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1. El6zmények

Az asztrogliakrol szerzett ismeretek gyorsan
béviilnek ¢és a hagyomanyos nézet, miszerint az
asztroglidk kizarolagos szerepe egyfajta allvanyzat,
tamaszték Dbiztositdsa a tObbi sejt szdmara, mara
megvaltozott. Az asztroglidk szamos ¢lettani funkcioval
birnak, ugymint a glutamat eltavolitdsa az extracellularis
térbol, a szinaptikus transzmisszi6 modulalasa kiilonféle
gliotranszmitterek révén, a vér-agy gat kialakitasaban valo
részvétel, az agyszovet viz homeosztazisanak fenntartdsa
az aquaporin csatornak segitségével vagy €pp a véraramlas
szabalyozéasa. Mindemellett, egyre tobb szakirodalmi adat
utal arra, hogy az asztroglidknak nem csak ¢lettani
viszonyok fenntartasaban, hanem szamos korképben is
kitlintetett szerepe van, ugymint Alzheimer-és Parkinson-
korban, epilepsziaban, depresszioban és hepaticus

encephalopathiaban (HE).

A HE egy neurokognitiv rendellenesség, amely
soran az agyi miikodés karosodik akut vagy kronikus
majelégtelenség, illetve portoszisztémas sont

kovetkeztében.



A HE pontos patogenezise maig sem tisztazott, de az
ammonia (NHs") vérplazmabeli és agyi szintjének
megemelkedése tekinthetdé a f6 koroki tényezdnek.
Emellett az emelkedett cerebralis mangan (Mn®")
koncentraci6, az oxidativ stressz, valamint egyes
baktériumok, illetve bakterialis komponensek
béltraktusbol szisztémas keringésbe jutidsa is lényeges
elemei a HE patogenezisének. Mivel a vér-agy gat
bizonyitottan kérosodik akut majelégtelenség soran,
feltételezhetd, hogy az elébb emlitett etiologiai faktorok
ily moédon képesek a keringésbdl a kozponti
idegrendszerbe jutni. Akut HE soran gyakran letalis
kimeneteli agyodéma ¢és kovetkezményes agyi
beékelddés alakulhat ki, melynek egyik leglényegesebb
hattérmechanizmusa az asztroglidk megduzzadéasa. Ennek
fo oka bizonyitottan a glutamin asztroglidkban torténd
felhalmozodasa, valamint a glutaminaz enzim altali
lebontdsa glutamatta és ammonidva, mely utdbbi a
mitokondriumok kérositdsa révén a sejtek térfogatanak

ndvekedéséhez vezet.



Kronikus HE sordn csakugyan az asztroglia a
leginkabb érintett sejttipus, melyet az ugynevezett
Alzheimer II tipust astrocytosis fémjelez, jellegzetes

szubcellularis valtozasokkal.

A neuroinflammacié a HE egyik kozponti cerebralis
eseménye, melyben az asztroglidknak kitiintetett szerep
jut, habar hagyomdnyosan a mikroglidk tekinthetéek az
els6dleges fontossagu szereploknek. A neuroinflammaécio
soran az emlitett sejtek morfoldgiai valtozasokon mennek

keresztil és szamos citokint termelnek.

Az asztroglidk gyulladasos szerepének vizsgalata
ugyan szamos kutatas fokuszaban all, az alkalmazott in
vitro modellek nagyfokil heterogenitdsa megneheziti az
eredmények megfeleld interpretalasat. A mikroglidk
szamanak csokkentése elérhet6 a citozin B(-D-
arabinofuranozid és L-leucin metilészter egymds utani
kezelésével (kémiai mikroglia gyérités), valamint
rdzatassal (mechanikai mikroglia gyérités), mely

modszerek tobbféle mddon is kivitelezhetdek.



fgy az asztroglia sejtkultarak mikroglidkkal val6
szennyezettsége vagy ¢épp a mikroglia-mentesitéshez
alkalmazott modszerek sokfélesége akadalyt gordit a
kapott eredmények Osszehasonlitasa elé, illetve nem teszi
lehetové a  kizdrélag  asztroglidkra  vonatkozo

kovetkeztetések levonasat.

A kozelmult kutatdsi eredményei szerint a
glutaminaz enzim nemcsak az asztroglidk duzzadasaban,
hanem a neuroinflammacio folyamatanak kialakitdsaban
is szerepet jatszik. Jelenleg nem all rendelkezésre
hatékony terdpia a neuroinflammacid szupresszalasara,
illetve a gluamindz enzim gatldsara, habar egyre tobb
ismeretiink van arra nézve, hogy néhany foszfodié¢szteraz
(PDE)-gatlo vegyiilet alkalmas lehet az emlitett célok

elérésére.

2. Célkitiizések

A kutatadsom céljai a kdvetkezOk voltak:

1. apatkany primer asztroglia kultirdkon alkalmazott két
mikroglia-gyéritési modszer eredményességének

Osszehasonlitasa



a HE patogenezisében szerepet jatszo fontosabb
tényezOk citotoxikus hatdsanak harom kiilonbozo
modszerrel torténé vizsgalata asztroglia-mikroglia
vegyes kultGraban, valamint razatasos modszerrel
mikroglia-gyéritett asztroglia kultarakban

ugyanezen faktorok hatdsanak vizsgalata az
intracellularis  reaktiv  oxigén gyokok (ROS)
termel6désére  vonatkozdéan  asztroglia-mikroglia
vegyes kultiraban, valamint kétféle médon mikroglia-
gyéritésen atesett asztroglia kultirakon

egyes  pro-és  antiinflammatorikus  citokinek
termelddésének  detektalasa  mikroglia-gyéritett
asztroglia kulturakban

a PDE-gatlo teofillin és zaprinast lehetséges
glutaminaz-gatld hatdsdnak vizsgalata razatdsos

modszerrel mikroglia-gyéritett asztroglia kultarakban



3. Anyag ¢s modszer

A primer patkany asztroglia sejtkulturak kétnapos
Spraque-Dawley patkanyok teljes agyszovetébol lettek
létrehozva. Ennek sordn az agyvelék mechanikai
apritdson, majd enzimatikus emésztésen estek at. Ezt
kovetden a sejteket Petri csészékbe osztottuk szét, majd a
sejtkultirak konfluenssé valasa utdn 96 lyuku plate-re
tortént a passzalds. A tovabbi vizsgédlatokhoz a
sejtkultarakban a mikroglia-szdm csokkentése AraC és
LME egymasutani kezelésével vagy pedig rdzatdsos
modszerrel valosult meg. Emellett egyes kultirdkon a
mikroglia-gyéritési modszerek elhagyasaval asztroglia-
mikroglia vegyes kultarak is kialakitasra keriiltek. A
sejtkultarak tisztasdga, azaz az asztroglidk valamint a
mikroglidk ardnya az asztroglia marker, glidlis fibrillaris
savas fehérje (GFAP), valamint a mikroglia marker,
ionizalt kalcium kotd adapter molekula-1  (Iba-1)

immunfluoreszcens jeldlésével valosult meg.

10



« ey

peroxid (H20.)-, lipopoliszacharid (LPS)-, mangan
(Mn3%)- és ammonia (NHa")-kezelésen estek at tobbféle
inkubacios 1dot alkalmazva. A sejtéletképességet harom
eltéré modszerrel vizsgaltuk, igymint propidium-jodid és
neutrdl vords felvétel, valamint laktat dehidrogenaz
(LDH)-aktivitas mérésével. Az intracellularis ROS
képzédés a 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
klorometil szarmazékanak (CM-H,DCFDA)
felhasznalasaval let detektdlva, mig a sejtkultarak
gyulladésos véalasza az interleukin (IL)-6, IL-10, IL-18 és
tumor nekroézis faktor (TNF)-a fehérje expresszidjansk
ELISA-alapu mérésével. Az IL-6, IL-10 és TNF-a
szekrécid a sejtkuturak tapfolyadékabol, mig az IL-18
sejtlizatumbol kertilt megmérésre. A glutamat és glutamin
esszéket mind az intra-mind pedig az extracellularis
kompartmentben elvégeztiik annak érdekében, hogy
pontosabb képet kapjunk a teofillin és zaprinast lehetséges
glutaminaz-gatld hatdsar6l. Az emlitett kolorimetrias
méréseket az extracellularis tér esetén tapfolyadékbal,
mig az intracellularis tér esetén a sejtlizatumbol végeztiik

el.
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. Uj tudomanyos eredmények

A razatasos modszerrel torténd mikroglia-gyérités
nagyobb tisztasagl asztroglia kulturadkat eredményez,
mint a kémiai kezelés.

A neutrdl voros felvételen alapuld sejtéletképesség-
vizsgalat alkalmasabb modszer az NHs" és Ho0-
citotoxicitdsanak megallapitdsara, mint az LDH
aktivitas ¢és a propidium-jodid felvétel mérése.

Az asztroglia-mikroglia vegyes kultarak
érzékenyebbek a HoO» altal kivaltott oxidativ stresszre,
mint a mikroglia-gyéritett asztroglia kultarak

A TNF-a és IL-6 termelddés eltérd a kétféle modon
tisztitott sejtkultiraban: a kémiai kezelésen atesett
kultarakban kozel 10-szeres mennyiségli TNF-a-¢és
IL-6-szekrécid detektalhatdé a mechanikailag tisztitott

sejtkulturakhoz képest
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5. Az LPS Aaltal el6idézett citokin-termelés fligg a
sejtkultirakon ~  alkalmazott =~ mikroglia-gyéritési
modszertdl: szemben a kémiai kezelésen atesett
kultarakkal, az LPS nodveli az IL-18 és TNF-a
termelést a razatasos modszerrel tisztitott kulturakban,
mig az IL-10 fehérje expresszio novekedés kizarolag a
kémiai kezelést kultirakban detektalhato

6. Az NHs" és Mn® is fokozza a razatassal tisztitott
sejtkultarak IL-1B termelését

7. Mind a teofillin, mind pedig a zaprinast noveli az

extracellularis glutamat-szintet
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