32]; autonomic
regulation [33]; evaluation of hedonic, pleasant or aversive properties
of the stimulus [34]. Regarding our present experiments, involvement
of the ACC in conditions jeopardizing the maintenance of homeostasis
must especially be taken into consideration [35]. It is also known that,
as part of the limbic system, the cingulate cortex is intimately involved
in the central regulation of feeding and metabolism [36,37]. It has
strong interconnections with several structures of the forebrain limbic
circuitry, among others, the orbitofrontal cortex and the nucleus
accumbens, where the functional engagement of IL-13 mediated
mechanisms in homeostatic processes was already confirmed by our
research group [17,18]. It is an additional important fact with respect
to the present study, that in single neural cell recording microelec-
trophysiological experiments, the existence of neurons responding to
microelectrophoretically administered IL-13 was revealed in this cor-
tical region.

Based on all the above, in the present series of experiments, we
injected IL-1p bilaterally into the cingulate cortex of adult male Wistar
rats, and examined the effects of this primary cytokine on homeostatic
functions. Food and water intake and body temperature of the animals
were measured. In addition, the blood glucose levels in glucose
tolerance test and the plasma concentrations of relevant metabolites
(total cholesterol, HDL, LDH, triglycerides, uric acid) were determined.
In order to clarify the role of COX mediated mechanisms in the mode of
these actions of IL-1f3, similar measurements were also performed in
animals with intracerebral paracetamol pretreatment.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Adult (8-10 week old) male Wistar rats weighing 260-350 g at the
beginning of the study, were used in this series of experiments. The
number of animals was altogether 124 in total 6 experiments (3 pilot
experiments, 2 repetitions of food and water intake and body tempera-
ture measurements, 1 repetition of GTT). Separate groups of rats have
been used in the respective investigations (Table 1.). The animals were
kept on standard laboratory chow food (Charles River Kft, Budapest,
Hungary) and tap water in individual cages in a room providing
constant temperature (23 + 2 °C) and humidity (55-60%) and 12-h
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dark/light cycle. Our experiments were performed in accordance with
institutional (breeding license No.: BA 02/2000-8/2012), national (Law
XXVIII, 1998, Government Decree, 40/2013. (II.14) Hungary) and
international regulations (European Community Council Directive 86/
609/EEC; 1986, 2006; European Directive 2010/63/EU of the Eur-
opean Parliament and of the Council; National Institutes of Health
Guidelines, 1997).

2.2. Surgery

Guide cannulas for the IL-1f3 or vehicle microinjections were compiled
from stainless steel hypodermic needles (23 G). The completed microcan-
nulas were implanted bilaterally above the cingulate cortex in a stereotaxic
operation. Microinjection delivery cannulas were passed through these
guide cannulas to administer substances directly into the cingulate cortex.
The operation was performed under ketamine (Calypsol, 50 mg/ml; Richter
Gedeon Rt., Hungary; 0,3 ml/100 g body weight) anesthesia. After the head
of the animals was fixed, a longitudinal incision was made above the scalp
and the bone was cleared. Hydrogen peroxide was used to reduce bleeding
and for disinfection as well. Under microscopic control, a hole of
approximately 4 mm in diameter was drilled through the skull by means
of a dental drill. Guide cannulas were placed on the surface of the dura
above the cingulate cortex through this hole by means of a micromanipu-
lator (MN-33 Narishige, Japan). Coordinates (AP: B + 2,7 mm, ML:
0,9 mm) were determined by using the rat brain atlas of Paxinos and
Watson [38]. Cannulas were fixed with dental acrylic, then, after applying
antiseptic powder (Tetran, Richter Gedeon Rt., Hungary), the wound was
closed. The operation was followed by one week of recovery period.

2.3. Cingulate cortex microinjections

IL-1B3 (SIGMA; 5ng/ul; dissolved in 0,1% phosphate-buffered
saline/PBS/containing 0,1% bovine serum albumin/BSA/); paraceta-
mol (substance, UP MS Pharmacy; 15 pg/ul; dissolved in sterile PBS) or
sterile PBS in the control animals, were administered into the cingulate
cortex as bilateral microinjections by means of a microinfusion pump
(Cole Parmer 789200C). Hamilton syringes of 25 pl capacity containing
the solutions were connected to the stainless steel delivery cannulas
(30 G) via Hibiki 3 (Hibiki, Japan) polyethylene tubes. The delivery
cannulas were then passed on to the required brain area, i.e., to the ACC
(AP: B + 2,7 mm, ML: 0,9 mm, V: 1,6 mm) through the previously
implanted guide cannulas. During the 1 min interval of the microinjec-
tion, 0.75ul solution was given each side of the brain. After the
administrations were finished, the cannulas were left in the brain for
an additional minute to allow free diffusion of chemicals and to prevent
flow of the solution backwards. The correct cannula track position at
the representative stereotaxic coordinates according to the rat brain
atlas of Paxinos and Watson [38] is shown in Fig. 1. During the
microinjections, the well-handled animals were awake, kept calm on
the experimental table.

2.4. Measurement of food and water intake

Food and water intake measurements were performed after 24 h of
food deprivation. Four groups of rats were formed in these experiments:
both the cytokine-treated and the control animals were divided into two
further groups and half of these animals received paracetamol pretreat-
ment 25 min before the administration of IL-1 or PBS. The cycloox-
ygenase inhibitor paracetamol was also applied in the form of bilateral
microinjection. Laboratory chow food was given back to the animals
after the microinjections at 6 p.m. (the beginning of the active period of
the rats). The short- (2 h, at 8 p.m.), medium- (12 h, at 6 a.m.) and long-
term (24 h, at 6 p.m.) food and water intakes were measured to the
nearest grams. As control measurements, food and water consumptions
were monitored for several days (at identical times of the day) before
the treatment day.
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Table 1
Summary of the experiments.
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Surgery

Cingulate cortex microinjections

Investigation

Implantation of guide cannulas in a stereotaxic operation one week

before the microinjections IL-1pB (group 1)

Paracetamol pretreatment (25 min earlier)
+ PBS (group 2)

IL-1f (group 3)
PBS (grup 4)
1L-1B (group 1)

PBS (group 2)

Paracetamol pretreatment (25 min earlier) +

Body temperature measurements 2 h after the
microinjections

Food and water intake measurements 2 h, 12 h and 24 h
after the microinjections

GTT 20 min after the microinjections
Metabolite measurements 20 min after the microinjections

2.5. Measurement of body temperature

Body temperature (BT) was determined rectally, by means of a
digital thermometer with the accuracy of one tenth of centigrade (°C).
The measurement was performed just before the microinjections and
2 h later (8 p.m.) in the same four groups. Control measurements were
performed for several days (at identical times of the day) before the
treatment day.

2.6. Glucose tolerance test (GTT)

Blood glucose levels (BGL) of the animals were examined in a
standardized glucose tolerance test after 12 h of food deprivation. At
the beginning of the study, a control GTT was performed in order to
exclude animals with metabolic abnormalities. Intraperitoneal injection
of 20% D-glucose solution (0,2 g/100 g bw/ml) was administered i.p.,
20 min after the IL-1f or PBS microinjections. Blood glucose levels were
measured right before the cerebral microinjections and 9, 18, 30, 60
and 120 min after the sugar load. Samples were obtained from the tail
vein of the rats and BGLs were determined electrochemically by means
of a semi-automatic glucometer (Dcont Ideal, 77 Elektronika Kft.,
Hungary).

2.7. Metabolite measurements

Relevant plasma metabolites (total cholesterol, HDL, LDH, trigly-

Bregma 2.70 mm

cerides, uric acid) were determined after 12h of food deprivation.
Blood samples were obtained after decapitation of the rats 20 min
following the IL-1f3 or PBS microinjections, and were examined with a
cold chemistry photometer (Spotchem EZ SP4430, Arkray, Japan).

2.8. Histology

In order to determine the location of the bilaterally positioned
cannulas in the brain, after all experiments ended, rats were over-
anesthetised and transcardially perfused by physiological saline and 4%
formaline. Brains were removed from the skull, and fixed in 4%
formaline. Frozen, 40 pm thin sections were stained by cresyl violet
(Nissl staining). Rats with inappropriate cannula positions were ex-
cluded from data analysis.

2.9. Data analysis

For the processing and statistical analysis of our experimental data,
the “SPSS for Windows” program package was used. Results were
presented as means + SEM. One-way analysis of variance (ANOVA) or

Student’s t-test and Tukey’s test for post hoc comparisons were used for
the evaluation of data. Differences were considered to be significant at
the level of p < 0.05.

Fig. 1. Histological illustration of the delivery cannula track position (shown by the arrow) and the schematic drawing of the corresponding half-brain section from the rat brain atlas of

Paxinos and Watson (Paxinos and Watson 1997).
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Fig. 2. Short- (2 h), medium (12 h) and long-term (24 h) food (A) and water intakes (B) after microinjection of IL-1f into the cingulate cortex. P, paracetamol pretreatment + IL-1,
interleukin-1p (n = 21); P + CO, control (n = 22); IL-1 (n = 20); CO (n = 22). Bars represent means * SEM.

3. Results

3.1. Food intake (FI) and water intake (WI) measurements

At all measuring times (2h, 12 h, 24 h), FI and WI values of the
cytokine treated group, as it is shown for the 2 h, 12 h, and 24 h values,

respectively, in Fig. 2, did not differ significantly compared to those of
the control animals (F values for the respective comparisons varied
from F(3, 81) = 0.260 to 3.049, all not significant). Thus, the cingulate
cortical IL-1f3 microinjection had no significant effect on the food and
water intakes of the rats.
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Fig. 3. Alterations in body temperature after microinjection of IL-1f into the cingulate
cortex. P, paracetamol pretreatment + IL-1, interleukin-1f (n = 21); P + CO, control
(n = 22); IL-1 (n = 20); CO (n = 22). Bars represent means = SEM. * IL-1 vs. CO,
p < 0.001; IL-1 vs. P + CO, p < 0.001. P + IL-1 vs. IL-1, p = 0.005; P + IL-1 vs. CO,
p = 0.113; P + IL-1 vs. P + CO = 0.069.

3.2. Body temperature

In contrast to the fact of observing no major difference in the short-,
medium- and long-term food and water intakes, a single, bilateral IL-1f3
microinjection administered into the cingulate cortex was shown to
result in hyperthermia (Fig. 3., One-way ANOVA; F(3, 81) = 10.067;
p < 0.001). Differences between the initial body temperatures and at
the time of 2h after the microinjections were as follows: P + IL-1:
0.40 = 0.17°C,P + CO: —0.06 += 0.09 °C,IL-1:1.06 *= 0.15°C, CO:
—0.02 * 0.10, thus, evidence has been provided for that the primary
cytokine was the one causing significant elevation of body temperature
(IL-1 vs. CO, p < 0.001; IL-1 vs. P + CO, p < 0.001; Tukey’s test).
The paracetamol pretreatment partially prevented the development of
the IL-1P induced hyperthermia (P + IL-1 vs. IL-1, p = 0.005; P + IL-1
vs. CO, p = 0.113; P + IL-1 vs. P + CO = 0.069; Tukey’s test). Para-
cetamol itself (just as the PBS solution per se) did not cause alteration in
the body temperature of the animals.

3.3. GTT and plasma metabolite measurements

The blood glucose levels (BGLs) of the interleukin-1p treated rats
were higher throughout the whole GTT compared to the control
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animals (Fig. 4., BGLs of the IL-1P treated and the control animals:
0 4,33 = 0.17mmol/l vs. 4.08 = 0.11 mmol/l, 9 9,71 +
0.85 mmol/Il vs. 9.36 * 0.42 mmol/l, 18 14,00 = 0.77 mmol/l vs.
12.58 = 0.98 mmol/l, 30" 13,72 = 0.69 mmol/l vs. 13.02 =
0.99 mmol/l, 60 9,67 * 0.47 mmol/1 vs. 9.27 += 0.91 mmol/],
120" 7,03 = 0.38 mmol/1 vs. 6.57 * 0.61 mmol/1). Despite the dis-
tinct dynamics of the two curves, significant difference was not
observed in the blood glucose concentrations of the cytokine treated
and control rats (t values for the respective comparisons varied from t
(24) = 0.357 to 1.187, all not significant).

In contrast to what was seen in case of the GTT, when measuring the
plasma concentrations of relevant metabolites, significant decrease was
found in the concentrations of HDL and total cholesterol after the
cytokine microinjection (Fig. 5., HDL: IL-1: 0.33 + 0.02 mmol/l, CO:
0.54 = 0.03 mmol/], t(11) = 5.687, p < 0.001; total cholesterol: IL-
1: 1.31 = 0.02mmol/l, CO: 1.60 * 0.11 mmol/l, t(11) = 3.979,
p < 0.005, independent samples t-test). In the concentrations of the
other measured metabolites (LDH: IL-1: 1300.44 + 397.06 IU/I, CO:
849 + 313.16 IU/]; triglycerides: IL-1: 0.59 0.07 mmol/l, CO:
0.47 + 0.04 mmol/l; uric acid: IL-1: 91.44 21.46 pmol/l, CO:
75.75 * 8.46 ymol/1), there was no significant alteration compared
to values of the vehicle treated animals (t values for the respective
comparisons varied from t(11) = —1.087 to 1.785, all not significant).

=+
=+

4. Discussion

In the present series of experiments, significant elevation of body
temperature was observed after bilateral cingulate cortical microinjec-
tion of IL-1f. The role of cyclooxygenase in the mode of action of the
cytokine was also verified, as the COX-inhibitor paracetamol was
effective to reduce hyperthermia caused by the microinjection. In
addition to the above, a significant decrease of the plasma concentra-
tions of HDL and total cholesterol was also observed after the cytokine
treatment. Our findings are the first results in the literature with respect
to the role of IL-1f3 in the central regulation of feeding and metabolism
in the cingulate cortex [39]. The lack of side effects that enabled us to
evaluate the important aspects of the findings, was due to the sequential
experimental design and the low dosage of the cytokine used in the
experiments.

The widespread distribution of IL-1 receptors throughout the brain
has long been known, and these types of receptors have also been
detected in the anterior cingulate cortex [10]. Cytokine mechanisms
appear to be functional in this cortical area, among others, a significant
increase of proinflammatory cytokines (IL-1$ and TNF-a) was observed
in the ACC in a pain induced aversion paradigm [40].

14 ¢

12¢

10+

Blood glucose level (mmol/l)

18 30

60

120
Time (min)

Fig. 4. Blood glucose levels measured during the glucose tolerance test. 4 Interleukin-13 (n = 14) [J Control (n = 12).
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The potential roles of local cytokine-mediated processes are also
substantiated by the fact, that in extracellular single neuron recording
experiments, in our laboratory, the existence of IL-1p-responsive
neurons has been shown in the cingulate cortex. Such neural cells are
also present in the globus pallidus, orbitofrontal cortex and the nucleus
accumbens [16,18,41], brain areas that have strong interconnections
with the cingulate cortex and in which the role of IL-1 mediated
mechanisms in homeostatic processes was already also revealed by our
research group [16-18].

4.1. Food and water intake

The anorexigenic effect of IL-13 has been demonstrated in numer-
ous studies. The cytokine decreased food intake after peripheral [14],
or central, i.c.v. [15], and intracerebral, intrahypothalamic administra-
tions [12]. Reduction of food intake was also shown by our research
group after direct bilateral microinjection of IL-1f into the globus
pallidus [16], orbitofrontal cortex [17] and nucleus accumbens [18].
The anorexigenic effect of the cytokine is considered to be mediated by
IL-1 receptor type I, but its impact on the drinking behavior of the
animals is supposed to be mediated by a distinct receptor mechanism
[42]. This notion is supported by works where decrease in food intake
after central administration of IL-1f3 was not accompanied by hypo- or
adipsia [17,42]. In some cases, even hyperdipsia could be observed
along with the cytokine treatment [16]. In our present study, neither
the food intakes nor the water intakes of the animals were influenced by
the bilaterally administered microinjection of IL-1f3 into the cingulate
cortex. Our results let us to conclude that IL-1B mediated mechanisms
do not regulate food and water intake in a direct way in the cingulate
cortex. However, it is known, that the sensory properties of the food
(sight, taste, texture) are very important drivers of food intake [37].
The anterior cingulate cortex has an important role in the neural
mechanisms associated with food motivation as it was demonstrated in
an fMRI study comparing the hemodynamic response in obese and
healthy weight adults viewing food and non-food images in pre- and
postmeal conditions. In the premeal state, the obese group showed
increased activation in the ACC compared to the healthy group, and the
self-reported levels of disinhibition of these participants negatively
correlated with the premeal activations of the ACC [36]. Activity in the
anterior cingulate cortex showed correlation with the subjective
pleasantness of fat texture and also with the pleasantness of flavor of
the food in another fMRI study [34]. The anterior cingulate cortex was
activated by pleasant and unpleasant odors (the anterior part of the
ACC correlated with the subjective pleasantness evaluation of the
odors), and various taste stimuli [37]. In taste reactivity tests, we
examine the mimical and postural-locomotor organismic responses to
various taste solutions. Our early results imply that there is a difference
in the taste perception of the control animals and the ones that received
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SEM. HDL: IL-1 vs. CO, p < 0.001; total cholesterol: IL-1 vs. CO, p < 0.005.

IL-1B microinjection into their cingulate cortex [43]. Based on the
above, despite the “negative” data in the FI and WI measurements in
our present study, it is reasonable to suppose that the cingulate cortex,
at least, through the evaluation of hedonic, pleasant or unpleasant
properties of the food, has an important role in the organization of
feeding behavior.

4.2. Thermoregulatory role

The enhanced activity of the anterior cingulate cortex was also
shown to get induced by the perception of thermal pain [44].
Considering that the cingulate cortex is closely and reciprocally
interrelated to the insular cortex which plays important role in
thermosensory integration and releases autonomic and endocrine
thermoregulatory signals [45], the role of the cingulate cortex in
temperature changes associated regulatory processes appears to be
reasonably supposed. Direct administration of IL-1f3 into the cingulate
cortex resulted in significant increase in body temperature. Although
the pyrogenic effect of the cytokine has already been well known, based
on reported hyperthermia both after its peripheral and central admin-
istration [16-20], it was the first time to demonstrate the thermo-
regulatory role of this primary cytokine in this cortical area. IL-1f has
been revealed to stimulate arachidonic acid metabolism, thus leading to
the enhanced production of prostaglandin E2 (PGE2) from various cell
types [46,47]. Based on these and other data of literature, fever is
supposed to be caused by the actions of PGE2 on the vascular organ of
lamina terminalis [48,49] and the preoptic anterior hypothalamic area
[50].

4.3. Role of COX in the interleukin-1f induced hyperthermia

The role of prostaglandin mediated mechanisms in the background
of the action of IL-1(3 has been confirmed by several studies using
prostaglandin inhibitors to block homeostatic alterations induced by
this primary cytokine [13,15,25]. In our present experiment, we
examined if paracetamol inhibited the effect of IL-1f3. The pharmacol-
ogy of paracetamol appears to be quite similar to that of the non-
selective NSAIDs (such as ibuprofen, ketoprofen and naproxen) that
inhibit the cyclooxygenase enzyme, thus preventing the biosynthesis of
prostanoids from arachidonic acid, and especially to the selective COX-
2 inhibitors [51]. The antipyretic effect of paracetamol is supposed to
be due to COX-2 blockade, since COX-2 heterozygous mice displayed a
strongly attenuated febrile response to lipopolysaccharide after a
titrated dose of paracetamol that had no inhibiting effect on the
lipopolysaccharide-induced fever in wild-type mice [52]. A further
finding is that IL-1f does not cause fever in COX-2 knockout mice as it
does in COX-1 knockout mice [53]. As COX-3 is a splice variant of COX-
1, the reason for antipyretic action of paracetamol also cannot be the
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inhibition of COX-3 [54]. Data about the antipyretic effect of centrally
administered paracetamol are, however, contradictory. Paracetamol
pretreatment reduced (though did not completely abolish) the intra-
pallidal IL-1B induced hyperthermia [16]. Only i.p. and not the
centrally injected COX inhibitor was effective to prevent the elevation
of body temperature elicited by IL-1 given into the orbitofrontal cortex
of rats [17]. It also seemed to be ineffective to prevent hyperthermia
caused by the cytokine administered into the nucleus accumbens of
rats, but our findings also showed that higher dose of paracetamol did
block the raise in body temperature in the cytokine treated animals
[18]. In our present experiment, paracetamol partially inhibited the
hyperthermic effect of IL-1p. This means that it is unquestionable, that
cyclooxygenase mediated processes play important role in the IL-1f
induced hyperthermia, but this result also seems to substantiate that
there are other mechanisms involved as well. There is evidence, for
instance, that the central adrenergic system participates in the media-
tion of the IL-1 induced febrile response in rats [20]. The details and
other potential processes of this presumably complex mechanism still
remain to be fully explored and explained.

4.4. Metabolic role

The impact of either centrally or peripherally administered cyto-
kines on the glucose metabolism has already long been discussed in the
literature. Interpretations are, however, contradictory. Low doses of
intraperitoneally delivered human recombinant IL-1 caused hypoglice-
mia in mice and rats, and this effect was supposed to be caused
(probably in addition to other mechanisms) by increasing blood levels
of insulin [22]. The latter was confirmed by a study where intravenous
(iv), intracerebroventricular (icv) and even direct intracerebral admin-
istration of the cytokine into the preoptic anterior hypothalamic area
led to hyperinsulinemia [55]. It was also revealed, that prostaglandins
play a key role in this effect, since hyperinsulinemia was not observed
after iv or icv injected IL-1 preceded by cyclooxygenase inhibitor
(indomethacin, ibuprofen, or meclofenamate) pretreatment [56]. IL-1
showed antidiabetic properties as it normalized blood glucose levels in
diabetic animal models [57]. This study concluded with the notion that
the antidiabetic effect was not mediated by the insulin level increasing
action of the cytokine. IL-1 also normalized the abnormal glucose
tolerance of diabetic rats and stimulated fat mobilization in these
animals [23]. It is well known that interleukin-1 has an important
modulatory role in the acut-phase response in case of infections. This
includes the increased glucose utilization of the organs by an insulin-
dependent mechanism [58]. Nevertheless, glucose-induced insulin
secretion of the islets of Langerhans is known to get inhibited by
recombinant interleukin-1 (rIL-1); in this effect the inhibition of
glucose-induced Ca®* uptake by the islets has been postulated [59].
It was also shown that nitric oxide mediates the IL-1B-induced
inhibition of glucose-stimulated insulin secretion by islets of Langer-
hans [60]. In vitro observations at the same time, demonstrate the
cytotoxic effect of interleukin-1 in isolated rodent islets [21]. Based on
all the above, it is supposed that this primary cytokine should act as a
mediator in the development of type 1 diabetes [61]. Presumably, the
physiologic or pathologic direction of the effect of IL-1 is determined by
its amount as well as by the spatial and temporal pattern of its
production [62].

IL-1B injected directly into the orbitofrontal cortex caused a
prolonged hyperglycemia in the second half of the glucose tolerance
test [17], and the administration of the cytokine into the NAcc also
resulted in hyperglycemia and glucose intolerance [18]. In our present
experiment, the blood glucose levels of the IL-1f treated rats, compared
to the control animals, did not change significantly during the GTT.

Numerous studies have shown that in case of bacterial infections,
plasma levels of lipoproteins are lower during the febrile response
[63,64]. Plasma levels of triglycerides are, however, in most cases
elevated in infections and inflammation [65,66] and cytokines are
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thought to mediate the mechanisms causing these alterations. Results
are, however, not unequivocal. In a classic study where IL-13 was
administered via osmotic minipumps implanted into the peritoneal
cavity of rats, a fall in plasma levels of cholesterol was observed [24]
which seem to confirm the role of the cytokine in causing hypocholes-
terolemia. Furthermore, there was also reduction seen in the triglycer-
ide levels in the same study elucidating the complex consequences of
the continuous infusion of IL-1f. IL-1 injected via the tail vein caused a
fast increase in serum triglyceride levels, but it did not affect the serum
cholesterol concentrations [67]. In our present experiments, a signifi-
cant decrease in the plasma concentrations of HDL and total cholesterol
was found after the cytokine microinjection directly into rostral region
of the cingulate cortex. Plasma levels of triglycerides were higher in the
IL-1p treated group, but the difference was not significant. A previous
study of our laboratory showed that IL-1f injected directly into the
NAcc caused significant elevation of not only the triglycerides, but the
plasma cholesterol as well [18]. Our results and the data of literature
obviously demonstrate that IL-13 mediated central control mechanisms
affecting lipid metabolism do necessarily exist, nevertheless, the actual
changes of plasma concentrations of lipid metabolism associated
metabolites greatly depend on the shifts of the balance of several
interrelated regulatory factors.

After all, based on these and other data of literature, it is reasonable
to suppose that the IL-13 mediated processes in the cingulate cortex are
intimately involved in the central regulation of homeostasis. In the
maintenance of homeostasis and all related functions, the control of
body temperature and the concentration of relevant plasma metabolites
are of distinguished significance. The exact mechanisms and the
numerous influencing factors of these complex regulatory processes
are, however, yet to be defined.
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Homeostatic significance of interleukin-12 in the cingulate cortex*

Comment on: Csetényi B, Hormay E, Szab¢ |, Takacs G, Nagy B, Laszl6 K, Karadi Z. Food and
water intake, body temperature and metabolic consequences of interleukin-13 microinjection
into the cingulate cortex of the rat. Behav Brain Res. 331:115-122. doi: 10.1016/j.
bbr.2017.05.041.

Keeping the internal environment constant in a continuously changing external environment, i.e. the mainte-
nance of homeostasis is crucial for the living organisms and it is served by several mechanisms. Interleukin-1
(IL-1) is one of the most important cytokines, peptide molecules that are responsible for the communication
among the immune, neural and other cells of the organism in immune and inflammatory processes. Of the two
isoforms of this primary cytokine, the ‘beta’ form appears to be biologically a lot more important. The IL-18 is
known to have numerous functional effects both in the immune and nervous systems, and its role has already
been shown in homeostatic regulatory processes as well [1]. The target area of our present series of experiments
was the anterior cingulate cortex which is known to be essential in motivational, emotional and cognitive control
mechanisms. As part of the limbic system, it is supposed to be also involved in the organization of homeostatic
processes. In microelectrophysiological experiments of our laboratory, the functional presence of IL-1 respon-
sive neural cells has been elucidated in this cortical area. Based on all the above, the goal of the highlighted study
[2] was to reveal whether cytokine mechanisms of the cingulate cortex are important in the central regulation of
homeostasis. To do so, changes in food and water intake, body temperature, and other metabolic functions, i.e.
homeostatic effects of direct bilateral microinjection of IL-18 into the cingulate cortex of adult male Wistar rats
have been investigated. To clarify the role of cyclooxygenase (COX) — mediated mechanisms in the mode of the
postulated action of IL-1p, the effect of intracerebral pretreatment by the COX-inhibitor paracetamol was tested
in our study.

Guide cannulas for the IL-18 or vehicle microinjections were implanted on the surface of the dura above the
cingulate cortex in a stereotaxic operation under ketamine anesthesia. One week later, IL-1p; paracetamol or ster-
ile phosphate-buffered saline (PBS), in the sham control animals, were administered into the cingulate cortex as
bilateral microinjections through the previously implanted guide cannulas (Figure 1).

Food and water consumption of the rats were monitored for one day after the microinjections: short-
(2 h), medium- (12 h) and long-term (24 h) measurements were performed. Animals were divided into four
groups in these experiments: half of both the cytokine-treated and the control animals received paracetamol pre-
treatment 25 minutes before the administration of IL-18 or PBS. These experiments were carried out after
24 hours of food deprivation.

Body temperature of the same four groups of animals was measured rectally, just before and two hours after
the intracerebral microinjections, by means of a digital thermometer.

In order to examine the blood glucose levels of cytokine treated and control rats, a standard glucose tolerance
test was performed 12 hours following the food deprivation. Measurements were carried out right before and 20
minutes after the cerebral microinjections of IL-18 or PBS, as well as 9, 18, 30, 60 and 120 minutes after the sugar
load. Blood samples were taken from the tail vein of the rats and blood glucose levels were determined electro-
chemically by means of a semi-automatic glucometer.

Relevant plasma metabolites (total cholesterol, HDL, LDH, triglycerides, uric acid) of the animals were also
determined following 12 hours of food deprivation. Blood samples were obtained after decapitation of the rats 20

*This article was commissioned by Andras Garami, Discovery Editor.
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Figure 1. Guide cannulas for the IL-18 or vehicle microinjections were implanted in a stereotaxic operation under ketamine anesthesia.
After one week of recovery, IL-18, paracetamol or sterile PBS were administered into the cingulate cortex by means of a microinfusion
pump through the previously implanted guide cannulas. Body temperature of the animals was measured by means of a digital ther-
mometer just before and two hours after the microinjections. Measurement of relevant metabolites was performed 20 minutes after
the microinjections by means of a cold chemistry photometer. Interleukin-18 caused significant elevation of body temperature ("p <
0.001) and significant decrease in the plasma levels of HDL and total cholesterol ("HDL: p < 0.001; total cholesterol: p < 0.005). Food
and water intakes and blood glucose levels of the animals did not change remarkably after the intracerebral microinjections.

minutes following the IL-18 or PBS microinjections. A cold chemistry photometer was employed for these
examinations.

All experiments were performed under protocols with approved ethical permissions.

Although the food and water intake decreasing effect of the cytokine is one of the most widely known conse-
quences of the IL-18 microinjection in other brain structures [3], the cingulate cortical administration of IL-18
had no significant effect on these parameters. Instead, this primary cytokine applied into the cingulate cortex was
shown to result in the elevation of body temperature. Despite the well known pyrogenic effect of intracerebrally
administered IL-18 [4], it was the first time to demonstrate its thermoregulatory role in this cortical area. The
body temperature of the cytokine treated animals increased significantly compared to the control and the para-
cetamol pretreated groups. That is, the involvement of cyclooxygenase mediated processes in the IL-18 induced
fever was also substantiated. Nevertheless, the paracetamol prevented the body temperature rising effect only
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partially, which necessarily means the involvement of other mechanisms as well. The details and other potential
elements of this presumably complex mechanism are yet to be fully explored.

The blood glucose levels of the interleukin-1p treated rats were higher throughout the whole glucose tolerance
test compared to values of the vehicle treated animals, but the difference did not reach the level of significance.
Interpretations about the effect of cytokines on glucose metabolism are contradictory in the literature, presum-
ably it is determined by its local available amount and the spatial and temporal pattern of its production [5]. In
contrast to causing no major alteration in the blood glucose levels, a significant decrease was observed in the
plasma concentrations of HDL and total cholesterol after the cytokine microinjection into the cingulate cortex.
Plasma levels of triglycerides were marginally higher in the IL-18 treated group, but in the concentrations of the
other measured metabolites there was no remarkable alteration compared to the control animals. Cytokines are
thought to be involved in the mediation of the alterations of plasma levels of triglycerides and lipoproteins in
infectious and inflammatory diseases, but these results are, again, contradictory. In a previous study of our labo-
ratory, for instance, IL-18 injected directly into the nucleus accumbens resulted in significant elevation of not
only the triglycerides, but the plasma cholesterol as well [1]. Results make it clear that IL-18 mediated central
control mechanisms affecting lipid metabolism do necessarily exist. The actual changes of plasma concentrations
of lipid metabolism associated metabolites, however, depend on several interrelated regulatory factors.

After all, based on the findings of the highlighted study, it is reasonable to suppose that the IL-15 mediated
processes in the cingulate cortex have important role in the central regulation of homeostasis. The close con-
trol of body temperature, and the actual concentration of relevant plasma metabolites are of great significance
in the maintenance of the homeostatic balance of the organism. Elucidating the above mentioned processes
lead to the better understanding of the complex interactions among the regulatory systems of the healthy
organism, and also those found in such feeding-metabolic disorders, like obesity and diabetes mellitus that
are known to impose a rapidly increasing heavy burden on the modern societies.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The anterior cingulate cortex (ACC), is known to be intimately involved in food-related motivational processes
and their behavioral organization, primarily by evaluating hedonic properties of the relevant stimuli. In the
present study, the involvement of cingulate cortical interleukin-1( (IL-13) mediated mechanisms in a) gustation
associated facial and somato-motor behavioral patterns of Wistar rats were examined in taste reactivity test (TR).
In addition, b) conditioned taste aversion (CTA) paradigm was performed to investigate the role of these cy-
tokine mechanisms in taste sensation associated learning processes, c) the general locomotor activity of the
animals was observed in open field test (OPF), and d) the potentially negative reinforcing effect of IL-13 was
examined in conditioned place preference test (CPP).

During the TR test, species specific behavioral patterns in response to the five basic tastes were analyzed.
Response rates of ingestive and aversive patterns of the cytokine treated and the control groups differed sig-
nificantly in case of the weaker bitter (QHCI, 0.03 mM), and the stronger umami (MSG, 0.5 M) tastes. IL-1p itself
did not elicit CTA, it did not interfere with the acquisition of LiCl induced CTA, and it also failed to cause place
preference or aversion in the CPP test. In the OPF paradigm, however, significant differences were found be-
tween the cytokine treated and the control groups in the rearing and grooming, the number of crossings, and in
the distance moved. Our results indicate the involvement of cingulate cortical IL-13 mechanisms in the control of
taste perception and other relevant behavioral processes.

Keywords:

Cingulate cortex
interleukin-1f

Taste reactivity
Conditioned taste aversion
Open field

Place preference

1. Introduction

Feeding and drinking behaviors are the result of complex neural and
humoral regulatory processes. The primary cytokine interleukin-1f3 (IL-
1B) is known to have remarkable influence on the central regulation of
feeding and metabolism. Numerous studies demonstrated its anorexi-
genic effect after peripheral [1], icv [2]. and even direct, intracerebral
[3] administrations. This characteristic response is considered to be
mediated by IL-1 receptor type I [4]. By means of a distinct receptor
mechanism, it also has an impact on water intake [3,5]. In previous
works of our laboratory, similar effects of bilateral microinjection of the
cytokine were elucidated in the globus pallidus (GP), orbitofrontal
cortex (OFC) or nucleus accumbens (NAcc) [5-7].

There is increasing evidence that inflammatory states are associated
with gustatory alterations and related disorders. A “whole mouth
method” gustatory test, comparing healthy control subjects and

patients with acute inflammatory disease, revealed that the latter had
increased taste detection and recognition thresholds for umami taste
[8]. Inflammatory cytokine expression after intraperitoneal injection of
lipopolysaccharide (LPS) [9] significantly decreased the number of new
taste bud cells and so it inhibited taste cell renewal [10]. LPS-induced
sickness caused the increase of aversive responses and the decrease of
ingestive ones to mixed taste solution [11], furthermore, LPS and IL-1f3
were shown to decrease sucrose intake in rats [12]. Taste disorders
were observed in non-alcoholic fatty liver disease patients [13], in a
condition in which interleukin-1-type cytokines are closely involved in
the pathological processes [14]. Interleukin-1f secretion of human
macrophages exposed to hepatitis C virus is likely to play an important
role in hepatic inflammation [15]. Taste perception alterations were
also recognized in chronic hepatitis C patients [16]. Liver disease re-
lated alterations in the sense of taste are supposed to be mediated by
brain derived neural mechanisms [17]. Since there is a neural
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interaction between IL-1( and the activity of hepatic vagus nerve fibers
(the infusion of IL-1p into the portal vein led to vagal nerve excitation
[18]), increased cytokine production in liver disease can be a possible
cause of the related gustatory dysfunctions by triggering neural sti-
mulation toward the brainstem, where - at least part of - the taste-as-
sociated information is processed [17].

The target brain area of our present series of experiments is the
anterior cingulate cortex (ACC). This region is mainly known for its
important role in the control of cognitive and emotional processes.
Based on findings of neuropsychological and functional neuroimaging
studies, it is considered to monitor the emotional aspects of stimuli and
it also modifies organismic responses given in states when — among
unusual circumstances - intensified cognitive control is needed [19].
ACC is active, for instance, when the balance of homeostasis is dis-
turbed: in hunger [20], thirst [21], or hypoglycemia [22], and also
during, e.g., overheating [23]. All the above demonstrates its crucial
significance in the organization of goal-oriented behavioral output
patterns. As such, and as part of the forebrain limbic circuitry, the
cingulate cortex appears to be indispensable in the central regulation of
feeding and metabolism as well [24,25]. The contribution of IL-1f
mediated mechanisms in homeostatic processes has already been shown
by our research group in several limbic forebrain structures, for ex-
ample, in the orbitofrontal cortex and the nucleus accumbens [6,7],
areas known to have intense and reciprocal interconnections with the
cingulate cortex [26,27]. The presence of IL-1 receptors in the anterior
cingulate cortex has long been known [28], furthermore, microelec-
trophysiological single unit recording experiments of our laboratory
revealed the existence of neurons altering their firing rate in response to
locally, electro-osmophoretically administered IL-1[3 here (unpublished
data).

In another series of our previous studies, we examined the effect of
bilaterally microinjected IL-1f into the cingulate cortex on food and
water intake, body temperature and plasma levels of relevant meta-
bolites [29]. The results elucidated that IL-13 mediated mechanisms in
this cortical area do not regulate food and water intake in a direct way,
since the cytokine had no remarkable impact on either the food or the
water intakes of the animals. The significant decreases in the plasma
concentrations of high density lipoprotein and total cholesterol and the
marked elevation of body temperature [29], however, clearly demon-
strated the involvement of cingulate cortical IL-1(3 mediated processes
in the central regulation of homeostasis.

The anterior cingulate cortex is intimately involved in neural con-
trol mechanisms of motivational determination of behavioral actions.
Recent fMRI studies clearly demonstrated the role of this area in food
motivation, as well as the determinant role of gustation in it. Namely, it
has been revealed that the ACC of obese participants expressed greater
activation to food vs non-food pictures compared to members of the
healthy weight control group [24]. It has been also shown that acti-
vation of the ACC was more likely to respond to sweet high-calorie than
to savory high-calorie foods [30]. The ACC, together with the orbito-
frontal cortex, appears to take part in the encoding of the pleasantness/
aversiveness of sensory stimuli: ACC activation, for example, correlated
with the subjective pleasantness ratings of odors [31], fat texture and
also with the pleasantness of flavor of the food [32].

Since food intake is greatly influenced by the aforementioned sen-
sory properties (sight, taste, smell, texture) of the meal, we hypothesize
that the cingulate cortex is involved in the organization of feeding
behavior through the evaluation of hedonic, pleasant or unpleasant
properties of the food. In the present series of experiments, therefore,
IL-13 was bilaterally microinjected into the cingulate cortex, and its
effects on the taste perception of adult male Wistar rats were examined
in taste reactivity tests. Additionally, conditioned taste aversion para-
digm was also performed to investigate the role of cingulate cortical
adaptive IL-13 mechanisms in taste sensation associated learning pro-
cesses.

IL-1f as a pro-inflammatory cytokine is known to be responsible for
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inducing inflammation-related feelings like malaise and lethargy, col-
lectively known as sickness behavior. Furthermore, it can induce an-
xiety-like behavior and depression [33-35], conditions that are char-
acterized by decreased locomotion. The question arises, whether the
possible alterations in the taste reactivity test after the cytokine treat-
ment may be an indirect consequence of these conditions. In order to
exclude this possibility, open filed test was performed to examine the
locomotor and exploratory activity of the animals. The potentially
aversive effect of IL-1p was also examined in conditioned place pre-
ference test.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Altogether 112 adult male Wistar rats weighing 270 —310 g at the
beginning of the study, were used in this series of experiments, from
which the data of 97 were evaluated. The animals were kept on stan-
dard laboratory chow pellet food (Charles River Ltd., Budapest,
Hungary) and tap water ad lib in individual cages in a room with
constant temperature (23 * 2 °C) and humidity (55-60 %), as well as
with 12—12 hours dark/light cycle. Our experiments were performed
in accordance with institutional (breeding license No.: BA 02/2000-72/
2017), national (Law XXVIII, 1998, Government Decree, 40/2013.
(II.14) Hungary) and international regulations (European Community
Council Directive 86/609/EEC; 1986, 2006; European Directive 2010/
63/EU of the European Parliament and of the Council; National
Institutes of Health Guidelines, 1997). The number of animals mini-
mally needed to evaluate the results was used in our experiments and
all efforts were made to provide the required conditions for their well-
being, and also, to minimize their suffering.

2.2. Surgery

Chronic intraoral, so called taste cannulas made of polyethylene
tubes (HIBIKI, Japan; outer diameter: 1.33 mm) were implanted into
the oral cavity of the animals taking part in the taste reactivity test.
These cannulas were used to deliver the gustatory stimulus solutions
into the mouth during the test. The operation was performed under
anesthesia introduced by the intraperitoneal injection of 4:1 mixture of
ketamine (Calypsol, Richter Gedeon Rt., Hungary; 80 mg/kg body
weight) and diazepam (Seduxen, Richter Gedeon Rt., Hungary; 20 mg/
kg body weight). The cannulas were placed anterolateral to the first
maxillary molar and led through a small transbuccal slit subcutaneously
up to the lateral part of the skull. Cannulas were fixed by surgical
stitches, and antiseptic solution was applied locally after finishing this
operation (Betadine, EGIS, Budapest, Hungary).

Guide cannulas for the intracerebral IL-13 or vehicle microinjec-
tions were compiled from stainless steel hypodermic needles (23 G).
These microcannulas were implanted bilaterally above the cingulate
cortex in stereotaxic operation sessions. During the microinjection
session, delivery cannulas were passed through these guide cannulas to
administer substances directly into the cingulate cortex. These opera-
tions, to prepare for the microinjection, were performed right after the
implantation of the taste cannulas, in joint sessions, under the same
anesthesia. After the head of the animals was fixed, a longitudinal in-
cision was made above the scalp and the bone was cleared. Hydrogen
peroxide was used to reduce bleeding and for disinfectioning as well.
Under microscopic control, a stereotaxically oriented hole was drilled
through the skull by means of an appropriate dental drill. Guide can-
nulas were placed on the surface of the dura above the cingulate cortex
through this hole by means of a micromanipulator (MN-33 Narishige,
Japan). Coordinates (AP: B + 2,7 mm, ML: 0,9 mm) were determined
by using the rat brain atlas of Paxinos and Watson [36]. Pairs of the
cannulas were fixed in position with dental acrylic, then, after local
application of antiseptic powder (Tetran, Richter Gedeon Rt., Hungary),
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Bregma 2.70 mm

Fig. 1. Histological illustration of the delivery cannula track position (arrow)
and the schematic drawing of the corresponding half-brain section from the rat
brain atlas of Paxinos and Watson [36].

the wound was closed. All operations were followed by one week of
recovery period.

2.3. Cingulate cortex microinjections

IL-1P (SIGMA; 5 ng/pl; dissolved in 0.1 % phosphate-buffered saline
/PBS/ containing 0.1 % bovine serum albumin /BSA/), or sterile PBS in
the control animals, were administered into the cingulate cortex as
bilateral microinjections by means of a microinfusion pump (Cole
Parmer 789200C). Hamilton syringes containing the solutions were
connected to the stainless steel delivery cannulas (30 G) via Hibiki 3
(Hibiki, Japan) polyethylene tubes. The delivery cannulas were then
passed on to the required brain area, i.e., to the ACC (AP: Bregma + 2,7
mm, ML: 0,9 mm, V: 1,6 mm; Fig. 1.) through the previously implanted
guide cannulas. During the 1 min interval of the microinjection, 0.75 pl
solution (that means, 3.75 ng of IL-1p) was given each side of the brain.
After the administrations were finished, the cannulas were left in place
in the brain for an additional minute to allow free diffusion of chemicals
and to prevent backflow of the solutions. The microinjections were
performed in well-handled awake animals being calm on the experi-
mental table.

Fig. 1. Histological illustration of the delivery cannula track position
(arrow) and the schematic drawing of the corresponding half-brain
section from the rat brain atlas of Paxinos and Watson [36].

2.4. Experiments

2.4.1. Taste reactivity test (TR)

An adapted and modified version of the taste reactivity test ori-
ginally introduced by Grill and Norgren [37] was used in our labora-
tory. Three days after the surgery, rats were started to be trained to get
accustomed to the experimental circumstances. They were placed in a
plexiglass cylinder (30 cm high and 30 cm in diameter) for one minute
and the taste cannulas were rinsed with distilled water on a daily basis.
The taste reactivity tests were started 20 min after the intracerebral
microinjections: 0.5 ml of the taste solutions were delivered into the
oral cavity of the animals at 0.5 ml/min rate by means of a micro-
injection pump (Cole Parmer 789200C). Gustatory stimulus solutions
representing the five basic taste qualities were administered in two
concentrations: sweet (sucrose, 0.05 and 0.5 M); salty (NaCl, 0.05 and
0.5 M); sour (HCI, 0.03 and 0.3 M), bitter (quinine —HCI /QHCl/, 0.03
and 3.0 mM); and umami (monosodium-r-glutamate /MSG/, 0.05 and
0.5 M). Species specific facial expressions and postural-locomotor be-
havioral patterns of animals in response to the taste stimuli were re-
corded by digital video camera for later frame-by-frame evaluation. A
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mirror tilted and positioned in 45° angle was fixed under the cylinder,
and this enabled the observation of the mouth and the perioral region of
the animals during the entire test period. Rhythmic mouth movements,
rhythmic tongue protrusions along the midline, lateral tongue move-
ments and paw licking were evaluated as ingestive, while gaping, chin
rubbing, head shaking, forelimb flailing and evoked, escape-like loco-
motor movements as aversive behavioral patterns. The recordings were
analyzed by three experienced evaluators who did not know the
grouping of the rats. Responses of the animals, corresponding to the
strength and duration of ingestive and/or aversive behavioral patterns,
separately, were evaluated by a score (up to 3) for each taste solution.
Then, so called ingestive and aversive taste reactivity indices were
generated to all the tastes from the average of the summarized scores of
the animals by dividing these values by 3.

2.4.2. Conditioned taste aversion test (CTA)

Conditioned taste aversion (CTA) means the long term avoidance of
a certain taste of food or fluid after it is associated with gastrointestinal
discomfort or malaise. Two distinct arrangements of the experiment
were performed in our present study using different animal groups. On
the one hand, the potential taste aversion eliciting capacity of IL-1f3
itself was tested. On the other hand, the potential modifying effect of IL-
1B on the acquisition process of LiCl induced taste aversion was also
examined.

Rats were trained to consume their daily water need restricted to 30
min intake sessions every morning from 10:00 to 10:30 a.m. The guide
cannula implanting surgery took place after the animals had learned the
new drinking schedule. After the operations, during 3 days of recovery,
water was provided ad libitum for them. Following this 3-day long
period, rats were re-accustomed to the daily 30 min fluid consumption
schedule. On the conditioning day, a novel taste solution (0.1 % Na-
saccharinate solution) was introduced to the animals, instead of water.

In the first paradigm, microinjection of IL-1f3 or PBS (controls) was
performed 30 min after the fluid consumption session of the animals.

In the second paradigm, microinjection of IL-13 or PBS was per-
formed right after the drinking period, and 15 min later the rats were
injected i.p. with the gastrointestinal discomfort inducing lithium
chloride (0.15 M, 20 ml/kg b. w.). After these procedures, animals had
water available for 3 days in the 30 min schedule again. On the 4th
(test) day, water was replaced by saccharin solution again in the or-
dinary half hour drinking period, and consumptions of the saccharin
solution measured on the conditioning and the test days in the cytokine
treated and the control groups were statistically compared.

2.4.3. Open field test (OPF)

Species specific motor patterns and locomotor activity of the ani-
mals were examined in open field test (OPF). On the first day a habi-
tuation session was accomplished, and on the second day, basal activity
was studied without any microinjections. On the test day, OPF was
performed 20 min after the bilateral intracerebral microinjections of
either the cytokine or the vehicles. The animals were placed into a 50
cm x 50 cm x 50 cm box lit by a red bulb and their activity was recorded
for 5 min by means of a digital video camera fixed above the apparatus.
The ground of the cage was virtually divided into 16 identical squares
in order to define the peripheral, corner and center areas of the box.
Rearing, grooming, sniffing, urination and defecation, the distance
moved, the number of crossings and the time spent in the different parts
of the box were investigated. Data were stored and analyzed by means
of the Noldus EthoVision Basic software (Noldus Information
Technology B.V., Wageningen, The Netherlands).

2.4.4. Conditioned place preference test (CPP)

Positive or negative reinforcing effects of drugs can be examined by
the conditioned place preference test [38,39]. We employed the inter-
nationally validated protocol, the experimental setup and the ex-
amination procedure of our Institute [40]. Experiments were performed
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in an isolated experimental room that was dimly lit. The corral con-
sisted of a circular open field arena with a diameter of 85 cm and with a
40 cm high wall. The ground base of the apparatus was divided into
four quadrants of equal size by black lines. External visual cues on the
inside walls of the corral helped the animals in spatial orientation inside
the apparatus. The place preference procedure consisted of a habitua-
tion (day 1), a conditioning (day 2) and a test (day 3) trial, each lasted
for 900 s (15 min). In the habituation trial animals were placed into the
apparatus and had free access to all parts of it for 900 s. The apparatus
was cleaned and dried after each rats. The time the animals spent in
each of the four quadrants was measured. Treatment quadrant was
determined to be one of the four quadrants in which the animal had
spent neither the longest nor the shortest time during habituation. On
the conditioning day, animals received the IL-1 or PBS microinjections
and 20 min later they were restricted to the treatment quadrant for 15
min by means of a plexiglass barrier. On the test day, rats had free
access to all parts of the apparatus again. The time they had spent in
each of the four quadrants was measured and compared between the
two groups. Behavior of the animals was recorded by a digital video
camera. Data were stored and analyzed by means of the EthoVision
Basic software (Noldus Information Technology B.V., Wageningen, The
Netherlands).

2.5. Histology

After all experiments ended, rats were over-anesthetised (urethane,
25 % fresh solution, 7 ml/kg b.w.; i.p.) and transcardially perfused by
physiological saline and 4 % formaline in order to determine the lo-
cation of the bilaterally positioned cannulas in the brain. Brains were
removed from the skull, and fixed in 4 % formaline. Frozen, 40 um thin
sections were stained by cresyl violet (Nissl staining). Rats with in-
appropriate cannula positions (15 from all the 112 animals) were ex-
cluded from data analysis (Fig. 2).

Fig. 2. Ilustration of reconstructed injection sites. Correct bilateral
injection placements (tips of infusion cannulas) are indicated on panel
A (n = 97). Incorrect injection placements are indicated on panel B (n
= 15). Brain structure diagrams of coronal sections are adapted from
the stereotaxic atlas of Paxinos and Watson [36]. The numbers refer to
anterior-posterior distance from Bregma in mm. Identical symbols
(black and grey dots and empty circles) indicate coherent injection sites
of bilateral microinjections. Numbers above marked sites indicate
numbers of animals.

2.6. Data analysis

For the processing and statistical analysis of our experimental data,
the “SPSS for Windows” program package was employed. Results were
presented as means = SEM. One-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s test for post hoc comparisons or Student’s t-test
were used for the statistical evaluation of data. Differences were con-
sidered to be significant at the level of p < 0.05.

3. Results
3.1. Taste reactivity test (TR)

Ingestive and aversive taste reactivity indices are presented in Fig.3.
The differences between the responses of the control and the IL-1f
treated animals were significant in case of two taste solutions, namely
the lower concentration bitter (QHCI, 0.03 mM) solution and the higher
concentration umami (MSG, 0.5 M) solution. In the control group, there
was no remarkable difference between the ingestive and aversive re-
actions in response to these tastes [QHCI, 0.03 mM: F(3, 76) = 9.288, p
= 0.827; MSG, 0.5 M: F(3, 76) = 6.450, p = 0.853]. In the cytokine
treated group, however, there was a significant difference between the
ingestive and aversive taste reactivity indices in case of both tastes
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(QHC], 0.03 mM: p < 0.001; MSG, 0.5 M: p < 0.001). These results are
presented in Fig. 4. The IL-1f treated rats definitely evaluated these
tastes as a pleasant stimulus by showing significantly more ingestive
than aversive reactions. For the other taste solutions, there were no
significant differences between the groups. The 0.05 M NaCl, 0.05 M
sucrose, 0.05 M MSG, 0.03 M HCI and 0.5 M sucrose that were clearly
pleasant for the control animals since they showed significantly more
ingestive than aversive reactions to these tastes [NaCl, 0.05 M: F(3, 76)
= 26.016, p < 0.001; sucrose, 0.05 M: F(3, 76) = 37.742, p < 0.001;
MSG, 0.05 M: F(3, 76) = 19.799, p < 0.001; HCl, 0.03 M: F(3, 76) =
10.509, p = 0.005; sucrose, 0.5 M: F(3, 76) = 10.436] remained
pleasant in the IL-1p treated rats as well (NaCl, 0.05 M: p < 0.001;
sucrose, 0.05 M: p < 0.001; MSG, 0.05 M: p < 0.001; HCI, 0.03 M:
p < 0.001; sucrose, 0.5 M: p = 0.498). The 3 mM QHCI and 0.3 M HCl
that were definitely unpleasant for the control animals, since they
showed significantly more aversive than ingestive responses [QHCI, 3
mM: F(3, 76) = 36.419, p < 0.001; HCl, 0.3 M: F(3, 76) = 224.787,
p < 0.001) remained unpleasant in the IL-1p treated rats as well (QHCI,
3 mM: p < 0.001; HCl, 0.3 M: p < 0.001). Ingestive responses dominate
in case of the 0.5 M NaCl, but the difference is not significant [F(3, 76)
= 3.250, p = 0.853], similarly to the reactions of the control animals
(p = 0.164).

Fig. 3. Ingestive and aversive taste reactivity indices including all
taste solutions

Fig. 4. Taste reactivity indices in response to the lower concentra-
tion QHCI and the higher concentration MSG solution

3.2. Conditioned taste aversion test (CTA)

In the first paradigm of the conditioned taste aversion test, IL-1f3
given bilaterally into the cingulate cortex itself did not elicit condi-
tioned taste aversion [F(3, 24) = 3.724, p = 0.025] (Fig. 5.). The post
hoc Tukey’s test revealed that there were no significant alterations in
the fluid consumption of the cytokine treated animals on the test day
compared to the conditioning day (p = 0.653), and compared to the
control animals on the test day either (p = 0.403).

In the second paradigm of the conditioned taste aversion test, the
cytokine was proven not to interfere with the acquisition process
(Fig. 6.). Taste aversion has developed in both groups [F(3, 20) =
20.168, p < 0.001]: there was a significant decrease in the fluid intake
values of the conditioning day compared to those of the test day, both
in the cytokine treated (p < 0.001) and the control group (p = 0.001).
In addition, there was no significant difference between the cytokine
treated and the control animals (p = 0.835) in their test day’s con-
sumptions.

Fig. 5. Fluid consumption in grams on the conditioning and the test
day in the 1 st paradigm of the CTA test

Fig. 6. Fluid consumption in grams on the conditioning and the test
day in the 2nd paradigm of the CTA test

3.3. Open field test (OPF)

In the OPF test, significant differences were observed between the
locomotor activity of the cytokine treated and the control group (in-
dependent samples t-test, Fig.7a, 7b, 7c). The values of the IL-1f treated
group were found to be significantly higher in case of the number of
rearing (IL-1: 12.14 = 1.06, CO: 4.67 +1.12; t(11) = 4.86, p =
0.001), the number of grooming (IL: 5.14 *+ 0.83, CO: 2.17 * 0.6; t(11)
= 2.82, p = 0.017), the distance moved (IL: 1428.09 = 34.81, CO:
894.43 + 162.55; t(5.46) = 3.21, p = 0.021), and the number of
crossings in the corner areas (IL:23.67 + 1.67, CO: 12.50 + 3.61; t(10)
= 2.81, p = 0.019). There were no significant differences between the
two groups in case of sniffing, the number of crossings in the middle
and peripheral areas and the time spent in the different areas of the
open field box. Similarly, no significant differences were found in the
locomotor activity of the animals during the habituation and the basal
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Fig. 2. Illustration of reconstructed injection sites. Correct bilateral injection placements (tips of infusion cannulas) are indicated on panel A (n = 97). Incorrect
injection placements are indicated on panel B (n = 15). Brain structure diagrams of coronal sections are adapted from the stereotaxic atlas of Paxinos and Watson
[36]. The numbers refer to anterior—posterior distance from Bregma in mm. Identical symbols (black and grey dots and empty circles) indicate coherent injection sites

of bilateral injections. Numbers above marked sites indicate numbers of animals.

activity measurements.

Fig. 7. Significant alterations observed in the open field test (OPF):
a. number of rearing and grooming; b. distance moved in cm; c. number
of crossings in the corners

3.4. Conditioned place preference test (CPP)

No significant difference was found between the behavior of the IL-
1B treated and the control animals on the test day of the conditioned
place preference test (IL:116.8 + 38.0, C0:159.6 * 66.5; t(10) =
-0.776, p = 0.456; independent samples t-test; Fig. 8.). There was no
significant alteration between the values of IL-1(3 treated animals on the
habituation and the test day either (H:189.4 + 28.1, T:116.8 + 38.0; t
(5) = 1.827, p = 0.127; paired samples t-test; Fig. 8) that is, neither
conditioned place preference, nor conditioned place aversion was ob-
served.

Fig. 8. Results of the conditioned place preference test (CPP): time
spent in the treatment quadrant during the habituation and the test
days

4. Discussion

The involvement of the cingulate cortex in taste perception is
somewhat discussed in the literature, nevertheless, our knowledge is
very limited concerning fine details of the regulatory processes. The
pregenual cingulate cortex was demonstrated to receive connections
from the orbitofrontal cortex [26] where the secondary cortical taste
area was discovered in primates [41]. Moreover, since neurons with
gustatory responsiveness have been recorded in the cingulate cortex
[25], this part of the brain is regarded to include a tertiary cortical taste

representation area [42]. In the insular-opercular primary taste cortex,
the identity and the intensity of the gustatory stimulus are the most
important represented attributes. By contrast, in the orbitofrontal and
pregenual cingulate cortices (secondary and tertiary taste cortices), the
reward value, i.e. the pleasantness of the taste appears to be more de-
terminant [43]. Considering the above, the taste reactivity test was
appropriate to use to examine certain, especially hedonic taste per-
ception processes, as it compares the responses of the animals given to
pleasant and unpleasant gustatory stimuli. In this respect, our present
series of experiments to demonstrate the hedonic effect of IL-1 on taste
sensation/perception processes in the cingulate cortex represent the
first study of this kind in the literature.

The results of the taste reactivity test performed in our present series
of experiments provided evidence that IL-1f given bilaterally into the
cingulate cortex causes taste reactivity disturbances: the weak bitter,
0.03 mM QHCI, and the strong umami, 0.5 M MSG taste solutions —
where there was no significant difference between the ingestive and
aversive response rates in the control animals — were definitely pleasant
for the cytokine treated ones. This finding appears to be comparable to
gustatory symptoms of various human disorders where the IL-1f level
increases, for example, to those taste disturbances that can be observed
in patients with non-alcoholic fatty liver disease [13]. In case of these
patients, the recognition threshold of umami increased significantly,
thus, the taste was perceived with lower intensity and therefore, the
positive hedonic responses for this taste enhanced. Similar to the above,
the increase of the recognition threshold of umami taste was observed
also in chronic hepatitis C patients, who described many of the ex-
amined dishes more pleasant than did the members of the control group
[16]. Since MSG solution in the lower concentration was absolutely
pleasant for the control animals (rats displayed only ingestive
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Fig. 3. Ingestive and aversive taste reactivity indices including all taste solutions.

behavioral patterns in response to this taste), in our present experi-
ments, this shift in recognition threshold could explain the background
of our present findings as well. Similar causal factors can be hypothe-
sized for the other, the bitter taste as well. The above findings and our
present results suggest that the shift of the evaluation of neutral tastes
in patients with chronic liver disease can be due to the increased con-
centration of IL-1f3 that is with substantial influence on functioning of
the cingulate cortex.

Sweet, bitter and umami are known to be the most important tastes
that determine the palatability and so the acceptance of a food [16].
Gustatory alterations, therefore, highly influence a patient’s food choice
and appetite and so they can lead to difficulties in the maintenance of
body weight and to the development of metabolic disorders. Recent
years’ research revealed that maintained umami taste sensation has
especially important role in the fine organization of feeding behavior
and in assuring the good physical condition of the individuals as well
[44]. MSG, naturally occurring in many food stuffs, is also used as a
flavor enhancer to increase palatability [45]. Patients with an umami
specific taste disorder (the loss of only the umami taste sensation with
remaining the intact sensation of the other four basic taste qualities)
reported about their loss of appetite because of the tastelessness of the
food, and also about consequent weight loss and poor general health
condition. Both the appetite and the body weight of these patients
greatly improved after a special treatment restoring their umami taste
sensitivity [46,47]. The importance of umami taste perception in nu-
trient sensation and digestion is also demonstrated by the fact that TIR
receptors — that mediate umami taste — can be found not only in the oral
cavity tissues but in the stomach and the duodenum as well [48-50].
Preliminary microelectrophysiological experiments of our laboratory
revealed the existence of neural cells in the cingulate cortex that alter

their firing rate in response to intraoral and intragastric administration
of MSG solutions [51]. The activity change of these umami sensitive
neurons in response to unpleasant tastes was much higher than that of
the umami insensitive cells [51]. These findings further support the
importance of umami taste sensation in the organization of feeding
behavior and confirm that the cingulate cortex is involved in the reg-
ulation of taste sensation related processes of the central feeding con-
trol.

The effect of direct intracerebral microinjection of interleukin-1f on
taste sensation has already been investigated previously by our research
group in other brain structures as well. The cytokine administered into
the ventromedial hypothalamic nucleus (VMH) - in the same dose (7.5
ng) as in our present experiments — has also been shown to induce taste
reactivity alterations [52], but our present findings in the ACC differ
from those observed in the VMH. The IL-1f treated animals in that
study displayed poorer ingestive reactions and gave more aversive re-
sponses to pleasant tastes compared to the control animals, and their
aversive reactions were also stronger than the ingestive ones in re-
sponse to these hedonically positive tastes [52]. Cytokine treated ani-
mals of the present experiments — instead of evaluating pleasant stimuli
negatively — perceived tastes more preferable, thus, more palatable.
This difference is supposed to come from the distinct functional role of
the two brain areas. The ventromedial hypothalamic nucleus is labeled
as the principal satiety center controlling various neural and humoral
factors of feeding behavior [53], whereas the ACC, as part of the reward
network of the limbic forebrain [54], contributes to feeding behavior
more indirectly, via controlling the emotional and hedonic aspects of
food associated stimuli [19]. Another thing that is necessary to take into
consideration, is the different ratio of glucose-monitoring (GM) neurons
in the two regions. These chemosensory neurons in a hierarchically
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organized network, at several levels of the brain, are intimately in-
volved in the organization of feeding behavior, moreover, it has been
shown that high proportion of them are IL-1f sensitive [55]. Cytokine
responsive GM cells were shown to be modulated by gustatory stimuli
in several brain regions (lateral hypothalamic area, globus pallidus,
orbitofrontal cortex) [56]. The ratio of these GM cells is one third in the
VMH [57], while every tenth neurons are part of the central glucose-
monitoring network in the cingulate cortex, based on the results of
microelectrophysiological studies of our research group [58]. Homeo-
static alterations caused by the cytokine proved to be also different in
the VMH from those found in the cingulate cortex. In the VMH, IL-1f3
induced - among others — feeding disturbances and the elevation of
blood glucose level [3,59], whereas microinjection of the cytokine
given into the cingulate cortex had no remarkable effect on food intake
and blood glucose level of the rats [29]. Considering that a taste sti-
mulus can evoke distinctive hedonic responses depending on the actual
physiologic-organismic state [60], the differential responses to the
various taste solutions can also originate from the above mentioned
homeostatic state associated sensibility differences.

Considering the spatial-topographic specificity of our findings (i.e.,
where could the primary site of the cytokine action be), the question
arises, whether the adjacent brain regions around the cingulate cortex
could be implicated in the above changes. With respect to its closest
vicinity, as well as the functional similarities between the two pre-
frontal cortical areas, the prelimbic cortex (PrL), just beneath the cin-
gulate, should be the most carefully illuminated at this point. Several
observations, experimental facts appear to disprove the involvement of
the PrL as a primary site of action of the IL-1f3. On the one hand, Farrar
et al. [28] examined the density of IL-1 binding to the rat brain, and the
PrL, due to the complete lack of binding, was not included within the
list of areas where IL-1 receptors were identified. On the other hand, in
our present study, in case of animals with mistargeted microinjections,
when the tip of the delivery cannula was located in a position that the
majority of the IL-1p solution was delivered into the PrL (8 of 112 IL-1f
microinjections, shown in Fig.2), TR alterations have not been detected
at all. In addition, preliminary results of our recent single neuron re-
cording experiments in the PrL. demonstrated the existence of no IL-1f3
responsive units among the recorded cells (unpublished data). Taking
all the above into consideration, it is reasonable to suppose that the
cytokine mediated mechanisms of the ACC are of distinguished sig-
nificance in the central gustatory information processing. Based on
previous findings and our own present results, this significance is clo-
sely related to the postulated affective-emotional components of the
taste associated regulatory mechanisms of this forebrain structure.

As it is recognized here, IL-1PB in the ACC remarkably influences
taste reactivity. The question arises whether it also affects taste-related
learning processes, for example, conditioned taste aversion (CTA). In
our present study, direct bilateral microinjection of IL-1f into the cin-
gulate cortex did not lead to the development of CTA and it also failed
to modify the acquisition of the lithium chloride induced taste aversion.
These results are in accordance with the previous findings of our la-
boratory, where direct bilateral microinjection of the cytokine into the
ventromedial hypothalamic nucleus of the rat also did not lead to the
development of CTA [52]. IL-1f injected intraperitoneally was reported
to evoke a weak aversion to taste, but only a minor component in the
hypophagic effect of the cytokine was attached to this learned aversion
[61]. Nevertheless, there are studies where interleukin-13 was found to
induce conditioned taste aversion after peripheral [62] and i.c.v. ad-
ministration [63] as well. Tazi et al. showed that IL-1 injected periph-
erally after the consumption of a novel-tasting fluid, reduced the pre-
ference for this taste solution in a dose-dependent manner [62]. CTA
eliciting ability of ip. injected IL-1f is thought to be mediated by the
vagus nerve, since subdiaphragmatic vagal nerve transection blocked
this effect [64]. There is no evidence for the dose-dependent manner of
CTA inducing effect of the centrally administered IL-1(3. The dose of the
i.c.v. injected IL-1 in the study of Janz et al. [63] was comparable to the
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dose used in our present experiments (5 ng vs. 7.5 ng), yet it led to the
development of CTA. The above brings us to the conclusion that IL-1f3
can induce the acquisition of conditioned taste aversion under certain
conditions, but — at least in the dose used in our experiments — it has no
such functional role in cingulate cortical taste sensation associated
learning processes.

In addition to elucidate changes of taste-related processes, we also
aimed to reveal the general behavioral effects of IL-1 microinjected
into the ACC. Open field test was performed in another animal group
with the identical IL-1f treatment (i.e. 3.75 ng of IL-1f3 per side was
microinjected bilaterally into the cingulate cortex of the rats) in order
to examine the effect of the cytokine on the locomotor activity of the
animals. Our results show that IL-13 did not decrease, moreover, it
increased exploratory activity (locomotion, rearing) of the rats. This
finding can be explained by supposing that the locomotor effect of IL-13
is dose-dependent. While the higher doses (100 ng or higher) of IL-13
decreased the number of crossings in the open field test after ip. in-
jection in mice, the lowest dose (30 ng) tended to increase locomotor
activity [65]. An inverted-U shaped relationship was found between the
IL-13 dose and the behavior of rats in elevated plus-maze test after
central (icv.) administration of the cytokine, where 100 ng IL-1f3 caused
anxiety, whereas doses between 0.01 and 10 ng reduced it [66]. These
results are in accordance with our present findings where 7.5 ng IL-1f3
increased locomotor activity of the animals. This means that the taste
reactivity changes observed in our present series of experiments, are not
the non-specific consequences of the above mentioned, well-known
conditions (sickness behavior, anxiety, reduced locomotion) caused by
the cytokine.

The potential general rewarding or aversive (punishing) effect of IL-
1P was tested in conditioned place preference paradigm (CPP). Neither
place preference, nor place aversion was elicited by the IL-13 micro-
injection in the applied dose, that is, the cytokine did not evoke such
positive or negative reinforcing effect that would influence the animals’
taste sensation associated behavior. This further confirmed the results
of the CTA test, where IL-1f3 microinjection did not lead to the devel-
opment of conditioned taste aversion.

5. Conclusions

In conclusion, this is the first study in the literature reporting evi-
dence that: 1) interleukin-1f microinjection directly into the cingulate
cortex causes taste reactivity alterations in rats, and so it has definite
influence on the organization of their feeding behavior. 2) The cytokine
has an impact on the animals’ species specific behavioral motor patterns
and locomotor activity as well, but the altered feeding behavior seems
to be unrelated to the above effect. To elucidate the exact mechanisms
through which the cytokine exerts its fine regulatory influence, how-
ever, needs further research. We suppose that the better understanding
of the specific characteristics and significance of cingulate cortical IL-1
mediated processes leads us closer to the recognition of complex CNS
regulatory deficits postulated in the background of various feeding and
metabolic disorders. Our present findings may well apply for patients
with chronic liver disease whose taste recognition shift appears to be
related to the increased level of IL-13 with direct effect on the func-
tioning of the cingulate cortex.
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