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1. BEVEZETES

A hepaticus encephalopathia (HE), egy olyan orvosi- és allatorvosi-jelentdséggel bird
neuropszichiatriai korkép, amelynek multifaktorialis jellege az ezzel kapcsolatos intenziv
kutatésok alapjat adja.

Amellett, hogy a HE kifejezett human-egészségiigyi jelentdséggel bir, a korkép allatorvosi
vonatkozasban sem elhanyagolhatd, hiszen, szamos allatfajban, tobbek kozott Ioban,
szarvasmarhdban, kecskében, kutydban, valamint macskaban is leirtdk mar a betegséget.

A korkeép lefolyasa alapjan beszélhetiink kronikus és akut HE-r6l. A téma jelentdsége abban is
rejlik, hogy akut HE gyakori sz6vodménye az agyodéma, mely az agykoponya tagulékonysagra
val6 képtelensége miatt az intrakranialis nyomas fokoz6dasdhoz és agyi beékelddéshez vezet,
ennek pedig fatalis kovetkezményei lehetnek. Egyes irodalmi adatok szerint emberekben az
akut majelégtelenségben tapasztalt mortalitasi arany akar a 80%-ot is elérheti. A betegség
kronikus formaja sem elhanyagolhat6, ugymint pl. az un. minimal HE esetében sem, amely bar
szubklinikai megnyilvanulast, mégis jelentdsen rontja az életmindséget.

A HE szamos cerebralis korfolyamata mar tisztazodott, viszont a koztiik levo ok-okozati
kapcsolat maig sem teljesen ismert. Ezek koziil kiemelendé az oxidativ stressz és a
neuroinflammaci6, melynek fontossdga részben terapids vonatkozasaban rejlik. A két elobb
emlitett korfolyamat kozotti kapcesolat bizonyitott, vagyis, hogy az oxidativ stressz képes
gyulladasos valaszt indukalni, azonban ezért a gyulladasos valaszért elsdsorban a mikroglia
sejteket teszik feleldssé, amellett, hogy szakirodalmi adatok alapjan ismert az asztrogliak
citokin-termeld képessége is A HE patogenezisének felderitésére iranyuld kutatasok csak az
utdbbi években kezdték vizsgalni a gyulladdsos faktorok és a neuroinflammacio jelentdségét a
betegség ¢€s a tlinetek kialakulasa soran.

Kisérleteink célja az asztroglia sejtek citokin-termelésének vizsgalata volt kiillonb6zo,

HE-ban fontos szerepet jatszo tényez0 - koztiik az oxidativ stressz - hatdsara, ezaltal nyitva teret
az asztrogliak gyulladasos folyamatokban betdltott szerepének jobb megértéséhez.
A tervezett kisérleteket in vitro modellben, primer patkany agyi asztroglia sejtkulturan végeztiik
el. A sejtkultarakon az oxidativ stressz mellett egyéb, igazoltan etioldgiai tényezoként szerepet
jatsz6 agensek hatasanak vizsgalatara is sor keriilt, igymint ammonia, mangan valamint
bakterialis endotoxinok (lipopoliszacharidok).

Dolgozatomat az Allatorvostudomanyi Egyetem- Elettani és Biokémiai Tanszékén
készitettem, kisérleteink 0j ismereteket nyljthatnak arra nézve, hogy az asztroglidk milyen

modon jarulnak hozza a HE-ban jelentkez6 cerebralis korfolyamatok kialakulasahoz.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A hepatikus encephalopathiarol altalaban

A hepatikus encephalopathia (HE) tgy definialhato, mint a maj miikodésbeli zavaranak
kovetkeztében kialakuld neuroldgiai tiinetegyiittes, melynek kovetkezményeképp abnormalis
mentalis statusz jon 1étre. A HE leggyakrabban portoszisztémas sont (PSS) és / vagy akut illetve
kronikus majelégtelenség kovetkezménye. A korkép patogenezise nem teljesen tisztazott, annyi
azonban bizonyos, hogy multifaktorialis jellegii, és leginkabb csak teoridk vannak a betegség
pontos kialakulasaval kapcsolatban. A neurologiai tiinetegyiittest 1ényegében az okozza, hogy
a maj méregtelenitd funkcidjanak az emlitett okokbol torténd kiesése miatt a toxikus anyagcsere
termékek nagyobb mértékben jutnak be a liquorba és akkumulalodnak az agyban (Salgado and
Cortes, 2013). A korkép nem csak human orvosi vonatkozasban jelentds, hiszen azt szamos
allatfajban, tobbek kozt szarvasmarhaban (Margal et al., 2008), kecskében (Kinde et al., 2014),
16ban, (Rech and Barros, 2015), kutyaban, valamint macskaban is leirtak (Torisu et al., 2005).
A betegség sordn fennall6 egyik majbeli vagy idegrendszeri abnormalis metabolizmus sem
magyarazza teljesen a HE Osszes tlinetét és teljes patogenezisét Onmagédban, de a vér és
liquorbeli ammonia koncentracidé ndvekedése bizonyosan kulcsszereppel bir a korkép
kialakulasaban (Salgado and Cortes, 2013).

A HE, a m3j diszfunkcidjanak eredete és a klinikai tlinetek alapjan kiilonbozo
csoportokba sorolhato (Salgado and Cortes, 2013). Klinikai tiinetek alapjan altalaban négy
csoportra szokdas osztani a HE-t. Az elsé stadiumban észlelhetd tiinetek megjelenése jelzi a
bélbol érkezd toxinok kezdeti karositd hatasdt a kozponti idegrendszerre. A betegség
progredialasa soran a masodik, késébb a harmadik, majd a negyedik stadiumbeli tiinetek valnak
jellemzové. Kutyakban ritkan el6fordul, hogy nem idegrendszeri tiinetek jelentkeznek a
betegség soran, hanem példaul véres vizelés, hanyas-hasmenés, alulfejlettség. A csoportositast

az 1. tablazat szemlélteti (Salgado and Cortes, 2013).
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1. Tablazat A hepatikus encefalopatia stadiumai

A human orvostudomany 3 6 tipusba sorolja a HE-t a maj diszfunkcidjanak eredete alapjan és
bar ezt a csoportositast az allatorvoslas részben atvette, nem alkalmazhatdé minden esetben

egyértelmiien.

e« Az ,A” tipusi HE, a betegség akut majelégtelenséghez kapcsolodo megnyilvanulasi
formaja. Kutyak esetében, mivel rendkiviil nagy a maj tartalékkapacitasa, nagymértéki
nekrozis sziikséges ahhoz, hogy akut majelégtelenség kialakuljon, ezért ez a tipus ritka
kutyakban. Macskaban kisebb a ma4j tartalékkapacitasa és az esszencialis aminosav
igénye nagy, ezért akar egy majelzsirosodas is vezethet HE kialakulasahoz. {gy mig
macskaban ez a leggyakoribb formaja a HE-nak, kutydban csak 8-10%-ban fordul el6

ez a tipus.

e« A ,B” tipus PSS jelenlétével van Osszefliggésben, azonban hepatocelluléris
karosodassal nem tarsul. Kutydkban altaldban velesziiletett portoszisztémas sont
kovetkeztében kialakuld maéjfunkciokiesés, vagy a majfejlodési zavara all ennek a

tipusu HE-nak a hatterében.

e A kiilonb6zé majparenchima elégtelenséggel és portalis vérnyomas emelkedéssel
kapcsolatos ,,C” tipus gyakran tarsul szerzett PSS-el. Human esetekben ez, mig
allatokban a ,,B” tipustt HE fordul el6 leggyakrabban (Salgado and Cortes, 2013).



Fontos megemliteni, hogy az eldbb leirt felosztas helyett a tudoméanyos munkak tobbsége

inkabb a ,,heveny HE” és az ,,idiilt HE” terminusokat hasznalja.
2.2. Patogenezis:

A HE-ban lezajlodd cerebralis korfolyamatok rendkiviil sokrétiiek, ugyanakkor
egymassal szorosan Ossze is fliggnek, ezért elkiilonitetten torténd targyalasuk csupan didaktikai
okok alapjan lehetséges. Az aldbbiakban a cerebralis korfolyamatok tobbsége csak
érintOlegesen keriil bemutatdsra, a mi kisérleti hipotéziseink szempontjabol relevans tényezok
pedig részletesebben, 6nallo alfejezetekben lesznek ismertetve.

A korkép patogenezisében elvitathatatlan szerepe van az ammoénia agybeli
felhalmozodasanak (1d. késobb), de emellett szamos mas tényezé is nagyban hozzajarul a HE
kialakulasahoz. Igy fontos megemliteni az agyi energia metabolizmus egyes részfolyamatainak
(glikolizis, laktat-metabolizmus, citromsavciklus, oxidativ foszforilacid) ¢és ezzel
Osszefiiggésben a cerebralis ATP-szintnek a valtozasat (Rama Rao and Norenberg, 2012;
Schousboe and Sonnewald, 2016), egy ion-transzporter membranprotein, a Na-K-Cl
kotranszporter (NKCC) - 1 kotranszporter (Hertz et al., 2015) aktivitasanak ndvekedését,
(Jayakumar et al., 2011, 2008), valamint a vér-agy gat karosodasat (Yamamoto and Nguyen,
2006). Ez utobbi elsésorban akut majelégtelenségben jelentkezik és bar a jelenség molekularis
hattere még szamos részletében nem tisztazott, a kdzelmultban szamos Uj eredmény valt
ismertté (Chen etal., 2011). (Chen et al., 2013), (McMillin et al., 2015). Ezek koziil kiemelendd
egy citokin, a transzformald novekedési faktor 1 (TGF 1), amelyet szamos sejt képes termelni
(immunsejtek, endothelium, stb.) és fontos szerepet tolt be az immunvalasz szabalyozasaban
(Jakab, 2015), valamint a fibrozis kialakulasaban is. Akut majelégtelenségben a majbol
fokozott mennyiségben jut TGF B1 a vérkeringésbe, mely az agyi endothel sejtekben egy
(McMillin et al., 2015). Az MMP-9 az extracellularis matrix egyes fehérjéit, tobbek kozott az
agyi endothel sejtek kozotti tight junction kapcsolat egyik fehérjéjét, az occludint enzimatikus
uton bontja (Stawarski et al., 2014) ezaltal jarulva hozza a vér-agy gat permeabilitas

fokozodasahoz és igy az akut HE-ban fellép6 agyodéma kialakulasahoz (McMillin et al., 2015).

A HE patogenezisében mindemellett szerepet kap a kiilonféle neurotranszmitter
rendszerek megvaltozasa is, melyek koziil kiemelend6 a glutamaterg neurotranszmisszio, mely
eltéré modon valtozik meg akut illetve kronikus hiperammonémiaban (Llansola et al., 2007), a
GABA-erg rendszer (Salgado and Cortes, 2013), (Palomero-Gallagher and Zilles, 2013),



melynek a HE-beli alakulasaval kapcsolatban ellentmondasosak a szakirodalmi eredmények
(Sergeeva, 2013), valamint a dopaminerg és szerotoninerg neurotranszmisszid, melyek
kronikus HE-ban igazoltan valtoznak (Dhanda and Sandhir, 2015). A glutamaterg
neurotranszmisszid HE-beli zavaranak hatterében részben az un. glutamat-glutamin ciklus
megvaltozasa all. Fiziologias koriilmények kozott ez a folyamat felelds a glutamat szinaptikus
résbol torténd eliminalasaért, Gjrahasznositasaért és az ammonia detoxifikalasaért is, ugyanis a
glutamat-glutamin ciklus soran az asztroglidk folveszik a neurotranszmisszid sordn az
extracellularis térbe keriilo glutamatot. A folvett glutamat, ammonia segitségével glutaminna
alakul, igy tehat az asztroglia nemcsak megakadalyozza a glutamat szinaptikus
folhalmozodasat, hanem az ammoniat detoxifikalja is (Zielinska et al., 2014).
Hiperammonémia esetén (foként akut formaban) fokozodik a glutamin termelés, ezaltal az
folhalmozodik az asztroglia sejtekben amely végiil az asztroglidk duzzadasahoz és ezaltal pedig

agyi 6déma kialakulasahoz vezet, amely fatalis kovetkezménnyel jarhat (Bernal et al., 2007).

Az emlitett folyamat molekularis hattere nem teljesen tisztazott, a magyarazatara két
elmélet sziiletett. Az egyik tedria szerint az asztroglia sejtekben folhalmoz6do glutamin
ozmotikusan vizet vonz a sejtbe, igy okozva ezzel a sejtek duzzadasat (Schousboe and
Sonnewald, 2016), mig az un. Trojai falé” elmélet (Albrecht and Norenberg, 2006) azon a
feltevésen nyugszik, hogy az intracellularisan képz6d6 glutamin a sejt mitokondriumaiba keriil
igy mintegy ,,becsempészi” az ammoniat a mitokondriumokba, ahol enzimatikus mitkodés
eredményeképpen ismét ammonia keletkezik. A mitokondrium ammoniaszint emelkedése
reaktiv nitrogén (RNS) és oxigén gyokok (ROS) kialakulasahoz vezet. Ez az oxidativ stressz
meggatolja az asztrogliat a hatékony intracellularis térfogatszabalyozasban, tovabb stlyosbitva

ezzel is a cytotoxikus agyi 6démat (Zielinska et al., 2014).

A tovabbiakban azok a HE patogenezisében szerepet jatszo tényezOk keriilnek bemutatasra,

amelyek kisérleteink targyat is képezték.

2.2.1. A hiperammonnémia

A korképet kialakité szamos tényez6 koziil kiemelendd a megemelkedett vérammonia
szint, amely nagymértékben hozzajarul az agyban zajlo koros folyamatok kialakulasahoz, igy
a klinikai tiinetekhez is. Fiziologias pH-n az ammonia kation forméaban van jelen a vérben és a
vér-agy gaton transzcellularisan jut at, de emellett még szerepe lehet a nem ionizalt ammonia
agyagcsere termék, mely fizioldgias koriilmények kozott egyrészrol a vastagbélben - €s kisebb

mértékben a gyomorban és a vékonybélben — zajlé mikrobialis tevékenység eredményeképp,
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masrészrol pedig a bélhamsejtek glutaminaz aktivitasa révén képzodik, és a portalis keringésen
keresztiil a majba kertil, ahol a karbamid ciklus révén detoxifikalodik (Lidbury et al., 2016).

A kiilonb6zo eredetli majelégtelenségek kovetkeztében csokken az ammonia
detoxifikacio, illetve PSS soran az ammodnidban gazdag vér a maj megkertilésével kozvetlentil
a szisztémas keringésbe jut, igy okozva megemelkedett ammoniaszintet (Holecek, 2015). A
korabbi felfogas szerint az ammonia legnagyobb hanyadban az exogén (a taplalékkal a
a csOkkentett fehérje bevitel alkalmazasa. Ma mar ez a nézet tilhaladott, hiszen kideriilt, hogy
a bélhamsejtekben képz6d6 ammonia fontosabb szereppel bir (Rose, 2012).

Hiperammonémia sordn az egyes extrahepatikus szovetekben (agy, vazizomzat)

fokozddik az ammonia eliminacidja glutamin szintézis altal. A keletkezett glutamin tobbek
kozott az bélhdmsejt a glutaminaz reakcid sordn ammoniava és glutamattd bomlik, tovabb
stlyosbitva ezzel a hiperammonémia mértékét. A glutamin szintézishez sziikséges glutamin
szintetdz enzim, szinte kizarolag az asztrogliakban van jelen (Suarez et al., 2002), ez lehet az
egyik oka, hogy HE soran ezek a sejtek karosodnak leginkabb.
Kronikus esetben sokféle klinikai kép kialakulhat, ezek koziil kiemelendé a HE szubklinikai
formaja, az ugynevezett minimal HE (Rovira et al., 2008). Ilyen esetekben az un. Alzheimer
I1.-es tipusu asztrocitozis a leginkabb megfigyelheté korszovettani elvaltozas, melynek soran
megnagyobbodott holyagszerii sejtmag, és szélen elhelyezked$ kromatin allomany a jellemzd
kép (Butterworth et al., 1987).

2.2.2. Oxidativ stressz és neuroinflammacio

A fent leirt glutamat-glutamin ciklus-, ¢és ezzel egyiitt a glutamaterg
neurotranszmisszi®6 megvaltozasaval, tovabba a késdbbiekben targyalt mangan szint
emelkedésével szoros kapcsolatban all az oxidativ stressz kialakuldsa. NADPH-oxidaz és NO-
szintaz enzimek mitkodése soran reaktiv oxigén- és nitrogén gyokok keletkeznek, ezek pedig
bonyolult molekuléris folyamatok sordn az asztroglidk duzzadasat okozzdk. A folyamatot
tovabb sulyosbitja, hogy, az asztroglia-duzzadas is hozzajarul az oxidativ / nitrozativ stressz
kialakulasahoz, tehat a két folyamat egymassal szoros kapcsolatban van (Lachmann et al.,
2013). Szamottevé bizonyiték van ra, hogy az oxidativ stressz jelentés szerepet jatszik a HE
patogenezisében. Ammoniaval kezelt asztroglia sejttenyészeteken gyors sejtduzzadas

kialakulasat és reaktiv oxigéngyokok képzodését figyelték meg.



Egyes kutatok szerint a sejtduzzadas kialakulasa tal gyors ahhoz, hogy kizéarolag a glutamin
ozmotikus hatdsaval magyarazhato legyen, ez pedig arra enged kovetkeztetni, hogy az oxidativ
stressznek szerepet kell jatszania az 6déma kialakulasaban (Gorg et al., 2013).

Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a gyulladas fontos szerepet jatszik a HE
korfejlodésében. Azt a tényt, hogy a gyulladasos folyamatok részt vesznek HE-ban, mar 1971-
ben Gans és munkatarsai felvetették, és azota szamos kutatas soran bizonyitast nyert, hogy mind
akut, mind kronikus HE soran egyes gyulladasos faktorok szintje megemelkedik igy mint,
szérum tumor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), az interleukin-1p (IL-1B) és az interleukin-6 (IL-6)
(Jayakumar et al., 2015). A neuroinflammacié akut HE-ban valo részvételét bizonyitja tovabba,
hogy portocavalis anastomosissal rendelkezé patkanyokon alkalmazott gyulladascsokkentd
szer, az indometacin (a ciklooxigenaz-2 potencidlis inhibitora) védé hatdsat bizonyitottdk az
agyi 6déma kifejlédése soran (Chung et al., 2001).

Dokumentaltdk tovabba azt is, hogy egy a tetraciklinek csalddjaba tartozo antibiotikum, a
minociklin enyhitette az HE tiineteit és megakadalyozta az agyi 6déma kialakulasat kisérletesen
indukalt heveny majelégtelenségben. Megjegyzendd azonban az, hogy maga a minociklin
majkarosodast okoz, ami kizarja annak lehetséges terapias alkalmazasat akut HE kezelése soran

(Jiang et al., 2009).

Bar HE-ban az asztroglia duzzadas kialakulasaért felelés pontos patofiziologiai
mechanizmusok nem teljesen tisztazottak fontos megemliteni a mikroglidk szerepét. A
mikrogliak a kozponti idegrendszer elsddleges immunsejtjei, igy az itt jatsz6do
immunfolyamatokban toltenek be kulcsfontossagt szerepet. A mikrogliak szamos tényezdvel
aktivalhatok, beleértve a glutamatot, a citokineket, az LPS-t (ezek endotoxémia soran keriilnek
a szisztémas keringésbe), valamint az extracellularis kaliumot. Az aktivalt mikroglia pedig
feleléssé tehet6 gyulladasos citokinek (IL-la, IL-1p és TNF-0) termeléséért, amelyek
mindegyike dont6 szerepet jatszik a neurodegeneracioban (Jayakumar et al., 2015).
Vizsgaltak tovabba a mikroglidk potencialis szerepét az ammonia altal kivaltott asztroglia-
duzzadas mechanizmusaban. Ennek megfeleléen az ammoniaval kezelt mikroglia tenyészetrol
szarmaz6 médiumot, asztrogliadkhoz adtak, ez pedig szignifikans (32%-0s) sejtduzzadast
eredményezett. (Rao et al., 2013).

Mig szamos bizonyiték utal arra, hogy akut HE-ban a gyulladasnak fontos szerepe
lehet az agyi 6déma kialakulasaban, viszonylag kevés tanulmany vizsgalta a gyulladasos
folyamatok lehetséges szerepét a kronikus HE-ban megjelend neurologiai rendellenességek

soran.
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Ujabb eredmények azonban arrél szamoltak be, hogy a kronikus hiperammonémia vagy
epevezetd lekotés mikroglia-aktivalodast eredményezett, tovabba fokozodott az indukalhatd
nitrogén-oxid szintaz aktivitas, valamint az agyban az interleukin-1p, és a prosztaglandin E2
szintje nott. Bizonyitast nyert az is, hogy ezek a valtozasok Osszefliggésben voltak a kognitiv
¢s motoros funkciok valtozasaval (Jayakumar et al., 2015). Vizsgaltak azt is, hogy az ibuprofen
(egy nem-szteroid gyulladascsokkentd) mérsékelte a mikroglia-aktivalodast és helyreallitotta
kognitiv és motoros funkciokat hiperammonémias és epevezetd lekotott patkanyoknal (Rodrigo
et al., 2010). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a gyulladas kronikus HE soran is hozzajarul a
neurologiai tiinetek kialakulasahoz (Jayakumar et al., 2015).

Amint az a fentebb emlitettekbOl kideriil, az asztrogliak duzzadasa (citotoxikus

agyodéma) képezi az akut HE egyik legjelentdsebb neuropathologiai elvaltozasat. Egyes
tanulmanyok azonositottak asztroglia tenyészetekben az ammonia kozvetlen hatasat
gyulladasos faktorok aktivalasara, igy példaul a konstitutiv nitrogén-oxid szintdz (cNOS) és a
NADPH-oxidaz , valamint a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok (RONS), foszfolipaz-2 (PLA2)
¢s mitogén aktivalt protein-kinazok (MAPK-K) aktivalodtak ammoniaval kezelt asztroglia
tenyészetekben. Tovabba ezen faktorok gatldsa csokkentette az ammonia altal kivaltott
asztroglia duzzadast a tenyészetekben.
Osszességében ezek a megallapitdsok arra engednek kdvetkeztetni, hogy az ammonia képes az
asztroglidkban gyulladdsos valasz indukalasara, barmely mas idegsejt hatasatol, vagy egyéb
extracellularis ingertdl fiiggetleniil, és hogy ezek a hatasok hozzajarulhatnak akut HE-ban a
citotoxikus agyddéma kialakulasahoz (Jayakumar et al., 2015).

Fontos azt is megemliteni, hogy az oxidativ stressz kialakulasahoz és az ezzel
Osszefiiggésben 1évo asztroglia duzzadashoz az agyi endothelsejtek is hozzajarulnak, amelyek
az idegrendszeri elemek koziil els6ként keriilnek kapcsolatba a szisztémas eredetii ammoniaval
¢és mas olyan tényezoékkel, melyek a HE kialakulasanak koroktanaban szerepet jatszhatnak. Az
ammonia fokozza szabadgyok-termelést és NFkB (nuclear factor-KB, egy transzkripcios
faktor, amely a DNS-hez kapcsolédva, szamos gén atirasat aktivalja) termelést az agyi
endothelsejtekben, ez pedig az asztroglidk duzzadashoz vezet. Ebben a folyamatban az
ammonia mellett mas tényezok is szerepet jatszanak, mint pédaul a lipopoliszacharidok, és
kiilonbo6zo citokinek. Ezen faktorok novelik az agyi endothel sejteken megtalalhato toll like
receptor 4 (TLR4) fehérje expresszidjat, amely hozzajarul és az agyodéma kialakulasahoz akut
HE-ban (Jayakumar et al., 2014).
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2.2.3. Bakterialis transzlokacio

A bakterialis transzlokaci6 alatt azt a folyamatot értjiik, mely soran baktériumok vagy
bakterialis komponensek, ugymint példaul endotoxinok (mas néven lipopoliszacharidok, a
Gram-negativ baktériumok sejtfalanak alkotoelemei) illetve a bakterialis DNS atjut a bél
lumenébdl a mezenterialis nyirokcsomokba vagy egyéb extraintesztinalis szervekbe (Bellot et
al., 2013; Wiest and Garcia-Tsao, 2005). Ennek soran bakterialis fertézés alakulhat ki, amely a
majcirrhosis egyik gyakori szovodményét, és az egyik f6 mortalitasi okot jelenti (Jalan et al.,
2014).

A bakterialis transzlokacié okai sokrétiiek, de ezek koziil fontos kiemelni a bél
nyalkahartya — mint barrier — strukturalis valtozasat (Wiest and Garcia-Tsao, 2005), a
bélbaktériumok talszaporodasat, valamint kiilonféle, az epitelialis feliiletre szekretdlodo
anyagok (IgA, antimikrobialis peptidek, stb.) csokkenését (Jalan et al., 2014). A bakterialis
fertézés a HE egyik fontos kivalto tényez6jét jelenti (Bellot et al., 2013; Jalan et al., 2014),
amelyet jol demonstral az az eredmény, miszerint a majcirrhosishoz tarsuld6 HE-ban
szignifikansan nagyobb foku endotoxémia mérhet6, mint a HE nélkiili betegekben (Bajaj et al.,
2012).

A bakterialis transzlokacié ezen feliil szisztémas gyulladast is képes indukalni, mely az
akut és kronikus majelégtelenség velejaroja is lehet. A szisztémas gyulladas (SIRS: systemic
inflammatory response syndrome) sulyosbithatja a HE klinikumat és ronthatja a prognozist
(Aldridge et al., 2015). Tobb tanulmany is foglalkozott azzal, hogy HE-ban a plazmabeli
gyulladasos paraméterek (Jover et al., 2006; Tivers et al., 2014), illetve az tn. SIRS score (SIRS

mérésére szolgald paraméter) (Tivers et al., 2014), hogyan valtoznak.

2.2.4. Mangan

Krénikus majelégtelenségben a mangan (Mn) epével torténd kivalasztasa csokkenhet,
amely ezaltal fokozott mértékben jelenhet meg a vérkeringésben. M4jcirrhosisban szenvedd
emberek esetében igazolt, hogy a mangannak nemcsak a szérumbeli (Kobtan et al., 2016),
hanem a cerebralis szintje is n6 (Rose et al., 1999), tovabba a mangan vérszérumbeli szintje
szignifikdnsan magasabb a majcirrhosishoz tarsuld6 HE-ban, mint a HE nélkiili esetekben
(Kobtan et al., 2016).

Az emelkedett manganszint jelentdségének hatterében, annak lehetséges agyodémat
okozo hatasa allhat, melyet in vitro eredmények tamasztanak ald. Igazolt ugyanis, hogy a
mangan asztroglia duzzadast képes eldidézni oxidativ stressz és mitokondrialis atjarhatosag

novekedés révén (Rao et al., 2007).
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Tovabba jelentés befolyassal bir a glutamatfiiggé neurotranszmissziora, a glutamin-
szintetdz expressziojanak és aktivitdsdnak csokkenése valamint a glutamat és glutamin

transzporterek leszabalyozasa révén (Sidoryk-Wegrzynowicz and Aschner, 2013).

2.3. Kutatasunk hipotézise

Néhany, a HE patogenezisében fontos szerepet jatszo koroki tényezé, Gigymint az
ammonia, a mangan, az oxidativ stressz és az endotoxinok képesek az asztroglia sejtekben pro-
inflammatorikus citokinek (IL-6, 1l-1B) termelését el6idézni, ezaltal feltételezhetd, hogy a HE-
ban fellép6é neuroinflammacioért nem csupan a mikroglia sejtek, hanem az asztrogliak is

felel6sek.
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3. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteinkhez Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk, tartdsuk standard koriilmények
kozott, 12 ora sotét és 12 ora vilagos peridodust biztositd mesterséges megvilagitas mellett, a
hatalyos jogszabalyok figyelembevételével (engedélyszam: PE/EA/1252-6/2016) tortént, a

szaraz tap és az ivoviz ad libitum allt rendelkezésiikre.
3.1.  Asztroglia sejtkultura létrehozasa

Tervezett kutatasaink célja az asztrogliak koroki szerepének vizsgalata a HE-ban fellép6
neuroinflammacio tekintetében, igy a kisérletek elvégzéséhez sziikséges volt egy megfelelden
alkalmazhato in vitro modell 1étrehozasa.

A tanszéken a korabbi munkak soran kidolgozasra keriilt az asztroglia sejtek izolalasanak és
tenyésztésének modszere. Ehhez, a fialds napjat 0. napnak tekintve, 1-2 napos korti Sprague-

Dawley patkanyok teljes agyszovetét hasznaljuk fol (1. abra).

1-2 napos kora Sprague- Primer asz&ogﬁa sejtkultara
Dawley patkanyok agvveleje

A kisérleteimben vizsgalt
interleukinok —IL-1R és IL-6
termelddésének vizsgalata ELISA

kit alkalmazasaval. Az asztroglia sejttenyészet tisztasaganak
vizsgalata immunfluoreszcens festési eljarassal.

1. abra: Primer patkany asztroglia sejtkulttra 1étrehozasa, és ezen sejttenyészet IL-6 és IL-18
termelésének mérése kiilonbozo agensek hatasara
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Az allatok gyors dekapitaldsa utan eltavolitjuk a teljes agyvel6t, majd az agyakat
amfotericin B-t tartalmazé foszfat pufferbe (Phosphate-buffered saline; PBS) helyezziik.
Kovetkez6 1épésként sztereomikroszkop alatt nagy gondossaggal eltavolitjuk az agyhartyakat,
majd az agyak kalciummentes PBS oldatba keriilnek. Ennek a miiveletnek az a célja, hogy az
erekt6]l megtisztitsuk az agyat, megel6zve ezzel a kiiiltetendé neuronalis sejtek vérsejtekkel
torténd szennyezOdését. Ezt kdvetden az agyhartydktdl megfosztott agyakrdl pipettaval
leszivjuk a PBS oldatot, majd apr6 darabokra szeleteljiik az agyszovetet, melyet 10 percig
enzimatikus emésztésnek vetiink ala. Ehhez EDTA-mentes tripszinhez, 0,5 ml/allat
mennyiségben 5 mg/ml DNaz-t mériink. Az emésztést eldmelegitett tapoldattal (5 ml/allat)
allitjuk le, majd a homogenizatumot a megfeleld szamu lizinezett Petri-csészébe szétosztjuk,
hozzajuk adva még a kivant mennyiségii tapoldatot (5 ml/Petri-csésze). Végiil a Petri-csészéket
37°C-o0s hémérseékletii és 5%CO2-t tartalmazo inkubatorba helyezziik 12-24 oréra.

Az asztroglia kultura létrehozasanak kulcsfontossagi 1épése a kiiiltetett sejtek
szovettormelékektdl valdé megtisztitdsa, annak érdekében, hogy az elhalt sejtekbdl kiszabadult
anyagcsere termékek ne gatoljak az asztrogliak osztodasat €s fejlodését. Ehhez az el6zéekben
ismertetett sejtkililtetés utan 12-24 oraval eltavolitjuk a médiumot és friss, elémelegitett
médiummal hatdrozottan, de nem tul er6sen lemossuk a sejttormelékeket a megtapadt sejtekrol.
A tenyésztdmédiumot a mosast kovetd elsd napon, a tovabbiakban pedig hetente kétszer

cseréljik. Tapasztalataink szerint a kiiiltetéstol szamitott 2-3 hét mulva konfluens

sejttenyészetet kapunk, melyet a 2. és 3. abra szemléltet.

.vi‘s
2. abra: Primer patkany asztroglia kultararol késziilt fénymikroszkopos felvétel. Bal: 1 hetes
kulttra; jobb: 2 hetes kulttra
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also6 sarok: macskakdre emlékeztetd sejtalakok a nagy sejtstirliség miatt; Jobb felsd sarok:
nyulvanyos sejtek az alacsony sejtstirliség kovetkeztében.

A sejtkultira tilnyomorészt asztroglia sejtekbdl allt, melyet immunfluoreszcenciaval
(Zeiss Axio Vert.Al tipusu inverz fluoreszcens mikroszkop) igazoltunk (glial fibrillary acidic

protein: GFAP; 4', 6-diamidino-2-fenil-indol: DAPI). A GFAP és DAPI markerek alapjan
megallapitott asztroglia-arany elérte a 85-90%-ot, (4.abra)

4. abra: Primer patkany agyi asztroglia kultara immunfluoreszcens felvétele (GFAP és DAPI
festés)
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3.2.

Asztroglia sejtkultira passzalasa

Miutan az izolalt sejtekb6él konfluens, primer asztroglia monolayer alakul ki a

tenyésztoedényben, kovetkezhet a sejttenyészet passzalasa. Ha a kultarékat a fenntartas elso

hetében felhasznaljuk, relative nagy tisztasagl asztroglia kultaraval dolgozhatunk a

tovabbiakban. A Petri-csészében novekvo primer gliasejteket a kovetkezoképpen passzaljuk:

3.3.

A passzalashoz sziikséges oldatokat eldmelegitjiik termosztatban

A csészekrdl ovatosan leszivjuk a tapfolyadékot

A konfluens glia monolayert PBS-sel atmossuk, ezzel semlegesitve a maradék
médiumot.

Kovetkezd 1épésként leszivjuk a PBS-t a sejtekrdl, majd tripszinnel inkubaljuk (4ml
PBS + 1ml 0,25% tripszin), amely enzimatikusan bontja a sejtek kitapadasat okozo
fibrin szalakat

Inkubacié termosztatban, mikozben a sejtek felvalasat, mely a kisérleteink soran
rendszerint mintegy 15 perc alatt kovetkezett be, mikroszkop alatt ellendrizhetjiik

Ezt kovetden fotalis borju savo (fetal calf serum: FCS; 10%) tartalma tapoldattal
leallitjuk az emésztést €s a még letapadt sejteket is finoman felmossuk a csésze aljarol
A sejtszuszpenziot lecentrifugaljuk (10 perc, 1000 rpm, szobahémérséklet), majd a
sejteket friss médiumban folvessziik

A Biirker-kamraval elvégzett sejtszamolas utan kiiiltetjiik a sejteket Poly-L-Lysinnel
kezelt plate-ekre (24-es plate esetén 100-150000 sejt / lyuk, 96-0s plate esetén 20-75000
sejt / lyuk)

A plate lyukaiba juttatott sejt+tapoldatot kiegészitjiik adott mennyiségli médiummal
Mikroglia-eltavolitas a sejtkultiurabol

Az intenziv kutatdsok eredményeként ma mar ismert, hogy az asztroglidk

neurobioldgiai szerepe sokkal Osszetettebb, mint ahogy azt kordbban feltételeztiik. Ezeknek a

vizsgalatoknak az in vitro modelljét gyakran primer patkany-agyi asztroglia sejtkultirak

képezik. A sejtkultira kidolgozasara az 1970-es években leirt eredeti modszer ota szamos

modositas tortént, rdadasul szinte minden laboratorium kidolgozza a szamara legmegfelelobb

protokollt. Fontos tény azonban, hogy egy metddus sem eredményez 100%-ban asztrogliakbol

allo kultarat.
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A f6 probléma a mikroglidk jelenlétével az, hogy mar kis mennyiségiik is felelos lehet
a megfigyelt hatdsok nagy részért még akkor is, ha a tenyészetben az asztroglidk a dominansan
jelenlévé sejtek, igy a mikroglidk megzavarhatjak az asztrogliak specifikus valaszainak
felderitését célzo tanulmanyok eredményeit (Saura, 2007).

Az asztroglia tenyészet mikroglia mentesitésére tobbféle modszer 1étezik, kisérleteink
soran mi egy mitdzis inhibitort, a citozin [B-d-arabinofuranozidot (Ara-C), majd egy
lizoszomotrop agenst, a leucin-metilésztert (LME) alkalmaztuk a konfluens asztroglia kulturan.
Ez a médszer gy tavolitja el a mikroglidkat a sejt tenyészetb6l, hogy kdzben egy életképes,
miik6do és konfluens asztroglia -monolayer marad vissza (Uliasz et al., 2012).

A fent emlitett protokoll szerint 10 uM-os Ara-C-vel 3 napig, majd 75 mM-os LME-vel 1 o6raig
kell kezelni a tenyészetet, azonban sajat kisérleti koriilményeink kozott ez a protokoll nem
miitkodott megfeleléen, mivel ez a sejtek szabad szemmel is megfigyelhetd halalat okozta (a
sejtek szabad szemmel is lathaté modon Osszecsapodtak). Az emlitett sejthalal pontos okanak
kideritése céljabol a kovetkezd AraC illetve LME kezelések torténtek:

- kizéarolag AraC-kezelés

- AraC + LME-kezelés médiumcsere nélkiil

- AraC + LME-kezelés médiumcserével

- kizarélag LME-vel torténd inkubécio

Eredményiil azt kaptuk, hogy ugyan a kizarolag AraC-vel tortént kezelés nem idézett eld
sejthalalt, az Gsszes tobbi kezelési csoportban ismét szabad szemmel is 1athatod 6sszecsapodast
lehetett megfigyelni. Ebbol kifolydlag valamint a szakirodalomban alkalmazott LME-
LME-vel elvégzett inkubaciok keriiltek kiprobaldsra, melyek a kdvetkezd idé+koncentracio
kezelési kombinaciokat jelentették:

- 5mM LME, 8 6ran at

- 15 mM LME 1 valamint 2 6ran at

- 25mM LME 1 6rén at
A kisérleteink egyik koncentracional sem eredményeztek szignifikans, propidium jodid (PI)-
festéssel kimutathatd sejthalalt, igy a tovabbi vizsgalatainkat, -tehat az interleukin-méréseket
(IL-6, IL-1B)- mar a 25 mM-0s LME-vel kezelt sejtkulturakon végeztiik el.

Hogy kideritsiik, sikeres volt-e a mikroglia mentesités, a sejteket elészor 4', 6-
diamidino-2-fenil-indollal (DAPI) festettik meg. Ez egy fluoreszcens festék, amely erésen
kotoédik az A-T gazdag régiokhoz a DNS-ben.
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Mivel a DAPI képes athatolni az €p sejtmembranon, felhasznalhaté mind az ¢16, mind az elhalt
sejtek megfigyelésére, igy az Osszes sejtszam meghatarozasara. Kovetkezd 1€épésként GFAP
marker alkalmazéasaval tudtuk elkiiloniteni az asztroglidkat a mikrogliaktol, hiszen a GFAP

filament-fehérjét a glia sejtek koziil csak az érett asztrogliak termelik.

3.4.  Vizsgalt agensek optimalis koncentraciéjanak beallitasa

A nagy tisztasagu primer patkdny asztroglia kultara sikeres létrehozasat kovetden
célunk egy olyan optimalis H2O» koncentraci6 megtalalasa volt, amellyel kezelve a sejteket
kivalthat6 az oxidativ stressz allapota anélkiil, hogy az szamottevd sejthalalhoz vezetne. Az
oxidativ stressz, az oxidansok (szabadgyokok) €s az antitoxidansok kozotti egyensulyhiany az
oxidansok javara, mely a redox jelatvitel és szabalyozas- illetve molekularis karosodashoz vezet
(Sies, 2015). Bar a korabbi felfogas szerint a reaktiv oxigéngyokok (ROS) az €16 szervezetre
kizardlag karos hatassal birnak, ma mar ismert, hogy az oxidativ stressz kivaltasa mellett
szereplik van a cellularis homeosztazis megvalositasaban is (Lushchak, 2014).

A H02 egy olyan reaktiv oxigén gyok, mely oxidativ folyamatokat indit be a sejtekben,
tehat felboritja a redox statuszt a sejten beliil azaltal, hogy tovabbi szabad gyokok keletkeznek.
A H20: citotoxikus hatasa mind nagyfoka ROS termelédéshez-, mind az apoptotikus sejthalalra
jellemzé morfologiai elvaltozasokhoz vezetett (Hamdi et al., 2011). A hidrogén peroxid
hasznalata egy altalanosan elfogadott modszer a ROS termelddés kivaltasara, igy gyakran
alkalmazzak mas kisérleti koriillmények kozott is (Bi et al., 2008; Liu et al., 2015; Souza et al.,
2013).

Az optimalis koncentracié kivalasztasahoz a fent leirtak szerint elkésziilt asztroglia
kultarat novekvd toménységli H2O2-val kezeltiik 1 6ran at, majd egyrészt a termelddott ROS
koncentraciot mértiik meg, masrészt a sejtek elhaldsanak mértékét vizsgaltuk. Az altalunk
alkalmazott H20. koncentraciok a kdvetkezék voltak: 0 uM (kontroll), 50 uM, 100 uM, 150
uM, 200 puM, 300 pM és 400 pM. A termelddott ROS koncentracid méréséhez az  5-6-
chloromethyl 2’°,7’-dichlorodihydrofluorescein-diacetatot (CM-DCFH-DA, Thermo Fisher)
hasznaltuk, amely molekula indikatora a sejtben képzddé reaktiv oxigén gyokoknek. Az
indikator diffuzioval a sejtekbe jut, majd az intracellularis észterdz bontja egy olyan
molekulava, amely nem tud kijutni a sejtekbdl. Ez a nem fluoreszcens molekula felhalmozodik
a sejten beliil és itt oxidalodik, igy fluoreszcens DCF képzddik (Eruslanov and Kusmartsev,

2010), melyet fluoreszcens spektrofotométerrel (Perkin Elmer, Victor X2) mértiik meg.
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A CM-DCFH-DA alkalmazasaval tortén6 ROS-mérést szakirodalmi adatok (Hamdi et al.,
2011) valamint a cikk egyik szerzéje Olfa Masmoudi személyes javaslatai alapjan végeztiik
el:

. asztroglia sejteket 24 lyuku plate-re passzaltuk

. 10 uM CM-DCFH2-DA-val és szérum-mentes médiummal 30 percig, 37°C-on

inkubaltuk

. PBS-sel 2x atmostuk

. adott koncentracioju H.O»-vel kezeltiik, majd inkobaltuk

. rogton az inkubacid utan kovetkezik az eredmény leolvasasa fluoreszcens microplate

olvasoval - excitacio: 485 nm, emisszid: 538 nm - anélkiil, hogy mosnank vagy lizdlnank a

sejteket.

A sejtek elhalasanak mértékét Pl festéssel vizsgaltuk, Ez egy kisméretli fluoreszcens
molekula, amely kotddik a sejt DNS-hez, azonban nem képes passzivan bejutni olyan sejtekbe,
amelyek intakt plazmamembrannal rendelkeznek. Igy a sejtek altali PI felvétel felhasznalhat6
az elpusztult és az €16 sejtek megkiilonboztetésére, mivel a molekula csak az elhalt sejtekbe jut
be, fiiggetlenil a sejt haldlanak mechanizmusatél. A PI-t a 400 és 600 nm kozotti
hullamhosszok gerjesztik, és 600 és 700 nm kozotti hullamhosszon fényt bocsat ki, ezért
kompatibilis az flow cytometrias ejarasokban altalanosan alkalmazott lézerekkel és
fotodetektorokkal (Crowley et al., 2016). A Pl-vel torténd kezelés behatasi ideje 4-5 perc,
ezutan médiumcsere kovetkezik, melyet PBS-el is lehet helyettesiteni.

Az optimalis H202 - koncentracié kivalasztdsa utdn a tobbi vizsgalt faktorra
vonatkozdan is végeztiink sejtéletképesség vizsgalatokat. Minden agens esetében (LPS, Mn,
NH4Cl) elmondhat6, hogy a legmagasabb alkalmazott koncentracio-idé kombinéacio esetében
sem volt szamottevé mértéki sejthalal. Az 5. abran a LPS-dal, a 6. abran a Mn-al, a 7. abran
az NH4Cl-dal torténd legmagasabb koncentracio-ido kombinacidju kezelés utani PI-0s
sejtéletképesség vizsgalata lathatd. Elmondhato, hogy a sejtes kontrol vizsgalatahoz képest a

sejtelhalas mértéke (8. abra) sem volt kifejezett egyik faktor esetében sem.
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5. abra: 2 hetes primer patkany asztroglia kulturan végzett sejthalal vizsgalat 1000ng-os LPS-
al 18 6ran at tartd inkubaciot kovetden. Az elhalt sejtek a piros szinnel fluoreszkalo propidium
jodiddal festédnek.

6. abra: 2 hetes primer patkany asztroglia kultiran végzett sejthalal vizsgalat 100 pM -0s
Mn-al 18 oran at tarto inkubaciot kdvetden. Az elhalt sejtek a piros szinnel fluoreszkald
propidium jodiddal festédnek.
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7. abra: 2 hetes primer patkany asztroglia kultiran végzett sejthalal vizsgalat 20 mM -0s
NH4Cl-al 18 6ran at tarto inkubaciot kovetden. Az elhalt sejtek a piros szinnel fluoreszkald
propidium jodiddal festédnek.

8. abra: 2 hetes primer patkany asztroglia kultiran végzett sejthalal vizsgalat kontrol
sejttenyészeten. Az elhalt sejtek a piros szinnel fluoreszkald propidium jodiddal festddnek.
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3.5.  Asztroglia tenyészet citokin termelésének vizsgalata

Kisérletiink befejezé szakaszaban azt vizsgaltuk, hogy az asztroglidk egyes HE-ban
jelenlévoé anyagok hatdsara milyen mértékben termelnek citokineket vagyis mennyiben
jatszanak szerepet a neuroinflammaci6 kialakuldsdban. Ehhez az asztroglidk kiilonb6z6, a HE-
ban igazoltan etiologiai tényezéként szerepet jatszo agensekkel kezeltiik, igymint az oxidativ
stresszt el6idézo reaktiv oxigén gyokok, ammonia, mangan valamint bakterialis endotoxinok
(lipopoliszacharidok).

Az asztroglidk citokin termelése lipopoliszcharidok (LPS) hatdsara igazolt szamos
tanulmany altal (Forshammar et al., 2011; Hutchison et al., 2013; van Neerven et al., 2010). Az
LPS a HE-ban kialakul6 bakterialis transzlokacio eredményeként kialalkult endotoxémia soran
keriilnek a szisztémds keringésbe ¢és kiilonbozd citokinekkel egyiitt ndvelik az agyi
endothelialis sejteken megtalalhato toll like receptor 4 fehérje expresszidjat, amely az
asztroglidk duzzadasédhoz és patkanyokon agyddéma kialakuldsdhoz vezet akut HE soran
(Jayakumar et al., 2014).

A HE pathogenezisében bizonyitottan kulcsszereppel bir6 ammonia, illetve az oxidativ
stresszt okozd H20: mellett kiemelendd a mangan szerepe, amelynek szintje méjcirrhosisban
szenvedd emberekben, nemcsak a vérben hanem az agy bizonyos teriiletein is megemelkedik,
rdadasul a vérszérum manganszintje pozitiv korrelaciot mutat a kialakult HE sulyossagaval
(Kobtan et al., 2016a; Krieger et al., 1995).

Kisérletiinkben az asztroglia sejtkultarat 6 illetve 18 oran at kezeltiik:
e 100ng és 1000 ng LPS-el
e 20 uM, és 100 uM Mn-al,
e 5mM és20 mM NH4CL-el,
Tovabba 1 illetve 6 6ran at inkubaltuk:
e  50uM és 100 uM H20; -vel

A kezelések idejét és plate tervét a 2. tablazat szemlélteti:
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6 ora 18 6ra csoportok
LPS 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 1
LPS 1000 ng 1000 ng 1000 ng 1000 ng 2
Mn 20 uM 20 uM 20 uM 20 uM 3
Mn 100 uM 100 uM 100 uM 100 uM 4
NH4CI 5mM 5mM 5mM 5mM 5
NH4CI 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 6
1 6ra 6 Ora
H202 50 uM 50 uM 50 uM 50 uM
H20: 100 uM 100 uM 100 uM 100 uM 8
1 2 3 4

2. Tablazat A primer patkany asztroglia kulturak kezelési terve a HE-ban szerepet
jatsz6 faktorok vizsgalata céljabo

A kezelések elvégzése utan az IL-18 és IL-6 termelddését vizsgaltuk IL-16 ELISA kit
¢s IL-6 ELISA kiteken (Sigma-Aldrich), ELISA reader (Multiscan GO W/O Cuvette incl
dDROP Plate) alkalmazasaval. Minden kezelés esetében harom mérést végeztiink, és a kapott
eredmények atlagaval dolgoztunk tovabb. Ezen citokinek minimalisan detektalhatd mennyisége
80 pg/ml. A mérés kivitelezése utdn azonnal le kell olvasni az eredményt 450 nm

hulldmhosszsagu fényben. Az IL-mérések eredményét optikai denzitdsban (OD) kapjuk meg,

atszamolni. (Id. eredmények).

Az eredmények kiértékelés Microsoft Excel, a szignifikancia vizsgalatok (p<0,05)

crer

pedig az R statisztikai program segitségével torténtek.
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4. EREDMENYEK

4.1. A mikroglia-eltavolitas sikerességének ellenérzése

A konfluens asztroglia tenyészet Ara-C-vel, majd LME-vel torténd kezelése utan, a
mikroglia mentesités eredményességét immunfluoreszcenciaval ellendriztiik. Az alkalmazott
DAPI festéssel az Osszes sejtszam-, GFAP marker alkalmazasaval pedig az asztrogliaszam
meghatarozasat végeztik el. Az immunfestést kdvetden sejtszamolassal igazoltuk, hogy a
mikroglia-mentesitett tenyészetekben az asztroglidk szama az 0sszes sejtszamhoz viszonyitva

nagyobb mint 90% (9. abra).

9. abra: Immunfluoreszcens festési eljaras. Az asztrogliakban talalhato GFAP
filament-fehérjét az alkalmazott marker z6ld szintire, a sejtekben talalhato
nukleinsavat a DAPI kék szinlire festi. A képen szabad szemmel is jol lathato, az
asztroglidk tulstlya a mikroglidkkal szemben.

4.2. Alkalmazando H2O: koncentracio beallitasa

Az optimalis H202 koncentracid kivalasztasahoz egyrészt az asztroglia sejtek altal

termelt ROS koncentracidt mértiik meg, masrészt a sejthalal mértékét vizsgaltuk.
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A sejteken beliil termelddott ROS-mérést CM-DCFH-DA segitségével végeztiik

c sy
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10. abra: a H20: hatasara termel6dott ROS mérése fluoreszcencian alapul6 eljarassal CM-
DCFH-DA alkalmazasaval. Az y-tengelyen a DCF fluoreszcencidjanak intenzitasa, az x-
tengelyen az alkalmazott H>,O> koncentraciok keriiltek abrazolasra.

A sejthalal mértékét PI alkalmazésaval vizsgéltuk, mely egy, az elhalt sejtek jelolésére

alkalmas fluoreszcens festési eljaras (11. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a 100 uM-nal nagyobb

crer
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11. abra: 2 hetes primer patkany asztroglia kultiran végzett sejthalal vizsgalata novekvd
koncentracioju (50,100,200,400 uM) H20: kezeléseket kdvetden. A fenti képeken a 100 uM—
os (hattérben) és a 200 pM-os (el6térben) kezelések lathatdak. Az elhalt sejtek a piros szinnel

fluoreszkalo propidium jodiddal festédnek.

Miutan meghataroztuk a H»O» hatdsara termel6dott ROS mennyiségét CM-DCFH-DA
modszerrel, és a sejthalal mértékét Pl-al, arra a kovetkeztetése jutottunk, hogy tovabbi
kisérleteink elvégzésére az 50 uM és 100 uM-os koncentracioju H202 alkalmas, mert ez a
mennyis€ég mar mérhetd oxidativ stresszt idéz eld a sejtekben, de még nem 6li el nagymértékben

azokat.

4.3. Asztroglia tenyészet citokin termelésének meghatarozasa

Az interleukin-méréseket ELISA reader segitségével, 450 nm-en végeztiik
el. Ennek soran az adott interleukinb6l egy standard higitdsi sort készitettiink, majd

lemértiik ezeknek az oldatoknak az optikai denzitasat (OD).
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Az ebbdl nyert pontdiagramra egy exponencialis gorbét illesztettliink, majd
ennek a fiiggvénynek az egyenlete segitségével meghatdroztuk, hogy az egyes
mintak lemért, atlagos abszorbancia-értékei pontosan mekkora koncentracio-
értékeknek felelnek meg.

A kiilonb6z6 agensek hatdsara az asztrogliak 4ltal termelt IL-6 koncentracidkat a

12. abra, az IL-1B koncentracidkat az 13. abra szemlélteti.
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100 ng 1000ng 20pM 100puM S5mM 20 mM 50 M 100 pM

LPS Mn NH,Cl H,0,

12. abra: Nagy tisztasagu asztroglia tenyészet IL-6 termelése, LPS, mangan, amménium-
klorid és H2O> hatasara. Az x-tengelyen az egyes kezelési csoportok, az y-tengelyen pedig a
mért koncentracio-értékek (pg/ml) és a hozzajuk tartozé szorasok keriiltek abrazolasra.
szaggatott vonal: kontrol n=5
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IL-1R (pg/ml)
305
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290
285
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Kontrol 6262 §26§x% TRER So-o
100 ng 1000 ng O pM 100 uM 5mM 20 mM 50 uM 100 pM
LPS Mn NH,Cl H,0,

13. abra Nagy tisztasagu asztroglia tenyészet IL-18 termelése, LPS, mangan, amménium-
klorid és H2O> hatasara. Az x-tengelyen az egyes kezelési csoportok, az y-tengelyen pedig a
mért koncentracid-értékek (pg/ml) és a hozzéjuk tartozé szoérasok keriiltek abrazolasra.
szaggatott vonal: kontrol n=5

A kisérleteink eredményeiként elmondhatd, hogy a primer patkany asztroglia sejtek
képesek fiziologias koriilmények kozott, detektalhatdé mennyiségii IL-18 és IL-6 termelésre.
Emellett a vizsgalt faktorok — melyek szakirodalmi adatok alapjan mind szerepet jatszanak a
HE patogenezisében — nem okoztak szignifikdns ndvekedés az IL-18 és IL-6 termelddésben.
Erdekes megemliteni, hogy H,O, hatésara csokkent az IL termelés mértéke, bar ez a csokkenés

sem szignifikans érték.
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5. MEGBESZELES

5.1. Az eredmények értékelése

A konfluens asztroglia sejtkultura létrehozasa ¢és mikroglia mentesitése az
immunfluoreszcencian alapuld vizsgéalataink szerint (DAPI festés és GFAP marker
alkalmazésa) sikeresnek bizonyult. A nagy tisztasagl tenyészet 1étrehozasa kulcsfontossagu
tényezd a mérések kivitelezése szempontjabol, hiszen szakirodalmi adatok szerint mar kis
mennyiségli mikroglia-szennyezddés is felelds lehet a megfigyelt hatasok nagy részért, és
megzavarhatja az asztroglidk specifikus valaszainak felderitését célzd tanulmanyok
eredményeit (Andersson et al., 2005).

Szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy az asztrogliak kiilonb6z6 stimulusok, igymint
IL-16 (Sharmaet al., 2007), LPS (Hutchison et al., 2013; Souza et al., 2013; van Neerven et al.,
2010), H2O> (Souza et al., 2013), és laktat (Andersson et al., 2005) hatasara képesek citokinek
¢s kemokinek termelésére, de a kutatasok tobbségében vagy mas kisérleti koriilmények kozott
vizsgaltak az adott citokinek asztroglidlis termelését, mint a mi altalunk alkalmazott kisérleti
elrendezés vagy pedig egyaltaldan nem all rendelkezésre adat az adott stimulus IL-6 vagy IL-10
termelddésre kifejtett hatasarol.

A kiilonboz6 agensekkel (LPS, Mn, NH4Cl, H20>) torténd kezelés eredményeként azt
tapasztaltuk, hogy a sejtes kontroll csoporthoz képest egyik tényezé sem novelte szignifikans
mértékben az IL-termelést.

A kisérleti kortilményeink kozott az LPS egyetlen koncentracio-idé kombinacidoban sem
okozott szignifikans interleukin-termelést, habar a 18 oran at alkalmazott 1000 ng-S
koncentracid jelentds mértékti (de nem szignifikans) IL-6-termelést okozott. Ezzel szemben
van Neerven és mtsai (van Neerven et al., 2010) alacsonyabb LPS-koncentraciot alkalmazva is
mar szignifikans IL-6 és IL-1B termelddést tapasztaltak a mi altalunk alkalmazott sejtkulturaval
megegyez0 tisztasagl asztroglia kulturaban, azzal a kiilonbséggel, hogy az emlitett kutatok egér
asztroglia kuktaran végezték a vizsgalatokat. Egy masik tanulmény az LPS hatasara szintén
szignifikans novekedést talalt IL-1B fehérje expresszid tekintetében mar rovidebb idejii
inkubaciot kovetden is, viszont az LPS esetén alkalmazott koncentraciorol ez esetben nem all
rendelkezésre adat (Liang et al., 2012).

Az LPS-hez hasonldéan a mangan sem idézett el6 az IL-6 / IL-1B-termelésben

szignifikans valtozast.

30



Ismereteink alapjan nincs szakirodalmi adat arra vonatkozdan, hogy a asztrogliak
termelnek-e citokineket mangan hatasara, igy az eredményiink mas irodalmi eredmények
alapjan torténd értékelése nem lehetséges. Mindemellett igazolt, hogy a mikroglidk csak a mar
citotoxikus koncentracio-szintet elér6 mangan hatasara képesek szignifikansan tobb IL-6-0t
expresszalni, amely bizonyos mértékben alatdimasztja az altalunk végzett kisérlet eredményeit
(Filipov et al., 2005). Ugyanez a tanulmany beszamolt arr6l is, hogy a mangan potencirozza az
LPS altal kivaltott IL-6-termelést a mikroglia sejtekben, amely indokoltta teheti az altalunk
hasznalt 4gensek kombinalasat a jovébeni kisérleteinkben.

Az ammonia bizonyitottan kdzponti szerepet jatszik a HE patogenezisében szamos
korfolyamat eldidézése révén (1d. kordbban), de a neuroinflammacidban betoltott szerepérol
kevés adat all rendelkezésre. Ennek ellenére szakirodalmi adatok alapjan feltételezhetd lenne,
hogy az ammonia képes citokin-termelés kivaltdsara, ugyanis ammonidval kezelt asztroglia
kultarakban a nuclear factor kB (NFKB) aktivacidja kovetkezik be (Sinke et al., 2008), amely
egy olyan transzkripciés faktor, amely szdmos citokin és kemokin génjének transzkripcidjat
képes aktivalni (Schetter et al., 2010). Egy in vitro kisérlet 5% valamint 10 % mikroglia arany
mellett vizsgélta az asztroglidk ammonia hatasara bekovetkezd TNF-a, IL-6 és IL-18B
termelését, de az eredményei szerint egyik sejtkultirdban sem volt mérhetd szignifikdns
valtozas (Andersson et al., 2005). Ennek ismeretében a mi kisérleti elrendezésiinkben az elébb
emlitett kutatasban alkalmazott ammonia dézisdhoz képest magasabb koncentracid is
megvizsgalasra keriilt, de igy sem volt mérhetd statisztikailag relevans kiilonbség a citokin-
termelésben. Egy asztroglia kultiran végzett kisérlet eredménye igazolta, hogy 24 oOrés
ammonia-kezelés hatasara aktivalodik a p38 MAPK utvonal (Pan et al., 2010), amely viszont a
mikroglia sejtekben szerepet jatszik az ATP altal indukalt IL-6 termelésben (Shigemoto-
Mogami et al., 2001), tehat ezek alapjan feltételezhetd, hogy ha a késébbiekben az inkubaciods
1doét a kisérleteinkben megndveljiik, mar szignifikdns kiilonbség lesz mérhetd az IL-6
termelésben.

A H20; egy szakmailag megalapozott és altalanosan elfogadott 4gens az oxidativ stressz
kivaltasara (Bi et al., 2008; Hamdi et al., 2011; Quincozes-Santos et al., 2009), de ennek
szignifikans mértékli oxidativ stresszt a sejtekben, hogy emellett jelentés mértékii sejthalalt
nem okoz. Emellett a kisérleteinkben ROS-mérésként alkalmazott CM-DCFH-DA hasznalati-
protokolljat csak kisebb valtoztatasokat kovetden lehetett adaptalni az asztroglia sejteken

torténd vizsgalatokra.
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A HOz-vel torténd inkubacio, a tobbi vizsalt agenshez hasonléan, nem okozott
szignifikans novekedést a sejtkultarak citokin-termelésében, melynek értelmezése a hianyzo
szakirodalmi adatok tiikrében nehézkes. Ismereteink szerint ezidaig minddsszesen egy
tanulmany vizsgalta a H2O; altal bekovetkez6 citokin-termelést asztroglia sejtekben, de ebben
az esetben a TNF-a fehérje expresszidjanak mérését végezték el felnbtt asztroglia sejteken
(Souza et al., 2013).

Kiemelend6, a H2O7 asztrogliakra gyakorolt hatasa, hiszen ezen agens hatasara, még ha
nem is szignifikans modon, de cs6kkent a termelt IL-mennyisége a kontroll sejttenyészethez
képest. Ezen eredmény egyik lehetséges okaként szolgalhat, hogy bar az el6zetes kisérletekben
bedllitottuk az optimalis H202-koncentraciot, méréseink sordn mégis jelentés mértékil
sejtelhalas kovetkezett be, mely szarmazhat a H20> tulajdonsagaibol valamint a ROS-mérés
érzékenységébdl adoddan. Bar nem végeztiink tovabbi vizsgalatokat erre vonatkozoan,
szakirodalmi adatok alapjan is tudni lehet, hogy a peroxiddal val6 munka nagyon nehézkes, a
reagensek érzékenysége ¢€s labilitasa miatt.

Ezen eredmények tanulmanyozasara €és pontosabb megértésére tovabbi vizsgalatok
elvégzésére lenne sziikség, melyeket id6 hianyaban nem tudtunk elvégezni. Feltételezziik, hogy
a kisérleti koriilmények pontosabb kidolgozasa és a laboratoriumi koriilményeinkhez valo
optimalizdlasa szamos olyan tényezd kikiiszobolésére megoldast jelentene, mely a

vizsgalatokat megzavarhatja és az eredményekbdl levont kovetkeztetéseket félrevezetheti.

5.2. Konkluzio

Eredményeink azt mutattak, hogy bar az asztroglidk képesek detektalhatdé mennyiségii
IL-18 és IL-6 termelésére, a vizsgalt faktorok nem okoztak szignifikdns novekedést a
proinflammatorikus citokinek mennyiségében. A kisérletek nem konzekvens eredményei
tovabbi vizsgalatok elvégzését teszik indokoltta.

A multifaktoriais koroktant HE szamos idegrendszert érintd korfolyamata koziil a
neuroinflammaciod kialakulasanak és jelentdségének felderitése tobb vonatkozasaban is fontos
lehet. Elsdsorban a gyulladasos folyamatok terapias vonatkozésa teszi vitathatatlanna a téma
aktualitasat, hiszen egyre inkabb bizonyitdst nyer, hogy szdmos betegségben jelen van a
neuroinflammacio6, mint Iényeges koroki tényezd (Alzheimer, Parkinsons, kronikus fajdalom).

Tavlati céljaink kozé tartozik a kisérleti koriilmények optimalizalasa, illetve tovabbi
mérések elvégzése, az asztrogliak koroki szerepének jobb megértéséhez a HE-ban fellépd

neuroinflammacid soran.
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6. OSSZEFOGLALAS

A hepaticus encephalopathia (HE) egy olyan orvosi- és allatorvosi-jelentéséggel bird
neuropszichiatriai korkép, mely leggyakrabban portoszisztémas sont és / vagy majelégtelenség
kovetkeztében alakul ki. A HE szamos korfolyamata koziil kiemelendd a neuroinflammacio,
mely a HE patogenezisében kiemelt szerepet tolt be, azonban a folyamat még sok részletében
tisztazatlan. Bar a betegség soran fellépd gyulladasos valaszért els6sorban a mikroglia sejteket
teszik feleldssé, szakirodalmi adatok alapjan ismert az asztrogliak citokin-termeld képessége is.
Tervezett kutatdsaink célja az asztroglidk koroki szerepének vizsgalata a HE-ban fellépd
neuroinflammacié folyamataban. Munkank sordn, primer patkany asztroglia sejtkultiraban
vizsgaltuk a kiillonb6zé HE-ban relevans tényezd hatasat az IL-6 és IL-18 termelésre.

Kisérleteinkhez sziikséges volt egy megfeleléen alkalmazhaté in vitro modell
létrehozasa, ehhez 1-2 napos kora Sprague-Dawley patkdnyok agyszovetét hasznaltuk fol. A
primer asztroglia monolayert mentesitettiik a mikroglia sejtektél, melyhez egy mitozis
inhibitort, a citozin f-d-arabinofuranozidot (Ara-C), majd egy lizoszomotrop agenst, a leucin-
metilésztert (LME) alkalmaztuk és a kezelések eredményességét immunfluoreszcencidval
ellendriztiik. A nagy tisztasagu primer patkany asztroglia kultara 1étrehozasat kovetoen, egyes
— a HE patogenezisében bizonyitottan szerepet jatszo — agensek, irodalmi adatok alapjan
beallitott dozisaival kezeltiik a sejtkulturakat és az ezek hatasara bekovetkezd 1L-6 és IL-1B
termelést ELISA modszer segitségével meértilk. A felhasznalt 4gensek a bakterialis
lipopoiszacharid, a mangan, az ammoénia és a hidrogén peroxid (H202) voltak, utobbi az
oxidativ stressz kivaltasara szolgalt. A kisérleteinkben alkalmazott H2O.0ptimalis dozisa -
amellyel kezelve a sejteket kivalthatod az oxidativ stressz allapota anélkiil, hogy az jelentésebb
mértékii sejthalalhoz vezetne - szakirodalom alapjan, valamint korabbi sajat vizsgalataink
eredményeire alapozva keriilt megallapitasra. Ehhez az asztroglia kultirat ndvekvo toménységii
H202-val kezeltiik, majd egyrészt a sejteken beliil termelddott reaktiv oxigén gyokoket (ROS)
mértik meg, 5-6-chloromethyl 2°,7°-dichlorodihydrofluorescein-diacetat (CM-DCFH-DA)
segitségével, masrészt a sejtek elhaldsanak mértékét vizsgaltuk fluoreszcens festési eljarassal
(propidium-jodid).

Eredményeink azt mutattdk, hogy bar az asztroglidk képesek detektalhaté mennyiségii
IL-18 és IL-6 termelésére, a vizsgalt, HE patogenezisében is szerepet jatszo faktorok nem
okoztak szignifikans novekedés az IL-1B és IL-6 termelddésben. A nem konzekvens
eredmények tovabbi kisérletek elvégzését teszik indokolttd az asztrogliak gyulladésos

folyamatokban betoltott szerepének jobb megértéséhez.
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7.  SUMMARY

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome that has importance in
both human and veterinary medicine and is most commonly the consequence of portosystemic
shunt and / or hepatic failure. Among the several pathomechanisms of HE, neuroinflammation
is of paramount importance and plays a significant role in the pathogenesis of HE, still many
details of this process is unknown. Although the inflammatory response present in the disease
is believed to be primarily caused my microglia cells, data from scientific literature proves that
the astrocyte cells also have the ability to produce cytokins and thus induce inflammation. The
aim of our work is to examine the pathologic role of astrocytes in neuroinflammation in HE.
During our study, we examined the effects of different relevant factors in HE on the I1L-6 and
IL-18 production of primary rat astrocyte cultures.

Generation of an applicable in vitro model was necessary for our research, the brain
tissue of 1-2-day old Sprague-Dawley rats were used for this purpose. The primary astrocyte
monolayer was decontaminated of microglia cells with a mitotic inhibitor, cytosine [-d-
arabinofuranoside (Ara-C), then a lysosomotrop agent, leucin-methylesther (LME). The
success of the treatment was checked by immunofluorescence. After creating the pure primary
rat astrocyte cultures, they were treated with agents proven to have a role in the pathogenesis
of HE in doses that were based on data from the literature, and we measured the subsequent IL-
6 and IL-1B8 production by ELISA method. The utilised agents were Dbacterial
lipopolysaccharide, manganese, ammonia and hydrogen-peroxide (H20>), the latter was used
to trigger oxidative stress. The optimal dose of H2O- used in our experiment was determined
by data from the literature and results from our previous studies. During these studies, we
managed to determine the H202 concentration that could provoke the state of oxidative stress
without causing a significant extent of cell death. For this we treated the astrocyte culture with
an increasing concentration of H20», then we measured the reactive oxygen species (ROS)
formed within the cells using an indicator molecule, the 5-6-chloromethyl 2°,7°-
dichlorodihydrofluorescein-diacetate (CM-DCFH-DA), and we examined the extent of cell
death using a fluorescent staining method (propidium-iodide).

Our results have shown that although the astrocytes are able to produce a detectable
amout of IL-16 and IL-6, the studied factors, which all contribute to the pathogenesis of HE,
do not cause a significant increase in IL-18 and IL-6 production. These controversial findings
imply that further examination of the role of astrocyte cells in inflammatory processes is
required.
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kiilonos tekintettel Dr. Reiczigel Jendnek, Abonyi-T6th Zsoltnak, Bajcsayné Fabian Ibolyanak
¢s Dr. Harnos Andreanak a statisztikai kiértékelésekben nytjtott Onzetlen segitségiikért. Egyes
méréseket a Gyogyszertani és Méregtani Tanszéken végeztiink el, igy kiilon kdszonettel
tartozom a Tanszék munkatarsainak, kiilondsképpen Farkas Orsolyanak. Végiil, de nem utolsé
sorban szeretném kiemelni Dr. Koérnyei Zsuzsanna segitségét, aki az MTA KOKI
munkatarsaként az asztroglia kultara létrehozdsdhoz ¢és fenntartdsahoz kapcsolodo
protokollokban nagy segitségilinkre szolgalt.

Végiil halaval tartozom csaladomnak, legfOképpen édesapamnak, hogy végig
figyelemmel kisérte a munkdm menetét és persze kdszondm a barataimnak, akik viddmsagukkal

és lelkesedésiikkel tették gordiilékenyebbé a dolgozat elkészitését.
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Elerhetoseg (e -mail c1m)...x."c.
A feltoltendoé mi c1me....ﬁ£.. k
DUSEPENCWL UDISHAHATA. xsf....r/r* l.J. .‘su..& i NG kHf‘j.r....'.J/.r:l.&f:!.v:\...:35.&2%*;'?5.
A mii megjelenési adatai:... .0 ifi ..... AlC\a»LLA\J\‘i)\% ..............................................

Az atadott fajlok szama: A,

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzd, illetve a szerz6i jogok tulajdonosa nem kizarélagos
jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivalja (a tartalom megvéltoztatdsa nélkiil, a
megOrzés és a hozzaférhet6ség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF forméra
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szdmara
hozzaférheté) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbodl kizardlag biztonsdgi.
visszaallitasi és meg6rzési célbol.

Kijelenti, hogy az 4tadott dokumentum az On mive, és/vagy jogosult biztositani a
megéllapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovébb4, hogy a mi
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki més szerzdi jogat. Amennyiben a mu
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzé1 jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megéallapodésban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzd neve a miivon beliil.

A szerzdi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

< engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé valjanak
)< a vilaghalon,

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

a Konyvtdrban talalhato, dedikalt elérést biztosit6 szamitogépre korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltéltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasasat a

N/
/ N\| konyvtarban.

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

A HuVetA {izemeltetdi a szerz0, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek irdnyaban

nem vallalnak semmilyen felelosséget annak jogi orvosldsdra, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysértd modon visszaélne.

Budapest, 2017 év ...... A ... ho .20 nap

]J(’HL’V /uzlf‘l)(\

alairas
szerzb/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivam — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvidr, Levélidr és Mizeum dltal mitkodtetett
egyetemi és szaktertileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dallatorvos-tudomdny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban osszegyiijise, rendszerezze,
megdrizze, keresheidvé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerti informatikai lehetdségek felhaszndldsdaval biztositja a konnyi, (internetes
kereségépekkel is miikodo) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- amagyar allatorvos-tudomadny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvostudomanyi  E gyetem és az egyittmiikods  partnerek
tudasvagyonanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének névelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elGsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatdsa.
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Alulirott \}C(&L“it\ L{&LEL‘( eiiiiiiiiiii..... Igazolom, hogy
TETTGKMM—%G (a hallgato neve)

A BSLTYO GL U JEITEK.  NEUROWTIHAIN K (.. JOEREPENEK
VWIS GALATH 48P TS ENCEMBL PATIM I Soplan

cim{ szakdolgozatat ismerem, azt beadasra és védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2013, A4 FCL

a témavezetd neve és alairasa
LLlEmana a8 BICeuLd .

tanszék
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Alulirott /DU» ?Wl\’\}@k*\w"\l coiviiiiiiiiiono ... Igazolom, hogy
’FSTH;&L \/\WV\N—\ .. (ahallgaté neve)
AL ROTROCL s SEHERK . AR INFAMIN A SLERE PENEK

Vil CALATHA NEPHTICUS EAUCE PARLCPATIHA A
cimii szakdol gozatat ismerem, azt beadasra és xedesre alkalmasnak tartom.

Budapest, 201%: AL LO ...

DR SARANY. 20LTAN C}) @@_

a témavezetd neve €s alairasa
LELETENL 6T Brod e .

tanszék
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NYILATKOZAT

Alulirott e FE W‘Ek\f\\,\lﬁlwé .................... nyilatkozom, hogy szakdolgozatom,
melynek cime .. HL..ASURG U4 SEHTEW, | Muke W 14 MMRCOS

tartalmi és formai szempontbol teljes mértékben megegyezik azonos cimt, a ... .. LOA%

évi TDK konferencian szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 201%.. 44.. .10 . RO

Tl Uiddno %Hb/ é/\,LL/

a hallgato neve és alairasa
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