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Bevezetés

A kiils6é ¢és bels6 kihivasok hormonalis, metabolikus és viselkedésbeli valaszokat
inditanak, amelyek célja a szervezet homeosztazisanak helyreéllitasa. Stressz soran
aktivaladik a szimpatikus idegrendszer, és a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg
(HPA) — tengely. A megkiizdés akkor hatékony, ha a stressz-valasz szilkség esetén
gyorsan aktivalodik, és lezarul, ha a potencialis veszélyeztetd dgens mar nincs jelen. A
stressz-valasz soran kialakult Uj egyensulyi allapotot allosztazisnak nevezzik. Ha a
stressz-valasz nem megfelel6, tulzott vagy elh(zodo, illetve ha a szervezetet
folyamatosan érik a kiilonb6z6 stresszorok, akkor az egyensuly helyreallitasanak maér
olyan magas lesz a ,,koltsége” a szervezet szamara, hogy az metabolikus-, immun-,
pszichiatriai betegségekhez vezethet.

A stresszorok négy Kkategoriaba sorolhatok, fizikai; pszichogén; szocidlis;
metabolikus stresszorok. Az idétartam alapjan a stresszorok akut- vagy kréonikusak
lehetnek. A stressz-valasz soran, gyorsan haté agensek (mint pl. katekolaminok,
neuropeptidek) és lassabb hatésu, génexpressziot szabalyozé Kkortikoszteroidok
hozzajarulnak a megfeleld valasz kialakitasdhoz, amelyek fokozott éberséget, fokuszalt
figyelmet alakitanak ki, valamint ndvelik a glukoneogenezis, glikogenolizis, proteolizis
vagy lipolizis mértékét, igy biztositva a kiemelten fontos szervek energia ellatasat. A
kortikotropint felszabadit6 hormont (CRH)-t a hipotalamusz paraventrikularis magjanak
(PVN) parvocellularis neuronjai termelik. A CRH nélkilozhetetlen a neuroendokrin
stressz-valasz elinditdsdban és az adekvat viselkedés, valamint a metabolikus vélasz
kialakitasaban. Szamos afferens palya serkenti a CRH neuronokat PVN-ben, mint
felszallo6 agytorzsi palyak, melyek a viszceroszenzoros ingereket kozvetitik, mig a
pszichogén stresszorok hatasat komplex limbikus Gtvonal mediélja. A metabolikus,
tapanyaggal kapcsolatos informaciok PVN neuronjait direkt médon vagy a
hipotalamikus arcuatus magja feldl érik el.

A hipotalamusz arcuatus magja két f6 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 (glikoz, szabad zsirsavak), hormonokat
(leptin, inzulin, ghrelin) érzekelni, és az informéacidt tovabbitani a PVN neuronjaihoz.

A mikrobiom a mikroorganizmusok komplex és dinamikus keveréke. Ez a
baktériumokbol, gombakbdl és egyéb mikroorganizmusokbdl allé kdzdsség folyamatos
kolcsOnhatdsban van a gazdaszervezettel és igy képesek befolydsolni a szervezet
legkulonfélébb funkcidit. A mikrobiom dsszetétele szintén formalodik a gazdaszervezet
altal és folyamatosan valtozik kiilonboz6 tényezOk hatasara. Ilyen tényezOk példaul a
szliletés modja, a szoptatas, az étrend, a stressz, az dregedés, kiilonb6zé gyogyszerek
(pl. antibiotikumok) stb. A mikrobiom és a szervezet kozott kétiranyd kolcsonhatés
lehet kdzvetett és kozvetlen. A bél mikrobiom kiilonb6z6 metabolitokat képes termelni,
mint peldaul rovid szeénlanch zsirsavak (SCFA), vitaminok, vagy kiilonb6zé
neurotranszmitterek és azok prekurzorai, amelyek befolyasolhatjak helyileg az enterikus
idegrendszert vagy szisztémasan fejtik ki hatasukat. A mikrobiom kdzvetett hatasat a
nervus vagus medialja vagy a bél agy kommunikécié a bélben 1év6 immunsejtek citokin
termelésen keresztll valdsul meg.

Alapesetben egy harmonikus szimbidzis all fenn a gazdaszervezet és a bél
mikrobiom koz6tt, ami elény6s mind a két fél szamara. Azonban, kiilonb6z6 tényezok
hatdséra diszbidzis alakulhat ki a mikrobiomban. A patogén baktériumok
felszaporodnak és a kommenzalista baktériumok szdma lecsdkken. Ezek a folyamatok a
bél barrier hanyatlasahoz vezet. Ennek hatisara a bél permeabilitdsa megnd és igy a
pathogén baktériumok vagy nagyobb molekuldk, mint példaul a Gram pozitiv
bakteriumok sejtfalabol szarmazo6 lipopoliszacharidok (LPS) is atjuthatnak a bél
barrieren. Tobb kisérlet is bizonyitotta, hogy a kronikus stressz diszbidzist indukélhat a
bél mikrobiomban ¢és gerjeszti az ,,ateresztd bél” szindroma kialakulasat. Ezek a
folyamatok tovabb sulyosbithatjak kiilonb6z6 korképek kialakulasat. A bél mikrobiom
diszbiozist tébb neuroldgiai/pszichiatriai betegséggel, mint példaul az autizmussal, a
szorongasos korkepekkel, a depresszidval, skizofrénia és neurodegenerativ betegséggel,

mint Alzheimer és Parkinson betegséggel hoztak dsszefiiggésbe.



Célkitiizések
Els6 célkitiizésem a stressz hatas vizsgalata volt a metabolikus rendszerre. Ezeért, a
konkrét kérdéseim a kovetkezOk voltak:
e Akut stressz hogyan befolyasolja a metabolikus rendszert és a lokomotoros
aktivitast?
e Milyen szerepe van a CRHPYN neuronoknak a metabolikus valtozasok
szabalyozésaban?
e Milyen metabolikus valtozasok figyelhetok meg kronikus stressz utan?
e A kronikus stressz utani felépllés szakaszdban milyen metabolikus valtozasok

figyelhetok meg?

Masodik célkitiizésként azt vizsgaltam, hogy a krénikus stressz milyen valtozast
indukal az egér mikrobiomban és teszteltem azt a hipotézist, hogy rifaximin — nem
felszivédé antibiotikum — Kkezelés hatasara helyre Allnak-e a stressz-indukalta
gasztrointesztinalis és gyulladasos véaltozasok és a mikrobiom valtozason keresztiil

csokken-e a stressz okozta szorongasos viselkedes.

Harmadszor, epidemioldgiai adatok elemzésével azt vizsgéltuk, hogy kimutathatd-e
Osszefiiggés a szisztémas antibiotikum fogyasztas okozta bél diszbidzis és a Parkinson

kor prevalenciaja kozott.

Modszerek

Kisérleti allatok
Kisérleteimet him, C57BL/6 genetikai hatterii egereken végeztem. CRH-Ires-Cre

transzgenikus egér torzset hasznaltam a kemogenetikus kisérletekhez.

Intracerebralis injektalasok

CRH-IRES-Cre transzgenikus egereket elaltattuk, majd pAAV8/hSyn-DIO-
hM3D(Gq)-mCherry tartalmazo virus konstruktot injektaltunk sztereotaxissal a mindkeét
oldali paraventricular nucleus (PVN)-ba. A kontroll allatoknak pAAV-hSyn-DIO-



mCherry virus konstruktot injektaltunk. Az egercket a mitét utan 3 héttel vizsgaltuk

tovabb.

Stressz protokolok

e Akut pszichogén stressz — restraint (mozgéskorlatozas)

Restraint stressz soran atlatszo, jol szell6z6 Falcon csovekbe helyeztiik az allatokat 1
oran keresztiil. Az eljaréas sordn az allatok a sziik helybdl fakadéan mozgéasukban erdsen
korlatozva voltak, ami pszichogén stresszként hatott rajuk, de fizikai sértlést nem

szenvedtek.

e Kronikus variabilis stressz (CVS)

A CVS kozben a kisérleti allatok 4 hétig voltak stresszelve naponta kétszer,
kiilonboz6 stresszorokkal (szocialis vereség, viz elkeriilés stressz, vilagossag/sotétseg
valtasa, erdltetett uszas, vizes alom, dolt ketrec, izolacid, zsUfoltsdg, razatas, restraint,

aramutések, patkany drulék szag).

e Kronikus pszichogén stressz —,, két csapas ” stressz protokoll

A két csapés stressz protokollban kombinaltuk a korai élet soran elszenvedett
megprébaltatdsokat (anyai szeparacid6 —maternal separation, MS) és a feln6ttkori
krénikus variabilis stresszt (CVS). Az anyai szeparacié soran az utodokat szuletésik
utani 1-12 napos korukban, napi 3 oran keresztiil az anyadllattél elvalasztva tartottuk. A

kontroll &llatokat posztnatalisan nem szeparaltuk, és feln6tt korukban sem zavartuk.

Rifaximin kisérlet

CVS kozben az éllatok felét egy nem felszivddd antibiotikummal, rifaximinnel
kezeltuk, 300 mg/ttkg/nap ddzisban. Az 5% hipromell6z oldatban oldott rifaximint az
allatok az itatéjukon keresztiil kaptdk. A folyadék bevitelt és az allatok testtomegét a
kisérlet kozben monitoroztuk, ¢és a rifaximin koncentraciét ennek megfeleléen

szamoltuk.



Metabolikus paraméterek vizsgalata
Az egerek egyesével voltak elhelyezve TSE Phenomaster ketrecekben és a
metabolikus paraméterek indirekt kalorimetridval voltak mérve. A testtdmeg 6sszetételt

(zsirtdmeg és sovanytémeg) pedig MRI-vel hataroztuk meg.

Viselkedes tesztek

Kronikus variabilis stresszelt allatok viselkedését etogram, nyilt tér teszt, emelt
keresztpall6 teszt és cukor preferencia tesztben vizsgaltuk. A viselkedés teszteket
videoval rogzitettem és késébb Solomoncoder-el, ill. EthoVision XT szoftverrel
elemeztem ki. A metabolikus mérések kdzben a lokomotoros viselkedés automatikusan

volt detektalva a TSE Phenomaster rendszerben.

Bél permeabilitas teszt in vivo

Egész éjszakas eheztetés utan, az allatok fluoreszcensen jelélt 4kDa-os Dextrant
kaptak gyomor szondan keresztiil. Két oraval a szivbol vett vérmintabol fluoreszcencia
intenzitast Cytation 5 Cell Imaging Multimode miiszerrel (gerjesztés — 485nm,
kibocsatas — 535nm).

Epidemioldgiai adtok gyiijtése

Adatokat az ESAC (European Surveillance of Antibiotic Consumption network) és
az ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) projektbdl gytijtottiik,
majd korrelaciot szamoltunk az egyes antibiotikumok fogyasztdsa és a Parkinson

betegség prevalenciaja kdzott.

Plazma analizisek
e Plazma endotoxin szintet limulus amebocyte lysate (LAL) Kit segitségével
detektaltuk.
e Plazma gliikdz szintet Glucose Colorimetric Detection Kit-el mértik le.
e Plazma triglicerid szintet multiparameter diagnosztikus eszkozzel hataroztuk

meg.



e Plazma kortikoszteron koncentraciot radioimmunoassay (RIA) modszerrell

mértik.

Mikrobiom analizis
Mikrobiom analizishez a bakterialis 16S riboszomalis RNS-t kodold génszakaszokat
kvantitativ real-time PCR moddszerrel mértik. A baktériumok detektalasdhoz taxon

specifikus 16S riboszomalis RNS primereket hasznaltunk.

Génexpresszios analizis

A génexpresszids valtozasok detektalasdhoz szintén RT-PCR-t hasznaltunk. A
szovetmintdkbdl RNS-t izolaltunk, majd cDNS szintézis utdn a target gének egyes
szakaszaira tervezett primer parokat hasznaltuk a rt-PCR reakcioban.

Hisztologiai analizis

Hisztologiai  analizist  agyszOvet  szeleteken  és  parafinba  &gyazott
vastagbélszdveteken végeztilk. Az agyszoveteken c-fos fluoreszcens immunhistokémiat
(IHC), a vastagbél szoveteken hemotoxilin-eozin festést és makrofag marker (F4/80)

IHC-t végeztiink. A képeket ImageJ software segitségével elemeztiink.

Statisztikai analizis

Statisztikai analizist GraphPad Prism software-el végeztik. Az elemzésekhez kétutas
és egyutas ANOVA-t hasznaltunk a megfeleld post hoc tesztel. Ahol Kkisérlet
onkontrollos volt ott ismételt méréses ANOVA-t hasznaltunk. Két csoport esetén a
szignifikancia meghatarozasahoz péarositatlan kétoldalu t-tesztet hasznaltunk.

Eredmények

Pszicholdgiai akut stressz hatdsa a metabolizmusra és a lokomotoros viselkedésre

A stresszelt allatok emelkedett lokomotoros aktivitast mutattak a stressz utani elsé
oréban. A vilagos napszakban az allatok atlagos mozgéas aktivitdsa nem valtozott,
azonban a sotét napszakban szignifikdns csokkenés volt megfigyelhet. Tovabba, a
stresszelt allatok tobbet ettek az elsd négy ordban, és a harmadik oOrat6l volt

szignifikans kilonbség megfigyelhetd az alapmeérés és az akut stressz utani merés



kozott. Azonban ez a kiilonbség kés6bb kiegyenlitédott és a kumulativ taplalék
felvétel nem véltozott sem a sotét sem a vilagos napszakban. Magasabb energia
felhasznalas (EE) volt megfigyelhetd az akut stressz utan az els6 négy Oraban és
szintén szignifikans emelkedés volt megfigyelheté az egész vilagos napszakban az
alapmérésekhez képest, azonban a s6tét napszakban nem volt kilénbség. A Iégzési
hanyados nem valtozott akut stressz utan, valamint csokkent testtomeg és zsirtomeg

volt megfigyelhetd 24 o6raval az akut stressz utan.

CRHPVN aktivitasanak hatasa a metabolizmusra és a lokomotoros viselkedésre
Lokomotoros aktivitas nem valtozott a CRHPYN neuronok aktivitdsa utan. Az
atlagos kumulativ taplalék felvétel szignifikansan magasabb volt az elsé négy oraban a
CNO injekci6 utan. A teljes vilagos napszakot vizsgalva, nem volt kilénbseg a
taplalék felvételben, azonban szignifikdns csokkenés volt megfigyelhetd a sotét
napszakban. Az energia felhasznalas emelkedett CNO beadas utan az elsé négy
ordban. A légzési hanyadosban az egész vizsgalt periodusban nem volt valtozas.
Testtomeg és a zsirtdmeg szignifikansan csokkent, a sovanytémeg nem valtozott a

merés végeére.

Kronikus variabilis stressz (CVS) hatasa a metabolizmusra

A krénikusan stresszelt egerek lokomotoros aktivitadsa szignifikansan magasabb
volt a vilagos napszakban, azonban a s6tét napszakban szignifikans valtozas nem volt
megfigyelhetd. A stresszelt allatok taplalék fogyasztasa nagyobb volt a CVS utén, de
szignifikans kiilonbség csak az aktiv napszakban volt megfigyelhetd. A kumulativ
taplalékfogyasztas emelkedett maradt a felépulés alatt a kontroll allatokhoz képest, de
ez a valtozas mar nem volt szignifikdns. A krdénikusan stresszelt allatok energia
felhasznalasa magasabb volt a harom napos metabolikus merés alatt a kontroll
allatokhoz kepest és a felépilés alatt az atlagos energia felhasznalas szignifikansan
csokkent az aktiv napszakban a stresszelt allatokhoz képest. A metabolikus mérés
kdzben a légzési hanyados folyamatosan magasabb volt a stresszelt allatokban a CVS
utan, azonban a stresszelt allatok atlagos legzési hanyadosa lecsokkent két nap utan a
kontroll szintre, de ez csak a vilagos napszakban volt megfigyelhetd. A testtdmegben

nem volt kiilonbség megfigyelhetd a stresszelt és a kontroll allatok kozott a mérés



elején. Azonban zsirtomeg szignifikdnsan csokkent, mig a sovanytdmeg
szignifikansan emelkedett volt a kronikusan stresszelt llatokban. A felépilés alatt
zsir- és sovanytémeg normalizalodott a kontroll szintre és a testtdmeg szignifikansan

emelkedett.

A Kkronikus stressz hatdsa a bél mikrobiomra és annak helyreéllitasa rifaximin
(nem felszivodé antibiotikum) kezelés utan

Ebben a kisérletsorozatban az un. ,,két csapas stressz” protokollt hasznaltuk. Ebben
a protokollban az elsé csapast a kolykoknek az anyatol napi 4 6rara vald elvalasztasa
jelenti, a sziletés utani 1-14 nap kdzott (maternal separation, MS). A masodik csapas
pedig a feln6tt korban végzett, négy hetes kronikus. variabilis stressz (CVS). Az
MS+CVS protokoll szignifikdnsan csokkentette a vastagbél tartalomban mért
(bakterialis) DNS mennyiségét, ami csokkent baktérium szamra utal. Vastagbél
mikrobiom diverzitasat phylum szinten analizaltuk és az eredmények emelkedett
Bacteroidetes és Proteobacteria mennyiséget mutattak. Clostridium sp. mennyiség
szintén szignifikans emelkedést mutatott kronikus stressz utan. Rifaximin kezelés
visszaallitotta Proteobakteria mennyiséget és a kontroll szintre cstkkentette a
Clostridium sp. mennyiséget kronikusan stresszelt allatokban.

Rifaximin hatésa a kronikus stressz-indukalta viselkedés valtozasokra

A krénikus stressz és rifaximin kezelés hatasat vizsgaltuk az egerek viselkedésére,
etogram felvételével. Négy kiilonboz6 viselkedés elem (mozgés, keresés, agaskodas és
mosakodas) eléfordulasi gyakorisagat vizsgaltuk az allatok 0j koérnyezetbe helyezését
kovet6 ot perces iddintervallumban. Az MS+CVS protokollnak Kitett egerek
hiperlokomotoros viselkedést mutattak a kontroll allatokhoz képest. Mind a négy
viselkedes elem striisége emelkedett volt. A teljes sétalassal, agaskodassal és
mosakodassal toltott id6 szignifikansan magasabb volt, azonban a keresés idétartalma
alacsonyabb volt. Hasonléan megemelkedett mozgasi aktivitast észleltink a nyilt tér
teszt kozben, tovabba kevesebb idét toltottek a centrumban, és az elsé belépés a
szélekre korabban tortént a kronikusan stresszelt allatoknal. Az emelet pallé teszt
kdzben az stresszelt allatok preferencidja a nyilt kar felé alacsonyabb volt. MS+CVS-

nek Kitett egerek cukor fogyasztasa szignifikansan alacsonyabb volt a cukor



preferencia teszt kdzben. A stresszelt allatok rifaximin kezelése sem a lokomotoros
aktivitast sem a szorongésos viselkedést nem valtoztatta meg.

MS+CVS Rifaximin kezelés és hatasa a bélre és a bel immunrendszerére.
MS+CVS szignifikansan csokkentette a vastagbélben a nyalkahartya vastagsagot a
kontrollokhoz képest. Ez a kiilonbség nem volt megfigyelheté a rifaximinnel kezelt
csoportokban. ’Tight junction’ fehérjék, mRNS expresszids szintje indukalddott
mindkét rifaximinnel kezelt csoportban és valtozatlan maradt kronikus stressz hatasra.
Reg3b (antimikrobialis peptid) expresszidja hatszorosara emelkedett az MS+CVS-nek
Kitett egerek vastagbelében, a rifaximin kezelés helyreéllitotta ezt a ndvekedést.
Fluoreszcens 4kDa-os dextrdnnal vizsgaltuk in vivo a bél ateresztéképességeét.
Kronikus stressz hatadsara emelkedett a permeabilitds, mig rifaximin kezelésre kivédte
ezt a hatast. Kronikus stressz hatasara tébb F4/80 pozitiv makrofag sejt vandorolt a
lamina propridba, és ezt a hatdst a rifaximin kezelés kivédte. A krdnikus stressz
bakteridlis beszlirddést eredményezett a mezenterikus nyirokcsomokba, melyet a
rifaximin kezelés kivedett. A kronikus stressz hatasara a plazma LPS szintje is
emelkedett, jelezve az ateresztd bél tiinetegyiittes kialakulasat. A rifaximin kezelés ezt

a hatést is sikeresen kivédte.

Hipotézis: Korrelaci6 a Parkinson betegség prevalencidja, bizonyos
antibiotikumok fogyasztasa, és a bél mikrobiom diszbio6zisa kozott.

Szisztémas antibiotikum jelentdsen befolyasolhatja a mikrobiomot, és igy kronikus
diszbiozist okozhat a bélben, amely neurologiai betegségek kifejlodését indukalhatja.
Példaul a Parkinson betegség gyakran gasztorintesztinalis tiinetekkel tarsul. Parkinson
betegekben a diszbidzis kedvez a curli fehérje termeld Enterobacteria
elszaporodasahoz. A Curli fehérje egy bakterialis a-szinuklein (a-syn), amely els6
Iépésben az enetrikus idegrendszerben rakodhat le, majd ezek az amiloid depozitok
prionokhoz hasonlé mddon tovabb terjednek a kodzponti idegrendszerbe.
Hipotézisiinkben vizsgaltuk, vajon van-e &sszefliggés kilonféle antibiotikum
csoportok fogyasztasa miatt kialakulo esetleges diszbiozis és a Pakinson kor
prevalencidja kozt, eurOpai orszagokban gyijtott epidemiologiai  adatok

felhasznélasaval. Az eredmények szignifikans pozitiv korrelaciét mutattak a sziik
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spektrumd + penicilindz (B-lactamase) reszisztens penicillin fogyasztas és a PD

prevalencia ndvekedése kozott.

Kovetkeztetések

e Az akut pszichogén stressz nagymértékben befolydsolja a metabolikus
rendszert, az energiafelhasznalast és a taplalék fogyasztast, valamint a
lokomotoros aktivitast.

e A hipotalamusz paraventrukularis magja részét képezi egy olyan neuronalis
halézatnak, amely az akut stressz hatast kdzvetiti az anyagcsere és az aktivitas
szabalyozasban.

e A kronikus stressz jelentGs, hosszan tartd valtozasokat okoz a testtomeg
Osszetételben és az anyagcserében. A taplalékfogyasztas, az energia
felhasznalas és a 1égzési hanyados is magasabb kronikus stressz utan. Ezek a
kronikus stressz-indukalta valtozasok kiilonb6z6 regeneralodnak a stressz
megsziinése utan.

e Rifaximin kezelés (nem felszivdédd antibiotikum) helyreallitja a krénikus
stressz okozta mikrobiom diszbidzist, a megndvekedett bél permeabilitast és az
immunoldgiai valtozasokat a bélben. Azonban a kronikus stressz indukalta
viselkedésvaltozasokra nincs hatassal.

e Erds korrelaciot talaltunk bizonyos antibiotikumok fogyasztasa és a Parkinson

kor prevalencidja kozott.

Kezeld Lokomotoros | Taplalék- Energia Légzési Test- Zsir- Sovany-
ezelés
viselkedés fogyasztas | felhasznalds | hanyados | tdmeg | témeg tomeg

Akut stressz T T T - l l -

CRHPYN neuronok
ingerlése i T T ] l l

Kroénikus stressz T T T T - l T
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