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Roviditések jegyzeke

AgRP — Aguti-rokon fehérje

AL — Ad libitum

AMP — Adenozin- monofoszfat

ARC - Nucleus arcuatus, hypothalmusban talalhaté mag

AgRPPTR*-_ AgRP-ablalt heterozigota (egér)

ATP - Adenozin- trifoszfat

Default — Alapértelmezett fazis a tanulasi folyamatok soran ivasi lehet6ség nélkiil
DT — Diftéria toxin

DTR — Diftéria toxin receptor

GABA - Gamma-amino-vajsav

NAD — Nikotinamid-adenin-dinukleotid

NPY — Neuropeptid-Y

PCR — Polimeraz- lancreakcio

POMC — Pro-opiomelanokortin

PL - Place learning (térbeli tanulas) ivasi lehetéséggel

RFID — Radiofrekvencias azonosito

RPL — Reverse place learning (forditott térbeli tanulas) ivasi lehetdséggel
Trpvl — Tranziens receptorpotencial vanilloid-1

WT — Vad tipus (egér)



Bevezetés és irodalmi attekintés

A taplalkozas 1étfontossagu a szervezet tapanyag €s energiaellatasahoz, amelyet sokféle
tényezd befolyasol. A taplalékfelvétel, taplalkozas ¢és hozzajuk kapcsolodo viselkedés
kiilonbozo idegi, illetve hormonalis hatas alatt all [1]. A taplalékfelvétel és az energia-
anyagcsere szabalyozas szamos agyteriilet altal vezérelt, legfébb mediator azonban a
hypothalamus, azon beliil is a nucleus arcuatus (ARC). Emellett a szabalyozasban részt vesz az
agytorzs nucleus tractus solitariusa, a paraventricularis thalamus, a nucleus parabrachialis,
illetve a ventralis tegmentalis tertilet [2]. A hypothalamus a kozponti idegrendszer része, az agy
thalamus alatt talalhaté régidja, amely szamos testi folyamatot kontrolal. A taplalkozasi
funkciok mellett szerepe van a vérnyomds ¢&s pulzus, a megfeleld testhomérséklet
kialakitdsaban, szexualis funkcidkra is van hatassal, illetve az alvas-ébrenlét ciklust és érzelmi
valaszokat is szabalyoz. A hypothalamus hormonokat is termel, tehat 6sszekottetésként szolgal

az idegrendszer és az endokrin rendszer kozott is [3].

A taplalékfelvétel kezdOpontjat, a taplalékkeresési folyamatot egy pszichobiologiai
¢lmény inditja be, amit étvagynak neveziink. A jollakottsag pedig egyfajta elégedettségi érzés,
mely lezarja a taplalékfelvételt. A perifériardl felszabaduld6 hormonok informéciot
szolgaltatnak a szervezet energiaallapotardl, a bélbdl szarmazo jelek kdzvetetten az agytorzsi
a hypothalamusba. Az inzulin a hasnyalmirigy béta-sejtjei altal termelt hormon, mely leginkabb
a gliikozra reagal, a taplalékfelvétel csokkentésében jatszik szerepet, a leptin pedig a
fehérzsirszovet altal kivalasztott anyag, mely az inzulinhoz hasonléan a szervezet tdpanyag
ellatottsagat jelzi [4].

A ghrelin a gyomorban termel6dé hormon, mely a gyomor-bél traktus orexigén, azaz
taplalékfelvételt serkentd jele. A vérarammal eljutva a hypothalamusban receptorspecifikusan
kotddik az ott talalhatd AgRP sejtekhez, serkenti ezeknek a gatldo neuronoknak a miikodéseét.
Az AgRP neuronok emelkedett miikddése gatolja a jollakottsagért felelés melanokortin
(POMC) idegsejteket, igy eldidézve az e¢hségérzetet [5]. Ezek az idegsejtek szabaditjak fel az
AgRP-t, emellett az NPY-t valamint gamma-amino-vajsavat (GABA). A POMC neuronok
ingerléskor alfa-melanocita stimuldlo hormon szabadul fel, mely Osszefiiggésben all a
taplalékfelvétel csokkenésével. A hypothalamus arcuatus magjaban ez két neuronpopulacid

szabalyozza jelentdsen az energiahomeosztazist [6], [7], [8].
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1.abra Arcuatus mag és az ott talalhaté melanocortin rendszer (Forrds: Koch M, Horvath
TL (2014) Molecular and cellular regulation of hypothalamic melanocortin neurons
controlling food intake and energy metabolism)

Korabbi vizsgalat kimutatta, hogy az AgRP sejtek aktivacidja gatolja a lokalis POMC
neuronokat az arcuatus magban. Az AgRP és a POMC sejtek nem csak a metabolikus
hormonokra reagalnak, hanem a klasszikus neurotranszmitterekre is, mint a gamma-amino-
vajsav vagy a glutamat [9]. Az AgRP ¢és POMC sejtek a gliikkoz homeosztazist és a lipid
metabolizmust is szabalyozzak, rajtuk inzulin- és leptinreceptorok fejezodnek ki [5]. Egy

tanulmany kimutatta, hogy a nem elhizott egerek POMC sejtjeiben az inzulinra adott vélasz



ATP-érzékeny kaliumcsatornakon keresztiil alakul ki [10]. A leptin pedig a fehér zsirszovetbdl
felszabadulva aktivalodik, igy csokkenti az AgRP sejtek tiizelési képességét. A neuronok
megfeleld mikodéséhez sziikséges, hogy pontos informécidval rendelkezzenek az elérhetd és
felhasznalhat6 energiamennyiségrél. Ehhez az informacidhoz az adenozin-mono- és trifoszfat
(ATP) aranyanak érzékelésével jutnak hozza az idegsejtek. Az adenozin-monofoszfat (AMP)
aranya az AMP-kindz enzim aktivitdsanak fliggvénye. Ha az adenozin-monofoszfat
mennyisége megnd, akkor aktivalodik az AMP-kinaz, ezaltal zsirsavak ¢és gliikoz felvétele indul
meg, igy megkezdddik az ATP vagyis az energiatermelés, illetve az energiafelhasznalés
csOkkentése az AgRP sejtek mitkddésén keresztiil. Ezzel szemben, ha ATP halmozddik fel a
POMC sejtek 1épnek miikodésbe, melynek kovetkezménye az energiafelhasznalas novelése
[11].

Az ¢hség-szabalyoz6 neuronok funkcidinak megfigyelésére egyik legalkalmasabb
modszer, ha a miikodo, illetve a miikodésképtelen idegsejtek tevékenységét dsszehasonlitjuk.
Olyan, mesterséges genetikai modositason atesett egereknél lehet ezt az Osszehasonlitast
elvégezni, melyeknek AgRP promoterén egy diftéria toxin receptort (DTR) kodold gén van.
Igy a diftéria toxin receptor kizarélag az AgRP sejtek fejezik ki ezekben a transzgenikus
egerekben. Ezen allatok esetében a diftéria toxin (DT) szubkutan vagy intraperitonealis beadasa
utan a DT specifikusan kot a DT-receptorhoz, majd apoptdzist indukal, igy az AgRP neuronok
szelektiven elpusztulnak (2. abra). Ugyanakkor a vad tipusa (WT) allatokra a toxin nincs
hatassal, ugyanis egerekben nem fejez6dik ki a diftéria toxin receptor. A DT, melyet a
Corynebacterium diphtheriae-bdl nyernek ki, a sejtek fehérjeszintézisének erds inhibitora. A
DTR transzmembran doménje kilenc alfa-hélixbdl all, ezzel vesz részt a membraninszercidban
¢s a transzlokdcioban. Receptorkotd doménjét pedig lapitott béta-redok alkotjak. A
baktériumbol kivont toxint enyhe tripszinezésnek vetik ala, majd in vitro két komponens jon
létre az A és a B fragmentum (DT-A és DT-B). A transzgenikus egerek esetében a beinjektalt
DT a DT-B alegységen keresztiil a sejt felszinén toxinreceptorhoz kotédik, majd receptor-
medialt endocitdzis kdvetkeztében endoszoman bejut a sejtbe. Ezt kovetden a DT-A alegység
a citoplazmaba transzlokalodik, ahol katalizalja a NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid)
ADP-b0l szarmazo ribdz részének hisztidinmaradékka torténd atvitelét a polipeptidlancon, igy
gatolja a fehérjeszintézist, amely eredményeképpen a sejt elpusztul [12]. Az egerek sejtjei
alapvetéen nem érzékenyek a diftéria toxinra — az emberi sejtekkel ellentétben - mert a
ragesalok sejtjei kevésbé vagy egyéltalan nem kotik a DT-B-t. Igy laboratoriumi ragesald
modellen specifikusan célozhaté és koordinalhatdé a sejtablacié. Ezekben a transzgenikus

egerekben 40 ng/testsuly g DT szubkutan torténd beadasa elpusztitja az ARC magban talalhato
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AgRP sejteket, ezaltal lehet6vé valik az dsszehasonlitas a vad tipusu allatok miik6dé AgRP

sejtjeivel.

2.dbra Arcuatus mag immunhisztokémiai festése a diftéria toxinnal kezelt vad

tipusu (fent) és AgRP DTR heterozigota (lent) egér agyban; DAPI
(sejtmagfestés, kek), Alexa-488, (zold, AgRP tartalmi idegrostok). 250X
nagyitas, konfokadlis lézer-szkenning mikroszkopos felvétel, Racz Bence dltal

keészitett felvétel.

Kimutattdk, hogy DT receptort az AgRP sejteken tartalmazo 1jsziilott egerekben
jelentdsen csokkenthetd az AgRP kozvetitette hatdas DT beadast kovetéen, azonban a feln6tt
allatok elpusztulnak DT beadast kovetden, az AgRP sejtablacié kovetkeztében kialakuld
taplalékfelvétel-csokkenés miatt [13]. Ez azzal magyarazhatod, hogy az ilyen, genetikailag

modositott fiatal allatok, melyeknél 5-8 napos korukig megtorténik a toxin beadasa, még



feltehetéen képesek alkalmazkodni a normalis mennyiségnél kevesebb vagy teljes AgRP
neuron-hianyhoz, jelentésen nem befolyasolva a testtomeget és a taplalékfogyasztast. Ezzel
szemben a feln6tt allatok taplalékfelvétele leall az AgRP sejtek kiirtasaval, igy a tdpanyag-

felvétel hianya miatt elpusztul, annak ellenére, hogy rendelkezésre all a taplalék [14].



Célkituzés

A taplalékfelvételt egyéb ingerek is befolydsolhatjdk, kiilonboz6 fizioldgiai ¢és
pszichologiai tényezok, mint példaul érzelem, érzékszervi észlelés €s tanulasi tapasztalatokon
alapuld megismerés. Szamos tanulmany kimutatta, hogy egy étel kellemes illata segiti az étvagy
kialakulasat, beinditja a nyalelvalasztast, ezzel a taplalékfelvételt is. Az étvagy, illetve a
jollakottsagérzet kialakitasat pedig a hypothalamusban talalhaté AgRP és POMC neuronok
medialjak. Ma mar jol ismert, hogy az ¢hségérzet kialakitasan tul, szamos, kognitiv képességet
is jelentdsen befolyasolni tudnak ezek a sejtek, de ezen kognitiv folyamatok pontos hattere és

a kdzvetett szabalyozas mechanizmusa kevéssé ismert.

Célom ezért annak felderitése, hogy vajon befolyasolja-e a csokkent AgRP aktivitas az
allat kognitiv képességeit, vagyis van-e kiilonbség az ujsziilottkorban DT-vel kezelt WT illetve

az AgRP-ablalt heterozigota AGQRPPTRY egerek tanulasi ill. memoria képességeiben.

Korébbi tanulmanyokat alapul véve az a hipotézisiink, hogy az AgRP-hidnyos egerek
tanulasi képességei romlanak vad tipust tarsaikhoz képest, alatamasztva az AgRP sejtek

jelentdsegét a kognitiv folyamatokban.
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Anyag €s modszer
A felhasznalt kisérleti allatok ¢€s tartasi koriilményiik

A kisérletben C57BL/6 vad tipusu (WT), illetve heterozigota AgRPPTR* 12 hénapos,
ndstény egereket hasznaltunk, amelyek az Allatorvostudomanyi Egyetem Kisérleti
Allathdzanak tenyészetébdl szarmaztak. Sziiletésiiket kovetd 5. napon az allatok genotipustol
fliggetlentil szubkutan diftéria toxin injekciot kaptak (Sigma-Aldrich) 50 ug/kg fiziologias
sooldatban (13,3 ul/g) oldva. A kisérletben ad libitum (AL) taplalt egerek vettek részt. Az
allatok genetikai statusat PCR vizsgalattal ellendrizték a levalasztasukkor (2 hetes korban) vett
~1 mm-es farokmintabol. Az allatokat két csoportba osztottuk, a vad tipustiakban jelen voltak
és normalisan miikodtek az AgRP sejtek (n=12 allat), mig a heterozigota (HTR - AgRPPTR*)
csoportba (n=7 allat, 1. tablazat) azok az egerek keriiltek, amelyeknek 0jsziilott korban az
AgRP neuronjaik nagy része elpusztult a diftéria toxin hatasara. Az allatokat izofluran
altatasban RFID chippel (TSE System) lattuk el. Az Gsszes allatkisérletet az egyetemi, nemzeti
¢s eurdpai szabdlyozdsnak megfeleléen végeztiikk (allatkisérleti projektengedély széma:

PE/EA/216-2/2020).

L.tablazat Az egyes dllatok azonositdsdra szolgdlo chipszamok és az dllatok genetikai hattere

900046000259270 HTR
900046000259267 HTR
900046000259202 HTR
900046000259203 HTR
900046000259201 HTR
900046000259209 HTR
900046000259226 HTR
900046000259262 WT
900046000259261 WT
900046000259265 WT
900046000259263 WT
900046000259268 WT
900046000259264 WT
900046000259228 WT
900046000259204 WT
900046000259210 WT
900046000259207 WT
900046000259208 WT
900046000259214 WT
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Az Intellicage

Az allatok viselkedésének vizsgalata és az adatgyiijtés az Intellicage (TSE Systems)
rendszer haszndalataval tortént. Ez egy nagy polikarbonétbol késziilt (feliil 58 cm x 40 cm; alul
55 em x 37,5 cm; 20,5 cm magas) automatizalt viselkedésvizsgalod ketrecrendszer, mely a
kisérleti egerek eredeti éléhelyének nagy valtozata (3. abra). Egyszerre akar 16 egér
vizsgalatara alkalmas. Mi egyszerre maximum 7 egeret teszteltiink, a csoportok nem
keveredtek, tehat eldszor 7 heterozigdta, majd 7 vad tipusu, ezutdn ismét 5 vad tipusu egér
tartozkodott az IntelliCage-ben. A taplalékhoz a doboz tetején 1évo, racsos eteton keresztiil
férhetnek hozza az allatok. A padlon fészekanyag, illetve 4 egérhaz talalhato. Minden
rendelkezett a hat-nyaki teriiletre injektalt radiofrekvencias azonositdo (RFID) chippel, amelyet
egy héttel az IntelliCage ketrecbe kertilés el6tt kaptak.

A téglatest formaju ,Jlada” négy sarkaban talalhatok az RFID antennak, amelyek
érzékelik a chipek jelenlétét és az ajtoval zarhat6 itatopalackok csorei, sarkonként kettd. Ha az
egér elhalad a cs6 alaka antennaban, az beolvassa a RFID chip kodjat. Minden érzékel6 sarok
kétfelé van osztva, mindegyikben 1-1 vizespalackkal, tehat 0sszesen a ketrecrendszerben nyolc
itatd koziil valaszthat az allat, melyeket a csovek falan levd kerek nyilasokon keresztiil tud
elérni. Az infravords szenzorok érzékeli a latogatasok (vizitek) szdmat és idOtartamat, az
orrbokések (nose poke) szamat, valamint a palackok Uin. nyalasérzékelokkel is rendelkezik, igy
az ivasok pontos szamat is képesek regisztralni. Ez a teljesen automatizalt rendszer segit
kikiiszobolni a zavard hatasokat és a kornyezeti, kisérleti valtozokbol szdrmazo jelentds
stresszt, amelyek befolyasolhatjak a kiilonb6z6 viselkedési folyamatokat. Szamos kisérleti
paradigma, protokoll programozhato be, illetve hajthatd végre ezzel a rendszerrel. Az adatok
folyamatosan rogzitésre kerililnek, amig az dallatok az IntelliCage rendszerben

tartozkodnak [15], [16], [17].
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3. dbra A miikiédésbe helyezett IntelliCage. A Ketrec aljzatin ~I1cm vastag nyarfa alom taldlhato,
négy darab piros hdzikoval. Jol lathatoak az érzékeldkkel és antenndkkal ellatott sarkok (kék
objektumok), amelyeket egy-egy, a sarokfal kozepén kialakitott kerek nyilason érnek el az dallatok (1d.
bal felsé sarok). A sarkokban taldalhaté itatopalackokhoz tartozik egy-egy szabdlyozhaté ajté (fehér
szinii), amelyek nyitasat és zardsat a programbedllitisoknak megfeleléen végzi a zar-rendszer (fekete

zaroszerkezet). A bemutatott abran a habituacios fazis lathato, az ajtok nyitott allapotban vannak és

- e 1y

Kisérleti elrendezés

A kisérlet 3 fazisban zajlott. A protokoll elsd fazisa a megszokasi fazis, in.habituacio
volt, vagyis amikor az allatok hozzaszoknak az 0j kornyezetiikh6z. Ez harom napig tartott, ezt
kovette az un. orrbokési tanulas (nose poke learning,) amikor elsajatitottak az egerek, hogy az
itatokhoz csak akkor férnek hozza, ha az ajtoét megbokik az orrukkal. Ezt kdvette két tanulasi

fazis, az un. place learning (PL), majd a reversal place learning (RPL) 5-5 napig (4. abra).
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C N0 N/

3 nap 2 nap 5 nap 5 nap

Habituacio  Nose poke  Place learning Reversal place learning

4.dbra Tanulasi képesség vizsgalatanak folyamatabrdja

A habitudcios fazisban minden ajtd nyitva van, igy biztositott a szabad hozzaférés a
vizhez. Ebben a szakaszban alakul ki a preferencia, hogy az adott egér melyik sarkot vélasztja
legszivesebben. Majd az egerek megtanithatok arra, hogy egy orrbokést (nose poke) hajtsanak
végre az ajtoknal, igy lehetdvé téve a hozzaférést a vizhez. Az Gn. nyalomérd pontosan méri az
elfogyasztott viz mennyiségét, az id6t amig az allat ott tartozkodik, illetve az orrbokések
szamat. Az ezutan kovetkez6 place learning fazis kezdetén beprogramozzuk a rendszerbe, hogy
vizhez az allat. Itt az in. Default mod soran nem nyilik ki az itatd, mig a PL mdd esetén az
orrbokés végrehajtasat kovetden felnyilik az ajtd és tudnak inni az allatok. A PL fazissoran
naponta 2x2 oraban nyiltak az ajtok és tudtak a megfeleld itatohoz férni az allatok. A place
learning fazis 5 napja utan kovetkezett a reversal place learning (RPL), ahol a sarokkiosztast
atlosan ismét megvaltoztattuk, és ismét az eredeti preferencidnak megfeleld sarokban fért az

allat az itatopalackokhoz.
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S.dbra Kisérlet fazisainak sematikus abrazoldasa: habitudcio (bal fent), place learning (jobb fent),
reversal place learning(alsd), z6ld= engedélyezett ivas, piros= nem engedélyezett ivas

Adatelemzés

Az adatsorok elemzését, leird statisztikdkat az Excel program segitségével végeztem.
Az eredmények szemléltetésére vonaldiagrammokat készitettem  Excelben. A
szignifikanciavizsgalathoz az R programnyelvet hasznaltam RStudio kornyezetben [18]. A
csoportok Osszehasonlitdsdra varianciaclemzést (ANOVA) alkalmaztam. A moédszer
alkalmazhatosadganak feltételei minden esetben teljesiiltek. A csoportok paronkénti
Osszehasonlitasat pedig a Tukey-probaval végeztem. Tovabba korrelacios tesztet folytattam a

valtozdkra.
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Eredmények

A hippokampusz-fiiggd kognitiv tanulas mérésére a korabban leirtak szerint adaptalt
tesztelési sémat végeztiink. A menetrend harom fazisbol all: hozzéaszoktatas (habituacio),
helytanulds (PL) és forditott PL (RPL). Osszességében mindkét csoport gyorsan

alkalmazkodott az 0j kdrnyezethez.

A felfedez6 viselkedés csokkent és a latogatasok idétartama, valamint a
latogatasonkénti nyalasok szama id6vel nétt, majd kissé visszaesett, ami a ketrec
elrendezésének megértését jelzi. Az altalanos viselkedés tekintetében (6. abra) aprd
valtozasokat észleltiink, amelyek az AgRPPTR*" csoportban kezdetben rovidebb latogatasi idét
mutattak, majd a harmadik napra vizitek idétartama az AgRPPTR*" csoportban jelentésen
megndtt, meghaladva igy a WT csoport atlagos latogatasi idejét. (6. C abra) Az ivasi viselkedés
mar kezdetben is kiilonbozott a két csoport kozott, ugyanis a WT egerek sokkal tobbet ittak,
illetve azon vizitek szama, amikor ivés is tortént szintén magasabb volt mint az AgRPPTR*"
csoportban (6. D abra). Azonban a harmadik napra mindkét csoportban csokkent mind az
ivasok szama, mind az ivéssal toltott vizitek szama. Osszességében ezek az eredmények azt

jelzik, hogy az AgRP hianya megvaltoztatta a spontan viselkedést és/vagy a felfedezési

mintakat az egerekben.

Ezutan a térbeli tanulési képességet vizsgaltuk. A PL és RPL fazisok sordn az allatoknak
két kétoras idGintervallumon beliil a négy egyénileg kijelolt sarok koziil az egyikhez kellett
hozzaférnitik ivas céljabol. Alaphelyzetben a Default fazis soran a WT csoport magasabb szamu
helyes latogatast mutatott, mely fennmaradt mind az 5 nap alatt. A PL fazissoran pedig mig
alaphelyzetben a WT magasabb helyes latogatasi szamot mutatott, a masodik naptdl kezdve az
AgRPPTRY egerek tobbszor viziteltek helyesen mint a WT csoport. Az adatok dsszehasonlitasa
azt mutatta, hogy mind az AgRPP™?* mind a WT allatok képesek voltak megtanulni a feladatot
az adott idSkereten beliil (7. 4bra). Egy nap elteltével a PL fazissoran a AgRPPTR*" 4llatok
51,17% (95%-0s konfidenciaintervallum [CI: 40,58-68,68]) helyes latogatast mutattak,
szemben a WT egerek 42,77% (95%-0s konfidenciaintervallum [CI: 39,95-59,41]) helyes
latogatasaval; ez a hatas azonban nem maradt fenn a késébbi napokon, ami 6sszességében nem
szignifikans csoport f6hatast (p = 0,703) és nem szignifikans csoport % id6 kolcsonhatast (p =
0,674) eredményezett. A RPL fazisban, ahol a sarkokat 4tlosan osztottuk tjra, az AgRPPTR*
¢s a kontroll egerek ismét Osszehasonlithatoan teljesitettek (csoport f6 hatas: p = 0,813)

(7.abra).
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Az alabbiakban az egyes tanulasi fazisokban tortént 6sszehasonlito vizsgalatok részletes

elemzését mutatom be.

Habituacio

A habituaci6 soran a vizitek atlagos szama a harom nap alatt végig alacsonyabb volt az
AgRPPTR*" egereknél, mint a WT-nal. Mindkét csoport esetében az masodik napon a vizitek
szama nem valtozott jelentésen az el6z6 naphoz képest, mig a harmadik napra mindkét csoport
joval kevesebbet tartozkodott az érzékelésarkokban (6. A abra). A vizitekben a csoportok
kozott az els6 és a masodik napon nem volt szignifikans kiilonbség(p = 0,6113, p= 0,5795),
azonban a harmadik napon a vizitek szamaban nagyobb kiilonbség volt detektalhato a csoportok
kozott (p = 0.0742).

Kezdetben AgRPPTRY" egerek joval kevesebbet ittak, ivasok atlagos szama 1312 volt,
ezzel szemben a WT-nal 3381 ivast érzékelt a nyaldomér6, majd masodik napra mindkét
csoportban tobb vizet fogyasztottak az allatok, a harmadik napra pedig mindkét csoportban
csokkent az ivasok atlagos szama az AgRPPTRY egerek 3097-szer, a WT-k pedig 2608-szor
ittak. A Tukey teszt eredményei alapjan a csoportok kozott nem volt kiilonbség az elsd, a
masodik, illetve a harmadik napon sem. A vizitek atlagos idétartamaban kiilonbség figyelhetd
meg. Amig az AgRPPTR*" csoport 4llatai egyre tobb idét toltottek az érzékeldsarkokban, addig
a WT-aknal az egy vizitre es6 idétartam csokkent (6. C abra). Viszont a vizitek id6tartama
nem fliggott szignifikansan a csoporttol (p = 0,798), és az egyes napok kozott sem figyelhetd

meg szignifikans kiilonbség.

A habituacio elsd napjan az AGRPPTR*" csoportban 18%-ban fordult eld ivas a vizitek
soran, ez a harmadik napra 67%-ra nétt. Mig a WT csoportban kezdetben 35% volt az interakcid
a vizitek és az ivas kozott, a masodik napon 55%-ban fordult el6 ivas a vizitek soran, és ez a
harmadik napra pedig a WT csoport kisebb aranyban ivott a latogatasok soran az AGRPPTR*

csoporthoz képest, ekkor az a vizitek és az ivas interakcioja 64% volt (6. F abra).
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Place Learning

A korrelacios teszt alapjan kapcsolat figyelheté meg az ivasok szdma és a vizitek szama
kozott, az ivasok szama és a napok szama kozott, az ivasok szama €s a csoport valtozd kozott,
illetve korrelacié van az ivasok szama és a modul valtozo kozott, mely a PL és a Default
fazisokat irja le. A térbeli tanulasi fazis, vagyis a Place Learning két fazisban zajlott, a Default
fazisban az egerek nem ihattak, mig a PL fazis két kétoras iddtartam volt, mikor engedélyeztiik
az allatoknak a folyadékfogyasztast. Mindkét esetben feljegyeztiik a helyes latogatasok aranyat.
A Default fazis soran az AgRPPTR*" egerek joval kevesebbet viziteltek mint a WT csoport. A
masodik napra mindkét csoportban emelkedett a vizitek szdma, mely a harmadik és a negyedik
napon koriilbeliil konstans értéken volt, az AGgRPPTR*" csoportban a 6todik napon az allatok
kevesebbszer latogattak az érzékelsarkokba (7. A abra). Az els6 nap a helyes latogatasokban
szignifikans kiilonbség (p= 0.0494) volt detektalhatd a két csoport kozott, azonban ez a késdbbi
napokra mar nem mondhaté el. A korrekt vizitek szizalékos ardnya kezdetben nagyban
kiilonbozott a két csoport kozott, majd a napok soran a WT és az AgRPPTRY" csoportban is
emelkedett, végiil az 6t6dik napra a két csoport gorbéje dsszeért (7. C abra). A PL fazis soran
az osszes vizit szama ingadozo volt, egyszer az egyik, masszor a masik csoport tartdzkodott
tobbet az érzékeld sarkokban (7. B abra). Azonban a helyes latogatasokban mar megfigyelheto,
hogy kezdetben a WT csoport tagjai talaltdk meg atlagosan magasabb szdmban a helyes

PDTR+/-

sarkokat, mig a masodik napt6l kezdve az AgR egerek latogattak meg tobbszor a helyes

érzékeldsarkokat. Illetve a helyes latogatasok aranya a AgRPPTR*

csoportban végig magasabb
volt, mint a WT csoportban (7. D abra). Azonban egyik napon sem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a csoportok kozott (p-értékek: 0,5164 (1.nap) ; 0,7493 (2.nap); 0,6283 (3.nap);
0,5501 (4.nap); 0,5445 (5.nap)). Mindkét csoport esetén a korrekt vizitek aranya 40% és 70%
kozott ingadozott, az 6todik napra mindkét csoportban 65% eséllyel talaltak meg az éllatok a
szdmukra kiosztott helyes sarkot. Tovabba a PL fazis sorédn, helyes érzékeldsarokba latogatasok
esetén detektaltuk az ivasok szamat. Ebben az esetben azt figyeltiik meg, hogy az AgRPPTR*

csoport tobbszor ivott, mint a WT-u allatok, amikor a korrekt vizit tortént a PL fazis soran (7.

G abra).
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7.abra A két csoport 6sszehasonlitasa a Place Learning sordan(balra Default, jobbra PL fazis): vizitek
szama (A, B), helyes latogatasok szazalékos aranya (C, D), helyes latogatasok szama (E, F), ivast

tartalmazo vizitek szama PL fazissordan (G)

Reversal Place Learning

A Place Learning-et kovette a Reversal Place Learning, ahol a sarkokat atlosan
ujraosztottuk, igy az eredeti preferencianak megfelelden fértek az allatok az itatopalackokhoz.
Ez a tanulasi szakasz is két fazisban zajlott, a Default fazisban az egerek nem ihattak, mig a
RPL fazis kétszer kétoras idotartam volt, mikor engedélyeztiik az allatoknak a
folyadékfogyasztast. Mindkét esetben feljegyeztiik a helyes latogatasok aranyat. A Default

PDTR+/—

fazis soran az AgR csoport Osszes vizitjeinek szdma joval a WT csoport gorbéje alatt

haladt. A mésodik napon a WT csoport azonos szamban latogatott az érzé¢keldsarkokba, mint

az ezt megel6z8 napon, mig az AgRPPTR*

csoportban jelentdsen csokkent a vizitek szama,
mely a harmadik és a negyedik napon mindkét csoportban csokkent. Az 6todik napon ez az
érték konstans maradt a WT csoportban, mig az AgRPPTR* 4llatok esetén tovabb csokkent.
Vagyis az AgRPP™R* egerek az idd elérehaladtaval egyre kevesebbszer latogattak az
érzékeldsarkokba a Default fazis sordn, mig a WT csoport gorbéjén két plato is megfigyelhetd
(8. A abra). Az els6 nap a helyes latogatasokban kozel szignifikans kiilonbség (p=0.0818) volt
detektalhatd a két csoport kozott, azonban ez a késdbbi napokra mar nem mondhato el. A
korrekt vizitek szazalékos aranya kezdetben elég hasonlo6 volt a két csoport esetén, a WT egerek
29%-ban, az AgRPPTR*" csoport tagjai pedig 32%-ban latogattak a helyes érzékeldsarokba. A

WT csoportban a negyedik napig folyamatosan emelkedett a korrekt vizitek aranya, mig az

AgRPPTR* csoportban a méasodik és az 6todik nap kozott viszonylag konstans maradt a helyes
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latogatasok aranya(45-42% kozott mozgott). Végiil az 6tddik napra egy kis visszaesés volt
megfigyelheté mindkét csoport esetén (8. C abra). A RPL fazissoran a Osszes vizit szama
rendkiviil ingadozo6 volt, az AgRPPTR*" egerek a masodik napon tobbet viziteltek, mint az ezt
megel6z6 napon, azonban ezutan jelentésen lecsokkent a latogatasok szama. A WT csoportban
pedig a harmadik napig folyamatosan csokkent a vizitek szama, majd a harmadik naptol kezdve
egy kis emelkedés volt megfigyelhetd (8. B abra). Szignifikans kiilonbség egyik napon sem
volt detektalhato a két csoport kozott. Megfigyeltiik a helyes latogatasok aranyat, a kisérlet ezen

szakaszanak 5 napja alatt végig az AgRPPTR*"

csoport tagjai latogattak magasabb aranyban a
szamukra kijeldlt helyes sarokba, viszont az 6tddik napon a két csoport gorbéje szinte osszeért.
Azonban egyik napon sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott (p-értékek:
0,8827 (1.nap); 0,5409 (2.nap); 0,9673 (3.nap); 0,3340 (4.nap); 0,4487 (5.nap)). Mindkét
csoport esetén a korrekt vizitek ardnya 40% ¢és 75% kozott ingadozott, az 6todik napra mindkét
csoportban ~73% eséllyel talaltak meg az allatok a szamukra kiosztott helyes sarkot. Valamint
megfigyeltiik azt is, hogy az allatok milyen szamban ittak, amikor a helyes érzékeldsarkot
latogattak meg. Ekkor azt figyeltiik meg, hogy az AgRPPTR* allatok tobbszor ittak, amikor a

korrekt vizit tértént a RPL fazis soran, mint a WT-u allatok (8. G abra).
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8.dabra AQRPP™™""és WT osszehasonlitisa a Reversal Place Learning sordn(balra Default, jobbra RPL
fazis): vizitek szama (A, B), helyes latogatasok szdzalékos aranya (C, D), helyes latogatasok szama (E,

F), ivdst tartalmazo vizitek szama RPL fazis soran (G)
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Kovetkeztetések

Az én munkdm volt az elsd, amely az AgRP-hidanyos egerek tanulasi viselkedését
vizsgalta. Azt mar korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy az AgRP neuronok nemcsak az
¢hségérzetet befolyasoljak a taplalkozas soran, hanem az allat egyéb viselkedési folyamatait is.

Az azonban, hogy befolyasoljék-e a térbeli tanulast, kevéssé ismert.

A hypothalamus AgRP neuronjair6l ismert, hogy kulcsfontossaguak a taplalkozasi
viselkedésben, azonban tobb tanulmany is foglalkozik azzal, hogy ezek az idegsejtek mas
Osszetett viselkedéseket is iranyitanak. Az AgRP neuronok altal kivaltott sztereotip
viselkedések csokkent szorongassal parosulnak. Az AgRP idegsejtek a szubkortikalis tertiletek
sz€les skalajara projektalnak, ez a komplex csatlakozas azt jelzi, hogy az AgRP sejtek képesek

a viselkedést széles korben modulalni [19], [21], [22], [23].

Tobbek kozott a viselkedés valtozasainak vizsgalatara egy olyan kutatast folytattak
olyan transzgenikus egerekkel, melyek kizarolag az AgRP sejtjeikben expresszaljak a Trpvl
kationcsatornat, amelyet az exogén agonista kapszaicin aktival [20]. A kapszaicin pedig noveli
az AgRP neuronok tiizelési sebességét. A kisérlet soran az allatok aktivitasat figyelték meg
taplalék jelenlétében, illetve hidnyaban. Megallapitottak, hogy taplalek jelenlétében az AgRP
neuronok szelektiv aktivacidja statisztikailag nem valtoztatta meg az allatok altalanos
aktivitasat, azonban az AgRP-Trpv1 egerekben taplalkozast valtott ki. Hipotézisiik az volt,
hogy az AgRP neuronok aktivéalasa pozitiv hatassal van a taplalkozassal kapcsolatos kognitiv
képességekre. Eszerint, az ¢hség taplalkozast beindito, illetve azt leallitoé aspektusai mellett az
AgRP sejtek szelektiv aktivalasa specifikus és jellemzo, ismétlodd sztereotip viselkedést
eredményezett [21]. A cikk szerzdi azt feltételezték, hogy az AgRP neuronok aktivalasaval
kialakult ¢hségérzet szorongasos allapotot general az egerekben, melyre tesztsorozatot is
végeztek. Azonban hipotézisiikkel ellentétben azt tapasztaltdk, hogy az AgRP sejtek aktivalasa
a legtobb viselkedési tesztben szorongasoldo hatast volt. Megfigyeléseik arra utalnak, hogy az
AgRP neuronok kiilonbdzé alpopulacid kiilonb6zd funkciokat latnak el, azonban ennek
vizsgélatara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az adatok arra is engednek kovetkeztetni, hogy
ezek az 6si agyi régiokban talalhatd neuroncsoportok szerepet jatszanak bizonyos pszichiatriai

korképekben, igy az AgRP neuronok szerepe megkeriilhetetlen pl. az anorexia nervosa

crer
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Egy korabbi tanulmanyban azt is kimutattak, hogy az AgRP idegsejtek befolyasolhatjak
a motivacios allapotokat. Felfedezték, hogy az AgRP neuronokban a DNS-metilacid
szabalyozza a fizikai aktivitast. Ez a jelenség valosziniileg egy sor downstream valtozastol fiigg,
amelyeknek hattere még ismeretlen. A fizikai aktivitds bonyolult kapcsolatban all az
energiafelhasznalassal, a kisérlet soran vizsgalt egerek aktivitdsa csokkent, ennek alapvetd

okara nem dertilt fény [22].

Egy masik vizsgalat soran annak érdekében, hogy megallapithassdk a neuronalis
aktivitas valtozasai ¢és a taplalékjelek észlelése kozotti kapesolatot, megtanitottak egereknek,
hogy fényjelet tarsitsanak az taplalékhoz vald hozzaféréshez. Az eredményeik arra utalnak,
hogy létezik egy nagyon fontos neurobioldgiai mechanizmus, melynek kovetkeztében a
homeosztatikus hidnyallapotok eldsegithetik a taplalékszerzési, illetve vizfelvételre iranyuld
feladatok tanulasat [23]. Azonban ennek a folyamatnak a szabalyozasa és hattere még nem

pontosan tisztazott.

Az én vizsgalataim soran soran AgRP-hidnyos (AgRPP™R* ) egerek térbeli tanulasi
képességét vizsgaltam, amelynek soran a tanulas alapjaul szolgalé motivaciot vizfelvétel
korlatozasaval értiik el. Eddigi eredményeim szerint marginalis a kiilonbség a WT ¢€s az
AgRPPTR*- egerek tanulasi képességei kozott ad libitum etetés soran. A habituaci6 sorén az
AgRPPTR*- egerek aktivitdsa azonban jelentésen és szignifikansan alacsonyabb volt, lassabban
szoktak hozza 0j kornyezetiikhdz. A latogatasok idétartama az AGRPPTR*- csoportban a napok
elérehaladtaval folyamatosan emelkedett, mig a WT csoportban szinte konstans maradt, vagy
kis mértékben ndtt a habitudcié harom napja alatt, ezzel szemben a felfedezd viselkedés
csokkent, mely a ketrec elrendezésének megértését jelzi. A place learning Default valamint
reversal place learning Default fazisai alatt is végig alacsonyabb volt AgRP-hidnyos egerek
aktivitasa. Mig a tényleges tanulasi szakaszokban a két csoport aktivitasa nem kiiloniilt el ilyen
¢lesen. A PL fazissoran mindkét csoport aktivitasa ingadozé volt, azonban atlagosan itt is az
AgRPPTR* egerek aktivitasa volt alacsonyabb. Valamint az RPL fazissoran a masodik nap
kivételével szintén az AgRPPTRY- 4llatok voltak kevésbé aktivak. Ennek ellenére a place
learning Default fazisanak elsd, illetve masodik napjanak kivételével a korrekt vizitek aranya
az AgRPP™R*" csoportban magasabb volt, mint a WT csoportban. Valamint az ivast is
tartalmazo helyes latogatasok szama is az AgRPPTR*" csoportban volt magasabb mind a PL,
mind a RPL fazisok alatt. Tehat az AgRP-hianyos egerek alacsonyabb aktivitassal, vagyis
kevesebb vizittel magasabb ardnyban latogattak a szdmukra kijeldlt helyes érzékeldsarokba,

ami meglepé modon arra utal, hogy az AgRPPTR*- egerek hatékonyabban tanultak meg melyik
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sarokban tudnak inni. Fontos azonban ezeket az eredményeket 6vatosan értelmezni, mivel az
alacsony allatszam egyeldre csak az egyes csoportokra jellemzd trendekre hivja fel a figyelmet,
azonban szamos esetben statisztikailag szignifikans kiilonbség hianyaban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a két csoport kozotti eltérés megallapitdsara. Az azonban kijelenthetd, hogy az
AgRP sejtek hidnyaban az egerek aktivitdsaban, felfedezo ill. térbeli tanulasi viselkedésében -
még ha csak trendszerli — valtozasok kovetkeznek be, amelyek tovabbi vizsgalatat tervezziik
folytatni. Fontos végiil azt is kiemelni, hogy az altalam vizsgalt allatok ad libitum etetés soran
keriiltek vizsgélatra, amely diéta nem feltétleniil kozvetiti hatékonyan az AgRP neuronok
hianya sordn esetlegesen bekovetkezd kognitiv valtozasokat. Ezért mar elkezdtem a kaloria-
restrikcids diéta mellett torténd egércsoportok vizsgalatat is az Intellicage rendszerrel, amely
reményeink szerint markansabban és hatékonyabban tudja az AgRP sejtek kognitiv

folyamatokban jatszott szerepét felfedni.
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Osszefoglald

Egy szervezet miikodéséhez elengedhetetlen a tdpanyagok potlasa és az energiaellatas, melyet
a taplalkozas folyamata soran tesz meg az €l6lény. A taplalékfelvétel és az energiaanyagcsere
szabalyozas tobb agyteriilet altal is befolyasolt, azonban a legfébb mediator a hypothalamus
nucleus arcuatus régidja. Az itt talalhaté AgRP és POMC neuronok felel0sek az éhségérzet
kialakitasaért, illetve gatlasaért. A taplalékfelvételt, illetve a taplalékkeresési folyamatot egy
pszichobioldgiai €¢lmény az étvagy inditja be, és egy elégedettségi érzés zarja le, melyet
jollakottsagnak neveziink. A gyomorban termelddd ghrelin receptorspecifikusan koétédik az
AgRP sejtekhez, melyek gatoljak a jollakottsagért felelés melanocortin idegsejtek mitkodését,
igy indukalva az éhség érzetet. Ismert, hogy az €hség érzet kialakitdsan tul ezen idegsejtek
szamos kognitiv képességet is tudnak befolyasolni, azonban ennek szabalyozasa és hattere még
nem ismert. Kutatasomat egereken végzem, munkam célja annak megallapitasa, hogy az AgRP
elvégzéséhez az egereket két csoportba soroltuk. Az egyik csoportba olyan allatok keriiltek,
melyekben normalisan miikddtek az AgRP sejtek, a mésikban pedig azon egerek kertiltek
besorolasra, melyekben Ujsziilott korban az AgRP sejtek nagy részét Kiirtottuk, igy
vizsgalhatova valt a tanulasi kiilonbség a két csoport kozott. A kutatas alapjaul szolgalt az Un.
IntelliCage, mely radidfrekvencias azonositdé chip alapjan képes volt adatokat gylijteni az
allatok ketrecben folytatott tevékenységérdl. A két csoport kozotti kiillonbség detektalasara
varianciaelemzést (ANOVA) folytattam. Az én kutatasom az els6, mely AgRP-hianyos egerek
térbeli tanulasi képességeit vizsgalja. Eredményeink szerint ad libitum diéta esetében jol
detektalhatd, trendszer(i valtozasok figyelhetdek meg az AgRP-hidnyos egerek felfedezd és
tanulasi viselkedésében, amelyek pontos természetét és mibenlétét tovabbi vizsgalatokkal

szlikséges a jovoben kutatni.
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Summary

Replenishment of nutrients and supply of energy is essential for the functioning of an organism,
which is done through the process of feeding. The regulation of food intake and energy
metabolism is influenced by several brain areas, but the main mediator is the nucleus arcuatus
region of the hypothalamus. The AgRP and POMC neurons located here are responsible for the
sensation of hunger and satiety. The food intake and food-seeking process is triggered by a
psychobiological experience of appetite and terminated by a feeling of satisfaction, called
satiety. Ghrelin, produced in the stomach, binds receptor-specifically on AgRP cells, which
inhibit the melanocortin neurons responsible for satiety, thus inducing the sensation of hunger.
It is known that in addition to inducing hunger, these neurons can also affect a number of
cognitive abilities, but the regulation and background of this is not yet known. My experiments
were carried out in mice, and the aim of my work is to determine whether AgRP cells do indeed
affect the learning and memory abilities of these animals. To carry out the study, mice were
divided into two groups. One group consisted of animals with normal AgRP cell function, and
the other group consisted of mice in which most of the AgRP cells were eliminated in neonatal
age so that the learning difference between the two groups could be investigated. The studies
were carried out using a so-called IntelliCage system, which was able to collect data on the
animals' activities in the cage using a radio frequency identification chip. An analysis of
variance (ANOVA) was performed to detect any learning differences between the two groups.
Our results show that there are well-detectable, trend-like changes in the exploratory and
learning behavior of AgRP-deficient mice on an ad libitum diet, however the exact nature and

characteristics of these subtle changes require further investigation in the future.
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Ko6szonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdomnek, Prof. Racz Bencének a kutatasban nyujtott mindenre
kiterjedo segitségének a kutatas tervezésében és szakmai irdnyitasaban, illetve koszondm Prof.
Sotonyi Péternek, hogy munkamat az Anatomiai €s Szovettani Tanszéken végezhettem.
Nagyon halas vagyok Prof. Horvath Tamas kutatoprofesszornak, hogy vizsgalataimat az altala
vezetett kutatocsoport altal Iétrehozott kisérleti allatok felhaszndlasdval és szakmai
iranymutatasaval végezhettem. Valamint koszonet illeti az Allatorvostudomanyi Egyetem
Allathazanak dolgozoit, a kisérletben részt vett allatok gondozasaban valé kozremiikodésért.
Illetve koszondm Balkd Eszter tanacsait és lelki tamogatasat. Tovabba koszonettel tartozom

Berekméri Eszternek az adatok statisztikai elemzése soran nyujtott technikai segitségért.
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