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1. Roviditések jegyzéke

ABC (avidin biotin complex) — avidin biotin komplex

ADAM 10/17 (A Disintegrin And Metalloproteinase) — proteolitikus enzim

AGRP (agouti-related protein) — agouti-szert fehérje

ARC (nucleus arcuatus) — arcuatus mag

CART (cocaine and amphetamine regulated transcript) — kokain és amphetamin altal
szabalyzott transzkriptum

CD11b, CD22, CD45, CD68, CD200 (cluster of differentiation) — sejtfelszini markerek

CRH (corticotropin-releasing hormone) — kortikotropint felszabadité hormon

CX3CL1 (fractalkine) — fraktalkin

CX3CRL1 (fractalkine receptor) — fraktalkin receptor

CX3CR1-/-; Cx-/- — fraktalkin receptor deficiens

CVS (chronic variable stress) — kronikus variabilis stressz

DAB (3,3'-diaminobenzidine) — 3,3'-diaminobenzidin

GFP (green fluorescens protein) — zold fluoreszcens protein

HPA (hypothalamo—pituitary—adrenal) — hipotalamo-hipofizis-mellékvesekéreg

Iba-1 (ionized calcium-binding adapter) — ionizalt kalcium-kot6 adapter molekula

IL-1b, IL-4, IL-12, IL-10, IL-13 (interleukin) — interleukinok

KPBS (potassium phosphate buffered saline) — kalium-foszfat puffer

MRI (magnetic resonance imaging) — magneses magrezonancia képalkotas

NGS (normal goat serum) — normal kecske szérum

NO (nitric oxide) — nitrogén-monoxid

NPY (Y-neuropeptid) — neuropeptid Y

PBS (phosphate-buffered saline) — foszfat pufferelt séoldat

POMC (proopiomelanocortin) — proopiomelanokortin

PVH (paraventricular nucleus) — a hipotalamusz paraventrikularis magja

RER (respiratory exchange ratio) — 1égzési hanyados

ROS (reactive oxygen species) — reaktiv oxigén gyok

TNF a (tumor necrosis factor-o) — tumor nekrozis faktor alfa

WT (wild type) — C57BI6 (BI6), vad tipust egyedek



2. Bevezetés

A modernizacid kovetkeztében felgyorsult élet, a bizonytalannd valo élethelyzetek ¢és a
fokozott pszichés megterhelés miatt egyre inkabb ki vagyunk téve a minket koriilvevo €s
alkalmazkodasra késztetd ingereknek, a stresszoroknak. Ezen pszichoszocialis (zsufoltsag,
izolaciod) ¢és fizikai behatasok (sériilés, hideg, meleg, zaj, fertdzés), kiegésziilve a genetikai
faktorok hatdsaval, szervezet szintli, komplex valaszt, stresszt indukalnak (Joéls és Baram,
2009). Az emlitett kiilsé és belsé kornyezeti hatasok kovetkezményeként folyamatosan nd
vilagszerte a stressz okozta — pszichés (depresszio, neurdzis) pszichoszomatikus (neurdzis,
viselkedés-, személyiség-, hangulatzavarok) és egyéb (pl. metabolikus szindroma, irritabilis
bél szindréma) — megbetegedések szdma is, melyek pontos kialakuldsanak mechanizmusa
még nem ismert. Szamos kutatas szerint a stressz a gyakoribb neurodegenerativ szindromak
(pl. Alzheimer-kor, sclerosis multiplex) rizikotényezéje kozé is tartozik (Esch et al., 2002).
Fontos ugyanakkor megemliteni, hogy a stressz hatdssal van olyan neuroendokrin
szabalyozas alatt allo6 folyamatokra is, mint a taplalékfelvételi magatartds és a Szervezet
energia felhasznélésa.

A stresszorok  hatasara  felszabaduld mediator molekuldk  specifikus
neuronpopuléciok receptoraihoz kotddve stresszvalaszt hoznak 1étre, ami képessé teszi az
¢l61ényt a valtozo koriilményekhez vald alkalmazkodasra. Attdl fliggden, hogy a stresszorok
mennyi ideig vannak jelen, beszélhetiink rovid ideig tartd akut, illetve akar hetekig,
hoénapokig elhuzo6do kronikus stresszrdl. Utdbbi esetén irodalmi adatokkal aldtdmasztott
tény, hogy a stresszérz¢keny agyteriileteken mikroglia aktivacid kovetkezik be
ragcsalokban, mely jelentds szerepet tolthet be a stresszvalasz szabalyozasaban vagy éppen
az adaptécioban (Tynan et al., 2010) tovabbd az emlitett neurodegenerativ betegségek
kialakitasaban (Dheen et al., 2007).

Nem tudjuk azonban, hogy a krénikus stressz-indukalta neuroendokrin véltozasok
mikeént befolydsoljak az egész szervezetet érintd metabolikus folyamatokat? Illetve, hogy
kiséri-e ezeket a metabolikus valtozasokat mikroglia aktivacid a taplalékfelvételt és az
energiahdztartast szabalyoz6 kozponti idegrendszeri teriileteken? Nem ismerjiik pontosan
azokat a mechanizmusokat sem, amellyel a stressz-aktivalta neuronok jeleznek a mikroglia
sejtek felé.

A fentiek alapjan tehat idOszerli és izgalmas kutatasi téma a kronikus stressz
metabolikus paraméterekre, illetve az agyi mikroglia aktivacidjara gyakorolt hatasanak

vizsgélata, mely a jovében lehetdséget adhat olyan soktényezds, poligénes és kronikus



stresszel Osszefiiggésbe hozhatd betegségek vizsgélatara, mint példaul a metabolikus

szindroma, inzulin rezisztencia vagy 2-es tipusu diabetes.

2.1. Nucleus arcuatus, az agy egyik fo energia szenzora

A hipotalamusz a koztiagynak a talamusz alatti részén talalhato, és a I11. agykamra oldalfalat
képezd egység, melynek rostszegény, medialis bazalis részében helyezkedik el a nucleus
arcuatus (ARC). Az arcuatus mag az eminentia mediana kozvetlen szomszédsagaban fekszik
mely az agy fenesztralt kapillarisokat tartalmazo egyik circumventrikularis szerve, ezaltal a
nucleus arcuatus a makromolekuldk szamara konnyebben elérheté. Az ARC a kdzponti
idegrendszer energiahaztartast és metabolizmust szabalyzé egyik 6 régidja, melynek
neuronjai két f6 funkciondlis egységre oszthatok: orexigén, azaz taplalékfelvételt fokozo
NPY/AGRP neuropeptidet koexpresszald és anorexigén, azaz taplalékfelvételt gatld
POMC/CART-ot termeld sejtpopulaciokra (Joly-Amado et al., 2014; Fony6, 2011). A
nucleus arcuatusban elhelyezked6 neuronok szamos receptort fejeznek ki, amelyek képesek
megkdtni az agyba érkezd, metabolizmust szabalyzo hormonokat (leptin, inzulin, grelin) és
metabolitokat (gliik6z, zsirsavak) (1. abra). Ezaltal az emlitett sejtcsoportok kiemelkedd
szerepet jatszanak a perifériarol érkez6 metabolikus informaciok érzékelésében,

integraldsdban, majd a valasz kialakitasaban.

1. abra Nucleus arcuatus orexigén ¢€s anorexigén neuronjai, valamint szerepe az
energiahdztartas homeosztazisaban (Fonyo, 2011)

Taplalék- Energia-
MC4R felvétel raforditas

Nucleus
arcuatus

Pancreas

_
Le Inzulin,
I leptin

Gyomor

i o
Inzulin
5

Megjegyzés: GhsR: grelinreceptor; LepR: leptinreceptor; MC3R: melanokortin 3. tipust receptor; MC4R:
melanokortin 4. tipust receptor; Y1R: Y1 receptor



2.2. Paraventrikularis mag és a stressz-tengely

Ugyancsak a hipotalamuszban talalhaté a paraventrikularis mag (PVH), mely a harmadik
agykamra mellett szorosan elhelyezked6 pillangé alakt szovetallomany. Kissejtes neuronjai
stressz hatasara kortikotropin-felszabaditdo hormont (CRH) termelnek, mely Osszetett hatasa
révén az agyalapi mirigy eliilsé lebenyében termel6dd adrenokortikotrop hormon (ACTH)
felszabaditdsa mellett szerepet jatszik a stressz hatasara kialakulé autondém, endokrin és
viselkedésbeli valaszok Iétrejottében is. A megemelkedett ATCH a mellékvese
kéregallomanyaban kortikoszteron termelést indukal (2. abra). Ezt a stressz hatasara
aktivalodo jelatviteli utat hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelynek, masik nevén
stressz tengelynek nevezziik (Smith et al., 2006). A rendszer negativ visszacsatolas utjan
tobb szinten szabdlyzott. Feladata a stresszreakcid medidldsa, valamint kiemelkedd szerepe

van a stressz jelenlétének monitorozhatosagaban is (Mello et al.,2003).

2. abra Hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely aktivacioja stressz hatasara

Negative
Feedback

Adrenal
Cortex :

CORT

Megjegyzés: PVH: paraventrikularis mag; CRH: kortikotropin-felszabadit6 hormon; ACTH:
adrenokortikotrop hormon; CORT: kortikoszteron

2.3. Mikroglia sejtek szerepe
Ugyanakkor a nucleus arcuatusban és a paraventrikularis magban -hasonléan mas
agyteriiletekhez- a neuronokon kiviil tobb mas sejttipus is megfigyelhetd, mint példaul
ependima-, astroglia-, oligodendrocita, tanicita- és mikroglia sejtek (Kélin et al, 2015).

A mezenchimalis progenitor- és keringé monocita sejtekbdl képz6do (Kaur et al.,
2001) mikroglia sejteket els6ként Nissl irta le az 1899-es években. A mikroglia sejtek az agy

rezidens makrofagjai, melyek az agyi sejtek mennyiségének koriilbeliil 15%-at teszik ki.
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Szamos segitd, szabalyozo és védelmi funkcidval rendelkeznek. Fagocitald képességiik altal
szerepiik van a degeneralt sejtek eltavolitasaban, jelentdségiik van a neuroinflammatorikus
folyamatokban, az antigén prezentacibban — ¢és mint Gjabban kimutattdk — az
idegsejthalozatok szinapszisainak atrendezésében is (Tremblay ¢és Majewska, 2011;
Kettenmannetal., 2013). Az egészséges agyban a neuronokkal valo kommunikaciojuk révén
aktivalodhatnak vagy deaktivalodhatnak (Biber et al., 2007), illetve még jelenleg nem ismert
folyamatok hatdsa révén serkenthetik a molekularis és a sejtes védekezést, vagy — stressz €s
Oregedés hatasara (Jurgens és Johnson, 2012) — a neuroldgiai elvaltozasok kialakulasat.

Az érett mikorglia sejtek aktivitasuk szerint, morfologiailag, harom f& csoportba
sorolhatok. Az elsé a - nyugvd, illetve inaktiv allapotnak emlegetett - nyulvanyozott
(ramifikalt) fazis. Kutatasokkal bizonyitott tény, hogy a kordbbi elképzelésekkel ellentétben,
a sejtek valdjaban ebben a formdban sem inaktivak, hanem folyamatosan monitorozzak
kornyezetiiket (Nimmerjahn et al., 2005). Ebben a fazisban jellemzéen sok vékony
nyulvannyal rendelkeznek, melyek biztositjdk szamukra a nagyobb hatotavolsagu
kornyezeti felmérést, mikozben az egymashoz kozel keriild nyalvanyok altal dsszefiiggd
agyi mikroglia-halozatot alakithatnak ki. A nyalvanyozott sejtek negativ inger, sériilés, vagy
betegség hatasara aktivalodhatnak, azaz magasabb aktivacios szintre 1éphetnek. Az, hogy
milyen aktivacios szintlépés torténik, fligg a sejtet ért behatas tipusatol, illetve az adott sejt
elézetes aktivitasi szintjétdl (Mosser és Edwards, 2008). Kialakulhat M1-es (klasszikus) és
M2-es aktivacio. Az el6bbi allapot {6 kialakitd tényezdje az intracellularis patogének,
fertdzések, kémiai behatasok kovetkeztében fellépd sejtes immunvalasz. A mikroglia ennek
jeleit észlelve magas szint{i proinflammatorikus citokin- (TNFa, IL-1p, IL-12, szuperoxid,
NO, ROS, protedzok) és mediatortermelésbe kezd. Mondhatni egy fokozott mikrobadld
képességli neurotoxikus sejtté alakul. Az M2-es allapot két tovabbi csoportra bonthatd. Az
egyik az alternativ aktivacio, a masik pedig a szerzett deaktivacio. Az elsé esetben a 6
kialakito tényezd az IL-4, IL-13 és a makrofagok &ltal felszaporitott manndz receptor
jelenléte (Boche et al., 2013). Hatasukra a mikroglia sejtek anti-inflammatorikus citokin
termelésbe kezdenek (IL-4, IL-10, IL-13, Tgfb és Argl). Az ilyen, alternativ aktivacio
allapotaban 1év6 mikroglia szdvetregeneralo, €s sejtvédd funkciot 1at el (Hoogland et al.,
2015). Ugyanakkor a szerzett deaktivacio esetén a cél, a kialakult akut gyulladas enyhitése.
Az elsédleges indukalo tényez6 az apoptotikus sejtek jelzése és az IL-10, melyek hatasara a
mikroglia antagonistakat (IL-4, IL-13) kezd el termelni (Tang és Le, 2016). A mikroglia
sejtek aktivacios szintjének megallapitasa mikroglia specifikus markerek alkalmazasaval

lehetséges. Legfontosabbak koziiliik az ionizalt kalciumko6té adaptor molekula (Iba-1), és a
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kiilonbo6z6 sejtfelszini markerek (CD45, CD68, DC11b). Az aktivaldédott mikroglia sejtekre
jellemzé, hogy nyulvanyaik megrovidiilnek, illetve sejttestik mérete ndvekszik a
nyulvanyok méretéhez képest. Aktivaciojukat jelzi tovabba adott agyteriiletre valo
toborzodasuk, a sejtszam novekedése is.

Nyugalomban, az egészséges agyban a mikroglia aktivitdsat és muikodését a
neuronok szamos szignallal befolyasoljak. Ez végbemehet kemokinek, neurotranszmitterek,

neurotrofinok és sejtfelszini markerek (CD200, CD22) altal (Biber et al., 2007).

2.4. Fraktalkin és receptora

Komplex hatasuk révén a kemokinek (kemotaktikus citokinek) bizonyitottan az egyik
legidealisabb szignalcsoport a sokréti neuron-mikroglia kommunikacioban (Biber et al.,
2008). A fraktalkin (CX3CL1) egy olyan kemokin, melyet neuronok termelnek és a
specifikus receptoruk (CX3CR1) a mikroglian megtalalhato. A fraktalkin a CX3C
kemokinek csaladjaba tartozo fehérje. Mig a periférian endothel-, zsir-, és izomsejtek-, addig
az agyban a neuronok expresszaljak. Membrankotott és szolubilis formaja is van. Szolubilis
formajat - az ADAM 10/17- proteolitikus enzim hasitja le. Receptora - a fraktalkin receptor
(CX3CR1) — egy G-proteinhez kapcsolt, hét transzmembran fehérje, mely a periférian a
monocitakon, makrofagokon, az agyban pedig mikroglia sejteken fejezddik ki (Paolicelli et
al., 2014) (3. abra).

3. abra Fraktalkin/fraktalkin receptor lokalizacidja

CRCR1 Fraktalkin

Mikroglia
Monocita Neuron .
Makrofag oL L 2uy Endothelsejt

JR R A4 G TS Izomsejt
CM w el

Mig periférian a tobbi citokinhez hasonloan a gyullad4sos folyamatok kialakitasaban jatszik
szerepet azaltal, hogy kémiai inger hatasara a gyulladas helyszinére vonza a monocitékat,
addig az agyban a specifikus receptordhoz kotddve szabalyozza a mikroglia normalis

miikodéseét.
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A fraktalkin kulcsfontossagu szerepet tolt be a neuron-mikroglia kommunikacioban,
¢és ezaltal a mikroglia aktivalodasaban (Sheridan és Murphy, 2013). A fraktalkin rendszer
aktivalodasanak és citokin termeld funkcidjanak leirdsa alapvetéen neuroimmunoldgiai
betegségekhez és agyi karosodasokhoz flizédik (Ling et al., 2001). Kisérletiinkben a
fraktalkin szerepét a kronikus stressz okozta metabolikus valtozadsokban, olyan
transzgénikus allatokon vizsgaltuk, melyekben a fraktalkin szignalizacio hibas a fraktalkin

receptor hidnya miatt (CX3CR1-/-, genetikai hattér: C57BI6).

2.5. Kronikus stressz modellek allatokon

A kronikus stressz altal kivaltott betegség ragecsalokon valé modellezésére szamos modszert
irtak mar le az irodalomban. A kisérletben alkalmazott kronikus stressz protokoll
kivéalasztasa mindig attol fligg, hogy milyen betegséget vagy akar célfehérjét, molekulat
szeretnénk vizsgalni. A kronikus stressz a depresszid egyik fo kornyezeti kivaltdo oka,
egereken valdo modellezésére alkalmazott eljaras példaul az ismételt erdltetett isztatas, az
ismételt mozgaskorlatozas és az ismétlddo szocialis vereség (Monteiro et al., 2015; Habr et
al., 2014). A depresszi6 egyiitt jar a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg (HPA) tengely
talmiikodésével, mivel hatdsara a hipotalamusz paraventrikularis magjaban (PVH) a
stresszel kapcsolatos neuronok kortikotopint felszabadité hormon (CRH) termelése
megnodvekszik (Goncharova, 2013). A megszokds (habituacid) elkeriilése céljabol
hatékonyabb lehet, ha a fent leirt modszereket kombinaljuk, variabilis modon alkalmazzuk
¢és kiegészitjik mas enyhébb, de kiszamithatatlanul megjelend és az allatok szamara
elkeriilhetetlen fenyegetettséget jelenté stresszorokkal (Monteiro et al., 2015). Igy példaul a
ragecsalokon végzett kisérletekben sok esetben a felndttkori kronikus stressz protokollt
kiegészitik immunologiai (lipopoliszaharid kezelés), vagy korai életciklusban alkalmazott
stresszhatdssal (postnatalis anyai szeparacid) (Veenema et al., 2008). A kronikus stressz
kozismerten egyiitt jar a taplalkozasi és metabolikus valtozasokkal, melyek neurobioldgiai

¢s ¢lettani hattere még kevéssé ismert.

3. Célkitiizés

Jelen dolgozatban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy hogyan hat a felnéttkori kronikus
variabilis stressz az egerek metabolikus paramétereire? Tovabb4, hogy a kronikus stressz
eloidéz-e a stresszel és a metabolizmus szabalyozasaval kapcsolatos hipotalamikus
strukturakban mikroglia aktivaciot, és ha igen, az milyen szintii és van-e benne szerepe a

fraktalkin szignalizacionak?
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4. Anyag és modszer

4.1. Kisérleti allatok és kisérleti elrendezés

Vizsgalatunkban feln6tt, him, 26+4 g induld sulyu homozigéta fraktalkin receptor-GFP
knock-in egereket (CX3CR1-/-, Cx-/-), valamint kontroll allatként a genetikai hatteriiket ado
C57Bl/6 egereket hasznaltunk. A CX3CR1-/- transzgénikus egerek fraktalkin receptort
(CX3CR1) kodold génjének masodik exonjaban a zold fluoreszcens fehérje (GFP) cDNS
altal kodolt génje talalhato (4. Abra). A genetikai modositas kovetkeztében a fraktalkin
receptorhoz (CX3CR1) nem tud hozzékapcsolddni ligandja, a fraktalkin, mely igy nem tudja
kifejteni hatdsat a sejtre. Ugyanakkor a génmodositas masik kovetkezményeként GFP
fejezodik ki, igy a homozigota és heterozigota allatokban a mikroglia zolden fluoreszkal.
Az egyedek azonositasa fiilbevagasos modszer alapjan tortént. A kisérletben a kiilonb6z6
genotipust egereket két részre osztottuk: felndttkori kronikus varidbilis stressznek (CVS)
kitett illetve kontroll kezelési csoportokat (n=10-9) alakitottunk ki. A kronikus variabilis
stressz (CVS) procedura soran alkalmazott stresszorokat a kdvetkezd fejezetpontban
targyalom. A kontroll csoport allatainak nyugodt tartasi koriilményeket biztositottunk. A
kisérlet végsd kimenetele alapjan az allatokat randomizalt modon tovabbi két csoportba
soroltuk. Az egyik csoport a kisérlet végén magatartasteszteken ment keresztiil, majd a
kiilonb6z6 agyteriiletekbdl kvantitativ real-time PCR segitségével génexpresszids mérések
torténtek (n=6-5). A masik csoport allatain pedig a kezelést kovetden indirekt kalorimetrias
mérést végeztiink (n=4-4), és a késdbbi szovettani vizsgalatok céljabol perfundaltuk dket.
Szakdolgozatomban féként az utdbbi csoportba tartozo allatokon mért eddigi eredményeket
részletezem. Az allatok a MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézetének tenyészetebol
szarmaznak, ahol az egérszobdkban 12D-12L megvilagitasi ciklus, standard és allando
paratartalom és homérséklet (22+1°C) van. A viz, illetve a standard tap ad libitum allt az
allatok rendelkezésére. Kisérleteinkben alkalmazott beavatkozasok dsszhangban vannak az
Eurdpai Unié (86/609) direktivajaval és a magyar Allatvédelmi Torvénynek
1998/XXVIIL. sz) megfelelden a kisérleti beavatkozasokat mind az intézeti, mind a teriileti
hatosag (Févarosi és Pest Megyei Mezégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal, Elelmiszerlanc-
Biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatosag, Jarvanyiigyi és Allatvédelmi Foosztalya)
jovahagyta (MAB engedély szama: 22.1/3347/003/2007).
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4. Abra A CX3CR1 gén vad tipusu (WT) és rekombinans alléljanak sematikus rajza

~ 1000 bp
WT [ 1
CX3CRI1 (exon 2)
> : i ¢
: I CX3C
CX3A 1
! |
GFP
) <—
recombined allele > CX3C
CX3B
L B
~ 1200 bp

4.2. Krénikus variabilis stressz (CVS) procedura soran alkalmazott stresszorok
A CVS kezelés soran az egereket felnétt korukban (7-9 hetesen) négy héten keresztiil, napi
két alkalommal, kiilonb6zd enyhe, fizikai és pszichoszocidlis stresszoroknak tettiik ki

(Mineur et al, 2006) melyek a kovetkezok:

4.2.1. DOt ketrec

Az allattartd ketreceket egy-egy ¢jszakara 45°-os szogben megdontottik. A kisérlet
elérehaladtaval az adaptéacio elkeriilése végett kombinéltuk az enyhébb stresszorokat az
alom megnedvesitésével, illetve az egyedek ketrecenkénti szaméanak novelésével,

zsufolasukkal.

rrrrr

1d6zit6 segitségével a 12-12 oras vilagos és sotét periddust egy napra felcseréltiik.

4.2.3. Eroltetett usztatas

Az allatokat 5 percre egyesével egy vizzel teli tiveghengerbe helyeztiik (5. A abra). A CVS
kezdetén 25°C-o0s vizet hasznaltunk, mig végén a vizhdmérsékletet 20°C-osra hltottiik. A
modszer fontos tényezdje, hogy az allatok ladba és farka nem ér le az iiveghenger aljara,
illetve a henger oldalan megkapaszkodasra sincs lehetdségiik. Ezek kdvetkezményeként az
allatok tehetetlentil, menekiilési utvonal megléte nélkiil probalnak a mozgd vizfelszinen

maradni. Az egyes egyedeket mindig 1j, tiszta vizzel teli hengerbe helyeztiik.
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4.2.4. Szocialis vereség

A kisérleti allatot egy elére meghatarozott szempontok alapjan kivalasztott (Golden et al,
2011) CD1-es egértorzsbol szarmazo, dominans egér ketrecébe (,,home cage”) helyeztiik 10
percre (5. B abra). Ez a fajta stressz egy allando (pszichés), masrészt egy véletlenszertien
bekovetkez6 (fizikai) komponensbdl all. A behatolo (kisérleti allatunk) €s a rezidens (CD1-
es agressziv egér) egyed kozott mindvégig vizualis és olfaktorikus kontaktus all fenn. Ezt

egészitik ki a rezidens egér teriiletvédési magatartasabol adodo harcok.

4.2.5. Szag alapu elkeriilés

A CVS csoportunk allatait elkiilonitettiik, majd dobozukba patkany {iriiléket tartalmazo
lyuggatott centrifugacsovet helyeztiink ¢éjszakara. Lehetséges predatoruk szagmintaja
stresszt valt ki az egerekben (Kondoh et al., 2016).

4.2.6. Elektromos sokk

A modszerhez hasznalt késziilék egy kb. 20x20x20 centiméteres atlatsz6, milanyag plexilap
oldalu, lefedhet6é doboz. Padlozata fémracsos szerkezetli, mely alatt egy, a vizelet és tirtilék
felfogasara alkalmas talca helyezkedik el. Az allatot a késziilékbe helyezése utan 20
masodpercenként 0.5 mA erdsségii aramiités éri 10 percen keresztil (5. C abra). A
letranszformalt egyendram a fém rudakon fut végig 1-2 masodpercig, melyeken az allat all.
Az egyes egyedek kezelését kovetden a szerkezet talcajat és belsejét 70%-0s alkohollal

tisztitottuk meg.

4.2.7. Viz elkeriilés

Az allatokat egyesével egy oOrds idOtartamra egy vizes medence kdzepén rogzitett szigetre
helyeztiik (5. D abra). A medencében 1évé viz hdmérsékletét a kisérlet elérehaladtaval
folyamatosan csokkentettiik. A modszer alkalmazasa sordn az egerek kiutat keresvén, a
vizbe ugranak. Ebben az esetben minden alkalommal visszahelyeztiik az egyedet a szigetre.
Id6vel az egerek feladtdk a menekiilési probalkozasukat, magatehetetleniil kuporogtak a

vizzel koriilvett kis teriileten.
4.2.8. A szabad mozgas korlatozasa
A kisérleti egereket egy 50 milliliteres, végén levagott centrifugacsébe zartuk egy Orara,

mely altal mozgasuk korlatozotta valt (5. E abra).
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5. abra CVS procedura soran alkalmazott stresszorok

4.2.9. Egyéb alkalmazott stresszorok

A fentieken kiviil, ugyancsak az allatok stresszelésére szolgalt az egyedek zstfolasa vagy
éppen izolalasa, mely sordn az egereket egyesével tiszta almot tartalmazé ketrecekbe tettiik.
A modszerek az alkalmazkodas elkeriilése végett kiegészithetOk az allattart6 dobozok
mozgatasaval, illetve a megvilagitasi peridodus valtoztatasdval. A CVS soran alkalmazott

stresszorok beosztasa az 1. tablazatban lathato.
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Datum — s —
Délelott Délutan

10.febr | Sze viz elkeriilés éjszakai vildgossag
11.febr | Cs szocialis vereség elektromos sokk
12.febr| P erdltetett Usztatas (25 C°) délt ketrec, nedves alom
13.febr | Szo razatas-zsufoltsag zsufoltsag-sotétség (18h)
1l4.febr| V mozgaskorlatozas izolacios stressz (Uj alom)
15.febr| H szocialis vereség éjszakai vildgossag
16.febr| K razatds-zsufoltsag délt ketrec, nedves alom
17 febr | Sze erdltetett Usztatds (25 C°) elektromos sokk
18.febr | Cs viz elkertilés éjszakai vildgossag
19.febr| P szocialis vereség elektromos sokk
20.febr | Szo izolacios stressz, patkdny drilék izolacio-sotétség, patkany triilék
21.febr| V razatas-zsufoltsag zsufoltsag, délt ketrec, nedves alom
22.febr| H erdltetett Usztatas (21-22 C°) éjszakai vilagossag
23.febr| K szocidlis vereség mozgdaskorlatozas
24 .febr | Sze sOtétség, patkany Grilék razatas-zsufoltsag, éjszakai vildgossag
25.febr | Cs izolacios stressz elektromos sokk
26.febr| P erGltetett Usztatas (21-22 C°) kisdoboz, zsufoltsag-nedves alom
27 .febr | Szo szocidlis vereség izolacids stressz, sotétség
28.febr| V viz elkeriilés (hideg viz) elektromos sokk
29.febr| H sOtétség razatas, zsufoltsag, CD1-es egerek
1.marc | K | zsufoltsag, délt ketrec, nedves alom izolacio, patkany lrilék
2.marc | Sze elektromos sokk erGltetett Usztatas (20-21 C°), razatas
3.marc | Cs viz elkeriilés éjszakai vildgossag
4.marc | P | zsufoltsdg, CD1-es egerek, kis doboz izolacié-sotétség, patkany trilék
5.marc | Szo szocialis vereség délt ketrec, nedves alom
6.marc| V elektromos sokk mozgaskorlatozas, razatas

1. tablazat Az alkalmazott stresszorok pontos beosztasa

4.3. Metabolikus vizsgalatok

A négy hetes CVS procedurat kovetden a stresszelt, illetve a nem stresszelt kontroll allatokat
egyesével metabolikus ketrecekbe (TSE Phenomaster System) helyeztiik. A kdrnyezet
megvaltozasabol adodo stresszhelyzet elkertilése céljabol, a kisérleti allatok a metabolikus
mérés megkezdése elott egy napig akklimatizalodtak. Az indirekt kalorimetrias mérés harom
napon at, zavardsmentesen, szamitogépes adatrogzités segitségével zajlott. A metabolikus
ketrecek zart rendszerének koszonhetéen, folyamatosan felvételezhettiik az egerek altal
leadott széndioxid (VCO2) és felvett oxigén (VO2) mennyiségét (ml/h/kg), amibdl
kiszamolhattuk az egyedek 1égzési hanyadosat (RER) a VCO2/VO: képlet alapjan. Az

allatok rendelkezésére allo, ad libitum taplalék-, illetve a csopogésmentes itatd tartalmi
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fogyasat magas preciziés szenzorok rogzitették. A ketrecekben 1évd tobbdimenzids
infravords 1ézer sugarak (X és Y és Z tengelyirdnyl) megszakitottsaganak szamaval
detektaltuk az 4llatok vertikalis és horizontdlis lokomotoros aktivitdsat. Az allatok
testosszetételének meghatarozasa a metabolikus mérés elott és kozvetleniil utana EchoMRI

késziilékkel tortént.

4.4, Testtomeg mérés
Az allatok testtomeg mérése a kisérlet kezdetén, majd a négy hetes kezelési fazis végén

tortént.

4.5. Perfuzio és szovetfeldolgozas

A feldolgozas elsé 1épéseként az egereket tulaltattuk 200 mg/ttkg Nembutallal. Az eutanaziat
kovetéen az allatok mellékvese tomegét lemértik. Ezt kovetden transzkardidlisan
perfundaltuk eldszor fiziologias sdoldattal (0.9% NaCl), majd 70 mL jéghideg fixaloval (4%
paraformaldehid, 0.4 M foszfat pufferben, pH:7). Az eltavolitott agyakat utofixaltuk 3 oran
keresztiil 10%-o0s cukros (szachardz) fixaloban, majd egy éjszakara 10%-os szacharozt
tartalmaz6 0.1 M kalium-foszfat (KPBS) pufferben (pH=7.2) tartottuk, hogy a fagyasztott
metszet készitésekor megakadalyozzuk a nagy jégkristalyok képzddését. Az agyakbol 25
um vastagsagi korondlis metszet sorozatot készitettiink, a metszeteket steril fagyalld

folyadékba gytijtottiik és a felhaszndlasig -20°C-on taroltuk.

4.6. Kortikoszteron koncentracio mérése
Az éllatok szemzugabol a négy hetes kezelési periodus végeén vért vettiink. A vérvétel 20 pl
20%-0s K-EDTA-ra tortént, a csoveket rogton centrifugaltuk és a plazma mintakat

crer

radioimmunoassay segitségével hataroztuk meg.

4.7. Agyszovet feldolgozasa

4.7.1. Iba-1 immunhisztokémia

4.7.1.1. Indirekt médszer

Az egér Iba-1 protein C-terminalis része ellen nyulban termelt poliklonalis ellenanyagot
(WAKO, 1:1000) hasznaltunk. Ez az antiszérum specifikusan reagal az aktivalt
mikroglia/makrofagokban expresszalodé 17 kDa-0s Iba-1 fehérjével. Az immuncitokémiai

reakcio szabadon Usz6 metszeteken, standard avidin- biotin- peroxidaz modszerrel tortént.
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A szoveti peroxidazok kimeritésére 3%-0S H20O>-dal 10 percig, a nem-specifikus
fehérjekotés elkeriilésére 2%-os kecske szérummal 1 6rdn at keresztiil inkubdltam a
metszeteket a primer ellenanyag elétt. Az inkubaciok kozé kétszer tizperces KPBS-es
oblitéseket iktattam. A primer ellenanyagot 4°C-on 24 o6ran keresztiil hagytam a
metszeteken. Ezt kovette a szekunder ellenanyag (biotinilalt-anti nyul IgG, Vector,
Burlingame, CA, USA), és az avidin-biotin-HRP (Elite Plus kit, Vector) komplex 1-1 6ras
inkubacioja, majd az el6hivas. Kromogénként 3,3’-diaminobenzidint hasznaltam. A
folyamat eredményeként kapott metszeteket fénymikroszképpal (Nikon Eclipse 600

microscope) vizsgaltuk, 20x-os nagyitas mellett.

4.7.1.2. Direkt modszer

A fluoreszcens el6hivas soran a metszetek H202-al torténd kezelése elmarad. A nem-
specifikus fehérjekotés blokkolasara 2%-os szamar szérumot hasznaltam. Ebben az esetben
a primer antitesthez (anti-Iba-1; WAKO 1:1000) a fluoroférral konjugalt szekunder antitest,
esetiinkben ALEXA 594 flouroférral konjugalt anti-nyul IgG (Life technologies, 1:500)
kozvetleniil kotddott. Fluoreszceens el6hivas utan Nikon Ni-E C2 konfokalis mikroszkoppal,
20x-os objektiv alatt, azonos lézerintenzitassal ¢és expoziciés idovel fényképeket

készitettink.

4.8. Iba-1 pozitiv sejtek analizise

Kvantitativ analizis sordn a mikroszkopos képeket digitalizaltuk, és az Iba-1 pozitiv sejtek
szamat, nucleus arcuatusban ¢és paraventrikuldis magban elfoglalt teriiletét Imagel
programmal, egységes hattér-, szin- €s méret-kiiszob hasznalata mellett szdmoltuk. A
fluoreszcens mikroszkopos képeken a nucleus arcuatus Iba-1 pozitiv sejtjeinek integralt
denzitasat mértiik meg, mely aranyos az Iba-1 fehérje expresszidjanak mértékével. A
mikroglia morfologiai valtozasarol a sejttest és a nyulvanyok teriiletének hanyadosabol

kovetkeztettiink.

4.9. Statisztika

A kapott eredményeket a GraphPad Prism 7.01-es verzidjaval értékeltiik ki. A csoportok
kozotti kiilonbségek megéllapitadsara az ismételt testtomeg-mérések esetén ismételt méréses,
a tobbi paraméter elemzése esetén pedig fliggetlen méréses kétutas ANOVA-t alkalmaztunk.
Post-hoc tesztként Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitast végeztiink. Az eltéréseket

p<0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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5. Eredmények

5.1. Kronikus stressz hatasa a kisérleti allatok testtomegére

A kéttényez6s ANOVA alapjan négy hetes kezelési periddus alatt a stressz procedira
szignifikansan csokkentette az allatok testtomeg-gyarapodasanak mértékét (F(1,33)=6.534;
p=0.0154) (6. abra). A genotipusnak nem volt szignifikans hatasa (F(1,33)=0.6006;
p=0.4439).

6. abra A csoportok testtomeg valtozasa a kisérlet alatt (atlag+SEM)
15+

. Kontroll Ble
g B Kontroll Cx-/-
",_ZL'!:' 104 CVs Ble
E —l_ Vs Cx-J-
S
g 5 | T
) .
0 T T
BlG Cx-/- Bl& Cx-/-

Megjegyzés: *p<0.05 ,,CVS” vs. ,, Kontroll”

s re s

kronikus variabilis stressz hatasara

A kronikusan stresszelt allatok plazma kortikoszteron koncentracidja szignifikdnsan
magasabbnak bizonyult a nem stresszelt csoportok allataihoz képest (F(1,25)=5.749;
p=0.0243) (7. A abra). A genotipusnak nem volt szignifikans hatasa (F(1,25)=0.2942;
p=0.5923). A stresszelt allatok testtomegre normalizalt mellékvese tomege szignifikansan
magasabb volt, mint a kontroll allatoké (F(1,17)=8.625; p=0.0092) (7. B abra). A
genotipusnak itt sem volt hatasa a mellékvesék tomegére (F(1,17)=0.03745; p=0.8488).

7. abra A csoportok plazma kortikoszteron koncentracidja (A), illetve relativ
mellékvesetomege (B) (atlag+SEM)

* %

= 60 % —  0.57
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Magyarazat: *p<0.05; **p<0.01 ,,CVS” vs. ,,Kontroll”
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5.3. Metabolikus eredmények

5.3.1. Az allatok testtomeg- és testosszetétel valtozasai a metabolikus mérések alatt
Az el6zdleg CVS-en atesett egerek testtomege (8. abra) szignifikansan megnétt a 3 napos
metabolikus mérés alatt a kontrollhoz képest (F (1,12) = 35.89; p<0.0001). A genotipusok

kozott nem taldltunk kiillonbséget.

8. abra A kisérleti allatok testtdmeg valtozasai a 3 napos metabolikus mérés soran
(atlag+SEM)

4- Kontroll BI6
S B Kontroll Cx-/-
W 3 Cvs Ble
o0 5] m CVS Cx-/
£
:0
214
(%]
[}
'_
<1 0
-1

Bl6 Cx-/- Bl6 Cx-/-

Magyarazat: ****p<0.0001 ,,CVS” vs. ,, Kontroll”

Az allatok zsirszdvetének, illetve sovany — zsir nélkiili — testtomegének valtozasat
vizsgalva (9. abra) megallapithatjuk, hogy mig a kezelésnek mindkét esetben volt
szignifikans hatasa (F(1,12)=34.06; p<0.0001 ill. F(1,12)=14.75; p=0.0023), addig a
genotipusnak egyikben sem (F(1,12)=0.4363; p=0.5214 ill. F(1,12)=0.00377; p=0.9521). Az
allatok testtomegre normalizalt teljes zsirszovetének tomege szignifikdnsan nétt a kronikus

variabilis stressz utdn, mig a relativ sovany testtomegiik szignifikdnsan csokkent a kezelés

utani 3 napon.

9. abra A csoportok relativ zsirszovetének tomege (A), illetve relativ sovany testtomegének
valtozasai (B) (atlag+SEM)
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Magyarazat: **p<0.01; ****p<0.0001 ,,CVS” vs. ,,Kontroll”
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5.3.2. Lokomotoros aktivitas

Az Osszesitett diagramon (10. A abra) lathato, hogy az egerek éjszakai aktivitasa (az x
tengely megvastagitott vonala jelzi az ¢jszakai periodust) magasabb a nappalihoz képest. Ha
kiilon vizsgaljuk a két napszakban a lokomotoros aktivitdsukat, lathatd, hogy a nappali
fazisban (10. B abra) nincs szignifikans eltérés a csoportok kozott, viszont éjszaka (10. C
abra) a kronikusan stresszelt fraktalkin receptor deficiens allatok (CVS Cx-/-)
szignifikansan tobbet mozogtak a kontroll ,,Cx-/-,, -hoz képest (t=3.558; p<0.01; poszt-hoc
Bonferroni) és az el6zdéleg kronikusan stresszelt vad tipusu (CVS Bl16) egyedekhez képest

(t=2.757; p<0.05; poszt-hoc Bonferroni).

10. abra A kisérleti allatok lokomotoros aktivitasa folytonos idévonalon (A), illetve
napszakonkénti bontasban (B és C) (atlag+SEM)
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Magyarazat: *p<0.05 ,,CVS Cx-/-" vs. ,,CVS B16”, ill. ##p<0.01 ,,CVS Cx-/-"vs. ,,Kontroll Cx-/-"

5.3.3. Taplalékfelvétel

A 11. A abran lathato, hogy az éjszakai aktiv fazisban az egerek taplalékfelvétele megndtt
anappali fazishoz képest. Elmondhato, hogy mig a nappali periddusokban (11. B abra) nem
lathato szignifikans eltérés a csoportok kozott, addig az éjszakai periodusban (11. C abra) a
krénikus stressznek kitett egerek genotipustol fiiggetleniil szignifikdnsan tobb tapot ettek a

nem stresszelt, kontroll &llatokhoz képest (F(1,12)=9.920; p=0.0084).
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11. abra Az allatok taplalékfelvétele folytonos idévonalon (A), illetve napszakonkénti
bontasban (B és C) (atlag+SEM)

Taplalékfelvétel
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Magyarazat: **p<0.01 ,,CVS” vs ,,Kontroll”

5.3.4. Energia felhasznalas

A 12. A abra osszefoglaldo diagramja mutatja, hogy alapvetéen az egerek éjszakai
energiafelhasznéaldsa nagyobb, mint a nappali iddszakban. De az is lathatd, hogy az elézdleg
kronikus stressz proceduran (CVS) atment allatok energiafelhasznalasa a metabolikus mérés
teljes ideje alatt nagyobb, mint a nyugalomban tartott kontroll 4llatoké. A stresszelt egerek
a nappali nyugalmi periédusban (12. B abra) és az éjszakai aktiv fazisban is (12. C abra)
szignifikdnsan tobb energiat hasznaltak fel a kontroll egerekhez képest (F(1,12)=23.29;
p=0.0004 ill. F(1,12)=28.64; p=0.0002).
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12. abra A kisérleti egerek energia felhasznalasa folytonos idévonalon abrazolva (A), illetve
napszakonkénti bontasban (B és C) (atlag+SEM)
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Magyarazat: ***p<0.001 ,,CVS” vs ,,Kontroll”

5.3.5. Légzési hanyados

Az ¢jszakai aktiv periodusban az egerek légzési hanyadosa (RER) is magasabb, mint a
nappali idészakban (13. A abra). A négy hetes CVS procedura szignifikinsan megnovelte
a nappali (F(1,12)=17.80; p=0.0012), és az éjszakai 1égzési héanyados szintjét is
(F(1,12)=107.5; p<0.0001). CVS utan az egerek ¢éjszakai 1égzési hanyadosa kozelitett az 1-
hez. Az éjszakai 1égzési hanyadosban nem (13. C abra), mig a nappal mért értékek (13. B
abra) genotipus kiilonbséget is mutattak. A kronikusan stresszelt, fraktalkin receptor
deficiens egerek (CVS Cx-/-) nappali légzési hanyadosa szignifikansan kisebbnek
mutatkozott, mint a stresszelt vad tipusu egerek (CVS BI16) 1égzési hanyadosa (poszt hoc
teszt t=2.651, p<0.05). Ez a kiilonbség abbol adodhatott, hogy a ,,CVS Cx-/-,, egerek nappali
légzési hanyadosa mar a masodik mérési napon visszacsokkent a kontroll egerek 1égzési

hanyadosanak szintjére (13. A abra).
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13. abra Az egerek 1égzési hanyadosa folytonos idévonalon (A), illetve napszakonkénti

bontasban (B ¢és C) (atlag+ SEM)
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Magyarazat: **p<0.01 ,,CVS BI6” vs. ,,Kontroll B16” ill. #p<0.05 ,,CVS Cx-/-"vs. ,,CVS BI16”; ***p<0.001
,,CVS” vs. ,,Kontroll”
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5.4. A fluoreszcensen festett Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek kvantitativ elemzése nucleus

arcuatusban

14. abra Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek mikroszkopos képe

Cont BI6 3V | CVSBI6

Cont Cx -/- 3V | CVS Cx -/-

A CVS megemelte a Bl6-os egerek nucleus arcuatusaban (ARC) fest6d6 Iba-1 pozitiv sejtek
integralt denzitasat a kontrollokéhoz képest, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans.
Viszont a genotipusnak szignifikans hatasa volt (F(1,7)=6.218; p=0.0414) az Iba-1 pozitiv
mikroglia sejtek integralt denzitasara (15. abra). A két stresszelt csoport allatai kozti eltérés
a mikroglia integralt denzitdsanak értékében szignifikansnak bizonyult (poszt hoc teszt

t=3.248; p<0.05). Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek mikroszkopos képe a 14. abran lathato.
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15. abra Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek integralt denzitisa nucleus arcuatusban
(atlag+SEM)
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Magyarazat: #p<0.05 ,,CVS B16” vs. ,,CVS Cx-/-

5.5. DAB-al el6hivott Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek kvantitativ elemzése nucleus

arcuatusban

16. abra Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek képe fénymikroszkopban
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A hagyomanyos immunhisztokémiai eljaras soran kromogénként alkalmazott DAB-0S
el6hivas utan is azt figyeltiik meg, hogy csaktigy, mint a fluoreszcens metszeteken az Iba-1
a nucleus arcuatus teriiletén festddott a legintenzivebben. A kronikus varidbilis stressz
procedira ugyanakkor nem idézte el szignifikdns mértékben az Iba-1 pozitiv sejtek
szamanak emelkedését (17. A abra), és az aktivalt mikroglia sejtek teriiletének aranya sem
novekedett ARC-ban (17. B abra). Nem talaltunk szignifikans eltérést az Iba-1 pozitiv sejtek

crer

1 pozitiv mikroglia sejtek fénymikroszkopos képe a 16. abran lathato.

17. abra Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek szama nucelus arcuatusban (A), és elfoglalt
teriiletiik aranya (B), valamint szarmaztatott morfoldgiai paraméterei (C és D) (atlag+SEM)
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5.6. DAB-al elohivott Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek kvantitativ elemzése

paraventrikularis magban

18. abra Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek képe fénymikroszkopban

A DAB-os el6hivas utan megvizsgaltuk az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek paramétereit. Sem
a kezelésnek, sem a genotipusnak nem volt szignifikans hatasa a sejtek szamara (19. A
abra), az aktivalt mikroglia sejtek teriiletének aranyara (19. B abra) és morfoldgiai
paramétereikre a paraventriklaris magban. (19. C és D abra). A lba-1 pozitiv mikroglia

sejtek fénymikroszkopos képe a 18. abran lathato.



17. Abra Az Iba-1 pozitiv mikroglia sejtek szama paraventrikularis magban (A), és elfoglalt

tertiletiik aranya (B), valamint szarmaztatott morfologiai paraméterei (C és D) (atlag+SEM)
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6. Megbeszélés/Kovetkeztetések

6.1. A kronikus stressz hatasa a taplalékfelvételre és az energia metabolizmusra

A mellékvese tomegének megnagyobbodasa, €s az alap kortikoszteron hormon plazma
szintjének szignifikdns emelkedése, azt bizonyitja, hogy az altalunk alkalmazott kronikus
variabilis stressz protokoll eredményesen aktivalta a stressz-tengelynek is nevezett,
hipotalamo-hipofizis-mellékvesekéreg tengelyt.

Human vizsgalatok alapjan, az akut és az hosszan tarto stressz hatasara az esetek
kortlbeliil 40%-aban csokken, 40%-4aban pedig né az emberek taplalékfelvétele (Torres és
Nowson, 2007). Megfigyelték tovabba, hogy a fokozott taplalékfelvételt preferenciavaltozas
is kiséri: magasabb zsirtartalmu és nagyobb élvezeti értékii ételek fogyasztasa keriil eldtérbe
(Yau és Potenza, 2013). Allatok esetén is leirtak ezt a kettdsséget (Morley et al., 1983;
Levine és Morley, 1981). Viszont altalaban az allatkisérletek az egyedek kronikus stresszt
kovetd testtomeg-gyarapodasanak, energia hatékonysaganak és gyakran - de nem minden
esetben - taplalékfelvételének csokkenését tamasztjak ala. Ez a kiilonbség azzal
magyarazhat6, hogy az emlitett paraméterek erdsen fiiggnek az allatokat érd stressz tipusatol
¢s az egyedi kiillonbségektdl. Egerek esetén bizonyitottan a szocidlis statuszuktdl is.
Mozgaskorlatozas (restraint) és szocialis vereségek kovetkeztében kialakult szocialis
alarendeltség az egyedek fogyasat eredményezheti (Jeong et al., 2013). Ugyanakkor a
stressznek kitett dominans egerek jobban tudjak tartani testsulyukat (Moles et al., 2006;
Sanghez et al 2013).

Kisérletiinkben mi is gyakran alkalmaztuk stresszorként a zstufoltsagot és a szocialis
vereséget, melyek az egerek szocidlis statuszat befolyasolhattdk. Eredményeink alapjan a
négy hetes kezelési periodus alatt a CVS-nek kitett egyedek testtomeg-gyarapodasa
szignifikansan kisebb volt a kontroll csoport allataihoz képest (6. abra). Ebben a kisérletben
elmaradt az allatok taplalékfelvételének mérése a négy hetes kronikus varidbilis stressz alatt,
viszont a kutatocsoport eldzetes munkéja alapjan elmondhato, hogy a posztnatalis anyai
szeparacion, majd felndttkori CVS-en atesett egerek taplalekfelvételének dinamikéja két
nagy populéciora osztotta a kisérleti allatokat genotipustol fiiggetleniil. Az egyik csoport egy
hét CVS utan tobbet evett, majd harmadik hétre lecsokkent az elfogyasztott tdp mennyisége,
a masik csoport taplalékfelvétele pedig egy hét utan nétt, de az utolsé6 héten mar 6k ettek
kevesebbet (Nem publikalt adat). A CVS utani metabolikus ketrecben valo megfigyelés azt
mutatta, hogy ¢éjszaka, az allatok aktiv periddusaban az elézéleg stresszelt allatok

taplalékfelvétele szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoport allataihoz képest.
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Ugyanakkor a stresszelt csoportok nappali és éjszakai energiafelhasznalasa is
szignifikdnsan megnétt a nyugalomban tartott tarsaikhoz képest. A felhasznalt energia egy
része a mozgasra forditodik. A CVS-en atesett kezelési csoportok koziil csak a CX3CR1-/-
genotipust egerek ¢jszakai lokomotoros aktivitasa volt kiemelkedéen magas, a stresszelt
C57BI6-o0s allatok nem mozogtak tobbet. Mivel a kronikusan stresszelt allatok nappali
energia felhasznalasa is megemelkedett, arra kovetkeztethetiink, hogy megndvekedett a
nyugalmi metabolikus ratajuk. Az energiafelhasznalds az egyedek idoegység alatt leadott
CO ¢és felvett Oy térfogatanak ardnyabol szamolt szarmaztatott érték.

A VCO2/VO; hanyadosa megadja a 1égzési hanyados értékét. A sejtek anyagcseréjiik
soran szerves anyagokat égetnek el (oxidalnak), melyekbdl energiat nyernek élettani
folyamataik fenntartasahoz. F6 energiaforrasnak a szénhidratokat, zsirokat és a proteineket
tekinthetjiik, melyek 50-30-15% aranyban vesznek részt az energiaszolgaltatasban. A RER
értékébdl arra (is) kovetkeztethetiink, hogy éppen milyen anyag lebontasabol szerez a
szervezet energiat. Abban az esetben, ha kizardlag csak szénhidratok biologiai oxidacidja
zajlik, értéke 1 lesz. Ugyanakkor kevert szubsztrat égetésekor a 1égzési hanyados értéke
0.85, fehérjék bontasakor 0.82, zsirok felhasznalasakor pedig koriilbeliil 0.71.

Kisérleti méréseinkbdl leolvashatd, hogy az egerek 1égzési hanyadosa a sotét
periddusban altalanosan megemelkedik a nappalihoz képest éjszakai aktivitdsuk ¢&s
taplalkozasuk miatt. Ugyanakkor CVS utdn a nappali és az éjszakai periddusban is
szignifikdnsan megndtt az allatok 1égzési hanyadosa a kontrollokéhoz képest. Az éjszakai
1d6szakban a kontroll csoport allatainak RER értéke 0.85 koriil ingadozott, mig a stresszelt
egyedeké az 1-hez kozelitett. A nappali, nyugalmi periddusban bar a RER értékek
csokkentek, de a kezelések kozti kiilonbség megmaradt. Ezen adatok arra utalnak, hogy az
aktiv fazisban a kontroll egerek kevert szubsztratot, mig az el6zdleg kronikusan stresszelt
egyedek elsdsorban szénhidratokat hasznositanak. Feltételezhetéen a CVS-en atesett
egyedek nyugodt koriilmények kozé keriilve, inkabb az aktualisan rendelkezésiikre allo
energiaforrast hasznositjak, kimélik zsirtartalékukat. Ezt bizonyitja az az MRI eredmény is,
hogy a CVS utani harom nap alatt az egerek teljes zsirszovete szignifikansan megnétt a
kontrollokhoz képest (9. A abra). A kronikus stressz szignifikans hatasat a 1égzési
hanyadosra mar masok is publikaltak. Kronikus szocialis stressz procedurat kdvetden az
alarendelt statusz(i egerek indirekt kalorimetriaval mért RER értéke ugyancsak
szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll csoporthoz képest (Sanghez et al., 2013).

A nappali iddszakban szignifikdns genotipus kiillonbséget is detektaltunk a kisérleti

allatok RER értékeiben. A CVS-en atesett fraktalkin receptor deficiens egerek mar a
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masodik nyugalmi napon, a nappali fazisban csokkentették szelektiv szénhidratégetésiiket.
A CX3CR1-/- egerek zsirszoveti felhalmozasa is kisebb volt, mint a vad tipusu allatoké, bar
ez a kiilonbség nem volt szignifikans. Feltételezheto ez alapjan a fraktalkin receptor hidnyos
egerek gyorsabb metabolikus adaptacioja. A fraktalkin periférian betdltétt metabolikus
szerepe szintén kutatott téma. A fraktalkin hatassal van a hasnyalmirigy inzulin termel6 b-
sejtjeire is (Rutti et al 2014), és mivel a fraktalkint zsirsejtek is expresszaljak, ami a
fraktalkin receptort expresszald leukocitdkat a zsirszovetbe vonzza, ezaltal fokozza a
zsirszoveti gyulladast. Munkacsoportunk leirta, hogy a tiz hetes magas zsirtartalma diétan
tartott fraktalkin receptor deficiens egerek kevésbé hiztak el, a visceralis fehér zsirszovetiik
mennyisége kisebb maradt, mint az ép fraktalkin szignalizacioval rendelkez6 allatoknak.
Tovabba az elhizlalt CX3XR1-/- egerekben nem alakult ki gliikéz intolerancia, és a
zsirszoveti gyulladds mértéke is kisebb volt, amit raadasul a vad tipusu allattol eltérd fehér
zsirszoveti citokin expresszios mintazat kisért (Polyak et al., 2014). Azt is bizonyitottak mar,
hogy a fraktalkin szignalizacié hidnyaban lecsokken a magas zsirtartalmu tapon tartott
egerekben a makrofagok barna zsirszovetbe torténé akkumulacioja is (Polyak et al., 2016).
A barna zsirszovet esszencialis szerepet tolt be a metabolikus és termoregulacidban, és nagy
morfolégiai és funkcionélis plaszticitasa van a kornyezeti és metabolikus valtozasokra. gy
példaul elhizlalt allatokban a barna zsirszovet ,,gyulladasat™ a lipogenikus enzimek fokozott
expresszidja kiséri, ami a barnazsirszovet ,,kifehéredését” eredményezi (Polyak et al., 2016).
Nem kizart, hogy a kronikus varidbilis stresszt kovetd metabolikus mérésekben tapasztalt
szignifikans valtozasok a barna zsirszovet plaszticitasanak koszonhetd.

A metabolikus paraméterek tekintetében jovObeli célunk indirekt kalorimetrias
mérést végezni akut stressz kozben, illetve érdekes lenne megvizsgalni, hogy a kronikus
stressz procedura kiilonb6zd (hetenkénti) iddpontjaiban hogyan alakulnak a f6 metabolikus
paraméterek? Tovabba szeretnénk valaszt kapni arra is, hogy az eltéré genotipust egerek
metabolikus valaszanak 1ddbeli lefolyasa kiilonbozik-e egymastol? A megfigyelt
metabolikus  kiilonbségek mogott 4all6 mechanizmusok  feltérképezésére tovabbi
génexpresszios méréseket terveziink periférias szervekbdl (m4j, barna- és fehér zsirszovet),

valamint az energia-haztartast szabalyozoé agyteriiletekbol.
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6.2. Mikroglia aktivacio a nucleus arcuatusban és a paraventrikularis magban

A mikroglia aktivacioja szerepet jatszik szamos korkép kialakitasdban, mint példaul az
Alzheimer-kor, Parkinson-kor, prionbetegségek, szklerozis multiplex és a HIV demencia
(Dheen et al., 2007; Schlachetzki és Hiill, 2009), masrészt kialakulhat specialis hatasok,
kezelések kovetkeztében is. Ide tartozik példaul a stroke és a bakteridlis eredetli
lipopoliszacharid intracerebroventrikularis vagy intraperitonealis beinjektalasa (Chen et al.,
2012; Pablos et al., 2014). Tobb agyteriileten leirtak pszichoszocialis stressz hatasara
bekovetkezé mikroglia aktivaciot jelz6 morfologiai valtozasokat (Wohleb et al., 2013).
Ujabb megfigyelések alapjan azonban metabolizmust érinté kezelések (pl. magas
zsirtartalmu diéta) is befolyasoljak a mikroglia aktivacidjat az agyban, és hatdsukra a
periférian 1évo szovetek gyulladasa mellett, hipotalamikus gyulladés is 1étrejohet (Kélin et
al., 2015; Mamounis és Reopke, 2015). A magas zsirtartalmu diétaval valo kezelés els6
hetében reaktiv gliozis és neuron karosodas kovetkezhet be, mely a kezelés folytatasaval
azonban visszahuzodik és a mediobazalis hipotalamusz teriiletére korlatozodik (Thaler et al.,
2012). A magas zsirtartalmt tapon tartott egerek hipotalamikus mikroglia aktivalodasat
sikeriilt munkacsoportunknak is megerdsiteni (Nem publikalt adat). A jelenséget
patkdnyokon és egereken kiviil, emberi esetekben is megfigyelték. MRI-vel kimutattak,
hogy elhizott emberek agyanak mediobazalis hipotalamuszaban szintén megndvekedett a
glidzisok szama. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy az elhizas dsszefiiggésbe hozhatd agyi
neuronalis sériilésekkel, melyekben a mikroglia is érintett lehet és ezek a valtozasok a
testsuly megvaltozott szabalyozasat eredményezik (Thaler et al., 2012).

Vizsgalatunkban a mikroglia tanulmanyozasara Iba-1 festést alkalmaztunk. Az Iba-
1-re specifikus antitest, az emldsok kozponti idegrendszerében (KIR) jelenlévd aktivalt
makrofagok és mikroglia sejtek szovettani jelolésére szolgal. Agyi sériilések, neuronalis
sejthalal hatdsara megndvekszik az aktivalt mikroglia sejtek reprezentaltsaga.
Immunhisztokémiai €s gén expresszids vizsgalatok kimutattdk, hogy az Iba-1 expresszidjat
a kozponti idegrendszerben mechanikai sériilések és kémiai stimulusok (ATP) szabalyozzak.
Kisérletiinkben a fluoreszcensen el6hivott Iba-1-re specifikusan festett nucleus arcuatus
metszeteken szignfikans kiilonbséget mértiink. A kronikusan stresszelt csoportok koziil a
vad tipusu egyedek mikrogliajanak integralt denzitasa magasabb volt a kontroll csoportok
allataihoz képest. Mig a CVS-en atesett CX3CR1-/- egerekben az Iba-1 pozitiv mikroglia
sejtek immunreaktivitasa szignifikansan kisebb volt, mint a vad tipust tarsaikban. Ez alapjan
allithatjuk, hogy a kronikus variabilis stressz ezen agyteriileten fokozta az Iba-1 fehérje

expressziojat, vagyis a mikroglia sejtek aktivalodasat nucleus arcuatusban a vad tipust
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egerekben, de a fraktalkin receptor hianyos egerekben nem. A DAB-bal el6hivott
Iba-1 immunhisztokémiai elemzésbdl a nucleus arcuatus esetén azt kaptuk, hogy bar nem
szignifikansan, de megndvekedett a kontroll csoportok allataihoz képest a kronikusan
stresszelt egyedek mikroglia sejtszama az ARC teriiletén (17. A abra). Ugyancsak ez a
tendencia figyelheté meg az Iba-1 pozitiv sejtek sejttest/sejt aranyat, és az altaluk elfoglalt
teriiletét illetden is. A sejtek nyltlvanyozottsagdban nem talaltunk eltérést a kiilonbozo
kezelési ¢és genotipusu csoportok kozott. Ugyanakkor a paraventrikuaris mag
fénymikroszkopos vizsgalata soran nem tapasztaltunk szignifikans eltérést az mikroglia
sejtek paramétereiben. Ezek alapan arra kovetkeztethetink, hogy eredményeink
teriiletspecifikusak.

Egy kisérletben azt talaltak, hogy lipopoliszaharid kezelést kovetden négy ordval, az
agykéreg és a hippokampusz teriiletén az Iba-1 mRNS csokkenése mérhetd, de ezzel
egyidében az Iba-1 fehérje expresszioja fokozodik, ami viszont a mikroglia aktivaciot jelzi
(Silverman et al., 2014). A mikroglia aktivaciojat sokaig egyetlen modon tudtak elképzelni:
a sejt egy nyugvo, inaktiv allapotbol atalakul egy aktiv dallapotot jelz6 amdboid,
makrofighoz hasonlé sejtté. Uj kisérleti technikdknak koszonhetéen méra kideriilt, hogy a
kép arnyaltabb, a mikroglianak szamos morfofunkcionalis allapota van, ami inkabb mozog
egy folytonos skala mentén, mint sem egyszerlien leirhatd kategoriakrol beszélhetiink.
Megjelenési forméjuk attol fligg, hogy meddig és milyen stimulus éri ezeket a sejteket.
Ugyanakkor a mikroglia morfologiai valtozasa dnmagaban nem irja le az aktivalt sejt
funkcionalis polarizaltsagat. Ehhez sziikséges vizsgalnunk azt is, hogy a mikroglia sejtek
milyen citokin expresszidés mintazatot mutatnak (Silverman et al., 2014).

A fentiek alapjan a tovabbiakban célszerli lenne megvizsgéalni, hogy milyen
proinflammatirikus citokineket (pl. IL-1a, IL-1b, TNFa) illetve antiinflammatorikus
citokineket (IL-10, IL-4) termelnek az Iba-1 pozitiv sejtek nucleus arcuatusban? Ezaltal
ugyanis informacidt szerezhetnénk a mikroglia sejtek funkciondlis tulajdonsagairol.
Ugyanakkor a NPY és a POMC mRNS fluoreszcens in situ hibridizaciojanak, illetve az Iba-
1 immunhisztokémia kombinacidjaval felderithetnénk, hogy az aktivalt mikroglia sejtek

nyulvanyai orexigén vagy anorexigan neuronokkal allnak-e kapcsolatban?
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7. Osszefoglalas

A modernizéci6 hatdsara né az alkalmazkodésra késztetd ingerek, stresszorok szama. Ezen
pszichoszocidlis ¢€s fizikai behatdsok szervezet szintli, komplex valaszt, stresszt indukalnak.
A neuroendokrinoldgiai és immunologiai valaszok mellett a kronikus variabilis stressz
(CVS) az anyagcsere folyamatokban is valtozast okoz.

Az agy mikroglia sejtjei jelentds szerepet jatszanak a neuroinflammatorikus
folyamatok létrehozasaban és az idegsejthaldzatok szinapszisainak atrendezésében. Mivel a
fraktalkin az egyik fontos kemokin, amit neuronok termelnek és specifikus receptoruk
(CX3CR1) mikroglia sejteken van, kulcsszerepet t6lt be a neuron-mikroglia
kommunikécioban, befolyasolvan a mikroglia aktivaciot.

Célunk a CVS hatasara bekovetkezO szervezet szintli metabolikus, és a mikroglia
aktivaciot jelz6 morfologiai valtozasok detektalasa a metabolikus szabalyozasban
kulcsszerepet jatsz6 arcuatus magban €s a stressz tengelyt aktivald paraventrikularis
magban. Kisérletiinkben fraktalkin szignalizaci6 hibas, transzgénikus egereket hasznaltunk
(CX3CR1-/-, genetikai hattér: C57Bl16). Az allatokat felnéttkorukban négy héten at tarto,
CVS-nek tettiik ki. A kisérlet sordn feljegyeztiik az éllatok testtomeg valtozasait, majd a
stressz procedura végén indirekt kalorimetria segitségével felvételeztiik fébb metabolikus
paramétereiket. Megmértilk a mellékvesék tomegét, illetve a vér Kkortikoszteron
jelzd  molekularis marker (Ibal) hasznalataval, klasszikus ¢és fluoreszcens
immunhisztokémiai modszerekkel vizsgaltuk.

A CVS-nek kitett egerek mellékvese tomege és plazma kortikoszteron koncentracidja
szignifikansan nétt a kontrollokéhoz képest. A stresszelt egyedek testtomeg-gyarapodésa a
kezelés idején szignifikansan elmaradt, a nyugalmi iddészakban pedig megndtt a nem
stresszelt allatokétol. A CVS megnovelte a CX3CRI1-/- allatok éjszakai lokomotoros
aktivitasat vad tipust és kontroll tarsaikhoz képest. Tovabb4, stressz hatdsara a kontroll
csoport egereitdl szignifikans ndvekedést mutatott az egyedek energiafelhasznalésa, illetve
¢jszakai taplalékfelvétele és 1égzési hanyadosa (RER). Valamint, CVS hatasara az egyik f6
energia-homeosztazist szabalyzo agyteriileten, a nucleus arcuatusban (ARC) megnétt a
mikroglia sejtek Ibalfest6dési intenzitasa vad tipusi egyedekben, mig CX3CRI-/-
egerekben nem.

Osszefoglalva, a CVS hatassal volt az egerek metabolikus paramétereire és az ARC-

ban létrejovo mikroglia aktivaciora, melyben szerepe volt a fraktalkin szignalizacionak.
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8. Summary

Psychosocial and physical stressors posed by the modern lifestyle, induce centrally mediated
complex adaptive changes referred to as systemic stress response. In addition to the
neuroendocrine and immune changes, chronic stress results in significant rearrangements in
the metabolism.

Microglia - the resident macrophages of the brain - play an important role in
generating neuroinflammatory processes, and contribute to the formation, operation and
adaptation of neuronal circuitry in health and disease. Fractalkine is a key regulator of
microglial activity and is highly involved in neuron-microglia communication upon binding
to G-protein coupled receptor CX3CR1 on microglial cells.

The aim of our experiment was to characterize chronic variable stress (CVS) -
induced metabolic changes, and associated microglial morphofunctional alterations in
metabolic and stress-related brain regions. In the experiment we used wild type C57BI6 mice
and transgenic mice with impaired fractalkine signaling (CX3CR1-/-, C57BI6 background).
Adult male mice were exposed to chronic variable stress for four weeks. Body weight of the
animals and the main metabolic parameters were analyzed by indirect calorimetry. Iba-1
immunohistochemistry followed by morphometrical analysis was used to visualize
morphological changes of microglia in the arcuate nucleus.

CVS procedure significantly increased the weight of the adrenal glands and plasma
corticosterone indicating increased hypothalamo-pituitary-adrenocortical activation. In
addition, significant changes were detected in body composition, home cage locomotor
activity and metabolic parameters after CVS. Chronic stress resulted in increased respiratory
exchange ratio (RER) in wild type but not in CX3CR1-/- animals. Furthermore, chronic
stress resulted in microglia activation in the arcuate nucleus, which is one of the main energy
sensor in the brain, but this activation was not seen in stressed CX3CR1-/- mice.

In conclusion, we provided evidence for chronic stress induced metabolic changes in
mice and that were parallel with activation of microglia in the hypothalamic arcuate nucleus,
which have a key regulatory role in food intake and energy metabolism. Because these stress-
induced changes were not fully seen in CX3CR1-/- mice, we hypothesized the role of
fractalkine signaling in mediating chronic stress induced activation of hypothalamic
microglia and related metabolic changes.
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10. Koszonetnyilvanitas

Eziton szeretném megkdszonni Dr. Kovéacs Krisztinanak kutatasi témavalasztasom
lehetéségét és munkam minden fazisat tamogatd szakmai segitségét. Halaval tartozom
Winkler Zsuzsannanak a vizsgalatokba val6 gyakorlati bevezetésért €s hasznos tandcsaiért,
mellyel kisérleti munkdm minden fazisat, tovabba dolgozatom elkésziilését feliigyelte.
Tovabba a KOKI Neuroendokrinologia Kutatécsoport valamennyi tagjanak a kisérleti
munkavégzés soran nyujtott onzetlen tamogatasért. Végiil, de nem utolséd sorban koszondom
Csonka Diananak iranymutatasat, mely segitett ezt a tudomanyos érdeklddési teriiletemnek

megfeleld 0sszetartd, segitdkész munkacsoportot megtalalni.
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11. Szerz6i jogi nyilatkozat

HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Név: Horvath Krisztina

Elérhetoség (e-mail im): falatkaO08@gmail.com

A feltoltend6 mii cime: Kronikus pszichés stressz indukalta metabolikus valtozasokat
kiséré mikroglia aktivacio vizsgalata egér hipotalamuszban

A mii megjelenési adatai: 2017, Budapest, Biologiai Intézet

Az atadott fajlok szama: 1

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzd, illetve a szerzdéi jogok tulajdonosa nem
kizarolagos jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatasa
nélkiil, a megdrzés és a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF
formara konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szadmara
hozzaférhetd) masolatot taroljon az On éltal atadott dokumentumbol kizardlag biztonsagi,
visszaallitasi és megbrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzdi jogat. Amennyiben a
mi tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell
tiintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzdéi jog tulajdonosatdl arra, hogy
engedélyezhesse a jelen megallapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal
birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel van tlintetve az eredeti szerzé neve a miivon
beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelel6é négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhet6vé
valjanak a vilaghalon,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban taldlhatd, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a

feltoltott dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatdnak feltoltéséhez
jarul hozzé (korlatlan hozzaféréssel),

41



Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasédsat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a
miire vonatkozoan.

A HuVetA lizemeltetéi a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek

iranydban nem vallalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsara, ha valamely
felhasznal6 a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd modon visszaélne.

Budapest, 2017. 04. 23.

alairas
szerzb/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvtar, Levéltar és Mizeum dltal
miikodtetett egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar
dllatorvos-tudomany és -torténet dokumentumait, tudasvagyonat elektronikus formaban
osszegylijtse, rendszerezze, megorizze, kereshetove és hozzaférhetove tegye, szolgaltassa, a
hatalyos jogi szabdlyozasok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetoségek felhaszndlasaval biztositia a konnyil,
(internetes keresogépekkel is miikodo) kereshetoséget és lehetoség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek réveén

- amagyar dllatorvos-tudomany hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacioira térténd hivatkozdsok szamanak, és
ezen keresztiil a hazai dllatorvosi folyoiratok impakt faktordanak novelése;

- az Allatorvostudoményi Egyetem és az egyiittmiikoédd  partnerek
tudasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmeények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- awnyilt hozzaférés tamogatasa.
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12. Témavezet6i nyilatkozat

Alulirott Dr. Kovacs Krisztina, mint témavezetd nyilatkozom, hogy Horvath Krisztina II.
évfolyamos biologus MSc hallgatd ,,Kronikus pszichés stressz indukalta metabolikus
valtozasokat kiséré mikroglia aktivacio vizsgalata egér hipotalamuszban” cimi

szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2017. 04. 23.
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13. Tarstémavezetdi nyilatkozat

Alulirott Winkler Zsuzsanna, mint tarstémavezetd nyilatkozom, hogy Horvath Krisztina II.
évfolyamos biologus MSc hallgatd ,,Kronikus pszichés stressz indukalta metabolikus
valtozasokat kiséré mikroglia aktivacio vizsgalata egér hipotalamuszban” cimi

szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2017. 04. 23.
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14. Bels6 konzulensi nyilatkozat

Alulirott Csonka Didna, mint bels6 konzulens nyilatkozom, hogy Horvath Krisztina II.
évfolyamos biologus MSc hallgatd ,,Kronikus pszichés stressz indukalta metabolikus
valtozasokat kisér6 mikroglia aktivacio vizsgalata egér hipotalamuszban” cimi

szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2017. 04. 23.
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