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1. Előzmények 

Az asztrogliákról szerzett ismeretek gyorsan 

bővülnek és a hagyományos nézet, miszerint az 

asztrogliák kizárólagos szerepe egyfajta állványzat, 

támaszték biztosítása a többi sejt számára, mára 

megváltozott. Az asztrogliák számos élettani funkcióval 

bírnak, úgymint a glutamát eltávolítása az extracelluláris 

térből, a szinaptikus transzmisszió modulálása különféle 

gliotranszmitterek révén, a vér-agy gát kialakításában való 

részvétel, az agyszövet víz homeosztázisának fenntartása 

az aquaporin csatornák segítségével vagy épp a véráramlás 

szabályozása. Mindemellett, egyre több szakirodalmi adat 

utal arra, hogy az asztrogliáknak nem csak élettani 

viszonyok fenntartásában, hanem számos kórképben is 

kitüntetett szerepe van, úgymint Alzheimer-és Parkinson-

kórban, epilepsziában, depresszióban és hepaticus 

encephalopathiaban (HE).  

A HE egy neurokognitív rendellenesség, amely 

során az agyi működés károsodik akut vagy krónikus 

májelégtelenség, illetve portoszisztémás sönt 

következtében.  
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A HE pontos patogenezise máig sem tisztázott, de az 

ammónia (NH4
+) vérplazmabeli és agyi szintjének 

megemelkedése tekinthető a fő kóroki tényezőnek. 

Emellett az emelkedett  cerebrális mangán (Mn3+) 

koncentráció, az oxidatív stressz, valamint egyes 

baktériumok, illetve bakteriális komponensek 

béltraktusból szisztémás keringésbe jutása is lényeges 

elemei a HE patogenezisének. Mivel a vér-agy gát 

bizonyítottan károsodik akut májelégtelenség során, 

feltételezhető, hogy az előbb említett etiológiai faktorok 

ily módon képesek a keringésből a központi 

idegrendszerbe jutni. Akut HE során gyakran letális 

kimenetelű agyödéma és következményes agyi 

beékelődés alakulhat ki, melynek egyik leglényegesebb 

háttérmechanizmusa az asztrogliák megduzzadása. Ennek 

fő oka bizonyítottan a glutamin asztrogliákban történő 

felhalmozódása, valamint a glutamináz enzim általi 

lebontása glutamáttá és ammóniává, mely utóbbi a 

mitokondriumok károsítása révén a sejtek térfogatának 

növekedéséhez vezet.  
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Krónikus HE során csakugyan az asztroglia a 

leginkább érintett sejttípus, melyet az úgynevezett 

Alzheimer II típusú astrocytosis fémjelez, jellegzetes 

szubcelluláris változásokkal.  

A neuroinflammáció a HE egyik központi cerebralis 

eseménye, melyben az asztrogliáknak kitüntetett szerep 

jut, habár hagyományosan a mikrogliák tekinthetőek az 

elsődleges fontosságú szereplőknek. A neuroinflammáció 

során az említett sejtek morfológiai változásokon mennek 

keresztül és számos citokint termelnek.  

Az asztrogliák gyulladásos szerepének vizsgálata 

ugyan számos kutatás fókuszában áll, az alkalmazott in 

vitro modellek nagyfokú heterogenitása megnehezíti az 

eredmények megfelelő interpretálását. A mikrogliák 

számának csökkentése elérhető a citozin ß-D-

arabinofuranozid és L-leucin metilészter egymás utáni 

kezelésével (kémiai mikroglia gyérítés), valamint 

rázatással (mechanikai mikroglia gyérítés), mely 

módszerek többféle módon is kivitelezhetőek.  
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Így az asztroglia sejtkultúrák mikrogliákkal való 

szennyezettsége vagy épp a mikroglia-mentesítéshez 

alkalmazott módszerek sokfélesége akadályt gördít a 

kapott eredmények összehasonlítása elé, illetve nem teszi 

lehetővé a kizárólag asztrogliákra vonatkozó 

következtetések levonását.  

A közelmúlt kutatási eredményei szerint a 

glutamináz enzim nemcsak az asztrogliák duzzadásában, 

hanem a neuroinflammáció folyamatának kialakításában 

is szerepet játszik. Jelenleg nem áll rendelkezésre 

hatékony terápia a neuroinflammáció szupresszálására, 

illetve a gluamináz enzim gátlására, habár egyre több 

ismeretünk van arra nézve, hogy néhány foszfodiészteráz 

(PDE)-gátló vegyület  alkalmas lehet az említett célok 

elérésére.  

2. Célkitűzések 

A kutatásom céljai a következők voltak: 

1. a patkány primer asztroglia kultúrákon alkalmazott két 

mikroglia-gyérítési módszer eredményességének 

összehasonlítása 
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2. a HE patogenezisében szerepet játszó fontosabb 

tényezők citotoxikus hatásának három különböző 

módszerrel történő vizsgálata asztroglia-mikroglia 

vegyes kultúrában, valamint rázatásos módszerrel 

mikroglia-gyérített asztroglia kultúrákban  

3. ugyanezen faktorok hatásának vizsgálata az 

intracellularis reaktív oxigén gyökök (ROS) 

termelődésére vonatkozóan asztroglia-mikroglia 

vegyes kultúrában, valamint kétféle módon mikroglia-

gyérítésen átesett asztroglia kultúrákon  

4. egyes pro-és antiinflammatorikus citokinek 

termelődésének detektálása mikroglia-gyérített 

asztroglia kultúrákban 

5. a PDE-gátló teofillin és zaprinast lehetséges 

glutamináz-gátló hatásának vizsgálata rázatásos 

módszerrel mikroglia-gyérített asztroglia kultúrákban 
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3. Anyag és módszer 

A primer patkány asztroglia sejtkultúrák kétnapos 

Spraque-Dawley patkányok teljes agyszövetéből lettek 

létrehozva. Ennek során az agyvelők mechanikai 

aprításon, majd enzimatikus emésztésen estek át. Ezt 

követően a sejteket Petri csészékbe osztottuk szét, majd a 

sejtkultúrák konfluenssé válása után 96 lyukú plate-re 

történt a passzálás. A további vizsgálatokhoz a 

sejtkultúrákban a mikroglia-szám csökkentése AraC és 

LME egymásutáni kezelésével vagy pedig rázatásos 

módszerrel valósult meg. Emellett egyes kultúrákon a 

mikroglia-gyérítési módszerek elhagyásával asztroglia-

mikroglia vegyes kultúrák is kialakításra kerültek. A 

sejtkultúrák tisztasága, azaz az asztrogliák valamint a 

mikrogliák aránya az asztroglia marker, gliális fibrilláris 

savas fehérje (GFAP), valamint a mikroglia marker, 

ionizált kálcium kötő adapter molekula-1 (Iba-1) 

immunfluoreszcens jelölésével valósult meg.  
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A sejtkultúrák különböző koncentrációjú hidrogén-

peroxid (H2O2)-, lipopoliszacharid (LPS)-, mangán 

(Mn3+)- és ammónia (NH4
+)-kezelésen estek át többféle 

inkubációs időt alkalmazva. A sejtéletképességet három 

eltérő módszerrel vizsgáltuk, úgymint propidium-jodid és 

neutrál vörös felvétel, valamint laktát dehidrogenáz 

(LDH)-aktivitás mérésével. Az intracellularis ROS 

képződés a 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetát 

klorometil származékának (CM-H2DCFDA) 

felhasználásával let detektálva, míg a sejtkultúrák 

gyulladásos válasza az interleukin (IL)-6, IL-10, IL-1ß és 

tumor nekrózis faktor (TNF)-α fehérje expressziójánsk 

ELISA-alapú mérésével. Az IL-6, IL-10 és TNF-α 

szekréció a sejtkutúrák tápfolyadékából, míg az IL-1ß 

sejtlizátumból került megmérésre. A glutamát és glutamin 

esszéket mind az intra-mind pedig az extracellularis 

kompartmentben elvégeztük annak érdekében, hogy 

pontosabb képet kapjunk a teofillin és zaprinast lehetséges 

glutamináz-gátló hatásáról. Az említett kolorimetriás 

méréseket az extracellularis tér esetén  tápfolyadékból, 

míg az intracellularis tér esetén a sejtlizátumból végeztük 

el.  
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4. Új tudományos eredmények 

1. A rázatásos módszerrel történő mikroglia-gyérítés 

nagyobb tisztaságú asztroglia kultúrákat eredményez, 

mint a kémiai kezelés.  

2. A neutrál vörös felvételen alapuló sejtéletképesség-

vizsgálat alkalmasabb módszer az NH4
+ és H2O2 

citotoxicitásának megállapítására, mint az LDH 

aktivitás és a propidium-jodid felvétel mérése. 

3. Az asztroglia-mikroglia vegyes kultúrák 

érzékenyebbek a H2O2 által kiváltott oxidatív stresszre, 

mint a mikroglia-gyérített asztroglia kultúrák 

4. A TNF-α és IL-6 termelődés eltérő a kétféle módon 

tisztított sejtkultúrában: a kémiai kezelésen átesett 

kultúrákban közel 10-szeres mennyiségű TNF-α-és 

IL-6-szekréció detektálható a mechanikailag tisztított 

sejtkultúrákhoz képest 
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5. Az LPS által előidézett citokin-termelés függ a 

sejtkultúrákon alkalmazott mikroglia-gyérítési 

módszertől: szemben a kémiai kezelésen átesett 

kultúrákkal, az LPS növeli az IL-1ß és TNF-α 

termelést a rázatásos módszerrel tisztított kultúrákban, 

míg az IL-10 fehérje expresszió növekedés kizárólag a 

kémiai kezelésű kultúrákban detektálható 

6. Az NH4
+ és Mn3+ is fokozza a rázatással tisztított 

sejtkultúrák IL-1ß termelését 

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

extracellularis glutamát-szintet 
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