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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Amerikai Majkutato Tarsasag (American Association for the Study of
Liver Diseases)

Akut majelégtelenség (Acute liver failure)
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propion sav

Citozin -d-arabinofuranozid

Adenozin-5'-trifoszfat
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Agyi véraramlas (Cerebral blood flow)
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Eurdpai Majkutatd Tarsasag (European Association for the Study of
the Liver)

Emberi Eréforras Fejlesztési Operativ Programa

Zo1d fluoreszcens fehérje (Enhanced Green Fluorescent Protein)
Enzim-kotott immunoszorbens proba (Enzyme-linked immunosorbent
assay)

Fluoreszcens sejtszortirozas (Fluorescence-activated cell sorting)
Gamma-amino-vajsav

Glialis fibrillaris savas fehérje (Glial fibrillary acidic protein)
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Hepatikus encephalopathia

Ionizalt Ca-kotd adaptor molekula 1 (lonized Calcium-binding
Adapter Molecule 1)
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Portoszisztémas sont

Reaktiv nitrogén szarmazékok (Reactive nitrogen species)
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Tumor nekrozis faktor-alfa

Nuclear factor-«xB



3. BEVEZETES

A hepaticus encephalopathia (HE) egy olyan orvosi és allatorvosi jelentdséggel bird
multifaktorialis korkép, amely leggyakrabban majelégtelenséggel és/vagy portoszisztémas
sonttel hozhatd Osszefliggésbe. A HE-t a klinikai tlinetek alapjan négy stadiumra, a maj
diszfunkcidjanak eredete alapjan pedig harom csoportba szokés osztani.

A kutatokat az 1890-es évek oOta foglalkoztatja a betegség megismerése, azonban a
pontos patogenezis még ma sem tisztazott. Az elmult évtized kutatidsi eredményei
bebizonyitottak, hogy a majcirrdzis vezetd és egyben legfontosabb szovodménye a HE. A
human eseteken tal az Aallatorvosi jelentdésége sem elhanyagolhatd, ugyanis tobb
haziallatfajban leirtdk mar a betegséget.

A legtobb tanulmany az ammonia szerepét emeli ki, mint els6dleges neurotoxin, amely
hatasara az asztroglia sejtekben koros duzzadas 1€p fel. Az ammonia mellett a mangén (Mn)
is részt vesz a HE patogenezisében géatolva a mitokondriumok normal miikodését és a
szinaptikus atvitelt. Szamos in situ vizsgalat bizonyitja, hogy HE esetén a GABA-
koncentraci6 is ndvekszik a vérben, amely hozzajarulhat kognitiv zavarok kialakuldsdhoz.
Emellett bizonyitott tény, hogy a szisztémas gyulladasnak, illetve az oxidativ és nitrozativ
stressznek is kiemelked6 szerepe van a HE patogenezise szempontjabol.

Az Elettani és Biokémiai tanszéken korabban mér vizsgaltak in vitro kisérleti
koriilmények kozott a HE patogenezisének egyes aspektusait, mely soran az asztroglia sejtek
proinflammatorikus citokin termelé képességét mérték primer sejttenyészeteken, olyan
agensek hatasara, amelyek igazoltan szerepet jatszanak a korkép kialakuldsaban. Azonban
az asztroglidk in vitro kisérleti koriilmények kozott mért proinflammatorikus citokin
termelése tekintetében nem volt egyértelmiien megallapithato e sejtek valodi szerepe, amely
tovabbi vizsgalatok elvégzését tette indokoltta. Kisérletiink soran két kiillonb6z6 modszerrel
létrehozott nagy tisztasagl asztroglia kulturan vizsgaltuk a sejtek TNF-o és ROS termelését
H202, NH4CI és bakterialis LPS adgensekkel végzett kezeléseket kdvetden.

Dolgozatom az Allatorvostudomanyi Egyetem Elettani és Biokémiai Tanszékén az
Europai Uni6, az Eurdpai Szocidlis Alap (ESZA) EFOP 3.6.2 hallgatoi kutatéi 0sztondij
tamogatasaval készitettem. Kisérleteink 0j ismereteket nyujthatnak arra nézve, hogy a HE
soran fellépd cerebralis korfolyamatokban az asztroglia sejtek milyen modon jarulnak hozza

a proinflammatorikus citokinek, illetve a reaktiv oxigéngyokok (ROS) termeléséhez.



4. IRODALMI ATTEKINTES
4.1 A hepatikus encephalopathiarol altalaban

A hepatikus encephalopathia (HE) az American Association for the Study of Liver
Diseases (AASLD) és a European Association for the Study of the Liver (EASL) k6z0os
definicidja szerint az agymiikddés olyan diszfunkcidja, amely majelégtelenség vagy
portoszisztémas sont (PSS) kovetkezményeként alakul ki (Vilstrup et al., 2014). Bar a
kutatokat régota foglalkoztatja a szindroma megismerése, a pontos patogenezis mai napig
sem ismert (Salgado and Cortes, 2013). Az elsé tudoméanyos kozlés 1893-ban sziiletett a
témaban (Shawcross et al., 2005). Pavlov 60 kutyan portocavalis sontot hozott 1étre Eck,
orosz szarmazasu sebész altal 1877-ben kidolgozott miitéti eljarassal, a portalis véna
¢lettananak tanulmanyozasa céljabol. A mitét utan 10 nappal a kutydkon ataxiat,
gorcsrohamokat, ingerlékenységet, komatdzus allapotot tapasztalt. Amennyiben a kutyakkal
hust etetett, allapotuk jelentésem romlott, ezzel szemben, ha tejet vagy kenyeret kaptak, a
tiinetek kevésbé jelentkeztek (Hahn et al., 1893). A human gyogyaszatban megismert esetek
alapjan Salgado and Cortes (2013) a HE-t a klinikai tiinetek alapjan négy stadiumra osztotta.
Az els6 stadiuml betegekre enyhe zavarodottsdg, ingerlékenység és étvagytalansag
jellemz6. A masodik stadiumban a levertség, ataxia ¢és orientacios zavarok, a harmadikban
pedig zsibbadas, rohamok és nyalzas a legfobb tiinetek. Az utolsd stadium elfekvéssel,
komatdzus allapottal és végiil halallal jar. Ferenci és mtsai. (2002) a m4j diszfunkciojanak
eredete alapjan csoportositottdk a szindromat. Az ,,A” csoportba az akut majelégtelenség
(ALF) kovetkezményeként kialakuld, a ,,B” csoportba a PSS-el Gsszefiiggésbe hozhato, a
,C” csoportba pedig a majcirrdzis €s portalis hipertenzidé eredményeként 1étrejové HE-t
soroltak. Az elmult évtized kutatasi eredményei megmutattak, hogy a méjcirrozis vezetd €s
egyben legfontosabb szovédménye a HE (Bajaj et al., 2016; Ferenci et al., 2002). A
kutatdsok eredményébdl kovetkezéen az AASLD ¢és EASL kozdsen kidolgozott egy uj
nomenklatirat, hogy sikeresebbé tegye a szindroma kezelését a gyakorlatban. A betegség
tobbdimenziods volta miatt az (1j itmutatd nemcsak kiilonbozé tipusokba €s tazisokba sorolja,
hanem négy tengelyben foglalja 6ssze a betegség lefolyasat (1.tablazat). Az 0j megkozelités
elénye, hogy a korabbi irdnyelveket is magéaba foglalva egy pontosabb rendszert allit fel a

HE klasszifikéalasara (Bajaj et al., 2017).



1.tablazat: A betegség lefolyasa az AASLD és EASL ko6zosen kidolgozott Gj ttmutatdja szerint.

Tipus Lefolyas Kialakulasa
A Epizédikus )
Spontan
B Visszatéro
Precipitalo
. tényezok altali
C Perzisztens

4.2 Patogenezis

Annak ellenére, hogy tobb mint 100 éve foglalkoznak a korkép patogenezisével, ma is
hianyosak ismereteink a HE-t illetéen. A legfontosabb limitalo tényez6, hogy az agyat érint6
betegségek in vivo vizsgalata meglehet6sen nehéz. A legtobb irodalmi adat in situ vagy in
vitro modellek hasznalataval sziiletett, ezek azonban nem alkalmasak arra, hogy a HE-t a
maga komplexitasaban megértsiik. A korkép patogenezisében fontos szerephez jutnak egyes
neurotoxinok, megvaltozott neurotranszmisszid, kérosodott ingeriiletatvitel, megvaltozott
agyi energiametabolizmus, szisztémas gyulladas, valamint a vér-agy gat karosodasa (Ferenci
etal., 2017, Aldridge et al., 2015).

4.3 Neurotoxinok

A legtobb tanulmany az ammonia, mint elsddleges neurotoxin szerepét emeli ki a
korkép patogenezisében. Az ammonia legfontosabb forrasa a béltraktus, azon beliil az
enterocitak és a bélflora egyes mikroorganizmusai (Ferenci, 2017). Az ammonia szerepét
elséként Nencki és mtsai. (1896) vizsgaltak portokavalis sonttel rendelkezé kutyakon.
Amennyiben a kutyakkal fehérjében dus taplalékot etettek, az allatok allapota sulyosan
romlani kezdett, ezért a szindromat huas intoxikacionak nevezték el. A kezelések hatasara az
allatok el6szor komatozus allapotba keriiltek, majd elpusztultak. Matthews (1922) szerint a
hus intoxikacio legfébb okozodja az ammonia. Gabuzda és mtsai. (1952) a majcirrdzisban
szenvedd human betegek asciteses tiineteit oOlyan kation cserélé gyantaval probaltak
enyhiteni, amely a gyomor-béltraktusbol nem szivodik fel és megkdti a béltraktusban
keletkezé bikarbonatot, helyette pedig ammoéniumiont ad le. A kezelés eredményeként a
betegek a HE jellemz6 neuroldgiai tiineteit mutattak. Phear és mtsai. (1955) szerint a
majbetegek komatozus allapota a vérben megemelkedett ammonia koncentracio eredménye.
Mai tudasunk szerint az egészséges maj a karbamid ciklus révén detoxifikalja a vérben

talalhatd ammonia teljes mennyiségét. A ciklus soran az ammoniabol karbamidot képez,



amellyel védi a szervezetet az ammonia toxikus hatasaitol. A majbetegek vérében az
ammonia koncentracid ndvekedése a maj diszfunkcidjanak eredménye (Ferenci, 2017). Az
agy azonban alternativ szerepet jatszhat a detoxikacidban. Az agyban az asztroglia sejtek
felel0sek az ammonia elimindlasaért, a szinte kizardlag ebben a sejttipusban megtalalhat6
glutamin-szintetaz enzim révén, mely a glutamin szintézisét katalizalja ammonia és glutamat
felhasznalasaval. gy a hiperammonémia a glutamin felhalmozodasat eredményezi az
asztroglia sejtekben (Haussinger et al., 2000; Suarez et al., 2002;). A névekv6 glutamin szint
miatt n6 az intracellularis ozmolaritas, amelynek eredményeként az asztroglia sejtekbe
folyadék aramlik. Ezen sejtek duzzadasa agyi 6déma kialakulasahoz vezet, amely fatalis
kovetkezményekkel jarhat (Gorg et al., 2013; Bernal et al., 2007). Egy masik elmélet szerint
az asztrocitak azért duzzadnak meg, mert a glutamin egy hisztidin érzékeny hordozon
keresztiil bejut a mitokondriumba (Albrech et al., 2000). A mitokondrium belsé membranjan
a foszfat aktivalta glutaminaz enzim (PAG) katalizalja a glutamin hidrolizisét ammoniara és
glutamatra (Laake et al., 1998). Az igy kialakuld6 extrém magas ammonia szint
mitokondrialis permeabilitas tranziciot (MPT) és reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzodését
indukalja. A ROS és az MPT aktivaljak a mitogén altal aktivalt protein (MAP) kinazt, amely
végiil az asztroglia sejtek intracellularis térfogatszabalyozasanak hibajat eredményezi
(Jayakumar et al., 2006). Hasonl6 folyamat jatszodik le PSS esetén is, azonban ebben az
esetben az ammonidban dis vér a maj megkeriilésével jut a szisztémas vérkeringésbe

(Holecek, 2015).
4.4 Mangan

Az ammonia mellett a mangan (Mn) is részt vesz a HE patogenezisében (Krieger et
al., 1995; Spahr et al., 1996). Mind a hepatocitak, mind az asztrocitak specifikus Mn
transzport rendszerrel rendelkeznek (Aschner et al., 1992; Schramm et al., 1986). A Mn
fontos kofaktora a szuperoxid-dizmutaz ¢és glutamin-szintetiz enzimeknek a kozponti
idegrendszerben (Wedler et al., 1984), azonban ALF esetén megné a mennyisége a
szisztémas vérkeringésben (Zieve et al., 1989). A Mn gatolhatja a mitokondriumok
anyagcseréjét és normal milkodését, valamint befolyasolhatja a gliasejtek gyulladasos
aktivitasat. Tovabba megzavarja a szinaptikus atvitelt és a glia-neuron interakciot (Perazzo
etal., 2012; Takeda, 2003; Takeda et al., 2002). A mangan az els6 fém, amelyrdl felismerték,
hogy apoptozist indukalhat a kozponti idegrendszerben (Perazzo et al., 2012).



4.5 Neurotranszmisszio és az energiahaztartas

Szamos neurotranszmitter rendszert vizsgaltak mar kiilonboz6 kisérleti modellekkel.
A legtobb publikacié alapjan HE esetén valtozas torténik a gamma-aminovajsav (GABA)-
erg (Schafer et al., 1982), dopaminerg (Fischer et al. 1982), serotoninerg és a glutamaterg
neurotranszmitter rendszerekben (Ferenci, 2017). Jol ismert tény, hogy a GABA az egyik 6
gatld neurotranszmitter az emlésok agyaban. Schafer ¢és mstai. (1982) HE kisérleti
modelliikben megndvekedett GABA koncentracidt tapasztaltak a vérplazmaban és a
cerebrospinalis folyadékban. Kisérletiikkkel bebizonyitottadk, hogy a bélflora altal termelt
GABA atjuthat a vér-agy gaton ¢s igy hozzajarulhat a HE soran létrejovo neuralis gatlashoz.
A glutamat excitatoros neurotranszmitter az emlésok kdzponti idegrendszerében metabotrop
¢s ionotrop receptorokhoz kotédhet (Mayer and Westbrook, 1987; Fischer et al., 1971). Az
ionotrop receptoroknak harom tipusa van, az NMDA, AMPA és kainat receptorok. Az ALF
az NMDA receptorokat aktivalja, igy az intracelluldris Ca®" szint megemelkedik
(Hermenegildo et al., 2000). A Ca?* kétédik a calmodulinhoz, amelynek segitségével szamos
enzimet aktivalhat, példaul a neuralis NO-szintetazt, mely az extracellularis cGMP szint
emelkedését okozza. Akut hiperammonémia esetén az aktivalt NMDA receptorok hatasara
az ATP raktarak kimeriilnek az agyban, megvaltozik az agy metabolizmusa, ndvekszik a
laktatat, piruvat és mitokondridlis [NAD']J/[NADH], illetve csokken a cytosol
[NAD*]/[NADH] tartalma (Hindfelt and Siesjo 1971; Hawkins et al., 1973; Hindfelt et al.,
1977; Kosenko et al., 1993). A kovetkez6 1épésben csokken az ATP szintje is (Schenker et
al., 1967; Hindfelt et al., 1977; Kosenko et al., 1993, 1994). A megvaltozott metabolizmus
és az ATP szint csokkenése lehet az oka az ammonia indukélta koméanak és haldlnak
(Kosenko et al., 1994). Az aktivalt NMDA receptorok hatasara emelkedik a NO képzodése.
Ennek eredményeként csokken a glutamat-szintetdz enzim aktivitasa, amely az ammonia
eliminaciojanak csokkenésével jar (Kosenko et al., 1995, 1998). Az akut és kronikus
hiperammonémia kiilonb6z6 modon befolyasolja az NMDA receptorhoz kapcsolodo
jelatvitelt. A fenti eredmények egyértelmiien azt mutatjak, hogy az ALF a vérben magas
ammonia koncentracioval az NMDA receptorok tulzott aktivalodasahoz vezet, amely
szamos agyi elvaltozasért és az allatok halalaért felelés (Llansola, 2007). A kronikus
hiperammonémia gatolja a glutamat-NO-cGMP ttvonalat (Felipo et al., 1988; Azorin et al.,
1989). A legfrisseb kutatasok aldtdmasztottak, hogy a glutamat-NO-cGMP tutvonal és a
cGMP modulaljak a tanuléds és a memoria egyes formait (Danysz et al., 1995; Yamada et al.,

1996; Bernabeu et al., 1996, 1997; Chen et al., 1997; Prickaerts et al., 1997, 2002; Meyer et



al., 1998; Smith et al., 2000). Ebbdl kovetkeztetve valoszinl, hogy a glutamat-NO-cGMP
utvonal mukddésének karosodasa kronikus majelégtelenségben hozzajarulhat kognitiv

zavarok kialakuldsdhoz (Llansola et al., 2007).

4.6 Szisztémas gyulladas — HE

Majkarosodas esetén gyakoriak a fertézések és/vagy a hepatocita sejtek pusztulasabol
szarmazo szisztémas gyulladas (Licinio et al., 1997). A szisztémas gyulladas fontos szerepet
jatszik a HE patogenezisében (Pedersen et al. 2007; Wright and Jalan 2007), amelyet szamos
in situ (Tanaka et al., 2006; Marini and Broussard 2006; Cauli et al., 2007; Jover et al., 2006;
Wright et al., 2007) és in vivo kisérlet bizonyit (Shawcross et al., 2004; Shawcross et al.,
2007; Shawcross et al. 2011; Montoliu et al., 2011). A szisztémdas gyulladas soran
felszabaduld citokinek harom uton keriilnek kapcsolatba a kdzponti idegrendszerrel (Licinio
and Wong, 1997):

e A szisztémdas gyulladds soran termelddott citokinek és a kozponti idegrendszer
kapcsolataban kulcsfontossagl tényezo a vér-agy gat integritdsa. Mint szabalyzo
feliilet, a vér-agy gat szelektiv modon képes az IL-1a, IL-1p (Banks et al., 1989,
1991, 1993, 1994), IL-1 receptor antagonista (Gutierrez et al., 1994), IL-6 (Banks et
al., 1994b) és tumor necrosis factor-o (Gutierrez et al., 1993; Pan et al., 1996, 2003,
2006; Osburg et al., 2002) transzportjara. A szallitott citokinek fontos szerepet
jatszanak a neurodegeneracid folyamataiban (Banks et al., 1988, 1996; Pan et al.,
2001). Azonban a legfrisseb irodalmi adatok alapjan az asztrocitak és a mikroglidk
1s képesek gyulladasra ¢€s sériilésre adott valaszként IL-1B, IL-6 ¢és TNF-a
termelésére (Hutchison et al., 2013;).

e Az agyban lévé mikrovaszkularis endotél sejtek a vér-agy gat anatomiai alapjat
képezik. Az endotél sejtek kozvetlen kapcsolatot létesitenek az asztrocitdkkal. A
szisztémasan képzddd IL-1P, TNF-a és felszabadulo LPS-ok hatasara a
mikrovaszkularis endotél sejtekben NO-szintetdz enzim expresszalodik, amely NO
termelést eredményez (Iwahashi et al., 1999; Okuda et al., 1995; Oleszak et al., 1997;
Tranetal., 1997; Van Dam et al., 1995; Zhang et al., 1997). NO hatasara megvaltozik
az endotél sejtek permeabilitasa (Al-Naemi and Baldwin, 1999; Al-Naemi and
Baldwin, 2000; Johnston et al., 1999; Schutte et al., 2001), amely lehetdséget ad az
glutamaterg neurotranszmissziot és megnoveli a periférias tipusii benzodiazepin

receptorok szamat az agyban (ltzhak et al., 1994), amely folyamat hozzajarul a



celluléris ozmotikus egyenstly felboruldsdhoz (Vries et al., 1996; Falsig et al., 2004).
Azt is megfigyelték, hogy tartds citokin hatasra ndvekszik az agyi perfuzid, ennek
pontos oka azonban még nem ismert (Jalan et al., 2004).

e Az autonom idegrendszer altal beidegzett szervek képesek kozvetlen modon jelet
kiildeni a kozponti idegrendszernek (Szelényi, 2001). Példaul az IL-1 receptorok
megtalalhatoak végig a nervus vagus lefutasi teriiletén, valdszintileg a dentritic-like
sejteken helyezkednek el az idegparenchyméban, valamint a paraganglionalis

sejtekben a n. vagus koriil (Goehler et al., 1997).

4.7 Az agyi véraramlas

Az agyi véraramlas (CBF) jelentds mértékben fiigg az artérias vér széndioxid (COy)
tartalmatol, azonban az artérids kdzépnyomas valtozasa csak kismértékben befolyasolja az
agyi vérellatast, ugyanis az artérids vérnyomas esése esetén agyi erek dilatacioja csdkkenti
az ellenallast, igy a vérellatas allandé maradhat (Paulson et al., 1990). Olyan betegeknél,
akik majcirrézisban, és egyidejiileg a HE szubklinikai forméjaban szenvednek (in. minimal
al., 1987). A CBF csokkenésének pontos patofiziologiai okai még nem ismertek, de
feltehetden a majban felszabadulo toxikus anyagok allnak az elvaltozas hatterében (Larsen,
1996). ALF fennallasakor a CBF kezdeti csokkenése tapasztalhatd, ami hasonld
mechanizmusokat tlikrozhet. Azonban ismert, hogy agyodéma esetén a CBF novekszik
(Bihari et al., 1986). Wendon és mtsai. (1994) harminc ALF-ben szenvedd beteg
nagyrészénél a CBF csokkenését tapasztaltak, azonban egy kés6bbi vizsgalat az ALF-ben
szenvedd betegek 24%-a CBF novekedést mutatott egyidejii agyodémaval és magasabb

mortalitasi arannyal (Aggarwal et al., 1994).

4.8 Oxidativ és nitrozativ stressz

Az ammonia, hyponatraemia, benzodiazepinek és gyulladasos citokinek hatasara az
asztrocitakban megnd a reaktiv nitrogéngyokok (RNS) és ROS produkcidja. Az ammonia
altal stimulalt NMDA receptorok csokkentik az antioxidans enzimek aktivitasat és novelik
a szuperoxid-anionok termelését (Hilgier et al., 2003; Norenberget al., 2004). Raadasul a
neutrofil anyagcsere, mint potencialis ROS forrés, egy szisztémads vagy lokalis gyulladdsos
allapotot is fenntart, illetve az ammoniabol képz6dé glutamat szintén fokozza az asztrocitak
aktivitasat. A RNS és a ROS fehérjeszintézist karositd hatasaikkal hozzajarulhatnak a HE-
ra jellemz6 kognitiv zavarok kialakuldsdhoz (Albrecht and Norenberg, 2006; Hiussinger et

al., 2008).
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4.9 Neuroinflammacio

A kozelmult kutatasi eredményei alapjan fény deriilt arra, hogy a neuroinflammacio,
azaz az idegszovet gyulladdsa szdmos kozponti idegrendszeri érintettségli korkép
patomechanizmuséaban szerepet kap, ugymint a Parkinson-kor, Alzheimer-kor vagy épp az
epilepszia (Wang et al., 2015; Heneka et al., 2015; Aronica et al., 2017) Mindemellett egyre
betoltott terapias lehetdségeirdl (Rodrigo et al., 2010; Bémeur et al., 2010; Chastre et al.,
2012). A neuroinflammacié legfontosabb sejtes szereploi a mikrogliak, azonban az
asztroglidk szerepe sem elhanyagolhato citokin-termeld képességiik révén (Forshammar et
al., 2011; Choi et al., 2014). Asztroglia kultirakon tobbféle agens hatasara citokinek
termelését tudtdk mérni. Tobbek kozott LPS és IL-18 hatisara is gyulladdsos valaszt
detektaltak primer asztroglia kulturakban (Sharma et al., 2007; Lieberman et al., 1989). Az
asztrogliak neuroinflammacios szerepének vizsgalata soran alkalmazott in vitro modellek
mindig tartalmaznak csekély szamu mikrogliat, igy nem zarhato ki annak a lehetésége sem,
hogy az esetleges gyulladasos vélasz ezen sejtektdl ered. Ezt tdmasztja ald Andersson és
mtsai. (2005) kutatasa melyben a laktat hatasara eltéré gyulladasos citokin valaszt kaptak
attol fiiggden, hogy az asztroglia kultira hany szazalék mikrogliat tartalmazott. Hasonlo
eredményekrdl szamoltak be az LPS hatasara is (Barbierato et al., 2013; Welser et al.,2013).
Ezek alapjan megallapithat6, hogy az asztrogliak neuroinflammacioban betoltott szerepe

maig nem teljesen tisztazott.

4.10 Az asztroglia tenyészet mikroglia mentesitése

Cytosin arabinosid (Ara-C)

Az Ara-C antimitotikus tulajdonsagti hatdanyag, melyet akut myelocytas leukémia
kezelésére is hasznalnak a human orvoslasban (Yates et al., 1982). A tenyészetet akkor
érdemes a hatéanyaggal kezelni, amikor az konfluenssé valik. Ezen a ponton az asztrocitak
proliferacidja a kontakt inhibicid miatt rohamosan lecsokken, a mikroglidk pedig gyors
osztodasba kezdenek. A legtobb protokoll 5—10 uM -os koncentraciot hasznal 2-5 napig tarto
inkubacioval (Saura, 2007). Hewett ¢s mtsai. (1993) 8 uM-0s Ara-C oldattal kezelték
konfluens sejttenyészeteiket. A kétnapos inkubaciot kovetden immunhisztokémiai és

morfologiai vizsgalatokkal tobb mint 97%-o0s asztroglia tartalmat mértek.
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L-leucin-metil-észter (LME)

Az L-leucin-metil-észter (LME) lizoszomotrdp szer, amelyet eredetileg a makrofagok
szelektiv pusztitasara hasznaltak (Thiele et al., 1983), de alkalmas a mikrogliak (Giulian et
al., 1993; Guillemin et al., 1997) és oligodendroglia-sejtek (Hewett et al., 1999) szamanak
kell kezelni a konfluens sejttenyészetet 6-12 o6ra inkubacioval (Bowman et al., 2003;
Simmons and Murphy, 1992). Hamby és mtsai. (2005) magasabb koncentracioju (50-75
uM) LME oldatot hasznaltak, rovidebb ideig tartd inkubacioval (60-90 perc), azonban az igy
nyert sejttenyészet még mindig nagy szamban tartalmazhat mikroglia sejteket.

Clodronat

A clodronat a biszfoszfonatok csalddjaba tartozé hatdanyag, amelyet széles korben
alkalmaznak osteolitikus betegségek kezelésére az osteoclast gatld hatasa miatt (Russel and
Rogers, 1999). Jol ismert, hogy a clodronat apopto6zist indukal makrofagokban (Monkkonen
et al., 1994), igy azok eliminalasara hasznalhat6 in vivo koriilmények kozott (Popovich et
al., 1999). Molekulaja hidrofil tulajdonsagu, ennek kdszonhetéen nehezen jut at a foszfolipid
membranokon (Russel and Rogers, 1999), ezért egy liposzoma altal kozvetitett
intracellularis clodronat leadast fejlesztettek ki (Monkkonen and Heath, 1993). Kumamaru
¢s mtsai. (2012) alacsony dézisu liposzomalis clodronattal (100 pg/mL,) kezeltek primer
asztrocita sejtkulturakat. A 12 6ras inkubaciot megelézden 13.1 + 0.8%-ban, azt kdvetden
pedig 0.7 + 0.2% -ban tartalmazott mikroglidkat a tenyészet. Az irodalmi adatok alapjan a
clodronat kezelés megbizhatoan miikddik, azonban az Ara-C és LME szélesebb korben
hasznalt. (Mareket al., 2007; Jauneau et al., 2006; Marek et al., 2008).

Razatas

Az eljaras alapja, hogy az asztrocita sejtek Iényegesen nagyobb erdvel kapcsolodnak
a sejttenyészté flaska falahoz, mint a tobbi gliasejt tipus (Ponomarev et al., 2005). A
kitiltetésiikt6l szamitott 7-8. napon, amikor a tenyészet konfluenssé valik, a mikrogliak és az
egyeb sejtféleségek az asztrocita kultura f6lé rétegzédnek (Giulian and Baker, 1986). A
mikrogliak eltavolitisdhoz kezdetben a sejttenyészto flaskat 30 percen keresztiil 180 rpm-tel
kell razni, majd a feliiliszot le kell onteni (Siao and Tsirka, 2002; Armstrong, 2002). A
mintat ilyenkor érdemes visszapotolni friss médiummal, majd 240 rpm-tel 6 6ran keresztiil
ujra razatni (Armstrong, 2002). Schildge és mtsai. (2013) ezzel az eljarassal 98%-ban

asztroglia sejteket tartalmazd tenyészetet tudtak létrehozni.
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Magneses sejtszortirozas

Az eljaras lényege, hogy a szeparalni kivant sejttipusok adott sejtspecifikus fehérjéje
ellen termelt ellenanyagokat magneses gyongyokhoz kotik, igy a gyongyokhoz kotott
ellenanyag segitségével kivalogathato egy adott sejttipus. Amennyiben a jelolt és jeldletlen
sejteket tartalmazo folyadékot magneses térbe helyezett szeparald oszlopon keresztiil
aramoltatjak, a jelolt sejtek az oszlopban maradnak. A magneses tér megsziintetésével a
jelolt sejtekben dus folyadék az oszlop aljan 6sszegytjthet6. Annak alapjan, hogy a jelolt
vagy a jeloletlen sejttipusbol szeretnénk tiszta populaciot eldallitani, elkiilonitiink negativ és
pozitiv magneses szelekciot (Miltenyi et al., 1990). Ezt az eljarast a human orvoslasban a
limfocitak (Semple et al., 1993), dendritikus sejtek (Schmitz et al., 1993), granulocitak
(Hansel et al., 1991), és megakariocitdk (Schmitz et al., 1994) szeparaldsara is hasznaltdk.
Marek ¢és mtsai. (2008) a mikroglidk sejtfelszini markerei ellen termelt ellenanyagokat
jelolték meg magneses részecskékkel. A szeparalassal 95-97%-ban asztroglia sejtekbdl allo
kultarat tudtak létrehozni, mely gliasejteket egyaltalan nem tartalmazott.

Fluoreszcens sejtszortirozas (FACS)

Az eljaras lehetové teszi a szabadon tszo fluoreszcensen jelolt sejtek szeparalasat
toltésiik alapjan. A berendezésben a sejtszuszpenziot egy olyan vékony csében aramoltatjak,
amelyben a sejtek csak egyesével képesek haladni. Miel6tt a szuszpenzio elhagyja a fivoka
hegyét, egy razdberendezés a szuszpenziot apro cseppekre osztja, tgy, hogy egy cseppbe
egy sejt jusson. Ezutan a favokat elhagyo cseppek elektromos toltést kapnak aszerint, hogy
tartalmaznak-e fluoreszcensen festddo sejtet. A cseppek elektromos térbe vezetve toltésiik
alapjan szeparalhatok (Leonard et al., 2002). John és mtsai. (2008) transzgenetikus egerekbdl
izolaltak asztrocitakat, melyek z6ld fluoreszcens fehérjét (EGFP*) expresszalnak. Az

eljarassal 99%-ban asztrocitakat tartalmazé sejtszuszpenziot hoztak 1étre.

4.11 Kutatasunk hipotézise

A Elettani és Biokémiai Tanszéken kordbban elvégzett kisérletek nem konzekvens
eredményei tjabb kutatasok elvégzését tettek indokoltta. A kdozelmultban az asztroglia sejtek
HE-ban bet6ltott szerepének megismerésére iranyuld tanszéki vizsgalatok soran az irodalmi
adatokkal szemben, a nagy tisztasagl asztroglia kultirabdl all6 in vitro modelliinkben nem
tapasztaltunk proinflammatorikus citokin termelés ndvekedést a korképben igazoltan koroki
szereppel bird agensek hatasara. Feltehet6en az asztroglidknak tulajdonitott citokin termelés
hatterében a sejtkultarakban elhanyagolhatonak tiind mikroglidk szerepe all. Kutatdsunk

hipotézise, hogy az asztrogliasejtek onmagukban nem képesek proinflammatorikus
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citokinek termelésére. A nemzetkozi publikaciokban leirt asztroglialis citokin termelés pedig
a kiilonbdzd mikroglia gyéritési modszerek ellenére is fennmarad6 csekély mennyiségii
mikroglianak tulajdonithatd, vagy egy idaig kevésbé ismert mikroglia-asztroglia

kolcsonhatas eredményének.
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5. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteinkhez Sprague-Dawley patkanyokat hasznéaltunk, tartdsuk standard
koriilmények kozott, 12 o6ra sotét €s 12 ora vilagos periddust biztositd mesterséges
megvilagitas mellett, a hatdlyos jogszabalyok figyelembevételével (engedélyszam: XIV-I-
001/2202-4/20/12 és PEI/001/665-8/2015) tortént, a szaraz tap és az ivoviz ad libitum allt

rendelkezésiikre.

5.1 Asztroglia sejtkultura létrehozasa

A nemzetkozi publikaciok alapjan jol ismert, hogy az asztrocitak ¢s gliasejtek egyarant
képesek proinflammatorikus citokinek termelésére, ezért az asztroglia sejtek koroki
szerepének tisztdzdsdhoz nélkiilozhetetlen feladat az asztroglia sejtek izolalasa és
tenyésztése. A tanszék korabbi kutatasaihoz hasonloan, a sejttenyészetek 1étrehozasadhoz 1-
2 napos Sprague-Dawley patkanyok teljes agyszovetét hasznaltuk.

A sebészeti eljarast megel6zden eldhiitottiink 30 ml amfotericin B-t tartalmaz6 foszfat
puffert az eltavolitott agyak fogadasara. A gyors dekapitalast kdvetéen a bor, majd a
koponyacsont eltavolitdsa kovetkezik, melyekhez a kontaminacio elkeriilése érdekében
kiilon eszk6zoket hasznaltunk. Ezutan a teljes agyszovet kiemelésre kertilt sor, amelyet az
amfotericin B-t tartalmazo foszfat pufferbe helyeztiink. A sejttenyészetiink vérsejtekkel vald
kontaminaciojanak elkeriilése céljabol sztereomikroszkép alatt  eltavolitottuk az
agyhartyakat, majd a preparatumokat kalciummentes PBS oldatba helyeztiik. Ezt kdvetden
pipettaval leszivtuk a PBS oldatot az agyhartyaktol megtisztitott szervekrdl. A sejttenyészet
létrehozasanak kulcsfontossdgu 1épése a sejt-sejt €s sejt-extracellularis matrix kozotti
kapcsolatok felbontasa, ezért az agyszovetet aprd darabokra szeleteltiik és 10 percen
keresztiil 2,5%-os tripszin, valamint 5 mg/ml DNaz oldatok elegyében, 37 °C-on inkubaltuk.
Az igy létrehozott homogenizdtum enzimatikus emésztését eldmelegitett tapoldattal (5
ml/agy) allitottuk le. Az el6bb emlitett tapoldat elokészitéséhez 263 ml Minimal Essential
Medium Eagle-t, 25 ml 10%-o0s fotalis borjusavot (FCS) és 6 ml 4 mM-os Glutamint
hasznaltunk. A bakteridlis kontaminaci6 megel6zése érdekében 3 ml 2,5 ug/ml-
kevertiink a médiumhoz. A sejtkiiiltetés fazisdban az igy nyert sejtszuszpenziot Petri-
csészékbe helyeztiik, melyekhez tovabbi 5 ml tapoldatot mértiink. Az igy elkészitett Petri-
csészéket utolsd 1épésként 5% COz-ot tartalmazo, 37°C-0s hémérsékletii inkubatorban

taroltuk 12-24 6ran keresztiil.
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Az elhalt sejtekb6l felszabadulé anyagceseretermékek gatoljak az asztroglidk
osztodasat és fejlodését, ezért fontos 1épés a kiiiltetett sejtek szovettormelékektdl valod
megtisztitdsa. A Petri-csész€k aljara kitapadt asztroglidkrol a sejtkiiiltetést kdvetden 12-24
ora inkubdcié utan eltavolitottuk a tenyésztdmédiumot, majd 37 °C-os friss médiummal
oOblitettiik at a sejteket. A mosasi eljarast 24 oraval késébb megismételtiik. Az €16 asztroglia
sejtek felhasznaljak a rendelkezésiikre allo tapanyagokat ¢és ezzel egyidGben
anyagcseretermékeket bocsatanak kornyezetiikbe, ezért a sejttenyésztd médiumot 2-3
naponta sziikséges cserélniink. A tanszék korabbi kisérletei alapjan 2-3 hét alatt alakul ki
konfluens sejttenyészet, melyet a 1. és 2. abra szemléltet.

Az asztroglia sejtek ardnyat inverz fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss Axio Vert.Al)
ellendriztiik a tenyészetekben. Vizsgalataink soran GFAP (glialis fibrillaris savas fehérje) és
DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol) markerek alapjan 85-90%-0s asztroglia aranyt
allapitottunk meg (3. abra).

1. abra: A 10 napos primer asztroglia kultira fénymikroszkopos felvétele. A
kiiiltetést kovetden 10 nappal az asztrocita sejtek még nem fedik le a
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2. abra: 3 hetes konfluens primer patkany asztroglia kultira fénymikroszkopos felvétele. Az alacsony
sejtstirliség kovetkeztében kifejezetten nyilvanyos asztrocitakat lathatunk a felvételen.

3. abra: A GFAP ¢és DAPI festés. Kék szinnel 1athato a DAPI markerek alapjan megfestett 6sszes sejtmag.
Az asztroglia sejtek nyulvanyaiban el6forduldo GFAP strukturalis fehérjék az alkalmazott
immunfluoreszcens eljarassal zold szintire festédnek.

5.2 Asztroglia sejtkultiura passzalasa

Az izolalt sejtekb6l 3 hét alatt konfluens primer sejttenyészet alakul ki a Petri-
csészékben. A tenyésztéedényben ndvekvé primer asztroglia sejteket a kovetkez6képpen
passzaljuk:

e A csészékrdl vatosan leszivjuk a tapfolyadékot.
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e A konfluens glia tenyészetet PBS-sel atmossuk, ezzel semlegesitve a maradék
tapoldatot.

o Kovetkezo 1épésként leszivjuk a PBS-t a sejtekrdl, majd tripszinnel inkubaljuk (4
ml PBS + 1 ml 0,25% tripszin), amely enzimatikusan bontja a sejtek kitapadasat
eldsegitd fibrinszalakat.

o Inkubécio termosztatban, mikdzben a sejtek felvalasat mikroszkop alatt
ellendrizhetjiik.

e Ezt kdvetden fotalis borjasavo (FCS, 10%) tartalmi médiummal leallitjuk az
emeésztést.

e A sejtszuszpenziot lecentrifugaljuk (10 perc, 1000 rpm, szobahdmérséklet), majd a
sejteket friss médiumba folvessziik.

e A Biirker-kamraval elvégzett sejtszamolas utan kiiiltetjiik a sejteket Poli-L-Lizinnel
kezelt lemezekre (24-es lemez esetén 100-150 000 sejt/lyuk, 96-o0s plate esetén 20-
75 000 sejt/lyuk).

e A plate welljeibe juttatott sejt + tapoldatot kiegészitjiikk adott mennyiségii

médiummal.

5.3 Mikroglia-eltavolitas a sejtkultarabél

A HE in vitro vizsgalatanak nélkiilozhetetlen 1épése a tiszta asztrocita sejtkultira
létrehozéasa. Az elsé modszer 1971-ben Fischer és mtsai. altal keriilt kidolgozasra. Azota
szamos moddositas tortént az eljarasban, szinte minden laboratorium kidolgozza a szdmara
legmegfelelobb protokollt. Az asztroglia sejttenyészetek mindig tartalmaznak idegsejteket,
ependimasejteket, fibroblasztokat, endotélsejteket és mikrogliakat is. Amennyiben a
sejttenyészetben a mikroglia sejtek jelenlététdl -eltekintiink, tévesen tulajdonithatunk
valdjdban mikroglia eredetli hatasokat az asztrocitdknak. Ezért a mikroglidk jelenléte mar
elenyészé mennyiségben is megzavarhatja az asztocitak szerepének megismerésére iranyuld
vizsgélatok eredményét. Kutatasunk sordn parhuzamosan két eljarassal végeztik el a
mikroglia gyéritést:

5.3.1 Ara-C és LME kezelés
A tanszék korabbi kutatdsai soran kidolgozasra kertilt egy Ara-C és LME kezelésbdl

allé mikroglia gyéritési protokoll. Az Ara-C mitdzis inhibitor, mig az LME lizoszomotrop
hatéanyag. A passzalast kovetden a konfluens sejttenyészetet 10 uM -0s Ara-C-vel harom
napig kezeltiik, majd lecseréltiik a sejttenyészté médiumot. Egy nappal késébb 25 mM LME-

vel 1 o6ran at inkubaltuk a sejtkultarat.
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5.3.2 Razatas
Az eljaras alapja, hogy az asztrocita sejtek sokkal erésebben kotddnek a sejttenyésztd

flaska aljdhoz, mint a tobbi sejtféleség, ezért megfeleld intenzitdsti razéassal az egyes
sejttipusok elkiilonithetok az asztrogliaktol. A passzalast megel6zden a sejtszuszpenzidt
sejttenyésztd flaskaba iiltettiik ki, amelyben a tenyészet 10 nap alatt konfluenssé valt. A
konfluens sejttenyészetet orbital shakerrel 30 percen keresztiil 180 rpm-tel és 37°C-on
razattuk, majd lecseréltiik a tenyészeten a tapoldatot. Kdvetkezo 1épésként 6 dran keresztiil,
240 rpm-tel, 37°C-on razattuk a tenyészetet és ismét lecseréltiik a médiumot (Schildge et al.,
2013). Az igy nyert tenyészetet a korabban részletezett eljaras szerint passzaltuk.

A mikroglia-gyérités eredményességét ionizalt Ca-koté adaptor molekula 1 (Ibal)
festéssel ellendriztik le mindkét eljaras esetén. Az lbal makrofag/mikroglia specifikus
kalciumkoto fehérje, amelynek fontos szerepe van az aktivalt mikrogliak fagocitozisaban és
a membranok karositasaban (Ahmed et al., 2007). Az Ibal fehérje kivaloan alkalmas a
mikroglidk kimutatdsara immunhisztokémiai eljarasok segitségével. A festést elvégeztiik
Kizarolag 10 uM Ara-C vel (4. abra), illetve 10 uM Ara-C és 25 mM (5. abra), 50 mM (6.
abra) és 75 mM LME (7. abra) kezelések kombinaciojat kovetden. Az LME csokkentette a
mikroglidk szamat, de a 25-50-75 mM-os kezelések kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget a
hatékonysagukban, ezért a 25 mM-0s koncentraciot alkalmaztunk a TNF-a és ROS

méréseknél is. A razatast kovetd Ibal és DAPI festést a 8. abra szemlélteti.
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4. abra: 10 uM Ara-C-vel kezelt kulttra Ibal és 5. abra: 10 pM Ara-C-vel és 25 mM LME-vel

DAPI festéssel. A sejtmagok kekkel, a kezelt kultira Ibal és DAPI festése.
mikrogliak pedig z61d szinnel festédnek.

6. abra: 10 uM Ara-C-vel és 50 mM LME- 7. abra: 10 uM Ara-C-vel és 75 mM
vel kezelt kultara Ibal és DAPI festése. LME-vel kezelt kultara Ibal és DAPI

8. abra: A razatassal mikroglia gyéritett kultara Ibal és DAPI festése. Lathato, hogy a
zblddel festdd6 mikroglidk aranya elenyészd az sszsejtszamhoz viszonyitva.

5.4 Ibal festés lépései
o A sejtekrdl leszivjuk a tapfolyadékot

e 0,1 M (300 uM/platelyuk) PBS oldattal atmossuk a sejttenyészt6 plate-t
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e Rapipettazunk 300 pM/platelyuk, -20°C-0s, 100%-os metanolt és 15 percen
keresztiil -20°C-on inkubaljuk

e Leszivjuk a metanolt

e Haromszor atmossuk a plate-t (300 uM/platelyuk) 0,1 M PBS pufferrel

e Ramérjik a 20%-os normal szérumot (NGS) ¢és 40 percen keresztiil
szobahOmérsékleten inkubaljuk

e PBS oldattal haromszor atmossuk a plate-t (300 uM/platelyuk)

e Ramérjiik a primer antibodyt (anti rabbit, Alexa 488), higitjuk PBS oldattal 1:500
aranyban, 3 oran keresztiil inkubaljuk szobahémérsékleten és sotétben

e Sotétben haromszor atmossuk PBS oldattal a plate-t, az utolsot (2 ml) rajta hagyjuk
a sejteken (300 uM/platelyuk)

e Leszivjuk a mosofolyadékot

5.5 Az oxidativ stressz vizsgalata nagy tisztasagu asztroglia kulturan

Az Elettani és Biokémiai Tanszéken korabban elvégzett kisérletek soran tobb, HE-ben
relevans faktor (mangan, ammonia, LPS) hatasat is vizsgaltdk az asztroglidk citokin
termelésére nézve. Az eredmények azonban nem tdmasztottdk ald azt a feltételezést,
miszerint a vizsgalt agensek gyulladasos valaszt képesek indukalni a nagy tisztasagu
asztroglia kultrdkban. Ennek alapjan jelen kisérleteink részben arra iranyultak, hogy az
asztroglidk citokin-termelés tekintetében mutatott valaszképtelenségiik hatterében milyen
tényezOk allhatnak. Ily médon vizsgélatunk kitért arra, hogy vajon az emlitett faktorok
birnak-e ROS-termelddést eldidézo hatassal, hiszen szakirodalmi adatok alapjan ismert,
hogy az oxidativ stressz gyulladdsos vélaszhoz vezethet. Kutatocsoportunk korabban
elvégzett sejtéletképpesség vizsgalatai alapjan a 2. tablazatban feltiintetett koncentraciokat
alkalmazva végeztiik el kisérletiinket. A kezelések hatasara termel6dott ROS szint
méréséhez 5-6-chloromethyl 2°,7’-diklorodihidrofluoreszcein-diacetatot (CM-DCFH-DA
Thermo Fisher) hasznaltunk. A ROS indikatoraként hasznalhatd molekula passziv
diffazioval jut a sejtekbe, ahol az acetatcsoportjait intracelluldris észterazok hasitjak. A
létrejové  klor-metilcsoport  reagal az intracellularis  glutationokkal, amely egy
spektrofotométerrel kimutathato fluoreszcens adduktot eredményez (DCF).

2. tablazat: ROS mérés (DCFDA) 96 lyuku plate-en, AraC + LME kezelés utan.

1. mérés 2. mérés 3. mérés 4. mérés Atlag
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20 uM y 11700 11142 12319 15746 12727
ora
100 uM 17260 12842 18727 21517 17587
Mn 20 uM 3 6ra 55374 38638 58597 40923 48383
20 uM 6 94060 111093 82010 86266 93357
ora
100 pM 127133 252032 160150 216463 188945
Sejtes
16657 14472 13989 13493 14125
kontrol

5.6 Asztroglia tenyészet TNF-a termelésének vizsgalata

Irodalmi adatok alapjan az asztrogliak és a mikrogliak is képesek proinflammatorikus
citokinek termelésére. Kutatasunk utolsé részében az volt a célunk, hogy megmérjiik a két
kiilonbozo eljarassal l1étrehozott nagy tisztasagu asztroglia kultara citokin-termelését, olyan
agensek hataséara, amelyek igazoltan koroki szereppel birnak a HE patogenezisében, igymint
az oxidativ stresszt el6idéz6 hidrogén-peroxid, ammonia, mangan valamint bakterialis
endotoxinok (Forshammar et al., 2011; Kobtan et al., 2016; Krieger et al., 1995; Bi et al.,
2008; Suarez et al., 2002). Kisérletiinkben a TNF-a extracelluldris szintjét mértilk TNF-ao
ELISA kiten (Sigma-Aldrich), ELISA reader (Multiscan GO W/O Cuvette incl dDROP
Plate) alkalmazasaval. A sejtkultirak kezelésére hasznalt hatéanyagok koncentracidjat a
kutatocsoportunk altal kordbban elvégzett sejtéletképesség vizsgalatok alapjan allitottuk be
(3. és 4. tablazat). Minden egyes kezelést kovetden haromszor végeztik el a TNF-a
koncentracio mérését, majd a harom értékbol atlagot szamoltunk. A TNF-o mérés
eredményét optikai denzitasban (OD) kaptuk meg, amelyet 450 nm hullamhosszisagi

crer

tudtuk atszamolni koncentracioba.
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3. tablazat: Réazatassal mikroglia-gyéritett primer patkany asztroglia kultara TNFa
termelése kiilonb6z6 agensek hatasara.

1. 2. ) ]
L o o Atlag Szoéras Atlag
meres meres meres
100 ng 0,2078 | 0,1581 | 0,2250 | 0,2250 0,0347 560,71
18
LPS 1000 ng 0,2916 | 0,2338 | 0,3329 | 0,3329 0,0498 1907,54
100 ng 0,2043 | 0,1813 | 0,2195 [ 10,2195 0,0192 598,38
48 ora
1000 ng 0,1886 | 0,2943 | 0,3372 | 10,3372 0,0765 1601,45
24 6ra | 02289 | 0,2348 | 0,2445 | 10,2445 0,0079 959,39
20 uM
48 6ra | 0,2172 | 0,2168 | 0,1920 | 0,1920 0,0144 658,48
Mn 24 6ra | 02533 | 0,2340 | 0,2996 | 0,2996 0,0337 1375,6
100 M
48 6ra | 0,1750 | 0,2154 | 0,2373 | 10,2373 0,0316 663,62
24 6ra | 02169 | 0,2012 | 02774 | 10,2774 0,0402 905,19
NH4CI 5 uM
48 ora | 0,1364 | 0,1583 | 0,1958 | 10,1958 0,0300 354,07
100 pM 0,1433 | 0,2444 | 02575 | 0,2575 0,0625 718,98
HO, L | 16ra
150 uM 0,1320 | 0,2142 | 0,2835 | 10,2835 0,0758 669,73
sejtes 48 6ra | 0,1981 | 0,6125 | 0,1516 | 0,1516 0,2537 3069,6
kontrol

4. tablazat: Az Ara-C és LME kezeléssel mikroglia-gyéritett primer patkany asztroglia kultira
TNFa termelése kiilonbozé agensek hatasara.

1. 2. 3. , Koncentraciok
Atlag Szoras

mérés mérés mérés (pg/ml)

100 ng ' 0,117 | 0,0885 | 0,1011 | 0,09935 | 0,012979599 118,83

Lps | 1000 ng o 0,0811 | 0,075 | 0,0778 | 0,07845 | 0,002673948 49,17
100 ng oy 0,1204 | 0,1228 | 0,1315 | 0,13025 | 0,011714521 221,83

24 ore

1000 ng - 0,0616 | 0,0821 | 0,0745 | 0,07365 | 0,008658137 33,17

18 6ra | 0,116 | 0,1193 | 0,0975 | 0,112275 | 0,009962053 161,92

20uM 24 6ra | 0,1442 | 0,1348 | 0,1492 | 0,1428 | 0,005971041 263,67

Mn 18 6ra | 0,1089 | 0,1344 | 0,1149 | 0,1096 | 0,022463804 152,92
100uM 24 6ra | 0,1029 | 0,0975 | 0,1286 | 0,1111 0,01387813 158,08

el | 5 mm 18 6ra | 0,1440 | 0,1239 | 0,1347 | 0,1285 | 0,014010086 216,08
24 6ra | 0,1167 | 0,0994 | 0,1307 0,1188 0,014290177 183,58

150 uM ) 0,1244 | 0,1121 | 0,1047 0,1152 0,012979599 118,83

0 e ™ (013 0117 [ 01277 | 04251 | 0002673948 2917
sejtes 24¢6ra | 0,1368 | 0,1282 | 0,1434 | 0,1380 | 0,008604844 171,50
kontrol 18 6ra | 0,1391 | 0,1130 | 0,1301 | 0,1250 | 0,010653481 204,50
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6. EREDMENYEK

Az eredmények statisztikai kiértékelését az R-program segitségével, ANOVA-val és
Dunnett-probaval végeztik el. Az egyes csoportok kozotti kiilonbségeket 5%-0s

szignifikancia szinten vizsgaltuk.

6.1 A mikroglia-eltavolitas sikerességének ellenorzése

A konfluens asztroglia sejttenyészet mikroglia-gyéritését parhuzamosan egy Ara-C és
LME kezelés kombinaciojaval, illetve egy razatason alapuld modszerrel végeztiik el. Az igy
nyert sejttenyészetek Osszes sejtszamat DAPI festéssel, a mikrogliak szamat pedig Ibal
festéssel hataroztuk meg. A DAPI és Ibal markerekkel meghatarozott asztroglia/mikroglia
arany mindkét eljards esetén magasabb volt, mint 98%. Ez alapjdn megallapithato, hogy
mindkét eljarassal nagymértékben csokkenthetd a mikroglidk aranya, azonban tokéletesen
nem mentesithetdk a tenyészetek. Szdmos nemzetkdzi publikacié szamol be arrdl, hogy HE-
ban az asztroglia sejtekhez kothetd cerebralis korfolyamatok in vitro vizsgalata soran a
mikroglidk jelenléte mar elenyész0 mennyiségben is olyan valtozasokat eredményezhet,

amelyek miatt tévesen tulajdonitunk mikroglia eredetli hatdsokat az asztroglidknak

6.2 Az asztroglia sejttenyészet ROS termelése

Az ugynevezett ,,Trojan horse” elmélet szerint az asztrocitak duzzadasaért elsésorban
az intracellularisan felhalhalmoz6dé ROS altal kivaltott oxidativ stressz a felels (Albrecht
and Norenberg, 2006). Kisérleti modelliinkben az oxidativ stressz kivaltasara H>O> tartalmi
meédiummal kezeltiik az asztroglia sejtkultarakat. A sejtek altal termelt ROS koncentraciok
mérését CM-DCFH-DA hasznalataval, valamint fluoreszcens spektrofotométerrel (Perkin
Elmer, Victor X2) végeztiik el. A H202 hatdsara nem szamottevé ROS-termelés novekedést
tapasztaltunk. (9. abra) Kisérletiink soran azt is megvizsgaltuk, hogy az igazoltan koroki
szereppel biro tobbi dgensnek lehet-e hatasa a ROS termelésre. Eredményiil azt kaptuk, hogy
a novekvo koncentracioban alkalmazott LPS, NH4Cl, és Mn kezelések kozil a Mn
leghosszabb ideig és a legnagyobb koncentracioban (100 uM, 6 6ra), valamint a 20 uM-o0s
koncentracioban 3 és 6 oran keresztiil alkalmazva szignifikansan emelte a ROS termelddést
a kontroll csoporthoz képest (rendre: p<0,001, p=0,00281, p<0,01). A tobbi kezelés nem
fokozta szignifikansan a ROS képzddését a kezeletlen csoporthoz képest (9. abra). Emellett
megemlitendd, hogy a mangén 20 uM-os koncentracioban alkalmazva az inkubacios 1d6
novelésével (1, 2 és 6 oOra) szignifikdnsan fokozta a ROS szintet (p<0,05 az 1 és 3 6rés

kezelés kozott, p<0,01 az 1 és 6, valamint a 3 €s 6 6ras kezelés kozott).
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9. abra: A vizsgalt hatéanyagok ROS termelése a DCF fluoreszcencija alapjan. X-tengely: kezelések;
Y-tengely: DCF fluoreszcencia (***p<0,001, **p=0,00281, *p<0,01)

6.3 Asztroglia tenyészet TNF-a termelésének meghatarozasa

A TNF-a méréseket ELISA reader segitségével, 450 nm-en végeztiik el. Ennek soran
a TNF-a-bol egy standard higitasi sort készitettiink, majd lemértiik az oldat optikai
denzitasat (OD). Az ebbdl nyert pontdiagrammra egy egyenest illesztettiink, majd ennek a
fliggvénynek az egyenlete segitségével meghataroztuk, hogy az egyes mintak lemért, atlagos
abszorbancia-értékei pontosan mekkora koncentracio-értékeknek felelnek meg (10. abra).
A kiilonbozd agensek hatasara az asztroglidk altal termelt TNF-o koncentraciokat a 11. és
12. abra szemlélteti. Eredményeink szerint mindkét modszerrel kialakitott sejtkultura képes
fiziologias koriilmények kozott TNF-a termelésre, azonban az AraC + LME kezelésen
atesett asztroglia kultrakban az LPS 100 ng-os koncentracioban, 18 éran at alkalmazva,
valamint 1000 ng-os koncentracioban 18 és 24 6ras inkubaciot kovetden szignifikansan
csokkentette a TNF-o termel6dést (rendre p=0,00151, p<0,001). A t6bbi kezelés viszont nem
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okozott statisztikailag is igazolhato kiilonbséget. Ezzel szemben a razatassal mikroglia-
gyértitett asztroglia kulturdkban egyik kezelés sem okozott szignifikdns valtozast a TNF-a

termelésben.
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10. abra: A standard TNF-a-bol készitett higitasi sor OD értékeibdl nyert pontdiagramra illesztett
egyenes egyenletébdl meghataroztuk, hogy az egyes mintak lemért, atlagos abszorbancia-értékei
pontosan mekkora koncentracié-értékeknek felelnek meg.
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11. abra: Az Ara-C + LME kezelésekkel mikroglia mentesitett kultarakon kiilonb6z6é agensek
hatasara bekovetkezé TNF-a koncentracio-valtozasok. (**p=0,00151, ***p<0,001)
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12. abra: A razatassal mikroglia-gyéritett kulturan egyik dgens hatasara sem mértiink
szignifikans TNF-a szint névekedést.
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7. MEGBESZELES

7.1 Az eredmények értékelése

In vitro modelliink 1étrehozasahoz az 1-2 napos Sprague-Dawley patkanyok
agyszovetébol sikeresen izolaltuk az asztroglia sejteket. 3 hét alatt konfluens sejttenyészetet
kaptunk, amelyben inverz fluoreszcens mikroszkoppal GFAP és DAPI markerek alapjan
allapitottuk meg az asztroglidk aranyat. A HE patogenezisében az asztroglia sejtekhez
kothet6 cerebralis korfolyamatok megismerésének kulcsfontossagu 1épése a nagy tisztasagu
asztroglia kultara létrehozasa, ugyanis a sejttenyészetet kontaminaldé mikroglidk jelenléte
mar kis mennyiségben is megzavarhatja az asztrocitdk szerepének megismerésére iranyulo
vizsgalatok eredményét (Andersson et al., 2005). A mikroglidk szamanak csokkentése
sikeresnek bizonyult, amelyet Ara-C ¢és LME kezelések kombinacidjaval, illetve egy
razatason alapulo modszerrel végeztiik el. A két eljaras hatasfokat immunfestésekkel (Ibal
¢s DAPI) ellendriztiik le.

Az irodalmi adatok alapjan jol ismert, hogy a HE patogenezisében fontos szerepe van
az oxidativ stressznek (Albrecht and Norenberg, 2006). A HE in vitro koriilményei kozott
az oxidativ stressz kivaltasanak altalanosan elfogadott mddszere a sejtkulturdk H20O2-0S
kezelése (Bi et al., 2008; Hamdi et al., 2011; Quincozes-Santos et al., 2009), kisérletiinkben
azonban tobb agenssel is elvégeztiik a méréseket.

Milatovic és mtsai. (2007) 500 uM és 1 mM-os MnCl; oldattal 30 percen, 2 és 6 6ran
keresztiil kezeltek primer patkany asztroglia kultarat, amely eredményeként szignifikans
ROS-termelddést detektaltak. Kisérletiinkben a mangan a leghosszabb ideig és a legnagyobb
koncentracioban, valamint a 20 uM-os koncentracioban 3 és 6 oran keresztiil alkalmazva
szignifikansan emelte a ROS-termelddést a kontroll csoporthoz képest.

Azugynevezett ,, Trojan horse” elmélet szerint az ammonia is hozzéjarulhat az oxidativ
stressz kivaltasahoz. A hipotézis szerint az asztrocita sejtek duzzadasa annak koszonhetd,
hogy a glutamin egy transzporter molekula segitségével bejut a mitokondrium belsejébe
(Albrech et al., 2000), ahol a molekula ammoniara és glutamatra hidrolizal (Laake et al.,
1998). Az extrém magas ammonia szint az MPT és a ROS képzddését indukalja, amelyek
aktivaljak a MAP-kinazt. A MAP-kinaz végiil az asztroglia sejtek intracellularis
térfogatszabalyozasanak zavarat eredményezi, amely a sejtek duzzadasaval jar (Jayakumar
et al., 2006). Egy masik tanulmanyban primer egér asztrocita kulturan vizsgaltak az
ammoénium-klorid hatasat. Kisérletiikben 20, 40 percen, illetve 2, 4, 8, 12 és 24 o6ran

keresztiil kezelték 3 mM-os oldattal a kulturat, amely soran szignifikans ROS-termelést
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mértek. Vizsgalataink soran ettél magasabb koncentracioval (5 mM) 1, 3, 6 ora kezelést
kovetden sem detektaltunk szignifikdns ROS koncentracié-ndvekedést.

A nemzetkozi szakirodalomban a ROS szint novekedés tekintetében a LPS-sel
Osszefliggésben nem talaltunk adatot. Kisérleti eredményeink alapjan megallapithato, hogy
hogy az LPS nem képes az asztroglia sejtekben szignifikans ROS-termelést indukalni.

In vitro kisérleti koriilményeink kozott vizsgaltuk Ara-C és LME kombinaciojaval,
illetve a razatdssal mikroglia gyéritett sejtkultirak TNF-a termelését LPS, Mn, NH4Cl és
H20, stimulust kovetden. A nemzetk6zi publikaciok alapjan ismert, hogy az asztroglia sejtek
laktat (Andersson et al., 2005) LPS (Hutchison et al., 2013; Souza et al., 2013; van Neerven
et al., 2010), H20. (Souza et al., 2013) kezelések hatasara proinflammatorikus citokinek
termelésével valaszolnak. Az ammonia €s a gyulladasos citokinek kapcsolatardl kevés adat
all rendelkezésre, azonban az ismert, hogy az NH4Cl-dal kezelt asztrogliakban a nuclear
factor KB (NFKB) expresszidja kovetkezik be (Sinke et al., 2008), amely képes aktivalni a
sejtek szamos gyulladasos citokin termelésért felelds génjének transzkripciojat (Schetter et
al., 2010).

In vitro kisérleti modelliinkben fiziologias koriilmények kozott, mindkét modszerrel
kialakitott sejtkultiraval tapasztaltunk TNF-a termelést, azonban az LPS 100 ng-os
koncentracioban, 18 o6ran at alkalmazva, valamint 1000 ng-os koncentracidban 18 és 24 6ras
inkubaciot kovetden szignifikansan csokkentette a TNF-a termelddést. Chung és mtsai.
(1990) kisérletiikben nem tapasztaltak figyelemremélto TNF-o képzodést. Ezzel szemben
Lieberman és mtsai (1989) LPS kezelés hatasara szignifikans TNF-a termelést mértek.
Megemlitendd, hogy kisérletiikben csak 95%-ban GFAP pozitiv asztroglia kultarat
hasznaltak.

A Mn TNF-a termelésre gyakorolt hatasardl jelenlegi ismereteink szerint nincs
szakirodalmi adat, ezért eredményiinket nem tudjuk Osszehasonlitani mas publikalt
eredménnyel. A Mn hatasara Ara-C és LME-vel mikroglia-gyéritett asztroglia kultaran 24
oras 20 uM-os kezelés hatasara nem jelentés TNF-a termelés novekedést tapasztaltunk a
kontrollhoz képest. A tobbi koncentracio-id6 kombinacioban TNF-o csokkenést
tapasztaltunk.

Andersson és mtsai. (2005) 5 mM-0s NH4Cl kezeléssel nem tapasztaltak meghatarozo
TNF-a termelést, ezért Fetter (2017) 20 mM-os kezeléssel €és azonos koncentracidval
végezte el a kisérletet, azonban igy sem tapasztalt szignifikans citokin termelés novekedést.

Kutatdmunkank soran ezért az 5 mM-0s kezelést valasztottuk, hosszabb inkubacids idovel
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(24, 48 ora), amely azonban igy sem eredményezett gyulladasos citokin koncentracio-
emelkedést.

Az Ara-C és LME-vel mikroglia-mentesitett asztroglia kultaran a 100 mM-os H.O>
kezelés hatasara kismértékii citokin-szint emelkedést mértiink, azonban a tobbi esetben
TNF-a termelés csokkenést tapasztaltunk. Souza €s mtsai. (2013) felnétt asztroglia sejteken
TNF-o expressziojanak novekedését tapasztaltadk 50 uM-0s H202-vel torténd stimulalést

kovetden.

7.2 Konkluzio

Eredményeink azt mutatjak, hogy az oxidativ stressz kivaltasara iranyuld kezeléseink
koziil csak a Mn hatasara reagalnak szignifidns mértékiit ROS-termelés fokozddassal az
asztroglia sejtek. Kutatasunk masik felében a vizsgalt tényezok hatasara a legtobb esetben a
TNF-a-termelés nem valtozott, néhany kezelés esetében pedig szignifikdnscsokkenést
tapasztaltunk.

Mivel az altalunk hasznalt asztroglia kultira csak elenyész6 mértékben volt
szennyezett mikroglidkkal, az eredményeink arra utalnak, hogy az asztroglidk oxidativ
statuszanak megvaltozasa ¢s TNF-a termelése nem jatszik jelentés szerepet a HE-ben
relevéans faktorok altal kialakitott cerebralis kérfolyamatokban.

Szakirodalmi adatok szerint az ammonia az elsddleges oxidativ stresszt kivalto faktor
HE-ben, de emellett kutatasi eredményeink a mangan szerepét is aladtdmasztjak. Az
asztroglidk gyulladésos szerepének vizsgalata soran kapott eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a TNF-a termeléséért csupan a sejtkultirdkat szennyez6 mikroglidk,

vagy a mikroglidk és asztroglidk kozaotti, pontosan nem ismert kdlcsonhatas tehetd feleldssé.
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8. OSSZEFOGLALAS

A hepaticus encephalopathia (HE) egy olyan multifaktorialis eredeti korkép, amely
leggyakrabban portoszisztémas sont €s/vagy majelégtelenség kovetkezményeként alakul ki.
A betegség patogenezise részleteiben még nem tisztazott, azonban az jol ismert, hogy a
cerebralis korfolyamatok jelentds része az asztroglia sejtekhez kothetd. A tanszéken
korabban mar vizsgaltak in vitro kisérleti koriillmények kozott a HE patogenezisének egyes
aspektusait, mely soran az asztroglia sejtek proinflammatorikus citokin termeld képességét
mérték primer sejttenyészeteken, olyan agensek hatdsara, amelyek igazoltan szerepet
jatszanak a korkép kialakuldsaban. Azonban az asztrogliak in vitro kisérleti koriillmények
kozott mért proinflammatorikus citokin termelése tekintetében nem volt egyértelmiien
megallapithat6 e sejtek valodi szerepe, amely tovabbi vizsgalatok elvégzését tette indokoltta.
meg ELISA moédszerrel, a tanszéken korabban mar alkalmazott in vitro modell segitségével,
melyhez 1-2 napos Sprague-Dawley patkanyok agyszovetébdl izolalt és citozin B-d-
arabinofuranoziddal (Ara-C), illetve leucin-metilészterrel (LME) mikroglia-gyéritett
asztroglia sejt kultarat hasznéltunk. Emellett létrehoztunk egy 0j kisérleti modellt, melyben
a primer patkany asztroglia kultirdk mikroglia-gyéritését egy razatdson alapulé modszerrel
végeztiik el és ennek eredményességét, azaz a mikroglia szam csokkenését immuncitokémiai
modszerrel vizsgaltuk. Ezt kdvetden vizsgaltuk az oxidativ stresszt modellezd hidrogén-
peroxid, az ammonia, mangan, valamint a bakterialis lipopoliszacharid hatdsat a nagy
tisztasagu asztroglia kultirak TNF-a és reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelésére nézve. A
kapott eredmények tiikrében megvizsgaltuk az eldbb emlitett agensek asztroglia-
¢életképességre gyakorolt hatdsat is. Eredményeink szerint mindkét modszerrel kialakitott
sejtkultara képes fiziologias koriilmények kozott TNF-a termelésre, azonban a vizsgalt
faktorok hatdsara csokkent a TNF-a termelés. A ROS termelés ezzel szemben a vizsgalt
agensek koziil a Mn hatasara novekedést mutatott. A tovabbi vizsgalati eredményeink
alapjan nem volt egyértelmilien igazolhato, hogy a tapasztalt TNF-o-termelés csokkenés

hatterében a kezelések hatasara bekovetkezd sejthalal allt.
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9. SUMMARY

Hepatic encephalopathy is a neuropsyhiatric syndrome caused by portosystemic shunt

and/or liver failure. The pathogenesis of the disease has not yet been accurately detailed,
though it is well known that cerebral pathogenesis is linked with astrocytes. Certain aspects
of the pathogenesis of HE has previously been examined at our department in vitro, using
primary cell cultures where the capacity of proinflammatory cytokine production by
astrocytes was measured with the application of agents proved to take part in the
pathogenesis of HE. The results were not consistent and required further investigations.
In this study, the previously mentioned in vitro model was adopted to measure the
extracellular concentration of tumor necrosis factor (TNF)-a by ELISA. For one of the
astroglia cell cultures, brain tissues from Sprague-Dawley rats aged 1-2 days were isolated,
then prepared with cytosine p-d-arabinofuranoside (Ara-C) and L-leucine-methylester
(LME) to reduce the number of microglia cells. In addition, a new model was set up to by
shaking the astrocyte cultures in order to reduce the number of microglia. To assess the
effectiveness of shaking, immunocytochemical techniques were used to measure the
decrease in number of microglia. Investigations were carried out to determine the effect on
the production of TNF-o of hydrogen peroxide, ammonia, manganese and bacterial
lipopolisaccharides as causative agents of oxidative stress in pure rat primary astrocyte
cultures. The results made necessary the examination of the cell viability using the above
mentioned agents. Our results have shown that both of the cell cultures were able to produce
TNF-a in physiological conditions, however TNF-a levels were reduced by the application
of the examined factors. In addition, the reduction in the production of TNF-a was not
obviously explained by the results of cell viability examinations.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Eztton szeretnék koszonetet mondani témavezetdimnek, Barany Zoltannak és Kiss
David Sandornak a sok k6zés munkaért, tovabba, hogy mindig készek voltak segiteni
nekem, ha elakadtam a dolgozat készitése soran. Koszonet illeti tovabba az Elettani és
Biokémiai Tanszék munkatarsait, kiilon kiemelve Kinalné Szikora Zsuzsannat és Osz
Zso6fiat a labormunkakban tanusitott segitOkészségiikért és tiirelmiikért. Emellett szeretném
megkdszonni a Biomatematikai és Szamitastechnikai Tanszék munkatarsainak, azon beliil
is kiemelve Reiczigel Jend Professzor Urat, Bajcsayné Fabian Ibolyat és Abonyi-To6th
Zsoltot az eredmények statisztikai kiértékelésében nyujtott nagyfoku segitségiikért.

Végiil koszonom csaladomnak és barataimnak, hogy lelkesedésiikkel és biztatasukkal
gordiilékenyebbé tették dolgozatom elkészitését és halaval tartozom bardtnémnek, hogy

végig kitartdan segitette dolgozatom megirasat.
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