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Bevezetés

A stresszorok olyan hormonalis, metabolikus és viselkedésbeli valaszokat inditanak,
amelyek célja a szervezet homeosztazisanak helyreallitasa. Stressz soran aktivalodik a
szimpatikus idegrendszer, ¢és a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) —
tengely. A megkiizdés akkor hatékony, ha a stressz-valasz sziikség esetén gyorsan
aktivalodik, és lezarul, ha a potencidlis veszélyezteté dgens mar nincs jelen. A stressz-
valasz soran kialakult ) egyensulyi allapotot allosztazisnak nevezziik. Ha a stressz-
valasz nem megfeleld, tulzott vagy elhuz6do, illetve ha a szervezetet folyamatosan érik
a kiilonbozo stresszorok, akkor az egyensuly helyreallitasanak mar olyan magas lesz a
,KOltsége” a szervezet szamara, hogy metabolikus-, immun-, pszichiatriai
betegségekhez vezethet.

A stresszorok négy kategoridba sorolhatdk, fizikai; pszichogén; szocialis; metabolikus
stresszorokrol. Az idGtartam alapjan a stresszorok akut-, ismétlédok- vagy kronikusak
lehetnek. A stressz-valasz soran, gyorsan hatd agensek (mint pl. katekolaminok,
neuropeptidek) ¢és lassabb hatast, génexpresszidt szabalyozd kortikoszteroidok
hozzajarulnak a megfeleld valasz kialakitdsdhoz, amelyek fokozott éberséget, fokuszalt
figyelmet alakitanak ki, valamint névelik a glukoneogenezis, glikogenolizis, proteolizis
vagy lipolizis mértékét, igy biztositva a kiemelten fontos szervek energia ellatasat. A
kortikotropint felszabadité hormon (CRH)-t a hipotalamusz paraventrikularis magjanak
(PVN) parvocellularis neuronjai termelik, a CRH nélkiilozhetetlen a neuroendokrin
stressz-valasz elinditasaban és az adekvat viselkedés, valamint a metabolikus valasz
kialakitasaban. Szamos afferens palya serkenti a CRH neuronokat PVN-ben, mint
felszallo agytorzsi palyak, melyek a viszceroszenzoros ingereket kozvetitik, mig a
pszichogén stresszorok hatasat komplex limbikus ttvonal medialja.. A metabolikus,
tapanyaggal kapcsolatos informaciok PVN neuronjait a hipotalamikus arcuatus mag

feldl érik el.



A hipotalamusz arcuatus magja két fo idegsejt populdciot tartalmaz, amelyek a
szervezet energia-egyensulyat szabalyozzak. Az orexigén neuronok neuropeptid Y-t és
agouti related peptid (NPY/AgRP), az anorexigén neuronok pro-opiomelanocortint és a
kokain és amfetamin altal szabalyozott transzkript expresszalnak (POMC/CART). Ezek
az idegsejtek olyan transzportereket, receptorokat fejeznek ki, amivel képesek az
energia-haztartassal kapcsolatos tapanyagokat (gliikkoz, szabad zsirsavak), hormonokat
(leptin, inzulin, ghrelin) érzékelni, és tovabbitani a PVN neuronjaihoz.

A kiils6 és belsé kornyezetbdl érkez6 stresszhatasokat a szervezet veszélyként értelmezi
¢és aktivalja az elsddleges védelmi funkcidt ellatd velesziiletett immunitas sejtjeit. A
mikroglia, a kozponti idegrendszer immunsejtjeként képes detektalni szamos kiilso,
szervezetet veszélyeztetd hatast, mint pl. a stresszt és részt vesz a homeosztatikus
folyamatok helyreallitadsaban.

Az agyban kétiranyti mikroglia-neuron kommunikacidé torténik. Az informacio
feldolgozasaban, nemcsak a pre- és posztszinaptikus neuronok vesznek részt hanem glia
sejtek is, egyiitt kialakitva a négy-tagi szinapszist, mint funkcionalis egységet. A
mikroglia sejtek specifikus receptoraikkal képesek érzékelni a neurotranszmittereket,
neurohormonokat, citokineket és kemokineket. A mikroglia sejtek aktivaciojuk soran
morfologiai ¢€s funkciondlis valtozasokon mennek keresztil; a hossza vékony
nyulvanyaik visszahtizédnak és megrovidiilnek, a nyulvany elagazasok szdma csdkken,
sz¢€lsdséges esetben amdboid fagocitotikus formdba is keriilhetnek. Az aktivalt
mikroglia sejtek képesek a gyulladaskelté-, és gyulladasgatldo citokinek széles
spektrumat kifejezni a koriilményektdl fliggden.

A neurondlis szignalok mikroglia felé¢ torténd jelatvitelében dontd fontossagh a
fraktalkin/ fraktalkin receptor (CX3CRI1) szignalizacio. A fraktalkin fehérje a CX3C
kemokinek egyetlen tagja, amit a kdzponti idegrendszerben legféképpen a neuronok
expresszalnak. Membran-kotott és szolubilis formaban 1étezik, funkcidja a sejt-sejt
adhézio illetve kemotaxis. A fraktalkin specifikus G-protein kapcsolt hét-
transzmembran receptorat (CX3CR1) a kozponti idegrendszerben a mikroglia sejtek

fejezik ki.



Célkituzeés

A disszertaciom célja a hipotalamikus mikroglia szerepének vizsgalata, akut és

kronikus-, pszichogén illetve metabolikus stresszorok altal indukalt stresszvalaszban.

Tovabba, célom volt még, hogy feltarjam, hogy a neuronok és mikroglia sejtek kozti
fraktalkin/fraktalkin receptor szignalizacio hogyan befolyasolja:
e astressz-indukalta mikroglia aktivaciot
e a megkiizdési stratégiat akut pszichogén stressz soran, vagy a kronikus stressz
altal indukalt szorongésos, depresszio-szerii €s anhedonikus magatartéast
e az akut illetve kronikus stressz soran kialakulé hormonalis stresszvalaszt
e az allatok metabolikus fenotipusat illetve inzulin-indukalta hipoglikémia soran

fellépo ellenregulacios valaszukat?

Modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteimet him, C57BL/6 és fraktalkin receptor deficiens (CXsCR1”) egereken,
végeztem. A CX3CR17-ben a cx3crl gén egy részét gfp riportergénre cserélték, igy
CX3CR1" egerek zold fluoreszcens fehérjét (GFP) expresszalnak a myeloid-eredetii
sejteken és nincs mikodoképes fraktalkin receptoruk (CX3CR1). Az interleukin-1 (IL-
1) vércukor szabalyozasdra gyakorolt hatdsat, [L-1 a/b knockout allatokon
tanulmanyoztuk. Kontroll 4llatként ezekben a kiséletekben is a genetikai hatteret ado,

C57BL/6 egereket hasznaltuk.



In vivo kisérletek:

Akut pszichogén stressz — restraint (mozgaskorlatozas)

Restraint stressz soran atlatszo, jol szelldzé Falcon csdvekbe helyeztiik az allatokat
1 6réan keresztiil. Az eljaras sordn az allatok a szlik helybdl fakadoan mozgasukban
erosen korlatozva voltak, ami pszichogén stresszként hatott rajuk, de fizikai sériilést
nem szenvedtek.

Kronikus pszichogén stressz — ,, két csapds ™ stressz protokoll

A két csapas stressz protokollban kombinaltuk a korai élet soran elszenvedett
megprobaltatasokat (anyai szeparacié —maternal sparation, MS) és a feln6ttkori
kronikus varidbilis stresszt (CVS). Az anyai szeparacio soran az utédokat sziiletésiik
utan 1-14 napos koruk kozott, napi 3 o6rdn keresztiil az anyaallattol elvalasztva
tartottuk. A CVS egy altalanosan elfogadott stressz paradigma ragcsalokon, mely
kiszamithatatlanul ismétlédé és elkeriilhetetlen fizikai, pszichogén és szocialis
stresszorokat foglal magaba. Az éllatokat a harom hetes CVS soran, felndtt
korukban napi kétszer stresszeltiik a protokoll szerint.. A kontroll allatokat

posztnatalisan nem szeparaltuk, és feln6tt korukban sem zavartuk Oket.

Akut metabolikus stressz — inzulin-indukalta hipoglikémia:

Egy éjszaka éheztetés utan az allatokat inzulinnal (1.0 1U/kg, Actrapid) vagy
fiziologias sooldattal kezeltiik intraperitonealisan (ip.). 60 perccel az inzulin beadasa
utan az egereket feldolgoztuk és vérplazmat illetve agyukat a felhasznalasig

mélyhtitében illetve fixaloban taroltuk.

Kronikus metabolikus kihivas — Magas zsirtartalmu diéta:

Az egerek 22-25 napos koruktol, 10 héten keresztiil normal vagy zsirdas tapot
kaptak, testtomegiiket rendszeresen mértiilk, majd a diéta végén perfundaltuk a
késébbi szovettani vizsgalatok céljabol. Az elhizlalt kisérleti allatok egy masik

csoportjan hidegtiirés tesztet végeztiink.

Intracerebroventrikularis (icv) beadasok:
C57BL/6 egerek ketamin/xylazin koktéllal torténd altatds utan egyszeri dozisban
minociklint (Sigma-Aldrich, 20 pg/total volume of 2 ul), illetve IL-1 receptor



antagonistat (Anakinra, Kineret, 100mg/0,67ml; SOBI) kaptak a jobb oldali

agykamraba sztereotaxis késziilék segitségével.

In vitro kisérlet

Az egér mikroglia BV2 sejtvonalat az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet
Szovettenyésztd Laboratoriuma biztositotta a szamunkra, ¢és 10% FCS, valamint
penicillin/streptomycin  tartalmi  DMEM-F12 1:1 aranyu  keverékében
tenyésztdedényekben, 37°C-on, 5% CO,-t tartalmazd gazkornyezetben tartottuk fent. A
sejttenyészetet 2-deoxy-gliikozzal (Sigma, 1 mM, 36ran keresztiil), illetve inzulinnal

kezeltiik (1nM, egy éjszakén keresztiil).

e Magatartastesztek:

A vad tipusu és fraktalkin receptor deficiens egerek viselkedését alapallapotban és
kronikus varidbilis stressz utan olyan szorongést-, illetve depressziv viselkedést
méro tesztekben teszteltem, mint pl. nyilt tér teszt, emelt keresztpallo teszt, erdltetett
uszas teszt, ,.tail suspension test”, cukor preferencia teszt. A viselkedés teszteket
videdval rogzitettem ¢és késébb H77 eseményrekorder, ill. EthoVision XT

videdkovetéses szoftverrel elemeztem Ki.

o  Metabolikus paraméterek vizsgalata indirekt kalorimetriaval:

Az egerek egyesével voltak elhelyezve TSE Phenomaster ketrecekben (TSE
Systems GmbH Bad Homburg, Germany) és 1 napos akklimatizaciot kovetéen 72
oran keresztiil mértiik az alap taplalékfogyasztasukat, a lokomotoros aktivitasukat,
az oxigén fogyasztasukat (ml/h/kg), és CO, termelésiiket (ml/h/kg). Az energia
leadéasuk, 1€gzési hanyadosuk és zsirsav oxidaciojuk az indirekt kalorimetria alapjan
szamitott értékek. Az allatok metabolikus paramétereit az egy ¢€jszakan keresztiil

torténd €hezés és ip. inzulin beadas utani 3 6rdban is megmértiik.

o A hidegtiirés tesztben az egerek rektalis hdmérsékletét mértiik a 4 °C-os kitettség
elétt, majd 60, 120, 180 és 240 perc elteltével.
e A plazma ACTH és kortikoszteron mérés radioimmunoasssay (RIA) modszerrel

tortént.



A katekolaminok vérplazma mintabol torténd koncentracid meghatarozasahoz 2-
CAT ELISA kitet hasznaltam (Labor Diagnostica Nord, Nordhorn, Germany).

A kvantitativ és kvalitativ génexpresszio analizist valos idejii PCR-rel illetve in
situ hibridizacios hisztokémiai modszerrel végeztem.

A szovettani elemzést szabadon sz agymetszeteken hajtottam végre. A stressz-
indukalta neuronalis (c-Fos marker) és mikroglia aktivaciot (Iba-1 marker) DAB-
Ni/DAB/fluoreszcens immunhisztokémiai modszerrel tettem lathatova. A
mikroszkopos képek elemzéséhez Imagel szoftvert, és Matlab programot
hasznaltam.

A statisztikai  elemzés  (két-utas ANOVA Bonferroni post hoc teszttel,
parositatlan t-teszt) GraphPad Prism szoftver (ver. 6.01; San Diego, CA, USA)

segitségével tortént.



Eredmények

AKkut és kronikus stressz hatasa a hipotalamikus mikroglia sejtekre

Vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy akut és kronikus pszichogén stressz csak kis
mértékben idézett el6 mikroglia aktivaciot a hipotalamusz paraventrikularis magjaban
(PVN). Restraint stresszt kovetden, az Ibal-immunhisztokémiai festés kvantitativ
elemzésébdl kideriilt, hogy vad tipusu egerek (C57BL/6) PVN-ban nem valtozott
szignifikans mértékben az Ibal+ mikroglia sejtek szama, sem az Ibal+ sejtek altal
elfoglalt teriilet nagysdga. Kronikus pszichogén stress (MS+CVS) hatasara
szignifikansan lecsokkent az Ibal+ sejtek szama paraventrikularis magban.
Kisérleteimmel igazoltam viszont, hogy kronikus és akut metabolikus kihivasok, mint
pl. a zsir-das diéta (HFD), és az inzulin- indukalta hipoglikémia markans Ibal+
mikroglia aktivaciot idéznek elé a hipotalamusz arcuatus magjaban (ARC), az agy
egyik f6 energia érzékeld teriiletén. Mig normal diétan tartott és €heztetett kontroll
allatok agyaban, tulnyomorészt csak nyugvo formaju  (mérsékelt Ibal
immunoreaktivitas, vékony nyulvanyok) mikroglia sejteket talaltunk, addig magas
zsirtartalma tapon tartott, elhizott, illetve hipoglikémids éllatok hipotalamuszaban
aktivalt fenotipussal rendelkezé (megvastagodott, rovidebb nyulvanyok) Iba+
mikroglia sejteket figyeltiink meg. Tovabba, inzulin-indukalta hipoglikémia soran
ezek az aktivalt morfoldgiaval rendelkezd mikroglia sejtek specifikusan az orexigén

NPY+/c-Fos+ aktivalt idegsejtek koré koncentralodtak ARC-ban.

A neuron-mikroglia kozti fraktalkin-fraktalkin receptor szignalizaciéo szerepe a
stressz altal kivaltott mikroglia aktivacioban

A fraktalkin receptor deficiens (CXsCR1™) egerek paraventrikularis magjaban kevesebb
Ibal+ mikroglia sejtet detektaltunk akut és kronikus pszichogén stressz utan, mint a
funkcioképes receptorral rendelkezd egerekben (C57BL/6).

Tovabba, a miikodoképes fraktalkin receptor (CX3CR1) hidnydban kisebb mértékii
mikroglia aktivacio tortént a hipotalamusz arcuatus magjdban akut hipoglikémia és

hosszantartd zsir-das diéta hatasara.



A fraktalkin-fraktalkin receptor szignalizacio hatasa az akut stresszhelyzetben
megjelend megkiizdési stratégiara, illetve a kronikus stress-indukalta szorongasos

és depressziv viselkedés kialakulasara

A funkciojat vesztett fraktalkin receptorral rendelkez8 (CX3CR1 ™) egerek lokomotoros
aktivitasa nem kiilonbozott a vad tipust egerekétdl normal koriilmények kozott sem a
sajat ketreciikben, sem az uj, idegen kornyezetben. Viszont szignifikdns stressz
komponenst tartalmazd magatartas tesztekben (erdltetett Uiszéas teszt, ,tail suspension
test”) kevesebb id6t toltottek immobilitassal, inkabb valasztottdk az aktiv megkiizdési
stratégiat, mint a vad tipusu egerek.

Kroénikus varidbilis stressz nem alakitott ki anheddniat CX3CR1 - egerekben, amit a
cukor preferencia teszttel mértiink. Ugyanakkor, fraktalkin receptor deficiens egerek
MS+CVS hatasara nem mutattak kevésbé szorongd fenotipust az emelt keresztpallo, €s

a nyilt tér tesztben.

Az akut és kronikus pszichogén stressz altal kivaltott hipotalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg (HPA) tengely miikodésében tapasztalt kiilonbségek a CX3;CR1 -
egerekben

Akut restraint stress jelentds c-Fos expressziot idéz eld a paraventrikuldris magban, €s
aktivalja a HPA-tengelyt. Restraint stressz hatasara a fraktalkin receptor deficiens
egerek PVN-ban szignifikansan tobb c-Fos+ aktivalt neuront mértiink, mint a vad tipusu
egerekben. CX3CR17 vérplazma kortikoszteron koncentracioja is magasabb volt, mint
C57BL/6 éllatoké alapallapotban és akut restraint stresszt, valamint erdltetett Uisztatas
kovetden.

Kronikus pszichogén stressz (MS+CVS) jelentds mellékvese-tomeg gyarapodast idézett
eld stresszelt allatokban genotipustol fiiggetleniil. De a kronikus variabilis stressz altal
kivéltott csecsemOmirigy involucié csak a fraktalkin receptor deficiens egerekben
kovetkezett be. A mellékvese tomegének novekedése a fokozott hipofizealis stimulacio,
mig a csecsemOmirigy zsugoroddsa a hosszantartd glilkokortikoid-kitettség
kovetkezménye. A hdrom hetes kronikus stressz procedura végén viszont mar nem
detektaltunk szignifikdns kiilonbséget a vérplazma kortikoszteron, és az agyi

kortikotropin-releasing hormon (CRH) mRNS szintjében.



A fraktalkin- fraktalkin receptor szignalizacié hatasa a metabolikus fenotipusra,
és az akut/kronikus metabolikus Kkihivasokra adott ellenregulacios valasz

kialakitasaban

A 11 hétig tartd magas zsirtartalmt diéta jelentds elhizast eredményezett az egerekben,
de CXsCR1 ™ egerek testtomege szignifikdnsan kevesebb volt, mint a vad tipusu zsiros
tapon tartott allatoké. A normal tapon és zsir-dus tdpon tartott fraktalkin receptor
deficiens egerek jobban toleraltak a hideget a hidegtiirés teszt soran, mint a C57BL/6
allatok.

A metabolikus ketrecben torténd mérésekbdl kidertilt, hogy a fraktalkin receptor hianya
nem befolyasolja az dallatok tapalékfelvételét, 1égzési hdanyadosukat, zsirsav
oxidaciojukat normal koriilmények kozott, és ehezés alatt sem.

A CXsCR1 7 egerek viszont tdbbet mozogtak, energia leadasuk magasabb volt
alapallapotban és inzulin beadas utan vércukor szintjiik sem csokkent olyan alacsonyra,
mint a vad tipust egereké. Valos idejii kvantitativ PCR méréssel, inzulin beadas utan
fokozott CRH mRNS expresszidt mértiink CX3CR1™" egerek hipotalamuszaban, illetve
jelentdsen emelkedett NPY/AgRP mRNS szinteket detektaltunk az arcuatus magban
C57BL/6 allatokhoz képest. A fraktalkin receptor deficiens egerek plazma katekolamin
koncentréacioi is szignifikdnsan magasabbra emelkedtek az akut metabolikus kihivas
hatasara.

Az aktivalt allapott gliasejtek bizonyos veszély szignalok hatasara proinflammatorikus
citokineket kezdenek el felszabaditani, mint példaul az interleukin-1 (IL-1). Inzulin-
indukalta hipoglikémia szignifikdnsan fokozta IL-1 mRNS expresszidjat in vivo,
C57BL/6 egerek hipotalamuszaban. Ellenben ez az agyi IL-1 mRNS novekedés nem
tortént meg a fraktalkin receptor deficiens egerekben inzulin beaddsa utan. Tovabba
Kimutattam tovaba, , hogy az interleukin-1 hianya IL1a/b KO egerekben, vagy IL-1b
centralis gatlasa icv. beadott IL-1 receptor antagonistaval mérsékelte inzulin vércukor
csokkentd hatasat C57BI6 egereken. A mikroglia in vivo gatlasa minociklinnel szintén
fokozott ellenregulacios katekolamin valaszt indukalt. Mindezen adatok arra utalnak,
hogy a mikroglia eredetli IL-1 gatolja a vércukor csokkenés ellen hatd kozponti

ellenregulacios mechanizmusok teljes kifejlodését.
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Kovetkeztetések

o Akut és kronikus-, metabolikus és pszichogén stresszorok stresszor- és régio-
specifikus modon mikroglia aktivaciot idéznek el a hipotalamuszban.

e A neuron-mikroglia kozti fraktalkin receptor szignalizacid hozzajarul a stressz
altal kivaltott mikroglia aktivaciéhoz.

e A fraktalkin jelatvitel hidnya aktiv megkiizdést eredményez a Szervezetet
veszélyeztetd kihivasokkal szemben, fokozott génexpresszids ¢és hormonalis
valasz kialakitdsa révén.

e Az aktivalt mikroglia sejtek és a mikroglia-eredetli IL-1 téves/gatlo jelként
szolgalhat a metabolizmust szabalyozd neuronok felé ¢és ezaltal a gliikoz

csokkenésre adott ellenregulacios folyamatok jelentésen gyengiilnek.

Osszefoglalva, ezek az eredmények hozzdjarulnak az akut és a kronikus stresszorokra
adott hormonalis, metabolikus ¢és viselkedésbeli valaszok, a mikroglia sejtek és a
fraktalkin ~ szignalizacié  altal  szabalyozott  folyamatok  Osszefiiggéseinek

megismeréséhez.
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Mindenekel6tt  koszonom  témavezetémnek, Dr. Kovacs Krisztinanak szakmai
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