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BEVEZETES

A mikroglia sejtek szerepe a kozponti idegrendszerben

A mikroglia sejtek a kdzponti idegrendszer elsédleges immunsejtjei, amelyek kiemelkedo
jelentdséggel birnak az idegszovet homeosztazisanak fenntartasaban. Fontos szerepet
toltenek be mind fiziolodgids, mind olyan patoldgias koriilmények kozott, mint példaul a
traumas  sériilések, fertdzések, stroke, ischemia, vagy a neurodegenerativ
megbetegedések. A mikroglia sejtek funkcidihoz jellegzetes morfologiai sajatossagok
jarulnak. Az egészséges idegrendszerben a mikroglidk nyulvanyos (“ramifikalt")
morfologiat mutatnak. Ezek a sejtek jellemzden kisméretli sejttesttel rendelkeznek,
amelybdl Kiterjedt nyalvanyok agaznak el. Ezt a megjelenési format els6dlegesen a sejtek
"nyugalmi" allapotaval azonositjuk.

Patologias események, illetve a normal agyi homeosztazis sériilésének hatasara
azonban a mikroglia sejtek nyugalmi allapotbdl "aktiv'" allapotba transzformaldédnak. Ez
az aktivacio gyors ¢és erfteljes valtozasokat idéz eld a sejtek morfologidjaban,
funkciojukban és génexpresszios mintazatukban egyarant. Az aktivacid hatdsara a
mikroglia sejtek morfologiai komplexitdsa lecsokken. Ezen folyamat soran a sejtek
nyulvanyai visszahuzodnak és a mikroglidk morfologiaja "amoeboid" fenotipust vesz fel.
A mikroglia sejtek aktivalt allapotahoz szamos jellegzetes funkcionalis sajatossag is
kapcsolodik. Ezek a formak szamos szolubilis faktort termelnek, amelyek elsédlegesen
gyulladasos és immunszabalyozd hatdssal rendelkeznek, tovabba olyan chemoattraktiv
faktorokat felszabaditanak fel, amelyek tovabbi immunsejteket iranyitanak a kdzponti
idegrendszer teriiletére. Az aktivalt sejtek tovabbi jellegzetessége az emelkedett
proliferacios aktivitds, a fagocitdozis megndvekedése, valamint a kiillonbozdé f6
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulak és komplement receptorok fokozott
expresszioja.

Noha a mikroglia sejtek immunszabalyozo szerepe nélkiilozhetetlen a kozponti
idegrendszer megfeleld védelme érdekében, az aktivalt mikroglia sejtek bizonyos
esetekben karos hatassal lehetnek az idegrendszerre. A mikroglidk altal szabalyozott
gyulladasi  valaszoknak wugyanis kiemelkedéen fontos szerepe van szamos
neurodegenerativ megbetegedés progresszidjaban. Az Alzheimer-kor esetében példaul a
béta-amyloid fehérje aktivalja és eldsegiti a mikroglia sejtekben szamos gyulladaskeltd
citokin termelését és felszabadulasat (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a), amelyek tovabb

karositjak a neuronokat. Emellett az aktivalt mikroglia nagy mennyiségben halmozodik



fel a szenilis plakkok koriil, esetleg a plakkok koézponti részében is. A Parkinson-kor
esetében szintén kimutathatd az agyban a mikroglia sejtek altal indukalt talzott, fokozott
immunvalasz.

A mikroglia sejtek immunvalaszainak gyogyszerkészitményekkel torténd
szabalyozasa rendkiviil fontos lehet szamos neurodegenerativ. megbetegedés

megel6zésében, vagy lefolyasanak szabalyozasaban.

A statinok hatasa és szerepe

A statinok (3-hidroxi-3-metil glutaril koenzim A reduktaz gatlok) a magas
koleszterinszint kezelésére szolgdlod széles korben alkalmazott készitmények. Elsddleges
hatasuk a vér LDL (low-density lipoprotein) koleszterin és triglicerid szintjének
csokkentése, illetve a HDL (high-density lipoprotein) koleszterin mennyiségének
novelése. Mikoddésiik alapja, hogy blokkoljak a koleszterin szintézis elsé 1épésének
enzimét. Ennek eredményeként azonban az elsddleges szerepiik mellett jelentds hatasuk
van egy¢b alapvel6 sejtes funkciokra is, ugyanis a szintézis els6 1épésének gatlasaval a
szintézisutvonalon kialakuld szdmos nagy jelentdségli intermedier metabolit kialakulasa
is gatolodik, ezaltal mennyiségiik csokken. A kiilonb6z6é intermedier termékekre
gyakorolt hatdsuknak koszonhetden a statinok jelentdsen befolyasoljak az izoprenilalt G-
fehérjék altal szabalyozott szignalizacios folyamatokat, ezaltal rendkiviil széles korben
befolyasoljak a kiilonféle cellularis funkcidkat (pl. sejtproliferacio, migracid, sejtadhézid,
gyulladasi valaszok).

A kardiovaszkularis megbetegedésekben mar ismert terapids hatasuk mellett
azonban a statinoknak kedvez6 hatasuk lehet a kozponti idegrendszerben is. A statinok
igazoltan képesek csokkenteni a neuroinflammaciot, valamint gatoljak a szenilis plakkok
¢s a gyulladasi valasz kialakulasat. A statinok tovabba neuroprotektiv hatast fejtenek ki
ugy, hogy egyrészt elésegitik a kiilonb6z6é neurotrof faktorok expressziojat (pl. BDNF),
masrészt a reaktiv oxigén intermedierek (ROS) gatlasaval védik a sejteket és szoveteket
az oxidativ karosodastol. A napjainkban hasznélt statinok koziil jelenleg a rosuvastatin
fejti ki a legnagyobb gatlo hatast a koleszterin bioszintézisre.

A statinok gyulladasgatld és immunmodulald hatasuk miatt olyan készitmények
lehetnek, amelyeknek jelents szabalyozé hatasuk lehet a mikroglia sejtekre is, igy
segitségiikkel szabdlyozhatok lehetnek a mikroglia sejtek altal vezérelt erds

neuroinflammacids reakciok.



Az aszpirin hatasa és szerepe

Az aszpirin vilagszerte az egyik legszélesebb korben alkalmazott készitmény. A
nemszteriod gyullascsokkentd gyogyszerek kozé tarozik, és bar elsésorban
fajdalomesillapitd, gyulladasgatlé valamint lazcsillapitd hatdsair6l ismert, a kiilonféle
kardiovaszkularis megbetegedésekben is széles korben alkalmazzak. Az els6dleges hatasa
a ciklooxigenaz (COX) enzim aktivitasanak gatlasa. A ciklooxigenaz kulcsszerepet
jatszik az arachidonsav prostaglandinokka ¢és egyéb lipid mediatorokka torténd
atalakitdsaban, amelyeknek jelentds szerepe van szamos fiziologiai ¢és patoldgiai
folyamatban, tobbek ko6zott a gyulladasi folyamatokban is. A gyulladasos folyamatok
kialakulasakor a prostaglandinok lokalis mediatorként kiemelked6 szerepet t6ltenek be a
gyulladasos allapotok kifejlddésében, valamint eldsegitik a kiilonbozé gyulladaskeltd
citokinek aktivalodasat. Az aszpirin a makrofagokban szamos gyulladaskelté citokin
mennyiségét csokkenti, tobbek kozt példaul az IL-18, IL-6, IL-12, vagy az IFN-y szintjét.
A COX-2 aszpirin altali acetilacioja emellett modosult enzimaktivitast eredményez, ami
olyan 0j metabolikus szubsztratok kialakuldsat eredményezi, amelyek a lipoxigenazzal
interakcioba 1épve létrehozza az 0n. "aszpirin-triggered” lipoxinokat (ATL). Ezek a
lipoxinok olyan gyulladasgatlo mediatorok, amelyek megakadalyozzak a gyulladaskelté
citokinek felszabadulasat. Az agyban mind a COX-1, mind a COX-2 enzim konstitutivan
expresszalodik. A COX-1 enzimnek fontos szerepe van szdmos kozponti idegrendszeri
gyulladasos folyamatban, ¢és emelkedett expresszioja figyelheté meg szamos
neuroinflammacios modell esetében. Az Alzheimer-kor esetében a COX-1, a COX-2 és a
prostaglandin E2 emelkedett mennyisége figyelhetd meg. A COX-1 expresszalo
mikroglia sejtek nagy mennyiségben mutathatok ki az amyloid plakkok koriil. COX-1
expresszald mikroglia megfigyelhetd a fokalis agyi ischaemiat kovetden kialakuld
nekrotikus mag koriil is. Ismeretes az is, hogy a COX-1 gatlasa csokkenti az oxidativ
stresszt és a neuronok pusztulasat a globalis ischaemiat kdvetden.

Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni, hogy a ciklooxigenazt
expresszaldo mikroglia sejtek jelentds szerepet tolthetnek be szamos patoldgias esemény
soran, igy a COX enzim aszpirin altal torténd gatlasa kedvezd lehet a kiilonb6zo terapidk

soran.



CELKITUZESEK

A gyulladasos folyamatoknak kritikus szerepe van a neurodegenerativ megbetegedések
kialakuldsdban és progresszidjaban. A mikroglia sejtek aktivalodésa jelentés morfoldgia,
funkcionalis és génexpresszios valtozassal jar egyiitt, S ezek mind gyulladaskeltd, mind
gyulladasgatld folyamatok aktivalasat is eredményezhetik. Noha ezek a folyamatok az
idegszovet védelmét biztositjak, a mikroglia sejtek kronikus gyulladasi folyamatokat is
eléidézhetnek, amelyek  kiilonféle  neuropatoldgias  allapotok  kialakulasat
eredményezhetik. Azok a gyogyszerkészitmények, amelyek szabalyozni tudjak az
erteljes mikroglia aktivaciot, hasznosak lehetnek a kiilonb6z6 neurodegenerativ
megbetegedések megeldzésében/és/vagy kezelésében.

Bar a statinokat elsddlegesen a hiperkoleszterinémia kezelésére hasznaljak,
gyulladasgatld hatasuk is ismert. Noha néhany tanulmany mar foglalkozott a statinok
kozponti idegrendszerben kifejtett hatasaval, ezek a vizsgalatok kizardlag a lipofil
statinokra korlatozodtak (pl. simvastatin, atorvastatin). A Kkoleszterin bioszintézis
leghatékonyabb gatlasara az eddig ismert statinok koziil a rosuvastatin képes, azonban a
szer esetleges hatasat a kozponti idegrendszerre eddig még nem vizsgaltak, feltehetdleg a
hidrofil természete miatt. Beigazolodott azonban, hogy a rosuvastatin specifikus
transzporterek segitségével bejut az agy teriiletére, ezért ugy dontéttiink, hogy
megvizsgaljuk a mikroglia sejtekre gyakorolt hatasat.

Az aszpirin az egyik legaltalanosabban alkalmazott nem  szteroid
gyulladascsokkentd gyogyszer. Noha széles koriil hatdsa ismert az immunsejtek
funkcioira is, a mikroglia sejtekre gyakorolt hatasat eddig nem vizsgaltak behatoan, igy
elhataroztuk, hogy megvizsgéaljuk az aszpirin kdzponti idegrendszeri immunfunkcidkra
gyakorolt hatasat.

Munkank soran a rosuvastatin és az aszpirin pleiotrop hatasait vizsgaltuk 18 napos
(E18) patkdny embriok eldagyabol késziilt primer kultirdbdl szarmaztatott kontroll és

bakterialis lipopoliszachariddal (LPS) kezelt szekunder mikroglia tenyészetekben.

Munkam soran az alabbi célkitiizéseim voltak:

1. Meghatédrozni a rosuvastatin €s az aszpirin morfologiai hatasait, beleértve a mikroglia

sejtek citoszkeletalis és immuncitokémiai tulajdonsagait is;

--------

gyakorolt hatasat;



3. Meghatarozni, hogy a rosuvastatin és az aszpirin miként befolyasolja a mikroglia
sejtek fagocitotikus aktivitasat;

4. Meghatarozni a rosuvastatin és az aszpirin hatdsat a mikroglia sejtek citokin
felszabaditasara, beleértve mind a gyulladaskeltd (IL-1B, TNF-a), mind a
gyulladasgatl6 citokineket (IL-10);

5. Megvizsgalni a rosuvastatin és az aszpirin hatasat szamos gyulladéassal kapcsolatos

gén expresszios mintazatara a tiszta mikroglia sejtekben.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkultura készitése és fenntartasa

A tiszta mikroglia sejtek izolalasa 18 napos patkany embriokbol készitett primer kortikalis
sejtkulturabol tortént. A primer tenyészetet poli-L-lizinnel boritott flaskakban (75 cm?
12x10° sejt) tenyésztettiik 37 °C-on 5%-0s CO, tartalom mellett. A sejteket 10% FBS-t
tartalmaz6 DMEM médiumban tartottuk fenn. A tenyésztés hetedik napjan (DIV7) a
tenyészetek razatisaval (100 rpm, 30 perc, 37 °C) elvalasztottuk a mikroglia sejteket és

létrehoztuk a szekunder mikroglia kulturakat.
Kezelések

A tiszta mikroglia kultarakrol a tenyésztés negyedik napjan (subDIV4) a DMEM médiumot
lecseréltiik, majd a mikroglia sejteket bakterialis lipopoliszachariddal (LPS; 20 ng/ml),
rosuvastatinnal (1uM), aszpirinnal (0,1 mM vagy 1 mM), illetve az LPS + rosuvastatin,
vagy az LPS + aszpirin kombinacidval kezeltiik. A kisérlet tipusatol fiiggden a kezelések 6,

24 vagy 72 6raig tartottak.
Immuncitokémiai vizsgalat

A kezeléseket kovetden a sejteket 4%-os formaldehid segitségével feddlemezekre fixaltuk.
A permeabilizaciot kovetéen a mintakat egy éjszakan at inkubaltuk elsddleges anti-lbal
poliklonalis antitesttel (1:500) 4 °C-on. Ezutdn a mintakat masodlagos Alexa Fluor 568
fluorochrom konjugalt antitesttel (1:1,000) inkubaltuk, majd a sejtmagokat 0,5 pl/ml
Hoechst 33258 festékkel jeloltiik.



Western blot analizis

A Western blot analizishez SDS-poliakrilamid gélen 5-10 pg mennyiségii fehérjét
valasztottunk el. Az elvalasztott fehérjét Hybond-ECL nitrocelluléz membranra
transzferaltuk, majd egy éjszakan at inkubaltuk elsédleges anti-Ibal poliklonalis antitesttel
(1:1,000), vagy anti-GAPDH monoklonalis antitesttel (clone GAPDH-71.1; 1:20,000). A
membranokat ezt kovetdéen peroxidaz-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk

(1:2,000 az Ibal és 1:2,000 a GAPDH esetén).
A fagocitozis mértékének meghatarozasa

A mikroglia sejtek fagocitalo képességének vizsgalatat a sejtek altal felvett fluoreszcens
mikrogyongyok mennyiségének mérésével végeztiikk. Ehhez a sejtkultirékat a kezelés vége
elétt 1 ul 2.5% -os fluorescens mikrogyongy szuszpenzidval egészitettiik ki, majd 60 percig
37 °C-on inkubaltuk.

Az IL-1B, IL-10 és a TNF-0 mennyiségének meghatarozasa

A mikroglia sejtek altal termelt gyulladaskelté és gyulladasgétld citokinek mennyiségét
patkanyra specifikus ELISA kitekkel vizsgaltuk. A mérésekhez a kezeléseket kovetden a
tenyészet feliilliszojat Osszegyljtottiik, majd a vizsgalat elvégzéséig -20 °C-on taroltuk.

Vizsgalataink soran az IL-1P, az IL-10 és a TNF-a mennyis€gét hataroztuk meg.
Sejtadhézio és proliferacio meghatarozasa

A mikroglidk sejtadhézios és proliferacios képességeinek rosuvastatin hatdsara torténd
valtozasat ACEA Real-Time Cell Analysis (RTCA) és 16-lyuka E-Plate rendszerekkel
vizsgaltuk. A modszer valos idében méri a sejtek altal kialakitott elektromos ellenallast,
amelyet sejt index formajaban fejez ki. A sejteket az E-Platebe t6ltottiik, majd behelyeztiik
az RTCA késziilékbe, ahol az XCELLigence real-time cell analysis rendszer segitségével 60
oran keresztlil rogzitettiik folyamatosan a sejt index értekeket. A tuléld/proliferald
mikroglia sejtek mennyiségének meghatdrozasahoz a sejteket Osszegytijtottiik és Biirker

kamra segitségével megszamoltuk.
RNS izolacio
A sejteket PBS-sel mostuk, majd lizis pufferben (RA1) inkubaltuk. Ezt kovetéen a sejteket

Osszegyljtottiikk, majd 70%-os RNaz mentes vizet tartalmazé etanollal egészitettiik ki. A

keveréket oszlopra vittiikk és 80%-0s dietilpirokarbonattal kezelt vizet tartalmazo etanollal,



ezt kovetben W2 moséd pufferrel mostuk. A teljes RNS tartalmat RNaz mentes vizbe
elualtuk. A mintakhoz 1 pul RNaz inhibitort adtunk.

RNS expresszio

A reverz transzkripciot 3 ug total RNS-bdl 30 pl-ben a High Capacity cDNA Archive Kit
(Applied Biosystems) felhasznalasaval végeztiik el a gyarto altal ajanlott protokoll alapjan.
A cDNS-t 80 ul nukleaz-mentes vizben oldottuk. Az expresszidhoz az alabbi rendszereket
hasznaltuk: Bravo automatic liquid handling rendszer, LightCycler 1536 System, és a Light
Cycler Nano Instrument. A 116 gyulladasi folyamatokhoz kapcsolodd gén expresszidjat, és
a 6 kontroll gént a Universal Probe Library esszé segitségével génspecifikus primerekkel

mértiik. A génexpressziot a GraphPad Prism 6 program segitségével analizaltuk.
Képanalizis és statisztikai értékelés

A mikroglia kultira tisztasdgdnak meghatarozasat az Ibal immunpozitiv sejtekhez tartozé
Hoechst 33258 jelolt sejtmagok megszamolasaval végeztiik. Minden sejtkultara esetén 50-
100 véletlenszeriien valasztott [atdbmezdben végeztiik el a szamolast. A kertilet (um), teriilet
(um?), és transzformécios index (TI) meghatirozasahoz az Ibal immunpozitiv sejteket az
ImageJ, valamint az Adobe Photoshop CS5.1 szoftverekkel binaris replikatumokka
(sziluettekké) alakitottuk kiiszobolés (thresholding) segitségével. Az igy kapott keriilet és
terillet értékekb8l a TI = keriilet?/4n*teriilet képlet segitségével transzformdacios indexet
szamoltunk.

Minden statisztikai méréshez az R 3.1.0 for Windows programot hasznaltuk. Az
eredményeket két szempontos varianciaanalizissel (two-way ANOVA) vizsgaltuk, a
paronkénti 6sszehasonlitashoz Bonferroni korrekciot hasznaltunk. Az eredményeket atlag +

SD értékekkel abrazoltuk; p < 0.05 értékben hataroztuk meg a szignifikanciat.



EREDMENYEK

A rosuvastatin és az aszpirin morfologiai hatasai

A rosuvastatin €s az aszpirin altal kivaltott morfologiai valtozasokat a kontroll és LPS-
aktivalt mikroglia sejtekre Ibal immuncitokémiai vizsgalattal dokumentaltuk. Az egyes
sejtek morfologiai valtozasait a binaris sziluettek kvantitativ morfometriai elemzésével
vizsgaltuk. A kontroll tenyészetek sejtjeinek tilnyomo6 tobbsége enyhe amdboid
morfologiat mutatott, bizonyos esetekben révid pszeudopddium jellegii nyalvanyokkal,
tobbnyire Tl < 3 értékekkel. Az LPS aktivacié hatdséra a sejtek teriilete, keriilete, valamint
transzformacios indexe (TI1) lecsokkent (48%, 65%, valamint 78%-al) a kontroll értékekhez
viszonyitva. A rosuvastatin a sejteken mikrotiiske jellegli képzddmények kialakuldsat
indukalta. Ezek a vékony citoplazma-kitiremkedések szignifikdnsan emelték a sejtek
kertilet és TI értékeit. A rosuvastatinnal kezelt csoportok atlagos TI értékei ennek
kovetkeztében kozel tizszeresére emelkedtek a kontroll értékekhez viszonyitva. Az LPS
aktivalt sejtek rosuvastatin kezelés hatdsdra szignifikansan ndvekedtek, a sejtek
ramifikaltabb morfologiat vettek fel, a statinnal nem kezelt, LPS-aktivalt sejtek értékeinél
jelentésen nagyobb keriilet és transzformacios index értékkel (T1 > 7). Ez az eredmény azt
mutatta, hogy a rosuvastatin gatolta az LPS aktivacié hatasara bekovetkez6 morfologiai
valtozasokat. Az LPS-aktivalt és rosuvastatinnal kezelt sejtek méretndvekedésével
parhuzamosan ezeknél a sejteknél szignifikdnsan magasabb Ibal immunoreaktivitdst iS
tapasztaltunk.

Az LPS aktivalt sejtek aszpirin kezelését kdvetden szintén szignifikansan nagyobb és
viszonyitva. Az aszpirin kezelések onmagukban is novelték a TI értékeket a kontroll
sejtekhez képest (kis dozis: 5.73 + 2.70; nagy dozis: 7.36 + 3.48), ami ramifikalt
morfoldgiat indukélt vastagabb nyulvanyok, valamint mikrotliskék megjelenésének

kiséretében.

A rosuvastatin proliferaciot és sejtadhéziot gatlo hatasa

A rosuvastatin szignifikdansan gatolta a sejtproliferaciét mind a kontroll, mind pedig az
aktivalt mikroglia sejtekben (el6bbinél 47.8%, utobbinal 68.9%-ban). A rosuvastatin a
sejtadhéziot is gatolta ezekben a csoportokban.
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A rosuvastatin és az aszpirin csokkenti a fagocitozis mértékét az aktivalt mikroglia

sejtekben

A mikroglia sejtek egyik jol ismert jellegzetessége a fagocitotikus aktivitas. A tiszta
mikroglia sejtjek kontroll koriilmények kozott alacsony fagocitotikus aktivitast mutattak.
A kontroll sejtek a rosuvastatin kisérlet soran atlagosan 2.62 = 1.7 mikrogyongyot
kebeleztek be, mig az aszpirin kisérletsorozat esetében 3.63 = 1.6 gyongyot. Az LPS altali
aktivacio jelentOsen novelte a sejtek fagocitozisat. Az aktivalt sejtek atlagosan 25.39 +
11.4 gydngydt fagocitiltak. Onmagaban sem a rosuvastatin, sem pedig az aszpirin nem
hatott jelentdsen a fagocitdzisra, a bekebelezett gyongydk szama mindkét esetben
alacsony maradt. Az aktivalt sejtek esetében azonban mind a rosuvastatin, mind pedig az
aszpirin kezelés jelentésen csokkentette a fagocitdzis mértékét. A rosuvastatin rendkiviil
jelentésen, kozel 80%-kal csokkentette a fagocitozist, mig az aszpirin (0.1 mM és 1 mM)
dozisfiiggéd moédon 30%-kal (9.20 + 4.25), illetve 70%-kal (3.86 + 1.85) csokkentette a

fagocitalt gyongyok szamat az LPS-aktivalt sejtekhez viszonyitva.

A rosuvastatin és az aszpirin gatolja a gyulladaskelté és serkenti a gyulladasgatlo

citokinek felszabadulasat

Az aktivalt mikroglia szamos gyulladaskelté és gyulladasgalto citokint termel. Az IL-1B
alapszintje a kontroll mikroglia sejtekben 15.00 + 5.6 pg/ml volt. A rosuvastatin 6nmagaban
nem valtoztatta meg az alap IL-1B értéket. Az LPS aktivalds a varakozasainknak
megfelelden szignifikansan emelte a felszabadult IL-1B mennyiségét a mikroglia sejtekbdl.
Az aktivalt sejtek rosuvastatinnal torténd kezelésének hatasdra a felszabadult IL-1B
mennyisége jelentdsen, 45%-kal csokkent. Ehhez hasonlo erdteljes hatast okozott a
rosuvastatin a TNF-a felszabadulasban is. Az aktivalt mikroglia sejtekb6l felszabaduld
TNF-0 mennyiségét a 6 oras, valamint a 24 oras kezelést kdvetden is nagyjabol 40%-kal
csokkentette. A rosuvastatin a gyulladasgatldo 1L-10 mennyiségét befolyasolta a
legdramaibb moddon. Az LPS-aktivalt mikroglia sejtekben az IL-10 fehérje
felszabadulasanak mértékét 750%-kal novelte a kontroll szinthez viszonyitva.

Az aszpirin hatasanak vizsgalatakor a kontroll sejtekben mind a gyulladaskelt6 I1L-1B
¢s TNF-a, mind a gyulladasgétld IL-10 esetében a rosuvastatinnal tapasztalt alap értékeket
kaptuk. Az aktivalt sejtek kezelése 1 mM aszpirinnel szignifikansan, kozel 50%-kal gatolta
az IL-1pB szintet, mig a 0.1 mM aszpirin kezelés nagyjabol 16.5 %-kal csokkentette az

értéket. A TNF-a szintjének szabalyozasa kapcsan hasonlo hatast tapasztaltunk. Az aszpirin
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mind a 6 o6ras, mind a 24 6rés kezelés soran szignifikdnsan gatolta a TNF-a felszabadulast:
az 1 mM aszpirin kezelés 25%-kal, valamint 50%-kal, mig a 0.1 mM aszpirin dozis a 6 6ras
kezelés soran 16%-kal. Az aszpirin emellett hatott az IL-10 mennyiségére is. Az LPS
aktivacio mar dnmagaban jelentésen novelte az IL-10 mennyiségét (536%), és az aktivalt
sejtek aszpirinnel torténd kelezése még tovabbi jelentés (tobb, mint tizszeres) IL-10
produkcidt eredményezett.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy mind a rosuvastatin, mind pedig az aszpirin
erdteljes gyulladasgatlo hatast mutat, amely a gyulladaskeltd citokinek jelentds gatlasaban,
valamint a gyulladasgatlo citokinek mennyiségének novelésében mutatkozik meg az

aktivalt mikroglia sejtekben.

A rosuvastatin és aszpirin hatdasa a gyulladasi folyamatokhoz kapcsolhaté gének

expressziojara

A rosuvastatin és az aszpirin mikroglia sejtekre gyakorolt jelentds morfologiai és
funkcionalis hatdsanak megismerését kovetéen megvizsgaltuk e két szer hatasat 116
gyulladéssal kapcsolatos gén expressziojara a kontroll és LPS-aktivalt mikroglia sejtekben.

A rosuvastatin kezelés szamos gén expresszidjanak novelését, illetve csokkenését
idézte el6 a kontroll és az aktivalt mikroglia sejtekben. Az LPS aktivacié szamos kemokin
ligand ¢és citokin expresszidjat ndvelte meg, igy példaul a Cxcll, Ccl2, Ccl4, Ccl5, Cxcl9,
Ccl19, Ccl24, valamint az 1111, vagy az 1123r génekét. A rosuvastatin kezelés a kontroll
sejtekben kevesebb, de rendkiviil jelentds gének expresszidjara hatott, mint példaul az
idegrendszerben foként gyulladasgatld tulajdonsagairdl szamon tartott Ccl5, valamint az
Mbl2, amely rendkiviil jelent6s faktora a velesziiletett immunitas kialakulasanak. A
rosuvastatin emellett gatolta a gyulladaskelté hatasu Ccrl gént. Bizonyos, LPS altal
indukalt gének expresszidja lecsokkent a rosuvastatin hatasara, ilyen volt példaul a Ccl24,
amelynek esetében 73,5%-0s csokkenést tapasztaltunk a génexpresszidban, vagy a Ccrl,
ahol 49,5%- os csokkenést detektaltunk.

Az aszpirin kezelés szintén szamos gén novelését, illetve csdkkenését befolyasolta.
Az LPS aktivalas ebben az esetben is tobb jelentés kemokin ligand és citokin expressziojat
novelte meg, mint példaul a Cxcll, Ccl2, Ccl4, Ccl5, Cxcl5, Cxcl9, valamint /714, 116 vagy a
nitrogén-oxid szintaz (Nos2). A kontroll sejtekben szamos gén kifejez6désének csokkenését

figyeltilk meg aszpirin hatasara, ilyenek voltak példaul az Il1rn, vagy a gyulladaskelt6 116
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¢és Ccrl. Szamos LPS altal upregulalt gén expresszidja is csokkent az aszpirin kezelés

hatasara, ilyen példaul az IL1-rn, a gyulladéaskelté Ccrl, vagy a Nos2.

KONKLUZIO

Kisérleteink soran egy komplex morfoldgiai, funkcionalis és génexpresszios vizsgalatot
végeztiink annak érdekében, hogy meghatarozzuk a rosuvastatin és az aszpirin hatdsat
embriondlis eredetli tiszta mikroglia sejtekre kontroll és LPS altal aktivalt korilmények
kozott. Eredményeink ravilagitottak, hogy mindkét szer erds valaszokat indukal a mikroglia
sejtekben in vitro koriilmények kozott: gatoljak a karos gyulladaskeltd szignalokat,
ugyanakkor szignifikansan elsegitik a hasznos gyulladasgatlo folyamatok kialakulasat az
LPS aktivaciot kovetéen. Széleskori elényOs hatasaik kozott szerepel az erételjes
fagocitdzis gatlas, valamint a gyulladaskeltd citokinek mennyiségének csokkentése. Ezzel
parhuzamosan eldsegitik a gyulladasgatld citokinek termelddését, valamint elénydsen
hatnak szamos gyulladdssal kapcsolatos gén expressziojara. A rosuvastatin kapcsan
kismértéki anti-mitotikus hatast is megfigyelhettiink.

Miutan az aktivalt mikroglia sejtek karosithatjak az idegszovetet, illetve kronikus
gyulladasi folyamatokat okozhatnak azaltal, hogy nagy mennyiségben termelnek karos
citokineket, megnéhet a fagocitotikus aktivitasuk, ezen gyulladaskelté események hatékony

gatlasa megfeleld készitményekkel rendkiviil fontos lehet a gyulladasi és neurodegeneracios

crer

crer

Az eredmények Osszegzése:

1. A kvantitativ morfoldgiai adatok (Tl > 6) alapjan mind a rosuvastatin, mind az
aszpirin a ramifikalt morfologiat segiti eld, és mindkét szer gatolja az LPS
aktivacio hatasara kialakuld morfologiai valtozasokat (T < 2);

2. A rosuvastatin 40-60%-kal gatolja a sejtproliferaciot és csokkenti a mikroglia
sejtek adhézigjat;

3. Mind a rosuvastatin, mind az aszpirin jelentésen csokkenteni az LPS aktivacio
altal kialakitott erdteljes fagocitotikus aktivitast, de nem hatnak a sejtek alap

(fiziologias) fagocitotikus miikodésére;
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4. Mindkét szer erds gyulladasgatld hatassal bir azaltal, hogy gatoljak a
gyulladaskelté citokinek (IL-1p, TNF-o) felszabaduldsat, és stimulaljak a
gyulladasgatlo citokinek (IL-10) mennyiségének novekedését az aktivalt
mikroglia sejtekben;

5. A génexpresszids mintazat vizsgalata kimutatta, hogy a tiszta mikroglia
tenyészetekben mind a rosuvastatin, mind az aszpirin széleskorli hatassal van
szamos, gyulladassal kapcsolatba hozhaté génre. A vizsgalt 116 génbdl a
rosuvastatin kezelés soran 47 gén eseténben figyelhettiink meg szignifikdnsan
megvaltozott expressziot, mig az aszpirin kezelést kovetéen 30 ilyen gént
talaltunk. A két szer szamos gyulladaskeltd gén expressziojat (pl. Ccrl, Ccl24, IL-
6, Nos2) gatolja, mialatt tobb gyulladasgatlo hatasu gén expresszidjat ndvelik (pl.
Cxcl1, Ccl5, IL-10).



