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1. Roviditések jegyzéke

AgRP — Aguti-rokon fehérje

AL — Ad libitum

AMP — Adenozin- monofoszfat

AMPK- AMP-aktivalt protein kindz

ARC - Nucleus arcuatus, hypothalmusban talalhaté mag

AgRPPTRY-_ AgRP-ablalt heterozigota (egér)

ATP - Adenozin- trifoszfat

CR- Kaloria restrikcio

Default — Alapértelmezett fazis a tanulasi folyamatok soran ivasi lehetdség 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 lehetoséggel

RFID — Radioéfrekvencias azonositd

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

WT — Vad tipus (egér)



2. Bevezetés és irodalmi attekintés

A taplalkozas létfontossagu a szervezet tapanyag €s energiaellatasahoz, amelyet sokféle
tényezé befolydsol. A taplalékfelvétel, taplalkozds ¢és hozzajuk kapcsolodd viselkedés
kiilonb6z6 idegi, illetve hormonalis hatas alatt all [1]. A taplalékfelvétel és az energia-
anyagcsere szabalyozas szadmos agyteriilet altal vezérelt, legfobb 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 teriilet [2]. A hypothalamus a kézponti idegrendszer része, az agy
thalamus alatt taldlhaté régidja, amely szadmos testi folyamatot kontroldl. A taplalkozasi
funkciok mellett szerepe van a vérnyomas ¢és pulzus, a megfeleld testhdmérséklet
kialakitasaban, szexualis funkciokra is van hatassal, illetve az alvas-ébrenlét ciklust és érzelmi
valaszokat is szabalyoz. A hypothalamus hormonokat is termel, tehat sszekottetésként szolgal

az idegrendszer és az endokrin rendszer k6z6tt is [3].

A taplalékfelvétel beinditasat, a taplalékkeresési folyamatot egy pszichobiologiai
¢lmény, az un. étvagy vagy éhség valtja ki. A jollakottsag pedig egyfajta elégedettségi érzés,
mely lezarja a taplalékfelveételt. A perifériarol felszabaduldo hormonok informaciot szolgaltatnak
a szervezet energiadllapotardl, a bélbdl szarmazod jelek kozvetetten az agytdrzsi magokon
hypothalamusba. Az inzulin a hasnyalmirigy béta-sejtjei altal termelt hormon, mely leginkabb a
glikozra reagal, a taplalékfelvétel csokkentésében jatszik szerepet, a leptin pedig a
fehérzsirszovet altal kivalasztott anyag, mely az inzulinhoz hasonléan a szervezet tapanyag
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 talalhato AgRP sejtekhez, serkenti ezeknek a gatlé neuronoknak a miikodését.
Az AgRP neuronok emelkedett miikodése gatolja a jollakottsagért felelés melanokortin
(POMC) idegsejteket, igy eldidézve az éhségérzetet [5]. Ezek az idegsejtek szabaditjak fel az
AgRP-t, emellett az NPY-t, valamint gamma-amino-vajsavat (GABA). A POMC neuronok
ingerléskor alfa-melanocita stimuldldé hormon szabadul fel, mely Osszefiiggésben all a
taplalékfelvétel csokkenésével. A hypothalamus arcuatus magjaban ez két neuronpopulacid

szabalyozza jelentOsen az energiahomeosztazist [6], [7], [8].
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1. abra Arcuatus mag és az ott talalhato melanocortin rendszer (Forrds: Koch M, Horvath

TL (2014) Molecular and cellular regulation of hypothalamic melanocortin neurons
controlling food intake and energy metabolism)

Korabbi vizsgélat 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 gliikoz homeosztazist és a lipid
metabolizmust is szabalyozzak, rajtuk inzulin- és leptinreceptorok fejezédnek ki [5]. Egy
tanulmany Kimutatta, hogy a nem clhizott egerek POMC sejtjeiben az inzulinra adott valasz



ATP-érzékeny kaliumcsatornakon keresztiil alakul ki [10]. A leptin pedig a fehér zsirszovetbodl
felszabadulva aktivalodik, igy csokkenti az AgRP sejtek tlizelési képességét. A neuronok
megfeleld miikodéséhez sziikséges, hogy pontos informécidval rendelkezzenek az elérhetd és
felhasznalhato energiamennyiségrél. Ehhez az informacidhoz az adenozin-mono- és trifoszfat
(ATP) ardnyanak érzékelésével jutnak hozza az idegsejtek. Az adenozin-monofoszfat (AMP)
aranya az AMP-kindz enzim aktivitdsdnak fliggvénye. Ha az adenozin-monofoszfat
mennyisége megnd, akkor aktivalodik az AMP-kinaz, ezaltal zsirsavak és gliikkoz felvétele indul
meg, igy megkezdddik az ATP vagyis az energiatermelés, illetve az energiafelhasznalas
csOkkentése az AgRP sejtek miikddésén keresztiil. Ezzel szemben, ha ATP halmozddik fel a
POMC sejtek 1épnek milkodésbe, melynek kovetkezménye az energiafelhasznalds novelése
[11].

Az éhség-szabalyozd neuronok funkcidinak megértésére egyik legalkalmasabb
modszer, ha a miikodo, illetve a miikodésképtelen idegsejtek tevékenységét dsszehasonlitjuk.
Olyan, genetikai modositason atesett egereknél lehet példaul ezt az 6sszehasonlitast elvégezni,
melyeknek AgRP prométerén egy diftéria toxin receptort (DTR) kodold gén van. Igy a diftéria
toxin receptor kizardlag az AgRP sejtek fejezik ki ezekben a transzgenikus egerekben. Ezen
allatok esetében a diftéria toxin (DT) szubkutan vagy intraperitonealis beadasat kovetden a DT
specifikusan kot a DT-receptorhoz, majd a sejtek apoptozisat indukalja, igy az AgRP neuronok
szelektiven elpusztulnak (2. dabra). Ugyanakkor a vad tipusu (WT) allatokra a toxin nincs
hatéssal, ugyanis vad tipust egerekben nem fejezddik ki a diftéria toxin receptor. A DT, melyet
a Corynebacterium diphtheriae-b6l nyernek ki, a sejtek fehérjeszintézisének erds inhibitora. A
DTR transzmembran doménje Kilenc alfa-hélixbdl all, ezzel vesz részt a membraninszercidban
és a transzlokacioban. Receptorkoté doménjét pedig lapitott béta-reddk alkotjak. A
baktériumbol kivont toxint enyhe tripszinezésnek vetik ala, majd in vitro két komponens jon
l1étre 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 koétédik, majd receptor-
medialt endocitozis kovetkeztében endoszéman bejut a sejtbe. Ezt kovetden a DT-A alegység
a citoplazmaba transzlokalodik, ahol katalizalja a NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid)
ADP-bdl szarmazo riboz 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 egyaltalan nem kotik a DT-B-t. Igy laboratériumi ragesalo
modellen specifikusan célozhatd és koordinalhato a sejtablacid. Ezekben a transzgenikus

egerekben 40 ng/teststly g DT szubkutan torténd beadasa elpusztitja az ARC magban talalhato
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AgRP sejteket, ezaltal lehetévé valik az 6sszehasonlitas a vad tipusa allatok miikodé AgRP

sejtjeivel.

2. abra Arcuatus mag immunhisztokémiai festése a difiéria toxinnal kezelt vad

tipusu (fent) és AgRP DTR heterozigota (lent) eger agyban, DAPI
(sejtmagfestés, kék), Alexa-488, (z6ld, AgRP tartalmu idegrostok). 250x
nagyitas, konfokdlis lézer-szkenning mikroszkopos felvétel, Racz Bence altal

keészitett felvétel.

Kimutattdk, hogy DT receptort az AgRP sejteken tartalmazd ujsziilott egerekben
jelentdsen csokkenthetd az AgRP kozvetitette hatds DT beadast kdvetden, azonban a felndtt
allatok jelentds sulyvesztés utan elpusztulnak DT beadast kovetéen, az AgRP sejtablaciod
kovetkeztében kialakulo taplalékfelvétel-csokkenés miatt [13]. Ez azzal magyarazhatd, hogy az
ilyen, genetikailag modositott fiatal allatok, melyeknél 5-8 napos korukig megtorténik a

toxin beadasa, még



feltehetéen képesek alkalmazkodni a normadlis 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].

Mivel az AgRP neuronok az éhség-érzet kialakitasat végzik, tehat a taplalkozas,
taplalékfelvétel szabalyozasaban vesznek részt, egyéb kognitiv funkcidkra kifejtett esetleges
hatasuk vizsgalatdban nagy szerepet jatszhat a kisérleti allatok taplalasa. Az ad libitum taplalas
mellett tobbféle kaloria korlatozéas ismert, mely szamos tanulméany szerint nemcsak a fizikai
allapotot, hanem az agy miikodését, kognitiv funkcidkat is befolyasol. Ezen taplalasok egyik
fajtaja a kaloria restrikcio (caloric restriction - CR), mely magaba foglalja a
kaldriabevitelcsokkenését egy adatt idészak alatt, mikdzben fenntartja a mikro- ¢s
makrotapanyagok megfelel6 szintjét. A CR-ro6l megallapitottak, hogy meghosszabbitja patkanyok
¢lettartamat, illetve szdmos tanulmany kimutatta egészségiigyi eldnyeit az alultaplaltsag nélkiili
kaldria korlatozasnak embereknél is. A CR-en beliil is tobb eltéré format ismeriink, van ahol
minden ¢étkezés kaloriatartalmat csokkentik, van ahol egy hét adott napjaira vagy egyes
napszakokra korlatozzak a taplalékfelvételt. Az intermittent fasting egy lazan definialt fogalom,
arra utal, hogy a kaldériacsokkentés nem az étkezések méretének csokkentésével érhetd el, hanem
egy vagy tobb egymast kovetd étkezés kihagyasaval, tehat igy kombinalodik az ad libitum
taplalassal. A CR tipikus szintje patkanyokban és egerekben 10-50%, mig embernél 10-25% [15],
[16].

A CR a kiilonboz6 kisérleti allatokban képes késleltetni betegségek széles spektrumat,
példaul a vesebetegségekét, neurodegenerativ, autoimmun betegségekét [17]. Illetve
megallapitottak, hogy a CR megeldzi a pszichomotoros és térbeli memoriafeladatok elvégzésének
hanyatlasat az életkorral Osszefiiggésben. Azonban nem figyeltek meg jotékony hatast az
amyotrophids lateralis szklerdzis egérmodelljében. Mivel a CR késlelteti a szaporodast, az egyed
tulélését segiti, vagyis evollucidsan javitja az alkalmazkodoképességet a gradacids/degradacios
ciklusokban. Ezen taplalasi forma el6nyei sok éve ismertek, azonban hatadsmechanizmusa maig
nem pontosan tisztazott. Bonyolultsaga tobbféle hatasban rejlik, melyek a neuroendokrin,
metabolikus és apoptotikus valtozasok. Ezek intenzitasa valtozo, a miikddésiikben bekdvetkezett

valtozas az egyes szervrendszerek kozott eltérd [18].

Tobb egymassal Osszefliggd utvonal vesz részt a CR hatasok kozvetitésében. Példaul
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amelyeket a rapamicin (mTOR) és az AMP-aktivalt protein kindz (AMPK), szerin/treonin protein
kinaz szabalyoz. Ezek leginkabb aminosavak és novekedési faktorok hatdsara aktivalodnak. Az
AMPK serkenti a ketogenezist, gliikozfelvételt, zsirsav-oxidaciot és a lipogenezis gatlasat, tehat
a csokkent gliikoz- vagy aminosav-, fehérjeszint aktivalja az AMPK-t, valamint az mTOR
ledllasahoz vezet, mely a fehérjeszintézis, riboszomalis biogenezis csokkenését, illetve az
autofagia aktivalodasat okozza. A taplalkozasi stresszel valdo megbirkdzast transzkripcids faktorok
halézata szabalyozza, tobbek kozott a DNS-javitds, az autofagia, valamint az oxidativ stressz
elleni védekezés. A CR ezaltal fokozza a sejtek tilélését, csokkenti a sejtek oregedését, csokkenti

az életkorral 6sszefliggd romlasokat, és csokkenti a kronikus gyulladast [16].
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3. Célkithizés

A taplalékfelvételt egyéb ingerek is befolyasolhatjak, kiilonbozd fiziologiai és
pszicholdgiai tényez6k, mint példaul érzelem, érzékszervi észlelés és 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 talalhato AgRP és POMC neuronok
medialjak. Ma mar jol ismert, hogy az éhségérzet kialakitasan tul, szamos, kognitiv képességet
is jelentdsen befolyasolni tudnak ezek a sejtek, de ezen kognitiv folyamatok pontos hattere és a

kozvetett 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 AgRPPTRY" egerek tanulasi illetve memoria képességeiben ad

libitum illetve kaloria restrikcios taplalas soran.

Korabbi tanulmanyokat alapul véve, az a hipotézisiink, hogy az AgRP-hianyos egerek
tanulasi képességei romlanak vad tipust tarsaikhoz képest, aldtdmasztva az AgRP sejtek

jelentdségét a kognitiv folyamatokban.
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4. Anyag és modszer
4.1 A felhasznalt kisérleti allatok és tartasi koriilménytik

A kisérletben C57BL/6 vad tipust (WT), illetve heterozigota AgRPP™R*" 12 hénapos,
nostény egereket hasznaltunk, amelyek az Allatorvostudomanyi Egyetem Kisérleti
Allathazanak tenyészetébdl szarmaztak. Sziiletésiiket kovetd 5. napon az allatok genotipustol
fiiggetleniil szubkutan diftéria toxin injekciot kaptak (Sigma-Aldrich) 50 pg/kg fiziologias
sooldatban (13,3 ul/g) oldva. A kisérletet elvégeztiik ad libitum (AL) taplalt és kaloria
restrikcioban (CR) részesitett egerekkel is. A kaloria restrikcio azt jelentette, hogy a masodik
¢s az 6todik napon elvettiik az allatoktol a taplalékot, a tobbi napon pedig végig rendelkezésre
allt azonos mennyiségii taplalék, mint az AL taplalt egerek esetében. Az allatok genetikai
statusat PCR vizsgalattal ellendrizték a levalasztasukkor (2 hetes korban) vett ~1 mm-es
farokmintabol. Az allatokat mindkét taplalas soran két csoportba osztottuk, a vad tipusuakban
jelen voltak és normalisan mikodtek az AgRP sejtek (Al: n=12 allat, CR: n= 6 allat), mig a
heterozigota (HTR - AgRPP™R*) csoportba (AL: n= 7 allat, CR: n= 9 allat), azok az egerek
kertiltek, amelyeknek 0jsziilott korban az AgRP neuronjaik nagy része elpusztult a diftéria toxin
hatasara (1. tablazat, 2. tablazat). Az allatokat izofluran altatasban RFID chippel (TSE
System) lattuk el. Az 6sszes allatkisérletet az egyetemi, nemzeti és eurdpai szabalyozasnak
megfelelden végeztiik (allatkisérleti projektengedély szama: PE/EA/216-2/2020).

L.tablazat Az egyes ad libitum taplalt dllatok azonositasdara szolgadlé chipszamok és az dllatok
genetikai hdttere

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
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900046000259208
900046000259214

WT
WT

2.tablazat Az eqyes kaloria restrikcioban részesitett allatok azonositasara szolgadlo chipszamok és
az dllatok genetikai hdattere

900046000259353 HTR
900046000259356 HTR
900046000259357 HTR
900046000259252 HTR
900046000259253 HTR
900046000259255 HTR
900046000259256 HTR
900046000259257 HTR
900046000259229 HTR
900046000259354 WT
900046000259352 WT
900046000259355 WT
900046000259351 WT
900046000259360 WT
900046000259251 WT
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4.2 Az Intellicage

Az éllatok viselkedésének vizsgalata és az adatgyiijtés az Intellicage (TSE Systems)
rendszer hasznalataval tortént. Ez egy nagy polikarbonatbol késziilt (feliil 58 cm x 40 cm; alul
55 cm x 37,5 cm; 20,5 cm magas) automatizalt viselkedésvizsgalod ketrecrendszer, mely a
kisérleti egerek eredeti élohelyének nagy valtozata (3. abra). Egyszerre akdr 16 egér
vizsgalatara alkalmas. Mi egyszerre maximum 9 egeret teszteltiink, a csoportok nem
keveredtek, tehat eloszor AL taplalas soran 7 heterozigota, majd 7 vad tipust, ezutan ismét 5
vad tipust egér tartozkodott az IntelliCage-ben, CR taplalas esetén pedig eldszor 9 heterozigdta,
majd 6 vad tipusu kertilt a viselkedésvizsgald ketrecrendszerbe. A taplalékhoz a doboz tetején
1év0, racsos etetdn keresztiil férhetnek hozzé az éallatok. A padlon fészekanyag, illetve 4 egérhaz
talalhato. Minden rendelkezett a hat-nyaki teriiletre injektalt radiéfrekvencias azonositd (RFID)
chippel, amelyet egy héttel az IntelliCage ketrecbe keriilés el6tt kaptak.

A téglatest form4ju ,Jlada” négy sarkdban taldlhatok az RFID antenndk, amelyek
érzékelik a chipek jelenlétét és az ajtoval zarhato itatopalackok csorei, sarkonként kett6. Ha az
egér elhalad a csd alaku antenndban, az beolvassa a RFID chip kodjat. Minden érzékeld sarok
kétfelé van osztva, mindegyikben 1-1 vizespalackkal, tehat 6sszesen a ketrecrendszerben nyolc
itatd kozil valaszthat az allat, melyeket a csovek falan 1évd kerek nyilasokon keresztiil tud
elérni. Az infravords szenzorok érzékeli a latogatasok (vizitek) szamat és iddtartamat, az
orrbokések (nose poke) szamat, valamint a palackok un. nyalasérzékelokkel is rendelkezik, igy
az ivasok pontos szdmat is képesek regisztralni. Ez a teljesen automatizalt rendszer segit
kikiiszobolni a zavard hatdsokat és a kornyezeti, kisérleti valtozokbol szarmazo6 jelentds
stresszt, amelyek befolyasolhatjak a kiilonb6z6 viselkedési folyamatokat. Szamos kisérleti
paradigma, protokoll programozhat6 be, illetve hajthatd végre ezzel a rendszerrel. Az adatok
folyamatosan rogzitésre keriilnek, amig az allatok az IntelliCage rendszerben tartézkodnak
[19], [20], [21].
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3. abra A miikédésbe helyezett IntelliCage. A ketrec aljzatan ~Icm vastag nyadrfa alom taldlhato,
négy darab piros hdzikoval. Jol lathatoak az érzékeldkkel és antenndkkal ellatott sarkok (kék
objektumok), amelyeket egy-egy, a sarokfal kozepén kialakitott Kerek nyildson érnek el az dllatok (ld.
bal felsd sarok). A sarkokban talalhato itatopalackokhoz tartozik egy-egy szabdlyozhato ajto (fehér
szinii), amelyek nyitasat és zardsat a programbeallitisoknak megfeleléen végzi a zar-rendszer (fekete

zaroszerkezet). A bemutatott dbran a habitudcios fazis lathato, az ajtok nyitott dllapotban vannak és

- e 1y

4.3 Kisérleti elrendezés

A kisérlet 3 fazisban zajlott. A protokoll els6 fazisa a megszokasi fazis, in. habituacio
volt vagyis, amikor az allatok hozzaszoknak az 0j kdrnyezetiikh6z. 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 ajtét megbokik az orrukkal. Ezt kovette két tanulasi

fazis, az un. place learning (PL), majd a reversal place learning (RPL) 5-5 napig (4. abra).
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| 3 nap | 2 nap | 5 nap | 5 nap
| | | |

Habituacio  Nose poke  Place learning Reversal place learning

4. abra Tanulasi képesség vizsgalatanak folyamatabradja

A habituacios fazisban minden ajté nyitva van, igy biztositott a szabad hozzaférés a
vizhez. Ebben a szakaszban alakul ki a preferencia, hogy az adott egér melyik sarkot valasztja
legszivesebben. Majd az egerck megtanithatok arra, hogy egy orrbokést (nose poke) hajtsanak
végre az ajtoknal, igy lehetdvé téve a hozzaférést a vizhez. Az un. nyaldémérd pontosan méri az
elfogyasztott viz mennyiségét, az id6t amig az allat ott tartézkodik, illetve az orrbokések
szamat. Az ezutan kovetkez6 place learning fazis kezdetén beprogramozzuk a rendszerbe, hogy
a 4 sarok koziil csak egyben (Iehetdleg a korabbi preferenciajatol legtavolabbi sarokban) férjen
vizhez az allat. Itt az in. Default mod soran nem nyilik ki az itat6, mig a PL mod esetén az
orrbokés végrehajtasat kovetden felnyilik az ajtd és tudnak inni az allatok. A PL fézis soran
naponta 2x2 d6raban 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 preferencianak megfeleld sarokban fért az

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

4.4 Adatelemzés

Az adatsorok elemzését, leird statisztikakat az Excel program segitségével végeztem.
Az  eredmények szemléltetésére  vonaldiagrammokat készitettem  Excelben. A
szignifikanciavizsgalathoz az R programnyelvet hasznaltam RStudio kérnyezetben [22]. A
csoportok Osszehasonlitasara linearis kevert modellt (GLMM) alkalmaztam, ahol a random
hatés az egyed volt. A p < 0,05-ot tekintettem szignifikdnsnak. A modszer alkalmazhatosaganak
feltételei minden esetben teljesiiltek. A csoportok paronkénti 6sszehasonlitasat pedig a Tukey-

probaval végeztem. Tovabba korrelacids tesztet folytattam a valtozdkra.
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5. Eredmények
5.1 Ad libitum taplélas

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

az uj kornyezethez.

A felfedezo 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 idStartama az AgRPP™R*" csoportban jelentésen megnétt, 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 ivas
is tortént szintén magasabb volt mint az AgRPP™R* csoportban (6. D abra). Azonban a
harmadik napra mindkét csoportban csokkent mind az ivasok szama, mind az ivassal toltott
vizitek szama. Osszességében ezek az eredmények azt jelzik, hogy az AgRP hianya

megvaltoztatta a spontdn viselkedést €s/vagy a felfedezési mintakat az egerekben.

Ezutan a térbeli tanulasi képességet vizsgaltuk. A PL és RPL fazisok soran az allatoknak
két kétoras iddintervallumon beliil a négy egyénileg kijelolt sarok koziil az egyikhez kellett
hozzaférniiik 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 naptol kezdve az
AgRPPTR*- egerek tobbszor viziteltek helyesen mint a WT csoport. Az adatok 6sszehasonlitasa
azt mutatta, hogy mind az AgRPP™?* 'mind a WT allatok képesek voltak megtanulni a feladatot
az adott idSkereten beliil (7. abra). Egy nap elteltével a PL fazissoran a AgRPPTR*" allatok
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 féhatast (p = 0,703) és nem szignifikéns csoport x id6 kdlcsonhatast (p =
0,674) eredményezett. A RPL fazisban, ahol a sarkokat 4tlosan osztottuk tijra, az AGRPPTRY g5

a kontroll egerek ismét 6sszehasonlithatoan teljesitettek (csoport f6 hatas: p = 0,813) (7.4abra).
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Az alabbiakban az egyes tanulasi fazisokban tortént 6sszehasonlitd vizsgalatok részletes

elemzését mutatom be.

5.1.1 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 elsé 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 AgRPP™R* egerek joval kevesebbet ittak, ivasok atlagos szama 1312 volt,
ezzel szemben a WT-nal 3381 ivast érzékelt a nyalomérd, 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 allatai egyre tobb id6t toltottek az érzékeldsarkokban, addig
a WT-akndl az egy vizitre esd idétartam csokkent (6. C abra). Viszont a vizitek idétartama nem
fliggdtt szignifikansan a csoporttdl (p = 0,798), €s az egyes napok kozott sem figyelheté meg

szignifikans kiilonbség.

A habituacio elsé napjan az AgRPP™R*" csoportban 18%-ban fordult eld ivas a vizitek
soran, ez a harmadik napra 67%-ra nétt. Mig a WT csoportban kezdetben 35% volt az interakcio
a vizitek és az ivas kozott, a masodik napon 55%-ban fordult el ivas a vizitek soran, és ez a
harmadik napra pedig a WT csoport kisebb aranyban ivott a latogatasok soran az AgRPPTRY

csoporthoz képest, ekkor az a vizitek €s az ivas interakcidja 64% volt (6. F abra).
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is tartalmazo vizitek szama (D), egy vizitre eso ivdasok szama (E), vizitek és ivas interakcidja (F)
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5.1.2 Helytanulas (Place Learning — PL)

A korrelacios teszt alapjan kapcsolat figyelhetd meg az ivasok szama és a vizitek szama
kozott, az ivasok szama €s a napok szdma kozott, az ivasok szdma és a csoport valtozo kozott,
illetve korrelacid van az ivasok szdma €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 id6tartam 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 szama, mely a harmadik és a negyedik
napon koriilbeliil konstans értéken volt, az AgRPPTR*" csoportban a 6todik napon az allatok
kevesebbszer latogattak az érzékeldsarkokba (7. A abra). Az els6 nap a helyes latogatasokban
szignifikans kiilonbség (p= 0.0494) volt detektalhato a két csoport kozott, azonban ez a késobbi
napokra mar nem mondhato el. A korrekt vizitek szdzalékos aranya kezdetben nagyban
kiilonbozott a két csoport kozott, majd a napok soran a WT és az AgRPPTR* csoportban is
emelkedett, végiil az 6t6dik napra a két csoport gorbéje Osszeért (7. C abra). A PL fazis soran
az Osszes vizit szama ingadozo volt, egyszer az egyik, masszor a masik csoport tartézkodott
tobbet az érzékeld sarkokban (7. B abra). Azonban a helyes latogatasokban mar megfigyelhetd,
hogy kezdetben a WT csoport tagjai talaltdk meg atlagosan magasabb szamban a helyes
sarkokat, mig a masodik naptol kezdve az AgRPPTR* 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% ¢s 70%
kozott ingadozott, az 6todik napra mindkét csoportban 65% eséllyel talaltadk meg az allatok a
szamukra kiosztott helyes sarkot. Tovabba a PL fazis soran, helyes érzékelGsarokba latogatasok
esetén detektaltuk az ivasok szamat. Ebben az esetben azt figyeltiik meg, hogy az AgRPPTR*"
csoport tobbszor ivott, mint a WT-1u allatok, amikor a korrekt vizit tortént a PL fazis soran (7.

G abra).
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Place Learning Default fazis

Place Learning Pl fazis
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7.abra A két csoport dsszehasonlitisa a Place Learning sordn AL tdpldlt egerek esetén (az dbra
dtlagokat mutat +/- SE) (balra Default, jobbra PL fazis): vizitek szama (A, B), helyes latogatdsok

szazalékos ardanya (C, D), helyes latogatasok szama (E, F), ivast tartalmazo vizitek szama PL fazissoran

(G)

5.1.3 Forditott helytanulas (Reversal Place Learning — RPL)

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 engedélyeztik az allatoknak a
folyadékfogyasztast. Mindkét esetben feljegyeztiik a helyes latogatasok aranyat. A Default fazis

soran az AgRPPTRY

csoport dsszes vizitjeinek szama joval a WT csoport gorbéje alatt haladt.
A masodik napon a WT csoport azonos szamban latogatott az érzékelésarkokba, mint az ezt
megelézé 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*

allatok esetén tovabb csokkent. Vagyis
az AgQRPPTR*" egerek az id elérehaladtaval egyre kevesebbszer latogattak az érzékelésarkokba
a Default fazis soran, 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 detektalhatod a
két csoport kozott, azonban ez a késObbi napokra mar nem mondhaté el. A korrekt vizitek
szazalékos aranya kezdetben elég hasonlo 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 masodik és az 6todik nap kozott viszonylag konstans maradt a helyes
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latogatasok aranya(45-42% kozott mozgott). Végil az 6todik napra egy kis visszaesés volt
megfigyelheté mindkét csoport esetén (8. C abra). A RPL fazissordn a Gsszes vizit szama
rendkiviil ingadozo volt, az AgRPPTR*" egerek a masodik napon tobbet viziteltek, mint az ezt
megel6z6 napon, azonban ezutan jelentdsen 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). Szignifikdns kiilonbség egyik napon sem
volt detektalhato a két csoport kozott. Megfigyeltiik a helyes latogatasok aranyat, a kisérlet ezen
szakaszanak 5 napja alatt végig az AgRPP™R* csoport tagjai latogattak magasabb aranyban a
szamukra kijel6lt helyes sarokba, viszont az 6todik napon a két csoport gorbéje szinte 6sszeért.
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 aranya 40% és 75% kozott ingadozott, az 6tédik napra mindkét
csoportban ~73% eséllyel talaltak meg az allatok a szamukra kiosztott helyes sarkot. Valamint
megfigyeltiik azt is, hogy az éllatok milyen szdmban 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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Reversal PL Default fazis

Reversal PL Rpl fazis
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Reversal PL Rpl fazis
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8. abra AQRPP™R*"és WT gsszehasonlitdsa a Reversal Place Learning sordn AL tdapldlt egerek esetén
(az dabra dtlagokat mutat +/- SE) (balra Default, jobbra RPL fazis): vizitek szama (A, B), helyes
latogatasok szdzalékos ardanya (C, D), helyes ldatogatisok szama (E, F), ivast tartalmazo vizitek szama

RPL fazis soran (G)

5.2 Kaloria restrikcios taplalas

A kaloria restrikcioban részesitett allatok esetében is adaptalt tesztelési sémat
végeztiink. A menetrend két fazisbol all: hozzdszoktatas (habitudcio), és helytanulas (PL).

Osszességében mindkét csoport gyorsan alkalmazkodott az Gj kdrnyezethez.

Az egerek az id6 elérehaladtaval egyre kevesebbszer latogattak az érzékeldsarkokba,
tehat a felfedezd viselkedés csokkent. A latogatasok idOtartama, valamint a latogatasonkénti
nyalasok szama a két csoport esetében eltéré tendenciat mutat, a vad tipus esetén csokkenés,
mig az AgRPP™R*" csoportban névekvd tendencia lathaté (9. abra). Az ivasi viselkedés mar
kezdetben is eltért a két csoport kdzott, ugyanis az ivasok szama, illetve azon vizitek szama,
amikor 1vas is tortént szintén magasabb volt a WT egerek esetén (9. D abra). Az utols6 napra
mindkét csoportban csokkent mind az ivasok szdma, mind az ivéssal toltott vizitek szdma.
Osszességében ezek az eredmények azt jelzik, hogy az AgRP hidnya megvaltoztatta a spontan

viselkedést és/vagy a felfedezési mintakat az egerekben kaloria restrikcids taplalas soran.

Ezt kovetéen az egerek térbeli tanulasi képességét vizsgaltuk. A PL fazis soran az
allatoknak két kétoras iddintervallumon beliil a négy egyénileg kijelolt sarok koziil az egyikhez
kellett hozzaférniiik ivas céljabol. A Default fazis soran nem lathatunk olyan éles elkiiloniilést, mint az
AL taplalt (7. A abra) allatok esetében, illetve a PL fazis esetén is ingadozas figyelhetd meg a két
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csoport gorbéjén. Az adatok 6sszehasonlitasa azt mutatta, hogy mind az AgRPP™R*" minda WT
csoport tagjai képesek voltak megtanulni a feladatot az adott idokereten beliil (10. abra). Az
elsé napot kovetden a PL fazis soran a AgRPPTR* allatok 51,37% helyes latogatast mutattak,
szemben a WT egerek 45,78% helyes latogatasaval; ez 6sszességében nem szignifikans csoport
fohatast (p =0,942) és nem szignifikans csoport % id6 kdlcsonhatast (p = 0,575) eredményezett.
A RPL fazis eredményeit a nem etetett napok Osszehasonlithatatlansdga miatt nem tudom

bemutatni.

Az alabbiakban az egyes tanulasi fazisokban tortént 6sszehasonlito vizsgalatok részletes

elemzését mutatom be.

5.2.1 Habituacio

A habitudcié soran elsdsorban az allatok aktivitasat vizsgaltuk. Jol lathatd, hogy a napok
elérehaladtaval mindkét csoportban csokkent a vizitek szama, az etetett napokon az AgRPPTR*"
egerek latogattak kevesebbet az érzékeldsarkokba (9.A abra). A csoportok k6zott nem talaltam
szignifikans kiilonbséget a vizitek szaméban, azonban a nap-valtozd szignifikans kiilonbséget
eredményezett (p= 0,0008).

Az ivasok szamédban is megfigyelhetjiik azt, hogy az etetett napokon az AgRPP™R* csoport
tagjai atlagosan kevesebbet ittak, mint WT tarsaik. Kezdetben a WT egerek sokkal tobbet ittak,
mint az AGRPP™R* allatok, ekkor az ivasok atlagos szama a WT csoportban 4147 volt, mig az
AgRPPTR* egereknél 445 volt, a harmadik napon pedig a két csoport gorbéje szinte 6sszeért. A
csoport x ido kdlcsOnhatas szignifikans kiilonbséget eredményezett (p=0,012). Az egy vizitre es6
ivasok szamaban is az elsé napon nagyobb kiilonbség volt detektalhato a két csoport kozott, mint
a kovetkez6 két napon. Szignifikans kiilonbséget talaltam a csoport x idé kodlesonhatasban (p <
0,0001) (9.B és E abra).

A vizitek idétartamaban szintén az elsé napon nagyobb kiilonbség lathato a két csoport kozott,
mint a harmadik napon (9.C abra). Kezdetben az AgRPP™®*- egerek joval kevesebbet
tartozkodtak az érzékeldsarkokban, mint a vad tipusuak, azonban a harmadik napon mar a WT
csoportban volt alacsonyabb a latogatdsok idétartama. A vizitek id6tartamdban is szignifikéns

kiilonbséget eredményezett a csoport x id6 kdlcsonhatés (p < 0,0001).
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5.2.2 Place Learning

A tényleges térbeli tanulds vizsgalatakor elkiilonitettiink 2 fazist, Default esetben az
allatok nem ihattak, mig a PL soran kétszer két oraban torténhetett vizfogyasztas. A vizitek
szamban a Default fazis soran megfigyelhetjiik, hogy a nem etetett napokon a WT csoport tagjai
kevesebbet latogattak az érzékeldsarkokba az el6z6 naphoz képest, illetve az AgRPPTRY

csoporthoz képest is. Osszességében az AgRPPTRY-

egerek viziteltek tobbet, annak ellenére,
hogy az elsé és a negyedik napon alacsonyabb szdmban latogattak az érzékeldsarkokba,
azonban szignifikans kiilonbséget nem talaltam, kivéve az 6t6dik napot (10. A abra). A PL
fazis soran a masodik nap kivételével végig az AgRPPTR" 4llatok latogattak tobbszor az
érzékeldsarkokba. Itt csak a masodik napon volt detektalhatdo szignifikdns kiilonbség a
csoportok kozott. A helyes latogatasok szazalékos aranyat is vizsgaltuk (10. C és D abra). Azt
figyeltiik meg, hogy a nem etetett napokon a Default fazis soran a WT egerek joval alacsonyabb
aranyban (16,002 % és 18,73%) viziteltek a szamukra kijelolt helyes sarokba. Az AgRPPTR*
csoport tagjai pedig az elsd napot kovetden 40% koriili gyakorisaggal talaltak el a helyes
érzékeldsarkot. Osszességében nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kozott, azonban a
nem etetett napokon a post hoc teszttel szignifikans kiilonbséget detektaltam. A PL fazis sordn
pedig az elsé napon az AgRPPTR*" egerek latogattak magasabb aranyban a helyes sarokba,
majd a masodik naptdl kezdve a WT csoport tagjai teljesitettek jobban. A nem etetett napokon
is az AgRPP™R* csoport latogatott alacsonyabb aranyban a szamukra kijeldlt helyes
érzékeldsarokba, illetve lathato az is, hogy ezeken a napokon az AgRPP™R* csoportban a
taplalék elvételt megel6z6 naphoz képest is csokkenés tortént. A PL fazis sordn egyik napon
sem figyeltem meg szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. Az ivast tartalmazo helyes
vizitek szamat is feljegyeztem (10.G abra). A masodik és a negyedik napon az AgRPPTRY"

egerek esetén kevesebb olyan helyes vizit tortént a WT csoporthoz képest, ahol ittak is az

allatok.
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5.3 Osszehasonlitas

Megvizsgaltam, hogy van-e kiillonbség az egyes csoportok kozott a taplalas

PDTR+/-

szempontjabol. Vagyis 6sszehasonlitottam az AL taplalt AgR egerek adatait a CR taplalt

AgRPPTR*- allatokéval, illetve az AL etetett WT csoportot a CR taplalt WT csoporttal.

A habituacié soran 6sszehasonlitva a két kiilonbozé taplalasban részesitett AgRPPTRY
csoportot az ivasok szamaban szignifikans kiilonbséget talaltam (p= 0,0238). A WT csoportok
esetén pedig a vizit szdm (p= 0,0275) és az ivasok szama (p= 0,0002) is szignifikans kiilonbséget
eredményezett.

A Place Learning Default fazisa soran az AgRPPTRY

egerek adatait 6sszehasonlitva kozel
szignifikans (p=0,0792) kiilonbséget detektaltam a vizitek szamaban, azonban a korrekt vizitek
szamaban nem volt szignifikans kiilonbség. Ugyanezt megvizsgalva a WT csoportokkal, mindkét
valtoz6 (vizitek szama, korrekt vizitek szama) esetén a nap valtozoval vald interakcioban
figyeltem meg szignifikans kiilonbséget (p=0,0001, p=0,0026). A Place Learning PL fazisa soran
sem az AgRPP™R*" sem a WT egerek esetén nem volt szignifikans kiilsnbség detektalhato a
vizitek szamaban, illetve a korrekt vizitek szamaban sem.

A Reversal Place Learning Default fazisa soran az AgRPPTR*" csoportokat 6sszehasonlitva
a vizitek szamaban kozel szignifikéans kiilonbséget talaltam (p=0,0733), azonban a korrekt vizitek
szdmaban nem volt szignifikans a kiilonbség. A WT esetén a vizitek szaméban a taplalas a nap
valtozoval valo interakcigja eredményezett szignifikans kiilonbséget (p=0,0218). A korrekt
vizitekben pedig nem talaltam szignifikans kiilonbséget. Az RPL fazis sordan az AgRPPTR*
allatok adatait vizsgalva a vizitek szdmdban és a korrekt vizitek szdmaban is a taplalas nap
valtozoval val6 interakcidja okozott szignifikans eredményt (p=0,0083, p=0,0053). A WT csoport
esetén pedig a vizitek szdmaban (p=0,0189) és a korrekt vizitek szamdaban is (p=0,0164)

szignifikans kiilonbséget detektaltam.
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6. Kovetkeztetések

Az én munkdm volt az elsd, amely az AgRP-hidnyos 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 befolyasoljak-e a térbeli tanulast, kevéssé ismert.

A hypothalamus AgRP neuronjairdl ismert, hogy kulcsfontossagiiak a téplalkozasi
viselkedésben, azonban tobb tanulmény 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 teriiletek
széles skalajara projektalnak, ez a komplex csatlakozas azt jelzi, hogy az AgRP sejtek képesek
a viselkedést széles korben modulalni [23], [24], [25], [26].

Tobbek kozott a viselkedés valtozasainak vizsgalatdra egy olyan kutatast folytattak
olyan transzgenikus egerekkel, melyek kizardlag az AgRP sejtjeikben expresszaljak a Trpv1
kationcsatornat, amelyet az exogén agonista kapszaicin aktival [27]. A kapszaicin pedig noveli
az AgRP neuronok tiizelési sebességét. A kisérlet soran az allatok aktivitasat figyelték meg
taplalék jelenlétében, illetve hidnydban. Megallapitottak, hogy taplaleék jelenlétében az AgRP
neuronok szelektiv aktivacidja statisztikailag nem valtoztatta meg az allatok altalanos
aktivitasat, azonban az AgRP-Trpvl egerekben taplalkozast valtott ki. Hipotézisiik az volt,
hogy az AgRP neuronok aktivalasa pozitiv hatdssal van a taplalkozassal kapcsolatos kognitiv
képességekre. Eszerint, az ¢hség taplalkozast beindito, illetve azt ledllitod aspektusai mellett az
AgRP sejtek szelektiv aktivalasa specifikus és jellemzd, ismétlddd sztereotip viselkedést
eredményezett [24]. A cikk szerzdi azt feltételezték, hogy az AgRP neuronok aktivalasaval
kialakult éhségérzet szorongasos allapotot generdl az egerekben, melyre tesztsorozatot is
végeztek. Azonban hipotézisiikkel ellentétben azt tapasztaltak, hogy az AgRP sejtek aktivalasa
a legtobb viselkedési tesztben szorongasoldo hatasu volt. Megfigyeléseik arra utalnak, hogy az
AgRP neuronok kiilonb6zd alpopulécid kiilonbozd funkcidkat latnak el, azonban ennek
vizsgalatara tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Az adatok arra is engednek kdvetkeztetni, hogy
ezek az Osi agyi régiokban talalhaté neuroncsoportok szerepet jatszanak bizonyos pszichiatriai

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

crer
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Egy masik korabbi tanulmanyban azt is kimutattak, hogy az AgRP idegsejtek
befolyasolhatjak a motivacios allapotokat. Felfedezték, hogy az AgRP neuronokban a DNS-
metilacio szabalyozza a fizikai aktivitast. Ez a jelenség valoszintileg egy sor downstream
valtozastol fligg, amelyeknek hattere még ismeretlen. A fizikai aktivitas bonyolult kapcsolatban
all az energiafelhasznalassal, a kisérlet soran vizsgalt egerek aktivitasa csokkent, ennek

alapvet6 okara nem dertilt fény [25].

Egy tovabbi vizsgalat sordn annak érdekében, hogy megallapithassak a neuronalis
aktivitas valtozasai és a taplalékjelek észlelése kozotti kapcsolatot, megtanitottak egereknek,
hogy fényjelet tarsitsanak az taplalékhoz valdé hozzaféréshez. Az eredményeik arra utalnak,
hogy létezik egy nagyon fontos neurobioldgiai mechanizmus, melynek kovetkeztében a
homeosztatikus hidnyallapotok eldsegithetik a taplalékszerzési, illetve vizfelvételre iranyulo
feladatok tanulasat [26]. Azonban ennck a folyamatnak a szabalyozasa és hattere még nem

pontosan tisztazott.

Az én vizsgalataim soran AgRP-hianyos (AgRPPTR*") egerek térbeli tanulasi képességét
vizsgaltam ad libitum és kaloria restrikcios taplalasban részesitett allatok viselkedésének
tanulmanyozasaval, amelynek soran a tanulas alapjaul szolgaldé motivaciot vizfelvétel
korlatozasaval értiik el. Eredményeim szerint marginalis a kiilsnbség a WT és az AgRPPTR*
egerek tanulasi képességei kozott ad libitum etetés és kaloria restrikcio soran is. Az AL etetett
allatok esetében a habituacié soran az AgRPPTR*" egerek aktivitasa azonban jelentésen és
szignifikansan alacsonyabb volt, lassabban szoktak hozza 0j kornyezetiikhoz. A latogatasok
idétartama az AgRPPTR* csoportban a napok elérehaladtaval folyamatosan emelkedett, mig a
WT csoportban szinte konstans maradt, vagy kis mértékben nétt a habituacié harom napja alatt,
ezzel szemben a felfedezd viselkedés csokkent, mely a ketrec elrendezésének megértését jelzi.
AL taplalas soran a place learning Default valamint reversal place learning Default fazisai alatt
is végig alacsonyabb volt AgRP-hianyos egerek aktivitasa. Mig a tényleges tanulasi
szakaszokban a két csoport aktivitasa nem kiiloniilt el ilyen élesen. A PL fazis soran mindkeét
csoport aktivitdsa ingadozé volt, azonban 4tlagosan itt is az AgRPPTRY" egerek aktivitasa volt
alacsonyabb. Valamint az RPL fazis soran a masodik nap kivételével szintén az AgRPPTR*
allatok voltak kevésbé aktivak. Ennek ellenére a place learning Default fazisanak elsd, illetve
masodik napjanak kivételével a korrekt vizitek aranya az AgRPPTR* csoportban magasabb volt,
mint a WT csoportban. Valamint az ivést is tartalmazd helyes latogatdsok szdma is az
AgRPPTR*- csoportban volt magasabb mind a PL, mind a RPL fazisok alatt. Tehat AL taplalas

esetén az AgRP-hidnyos egerek alacsonyabb aktivitassal, vagyis kevesebb vizittel magasabb

34



aranyban latogattak a szamukra kijelolt helyes érzékel6sarokba, ami meglepé modon arra utal,
hogy az AgRPPTR*- egerek hatékonyabban tanultak meg melyik sarokban tudnak inni. Azonban
ez a diéta nem feltétleniil kozvetiti hatékonyan az AgRP neuronok hianya sordn esetlegesen

bekovetkez6 kognitiv valtozasokat.

Korabbi tanulmanyok alapjan ugy véltiik, hogy talan jelentdsebb kiilonbséget fedeziink fel
az AgRP-hianyos és a vad tipusu egerek kozott, ha alkalmazzuk a kaloria restrikcios téplalast.
Ugyanis tobb kutatas is kimutatta, hogy a csokkentett taplalékfogyasztas nem csak a fizikai
allapotra, hanem kognitiv képességekre is hatassal lehet. Egyes tanulmanyok az Oregedéshez
kapcsolodoan vizsgaltak a CR taplalas hatasat. Egy ilyen kutatas volt, melyben id6s egerek térbeli
tanulasat vizsgaltdk Morris vizlabirintus kisérletével. Eredményeik alapjan a kaloriakorlatozas nem
segitette az idds egerek térbeli tanuldst, azonban kimondjak azt is, hogy a két kiilonallo kisérletiikben
az allatok kora kiilonbozott, igy lehetséges, hogy a kaldriakorlatozads megvaltoztatja a kognitiv
képességek hanyatlasi itemét [28]. Egy masik tanulmanyban fiatal allatokat vizsgaltak,
eredményeik azt mutattdk, hogy a kaloériakorlatozas jotékony hatast fejtett ki a kognicidéra him
egerekben, de a ndstény allatokban nem, valamint nem befolyésolta a felfedezd aktivitast, ami
arra utal, hogy a kaloriakorlatozas nemtdl fliggd hatast gyakorol a fejlédd allatok megismerésére
[29]. Egy korabbi kutatasban microarray segitségével elemezték a génexpressziot a prefrontalis
kéregben, amygdalaban és a hipotalamuszban. Azt allapitottak meg, hogy a CR megvaltozott
viselkedést eredményez a megvaltozott génexpresszio révén [30]. Arrdl szamoltak be, hogy a CR
csokkenti az 4llatok szorongasszerli viselkedését, azonban mas tanulmanyok ennek az
ellenkezdjér6l szamoltak be patkanyok esetében. A kaloriakorlatozas befolyasolja az idegi
plaszticitast és a szorongassal kapcsolatos viselkedést. Ezek az eredmények hatassal lehetnek az
evészavarokra, példaul az anorexia nervosa-ra [31].

Wei és munkatarsai az AgRP/NPY neuronok aktivitasat vizsgaltak egerekben a taplalassal
Osszefliggésben. Azt allapitottak meg, hogy a magas zsirtartalmu étrend tartds aktivacidhoz és
leptinrezisztenciahoz vezet a hipotalamusz arcuatus magjaban taldlhatdo AgRP sejtekben.
Kimutattak, hogy az elhizas noveli az ARC AgRP/NPY neuronok belsd ingerlékenységét, ami
tartdsan megnovekedett aktivitast eredményez, tehat nagyobb ¢hség-érzetet kozvetit az allatnak.
A jollakott allatok AgRP/NPY sejtjei lassabban, mig az ¢hes egerek AgRP/NPY neuronjai
gyorsabban tiizelnek [32].

Tehat taplalas ¢s a taplaltsagi allapot vagyis, hogy jollakott vagy éhes-e az allat, hatdssal
lehet az altalam vizsgalat AgRP sejtekre is. Munkam soran én is erre a megallapitasra jutottam,

ugyanis osszehasonlitottam az AL taplalt AgRPP™R* egerek adatait a CR taplalt AgRPPTR*"
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allatokéval, illetve az AL etetett WT csoportot a CR taplalt WT csoporttal. Az allatok
aktivitdsaban kiilonbséget fedeztem fel az AL taplalt és CR taplalt csoportok kozott. Habituacio
soran a WT egereknél a vizitszdm ¢és az ivasok szama is szignifikans kiilonbséget mutatott, mig
az AgRPPTR*" 4llatok esetén ez csak az ivasszamrol mondhaté el. A place learnig Default fazisa

soran az AgRPPTRY

csoportban a vizitszadm kozel szignifikans kiilonbséget mutatott a taplalasra,
mig a WT csoportban a nap valtozoval interakcioban mutatott szignifikans kiilonbséget a taplalas.
A reversal place learning Default fazisardl pont ugyanez mondhato el, mig az RPL fazisban a WT
egerek esetén a vizitek szamaban szignifikins kiilonbséget detektaltam, mig az AgRPPTR*
allatoknal a nap valtozdval vald interakcid eredményezett szignifikans kiilonbséget a vizitek
szamaban.

Mivel az ad libitum taplalas nem mutatott elég markans kiilonbséget az AgRPPTRY" ¢s a
WT csoport térbeli tanulasi képességeben, korabbi tanulmanyokat alapul véve arra szamitottunk,
hogy a CR taplalas markénsabban és hatékonyabban tudja az AgRP sejtek kognitiv folyamatokban
jatszott szerepét felfedni. A CR taplalas esetén a habituacidé sordn a vizitek szdmaban nem
figyeltem meg szignifikans kiilonbséget, mig az ivasok szdmaban, az egy vizitre esd ivasok
szdmaban, illetve az latogatdsok iddtartamaban a csoport valtozo nap valtozoval valo interakcidja
mutatott szignifikans kiilonbséget. A PL soran dsszességében nem volt detektalhatd szignifikans
kiilonbség, azonban a Dafault fazis sordn az 6todik napon, a PL fazis soran pedig a masodik
napon mutatott a post hoc teszt szignifikans kiilonbséget a latogatasok szamaban. A helyes
latogatasok szazalékos aranyaban a Default fazis soran a nem etetett napokon (masodik és 6todik)
figyeltem meg szignifikans kiilonbséget, de ez Gsszességében nem eredményezett szignifikans
hatést a csoportok kozott a helyes latogatasok szdzalékos aranyaban. Azonban megfigyelhetd volt,
hogy a nem etetett napokon az AgRP-hianyos egerek alacsonyabb aranyban mutattak korrekt
vizitet. Tehat ezek alapjan a CR taplalas esetén csak trendszerti eltérés tapasztaltunk a két csoport

tanulasat illetGen.

Osszegezve az AL és a CR taplalas soran is csupan trendszerti kiilonbséget figyeltiink meg
az AgRPPTR*- ¢s a kontroll WT csoportok kozott az egerek térbeli tanuldsaban. Tehat arra
kovetkeztetiink, hogy az AgRP neuronok hidnya valosziniileg nem befolyésolja az egerek térbeli
tanulasi képességeit. Azonban az explorativ viselkedésre hatassal van az AgRP sejtek hianya,

illetve az allatok taplalasa is. Az AL taplalt csoportok esetén az AgRPPTR*

egerek aktivitasa volt
szemmel lathatdan alacsonyabb, mig a CR taplalt esetben nem volt ennyire éles a kiilonbség a két
csoport kdzott, azonban megfigyeltem azt, hogy a nem etetett napokon a WT csoport aktivitasa

lecsOkkent.
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7. Osszefoglalo

Egy szervezet mitkddéséhez elengedhetetlen a tapanyagok podtlasa és az energiaellatas, melyet
a taplalkozas folyamata sordn tesz meg az ¢élolény. A taplalékfelvétel és az energiaanyagcsere
szabalyozas tobb agyteriilet altal is befolyasolt, azonban a legfébb mediator a hypothalamus
nucleus arcuatus régioja. Az itt talalhato AgRP és POMC neuronok feleldsek az ¢hségérzet
kialakitasaért, illetve gatlasaért. A taplalékfelvételt, illetve a taplalékkeresési folyamatot egy
pszichobioldgiai élmény az étvagy inditja be, és egy elégedettségi érzés zarja le, melyet
jollakottsagnak neveziink. A gyomorban termelddd ghrelin receptorspecifikusan kotddik az
AgRP sejtekhez, melyek gatoljak a jollakottsagért felelés melanocortin idegsejtek miikodését,
igy indukalva az éhség érzetet. Ismert, hogy az éhség érzet kialakitasan til 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 kertiltek,
melyekben normalisan miikodtek az AgRP sejtek, a masikban pedig azon egerek keriiltek
besorolasra, melyekben ujsziilott korban az AgRP sejtek nagy részét Kkiirtottuk, igy
vizsgalhatova valt a tanulasi kiilonbség a két csoport kozott. A kutatads alapjaul szolgalt az Gn.
IntelliCage, mely radiofrekvencias azonositdo chip alapjan képes volt adatokat gylijteni az
allatok ketrecben folytatott tevékenységérdl. A két csoport kozotti kiilonbség detektaldsara
linearis kevert modellt (GLMM) alkalmaztam. Az én kutatasom az els6, mely AgRP-hianyos
egerek térbeli tanulasi képességeit vizsgalja. Eredményeink szerint kiilonbséget mutat az allatok
taplalasa az explorativ viselkedést illetéen. Az ad libitum és kaloria restrikcios diéta esetében
jol detektalhat6, trendszerti valtozasok figyelhetéek meg az AgRP-hidnyos egerek felfedezo és
tanulasi viselkedésében, amelyek pontos természetét és mibenlétét tovabbi vizsgalatokkal

szlikséges a jovoben kutatni.
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8. 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. Alinear mixed model
(GLMM) was used to detect any learning differences between the two groups. According to our
results, the feeding of animals shows a difference in exploratory behaviour. 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 and calorie restriction diet, however the exact nature and

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

38



9. Kdszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Prof. Racz Bencének a kutatdsban nyujtott mindenre
kiterjed6 segitségének a kutatas tervezésében és szakmai iranyitasaban, illetve kdszonom Prof,
Sétonyi Péternek, hogy munkamat az Anatomiai és Szovettani Tanszéken végezhettem.
Nagyon halas vagyok Prof. Horvath Tamas kutatoprofesszornak, hogy vizsgalataimat az altala
vezetett kutatocsoport altal létrehozott kisérleti allatok felhasznaldsaval ¢és szakmai
iranymutatasaval végezhettem. Valamint koszonet illeti az Allatorvostudoméanyi Egyetem
Allathazanak dolgozoit, a kisérletben részt vett allatok gondozasaban vald kozremikodésért.
Illetve kdszondm Balkd Eszter tanacsait és lelki tAmogatasat. Tovabba kdszonettel tartozom

Berekméri Eszternek az adatok statisztikai elemzése soran nyujtott technikai segitségért.

39



10. Irodalomjegyzék

1. Waterson MJ, Horvath TL (2015) Neuronal Regulation of Energy Homeostasis: Beyond the
Hypothalamus and Feeding. Cell Metabolism 22:962-970. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2015.09.026

2. Thomas MA, Xue B (2018) Mechanisms for AgRP neuron-mediated regulation of appetitive
behaviors in rodents. Physiol Behav 190:34-42. https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2017.10.006

3. Puelles L, Martinez-de-la-Torre M, Bardet S, Rubenstein JLR (2012) Chapter 8 - Hypothalamus.
In: Watson C, Paxinos G, Puelles L (eds) The Mouse Nervous System. Academic Press, San Diego, pp
221-312

4, Costa DG, Almeida C, Cavadas C, Carmo-Silva S (2022) A look on food intake and satiety: from
humans to rodent models. Nutrition Reviews 80:1942—-1957. https://doi.org/10.1093/nutrit/nuac010

5. lovino M, Messana T, Lisco G, Mariano F, Giagulli VA, Guastamacchia E, Pergola GD, Triggiani
V Neuroendocrine Modulation of Food Intake and Eating Behavior. Endocrine, Metabolic & Immune
Disorders - Drug Targets 22:1252-1262

6. Onaka T, Takayanagi Y (2019) Role of oxytocin in the control of stress and food intake. J
Neuroendocrinol 31:e12700. https://doi.org/10.1111/jne.12700

7. Volkow ND, Wang G-J, Baler RD (2011) Reward, dopamine and the control of food intake:
implications for obesity. Trends in Cognitive Sciences 15:37-46.
https://doi.org/10.1016/j.tics.2010.11.001

8. Aponte Y, Atasoy D, Sternson SM (2011) AGRP neurons are sufficient to orchestrate feeding
behavior rapidly and without training. Nat Neurosci 14:351-355. https://doi.org/10.1038/nn.2739

9. Dietrich MO, Horvath TL (2013) Hypothalamic control of energy balance: insights into the role
of synaptic plasticity. Trends in Neurosciences 36:65—73. https://doi.org/10.1016/j.tins.2012.12.005

10. Koch M, Horvath TL (2014) Molecular and cellular regulation of hypothalamic melanocortin
neurons controlling food intake and energy metabolism. Mol Psychiatry 19:752-761.
https://doi.org/10.1038/mp.2014.30

11. Activation of hypothalamic AgRP and POMC neurons evokes disparate sympathetic and
cardiovascular responses | American Journal of Physiology-Heart and Circulatory Physiology.
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/ajpheart.00411.2020. Accessed 1 Dec 2022

12. Saito M, lwawaki T, Taya C, Yonekawa H, Noda M, Inui Y, Mekada E, Kimata Y, Tsuru A, Kohno
K (2001) Diphtheria toxin receptor-mediated conditional and targeted cell ablation in transgenic mice.
Nature Biotechnology 19:746—750. https://doi.org/10.1038/90795

13. Luquet S, Perez FA, Hnasko TS, Palmiter RD (2005) NPY/AgRP Neurons Are Essential for
Feeding in Adult Mice but Can Be Ablated in Neonates. Science 310:683-685.
https://doi.org/10.1126/science.1115524

14, Rother E, Shanabrough M, Borok E, Xu A, Janoschek R, Buch T, Plum-Morschel L, Balthasar N,
Hampel B, Waisman A, Barsh G, Horvath T, Briining J (2005) Agouti-related peptide-expressing neurons
are mandatory for feeding. Nature neuroscience 8:1289-91. https://doi.org/10.1038/nn1548

15. Hofer SJ, Davinelli S, Bergmann M, Scapagnini G, Madeo F (2021) Caloric Restriction Mimetics
in Nutrition and Clinical Trials. Front Nutr 8:. https://doi.org/10.3389/fnut.2021.717343

40



16. The ups and downs of caloric restriction and fasting: from molecular effects to clinical application
| EMBO Molecular Medicine. https://www.embopress.org/doi/full/10.15252/emmm.202114418. Accessed
26 Mar 2024

17. Food, reproduction and L’ongevity: Is the extended lifespan of calorie-restricted animals an
evolutionary adaptation? - Holliday - 1989 - BioEssays - Wiley Online Library.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/bies.950100408. Accessed 27 Mar 2024

18. Koubova J, Guarente L (2003) How does calorie restriction work? Genes Dev 17:313-321.
https://doi.org/10.1101/gad.1052903

19. Iman IN, Yusof NAM, Talib UN, Ahmad NAZ, Norazit A, Kumar J, Mehat MZ, Jayabalan N,
Muthuraju S, Stefaniuk M, Kaczmarek L, Muzaimi M (2021) The IntelliCage System: A Review of Its
Utility as a Novel Behavioral Platform for a Rodent Model of Substance Use Disorder. Frontiers in
Behavioral Neuroscience 15:

20. Kiryk A, Janusz A, Zglinicki B, Turkes E, Knapska E, Konopka W, Lipp H-P, Kaczmarek L (2020)
IntelliCage as a tool for measuring mouse behavior — 20 years perspective. Behavioural Brain Research
388:112620. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2020.112620

21. Winslow W, McDonough I, Tallino S, Decker A, Vural AS, Velazquez R (2021) IntelliCage
Automated Behavioral Phenotyping Reveals Behavior Deficits in the 3xTg-AD Mouse Model of
Alzheimer’s Disease Associated With Brain Weight. Front Aging Neurosci 13:720214.
https://doi.org/10.3389/fnagi.2021.720214

22, R: The R Project for Statistical Computing. https://www.r-project.org/. Accessed 13 Oct 2023

23. AgRP neuronal activity across feeding-related behaviours - Gouveia - 2021 - European Journal of
Neuroscience - Wiley Online Library. https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ejn.15498. Accessed 18
Oct 2023

24, Dietrich MO, Zimmer MR, Bober J, Horvath TL (2015) Hypothalamic Agrp Neurons Drive
Stereotypic Behaviors beyond Feeding. Cell 160:1222-1232. https://doi.org/10.1016/j.cell.2015.02.024

25. MacKay H, Scott CA, Duryea JD, Baker MS, Laritsky E, Elson AE, Garland Jr. T, Fiorotto ML,
Chen R, Li Y, Coarfa C, Simerly RB, Waterland RA (2019) DNA methylation in AgRP neurons regulates
voluntary exercise behavior in mice. Nat Commun 10:1-11. https://doi.org/10.1038/s41467-019-13339-3

26. Berrios J, Li C, Madara JC, Garfield AS, Steger JS, Krashes MJ, Lowell BB (2021) Food cue
regulation of AGRP hunger neurons guides learning. Nature 595:695-700. https://doi.org/10.1038/s41586-
021-03729-3

27. Caterina MJ, Schumacher MA, Tominaga M, Rosen TA, Levine JD, Julius D (1997) The capsaicin
receptor: a heat-activated ion channel in the pain pathway. Nature 389:816-824.
https://doi.org/10.1038/39807

28. Bellush LL, Wright AM, Walker JP, Kopchick J, Colvin RA (1996) Caloric restriction and spatial
learning in old mice. Physiology & Behavior 60:541-547. https://doi.org/10.1016/S0031-9384(96)80029-
1

29. Wu A, Sun X, Liu Y (2003) Effects of caloric restriction on cognition and behavior in developing
mice. Neuroscience Letters 339:166-168. https://doi.org/10.1016/S0304-3940(03)00008-9

30. Yamamoto Y, Tanahashi T, Kawai T, Chikahisa S, Katsuura S, Nishida K, Teshima-Kondo S, Sei
H, Rokutan K (2009) Changes in behavior and gene expression induced by caloric restriction in C57BL/6
mice. Physiological Genomics 39:227-235. https://doi.org/10.1152/physiolgenomics.00082.2009

41



31. Caloric Restriction Enhances Fear Extinction Learning in Mice | Neuropsychopharmacology.
https://www.nature.com/articles/npp2012268. Accessed 18 Mar 2024

32. Wei W, Pham K, Gammons JW, Sutherland D, Liu Y, Smith A, Kaczorowski CC, O’Connell KMS

(2015) Diet composition, not calorie intake, rapidly alters intrinsic excitability of hypothalamic AGQRP/NPY
neurons in mice. Sci Rep 5:16810. https://doi.org/10.1038/srep16810

42



Témavezetoi ellenjegyzés

Alulirott ..... Do RACR..LBEMCE ... , mint témavezetd nyilatkozom,
hogy — (név)....KOVAS ... DERA ... ERRETE || évfolyamos hallgaté
AL RIPQTHALAMIKRYS. EHSEL - SAARALYeRs | AgRF. ...

v SEATEK.... HATASA. A RAGCSALGK . MISELRERESERE . .......0
cimii dolgozatat atolvastam és jovahagytam, beadasra és védésre alkalmasnak
tartom. Tovébba nyilatkozom, hogy a  feltdlttt  szakdolgozat
plagiumellenfrzésen sikeresen 4tesett és az esetlegesen feltart egyezbség az

Egyetemi iranymutatdsoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2024, év....2.\......h6 Alnap.




Bels6é konzulensi ellenjegyzés

Alulirott ... Drvie.. . RAGZ...BEMGE......, mint belsd konzulens
nyilatkozom, hogy  (név)..KQVACS . DERA........... , ..M. évfolyamos
hallgaté

e B Y POT HALATIKUS .. EASEG - S2ARAWSRE. .. AGRP . ...
..... SEATEX...BATASA...A. RAGCIALEK. . VASELKERRSERE...[.....7
cimii dolgozatdt dtolvastam és jovahagytam, beadisra és védésre alkalmasnak
tartom. Tovdbba  nyilatkozom, hogy a  feltdltdtt  szakdolgozat
plagiumellenérzésen sikeresen dtesett és az esetlegesen feltart egyezbség az

Egyetemi iranymutatdsoknak/szabalyoknak megfelel.

Budapest, 2024. év....04......h6 2knap.




