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1. BEVEZETES

Franz Nissl és Santiago Ramon y Cajal Kisérletei Ota széles korben alkalmazzédk az
axotomias modelleket a neurodegeneracios ill. regeneracids folyamatok tanulmanyozésara.
Az ideg atvagasat kdvetden a sériilt neuronokban az allat koratdl és a sériilés helyétdl fiiggden
lassu degenerativ folyamatok induké&lédnak, melyek az idegsejtek bizonyos szazalékdban a
sejtek pusztulasahoz vezetnek, mas sejtek viszont regeneralodnak (Koliatsos és Price, 1996).
A neuronok tulélése, ill. pusztuladsa nem sejt autondm folyamat, hanem a neuronok és a velik
kommunikaldé mikro- és asztroglia sejtek, s6t, a periférardl bevandorlé immunsejtek egyiittes
hatasanak az eredménye (Clement és mtsai 2003, Kawamura és mtsai 2012, Raivich és mtsai
1998). A mikroglia-neuron kdlcsonhatast szdmos tényezé, tobbek kozott a neuroprotektiv
tulajdonsaggal is rendelkez6 néi nemi hormon, az 6sztrogén is befolyasolja (Garcia-Segura és
mtsai 2001, Crain és Watters, 2010). Munkam soran a periférias axotomiat kovetd mikroglia
reakciét és neurondlis valtozasokat, valamint ezek 0Osztrogénnel vald kapcsolatat
tanulmanyoztuk egy purin receptor, a P2X7, és a B Osztrogén receptor (ERP) expresszio
szempontjdbol a nucleus oculomotorius és a nucleus hypoglossus teruletén. A
modellvalasztast az indokolja, hogy a két mozgatd agyideg magban eltér6 az axotomiéat
kovetd reakcio: a nucleus oculomotorius motoneuronjai sériilésre ellenallbéak, mig a nucleus
hypoglossus idegsejtei érzékenyen reagalnak az Oket ért karosodasra (Obal es mtsai 2006,

Kawamura és mtsai 2012).

1.1. Neuron — mikroglia kélcsénhatas
A mikroglidk a gliasejtek kilonleges csoportjat képezik, mivel a kdzponti idegrendszer

rezidens makrofagjainak tekinthet6k. Azonban a mikroglidnak nem csak immunfunkcidi
vannak, hiszen a mikrogliasejtek és az idegsejtek dinamikusan kommunikéalnak egymassal,
ami elengedhetetlen a kozponti idegrendszer fejlédésében és fenntartasaban (Kettenmann és
mtsai, 2011). Ez a kommunikéacio kétoldalu: i) a neuronok képesek szabalyozni a mikrogliak
allapotat és aktivitasat, példaul fraktalkin, CD200, klasszikus neurotranszmitterek,
komplement és purinerg szignalizacion at; ii) a mikroglia képes befolyasolni a neuronok
elektrofiziologiai aktivitasat, kozvetlen fizikai kapcsolatban allhat szinapszisokkal és egyéb
neuronalis elemekkel, valamint pl. a DAP12 szignalizacion keresztul részt vehet a szinaptikus
plaszticitasban. (Eyo és Wu, 2013).



A mikrogliak fizioldgias koralmények kozott ,,nyugalmi” allapotban vannak, vékony
nyulvanyaikkal folyamatosan pasztdznak, tapogatnak, fizikai kapcsolatba lépnek az
idegsejtekkel, és ha a fiziologiastol eltérd folyamatot érzékelnek, stimulalédnak. A mikroglia
aktivaciot tobb tényezé valtja ki, pl. az idegsejtek elektromos aktivitasanak megvaltozasa
és/vagy sok ATP megjelenése az extracellularis térben, amit a mikroglia sejtek purinerg
receptoraikon (pl. P2X7) keresztlil kdtnek meg. Mikroglia stimulaciokor egyreszt a sejtek
morfologiajaban, mésrészt sejtfelszini markereik expressziojaban valtozasok kovetkeznek be.
A mikroglia sejtek osztodnak, nyulvanyaik megvastagodnak, majd visszahuzddnak és
amoOboid forméat vesznek fel. Fagocitotikus aktivitasuk fokozodik és szamos citokint
termelnek. A fagoszomékat tartalmazd eléregedett mikrogliak nagy része apoptdzis soran
elpusztul, kisebb résziik visszaalakul. A megmaradt mikroglidk ,,remodelling” mikrogliak
lesznek, amik részt vesznek a szinaptikus kapcsolatok ujraformalasaban, és nyugalmi
mikroglidva alakulnak vissza. A morfoldgiai atalakulasokat biokémiai valtozasok kiseérik,
melyek tébbek kozott érintik bizonyos sejtfelszini markerek fokozodasat pl. CD11b, MHC 11
(Ladeby és mtsai 2005).

Az aktivalt mikrogliak hatasa kétirdnya lehet, ezért a makrofag polarizacid6 mintajara a
reaktiv mikrogliak kozott is elkilonithet6 klasszikus (M1) és alternativ (M2) polaritast sejt.
Az M1 mikroglidk letfontossagiak a mikroorganizmusok elleni védekezésben és a
neurodegeneracios folyamatokat mozditjak eld. Az M2 mikroglia szerepet jatszik a szoveti
megujulasban, gyogyulasban, tdmogatjak a mielin tormelékek fagocitozisat, ami fontos a
remielinizacidban. A reaktiv mikrogliozis soran az M1 és M2 aktivalt mikroglia sejtek aranya
valtozhat (Goldman és Prinz, 2013, Hu és mtsai, 2012).

Sériléskor nem csak a mikroglidban kdvetkeznek be génexpresszids valtozasok, hanem a
neuronokban is, pl. nucleus hypoglossusban a NeuN (Obal és mtsai 2006) és CGRP (Mader és
mtsai, 2004), a bulbus olfactoriusban a tirozin-hidroxilaz (Baker és mtsai, 1983) expresszioja
csokken, az agykéregben az 6sztrogen a receptoré fokozodik, mig az Osztrogén B receptoré
csokken (Dubal és mtsai, 1999).

1.2. Az 0sztrogén szerepe az idegsejtek vedelmeben
Az Osztrogén egy szteroid hormon, amely a felnétt szervezetben, a petefészekben és a

méhlepényben termelddik. A legfontosabb néi nemi hormon, klasszikus szerepe a méasodlagos
n6i nemi jellegek kialakitdsa és a menstruacios ciklus szabalyozasa. Harom {6 fajtija: az

0sztron, az 17B-06sztradiol és az 6sztriol.


http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%96sztron&action=edit&redlink=1
http://hu.wikipedia.org/wiki/%C3%96sztradiol
http://hu.wikipedia.org/wiki/%C3%96sztriol

Az 0Osztrogének nem csak a masodlagos néi nemi jellegek kialakitdsdban vesznek részt,
hanem szdmos maés folyamatban is, példaul a cséves csontok érésében és ndvekedésében, a
cukor anyagcserében, a sziv- és érrendszer, sét, az idegrendszer miikodésében. Az
Osztrogénhiany emiatt ¢sszefligghet a csontritkulds, 11. tipust cukorbetegség, szivmiikodési
zavarok és tobb neuroldgiai és mentalis betegség kialakulasaval is a menopauzat kovetéen
(Nelson és mtsai 2013, Murphy 2011, Garcia-Segura 2008, Garcia-Segura s mtsai, 2001).

Neurobioldgiai szempontbol Iényeges, hogy az 6sztrogének nem csak a szaporodasban
részt vevo szervekben termelédnek, hanem az idegrendszer sejtjei is képesek Gsztrogéneket
szintetizalni. Igy az idegrendszerre gyakorolt 6sztrogén hatas néstényekben egyrészt a keringé
vérb6l szarmazd Osztrogénekbdl (neuroaktiv Osztrogén), masrészt az idegrendszerben
termel6d6  Osztrogénekbdl (neuroszteroid tipusl Osztrogén) adddik (Garcia-Segura és
Melcangi, 2006). Feln6tt himekben a neuroszteroid 6sztrogén hatassal kell szamolni.

Az 06sztrogének, csak Ugy mint, az 0sszes szteroid hormon, képesek atjutni a sejtek
hatérolohartyain. Hatasukat a hormon érzékelésére képes jelfogd molekuldkhoz, vagyis
receptorokhoz valo kotédés révén fejtik ki. Az 6sztrogén receptorok két f6 tipusa a ligand
aktivalt transzkripcids faktorként is miikodd0 ERa és ERP. Az 0Osztrogénnek az
idegrendszerben sokrétii védo, azaz neuroprotektiv hatasat irtak le a szakirodalomban. Az
Osztrogén védelmet biztosit az idegsejteknek traumas agyi sériilés, gerincvel6i sériilés,
ischaemias sériilés, valamint neurodegenerativ betegségek soran. (Sribnick és mtsai, 2003,
Nilsen és Brinton, 2004, Soustiel és mtsai, 2005, Gerstner és mtsai, 2009). Tovabba er6s
antioxidans ¢és gyulladascsokkentd hatasa is ismert. Csokkenti a gyulladasos citokinek
(interleukin-1, interleukin-6, TNFa) (Gatson és mtsai, 2009) termelését. Meg tudja
akadalyozni az intracelluléris szabad Ca”" novekedését és az apoptozist (Sur és mtsai 2003,
Sribnick és mtsai 2004), fokozza a sejtek tulélesét segitd gének expresszidjat (Das és mtsai
2011). Befolyasolja bizonyos neurotranszmitterek, pl. dopamin, szerotonin (Izumo és mtsali,
2012), acetilkolin (Miller eés mtsai, 1999) szintjét. Az 0Osztrogen receptorok nem csak
kozvetlenil befolyasolhatjak egyes gének transzkripcidjat, hanem nem genomikus hatasuk is
jelentds: kapcsolatba 1éphetnek egyéb transzkripcids faktorokkal (AP-1, NF-kB), valamint
kiilonboz6 kindzokon (pl. MAPK) keresztiil a masodlagos hirvivé rendszerek mitkodését is
megvaltoztathatjak (Azcoitia és mtsai, 2002). A szamos gén kozo6tt, melyek transzkripcidjat
az 0sztrogen befolyasolja, megtalalhatok makrofagokra és mikroglia sejtekre specifikus gének
is (pl. Cd11b, Iba-1). Figyelmet érdemel, hogy a neuroprotekcids folyamatokat elémozditd
M2 polaritast mikrogliara jellemz6 Mrcl gén expresszidjat az 6sztrogen mindkét receptoran
keresztul fokozza (Sarvari és mtsai 2014).



Az irodalmi adatok szerint az 6sztrogén mikrogliara kifejtett hatasa tdlnyomo részben az
ERa-on keresztil nyilvanul meg, de vannak olyan eredmények is, melyek arra utalnak, hogy
az ERP is expresszalodik mikroglidban. Az ERP jelenlétét mikroglia tenyészetben
egyértelmiien kimutattak, azonban szdvettani metszeten eddig csak patoldgias kortilmények

kozott irtak le, egészséges mikrogliaban nem (Wu és mtsai, 2013).

1.3. A P2X7 receptor
A P2X7 receptor a purinerg receptorok csaladjaba tartoz6 ionotrop ATP receptor, mely 3-

6 alegységbdl tevodik Ossze. Az alegységek két transzmembran doménbdl allnak, az Oket
0sszekoto extracellularis hurkon talalhaté az ATP kot6 hely. A P2X7 receptor aktivalodaskor
nem szelektiv kation csatornaként miikodik. 100 pM — 10 mM ATP hatéaséra aktivalodik.
ATP ilyen nagy koncentrécioban extracellularisan csak valamilyen sériilés esetén fordul el6.
Sokaig kotve ATP-t a nem szelektiv kation csatornan keresztiil Ca®* aramlik be a sejtbe és
apoptotikus utvonalak 1épnek miikddésbe. Ez minden olyan sejt pusztulasahoz vezet, melyen
a P2X7 receptor tartosan aktivalt allapotban van (Matute és mtsai, 2007, Diaz-Hernandez és
mtsai, 2009, Kim és mtsai, 2011, Harada és mtsai, 2011, Arbeola és mtsai, 2012). A P2X7
receptort mikroglian mutattdk ki el0szor (Ferrari és mtsai, 1996), majd asztroglidn is
(Ballerini és mtsai, 1996), késdbb pedig bizonyitottak, hogy idegsejt is termeli (Brandle és
mtsai, 1998). A XII. agyideg magban a preszinaptikus terminalon detektéltak, ahol fizioldgias
koriilmények kozott a serkentd neurotranszmitter felszabadulas elésegitésében jatszott
szerepét irtdk le (Deuchars és mtsai, 2001). A P2X7 receptor miikodésével glutamat és ATP
felszabadulas is 0sszefligg. Tovabbi lényeges szerepe az aktivalt mikroglia osztodasanak,
valamint a mikroglialis IL-1p érésének és felszabadulasanak elémozditadsa (Duan és Neary,
2006, Domercq és mtsai, 2013). Részt vesz tovabba olyan transzkripcios faktorok (NF-KB,
NFAT) aktivalasaban, melyek szamos gyulladast elésegitd fehérjét kodoldo gént hoznak
miikodésbe (Crain és Watters, 2010). A receptor elsdésorban a neurodegeneracios
folyamatokban betdltott szerepe miatt keriilt az utdbbi idében az érdeklddés elbterébe,
ugyanis expresszioja fokozott Kilénboz6 neurodegeneracios betegségekben pl. ALS,
Alzheimer-kor (Crain és Watters, 2010) és a P2X7 receptor mikodését specifikus

antagonistakkal gatolva csokkenthetd a neuronok pusztulasa (Yiangou és mtsai, 2006).



2. CELKITUZESEK

A sérilésre ellendlld motoneuronokat tartalmazd III., és a sériilésre jelentds
sejtpusztulassal reagald XlI. agyideg magjaban lejatszodo neurondlis és mikroglia valtozasok
immunhisztokémiai vizsgalata a periférias axotomiat kovetd els6 négy napban a kovetkezd
két szempontbdl:

1. P2X7 receptor expresszidjanak immunhisztokémiai vizsgédlata axotémia és 17f-

osztradiol kezelés fliggvényeben.

2. Az ERP immunhisztokémiai lokalizalasa, kiilonds tekintettel az esetleges

mikroglidban torténd expressziora.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kiserleti allatok
Az allatok, amelyekkel dolgoztunk, 2 honapos ndstény egerek, a Balb/C torzsbdl. Tartasuk a

kovetkezOképpen zajlott: 12 ora fény és 12 ora sotét valtotta egymast, ételt és vizet mindig
kaptak, amennyire sziikségik volt. Harom nagyobb kisérleti csoportba osztottuk az allatokat:
a) kontroll, azaz ovariektomizalt, alm{tott

b) ovariektomizalt és axotomizalt

c) ovariektomizalt, axotomizalt és dsztrogennel kezelt egerek.

A periférias axotémiat az egerek egy részénél a jobb szem enukleaciojaval, masik résziknél a
n. hypoglossus atvagasaval valositottuk meg. Mutét utan egy és négy napos talélési idot

kovetéen végeztik el a perfuzidt. Valamennyi kisérleti csoportban 6t allatot vizsgaltunk.

3.2. Miitéti eljarasok

3.2.1. Ovariektomia

Az éallatokat intraperitonealisan (i.p.) adott 2%-o0s tribromoetanol (Aldrich) segitségével (25
mg /100 g testsuly) altattuk el. Alapos megfigyelés utan, mikor az allat mély altatasban volt, a
hatan gerincvonalban leborotvaltuk a szért, majd kb. 2 cm-es metszést ejtettiink a gerinc
vonalaban figyelve a hartyak atvagasara is, hogy széthtizhassuk a bort. Az allat oldalra
fektetése utan pici bemetszést ejtettlink a hasfalon, a rdzsaszines petefészket megkerestik,
majd eltavolitottuk, végul 6sszevarrtuk a vagast. Ezt mindkét oldalon elvégeztik, majd az
allat hatat 2-4 oltessel dsszevarrtuk, és felébredésig az egereket infralampa ala helyeztik. Az
ovariektomia elvégzése utan egy honapig hagytuk regenerdlodni allatainkat, mialatt az

6sztrogén hormon Kilr(lt a szervezetiikbdl.



3.2.2. Enukleacio
Mindegyik allatnal a jobb szemet tavolitottuk el. Az eljaras az altatassal kezd6dott, szintén i.p.

adott 2%-os tribromoetanollal. Miutdn megéllapitottuk, hogy biztosan alszik az allat és nem
érez semmit, enyhén oldalra forditva az egeret, a jobb szemgolyGt csipesszel enyhén
kiemeltiikk ¢s atvagtuk valamennyi kiils6 szemmozgaté izmot ¢és a latdideget, majd
eltavolitottuk a szemgolyot. Tampondltunk, majd egy Oltéssel 6sszevarrtuk a sebet.
Infralampa al& helyezve hagytuk pihenni és ébredezni az allatokat. Az almutott allatokat
elaltattuk, de az enukleaciot nem végeztik el.

3.2.3. Nervus hypoglossus atvagas
A miitéti sorozat utolsé lépése volt a n. hypoglossus atvagasa, amit mindig baloldalon

vegeztunk el. Az altatas ebben az esetben is 2%-0s tribromoetanollal (i.p.) tortént. Miutan
megbizonyosodtunk az &llat mély alvésarol, Kkirggzitettik egy deszkara. A nyakon
leborotvaltuk a szort, hogy hozzaférhessiink a bérhdz, ahol kisebb vagast ejtettiink, a 1égcso
mellett a ful magassagaban. A tovabbiakban operaldo mikroszkdp alatt folytattuk a miitétet.
Megkerestilk az izmok és az in alatt a nyelvmozgato ideget, az elagazddas alatt eltavolitottuk
egy kb. 1 mm-es darabjat, majd egy-két Oltéssel dsszevarrtuk seb nyilasat. Infralampa alatt
pihentek és ébredeztek az allatok.

Az almiitott allatok nyakat mély altatdsban bemetszettiik, de a XII. agyideget nem vagtuk at.

3.3. Osztrogénkezelés
Minden axotomizalt csoportban az egerek egyik fele a miitét utan egy oraval 0sztrogen

injekciot (25ug/ 100g teststly 17B-0sztradiol (Sigma) 20% 2p-hidroxi ciklodextrinben
(Merck), i.p.) kapott, az allatok mésik felének csak az oldo6szert injektaltuk.

3.4. Immunhisztokémia
Az immunhisztokémia az immunbioldgiai mddszerek csaladjaba tartozik. Az eljaras célja,

hogy specifikusan kimutathatova és vizsgalhatova tegyen bizonyos fehérje, lipid vagy
szénhidrat molekulat szoveteken vagy sejteken beliil. Az eljaras alkalmazasa el6tt a szovetet

vagy sejteket, megfeleld rogzitészerek segitségével fixalni kell.

3.4.1. Perfazié
Az egereket ismét 2%-os tribromoetanollal altattuk el, a hastiregbe injektalva. Fatablara

kirdgzitettuk az allatokat, felnyitottuk a mellkast, a bordakat és a rekeszizmot atvagva

eljutottunk a szivhez. Szabadda tettllk a hozzaférést a még dobogd szivhez, es peannal


http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/szovettan/ch02s06.html#fixalas_celja

megfogva a gerinc vonalaba allitottuk, egyenesen, majd a csiicskétél picit jobbra szhrtuk be a
kan(lt szintén gerincvonalban egyenesen tartva. Az aortaba kellett érkeznie a kanilnek, hogy
at tudjuk mosni az ereket. Olloval vagast ejtettiink a jobb pitvaron, majd mosé pufferrel
(fizioldgias sooldat 0,01M-os foszfat pufferben, pH 7,4) teljesen kimostuk az érrendszerbdl és
a szivbol a vért. A maj fehéredésébol nagyon jol lehetett kovetni a miivelet sikerességét.
Végiil a fixal6 oldatot (frissen elkészitett 3%-o0s paraformaldehid, 0,1M-os foszfat pufferben,
pH 7,4) folyattuk a sziven keresztil az erekbe, mig az allat megmerevedett. Ezt kovetéen
levagtuk a fejet, és dvatos mozdulatokkal lebontottuk az agyrol a koponyacsontokat, az agyat
kivettiik a koponyabdl és 4 °C—on tartott fixald oldatba helyeztiik. Négy ora elteltével az agyat
30 %-os cukoroldatba raktuk &t krioprotekcid céljabol, és a szovet telitddéséig 4 °C-on ebben

taroltuk.

3.4.2. Metszés
Miutan elvégeztik a preparédldsi folyamatot, az igy kapott fixalt agyakat fagyasztd

mikrotommal metszettiik. Az agyon bemetszéssel megjeldltik a mutott oldalt, majd 30 pum
vastag sorozatmetszeteket készitettlink a Ill. és a XII. agyideg mag teljes hosszaban. A
metszés soran végig fénymikroszkop segitségével kovettiik, pontosan hol kezdédik és hol ér

véget a mag.

3.4.3. Immunhisztokémiai jeldlések

3.4.3.1. CD11b + ERP, illetve P2X7 receptor + NeuN fluoreszcens kettés immunjelélése
Jel6lni kivant metszeteink kivalasztasa utan 3x10 perces pufferes (0,01M PBS) mosas
kovetkezett, majd 1 orén at inkubaltunk 2 %-o0s normal 16 szérumot (NHS, Sigma), 0,3 %
marha szérum albumint (BSA, Sigma) és 0,01M PBS-t tartalmaz6é oldattal, hogy az
aspecifikus fehérje kotOhelyeket telitsiik. Ezt kovetden a megfeleld higitast els6dleges
antitesttel inkubaltuk a metszeteket szobahén egy éjszakan at (CD11b 1:500, AbD Serotec, és
P2X7 1:500, AbD Serotec, mindkett a blokkold oldattal higitva). Masnap ujabb 3x10 perces
pufferes moséssal folytattuk, majd a primer antitesteknek megfelelé6 masodlagos antitesttel
inkubaltuk a metszeteket. A CD11b és a P2X7 is patkanyban termelt, ezért a szekunderik
szamérban termelt anti-patkany, mely Alexa647 fluoroférral volt kapcsolva (1:300 Alexa 647
anti-rat 1gG, Jackson ImmunoResearch, a blokkol6 oldattal higitva). Ez piros szinben

fluoreszkal.



Két dra inkubalasi idé6 utan atmostuk a metszeteket 3x10 percig, majd elkezdtik a masik
kimutatandd antigén, vagyis a CD11b-t felismerdé primerrel inkubalt metszeteknél az ER[
receptor, illetve a P2X7—et felismerd elsddleges antitesttel reagaltatott metszeteknél a NeuN
jelolését. Ezuttal egy d6ran at blokkoltunk 5% normal kecske szérummal (NGS, Sigma, 0,3%
BSA és 0,01M PBS-ben, pH 7,4) majd a primer antitesttel (ERp 1:100, Santa Cruz
Biotechnology, ill. NeuN 1:1000, Millipore, a blokkol6 oldattal higitva) kovetkezett egy
éjszaka inkubalas. Harmadnap 3x10 perces moséssal inditottunk, majd két 6ra inkubalas
tortént a megfelelé masodlagos antitestekkel. Az ERp antitestet nyulban termeltek, igy a
szekundere kecskében termelt anti-nyal IgG, melynek fluoroférja a zéld szinben fluoreszkalo
DyLight488 volt. A NeuN antitestet egérben termelték, a hozza kapcsolodni képes
masodlagos antitestként kecskében termelt anti-egér 1gG-t hasznaltunk, melyhez szintén
DyLight488 fluorofort kapcsoltak (DyLight488 anti-rabbit 1gG 1:100, ill. DyLight488 anti-
mouse IgG 1:100, Jackson ImmunoResearch, a blokkol6 oldatban higitva). Végul 3x10 percig
mostuk a metszeteket, majd &t percig kezeltiik 6ket 300 nM DAPI (Sigma)-val 0,01M PBS-
ben. A DAPI sejtmag jeldlésre hasznalatos, DNS-hez k6t6d6 molekula, mely UV fényben
gerjesztve kék szinben fluoreszkdl. A nem kotédott DAPI-t Ujabb 3x10 perces moséssal
tavolitottuk el, majd a metszeteket felhGztuk targylemezekre, lefedtiik Confokal Matrix-szal

(MicroTech Lab), és konfokalis mikroszkdppal vizsgéltuk 6ket.

3.4.3.2. P2X7 egyszeres jelolés ABC modszerrel
Miutan kivalogattuk a metszeteinket, elészor 0,01M foszfat pufferrel mossuk Sket 3x10

percig, majd 20%-0s metanol (Molar) és 3%-0s H,0,-t (Sigma) tartalmazé oldattal kezeltik
15 percig. Ezzel egyrészt feltartuk a szOvetet, masrészt telitettik a szOvetben esetleg
eléforduld endogén peroxidazt. Ezutdn 3x10 perces mosas kovetkezett 0,3% marha szérum
albumint (BSA, Sigma) tartalmaz6 0,01M foszfat pufferrel, igy mar a mosassal megkezdtiik
az aspecifikus fehérje-fehérje kotések telitését, majd a masodlagos antitestet termel6 allatnak
megfeleld normal szérummal, esetiinkben normal 16 szérummal egy o6ras inkubalds alatt
blokkoltuk az aspecifikus kotéseket (2%-os NHS, 0,3% BSA, 0,01M foszfat puffer). Ezt
kovetden az elsddleges antitesttel, vagyis a P2X7 receptort felismerd primerrel (P2X7 1:500,
AbD Serotec, a blokkol6 oldatban higitva) inkubaltunk egy éjszakan at szobahén. A masodik
napon 3x10 percig mostuk a metszeteket, majd Ujabb inkubalas kdvetkezett két Oran at
szamarban termelt biotinalt anti-patkany masodlagos antitesttel (biotinalt anti-patkany IgG

1:1000, Jackson ImmunoResearch, a blokkolé oldattal higitva). Ezt kovetéen 3x10 percig
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mostunk, majd Ujabb két oras inkubalast végeztiink, immaron avidin-biotin komplex-szel
(ABC, Vector, A 1:250, B 1:250, a blokkol6 oldattal higitva). Tehat az antigénekhez kotédtek
a primer antitestek, utébbiakhoz a szekunder antitestek, a méasodlagos antitesthez pedig
biotinon keresztul az avidin. Az avidint, melynek négy biotin kotéhelye van, peroxidaz
enzimmel kapcsolt biotinnal reagaltattuk, majd a kialakult ABC komplex-szel kezelve a
metszeteket peroxidaz enzimet kapcsoltunk a mésodlagos antitesthez. Végul 3x10 perces
mosast kovetéen kromogének (3,3 diamino-benzidin, Sigma, és NiCl, (Sigma) jelenlétében
hozzéadtuk a rendszerhez a peroxidaz szubsztratjat, a H,O,-ot. A peroxidazos reakcio a
kromogénekbdl sotét szinii oldhatatlan csapadékot képez, mely lathatdva teszi a kimutatando
antigén lokalizacidjat. Az el6hivasi reakcio utan Gjabb 3x10 perc mosast végeztiink, majd a
metszeteket zselatinozott targylemezre haztuk fel. Egy éjszaka szaradas utan lefedtiik Oket
alkoholos viztelenités és xilolos kezelés utan Entellan-nal (Merck), majd hagyomanyos

fénymikroszkoppal elemeztik az immunjelolést.

4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A P2X7 receptor immunhisztokémiai lokalizalasa

Els6 kisérlet sorozatunkban a P2X7 receptor expressziojat vizsgaltuk meg egér Ill. és
XII. agyideg magjaban. Kiindulasi hipotézisiink a P2X7 receptor sejtpusztitd folyamatokban
betdltott szerepe alapjan az volt, hogy a két agyideg mag motoneuronjainak sériilést kovetd
eltérd reakcioja a P2X7 receptor expresszidban is megmutatkozhat. Mivel az irodalmi adatok
a XII. magban elsdsorban neuronalis expressziora utalnak (Deuchars és mtsai, 2001, Ireland
és mtsai, 2004, Yu és mtsai, 2008), az altalanosan elfogadott neuronalis marker NeuN-nel
torténd P2X7 kolokalizaciot analizaltuk P2X7 és NeuN fluoreszcens kettds immunjelolt
metszeteken konfokalis mikroszkdp segitségével. Kontroll allatokban a szakirodalomban
publikalt eredményekkel 0Osszhangban a nucleus hypoglossus-ban neuronalis jelet
detektaltunk. A P2X7 receptor nucleus oculomotorius-ban torténé expresszidjat eddig nem
dokumentaltak. Jelen vizsgalataink alapjan megallapithatjuk, hogy a Ill. agyideg magjaban a

XI1. maghoz hasonl6 neuronalis P2X7 expresszio mutathato ki (1. abra).
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P2X7 + DAPI NeuN + DAPI P2X7 + NeuN + DAPI

sejtmagfestéssel (kék) kontroll ndstény egér III és XII. agyideg magjaban. Lépték: 10 pm

A XII. magban elektronmikroszképos (Deuchars és mtsai, 2001) és elektrofizioldgiai
(Ireland és mtsai, 2004) vizsgalatok szerint a P2X7 receptor a serkentd preszinaptikus
terminalokban lokalizalodik, és részt vesz a neurotranszmitter felszabadulasban. Sajat
eredményeink a Ill. agyideg magjdban irjak le a P2X7 receptornak a XII. magban
lokalizacioja, valamint funkcidja a P2X7 + NeuN fluoreszcens kettds immunhisztokémiai
jelolés konfokalis mikroszképos analizisével nem allapithatdé meg. Annak elddntése, hogy a
nucleus oculomotorius-ban kimutatott P2X7 receptor a XII. maghoz hasonldan a serkentd
preszinaptikus  terminalokban  expresszalddik-e, elektrofizidgiai  vizsgalatokkal —és
elektronmikroszkopos, vagy szuper rezolucids lokalizacios mikroszkopiaval lehetséges,
melyek elvégzését a jovoben tervezziik.

Perifériads axotomia utdn egy nappal a Ill. magban a kontrollhoz képest nem
tapasztaltunk lényeges eltérést: a P2X7 immunjel6lés tovabbra is alapvetéen idegsejteken
lokalizalodott mind a miit6tt, mind a nem miitott oldalon. A XII. magban viszont a neuronalis
P2X7 expresszi6 mellett elvétve NeuN-nel nem kolokalizaldo P2X7 immunjelolédés is

megjelent az axotomizalt oldalon, de lényeges eltérést nem tapasztaltunk sem a Ill. maghoz,
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sem a kontrollhoz viszonyitva. A nem miitott oldalon szintén a kontrollhoz hasonlé NeuN +
P2X7 kolokalizacié volt lathaté (2. abra).

A neurondlis P2X7 receptor expressziot a 17p-0sztradiol kezelés nem befolyésolta
sem a Ill., sem a XII. magban. A XII. magban a miitott oldalon helyenként lathatd, NeuN-nel
nem kolokalizal6 P2X7 receptor immunfestodésben sem lattunk valtozast 6sztrogén kezelést
kovetden az axotomia utan egy nappal, valamint a neuronalis marker NeuN expressziojaban
sem volt kimutathat6 kulénbség a kontrollhoz képest egyik magban sem (3. abra).

Periférias axotomia utan négy nappal a 111. magban tovabbra sem tapasztaltunk eltérést
sem a P2X7 receptor, sem a NeuN expresszioban: a kontrollhoz hasonléan dontéen NeuN-nel
kolokalizalo P2X7 immunfestédést detektaltunk a III. mag sériilt és nem sériilt oldalan
egyarant. Ezzel szemben a nucleus hypoglossus-ban, ahol a sériilésre érzékenyen reagalnak a
motoneuronok, négy nappal periférias axotomiat kovetden az axotomizalt oldalt a nem sériilt
oldallal Gsszehasonlitva két jelentds eltérést figyeltiink meg: egyrészt a miitott oldalon
jelentdsen csokkent a NeuN immunreaktivitds, masrészt az axotomizalt oldalon az egy napos
nem kolokalizalt NeuN-nel (4. abra).

A 17p-0sztradiollal kezelt allatokban axotomia utan négy nappal a I11. magban mind a
P2X7 receptor, mind a NeuN immunfestddés az 6sztrogénnel nem kezeltekhez hasonld volt, a
kontrollal 6sszehasonlitva tovabbra sem figyelhettiink meg lényeges eltérést sem a miitott,
sem a nem axotomizalt oldalon. A XII. magban azonban négy nappal a sériilést kovetden az
Osztrogénnel kezelt csoportban a NeuN-t6l eltéré helyen detektalhatd P2X7 receptor
immunfestédések mennyisége az dsztrogennel nem kezelt csoporthoz viszonyitva fokozodott
a mitott oldalon. A sériilt oldalon tapasztalhaté NeuN expresszioban jelentkezd csokkenést a
17B-6sztradiol nem befolyasolta. A nem axotomizalt oldalon a XII. magban is a kontroll
allatokhoz hasonlé6 NeuN immunfestédést és ezzel kolokalizald P2X7 receptor immunjelet

lathattunk (5. &bra).
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P2X7 + DAPI NeuN + DAPI P2X7 + NeuN + DAPI

2. abra. P2X7 receptor (piros) és NeuN (zold) fluoreszcens kettés immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék) egy nappal periférias axotomia utan ovariektomizalt néstény egér
I11 és XII. agyideg magjaban. Lépték: 10um
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P2X7 + DAPI NeuN + DAPI P2X7 + NeuN + DAPI

[EPIO HOMW

[ePIO 1OINW WU

[ep[0 NQIN
Bew *|1X

[ePIO 1OINW WU

3. abra. P2X7 receptor (piros) és NeuN (z6ld) fluoreszcens kettds immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék) egy nappal periférias axotdmia utan 6sztrogén kezelt ndstény egér III és
XII. agyideg magjaban. Lépték: 10 pm
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P2X7 + DAPI NeuN + DAPI P2X7 + NeuN + DAPI
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4. dbra. P2X7 receptor (piros) és NeuN (zo6ld) fluoreszcens kettés immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék) négy nappal periférias axotdmia utan ovariektomizalt ndstény egér I11
és XI1. agyideg magjaban. Léptéek: 10 um
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P2X7 + DAPI NeuN + DAPI P2X7 + NeuN + DAPI
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5. dbra. P2X7 receptor (piros) és NeuN (zold) fluoreszcens kettés immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék) négy nappal periférids axotdmia utan 6sztrogén kezelt ndstény egér III és
XII. agyideg magjaban. Lépték: 10um
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A seérllésre rezisztens mozgatd idegsejteket tartalmazé nucleus oculomotorius
terliletén tehat sem a NeuN, sem a P2X7 immunreaktivitdsban nem volt kimutathat6 valtozas
sem axotdémia, sem Osztrogén kezelés hatasara. A nucleus hypoglossus-ban azonban, ahol
sériilés utan nagy aranyban elpusztul6 motoneuronok talalhatok, az irodalmi adatokkal
0sszhangban (Obal és mtsai 2006) az axotomizalt oldalon jelentés mértékii NeuN
immunreaktivitds csokkenést tapasztaltunk. Jelen eredményeink arra utalnak, hogy ezt a
NeuN expresszid csokkenést az Osztrogénkezelés nem valtoztatja meg. A P2X7 receptor
expresszidjaban ugyancsak eltérés volt megfigyelheté a XII. magban a III. maghoz képest: a
sérult oldalon NeuN-nel nem kolokalizalé immunfestédés jelent meg négy nappal axotomia
utan, mely a 17B-0sztradiollal kezelt csoportban nagyobb mértékii volt. A NeuN-nel nem
kolokalizaldé P2X7 receptor immunfestédés magyarazata részben a NeuN expresszio
csOkkenése, részben a P2X7 nem neurondlis elemeken torténd megjelenése lehet. Mivel a
NeuN-tdl eltéré helyen lathatd P2X7 immunfestddés egy részérdl a szakirodalmi adatok,
valamint a festédés mintazata alapjan feltételeztiik, hogy aktivalt mikroglia sejteken van jelen,
megkiséreltik a P2X7 immunjelet mikroglia markerrel kolokalizalni. Sajnos, ez a kisérlettink
technikai okok miatt nem vezetett eredményre, ugyanis a birtokunkban levé P2X7 antitest
patkanyban termelt, ezért a szintén patkanyban termelt CD11b mikroglia markerrel nem lehet
kettds festést végezni. A masik mikroglia markeriink, a nyalban termelt Iba-1, pedig csak
Triton-X 100 jelenlétében adott értékelhetd jelet, de a detergens kezelés a sejtfelszini,
membranban lokalizalodé P2X7 immunhisztokémiai detektalasat nem tette lehetové. Ezért
egyszeres P2X7 immunhisztokémiat végeztiink, ahol az immunjelet peroxidazos reakcidval
tettiik lathatova. A fluoreszcens kettds festésnél tapasztaltakhoz hasonldan itt is lathat6 volt
négy nappal axotdmia utdn a miitétt oldalon nem neuronon lokalizdlodé immunjeldlédés.
Ezek az immunjeldlt nem neuronalis elemek morfoldgiailag mikrogliara emlékeztettek. A
nem serult oldalon a P2X7 immunreakcid morfologiailag neuronoknak tekinthetd sejteket
jelolt. Osztrogénkezelést kdvetéen a miitott oldalon a nem osztrogén kezelthez képest
nagyobb mértékli peroxidazos P2X7 immunjel6lédés volt lathatdo olyan sejteken, melyek
morfoldgigjuk alapjan valészinilleg mikrogliak. A nem serilt oldalon, hasonldéan az
osztrogénnel nem kezelt egerekhez, az dsztrogén kezelt csoportban is neuronalis morfologiaju

sejteket jeldlt a P2X7 immunreakcid termék (6. abra).
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6. abra. P2X7 receptor (piros) és NeuN (z6ld) fluoreszcens kettds immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék), valamint P2X7 receptor egyszeres peroxidazos immunfestés
négy nappal periférids axotomia utan 6sztrogén kezelés nélkul, ill. 6sztrogén kezeléssel
néstény egér XII. agyideg magjdban. Lépték: 10um a fluoreszcens képeken, 50 um a
peroxidaz jelolt P2X7 receptor immunreakciot abrazolo képeken.
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A P2X7 receptor neurotranszmitter felszabadulast segit6é fiziologias funkcioi mellett részt
vesz olyan patologias folyamatokban is, ahol reaktiv mikroglizis és sejthalal torténik
(Domercq és mtsai, 2013). A reaktiv mikrogliozis soran a P2X7 a mikroglia osztédasos
folyamatait serkenti. Az irodalmi adatok tobbsége arra utal, hogy a P2X7 receptor tartds
aktivalddasa annak a sejtnek a pusztulasahoz vezet, melyen expresszalodik, legyen az neuron,
oligodendroglia, asztroglia vagy mikroglia. Ebbol kovetkezden feltételezhetd, hogy a reaktiv
mikroglia sejteken torténd expresszidja nem csak a mikroglia reakci6 elérehaladasaban vesz
részt, hanem elémozditja a reaktiv mikroglidzis lecsengeset is. Mindezek alapjan az 6sztrogen
kezelés a P2X7 receptor feltehetden mikroglialis expresszidjanak fokozésa révén a XIIL
magban a mikroglia reakciot csdkkentheti. Ennek a feltételezésnek a bizonyitasara tovabbi,

hosszabb talélési allatok vizsgalatara is kiterjed6 kisérletekben kertilhet sor.

4.2. Az ERp immunhisztokémiai lokalizalasa

Maésodik kisérlet sorozatunkban arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a 17pB-
osztradiol kozvetlenll hat-e a mikroglia sejtekre, azaz egér Ill. és XII. agyideg magjaban az
irodalmi adatokbdl ismert neurondlis expresszié mellett nyugalmi allapotd, ill. aktivalt
mikrogliaban is kimutathat6-e Osztrogén receptor. Ehhez 6sztrogén receptor és mikroglia
marker CD11b fluoreszcens kettés immunjelolést végeztiink, a metszeteket az els6 kisérlet
sorozathoz hasonlé6 mddon konfokalis mikroszképpal elemeztiik. Munkacsoportunk
lokalizalta mind az ERa, mind az ERP expressziot a vizsgalt két agyideg magban. Jelen
dolgozatban csak az altalam kivitelezett ER + CDI11b fluoreszcens kettés immunjeldlés
eredmeényeit mutatom be. Kontroll allatokban a CD11b immunjel6lés mind a I11., mind a XII.
magban csak kismértékben detektalhaté az optikailag 1um vastag konfokalis metszeten. A
nem stimulalt mikroglia vékony nyulvanyainak részletei lathatok helyenként az idegsejtek
kozott. Az ERB immunreaktivitas az irodalmi adatokkal megegyezé modon kimutathato volt
morfologigjuk alapjan neuronnak tekinthetd sejtekben. Az immunjeldlés nem kizarolag a
klasszikus szteroid receptorra jellemzd sejtmagi lokalizaciot mutatta, hanem jelen volt a
citoplazmaban és felteheten a sejt membranjaban is. Ugyanez az antitest mas agyteriileteken,
azaz a pozitiv kontrollként szolgéalé bulbus olfactorius ill. nucleus arcuatus terlletén
els6sorban sejtmagi festédést adott, mely megfelel a szakirodalomban leirtaknak. A CD11b

immunjel6lédés egyik magban sem kolokalizalt az ER immunreaktivitassal (7. abra).
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I11. mag

7. &ra. CDI11b (piros) és ERP (z6ld) fluoreszcens kettds immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék) kontroll ndstény egér 11 és XII. agyideg magjaban. Lépték: 10pum

Periférids axotomiat kdvetden egy nappal a III. magban a kontrollhoz képest valamivel
nagyobb mértékii CD11b immunreaktiv mikroglia volt lathaté a miitott oldalon, mig a nem
miitott oldalon a CD11b immunreaktivitas a kontrollhoz képest nem valtozott. A XII. magban
egy nappal a seérilés utdn szintén kismértéki CD11lb immunreaktivitas fokozddast
detektaltunk a miitott oldalon, mely a Ill. magban megfigyeltnél intenzivebbnek tekinthetd
volt. A nem sériilt oldalon a CD11b immunfestédés a kontrollhoz hasonlé maradt. A reaktiv
mikroglidzis kezdeti fazisaban levd mikroglia sejtekben sem mutattunk ki ERP
immunjelolédést. A 17B-6sztradiol kezelést kapott allatok axotomia utan egy nappal mindkét
agyideg magjaban az Osztrogénnel nem kezelt csoporthoz hasonldé ERP és CDI1l1b

immunreaktivitast mutattak (8. abra).
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8. abra. CDI11b (piros) és ERP (zold) fluoreszcens kettés immunjelolés DAPI
sejtmagfestéssel (kék) egy nappal periférias axotdmia utén, dsztrogén kezelés
nélkdil, ill. 6sztrogén kezeléssel ndstény egér 111 és XII. agyideg magjaban. Lépték:
10pm
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9. &bra. CD11b (piros) és ERP (z6ld) fluoreszcens kettés immunjelolés DAPI
sejtmagfestessel (kék) negy nappal periférias axotdmia utan, 6sztrogén kezelés
nélkiil, ill. sztrogén kezeléssel néstény egér III és XII. agyideg magjaban.
Lépték: 10um
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Négy nappal a periférids axotomia utdn mindkét agyideg magban a nem miitétt oldalhoz
viszonyitva jelent6s CD11b immunreaktivitas fokozodast figyeltiink meg a miit6tt oldalon. Az
ERP immunfest6dés tovabbra is kizarélag neurondlis morfologiat mutatd sejtekben volt
lathatd, a mikroglia marker CD11b-vel nem kolokalizalt. A CD11b-vel jel6lt mikroglia sejtek
a sérilt oldalon aktivalt fenotipusuak voltak mindkét magban, azonban a neuron mikroglia
kapcsolatban eltérést tapasztaltunk a két mag kdzott. A 111 magban a reaktiv
mikroglia sejtek vastag, eldgazd nyulvanyainak nagy része az ERB immunreaktiv idegsejtek
kozelében helyezkedett el, kisebb részben kozvetlentl kapcsoldédott a motoneuronok
membranjdhoz. A nem miitétt oldalon mikroglia aktivicid6 nem volt megfigyelhet. A XIL
magban a sérult oldalon a reaktiv mikroglia sejtek CD11b immunreaktiv vastag nyulvanyai
altalaban a III. magban tapasztaltnal nagyobb mértékben kapcsolodtak az ERP immunfestett
neuronokhoz a miitott oldalon, mig a nem miit6tt oldal mikrogliai a kontrollhoz hasonlé képet
mutattak. Osztrogénkezelést kovetden a III. magban az aktivalt mikroglia sejtek nyulvanyai
nagyobb mértékben boritottak az idegsejteket a mit6tt oldalon, mint az Osztrogénnel nem
kezelt allatok esetében. Erdekes modon a III. mag nem miitott oldalan is lattunk néhany
aktivalt morfologiaja mikrogliat, melynek nyudlvanyai szoros kapcsolatban voltak a
neuronokkal. Osztrogén kezelés hatdsara bekdvetkezd neuron-mikroglia kapcsolatfokozodast
mar megfigyeltek a nucleus arcuatus-ban (Brawer és mtsai, 1980). A Ill. agyideg magjaban
azonban ilyen tipusu valtozast még nem irtak le. Mivel kisérleteinkben a nem sérult oldalon is
megfigyelhetd volt a mikroglia Osztrogén hatasara bekovetkez6 morfologiai valtozasa, a
tovabbiakban indokoltnak latjuk, hogy nem axotomizalt, ovariektomizalt allatokban is
megvizsgaljuk az 0Osztrogén kezelés mikroglia morfologiara gyakorolt hatasat a nucleus
oculomotorius-ban. Jelen kisérleteinkben az axotomia és az Osztrogen hatdsa feltehetden
Osszeadodik, ez lehet a magyardzata a miitott oldalon megfigyelhetd reaktiv mikroglia -
neuron kapcsolodas fokozodasanak. A XII. magban a 17p-0sztradiol kezelés az dsztrogénnel
nem kezelt allatokban lathaté szoros neuron - aktivalt mikroglia kapcsolatot nem befolyasolta.
Tovébbi kiilonbség a III. maghoz képest, hogy a XII. magban a nem mitétt oldalon a
ebben a magban az 6sztrogén feltehetéen nem befolyasolja a mikroglia morfologiai valtozasat
(9. &bra).

A két Kisérletsorozat eredményeit értekelve arra kdvetkeztethetiink, hogy az 6sztrogen
eltérd hatast fejt ki a két agyideg magban: a XII. magban a P2X7 receptor expressziot fokozza
feltehet6en reaktiv mikroglian, mig a I1l. magban a neuronok mikroglia boritadsat mozditja el6.

Osztrogénhatasban megmutatkoz6 regionalis  kiullonbségeket mar dokumentaltak a
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szakirodalomban: pl. a 17p-0sztradiol a preoptikus area szexudlisan dimorf magjaban
neuroprotektiv, ugyanakkor az AvPv magban sejtpusztitd hatdst (Arai és mtsai 1996). Az
altalunk megfigyelt mikroglialis valtozasokra gyakorolt 17(3-0sztradiol hatas valoszinileg a
neuronok kozvetitésével johet létre, mivel sem az ERP, és munkacsoportunk egyéb adatai

alapjan az ERa sem volt kimutathaté a vizsgalt agyterlleteken mikroglia sejtekben.

5. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a neuroprotektiv tulajdonsagu 17p-0sztradiol egyik célpontjanak, az
ERp-nak, valamint a neurodegenerativ folyamatokban szerepet jatsz6 P2X7 receptornak az
expresszidjat vizsgaltuk meg immunhisztokémiai mddszerek segitsegével két olyan
agyteruleten, melyek annak ellenére, hogy azonos tipusu idegsejteket tartalmaznak, eltérd
moédon reagédlnak az Oket ért sériilésre. A III. agyideg magjaban levé motoneuronok
ellendllnak a karosodasnak, ezzel szemben a XII. agyideg magjaban talalhat6
motoneuronokrdl ismert, hogy periférias axotomia utdn nagy aranyban elpusztulnak. Mivel a
P2X7 receptor az idegi sériiléskor felszabaduld nagy mennyiségli ATP hatasara aktivalodik és
részt vesz a sejtek elpusztitdsdban, feltételeztiik, hogy a két agyidegmag sériilésre torténd
eltéré reakcidjaban szerepe lehet a P2X7 receptornak. Kivancsiak voltunk tovabba, hogy a
P2X7 receptor expresszitdja befolyasolhato-e 17p-6sztradiollal, valamint az ERP kifejez6dik-e
a neuronokon kivil mikroglia sejtekben is ezen a két agyterileten. Ennek kapcsan a sérilést
koveté mikroglia reakciot is 0sszehasonlitottuk a két agyideg magban.

Kiserletsorozatunk eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy mind a nucleus
oculomotorius-ban, mind a nucleus hypoglossus-ban az ERB nem kolokalizalt a mikroglia
marker CD11b-vel: sem a nyugalmi allapott, sem a periférids axotomia utan megjelend
reaktiv mikroglidban nem volt kimutathatd, viszont a motoneuronokban jelen volt.

Elmondhatjuk tovabba, hogy a periférias axotomia utan bekovetkezé mikroglia
reakcio és az 6sztrogén hatés regionalis eltéreseket mutatott: a XII. magban intenzivebben
jelent meg a periférias axotémia altal kivaltott CD11b immunreaktivitas fokozddas, mint a 1ll.
magban, és a XII. magban kialakul6 szoros neuron-mikroglia kapcsolodas nem valtozott
Osztrogén kezelés utan. A nem sériilt oldalon a XII. mag mikroglia sejtjei nem aktivalodtak.
Ezzel szemben a sérilésnek ellenallo 111. magi motoneuronok lazabb kapcsolatban voltak a

reaktiv mikrogliakkal. Osztrogénkezelés utan ezeken a neuronokon kifejezettebb mikroglia
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cre

boritas volt lathato, s6t, a nem miitott oldalon is megfigyelhet6k voltak aktivalt morfoldgiaju
mikroglia sejtek az axotomiat kovetd negyedik napon. A 17B-0sztradiollal nem kezelt
csoportban a nem sérilt oldalon nem tapasztaltunk mikroglia aktivaciot.

A P2XT7 receptor expressziojaban szintén eltérést tapasztaltunk. A nucleus
oculomotorius-ban a P2X7 receptor immunhisztokémiai festddésében nem lattunk valtozast
sem axotdémia, sem 0sztrogénkezelés utan: a P2X7 immunjel6lés kolokalizalt a neuronalis
marker NeuN-nel. A nucleus hypoglossus-ban viszont négy nappal periférids axotomia utan
NeuN-nel nem kolokalizald6 P2X7 receptor expresszio is Kkimutathato volt, mely
0sztrogénkezelés utan fokozottabba valt. A P2X7 + NeuN fluoreszcens kettés immunjeldlést
egyszeres P2X7 peroxidaz jelolt immunfestéssel dsszehasonlitva arra kdvetkeztettlink, hogy a
P2X7 receptort kifejez6, de nem NeuN immunreaktiv sejtek reaktiv mikrogliak.

Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy a 17p-0sztradiol mikrogliara
gyakorolt hatdsa a mikroglia-neuron kommunikécion keresztul nyilvanul meg, ugyanis
munkacsoportunk az ERa-t is kizarolag neuronokban lokalizalta a két agyideg mag terletén.
A sérilésre eltér6 modon reagald motoneuronok a két agyideg magban valdsziniileg mas- mas
jeleket killdenek a mikroglia sejteknek, és az dsztrogénkezelés is eltéré modon befolyasolja a

mikroglia reakciot.
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