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Tanszékén késziilt doktori (Ph.D.) értekezéshez, amelynek cime:
Az asztrocitak sejtvazanak dinamikaja és a gonadalis szteroidok

hatasa

A kozponti idegrendszer sejtes elemei, az idegsejtek, vagy neuronok, és a gliasejtek,
vagy neuroglia egymadssal szoros kolcsonhatdsban mukodnek. Jelen munkdnkban a
neuroglia egyik jellegzetes sejttipusdnak, az asztrocitdnak funkcid-fiiggd valtozasait
vizsgaltuk. FErdekl6désiinket ezen sejtek sejtvaza (cytoskeleton) keltette fel, amely
elsésorban intermedier filamentumokbdl 4ll és amelynek az asztrocitdk strukturdlis
stabilitdsdnak megtartdsdban dontd szerepe van.

A cytoplasma fonalas elemeit mar a XIX. szdzadban leirtdk. Az intracytoplasmatikus
fonalas anyag szerepérdl megfogalmazott elsé hipotézisek az izomszovet tanulményozasian
alapultak, hiszen az izomsejtekrl mar kordn kideriilt, hogy nagy mennyiségben
tartalmaznak filamentumokat. Ertheté6 mdédon ezen rostokat a motilitdssal hoztik
osszefiiggésbe. Elektronmikroszképos vizsgélatok tanisdga szerint ezen anyag tobbféle
intracytoplasmatikus rostok és csovek Osszessége, amelyek nem &4gazdédnak el és a
cytoplasmdban gyakran feltinden rendezett, szabalyos elrendezést mutatnak. Ez kiilondsen
markénsan jelentkezik az idegsejtek nydlvanyaiban (axonokban és dendritekben), ahol a
cytoplasma alkotéelemei csaknem a nyudlvany teljes hosszdn végigfuté parhuzamos
sdvokba rendezddnek.

Az idegsejtben (neuronban) fellelhetd cytoskeletdlis rostok sokasdga miatt
bevezették a neurofilamentum kifejezést, hogy megkiilonboztessék ezeket a mas sejtekben
talalhatd hasonl6 elemektol, a microfilamentumoktodl. A neurofilamentumok kialakitasaban
az azonos fehérjecsaladhoz tartoz6 harom f6 fehérje (,,protein-triplet”) vesz részt, amelyek
molekulasilya 70, 130-150, ill. 200 kDa. A neurofilamentumok pontos szerepe még nem
tisztazott, de leginkdbb passziv struktirdknak tekinthetjiik oket, amelyek az axont

stabilizdljak és meghatarozzak keresztmetszetét.



A gliasejtek csoportjai nagyban kiilonboznek cytoskeletdlis elemeik jellege és
mennyisége tekintetében. A klasszikus elképzelések szerint kozos tulajdonsaguk, hogy
sejtvazuk inkdbb stabilizald, semmint funkciondlis jellegli. Az idegsejtektol eltérden
azonban gliasejtek az érett idegrendszerben is képesek alak- és helyzetvaltoztatasra,
zsugoroddsra ill. megnagyobbodasra stb., igy varhatd, hogy a glidlis sejtvaz gyors
adapticids készséggel bir. Az idegsejtekkel Osszehasonlitva valéban helytdlld ez a
feltételezés. Mig a neuron sejtvazat dinamikusabb (mikrotubulusok) és statikusabb
(neurofilamentum) frakcidéra bonthatjuk, a gliasejt cytoskeletdlis elemeinek Osszessége
kifejezett reakcioképességgel rendelkezik, ami a szerkezeti és funkciondlis valtozasok
kovetését teszi lehetové. Az egyik gliasejt-tipusban, az oligodendrocytiban szinte
kizar6lag microtubulusok alkotjdk a sejtvazat; a sejtmag koriili régidban taldlunk néhany
rostot. Ezzel szemben az asztrocitdk nemcsak a perinukledrisan, szabdlytalanul
elhelyezkedd microfilamentumokkal, hanem a sejtmag kozelében és a nyulvdnyokban
egyardnt fellelhetd, jellegzetes intermedier-filamentum-rendszerrel birnak. Az asztrocitak
altal szintetizalt egyik f6 strukturdlis fehérje a savanyu glidlis rostos fehérje (GFAP —

glial fibrillary acidic protein).

Bar az asztroglia-sejtvdz tanulmdnyozhaté szovettenyészetben, az ilyen in vitro
rendszerekben az idegrendszeri kornyezet hidnyzik, amely a glia és neuron
kolcsonhatdsabol fakadd valtozasok vizsgélatdhoz elengedhetetlen. Organotipikus szovet
szeletek tenyésztése inkdbb hasonlit az in vivo koriilményekhez, mi azonban az asztrocitdk
sejtvazat in situ, természetes kornyezetében kivantuk vizsgalni. Ehhez természetesen olyan
modellrendszert kellett valasztanunk, ahol az idegrendszer komplexitidsa nem fedi el a
valtozdsokat és amely modellben a reaktiv asztroglia jol megfigyelhetd. Az asztrocitak
lényegében egyenletes elosztast mutatnak a teljes agyban. Amennyiben ez a megallapitas
helytdllo, ugy a GFAP-immunreaktivitds feltérképezése sem mutathatna jelentds
kiilonbséget a fehér- és sziirkedllomany vonatkozasaban. A teljes agyrol készitett korondlis
sorozatmetszetek GFAP-immunfestése nem tdmasztotta ald ezt a feltételezést (hipotézist).
Szamitégépes képelemzés utjan nyert adatok értékelése azt mutatja, hogy a
sziirkedllomannyal ellentétben a fehérallomanyban alig észlelhet6 GFAP-immunfestés.
Masrészt az egyes sziirkeallomany-régiok GFAP-immunreaktivitisa nagyon eltéro,
néhény teriileten nem is volt kimutathatd.

Ezen kiilonbségek 1jbdl felvetették az asztrocitdk esetleg eltérd elhelyezkedésének

kérdését.



Kiilonb6z6 agyrégick 25000 um* nagysagu teriiletein vettiik szdmba az asztrocitdkat.
A neocortexben, ahol a GFAP-immunfestddés a rétegek kozott extrém eltérést mutatott
1635 asztrocitat szamoltunk meg. A cortex teljes vastagsagat harom egyforma széles savra
osztottuk, amelyeket kiilsO, kozépso és belsd zondnak neveztiink. Agykérgi rétegezettséget
figyelembe véve ezek a zondk az 1.-1V. rétegnek, az V. és VI. réteg kiilso részének ill. a VI.
réteg belso részének felelnek meg. A mért teriileten az asztrocitdk 29,38%-a volt a kiilso,
38,63%-a a kozépso és 31,81%-a a belsd zéndban.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a GFAP-immunreaktivitast hatarozottan ill.
gyengébben felmutaté sziirkeallomany-régiok kozott nincsen jelentds, az asztrocitak
szamat és stirtiségét érinto eltérés. Ugyanakkor az asztrocitdk az érintett teriilet iranyaba

kismértékben elmozdulnak.

GFAP-agytérképek elsésorban him patkanyok agyan késziiltek, nostényeken végzett
kisérletek esetében az immunfestddés nehezen volt elore meghatdrozhaté. Néhdany ndstény
agy egyaltalan nem mutatott festddést, mig a veliik egy idoben, azonos immunszérumokkal
és reagensekkel parhuzamosan inkubdlt him agyakon a vart immunreakcié kovetkezett be.
Mas nostények agya a himekéhez hasonl6 GFAP-immunreaktivitast mutatott, de a fest6dés
Osszeségében kevésbé volt intenziv. Kiillonbozd ndstények agydban a reakcid intenzitdsa
jelentds eltéréseket mutatott, egyesek egyaltalan nem jelolodtek, mig masok tobbé-kevésbé
markédns immunfestddést mutattak. Tobb kisérletsor utan igy gondoltuk, hogy nem csupan
technikai jellegli eltérésrdl, hanem valddi szexudlis dimorfizmusrdl lehet sz6. A GFAP-
immunreaktivitds nemi kiilonbségét leirtdk mar, de ezek az adatok elsdsorban az endokrin
hypothalamusbdl szdrmaznak, ahol ilyen jellegi nemi kiilonbség nem meglepd. Az
»endokrin agyon” kiviili teriileteken a GFAP szexudlis kiilonbségét kozelebbrdl is meg

kivantunk vizsgalni.

Jelen munkaban feltett kérdések egyik csoportja azzal foglalkozik, hogy vajon

létezik-e az ,,endokrin agyrégiokon’ Kiviil is olyan teriilet, ahol az asztroglia sejtvdza
nemi Kiilonbségeket mutat és hogy a nemi hormonok szintje vajon befolyasolja-e az

asztroglia sejtvézat ill. annak GFAP-immunfestéssel kovethetd reakcigjat?

Modellként a k6zépagyi nucleus interpeduncularist (IPN — interpeduncular nucleus)
valasztottuk. Ez a mag kiemelkedden intenziv GFAP-festddés mutat, ugyanakkor nem all

kozvetlen kapcsolatban az endokrin funkcidkat szabdlyoz6 agyrégidkkal.



Noéstény patkanyokban 1ényegesen gyengébb immunfestédés volt tapasztalhatd — ugy
a mag kozpontjdban, mint periféridgjdn. Himektdl eltéréen azonban a ndstények GFAP-
immunreakcidja igen jelent0s egyedi eltéréseket mutatott, ami lehet nemi ciklusfiiggo.
Korabbi tapasztalatok alapjan jé okunk volt feltételezni, hogy ezen természetes
fluktudciok érintik az asztrocitdk sejtvazat. Miel6tt tehat az asztroglia reakcidjdban fellépd
hormonfiiggdséget tanulmdnyozhattuk volna a ndstényben természetesen fellépd, a
szexudlis szteroidok szint-ingadozdsa 4ltal eldidézett sejtvaz-mddosuldsokat kellett
leirnunk.

GFAP-antitestekkel végzett immunfestés csak kisebb, jelentéktelen valtozast mutatott
metdsztruszban ill. prodsztrusz kezdeti szakaszan 1évg allat interpedunkuldris magjdban.
Minthogy ez a hypothalamusban taldlt eredményekkel teljesen megegyezett, a
metosztruszban és proosztrusz  kezdeti szakaszdban fellépd hatdrozott GFAP-
immunreakciét metosztrusz-reakcionak neveztik. Az immunfestés alapjdn tovabbi
kiillonbségtétel nem lett volna megalapozott. Az elObbiekkel Gsszevetve Osztruszban a
GFAP-reakci intenzitdsa hatdrozottan csokkent.

Metosztruszos éllat interpedunkuldris magjdban a GFAP-immunreakcié egyenletes
eloszlast mutat a mag teljes kozépponti részében. A centrdlis régiét egy fokozott
intenzitdsu héj, vagy kopenyrész boritja, amiben asztrocitdk €s az erek sorozatit dvezd
perikapilldris asztrocitavégtalpak taldlhatok. Osztruszos dllatb6l vett analég metszeteken
mind a mag centrdlis része, mind annak héja markdnsan csokkent GFAP-szintet mutat.
Megemlitendd, hogy a perikapillaris glia sejtvaza nem kovette a leirt ciklusos véltozast. Az
egyes asztrocitdk szintjén megfigyelhetd, hogy mig metdsztruszban a GFAP-
immunprecipitdtum a sejtet, nyulvanyait és annak eldgazasait is jeloli, addig 6sztruszban a
festddés fragmentaltd, toredezetté valt, igyhogy a sejtek nehezen korvonalazhatéva valtak.

A vizsgélat elott 4 héttel végzett ovariectomia jelentdsen fokozta az interpedunkuléris
magban észlelt GFAP-immunreakciét. Ez nem csupdn a festddés intenzitdsara igaz, hanem
az asztrocita nyulvanyok is hatdrozottabban, hosszabb szakaszon jelolodtek. A 4 hétnél
hosszabb tdlélési id6 nem okozott tovdbbi véltozdst a GFAP-immunreaktivitds
intenzitdsdban és kiterjedésében. A leirt valtozasokat szamitogépes képelemzést is igazolta.

Himekben is az ivartalanitdst alkalmaztuk a nemi hormonok szintjének dramai
megviltoztatdsdra. Eredményeink azt mutatjdk, hogy kasztracié (kortdl fiiggetleniil)
jelentdsen csokkenti az interpedunkuldris magban fellépéd GFAP-immunreakcié
intenzitdsat. A csokkenés észlelhetd volt a herélést kovetd masodik héten és a 4. héten volt

a legkifejezettebb. Az IPN kozépso és caudalis harmaddbdl készitett metszeteken a mag
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centralis részében a csokkent GFAP-immunreaktivitds sejtszinten is kimutathat6 volt. Mig
a kontroll interpedunkuldris nucleusban az asztrocitdk teljes egésziikben jelolodtek, a
heréltekben a GFAP-immuncsapadék fragmentdlt volt: a nyudlvianyok csupdn rovid
szakaszait festette. A perikapilldris glia-boritast (az ér IPN-en beliil elfoglalt helyzetétdl
fiiggetleniil) nem modositotta a kasztracid. A mag sz€li részén a lateralis €s dorsolateralis
szubrégiok immunreaktivitisat nem befolydsolta az ivartalanitds, mig a dorsomedialis
subnucleus esetében mérsékelt csokkenés volt észlelhetd. A herélést kovetd napon
megkezdett tesztoszeron-kezelés kivédte a kasztracié okozta GFAP-immunreaktivitds
csokkenését. A gonadektomiat kovetd 8 héten beliil megkezdett tesztoszteron-adagolas
még eredményes volt, mig a négy honap utin elinditott helyettesitd hormonkezelés mar
alig volt hatdsos.

Him és néstény patkdnyok agydnak Osszevetése GFAP-t érinté nemi kiillonbséget
mutatott ki az interpedunkuléris magban — egy olyan agyrégioban, amelyik nem vesz részt
hormonalis folyamatok szabédlyozdsaban. Hormonmegvonds himekben dramaian
csokkentette a GFAP-immunreaktivitdst, mig kasztrdltakndl alkalmazott hormonpdétlas
enyhitette a csokkenés mértékét. Nostényekben ciklusfiiggd volt a GFAP-jel6l6dés, ennek
intenzitdsa Osztruszban volt a legalacsonyabb. Mindez azt mutatja, hogy a nemi hormonok
jelenléte sziikséges a normdl GFAP-immunreaktivitds fenntartisihoz. Ilymédon a

gonadalis szteroidok mint az asztrocitak sejtvazanak aktivalo tényezoi szerepelnek.

Az asztrocitdk sejtvdzédnak fibrillaris elemeit mint ,,glidlis rostokat” mar a XIX.
szdzadban leirtdk. Azt is megfigyelték, hogy ezen rostok igen dinamikusan reagdlnak az
asztrocita barmely funkciondlis véltozdsara. Tomoriilnek a sejt aktivalt allapotdban és
visszahtizodnak a nyugalmi stddiumban. Leirtdk, hogy agyi sériilésekre a 16zi6 koriili
asztrocitdk megnagyobbodnak és citoplazmdjukban rostos anyagot halmoznak fel, hogy a
keletkezett teret kitoltsék, a sériilt idegsejtek helyét elfoglaljak. Ezért a fokozott GFAP-
immunreaktivitds kimutatasa a ,,reaktiv gliézis” korjelzésére hasznalhat6. Az agyi sériilésre
adott helyi, lokalis glia-vélaszon tilmenden megfogalmazddott a hipotézis, amely szerint a
sériilt agyrégié projekcids teriiletén is varhatéak valtozdsok. Ezen jelenség leirdsara a

»Htavoli azstroglia-valasz” (,,RAR -remote astroglial response”) fogalmat vezették be.

Egy kisérletsorozatban arra kerestiink valaszt, hogy a GFAP-immunhisztokémia
megfelel6 modszer-e az asztrocitdk reakci6janak nyomon kovetésére; hogy a tavoli
asztroglia-vélaszt szinapszisok pusztuldsa valtja-e ki; hogy a GFAP-immunreaktivitidsban

észlelhetd modosuldsok a fehérjeszintézis valtozasat tiikrozik-e, vagy a molekula
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konformécids véltozdsat jelzik; hogy a sejtvdz proliferacidja, vagy hipertréfidja bir-e
elsddleges jelentdséggel és hogy a gonadalis szteroidok befolydsoljdk-e a glia-reakcid
mértékét?

A modellként alkalmazott genikulo-kortikalis rendszer idedlisnak tlint céljainkra,
hiszen az projicial6 idegsejtek konnyen hozzéaférhetéek kisérletes 1€ézidk ill. stimuldciok
szamdra. Az occipitélis kéreg az elsddleges 1atdmezot és tarsult régidit tartalmazza. Ezen
teriilet afferensei a hétulsé thalamusbdl szarmaznak. Az elsddleges latémezo IIL-IV.
rétegében végzddo idegsejtek a corpus geniculatum laterale-ban taldlhatok. Minthogy a
projekcié szigordan egyoldali, a sértéssel ellentétes oldal természetes kontrollként
haszndlhat6. Az ebben a rendszerben esetleg fellépd GFAP-immunreaktivitds egy
koriilhatarolt, GFAP-negativ teriileten jelentkezne, tehit akkor is jol felismerhetd, ha az
agyi sériilés mérete a corpus geniculatum laterale (CGL) dorsolateralis magjat
meghaladja (tdllépi).

A CGL sztereotaxids roncsoldsaval anterograd sejtpusztuldst idéztink eld. A
projekcids teriiletek asztrocitdinak véltozdsa igazolta a kordbbi megfigyeléseinket, amely
szerint anterograd (Waller-tipusid) degeneracié esetén fellép a tdvoli asztroglia-vdlasz.
Eldkisérletteink a tdvoli asztroglia-valaszt kisér0 ldtvanyos GFAP-immunreaktivitas-
novekedést mutattak ki.

Az ellenoldali, kontroll kérgi teriileteken GFAP-jelolt asztrocitdkat csupdn a cortex
kiils6 és legbelsd rétegeiben taldlunk, a kozépsé rétegekben nem keletkezik
immuncsapadék. A sértett, mitott oldalon a cortex egy ék alaku, az elsddleges
latémezOnek megfeleld teriiletén erdteljes GFAP-jelolédés lathat6, tehat a kozépsd
rétegekben is kimutathatéak intenziven immunpozitiv asztrocitdk. Ezt a jellegzetes tavoli
asztroglia-vélaszt képanalizissel is igazolni tudtuk, €s iddébeli lefutdsa is megfelelt a
jelenség kordbban leirt jellegzetességének. Ennek értelmében a GFAP-immunreaktivitas
novekedésének elso jeleit a 1€ziot kdvetd harmadik napon észleltiik, a reakcié a 7. és 14.
nap kozott volt a legintenzivebb, majd fokozatosan csokkent és harom hénappal a sériilés
utdn mar nem volt GFAP-reakci6 a kéreg III.-V. rétegében — ami a 1€zi6 el6tti dllapotnak
felel meg. Kivétel ez aldl az emlitett rétegek nagyobb ereinek kozvetlen kornyezete volt,
ahol az immunreakcié még a sértést kovetd 6. honapban is kimutathat6 volt.

A GFAP-immunreakcié tehat megbizhatéan jelzi a tavoli asztroglia-vélaszt, de csak
az asztrocitdk sejt-testének, valamint nagyobb és kozepes méretli nyulvanyaiknak szintjén.
A legkisebb, a szinapszisokat 6vezd nyudlvanyok térfogat-ndvekedéssel és glikogén-

felhalmozdssal reagdlnak a szinapszis pusztuldsara. Ezen végs0 nyulvanyok nem
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tartalmaznak glidlis rostokat, még tdvoli asztroglia-reakcié esetén sem, tehat a GFAP-
immunreakciot tisztidn citoskeletalis jelenségnek tekinthetjiik. Kovetkezésképpen a tavoli
asztroglia-vélasz sordn észlelhetd fokozott GFAP-immunreaktivitds a sejtvaz hipertrofidjat
tiikkrozi, ami a glia-aktivdlédas eredménye. A mtott oldalon hatdrozottan megemelkedett
az 0ssz-GFAP mennyisége. Ez azt mutatja, hogy a tavoli asztroglia-valasz (RAR) esetében
az amugy immunnegativ rétegek GFAP-festodésekor a fehérjeszintézis fokozodasa az
elsddleges az érintett teriileten. Levonhaté az a kovetkeztetés is, hogy a GFAP-
immunnegativ  régiokban ezen fehérje szintézise ill. 0Ossz mennyisége az

immunhisztokémia érzékenységi kiiszobét nem éri el.

Az asztrocita-reakcio jellegének megitélése eltérd. Szamos allitds szerint ebben a
jelenségben az asztrocitdk proliferdcidja a meghatdrozd, mig mads szerzOk nem tudtak
sejtszdmnovekedést kimutatni. Ha a miitott oldal érintett agykérgében szamoljuk meg az
asztrocitdkat, a harom azonos szélességli sav koziil a kiilsében lathatjuk az asztrocitak
47,00%-at, a kozépsoben 32,24%-ukat, mig a legbelsé rétegben a sejttestek csupdn
19,70%-a talalhato.

Ezen szamokat 6sszevetve a kontroll-oldal értékeivel (29,38%, 38,63% ill. 31,81%)
megéllapithatd, hogy a tavoli asztroglia-vdlasz 4ltal érintett teriileten a sejtszdm
novekedése helyett/mellett az asztrocitak atrendezédése, a felsébb rétegek irdnydba
torténo elmozdulasa tapasztalhato.

A gonadectomia ndstényekben megakaddlyozta a GFAP-immunreaktivitassal
kimutathat6 tdvoli asztroglia-vélasz kialakuldsat. Himekben a reakci6 kezdeti fazisat ugyan
nem blokkolta a kasztracid, de az gyorsan csokkend tendenciat mutatott. Ez4ltal abban az
idotartomanyban, amikor a gonadélisan intakt dllatban a legintenzivebb a RAR-indukalta
GFAP-immunreaktivitds, a herélten alig lattunk reakciét. A nem rostos citoskeletalis
fehérjék (MAP2) és a riboszoméhoz kotott fehérjék (tubulin, dystrophin) nem vesznek
részt a glialis reakcidban.

A nemi hormonok megvondsa gitolta a tavoli asztroglia-védlasz kialakuldsat. Ezen
gatld hatds erételjesebben érvényesiilt ndstényekben, mint himekben. Az a tény, hogy a
latokéreg asztrocitainak sejtvdza az édllat hormonadlis allapotanak fiiggvényében masképpen
reagdl sériilésre, a gonaddlis szteroidok agyra gyakorolt hatdsdnak az eddig gondoltnal
kiterjedtebb voltat bizonyitjak.

Végezetiil, az agy lokdlis sériilésére adott, a projekcids teriileteket érintd tavoli

asztroglia-vdlasz (RAR) a jelenség holisztikus jellegét bizonyitja. A masodlagos
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szinaptikus degeneracio kozelében az asztrocitdk sejtvaza hipertrofiat mutat. Ezen valtozds

mértéke a nemi hormonok éltal befolydsolhaté.

Mindezek tiikrében elképzelhetd, hogy jelen eredményekbdl kiindulva az asztrocitdk
reakcidjanak kdros hatdsai csokkenthetéek a nemi szteroidok szintjének valtoztatdsaval pl.

agyi 6déma, fokaélis epilepszia €s neurodegenerativ megbetegedések esetében.



