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2 Roviditések jegyzéke
ABA — aktivitas alap anorexia modell (activity based anorexia model)
ADF — valtott napi koplalas (alternate day fasting)
AgRP — agouti related protein
AL —ad libitum
AN — anorexia nervosa
ARC — nucleus arcuatus hypothalami
CART - kokain-amfetamin regulalt transzkript
CBR1 - kannabinoid receptor 1
CCK - cholecystokinin
CR — kaloria restrikcid
DMN - nucleus dorsomedialis hypothalami
DSM-5 - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
DTR — diftéria toxin receptor
DTX — diftéria toxin
GABA — y-amino-vajsav
GLP1 — gliikagonszerii peptid 1
HALE — egészségben to1tott varhato élettartam (healthy life expectancy)
IF — id6szakos koplalés (intermittent fasting)
LE —varhato élettartam (life expectancy)
LH — lateralis hypothalamus
MeA — medialis amygdala
MSH — melanocyta stimulalé hormon
NPY — neuropeptid Y
POMC - proopiomelanokortin
PVN — nucleus paraventricularis hypothalami
PVT — nucleus paraventricularis thalami
SIRT1-KO - sirtuin-1 knock-out
VTA — ventralis tegmentalis area
WT - vad tipus



3 Bevezetés

Az utobbi néhany évtized soran vilagszerte folyamatosan nétt az emberek vérhato
¢lettartama (life expectancy, LE). Mig 2000-ben a globalis varhato élettartam 66,8 év volt, a
legfrissebb felmérés alapjan 2019-re ez a szdm mar 73,3-ra emelkedett, ami nagyrészt az
egészségligyl ellatas fejlodésének, és a fert6zo betegségek sikeresebb kezelésének
koszonhetd. Ugyanakkor a varhato élettartam novekedését csak lassabban koveti az
egészségben eltoltott idé novekedése (,,healthy life expectancy”, HALE) (1. abra). Mindez
pedig azt jelenti, hogy bar tovabb ¢éliink, ezt az id6t mégis kénytelenek vagyunk valamilyen
kronikus betegségtdl terhelten eltolteni. A betegség-specifikus fokusz helyett ezért egyre
nagyobb hangsuly keriil azok megelézésére, az egészséges oregedésre valamint arra, hogy
milyen szerepet tolt be ebben a taplalkozas (Kaeberlein és mtsai., 2015).
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1. abra Varhato élettartam és egészségben eltoltott ido valtozasa 2000-2019 kozott. A WHO
mérései alapjan Eurdpaban és globalisan is novekedett mind az emberek varhato élettartama (LE,
60 éves korban), mind az egészségben toltott idé hossza (HALE, 60 éves korban) az elmult két
évtized soran. Ez a ndvekedés nagyrészt a fert6z6 betegségek kezelése terén elért fejlodésnek
koszonhet6. (WHO Global health estimates, 2019)

3.1 Kaldria-restrikciéo (CR)

Mig a modern kaldriadis, &mde tdpanyagszegény ételek fogyasztasa noveli szamos
kréonikus  betegség kockdzatat (2-es tipusi cukorbetegség, sziv- és érrendszeri
megbetegedések, elhizas), addig a kaloria-restrikciordl szamos tanulmany irta le annak
pozitiv élettani hatdsait (Fontana, 2009; Hofer és mtsai., 2022). Az egyik els6é megfigyelés
1935-bdl patkanyokbol szarmazik, az azota eltelt évtizedek soran azonban szamos tovabbi
allatfajnal mutattak ki a CR élethosszra és egészségre gyakorolt pozitiv hatasait (¢lesztok,
rovarok, halak, ragcsalok, féemldsok), és hipotézisek sora igyekezett magyarazatot
szolgaltatni ezekre a megfigyelésekre (Fontana, 2009; Masoro, 2005; McDonald & Ramsey,

2010). A CR hatasmechanizmusaban szerepet tulajdonitanak tobbek kozott a neuroendokrin
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(kismértékii stressz pozitiv élettani hatasa (Calabrese & Mattson, 2017)) és az oxidativ
distresszt6l valo védelemnek (O’Leary, 2022).

Kaloria-restrikcio alatt hagyomanyosan a kaldriabevitel egy adott idékereten beliili
csokkentését értjiik, mikdzben a szervezet megfeleld makro- és mikrotapanyag ellatasa
biztositott (Bordone & Guarente, 2005). A kisérletesen alkalmazott CR mértéke 10 és 50%
kozott valtozik, efelett mar karos hatasok jelentkezhetnek (Most és mtsai., 2017). Az
id6szakos koplalas (intermittent fasting, IF) a CR egyik formaja, egy nem pontosan definialt
fogalom, ami kiilonb6z6 periodicitast koplaldsi idészakokat magaba foglalo diétat jelent.
Ennek egyik formaja a valtott napi éhezés (alternate day fasting, ADF), amikor egy koplalasi
napot egy ad libitum (AL) etetési nap kovet. Ezzel a modszerrel kozel 35%-0s CR érhet6 el,
mivel az evési napok nem teljesen kompenzaljak a koplalas okozta kaloria deficitet (Hofer

és mtsai., 2022).

3.2 A taplalékfelvétel kozponti idegrendszeri szabalyozasa

A taplalkozads egy komplex, célorientalt viselkedés, ahol az ¢hség és a taplalék
tényleges elfogyasztasa kozott kiillonbozd agyteriiletekhez kotddd idegi folyamatok egész
sorozata jatszodik le. Ha egy allat nem eszik, elpusztul, viszont a tal sok taplalék bevitele
sem elOnyds, hiszen a kovetkeztében kialakuld elhizés, és a velejard koros egészségiigyi
elvaltozasok szintén rontjak a tilélés esélyeit. Mivel éhezéssel a legtobb allat talalkozik élete
sordn a valtozo természeti feltételek kozott, igy szamos olyan metabolikus és viselkedési
adaptaciés mechanizmus alakulhatott ki a szervezetben, melyek segitik ezen sziikos
1doszakoknak az atvészelését. Ezzel szemben a tartds taplalékbdség ritka jelenség a
természetben, viszont nagyon is jellemz6 a modern emberi kornyezetre, ami az elhizas
(obezitas) globalisan novekvo szamadataiban is megmutatkozik (Swinburn és mtsai., 2011).
Az energiaegyensulyt szabalyozd rendszer Osszetettsége miatt azonban sokszor nem
ismertek az elhizas mogotti okok, ahogy az sem, hogy miért gyakoribb az elhizas vagy
metabolikus szindréma és 2-es tipusti cukorbetegség az egyes mentalis betegségekben pl.
skizofrénidban,  depresszioban  vagy  bipolaris zavarban  szenveddk, illetve
antidepresszansokat, antipszichotikumokat szed6 betegek korében (Kouidrat és mtsai.,
2014; Lee és mtsai., 2016; Newcomer, 2007; Patel ¢s mtsai., 2009).

Ma a DSM-5 mar hat kiilonb6z6 formajat kiiloniti el a taplalkozasi zavaroknak:
anorexia nervosa, bulimia nervosa, faldsroham zavar, elkeriilé/restriktiv taplalékbeviteli

zavar, pica (nem ehetd dolgok iranti sévargas) és kérddzési zavar (Treasure €s mtsai., 2020).
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Ide tartoznak a legnagyobb haldlozési ratdji mentalis betegségek is, kiilonds tekintettel az
anorexia nervosara, ahol gyakorlatilag minden szervrendszer karosodik, a betegek gyakran
szorulnak korhazi kezelésre, magas a visszaesési rata, vagy mas taplalkozasi zavar (pl.
bulimia) kialakulasa (Arcelus és mtsai., 2011; van Eeden és mtsai., 2021). Ahhoz viszont,
hogy megértsiik, miért kezd el valaki korlatlan mértékben enni, vagy ellenkez6képp, teljesen

abbahagyni az evést, elengedhetetlen a taplalkozast szabalyozo folyamatok feltérképezése.

3.2.1 Az ARC és a melanokortin rendszer

A taplalkozas kozponti idegrendszeri szabalyozasanak alapjait leir6 modellek koziil
ma a legszélesebb korben elfogadott a melanokortin rendszer (Cone, 2005). A hypothalamus
alapjan, a I1l. agykamra szomszédsagaban, rostrocaudalisan a chiasma opticumtol egészen a
corpus mamillare-ig terjedéen, kozvetlen az eminentia mediana mellett helyezkedik el a
nucleus arcuatus (ARC) (Kalra és mtsai., 1999). Az eminentia mediana egyike a
cirkumventrikularis szerveknek, ahol a vér-agy gatnak egy modosult, ateresztobb formaja
van jelen, amelynek funkcionalis jelentOsége, hogy ezen keresztiil szamos perifériarol
érkez6 humoralis szignal képes elérni az ARC-ot (Haddad-Tévolli és mtsai., 2017). Az
ARC-ban elhelyezkedé idegsejtek szerepe ebbdl kifolyolag a primer szenzoros
neuronokéhoz hasonlithato: valtozatos receptoraik révén képesek a perifériardl érkezo, a
szervezet energiadllapotardl informaciot hordozé hormondlis és metabolikus szignalokat
érzékelni, és ezeket a jeleket az agy tobbi teriilete felé kozvetiteni (Cone és mtsai., 2001;
Waterson & Horvath, 2015).

A melanokortin rendszer alapjat két, egymassal ellentétes hatdst idegsejtcsoport
képezi: a y-amino-vajsavat (GABA), neuropeptid Y-t (NPY) és agouti related proteint
(AgRP) kifejez6 neuronok (innentél: AgRP neuronok), valamint a proopiomelanokortint
(POMC) és kokain-amfetamin regulalt transzkriptet (CART) kifejez6 neuronok (innentdl:
POMC neuronok) (Abizaid & Horvath, 2008; Cone, 2005). A két egymas kozvetlen
szomszédsagaban  elhelyezkedd neuroncsoport ellentétes  hatist gyakorol a
taplalékfelvételre, ahol az AgRP neuronok a taplalékfelvételt stimulaljak (orexigén), mig a
POMC sejtek a taplalékfelvételt terminaljak (anorexigén) (Cowley és mtsai., 2001; Krashes
¢s mtsai., 2011). Az AgRP és POMC neuronok is vetitenek a PVN-be, ahol a POMC
neuronokbdl felszabaduld6 o-MSH a melanokortin receptorokon hatva gatolja a
taplalékfelvételt, mig az AgRP a melanokortin receptorok antagonistdjaként gatolja az a-

MSH hatasat (2. abra).
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stimulélja a taplalékfelvételt €s csokkenti az energiafelhasznalast. Az AgRP szintén orexigén
szignal, az MC3/4R antagonistaja, és ezéltal az a- és B-MSH anorexigén hatdsat csokkenti
(Abizaid & Horvath, 2008; Cone, 2005), raadasul az AgRP neuronok gatlo szinapszisokat is
formalnak a POMC neuronokon, igy kozvetlen is csokkentik azok aktivitasat negativ

energiamérleg esetén (Horvath és mtsai., 1992) (2. abra).
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2. abra A melanokortin rendszer. A melanokortin rendszer alapjat két, a hypothalamus nucleus
arcuatusaban elhelyezkedd neuroncsoport, a POMC és AgRP neuronok kozotti funkcionlis
kapcsolat jelenti. A POMC neuronok leptin altali aktivacidja a-MSH felszabaduldshoz vezet,
ami a felszabadulasa helyén az MC4 receptorhoz kotédik. Az AgRP neuronokat a leptin gatolja,
mig a ghrelin stimulalja, aktivitasuk serkenti a taplalékfelvételt, csokkenti az energiaraforditast
és a POMC sejtek tiizelését. Az AgRP neuronok hatismechanizmusat GABA, NPY és AgRP
kozvetitik.(Gao & Horvath, 2007 alapjan)

Sejtfelszini receptoraik révén az AgRP és POMC neuronok képesek érzékelni és
integralni a szervezet tdpanyag €s energiaellatottsagarol informacioval szolgalo szignalokat.
A leptin (zsirszovetbdl szarmazo6 anorexigén hatdsi hormon (Pandit €s mtsai., 2017)) és az
inzulin a zsirraktarak allapotarol, és igy a szervezet hosszutavli energiaellatottsagarol
kozvetitenek informaciot, mig a gyomor-, bélrendszerbdl érkezé hormonok (CCK, GLP1,
ghrelin stb.) a taplalékfelvétel aktualis eseményeirdl tajékoztatjak a kozponti idegrendszert,

és a taplalkozas rovidtavu szabalyozasaban vesznek részt (Kampe és mtsai., 2000). A leptin

crer



szarmazo6 ghrelin az AgRP neuronokat aktivalja, és taplalékfelvételt idéz elé (Chen és mtsai.,
2017; Horvath & Abizaid, 2012; Vong és mtsai., 2011).

Negativ energiaegyensuly esetén tehat, amikor a vércukorszint alacsony, a keringd
ghrelin szintje magas (pl. €hezés) az AgRP neuronok aktivak, mig a POMC neuronok
csendesek, és kialakul az éhségérzet. A POMC neuronok viszont taplalékfelvételt is
stimulalhatnak B-endorfinon keresztiil. Ez torténik pl. kannabinoidok hatasara, melyek a
CBI1 receptoron keresztiil a POMC neuronok depolarizacidjat €¢s az AgRP neuronok
csendesitését idézik eld dozisfliggd modon (Koch és mtsai., 2015).

A taplalkozas szabalyozasaban az ARC-on kiviil szamos mas hypothalamikus (LH,
DMN, PVN, VMN) és extrahypothalamikus teriilet is részt vesz, melyekkel az AgRP és
POMC neuronok reciprok kapcsolatban allnak (3. abra). Az AgRP neuronok innervaljak az
amygdalat, a PVT-t, rostjai elérnek rostralisan egészen a medialis preopticus area (MPOA),
bed nucleus stria terminalis (BNST) ¢és septum teriiletéig, caudalisan pedig a parabrachialis
(PBN) és dorsalis raphe magokig (Broberger és mtsai., 1998; Nilsson és mtsai., 2005). Az
ARC AgRP és POMC neuronjai a humoralis szignalok mellett szdmos serkentd és gatld
idegi jelet is feldolgoznak, melyek féleg intrahypothalamikus, és sokszor egymassal atfedd

teriiletekrél szarmaznak (Krashes és mtsai., 2014; D. Wang és mtsai., 2015).
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3. abra Az AgRP neuronok kapcsolatrendszere. (A) A taplalékfelvétel szabalyozasaban részt
vevd, AgRP neuronok altal beidegzett teriiletek kozé tartozik az LH, PVH, bed nucleus stria
terminalis (BNST), paraventricularis thalamus (PVT), medialis amygdala (MeA) és medialis
preopticus area (MPOA), amelyek stimulaljak a taplalékfelvételt, mig a PBN az evéssel
kapcsolatos diszkomfort érzetet csdkkenti. (B) Az amygdala a félelem és aggresszio, az ARC
kisspeptint kifejez6 neuronjai a szaporodas szabalyozasaban fontosak, mig az MPOA az anyai
viselkedésben, a PBN pedig a fajdalom és jollakottsag kialakitasaban jatszik szerepet (Deem és
mtsai., 2022 alapjan).

3.3 Az ArRPPTR egérmodell

Az AgRP neuronok energiahomeosztazisban betoltott szerepét kérdésessé tette, hogy
sem az Agrp, sem az Npy gén embrionalis delécidja nem valtoztatja meg az allatok
taplalékfelvételét vagy testtomegét (Qian és mtsai., 2002). A toxin-receptor medialta sejt
knock-out technika fejlédése a 2000-es évek elején azonban 1 lehetOségeket nyitott az
AgRP neuronok szerepének vizsgalatara. Luquet és munkatarsai (2005) embrionalis éssejt
technikaval 1étrehoztak egy olyan transzgénikus egértorzset, amelyben a human diftéria
toxin receptor cDNS-e az AgRP promotere alatt fejezédik ki (AgRPP™®). Az egerek és
patkanyok alapvetden rezisztensek a diftéria toxinra (DTX), mivel benniik a diftéria-receptor
aminosavcserék miatt képtelen a DTX megkotésére (Mitamura és mtsai., 1995). Ezéltal a
transzgén allatokban a diftéria toxinnal specifikusan csak az AgRP neuronokat dli el, az
injekcio idozitésével pedig kontrollalni lehet a neuronok degeneracidjanak idépontjat is

Attol fiiggden, hogy milyen életkorban kertiil a toxin beadasra, kiilonb6z6 hatasrol

szamolnak be: a neonatalis korban injektalt egerek csokkent AgRP neuronszam mellett is



durva abnormalitdsok nélkiil életben maradnak, habar a testtomegre, taplalékbevitelre
vonatkozo adatok nem mindig egybehangzoak (Joly-Amado és mtsai., 2012; Luquet és
mtsai., 2005). Azonban, ha feln6tt korban injektaljak az egereket, az allatok révid idén beliil
drasztikusan lefogynak a csokkent taplalékfelvétel kovetkeztében, végiil egy héten beliil el
IS pusztulnak (Gropp és mtsai., 2005; Luquet és mtsai., 2005). Az allatok halaldhoz vezetd
pontos okok nem ismertek, de sem az Agrp, sem az Npy gén delécidja nem okoz szemmel
lathato fenotipusos valtozast, mig a Vgat (vezikularis GABA transzporter) delécidja esetén
az egerek hipofagiat, testtomegcsokkenést mutatnak, ¢és ghrelinre is elveszitik az
érzékenységiiket (Gropp és mtsai., 2005; Qian €s mtsai., 2002; Tong és mtsai., 2008). A
taplalékfelvétel radikalis csokkenését valoszinii nem csupan a melanokortin szignalizacid
zavara okozza, mivel annak gatlasa az agouti fehérje kronikus expresszioja (letalis sarga
agouti egér, AY/a) sem menti meg a DTX injektalt AY;AgrpP™™* egereket.

A neonatalis korban diftéria toxinnal injektalt AgRPP™R egerek a felnéttekkel
szemben nem pusztulnak el a kezelés kovetkeztében, aminek a hatterében pontosan nem
ismert adaptacidés mechanizmusokat feltételeznek. (Luquet és mtsai., 2005; Nilsson és
mtsai., 2005; Wu & Palmiter, 2011). Az AgRP neuronok egerekben kb. 3 hetes korra érik el
teljes fejlettségiiket, viszont mar az ennél fiatalabb allatokban is funkciondlnak és fontos
szerepet toltenek be az utdd-gondozoé kapcsolatban (Nilsson és mtsai., 2005; Zimmer és
mtsai., 2019). A neonatalisan injektalt AGQRPPTR egerek metabolikus fenotipuséara vonatkozé
leirasok azonban nem egybehangzok. Luquet és munkatarsai (2005) 4 honapos korukig
vizsgaltak a him egerek teststlygyarapodasat ad libitum diéta mellett, amely iddszak alatt az
AgRPP™R ¢s WT egerek stlyai hasonloan valtoztak. Joly-Amado és munkatarsai (2012)
azonban azt talaltak, hogy a par napos korban injektalt AGRPPTR egerek 3 és 5 honapos koruk
kozott magasabb testtomegre tesznek szert, mint WT tarsaik, csokkent taplalékbeviteliik
ellenére (Joly-Amado ¢és mtsai,, 2012). Tovabba magasabb testhémérsékletet,
hiperinzulinémiat, csokkent lokomotoros aktivitast és respiracios kvocienst is megfigyeltek
ezeknél az allatoknal (Joly-Amado és mtsai., 2012; Varela & Horvath, 2012).

Az AgRP neuronok kulcsszerepet jatszanak az éhezésre adott megfelel6 adaptacios
valaszokban, valamint az éhezést kovetd ismételt taplalékfelvételben: éhezés soran megnd a
plazma ghrelin szint, ami az AgRP neuronok aktivaciojat és a taplalékfelvételt fokozza. Az
AgRPPTRegerek viszont nem novelik a taplalékfelvételiiket ghrelin hatasara, csak ha magas
cukor és zsirtartalmu tappal etetik 6ket, vagy ha fokozzak a dopaminerg neuronok aktivitasat
(Denis és mtsai., 2015; Luquet és mtsai.,, 2007). Ha az allatoknak csak egy 3 oras
iddablakban adnak enni a vilagos fazisban, 2 nap mulva az AgRPP™R egerek 10%-0s, 4 nap



mulva pedig 30%-os mortalitasat figyelték meg. Ezen idészak alatt az AgRPP™R egerek
taplalékfelvétele elmarad a kontroll egerekéhez képest, és az azoknal latott lokomotoros
aktivitas novekedés sem jelentkezik etetés el6tt (Denis és mtsai., 2015; Tan és mtsai., 2014).
Amennyiben a 3 6ras idéablak a sotét fazisra esik, mindez viszont nem lathat6 (Tan és mtsai.,
2014). 24 6ras éhezést kovetden az AgRPP™R egerek szintén csdkkent taplalékfelvételt
mutattak a kontroll allatokhoz képest (Cai és mtsai., 2023). Ha az AgRPP™R egereknek napi
2 Oras ctetési ablak mellett futokereket is adnak (activity based anorexia modell, ABA),
akkor mar az elsé 3 napban drasztikusan lecsokken az allatok taplalékfelvétele, €s par napon
beliil 100%-o0s mortalitast mutatnak. Ugyanakkor az allatok nem pusztan az éhezés miatt
pusztulhatnak el, mivel a kontroll egerek az AgRPPR egerek fogyasztotta mennyiségii eledel
mellett is talélnek. Az AGRPPTR egerek mortalitdsat teljesen megeldzi a magas zsirtartalmua
tap etetése (Miletta és mtsai., 2020). Masik egérmodellben, ahol kemogenetikus uton
gatoltdk az AgRP neuronok aktivitasat, szintén csokkent taplalékfelvételt tapasztaltak
¢hezést kovetden (Denis €s mtsai., 2015). Ezekbdl az eredményekbdl az latszik, hogy az
AgRP neuronok sziikségesek az ¢hezési és taplalkozasi periddusok kozotti megfeleld
valtashoz, és hianyukban az egerek nem képesek megfelelden adaptalodni a taplalék valtozo
hozzaférhetéségéhez. Ezt a helyzetet modellezi az ADF is, amit kisérleteink soran CR
protokollként alkalmaztunk, és amelynek hatdsit még nem vizsgaltak az AgRPPTR

egérmodellen.

3.4 AgRP neuronok viselkedésre gyakorolt hatasa

A taplalekfelvétel egy komplex, célorientalt viselkedés, ahol a taplalék fizikai
elfogyasztasa pusztan egy folyamatnak a végpontja, ami azzal kezddédik, hogy az allat
megehezik (motivacid), elkezd élelem utan kutatni (appetitiv fazis), megtaldlja (megel6z6
fazis), és el is fogyasztja azt (evési fazis) (Gouveia és mtsai., 2021). Az AgRP neuronok
aktivacidja kezdetben egy negativ szignal az allat szdmara: az ¢hség egy kellemetlen,
megsziintetend6 allapot, ami arra motivalja az allatot, hogy élelmet keressen (Betley és
mtsai., 2015). Kondicionalt helypreferencia tesztben az egerek abban a kamraban toltenek
tobb 1d6t, ahol az AgRP neuronokat csendesitik, illetve ha egy izt az AgRP neuronok
(Betley és mtsai., 2015). Ez az eset akkor all fenn, ha folyamatosan serkentik az AgRP
neuronokat. Az AgRP neuronok aktivacidja azonban nemcsak a taplalékfelvételt, de a
taplalékkeresé viselkedést is fokozza (Krashes és mtsai., 2011), valamint valos ideji

informaciot kapnak a taplalék elérhetoségérdl, izletességérol, €s az aktivitasukat mar pusztan
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a taplalek felfedezése is csokkenti, mieldtt azt egyaltalaban elfogyasztand az éllat (Betley és
mtsai., 2015; Y. Chen és mtsai., 2015). Ha ezt az idobeli eltolodast a taplalékfelvétel és az
AgRP neuronok aktivitasfokozodasa kozott a tesztek soran is utanozzak, az AgRP neuronok
aktivacioja alkalmassa valik egy adott iz vagy eledel iranti preferencia kondicionalasara, ami
arnyalja a negativ szigndl hipotézist. S6t, ha az allatok taplalék jelenlétében maguknak
stimuldlhatjdk az AgRP neuronjaikat, aktivan hasznalni fogjak a stimulus kivaltasara
szolgal6 pedalt. Ez az operans tanulas arra utal, hogy az AgRP neuronok aktivacidja pozitiv
szignal az allat szamara, amennyiben az AgRP neuronok stimulalasat taplalkozas kovetheti.
Ha viszont nincs bent eledel, és az allatok nem asszocialhattak a stimulust az evéssel, akkor
nem fogjak hasznalni a pedalt, vagyis az AgRP neuronok aktivitasa alapbol nem pozitiv,
jutalmazd szignal, csak azza valik a megfelel6 kornyezetben (Y. Chen és mtsai., 2016).

Az AgRP neuronok szertedgazd kapcsolatrendszeriik révén olyan agyteriileteket is
innervalnak, melyek nem, vagy nem csak a taplalékfelvétel ¢és metabolizmus
szabalyozasaban jatszanak szerepet. Ha egy allat €hezik, a viselkedésében olyan adaptiv
valtozdsok mennek végbe, melyek segitik az allatot az élelemhez jutdsban, akar a sajat
territoriuma és fizikai biztonsaganak feladasa aran is. Ehezés esetén az allatok magasabb
kockézatot vallalnak a taplalékkeresés soran, és kevésbé mutatnak agressziv territorialis
viselkedést. Ennek az idegi alapjat a medialis amygdalaba vetité6 AgRP neuronok képezhetik,
ahol az NPY1 receptort kifejezd neuronok stimulalasa a sajat teriilet védelmére irdnyuld
agressziot valt ki (Padilla és mtsai., 2016). De AgRP tartalmu rostok futnak a VTA-ba is,
melyek mennyisége fiatal korban nagyobb, mint felndttkorban, és amin keresztiil az AQRP
neuronok részt vesznek a jutalmazo rendszer miikodésében is. A csdokkent AgRP neuron
funkcioval rendelkezé egereknél (AgRPPTR* és AgRPSIRTIKOY 3 felderitd viselkedés és
kokain-szenzitivitas fokozodasat irtak le a VTA dopaminerg neuronjainak elektromos
tulajdonsagainak megvaltozasa és emelkedett extracellularis dopaminszint mellett (Dietrich
¢és mtsai., 2012a).

A VTA ¢és AgRP neuronok kozotti kapcsolat a dopaminerg rendszer és prefrontalis
kéreg fejlodésében is Kritikus szerepet jatszik, és ennek a kapcsolatnak a sériilése fiatal
korban a prefrontalis kéreg morfoldgiai, funkcionalis elvaltozasat, valamint a dopamin-
szignalizaci6 zavarat okozza AgRPS'RTIKO egérmodellben (Dietrich és mtsai., 2012a; Stutz
és mtsai.,, 2022). A prefrontalis kéreg a tanulas, célorientdlt viselkedés és kognitiv
folyamatok meghataroz6 szerepléje, mig a VTA tdbbek kozott a pozitiv-negativ
megerdsitésben, dontéshozasban, munkamemoriaban jatszik szerepet. A prefrontalis kéreg

¢s VTA igy fontos kapcsolodasi pontot jelenthetnek az egyes pszichiatriai korképek (pl.
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skizofrénia, anorexia nervosa) €s a metabolizmust iranyité hypothalamikus halézatok kozott
(Miller, 2000; Morales & Margolis, 2017). Az AgRP neuronok tartés szinaptikus
hatékonysag csokkenést idéznek el6 mind a POMC neuronokban, mind a PVH, PBN, PVT,
BNST ¢és MeA teriiletén, ami Osszhangban van az AgRP neuronok taplalékfelvételre
gyakorolt hosszantartd hatasaval, és ami szerepet jatszhat a taplalkozassal kapcsolatos
tanulasi folyamatokban is. Az AQRPP™® egerek csokkent teljesitményt mutatnak a
kontextualis és térbeli tanulast vizsgalo teszteken, ahol a taplalék helyét kell megtanulniuk,
mig az AgRP neuronok aktivalasa pont ellenkezdleg hat, €s javitja az allatok teljesitményét
(Burnett és mtsai., 2016; C. Wang és mtsai., 2021). Az AgRP neuronok kognitiv funkciokra
gyakorolt hatasaban fontos szerepet jatszhat a PVT, mivel pusztan a PVT-be vetito AgRP
neuronok el6lése vagy gatlasa is elegend6 a megfigyelt tanulasi deficit megjelenéséhez (C.
Wang és mtsai., 2021).

Masik megkozelitésben, ha az AQRP neuronokat aktivaljak taplalékforras hianyaban,
az allatok repetitiv és sztereotip viselkedéseket kezdenek mutatni, ami potcselekvésben
(mosakodas), vagy az liveggolyo eltemetési tesztben a golyok elasasara irdnyuld fokozott
aktivitasban jelentkezik (Dietrich és mtsai.,, 2015; Miletta és mtsai., 2020). Mindkét
viselkedés jellemz6 a kényszerbetegségek allatmodelljeire (Alonso és mtsai., 2015).
Ugyanakkor az AgRP neuronok aktivacidja szorongasoldd hatast mutat kiilonb6z6
viselkedésteszteken (plus maze, open field teszt), ami arra utal, hogy a repetitiv viselkedés
ettdl fiiggetleniil jelentkezik. A taplalékmegvonas vagy kaloria restrikcid nem képes
kivaltani a sztereotip viselkedést, tehat az ¢hség 6nmagaban szintén nem valdszinii kivalto
tényez6 (Dietrich €s mtsai., 2015).

Az egyes pszichiatriai zavarok rekonceptualizaldsa, mint nem pusztan pszichés, de
metabolikus eredetii betegségek is, valamint, hogy az AgRP neuronok a taplalékfelvételen
tali viselkedést (jutalom, szorongas, agresszio, félelem, repetitiv és sztereotip viselkedési
formak) is befolyasoljak, felveti annak a lehetdségét, hogy a taplalkozast szabalyozo Gsi
hypothalamikus halozatok szerepet jatszhatnak a metabolikus és pszichiatriai tiinetek
megjelenésében. Kiilondsen fontos lehet ez a periférids szovetektdl érkez6 szignalok, és az
anyagcserét szabalyozé idegrendszeri kozpontok kozotti 6sszhang felborulasakor, ami az
adott szituacionak nem megfeleld viselkedésben is megnyilvanulhat. Utobbira példa a
taplalkozasi zavarok, mint az anorexia nervosa, ahol a betegek annak ellenére sem esznek,
hogy tulzott mértékii fizikai aktivitast végeznek (Dietrich és mtsai., 2015; Méquinion és
mtsai., 2019). Ezek, és azon megfigyelések miatt, hogy az AgRP neuronok

gatlasakor/hianyaban az allatok nem képesek megfeleléen adaptalédni az éhezési-
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taplalkozasi periddusok véltakozasihoz, lehet kiilondsen érdekes az AgRPPTR egerek

viselkedésének vizsgalata ADF diéta mellett, ami kutatdsunk alapvetd fokuszaban all.

3.4.1 Taplalkozasi zavarok — anorexia nervosa

A téaplalkozasi zavarok kiilonboz6 formai a sulyos mentélis betegségek kozé
tartoznak. Mindegyik formanal megjelenik a testképzavar, abnormalis evési mintazatok és
kényszeres testsulykontroll (Schmidt és mtsai.,, 2016). Az anorexia nervosaban (AN)
szenvedd betegekre jellemzd az elhizastol valo rettegés, az ebbdl fakadod szigort diétazas,
kaloria restrikcio, amit gyakran kiegészit a tilzott fizikai aktivitas €s/vagy hanytato, hashajto
szerek tulhasznalata is. Az AN jellemzden pubertas korban jelentkezik, hamarabb mint a
bulimia nervosa, €s bar nemtdl, kortol fiiggetleniil barkit érinthet, fiatal lanyok korében a
leggyakoribb. Az alacsony onértékelés, szocialis szorongés, anhedonia és kognitiv rigiditas
mind jellemz6i az AN-nak, és hozzijarulnak az emberi kapcsolatok feltéredezéséhez,
szocialis izolacidhoz, amelyek pedig fenntartjak az AN jellegzetes tiineteit. Ehhez jarul még
az a szociokulturalis kontextus is, ami szépségidealjaival tovabb erdsiti a vékony testhez
fliz6do6 testképzavart a betegekben. (Treasure és mtsai., 2020)

Az évek soran szamos allatmodellt hoztak 1étre az anorexia nervosa kutatasara,
melyek koziil a legtobbet hasznalt az ABA modell (Scharner & Stengel, 2021). Az ABA
Iényege, hogy az allatoknak korlatlan hozzaférést biztositanak futokerékhez, mikozben
taplalékot csak napi 2 draban kapnak, ami hiperaktivitashoz és csokkent taplalékfelvételhez
vezet az arra érzékeny allatokban (Schalla & Stengel, 2019). Az AgRPP™R egerek ebben a
modellben napokon beliil elpusztulnak, amit a kaldriabeviteliik drasztikus csokkenése el6z
meg. Viszont nem a csokkent taplalékfelvételt, hanem az energiaraktarak mobilizalasnak
zavarat feltételezik az allatok pusztulasa mogott, mivel ugyanilyen kaloriabevitel mellett a
kontroll egerek még nem pusztulnak el. Az AgRP neuronok aktivalasa ebben a modellben
nem befolyasolja a kaloriabevitelt, de fokozza az allatok teljesitményét a futdkeréken, illetve
a kompulziv viselkedést a tesztet kovetden (Miletta és mtsai., 2020). Ebbdl a szempontbdl
érdekes, hogy anorexias betegeknél emelkedett plazma ghrelin és AgRP szintet figyeltek
meg, ami negativan korreldl a betegek kognitiv képességeivel (Miljic és mtsai., 2006;
irtdk le, ami tobb mint kétszer olyan gyakori anorexias betegekben, mint az egészséges
kontroll csoportban (Vink és mtsai., 2001). Az AgRP neuronok aktivitaisanak ABA
modellben torténd részletesebb elemzésénél kimutattak, hogy mig azokban az egerekben,

amik csak kaldria restrikcion vannak tartva futokerék nélkiil, az AgRP neuronok aktivitasa
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szignifikansan csokken a taplalkozas megkezdésekor, mig az ABA paradigméban tartott
egereknél ez a csokkenés nem lathato (Sutton Hickey és mtsai., 2023). Ugyanakkor
limitacidja az ABA modellnek, hogy akut modon modellezi a testtomegcsokkenést (mig az
anorexia kronikus betegség), az allatok nem férhetnek hozza mindig taplalékhoz, valamint
szocialis izolacioban vannak tartva, ami eltér azoktol a feltételektdl, amiben az anorexias
betegek legtobbszor élnek (Sutton Hickey és mtsai., 2023).

Az éllatmodellek célja egy adott fajban (ember) el6fordulo jelenség masik fajon (pl.
ragcsalok) torténd tanulmanyozasa. Ilyen értelemben az allatmodellnek analég tiineteket kell
mutatnia a modellezett betegséggel (latszatérvényesség), a betegség kezelésében hatékony
eljarasoknak az allatmodellben is enyhiteniiik kell a tiineteket (prediktiv érvényesség),
valamint a tiinetek hatterében all6 mechanizmusoknak is hasonlo természetiinek kell lennie
(fogalmi érvényesség) (Belzung & Lemoine, 2011; Willner, 1984). Ugyanakkor jelenleg
nincsen engedélyezett gyodgyszeres terapia az anorexia kezelésére, és relative kevés
informécio all rendelkezésre a mogottes bioldgiai mechanizmusokrol is, ami megneheziti az
anorexia allatmodelleinek értékelését (Zhang & Dulawa, 2021). Szamos jel mutat viszont
arra, hogy az energiahomeosztazis szabalyozésa, és kiillondsen az ¢hségérzetet kozvetitd
AgRP neuronok szerepet jatszhatnak az anorexiara jellemzé metabolikus ¢és
viselkedésjegyekben (Méquinion és mtsai., 2019). Az AgRP neuronok viselkedésre és
kognitiv képességekre gyakorolt hatasanak megismerése tehat klinikai jelentdséggel birhat,

és ehhez szolgaltat értékes informaciot az AGRPPTR egérmodell.
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4 Célkitiuzések

Kutatasunk célja, hogy pontosabb képet alkossunk az AgRP neuronok komplex, nem
taplalkozassal kapcsolatos, viselkedésekre gyakorolt hatasarol, illetve hogy karakterizaljuk
az AgRP neuronok CR hatasmechanizmusaban bet6ltott szerepét. Ehhez a neonatalis kort6l
kezdddden csokkent AgRP neuron szammal rendelkezd AgRPP™R egérmodellt hasznaljuk,
és kiilonb6z6 korcsoportokban vizsgaljuk az AL vagy CR diéta hosszatava hatasat a vad
tipust és AgRPPTR* 4llatok viselkedésére.

A viselkedésvizsgalatok soran alapvetden 3 kérdésre keressiik a valaszt:

1. Az AgRP neuronok neonatalis korban torténé elolése hatassal van-e a feln6tt

allatok szorongasara, lokomotoros aktivitasara, felderitd viselkedésére,

2. Hogyan befolyasolja a CR vagy AL diéta a csokkent AgRP neuron szdmmal
rendelkezd egerek viselkedését, és ez valtozik-e az életkor vagy nem

fliggvényében,

3. Eltér-e az allatok viselkedése a CR csoportban attol fiiggden, hogy éheztetett

vagy nem ¢heztetett napon torténik a vizsgalat.

A viselkedéstesztek mellett mérjiik, hogyan valtozik hosszutdvon a him és ndstény
allatok testtomege kaloria restrikcid hatasara, vagy ha korlatlan hozzaférhetnek a
taplalékhoz. Egyes kisérleti csoportokban az allatokat természetes haldlukig kovetjiik, és
vizsgaljuk az AgRP neuronok csokkent szamanak, illetve CR-nak az élettartamra gyakorolt

hatasat.
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5 Anyag és Modszer

5.1 Allatok és kaléria restrikcié

Az egerek homérséklet- és paratartalom-szabalyozott helyiségben, 12 6ra vilagos
(reggel 6-tol este 6-ig) és 12 ora sotét ciklusban, csoportban (3-5 egér/ketrec) voltak tartva.
Mind az AL mind a CR egerek standard takarmanytapot kaptak (VRF1, SDS). A CR
csoportba tartoz6 egerektdl hétfo-szerda-péntek reggeltél masnap reggelig vettiik el a tapot
(éheztetési napok). Viz minden allat szamara ad libitum rendelkezésre allt minden
idopontban. A C57BL/6J hattéren tartott AgRPP'R egereket Dr. S. Luquet-tol kaptuk
(Université de Paris, Franciaorszag), a vad tipusu egereket a Janvier Labs-t61 vasaroltuk. A
jelen dolgozatban bemutatott viselkedéstesztekhez ndstény, a tobbi vizsgalathoz him és
ndstény egereket hasznaltunk. A heterozigota (DTR+/) és vad tipusu (WT) egerek korabban
leirt modszer szerint (Luquet €s mtsai., 2005) a sziiletésiiket kovetd 5. napon sc. diftéria
toxin injekciot kaptak (Sigma-Aldrich) 50 ug/kg fiziologias s6oldatban (13,3 ul/g) oldva. A
vizsgalatok az Allatorvostudomanyi Egyetemen zajlottak a Pest megyei korméanyhivatal
engedélyével (engedélyszam: PE/EA/216-2/2020). Az egerek sulyat 20 hetes korukig
hetente, ezt kovetéen havonta mértiik (ME302, Mettler Toledo).

5.2 Immunhisztokémia

Az eutanaziat izofluranos (Isoflutek, 1000 mg/g) kabitast kovetéen Euthasol 40%
injekcio A.U.V. ip. beadasaval végeztiik. Az egereket transzkardialis uton, 4%-0s (V/V%)
paraformaldehiddel perfundaltuk. Az agyakat eltavolitottuk, egy ¢éjszakan at 4%-0s
paraformaldehidben poszttfixaltuk, majd 0,1 M PB-ben taroltuk, masnap vibratbmmal
(Leica VT 1000S) 50 um vastag metszeteket készitettiink. A szabadon usz6 metszeteket
haromszor 5 percig 0,1M PB-vel atmostuk, majd 20 percig 20%-0S normal (szamar)
szérumban (Jackson ImmunoResearch Laboratories) blokkoltuk. A primer antitesttel (nyul
anti-AgRP, 1:1000, Phoenix Pharmaceuticals) egy ¢éjszakan at szobahOmérsékleten
inkubaltuk. Haromszori moséas utdn a metszeteket 20 percig blokkoltuk 2%-0s normal
szérumban, majd 1 oran at inkubaltuk a szekunder antitesttel (5:1000, szamar anti-nyul
Alexa488, Jackson ImmunoResearch Laboratories). Végiil a metszeteket haromszor 0,1M
PB-ben mostuk, targylemezre huztuk és DAPI-val (Fluoroshield, Sigma) lefedtik. A
felvételeket konfokalis mikroszkoppal (Leica SP2 AOBS) készitettiik azonos beallitdsok

mellett. A bemutatott felvételeken a kontrasztot, fényerdt utolag szerkesztettiik Adobe
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Photoshop CC 2015.5 programban, minden moédositast egységesen alkalmaztuk a teljes
képen.

5.3 Viselkedéstesztek

Az osszes viselkedéstesztet egy erre kijeldlt helyiségben, azonos koriilmények
kozott, félhomalyban, délel6tti és kora délutani orakban végeztiik. A tesztdobozokat minden
allat utan 70%-os alkohollal fertdtlenitettiik. A CR egerekkel a négyzet alapu open field és
elevated plus maze teszteket koplalasi napot (24 ora éhezést) kdvetden, a kor alapti open
field és zero maze teszteket ,,etetési” napot (24 6ra ad libitum tap) kovetéen végeztiikk. Az
AL egerek minden tesztet megelézoen ad libitum kaptak tapot.

Open field tesztek: Az open field teszt egy szorongast és felfedez6 viselkedést mér6
teszt, ahol a négyzet alapt apparatus egy 40x40x40 cm méretii nyitott tetejii plexi doboz
(MKI Plexi kft.), aminek a falait kiviilrél fehér lapokkal atlatszatlanna tettiik. A kor alapu
apparatus egy 40 cm atmér6ji és 40 cm magas fala, nyitott teteji plexi doboz (MKI Plexi
kft.), amit kiviilr6l fehér ontapado foliaval atlatszatlanna tettiink. Az allatokat a teszt
kezdetén dobozok kozepére helyeztiik, majd 10 percig rogzitettiik a viselkedésiiket.

Elevated plus maze teszt: Az elevated plus maze teszt egy szorongast és kockazat
felméro viselkedést mérd teszt. Az apparatus egy megemelt (60 cm-re a talajtol) kereszt
alaku pallo, 2 nyitott és 2 zart karral (30 cm hosszt, 7 cm széles), melyek egymassal szemben
helyezkednek el. A két zart kart 30 cm magas falak veszik korbe. Az apparatus sotétsziirke
bevonatu plexibdl késziilt (MKI Plexi kft.). Az allatokat a teszt kezdetén a nyitott és zart
karok taladlkozasanal a centrumba helyeztiik, €s 5 percig rogzitettiik a viselkedésiiket.

Zero maze teszt: Az apparatus egy 40 cm atmérdjli, 5 cm széles gytrii, ami a f61dtol
60 cm-re meg van emelve. A gylirli négy negyedre van osztva, ahol két szemben 1év6 negyed
30 cm magas falakkal van korbe véve (,,zart kar”), a masik két szemben levd negyed pedig
nyitott (,,nyilt kar”). A zart karok belsd, kor kozéppontja felé esd fala fekete, az apparatus
tobbi része fehér plexibdl késziilt (MKI Plexi kft.). Az allatokat a teszt kezdetén a nyilt €s
zart karok hatarara helyeztiik, majd 5 percig rogzitettiik a viselkedésiiket.

A viselkedéstesztek elemzését az ANY-maze Video Tracking szoftverrel végeztiik
(7.20 verzio Stoelting Co.) az apparatusok folé helyezett kameraval (Logitech BRIO)
rogzitett felvételeken. Az open field teszteknél az apparatust virtualisan két zonara osztottuk:
centrum (tesztdoboz teriiletének kézépsd 25%-a, négyzet vagy kor alakban a tesztdoboz
alakjanak megfelelden) és periféria (a doboz alapteriiletének 75%-a, a doboz falai mentén).

A plus maze tesztnél nyitott kar, zart kar és centrum zéndkat hataroztunk meg az apparatus
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felépitésének megfelelden, a zero maze teszteknél az apparatust nyitott és zart karokra
osztottuk. Minden tesztnél elemeztilk az egyes zonakban eltoltott idot, megtett tavot, a
zOnaba torténd belépések szamat és a teljes megtett tavot. Zonaatlépésnek azt vettiik, ha az
allat testének 55%-a mar a zonan beliil volt (ez megfelel annak, ha az allat mells6 két 1abaval
atlépi a zonahatart), és azt vettiikk zona-elhagyasnak, ha az allat testének kevesebb mint 45%-

a volt hataron beliil.

5.4 Statisztikai analizis

Az adatok statisztikai kiértékelését az SPSS 25.0 (IBM Corp, Armonk, New York
USA) programmal végeztiik, az adatok vizualizalasa excel (Microsoft 365, verzi6: 2306) és
Adobe Illustrator 2022 segitségével tortént. A viselkedésvizsgalatokndl a varianciak
homogenitasat el6szor a Levene teszt segitségével teszteltiik (p>0.05), majd parametrikus
variancaanalizist alkalmaztunk. Két csoport Osszehasonlitdsara Student-féle t-tesztet
hasznaltunk, a diéta és genotipus szerinti 6sszehasonlitdsoknal két szempontos ANOVA-t
alkalmaztunk Bonferroni korrekcioval. A kiugré értékeket mutatd allatokat a
viselkedésvizsgalatoknal elfogadott modon eltavolitottuk (atlag +/- 2*SD). A testtomegek
egyes id6épontokban torténd Osszehasonlitasara ismételt méréses ANOVA-t alkalmaztunk
paronkénti 6sszehasonlitassal és Bonferroni korrekcidval. A tilélés-analizisekhez a Kaplan-
Meier gorbék Osszevetéséhez a Mantel-Cox (log rank) tesztet hasznaltuk. A fluoreszcens
intenzitas kvantifikalasa ImageJ programban (NIH, 1.53k) tortént, és minden felvétel esetén
meghataroztunk egy optimalis kiiszobértéket a hattér fluoreszcencia kisziirésére (Crowe &
Yue, 2019). A fluoreszcens intenzitasok Osszehasonlitasara Student-féle t-tesztet

hasznaltunk.
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6 Eredmények

Az AgRPPTR egérmodell tesztelése végett 4 és 6 hetes, a diftéria toxin receptorra
homozigdta egereket injektaltunk DTX-al (4. abra). Korabbi eredményeink és mas
kutatocsoportok publikacid azt mutattdk, hogy az AgRP neuronok felndtt korban térténd
elolése gyors fogyashoz, végiil halalhoz vezet (Luquet és mtsai., 2005; Wu és mtsai., 2009).
Kisérletiink egyik célja az volt, hogy meghatarozzunk egy sziikebb id6ablakot a neonatalis
¢s felndttkor (10 hét<) kozott, amikor az AgRP neuronok elvesztése még kompenzalhato.
Ennek érdekében el8szor 4 hetes homozigota (AgRPPTRPTR) egereket injektaltunk DTX-al
¢s fiziologias sooldattal (FS kontroll), és azt tapasztaltuk, hogy a DTX-al injektalt egerek az
oltast kovetd tobb, mint egy hétben nem hiztak, mig a kontroll csoport ez id6 alatt
folyamatosan hizott (ismételt méréses ANOVA, F15=13.53, p=0.006) (4. A). Ezt kdvetden
6 hetes homozigodta egereket injektaltunk DTX-al, melyekr6l korabban mar leirtak, hogy
elpusztulnak diftéria kezelés hatdsara. Hogy kizarjuk a diftéria toxin esetleges nem
specifikus toxikus hatasat, WT egereket is injektaltunk a toxinnal. Meglep6 modon azonban
itt is csak egy atmeneti, &mde szignifikans fogyast lattunk a homozigoéta allatoknal, mig a

WT allatok tovabbra is hiztak (ismételt méréses ANOVA, F1,14=64.92, p<0.0001) (4. B).

A. B. 110
1404 =4 hetes DTX (hom): n=6 ] p=0.006 W
- 4 hetes FS (hom): n=4 "
X 130+ 105 { i.p. 50 pgikg DTX
= *%
123
E 120+ 100 A
©
2 110 9%
i}
£
'%’, 100 A 90
o e 6-7 hetes DTX (hom): n=9
= 904 ip. 50 pgikg DTX 85 " | p<0.0001
vagy egyenld térfogatd FS = 6-9 hetes DTX (WT): n=7
80— v T T T r T T T \ 80 = T v T T T T T T )
1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1d6 (nap)

1d6 (nap)
4. abra A diftéria toxin (DTX) atmeneti stagnalast (4 hetes egerek, A.), illetve csokkenést (6
hetes egerek B.) okoz a homozigéta allatok (AgRPPTRPTR) testtomeggyarapoddsiban. A
feltlintetett adatok atlagértékek +/- SE, * p<0.05, ** p<0.01 ismételt méréses ANOVA ¢és
paronkénti dsszehasonlitds Bonferroni korrekcioval.

Annak érdekében, hogy igazoljuk az AgRP tartalmi rostok eltiinését az AgRPPTR
egerekben a neonatalis kori DTX injekcio hatasara, immunhisztokémiai festést végeztiink
vad tipusu (kontroll) és heterozigéta allatok agyan (5. abra). Megmértiik a fluoreszcens
intenzitast az ARC-ban (5A,B), ahol az AgRP neuronok is talalhatok, illetve a PVN és PVT
teriiletén (5A,C,D), melyeket intenziven innervalnak az AgRP tartalmu rostok. Mindharom
terlileten szignifikans csokkenést talaltunk az AgRP immunpozitiv rostok mennyiségében,
ami igazolja a toxin kezelés hatasossagat (kétmintas t-proba, ARC: p<0.0001, PVN:

p=0.019, PVT: p=0.006).
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5. abra Koronalis egér agy metszet a hypothalamus arcuatus magjanak magassagaban (Iépték:
1000 um, mouse.brain-map.org) (A) Reprezentativ AgRP immunjel6lés és a fluoreszcens jel
kvantifikalasa feln6tt WT (bal oldali képek) és DTR+/- (jobb oldali képek) allat
hypothalamuséanak arcuatus (B) és paraventricularis magjabol (C), valamint a paraventricularis
thalamusbol (D). Az allatok neonatalis korban 50 pg/kg DTX injekciot kaptak sc. Kétmintas t-
proba * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001. A feltiintetett adatok atlagértékek +/- SE (n=3-3,
ndstény €s him allatok), 1épték = 100um
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Az AgRP neuronok neonatalis korban torténd eldlése ellentétes hatdssal van a him
egerek testtomegére AL és CR diéta mellett, mig a néstények testtomegét nem befolyasolja.
A WT és DTR+/- genotipusu him (6. abra) és néstény allatok (7. abra) testtomegének az
alkalmazott diéta (AL vagy CR) fiiggvényében torténd valtozasat 2 és 18 honapos koruk
kozott ismételt méréses ANOVA-val hasonlitottuk 6ssze. A kaloria restrikcion tartott egerek
minden csoportban szignifikdnsan alacsonyabb testtomegre tettek szert, mint az AL etetett
tarsaik (YDTR+/-: Fi160=13.44, p=0.0005; QWT: F150=6.17, p=0.016; IDTR+/-:
F142=50.45, p<0.0001; AWT: F1,37=45.89, p<0.0001). Ugyanakkor a him DTR+/- egereknél
ez a kiilonbség a CR ¢és AL etetett allatok kozott kétszer akkora, mint a WT allatoknal (lasd
1. tablazat), mig a néstényeknél mindkét genotipusnal hasonld mértéki a kiilonbség az AL

¢és CR etetett egerek testtomegei kozott (2. tablazat).

A B. *N¥
45 45 .
XK % T T T l I
40 4 40 T
1
— T L
o 35 35 4 -1
[=2] F I
2 30 30 7 g T
ES) : e S ures il
8 25 5/
—AL WT (n=21) T AL DTR+/- (n=25)
20 4 ——CRWT (n=18) 201 CR DTR+/- (n=19)
15 15
2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Eletkor (hénapok) Eletkor (hénapok)

6. abra A him vad tipusu (A) és heterozigota (B) egerek testtomegének (g) valtozasa az
alkalmazott diéta (AL vagy CR) szerint az id6 fliggvényében. A feltiintetett adatok atlagértékek
+/- SE, ***p<0.0001 ismételt méréses ANOVA paronkénti Osszehasonlitds Bonferroni
korrekcioval.

1. tablazat A him AL vagy CR etetett WT és DTR+/- genotipust egerek atlagos testtdmege (g) havonként,
illetve a havonkénti atlagos kiilonbségek az AL és CR egerek teststilyaban.

Testtomeg (g)
Eletkor (hénap) 2 3 4 5 6 7 8 9
WT AL 24,2 27,6 29,8 31,2 31,8 33,1 33,5 33,9
CR 22,9 26,1 26,7 28,7 29,0 28,8 27,9 28,6
A 1,3 1,4 31 25 2,9 4,4 5,7 5,2
DTR+/- AL 23,3 27,5 30,1 32,5 33,4 35,1 36,0 36,9
CR 21,0 23,8 25,1 26,8 27,4 27,2 27,1 27,7
A 2,4 37 49 5,7 6,0 79 8,9 9,2
10 11 12 13 14 15 16 17 18
WT AL 346 352 351 352 36,1 36,3 365 37,7 378
CR 294 301 31,1 307 31,2 30,8 31,6 311 314
A 5,2 5,1 4,0 45 49 5,5 5,0 6,6 6,4
DTR+- AL 37,7 394 403 400 41,5 41,6 422 432 423
CR 283 290 299 302 30,1 29,5 306 305 305
A 9,4 105 104 9,7 11,4 12,0 11,6 12,7 119

21



A. B.
35 35
% *
30 30
s P I I
G * e T,
o 25 25 4 TII*:,III
(] P e
E - i E = = =
220 20{ _Frm—e—""
a £
()
= ——AL WT (n=32) : AL DTR+/- (n=40)
15 ——CR WT (n=29) 15 CR DTR#/- (n=31)
10 10
2 4 8 10 12 14 16 18 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Eletkor (hénapok) Eletkor (hénapok)

7. abra A ndstény vad tipust (A) és heterozigota (B) egerek testtomegének (g) valtozasa az
alkalmazott diéta (AL vagy CR) szerint az 1d6 fliggvényében. A feltlintetett adatok atlagértékek
+/- SE, *p<0.05 ismételt méréses ANOVA paronkénti 6sszehasonlitas Bonferroni korrekcidval.

2. tablazat A nostény AL vagy CR etetett WT és DTR+/- genotipust egerek atlagos testtomege (g) havonként,
illetve a havonkénti atlagos kiilonbségek az AL és CR egerek teststilyaban.

Testtomeg (g)
Eletkor (hénap) 2 3 4 5 6 7 8 9
WT AL 18,0 20,5 21,3 22,1 22,5 22,6 23,3 23,7
CR 17,7 19,6 20,9 21,0 21,2 21,9 21,4 22,2
A 0,3 0,9 0,5 1,1 13 0,7 1,8 15
DTR+/- AL 17,2 19,3 20,6 21,3 21,5 22,1 22,8 23,2
CR 16,9 18,9 20,0 20,3 20,2 20,8 20,7 21,4
A 0,4 0,5 0,7 1,0 1,3 1,3 2,1 1,7
10 11 12 13 14 15 16 17 18
WT AL 24,0 24,6 25,0 24,7 255 27,6 27,6 282 285
CR 23,0 23,8 24,3 24,4 25,0 25,3 25,9 26,0 26,6
A 1,0 0,8 0,7 0,3 0,4 2,3 1,7 2,2 1,8
DTR+/- AL 23,8 24,9 25,4 25,9 26,8 27,8 28,0 288 29,2
CR 22,4 23,0 23,3 23,5 24,4 25,3 25,6 255 264
A 1,3 1,9 2,1 2,4 2,4 2,6 2,4 3,4 2,8

Kisérleteink részeként az allatok egy részét természetes halalukig kovetjiik, ahol azt

vizsgaljuk, hogy az alkalmazott diéta (CR vagy AL) és az AgRP neuronok megléte vagy

hianya hogyan befolyasolja az allatok élettartamat (8. abra). Habar az allataink nagy része

még €, néhany kiilonbség mar igy is kirajzolodni latszik a csoportok kozott. A néstény WT

CR egereknél masfél év alatt nem volt elhullas, amikor a WT AL etetett egereknek 23.53%-

a ugyanennyi id6 alatt mar elpusztult, ami szignifikans kiilonbséget jelent a két csoport
kozott (x?(1)=5.86, p=0.016) (8C). A néstény DTR+/- allatok ezzel szemben hasonlo
elhullasi aranyt mutatnak mind AL, mind CR diéta esetén (AL: 12.13%-0s, CR: 9.53%-0s
elhullas, ¥%(1)=0.15, p=0.701) (8D). A himeknél a WT allatoknal nincsen szignifikans
kiilonbség a CR és AL diétan tartott egerek pusztulasi aranyai kozott (AL: 5.0%-o0s, CR:
3.7%-o0s elhullas, ¥%(1)=0.06, p=0.803). A him WT A4llatoknal latott kevés pusztulas
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Osszhangban all a himek hosszabb varhat6 élettartamaval C57BL/6 egereknél (8A). A him
CR DTR+/- allatoknal folyamatosan voltak elhullasok a masfél év alatt, ami szignifikansan
tobb, mint AL diéta esetén (CR: 29.43%, AL: 4.66%-os elhullas, x*(1)=8.51, p=0.004) (9B).
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8. abra A genotipus (WT vagy DTR+/-) és diéta (AL vagy CR) hatasa az élettartamra Kaplan-
Meier gorbéken abrazolva. Him (A, B) és néstény (C, D) vad tipust egerek.

Kisérleteink egyik célja, hogy megvizsgaljuk az AgRP neuronok neonatalis korban
torténd elolésének hatasat az egerek viselkedésére. A kiilonbozo életkoru (fiatal feln6tt 3
hoénapos, felnétt 6 és 12 honapos) egerekkel szorongast mérd plus maze és zero maze
teszteket végeztiink (3. tablazat). Habar azt vartuk, hogy az éhezés hatasara a CR egerek
tobb 1d6t fognak tolteni a nyitott karokban és tobbet fognak mozogni, ez a hatast csak a 3
honapos egereknél jelent meg konzekvensen, és ott is a 24 oras ad libitum etetést kovetd
zero maze teszten (teljes megtett tav (m): F1,34=7.72, p=0.009 (9B); zart karban megtett tav
(m): F134=5.98, p=0.020 (9D); nyitott karban t6ltott id6 (%): F1.34=5.31, p=0.027 (9F)).
Ezzel szemben a 6 és 12 honapos csoportokban a plus maze teszten pont az ¢heztetett CR
egerek voltak azok, akik kevesebbet mozogtak, mint az AL etetett tarsaik (teljes megtett tav
(m): 6 honap: F131=7.00, p=0.013; 12 honap: F146=7.87, p=0.007 (9A); zart karban megtett
tavra (m): 6 honap: F131=19.00, p=0.0001; 12 honap: F1,46=5.83, p=0.020 (9C)), a nyitott
karban t61tott idoben viszont nem volt kiilonbség (9E). A 12 honapos csoportban elsésorban
az ¢heztetett DTR+/- egerek voltak azok, akik szignifikansan kevesebbet mozogtak, mint az
AL etetett DTR+/- tarsaik (teljes megtett tav (m): p=0.003 (9A); zart karban megtett tav (m):
p=0.039 (9C)), vagy akar a szintén éheztetett WT egerek (zart karban megtett tav (m):
p=0.031 (9C)). Utobbi kiilonbség viszont a zero maze teszten 24 6ra ad libitum etetés utan
nem lathat6 (9B,D).
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9. abra A CR hatasa az egerek lokomotoros aktivitdsara és szorongasara 24 oras ¢hezést (plus
maze), vagy 24 ora ad libitum taplalast kovetden (zero maze) 3, 6 és 12 honapos ndstény
allatokban. Az allatok altal a teszt idétartama alatt megtett teljes tav (m) (A, B), zart karokban
megtett tdv (C, D), és a nyitott karokban t61tott id6 (E, F). Reprezentativ titvonalabra egy-egy 12
honapos néstény AL vagy CR diétan levd WT és DTR+/- egér tesztjérdl (G). A feltiintetett
adatok atlagértékek -+/- SE, *p<0.05, **p<0.01 két szempontos ANOVA paronkénti
Osszehasonlitas Bonferroni korrekcioval.
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3. tablazat A plus maze €s zero maze tesztekben részt vett ndstény egerek szama az egyes csoportokban.

Diéta Genotipus 3 hénap 6 honap 12 héonap
WT 15 9 17
AL
DTR+/- 9 5 13
WT 9 10 11
CR
DTR+/- 9 8 14

A plus maze és zero maze tesztek mellett kétféle (kor és négyzet alapu) open field
tesztet is végeztiink, ami az allatok szorongésat és felfedezo viselkedését mérd teszt. Az AL
etetett WT és DTR+/- allatok 0sszehasonlitasaban azt lattuk, hogy a him DTR+/- allatok 3
¢s 12 honapos korukban is alacsonyabb lokomotoros aktivitast mutattak (3 honap: t29,0=2.25,
p=0.032; 12 honap: tas6=2.16, p=0.038) (10A,C,D), és az open field centrum zénajaba is
kevesebbszer Iéptek be (3 honap: t291=2.92, p=0.007; 12 honap: t323=3.25, p=0.003)
(10B,C,D). A ndstényeknél azonban csak a 12 honapos csoportban lattunk szignifikans
kiilonbséget a WT és DTR+/- allatok kozott a centrumba vald belépések szdmaban
(t32,3=3.25, p=0.003). Bar a 12 honapos ndstény DTR+/- egerek is kevesebbet mozogtak,
mint WT tarsaik, ez nem érte el az 5%-0s szignifikancia szintet (t40,8=1.92, p=0.062).

A * p=0.062  * B. *x ** *x BWT néstény
12 — L f 1.2- L L ™1  oDTR+/- néstény
n=24 n=16 n=24 n=16 n=24 n=16 n=24 n=16 aWT him
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o
©
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(relativ a WT-hoz)
o
b
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(relativa WT-hoz)
o
o

o
N

o

3 hénap 12 hénap

DTR+/-

TR

10. abra Az AgRP neuronok neonatalis elolésének hatdsa az egerek felderitd viselkedésére és
szorongasara open field teszten AL diéta mellett. A 3 és 12 honapos ndstény, illetve him allatok
altal teljes megtett at (A), és a centrum zonaba torténd belépések szama (B) a kétféle (kerek és
négyzetes) open field teszt soran. Reprezentativ utvonalabrak a 3 és 12 honap him és néstény
egerek tesztjeirdl (C, D). A feltiintetett adatok a WT allatokhoz normalizalt atlagértékek +/- SE,
*p<0.05, **p<0.01 Student-féle t-teszt.
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7 Kovetkeztetések

Az AgRP neuronok taplalékfelvételben betoltott kritikus szerepére a figyelmet
Luquet és munkatarsai (2005) kisérletei hivtak fel, akik az AgRPP™R*" egérmodell
létrehozasaval az AgRP neuronokat barmely ¢€letkorban specifikusan eldlhetéveé tették DTX
beadasaval. A feln6tt egerek a toxin beadasat kovetden teljesen felhagytak a taplalkozassal,
¢s egy héten beliil eredeti testtomegiik tobb, mint 20%-at elvesztették, ahol a kisérletet
allatjoléti okokbol befejezték. Ezzel szemben a neonatalisan injektalt egerek tulélnek, és
feln6tt korban sem mutatnak durva abnormalitasokat (Luquet és mtsai., 2005). A mi
eredményeink is alatimasztjak, hogy a neonatalisan injektalt egerek talélnek, mikdzben a
DTX hatasara kozel 80%-al csokken az AgRP immunpozitiv rostok mennyisége a
hipotalamuszban. Szerettiik volna viszont pontosabban behatarolni, hogy mi az az életkor
miutan az AgRP neuronok elvesztése mar letalis az allatokra nézve. Azt tapasztaltuk, hogy
sem a 4, sem a 6 hetes egerek nem pusztulnak el a DTX hatasara. A 4 hetes egerek
sulygyarapodas pusztan stagnal, mig a 6 hetes egerek egy atmeneti, amde szignifikans
testtomegesokkenést mutatnak. Ugyanez a DT X-el injektalt WT egereknél nem lathato, ami
pedig kizarja a nemrég felvetett, diftérianak tulajdonitott nem specifikus toxicitast is (Cai és
mtsai., 2023). A 6 hetes allatoknal a DTX injekciot mas tanulmanyokban mar letalisnak
talaltak, bar megjegyzendd, hogy az allatokat az eredeti testtomegiik 80%-nak elértekor
terminaltak, mig nalunk 77%-rdl is visszahiztak allatok (Wu, Howell, & Palmiter, 2008; Wu
¢és mtsai., 2009). Azonban mi korabban egy éves allatokkal reprodukaltuk a Luquet és mtsai.
(2005) altal 10 hét kortili egereknél leirt gyors fogyast, ahol az egerek olyan allapotba
keriiltek 20%-o0s fogyas koriil, hogy a kisérletet be kellett fejezniink. Ezek alapjan
valdsziniinek tinik, hogy a ~8-10 hetes kor lehet az, amikor az AgRP neuronok elvesztése
mar nem kompenzéalhatd. Habar az AgRP neuronok ~3 hetes korra teljesen kifejlddnek
(Nilsson és mtsai., 2005), késébb is torténnek atrendezddések a kapcsolatrendszeriikben.
Utobbira példa, hogy az AgRP neuronok az 1jsziilott és peripubertds kora allatokban
intenziven innervaljak a VTA-t, ami azonban feln6tt allatokban mar nem lathato (Dietrich
¢és mtsai., 2012a). Tovabba ismert, hogy az AgRP neuronok a VTA-val valo kapcsolataikon
keresztiil hatassal vannak a prefrontalis kéreg fejlodésére is, ami az egyik legkésobb
kifejlodd agytertiilet, és ennek végpontja ragcsalokban szintén erre az 1-2 honapos korra
tehet6 (Kolk & Rakic, 2022). Ha kideriilne, hogy ez a két esemény —a VTA-ba futd rostok

eltinése és a DTX letalis hatdsa — egymassal kapcsolatban all, annak fontos implikacioi

crer
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Kisérleteink sordn 18 hoénapon at kovettiik a neonatalis korban injektalt egerek
testsulygyarapodasat €s azt talaltuk, hogy a him DTR+/- egerek AL diéta mellett magasabb,
mig CR diéta mellett alacsonyabb testtomegre tesznek szert, mint WT tarsaik, ahol egyes
AL etetett egerek a koruknak és nemiiknek megfelelé normal testsily masfélszeresét is
elérik. A him AL etetett DTR+/- egerek elhizasat Joly-Amado és mtsai. (2012) is leirtak,
azonban a CR hatasat 6k nem vizsgaltak, igy az is uj megfigyelés, hogy a DTR+/- egerek
CR mellett alacsonyabb testtomeget érnek el, mint WT tarsaik. Ezzel szemben a
ndstényeknél nem lattunk Iényeges kiilonbséget a DTR+/- és WT egerek testsulyai kozott,
sem AL sem CR diéta mellett, ami az AgRP neuronok eltérd jelentdségét jelzi a két nemben.
Egy nemrég megjelent tanulmany szintén ivari kiilonbségrol szdmol be a taplalékfelvétel és
testtomeg tekintetében olyan allatoknal, amelyek AgRP neuronjaiban a lipid metabolizmus
¢s B-oxidacid zavart (Zagmutt és mtsai., 2023). Megjegyzendd, hogy a ndstény WT és
DTR+/- egerek CR hatasara sem fogytak le olyan mértékben, mint a himek. A
kisérleteinkben az allatokat a tagabb értelemben vett CR egyik formajanak, periodikus
¢hezésnek (IF) tettiik ki, ahol egy héten 4 napon AL ehettek az egerek, mig 3 napon teljesen
megvontuk toliikk a taplalékot. Mivel ebben a CR paradigmdban nem szézalékosan
csokkentettiik az egerek rendelkezésére allo taplalékot, igy pontosan nem tudjuk mennyit
ettek az allataink. A szakirodalomban a 2:1 aranyu IF-t tekintik izokalorikus diétdnak, mig
az 1:1 IF - amit gyakorlatilag mi is alkalmazunk - ~80%-0s CR-nak feleltetheté meg, mivel
egy nap alatt nem esznek 2x annyit az egerek (K.-H. Kim és mtsai., 2017; R. Y. Kim és
mtsai., 2019). Azonban a mi adataink arra utalnak, hogy a him és ndstény egerek eltérd
modon alkamazkodnak az IF-hez, tekintve hogy a néstény allatok nem fogytak le jelentésen,
ellentétben a himekkel. Egyuttal az AgRP neuronok neonatalis eldlése is csak a himek
testtomegében okozott jelentds eltérést, mig a ndstény egerek testtdomegét nem befolyasolta
sem AL, sem CR diéta mellett. Ismert, hogy az dsztradiol kozvetve az AgRP neuronokon
keresztiil fejti ki anorexigén hatasat a ndstény allatok ciklusa soran (Olofsson és mitsai.,
2009), illetve az AgRP neuronok szorosan egyiittmtkodnek a kisspeptin 1-et kifejez6
neuronokkal, és ezaltal a hypothalamus-hipofizis-gonad tengellyel (Padilla és mtsai., 2017).
Azonban, hogy a testsulyokban megfigyelt ivari kiilonbségek a nemi hormonok hatasanak a
kovetkezménye vagy sem, tovabbi kutatast igényelne, ahogy azt sem tudjuk jelenleg
megitélni, hogy a himeknél megfigyelt alacsonyabb testtomeg IF mellett azok csokkent
taplalékbevitelére vezethetd-e vissza.

A him DTR+/- egerek a kisérleteinkben CR diétan alacsonyabb testtomeget értek el,

mint a WT térsaik, és az elhullas is szignifikansan nagyobb volt a fiatal allatoknal, mint a
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tobbi csoportban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az AgRP neuronok hianyaban ezek
az allatok nem képesek megfelelden alkalmazkodni a CR jelentette kihivashoz. Hasonlo
kovetkeztetésre jutottak azokban a kisérletekben is, ahol az egereknek egy par oras
idéablakban adtak enni naponta, vagy 24 6ran at éheztették az allatokat. Az AgRP neuronok
hianyaban az egerek jobban lefogytak, lassabban kezdtek el hizni, kevesebbet ettek és
megndvekedett mortalitast mutattak (Cai és mtsai., 2023; Tan és mtsai., 2014). Utdbbi pedig
pont az ecllenkez6je a CR jol dokumentalt, élethosszt novelé hatidsanak, ami a mi
eredményeinkbdl is kitlinni latszik a ndstény WT egereknél. Bar a CR évtizedek ota
foglalkoztatja a tudosokat, a pozitiv élettani hatasai mogott hizodoé hatdsmechanizmusok a
mai napig nem tisztazottak. Mivel az éhségérzet CR mellett, és az energiacgyensuly beallta
utan sem csokken vagy szlinik meg (Hambly és mtsai., 2007), igy feltételezik, hogy a CR
hatasadban az ¢hség, és az ezt jellemzd neuroendokrin valtozdsok meghatdrozo szerepet
toltenek be (Chiba és mtsai., 2002). Mivel az AgRP neuronok a taplalékfelvétel és éhség £6
iranyitoi a melanokortin rendszeren keresztiil (Cone, 2005), illetve azon kiviil is (Aponte és
mtsai., 2011; Wu, Howell, Cowley, és mtsai., 2008), valamint az ¢hezés sordn végbemend
metabolikus adaptaciokat, a szénhidrat és lipidanyagcsere kozotti valtast is 6k koordinaljak
(Varela & Horvath, 2012), igy kézenfekvo a feltételezés, hogy a CR hatasmechanizmusaban
is dont6 szerepet jatszanak (Derous és mtsai., 2016). Utobbi mellett szolna az is, ha az AgRP
neuronok hidnyaban az allatok CR mellett sem élnének tovabb, mint az AL diétan tartott
tarsaik, ami egyeldre a mi adatainkbol is kitlinni latszik.

A sziikos taplalékforras, az éhezés olyan kihivas, amivel a természetben minden allat
talalkozik, igy evolicids szempontbol 1étfontossagu volt, hogy kialakuljanak az ehhez
megfeleld6 metabolikus és viselkedésbeli alkalmazkodasi mechanizmusok. Kisérleteink
soran kivancsiak voltunk, hogy az AgRP neuronok anyagcsere-adaptaciokban betoltott
szerepe mellett (Varela & Horvath, 2012), befolyasoljak-e az éhezés esetén megfigyelhetd
viselkedésbeli valtozasokat is. A CR egy jol ismert hatasa, hogy noveli az allatok
lokomotoros aktivitasat (Siegfried és mtsai., 2003), kiilondsen nappal, mig az &jjeli
aktivitdsat inkédbb csokkenti (Williams és mtsai., 2002). Ez a lokomotoros aktivitas
novekedés viszont a mi eredményeinknél egyediil a 3 honapos zero maze teszteken jelenik
meg, amikor az allatok a megel6z6 24 oraban ad libitum ehettek. A 6 és 12 honapos CR
allatok, kiilonésen a DTR+/- genotipustiak a plus maze teszten 24 oras éhezést kovetden
viszont mar egyértelmiien kevesebbet mozogtak, mint az AL etetett tarsaik. CR alatt azonban
a legtobbszor bizonyos szdzaléknyi taplalékmegvonast értenek, és nem periodikus koplalast,

amit mi is alkalmazunk, €s aminek viselkedésre gyakorolt hatasat kevesen vizsgaltak, ¢s ami
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esetleg magyardzhatja, miért nem latjuk a CR szorongasoldd és lokomotoros aktivitast
noveld hatasat. Ahol pedig vizsgaltak az IF szorongéasra gyakorolt hatasat, ugyancsak
ellentmond6 eredményekre jutottak a kiilonbozo tesztek esetén (Carteri és mtsai., 2021).
Ami azonban latszik a mi eredményeinkbdl, hogy az allatok eltérden viselkednek 24 oras
koplalast, vagy 24 ora AL etetést kovetéen CR mellett. A csokkent lokomotoros aktivitas
csak az ¢hezést kovetd plus maze teszten jelent meg a 6 és 12 honapos CR csoportokban,
mig az AL etetést kovetd zero maze teszten nem lattunk kiilonbséget a megtett tdvban a
csoportok kozott.

Mivel egyre tobb adat utal arra, hogy az AgRP neuronok a taplalékfelvételen tul is
befolyassal vannak az allatok viselkedésére, kivancsiak voltunk, hogy az AgRP neuronok
neonatalis elolése miként hat a néstény és him DTR+/- egerek felderitd viselkedését az open
field teszten. Korabbi eredmények nem mutattak kiilonbséget a ndstény DTR+/- és WT
egerek lokomotoros aktivitasaban ezen a teszten (Dietrich és mtsai., 2012b), amit a mi
eredményeink is megerdsitenek mind a 3, mind a 12 honapos csoportban. Ezzel szemben a
him DTR+/- allatok szignifikdnsan kevesebbet mozogtak a teszt soran fiiggetleniil az
¢letkoruktol. Mivel ez a kiilonbség a lokomotoros aktivitdisban mar a 3 honapos
korcsoportban is megjelent, ahol a him WT és DTR+/- egerek testtomegében még nincsen
jelentds kiilonbség, igy nem valoszinii, hogy a DTR+/- egerek a magasabb testtomegiik miatt
mozognanak kevesebbet. Szintén kiilonbséget talaltunk a centrum zdénaba vald belépések
szamaban, ahol a DTR+/- allatok inkabb a doboz falai mentén fedezték fel a teret, és ez a
ndstény DTR+/- egereknél 1s megfigyelhetd volt. Ezek az eredmények pont az ellenkezdjét
mutatjak annak, amit az AgRPS™KO egereknél irtak le, ahol az allatok tobbet mozogtak az
open field teszten, mint WT tarsaik (Dietrich és mtsai., 2012b).

Osszességében elmondhatd, hogy bar az AgRP neuronok neonatélis korban torténd
elolése mellett is az allatok életképesek, szaporodnak, az utddaikat felnevelik (Phillips &
Palmiter, 2008), mégis tobb abnormalitast is mutatnak: a him AgRPP™R egerek AL diéta
mellett felndtt korukra jelentdsen elhiznak, mig CR mellett jobban lefogynak és nagyobb
mortalitast mutatnak, mint a WT egerek. Habar a néstény DTR+/- allatok testsulyaban nem
mutatkozik kiilonbség, a CR-re adott viselkedésbeli valaszukban, valamint az open field
teszten mutatott felderitd viselkedésiikben a ndstények is eltérnek a kontroll allatoktol. A
CR csak a him egereknél eredményezett jelentds testtomegesokkenést, ami arra utal, hogy a
ndstény €s him allatok eltéré mértékben és modon alkalmazkodnak a periodikus éhezéshez,
ami fontos szempontot jelenthet az ilyen diétaval végzett kisérletek eredményeinek

értelmezésekor.
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8 Osszefoglalo

A hipotalamikus agouti-related peptidet (AgRP) és neuropeptid Y-t (NPY) kifejez6
neuronok kritikus szerepet jatszanak az éhségérzet kialakitasaban. Az AgRP neuronok
kizarélag a hypothalamus arcuatus magjaban talalhatok, és a POMC neuronokkal egyiitt a
taplalékfelvétel és energiahdztartast szabalyozo6 in. melanokortin rendszer alapjat képezik.
Az AgRP neuronok viselkedésre gyakorolt hatasa azonban kevésbé tisztazott, és esetlegesen
fontos kapcsolodasi pontot jelenthet kiilonbozé mentalis betegségekkel, taplalkozasi
zavarokkal, mint az anorexia nervosa is. Kisérleteinkben a neonatalis kortol csékkent AgRP

PPTR egérmodellt vizsgaltuk ad libitum és kaloria restrikcid

neuronszammal rendelkezé AgR
(CR) diéta mellett. Az allatokkal viselkedésteszteket végeztiink, hogy felderitsiik, milyen
hatassal vannak az AgRP neuronok az allatok felderitd viselkedésére és szorongasara. Mivel
ezek a neuronok elsdsorban éhezés és negativ energiaecgyensuly esetén aktivak, igy
vizsgaltuk a normal, és csokkent mennyiségli AgRP neuronnal rendelkezé allatok CR-hoz
valo alkalmazkodasat is. A CR-r6l szamos tanulmany kimutatta, hogy sikeresen
alkalmazhat6 az oregedési folyamatok lassitdsara, és az élethossz megnovelésére. Tekintve
az AgRP neuronok ¢éhezésben jatszott szerepét, kisérleteinkben azt a hipotézist is
megvizsgaljuk, hogy az AgRP neuronok elengedhetetlenek a CR kedvezd élettani hatdsainak
megjelenéséhez. Eredményeink az AgRP neuronok egy korabban ismeretlen ivarspecifikus

szerepére utalnak az é&hezési periddosukhoz valé metabolikus és viselkedésbeli

alkalmazkodasban.
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9 Abstract

Neurons expressing hypothalamic agouti-related peptide (AgRP) and neuropeptide
Y (NPY) play a crucial role in the development of hunger. AgRP neurons are located
exclusively in the arcuate nucleus of the hypothalamus and together with POMC neurons
form the basis of the melanocortin system: a set of CNS circuits regulating food intake and
energy balance. However, the impact of AgRP neurons on complex, non-feeding related
behaviour is less understood and could potentially represent an important link to various
mental disorders, such as anorexia nervosa. Using the AgRP®™R mouse model we performed
various behavioural tests to study the effects of neonatal AgRP neuronal ablation on
exploratory behaviour and anxiety. As AgRP neurons are primarily active during negative
energy balance and starvation-like states, we also examined the ability of animals with
impaired AgRP neuronal function to adapt to a CR regimen. Several studies have shown that
CR can be successfully implemented to slow down ageing processes and increase lifespan.
Considering the role of AgRP neurons in energy balance regulation, we also test the
hypothesis that AgRP neurons are essential for the beneficial effects of CR. Our results
indicate that perturbation of AgRP neuronal function can lead to sex-dependent changes in

metabolic and behavioural adaptation to CR.
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