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Roviditések:

Db — disztrobrevin (ha masképp nem jelolt, az alfal forma)
Dg — disztroglikan (ha masképp nem jel6lt, a béta alegység)
DGC - disztrofin-disztroglikan komplex (eredetileg: disztrofin-glikozamin komplex)
E — embrionalis nap

Fn — fibronektin

GFAP — glial fibrillary acidic protein

I — immunreaktivitas, immunfestés (valamely anyagé)

Lam - laminin

P — posztnatalis nap

POD — posztoperativ nap

Sy — szintrofin (ha masképp nem jelolt, az alfal forma)

Utr - utrofin

A munka tudomanyos hatterét, irodalmi Osszefiiggéseit a palyazat részletesen tartalmazta. Itt
csak egy-két dolgot emlitek, ami segithet az eredmények megértéséhez.

A disztrofin-disztroglikan komplex (DGC)

A nem-integrin tipusti laminin-receptorok koziil a legfontosabb (legalabbis legismertebb) a
disztroglikdn Ennek ugyanazon prekurzor peptidlanc hasitasaval keletkezd, de kapcsolatot
tartd két formdja koziil az o extracellularis, és a lamininhez kapcsolodik, a B transzmembran
helyzetii, és szamos intracellularis fehérjével komplexet alkot, ezt a kapcsolatot a disztrofin
kozvetiti, amely egyben aktin-kotd. Igy jon 1étre a DGC. Ide kotédik még a disztrobrevin és a
szintrofin, mindkettének tobb formaja (alfa, béta) van. A perivaszkularis glia-végtalpakban
1évé DGC a lamina basalishoz kapcsolodik. Ezaltal a DGC-nek mindenképpen szerepe van a
fejlédo ill. sériilt agyban az érképzésben, ill. ér-ujraképzésben, az erek ill. a vér-agy gat
stabilizalasdban (Wolburg ¢és mtsai, 2009). Ezenkiviil a DGC a vizcsatorna akvaporinnak,
valamint mas csatornaknak és receptoroknak is ‘horgonyzoja’ (Amiry-Moghaddam és mtsal,
2004). Sét, ma az a felfogas kezd kibontakozni, hogy a DGC nem a lamina basalist koti a
glidhoz, hanem az emlitett membranalkotoknak a lamina basalishoz val6d ‘Osszegyljtését
végzi’, ebben mas lamina basalis alkotokhoz, pl. az agrinhoz kotddése is fontos (Guadagno és



Moukhles, 2004, Warth és mtsai, 2004). A disztrofin autoszomalis homoldgja, az utrofin, az
erek endotéljéban van, ahol viszont valosziniileg nincsn disztroglikan (Knuesel és mtsai,
2000, Haenggi és Fritschei, 2006).

Az agyi lamina basalis és a laminin immunhisztokémiai kimutathatésaga

Az agyi erek endotélje lamina basalison iil. Ugyanakkor az idegszdvetnek is van egy lamina
basalisa a leptomeninx kotoszovete felé. Ezt a lamina basalist az asztroglia termeli. Ahol az
agyi erek belépnek az agyéallomanyba, egy ideig a meningealis szovet kiséri dket (Virchow-
Robin tolcsér). Mihelyst ez eltiinik, az agyallomanyt borito, asztroglia-termelte lamina basalis
hézagmentesen Osszefekszik az érével A perivaszkularis asztrocidkat és az agyi erek
endotéljét ezutan mar egy egységes ‘gliovascularis’ lamina basalis valasztja el. Krum és mtsai
(1991) ezzel magyarazzak azt, hogy — foleg fixalt anyagon — az agyi erek lam-je nem ad
immunhisztokémiai reakciot: ti. az Osszefekvé lamina basalisok miatt a laminin epitopok
fedésbe keriilnek. Hogy nem a fixalds denaturalé hatdsat kell okolni (Id. Jucker és mtsai,
1992), azt mutatja az ugyanigy fixadlt meningeélis erek, valamint a fejlédé agy, a
cirkumventrikularis szervek és a sériilés kornyéki erek lam-i-je. Ezekben az esetkben azonban
agyszerte aranylag széles perivaszkularis rések taldlhatok a kiilsé (glidlis) és a belsd
(vaszkularis) lamina basalisok kozott.

A lam-i dinamikus valtozasai iranyitottak a figyelmiinket a DGC komponensek esetleges
hasonlé tulajdonsagaira. A téma aktualitasat bizonyitottdk a palyazat futama alatt mas
forrasokbol is megjeld cikkek (Agrawal és mtsai, 2006, Milner és mtsai, 2008), valamint egy
koreai csoportnak a szintén lamina basalis-komponens nidogén immunreaktivitasanak
valtozasaval kapcsolatos eredményei (Ae Sao és mtsai, 2007)

Munkank soran elsésorban a kovetkezo komponenseket vizsgaltuk:

Béta-disztroglikan, alfal-szintrofin, alfal-disztrobrevin, utrofin. Emellett vizsgaltuk a lamina
basalis komponenseiként a laminint, fibronektint, gliamarkerekként a GFAP-t (glial fibrillary
acidic protein), a glutamin-szintetazt, az S100 proteint, és az éretlen glia (féleg a radialis glia)
kirajzolasara a nesztint (els6sorban éretlen idegszoveti elemek intermedier fehérjéjeként
fordul eld), valamint az agyban el6forduld legfontosabb vizcsatorna-molekulat, az akvaporin-
4-1. Disztrofinokkal foglalkoztunk egy korabbi k6zleményben (Szab6 és mtsai, 2004)

Az egyes mitéti eljarasokat roviden ismertetjiik az adott kisérletnél. Narko6zishoz ketamin-
xilazin injekciot hasznaltunk (20 ill. 80 mg/kg). Fixalasként 4% paraformaldehid-perfuziot
alkalmaztunk, kivéve az embrid- €s Ujsziilott agyakat, és az autopszias vizsgalatokat, ahol
immerziéval fixaltunk. Altaldban lebegd Vibratom-metszeteken, fluoreszcens immun-
hisztokémiai modszerrel dolgoztunk, ahol nem, azt megemlitem. Elektronmikroszkopoa
immunnhisztokémiai vizsgdlatoknal avidin-biotin mddszert, diamnobenzidin-reakcidt, majd a
szokasos epoxigyantas bedgyazast alkalmaztuk, de utokontrasztozas nélkiil.

1) A disztroglikan-disztrofin komplex (DGC) vizsgalata intakt, kifejlett allatokon
(patkanyokon)

A vizsgalat kiegészitette az irodalomban mar megjelent adatokat a kdvetkezokkel:
a) Az agyallomanyon kiviil, a pidban futo6 és az agyszovetbe 1€pd erek dsszehasonlitasa:

Megallapitottuk, hogy a dg-i és a db-i csak az agyallomanyon beliili ereket rajzolja ki,
ugyanezen erek agyon kiviili szakaszan nem. Ez Osszefiigg azzal a megallapitassal (Haenggi



¢s Fritschei, 2006) hogy ezek a komponensek magiban az érben nem, csak a kornyezd
gliavégtalpakban talalhatok meg. Az utr-i esetében éppen ellenkezéleg: az agyon kiviili
erekben kimutathatd, de roviddel az agyba Iépés utdn mar nem, kivéve, ha kriosztat-
metszeteken dolgozunk. Tehat az agyon beliil az utr nem hozzaférhet6 reagenseink szamara.
Viselkedése hasonl6 a lam-¢hoz (Krum és mtsai, 1991).

b)A circumventrikularis szervekben (szubfornikalis szerv, area postrema, organon
vasculosum laminae terminalis, eminentia mediana) nemcsak dg-i és db-i, de utr-i is
kirajzolta az ereket, megintcsak ahhoz hasonldan amit a lam esetében mar ismertek (Krum és
mtsai., 1991). Ugyanakkor utr-i nem jelolte a szubkommisszuralis szerv ereit, ebben is
hasonlitva a lam-i-ra. Megjegyzendd, hogy az utdbbi szerv ereit szorosan koriilveszi a
perivaszkularis glia, és megralalhato benniik a vér-agy gat, mig az el6bb felsorolt szerveknél
nem ez a helyzet. Ezeket az eredményeket belefoglaltuk egyik benyiijtott kdzleményiinkbe
(Kalman és mtsai,a, Id. lejjebb).

C)Részletesebben vizsgaltuk a tobozmirigyet és a neurohipofizist. A tobozmirigyben a
sejtcsoportok koriil ill. az erek mentén dg-i és utr-i-t talaltunk. Ugyanakkor teljesen hianyzott
a db-i és a sy-i. Nemcsak a perivaszkularis glidra jellemzé alfal-db (amit altalaban
vizsgaltunk), hanem a neuronokra jellemz6 béta-db — amelyet az agy neuronjaiban ki is
tudtunk mutatni — sem volt megtalalhato. Ebben a szervben vizsgaltuk az asztroglia-marker
GFAP (glial fibrillary acidic protein) és az akvaporin-4 (az agyra jellemzd sejmembran-
vizcsatorna molekula) eloszlasat is. A vizsgalat megerdsitette, hogy, mint azt kordbban is
kozoltik (Goren, Adorjan és Kalman, 2006), a szerv ezen anyagok eloszlasa alapjan két
részre (GFAP-t és akvaporint kolokalizaltan tartalmazo proximalis, ill. egyiket sem tartalmazé
disztalis) részre oszlik, de a lam, fn, dg, utr eloszldsa ezt nem tiikkr6zi. Eredményeinket
kozoltiik (Bagyura, Pocsai, Kalman, 2010).

d)A neurohipofizisben a lam-i bonyolult kettdsfalt labirintusrendszert mutatott ki. Itt az erek
a két *fal’ kozott mélyen benyomultak a szervbe. A lam-réteghez a *vaszkularis’ oldalon utr, a
"parenchymads’ oldalon Dg kapcsolodott, megfelelve annak, hogy eldbbi az erekben, utdbbi az
érkoriili glidban talalhaté az agyban is (Haenggi és Frtshey, 2006). A neurohipofizishez
szorosan tapadd intermedier lebeny nem keriilhette ki figyelmiinket. Itt a Dg-i-t a
sejtcsoportok felszinén taldltuk meg (akarcsak a laminint, melynek receptora) mintegy
nagyszemi halot képezve a csoportok koriil. Ugyanakkor db-i és sy-i a sejtcsoportminden
tagjat teljesen megfestette, helyzetétdl fliggetleniil. Eredményeinket kozoltik (Pocsai,
Bagyura, Kalman, 2010). Ld. 1. abra.



abra. Részletek a hipofizisbdl:

hats6 lebeny. A  laminin-
unpozitiv (zo6ld) sovényrendszer
ilhegy) résében utrofin-

kozéps6 lebeny. Az alfal-
ztrobrevin-  immunpozitiv  (z61d)
ek  csoportjait  kozos  béta-
ztroglikdn (piros) réteg veszi koriil
il).

e)Az ependimasejtek bazisanal egy gombalaku testet észleltiink dg-i-val, majd db-i, utr-i, és
sy-i-al is. Elektronmikroszképos (pre-embedding) dg-immunhisztokémiai vizsgalattal ez a
sejtek bazisan talalhat6 labirintusszer(i sejtmembran-betiiremkedésnek bizonyult,.azonosnak a
rendszerrel, amelyet Leonhardt és mtsai (1970) mar régebben leirtak, de jelentéségét nem
ismerték (2. abra). A mostani eredmény arra utal, hogy ez lehet az ependimalis
“horgonyzohelye’ a Mercier-féle ’fracton’-oknak (Mercier és mtsai, 2002,2003), az agyba
benyomuld érhurkok lamina basalisabdl az ependimdig huzddo, fraktalszeriien szétagazod
laminin-szalcsaknak. Ez a rendszer atjarja a szubventrikularis zonat is ahol a tartaléksejtek
(6ssejtek 1s) elhelyezkednek, és ahonnan — bizonyos teriileteken — neuronutanpdétlas torténhet,
¢s meghatarozza ennek szerkezetét, a sejtfészkek kialakulasat (Doetsch és mtsai, 2001) Ld. 3.
abra. Ezekbdl az eredményekbdl kézleményt jelentettiink meg (Adorjan és Kalman, 2009).



2. abra. DGC-rendszer az ependima bazalis részén:

a) béta-disztroglikdn immunpozitiv gdmbdcskék (nyil) sora a 3. kamra fala mentén.

Fels6 inset: ugyanez (nyilhegy) utrofin reakcidjaval.

Also inset: ugyanez alfa-1 disztrobrevin reakciojaval (nyilhegy, a kamra itt sszenyomott)
b) ependimasejtek EM-képe, a bazisukon béta-disztroglikan-immunpozitiv résrendszer
(nyil).



3. abra. (Doetsch ¢és mtsai, 2000
nyoman) Az erek lamina basalisabol
kiindulo ’fonalrendszer’ (Mercier ¢s
mtsai, 2002, 2003: ’fractonok’) az
ependima  bazdlis részén  rogzil

(nyilak).

2) A mechanikus (szart: ’stab wound’) és fagyasztisos léziok utani glia- és
érreakciok vizsgalata.

A miitéteket ketamin-xilazin altatasban végeztiik, a koponya megnyitdsa utan tliszarassal (kb.
0.2 mm, a parietalis cortexen, hippocampuson és a thalamusom at), vagy szénsavhoval hiitott
rézradnak az agyhoz szoritasaval (kb. 1 mm, a parietalis cortex dorzalis részén, 21 mp-ig). Ez
utobbi technikat dr. Madarasz Emilia csoportja vezette be. A talélési idoket 1d. lejjebb, a
tablazatban.

1) Szarasos sériilés vizsgalata. A laminin esetében az emlitett Krum €s mtsai (1991) mar
megfigyelte, hogy sériilés hatdsdra az egyébként immunhiszokémiailag nem detektalhato, az
ér lamina basalisaban elhelyezked6 lam egy bizonyos ideig immunhisztokémiai reakciot ad.
(Magyarazatat 1d. feljebb) Korabbi vizsgalatunk mutatta, hogy a laminin 0jboli ’eltlinése’ a
gliareakcioval, ill. a gliovaszkularis kapcsolatok jboli kialakulaséval kapcsolatos (Szabd és
Kalmén, 2004). A palyazat keretében kimutattuk, hogy a sériilés koriil az erek atmenetileg
elvesztik dg-i-kat, mégpedig altalaban azok az erek, amelyek lam-i-va valnak. A jelenség
Osszefligg a sériilés utani gliareakcid fazisaival is. Eredményeinket kozoltik (Szabé és
Kalman, 2008) Kb. veliink egyidében vizsgalva a jelenséget, Miller és mtsai (2008)
mechanizmusként a dg sejten kiviili részének a sériiléskor felszaporodd/aktivalodd matrix-
metalloprotedazok altali emésztését allapitotta meg, amely a dg-lam kapcsolat ill. ezzel a
gliovaszkularis kapcsolat felbomlasdhoz vezet. (A matrix metalloproteaz-aktivitas egyébként
a lamina basalis lam-i-jat is kivaltja.) Ehhez képest 0j eredményiink a dg-i- térbeli és id6beli
viszonyanak leirasa a lam-i-hoz és a gliareakcioknal megszokott GFAP-i-hoz képest. Ld. 4.
abra a-b.



4. dbra. Szart sériilés (L) kornyéke. A laminin (b)- és a disztroglikdn-pozitiv erek (a)
mas-mas teriileten helyezkednek el (a nyil mindét esetben ugyanarra a kettdsen jel616dott
hatarteriileti érre mutat). A disztroglikan (c)-és disztrobrevin-immunpozitvak (d), ill.a
laminin- (f) és utrofin-pozitivak (e) egybeesnek.

2) A tovabbiakban vizsgaltuk a db, utr, és sy viselkedését. A db valtozasai parhuzamosak
voltak a dg-éval és ugyanazon erekben jelentkeztek (kettOs-jelzéses vizsgalatok alapjan): azaz




atmeneti kiesés utan jboli megjelenés, csak ez utobbi késett kissé¢ amazéhoz képest. Az utr-i
(amely nem az alfal- db-el a glidban, hanem béta-db-el az endothelben foglalhelyet) nem a
dg-i, ill. a db-i, hanem a lam-i-alakulasaval mutatott hasonldésagot. Ugyanazokban az erekben
jelent meg, de késébb, viszont késobb is tint el. Eleinte (a kettds-jelzések szerint) a lam-i erek
egyrészében jelentkezett utr-i. Késébb minden ér kettdsen jel6l6dott. Ezutan viszont a lam-i
az utr-i ereknek csak egyrészében volt megtalalhatd. Erdekes, hogy még ugyanazon ér
esetében is a lam-i a nekrotikus idegszovet teriiletén volt intenzivebb, mig az utr-i épp
ellenkezdleg. Ez arra utal, hogy detektalasahoz €16, de legaldbbis nem stlyosan kérosodott
szovet sziikséges (nem igy a lam esetében!). A sy-i meglepetésre nem az erek koril valtozott,
hanem a reaktiv asztrocitdkban jelent meg, mint azt a kettdsjelzéses, konfokalis képek is
bizonyitottdk. Nem manifesztalédott azonban olyan kiterjedten, és nem allt fenn olyan sokaig,
mint a GFAP. Ld. 4-5. abrak. Végiil az utr-i és a sy-i eltlint a sériilés teriiletérol.

5. abra. Szintrofin-pozitiv asztrocitak. (a) szurt sériilés (L) koriil. (b) fagyasztott sériilés
(L) alatt. (¢ és d) GFAP-val kolokalizaltan (konfokalis felvétel, a kolokalizaciot sargas
szin jelzi), a nyil mindkét esetben ugyarra az asztocitara mutat.



3) A fagyaszasos 1éziok hasonl6 eredményeket adtak, bar a valtozasok rovidebb ideig tartottak
(a talélési idok hasonloak voltak az eldzd kisérletéhez). Elvégzésiik két szempontbdl volt
hasznos: eldszor is, a szurasos sériilés esetén leirtakat altalanosabb érvényiivé tette, masrészt a
sériilés nagysagat, alakjat jobban lehetett reprodukalni, igy a térbeli viszonyokat vildgosanbba
tette, és lehetdséget adott szoveti mintavételre szemikvantitativ Western-blot vizsgalathoz,
amely igazolta, hogy a db szintje csokken, mig a sy-¢ nd sériilés utan. Itt tehat nem az
immunhisztokémiai "hozzaférhetéség’, hanem ténylegesen az illetdé anyagok mennyisége
valtozik. Utr esetében a Western-blot vizsgalat nem volt sikeres. Mivel azonban fagyasztott
metszetekben, a lamininhez hasonldan, kimutathaté volt, feltételezhetd, hogy itt viszont a
“hozzaférhetdség® valtozik, pl. a molekula térbeli helyzetének, més molekulakkal valo
Osszekapcsolodasanak fiiggvényében.

E jelenségeknek magyarazatat még csak talalgatjuk. A db esetében lehetséges, hogy a dg
hasitdsa a metalloprotedzok altal a DGC komplex széteséséhez, ez pedig a szabadda valo
’gazdatlan’ db intracellularis lebontasaval jarhat. Az utr-i megjelenése talan az erek ill. lamina
basalisuk Ujraépiilésének jele. A sy-i megjelenése a DGC tjraszervezédésének lehet
elokésziilete (egyesek a DGC ’scaffold proteinjének’ tartjdk (Bragg ¢s mtasi, 2006). A
jelenségek vizsgéalata modot ad a sériilés utani érelvaltozasok ill. érreakcidok fazisokra
bontasara (Id. 1. tablazat). Ezekbdl az eredményekbdl egy kozleményt nyujtottunk be
(Kalman és mtsai, a).

1. tablazat

A vizsgalt agensek szurasos 1€zié utani relativimmunreaktivitas-valtozasainak osszefoglalasa

POD2 POD4 POD7 POD14 POD21 POD28
laminin + + + +- +- N
B-dystroglycan | - - - +- + T
al-dystrobrevin | - - - +- + T
al-syntrophin +- +- + ++ +- -
utrophin - - +- + ++ +-

++ relative legerdsebb, + allando, erds, +- valtozo, gyenge, - hianyzik

3) Ischaemias karosodasok vizsgalata.

A modelleket az OPNI kutatoi végezték, csak a szoveti feldolgozas tortént az Anatomiai
Intézetben, a tervek szerint. Harom modellt hasznaltunk, amelyek mas-mas klinikai
korképeket modelleznek. Mindhdrom modellnél a szrasos és fagyasztidsos sériilésekhez
hasonlo elvaltozasok torténtek, bar a db-i esetében a kiesés nem volt teljes. A véaltozasok
idobeli lefutasa azonban eltérd volt.

a) Kétoldali végleges a. carotis communis lekotés.

A tartés ischemia okota lassii neuronpusztuldsnak felel meg emberben. (Patkany esetében a
circulus arteriosus képes potolni a carotis-lekotés miatt kiesd vérataramlas egyrészét). A
talélési id6 1, 2, 4, 7, 10, 13, 17, vagy 30 nap volt. Al-miitéteket is végeztek. Legtobb
eredmény e modell esetében keletkezett. A vizsgalatokat a kéreg mellett kiterjesztették a
hippocampusra is, az eredmények hasonlok voltak, mint a cortexnél, kivéve, hogy a GFAP
reaktiv novekedése kevésbé volt feltiind (nyilvan, mivel ez az agyteriilet a kéregnél eleve tobb




GFAP-t tartalmaz). Western-blot vizsgalatra is sor keriilt, amely szerint az utr-i és a dg-i
valtozasai mogott tényleges fehérjeszint-valtozasok allnak. Ezenkiviil rodaminos moédszerrel
vizsgaltdk a vér-agy gatat, amelyet nem talaltak karosodottnak, és kvantitativan mérték az
érstiriséget, amely novekedett. Ebbdl az anyagbol kozleményt adtunk le (Wappler és mtsai).

b) Kétoldali atmeneti a. carotis communis lekotés.

Ezt mongoliai ugroegéren (gerbil, Merionyx unguicularis) végeztiik. Ennek a ragcsalonak ui.
nem zart a circulus arteriosusa, igy nem képes a kiesO carotis-keringés potlasara. 10 min
elzarodast 2,4,7,14 napos tulélések kovetkeztek (egyenként 3 allattal). A legnagyobb
elvaltozast mutatd 4-napos talélést al-miitétként is megismételtiik (feltaras elzaras nélkil). A
masodik modellbdl szintén tervezziik kozlemény készitését.

c) Egyoldali tartos a. cerebri media lekotés.

Szintén patkanyon végezték. Ezen a modellen nem tudtunk elegendd vizsgalatot végezni.
Ugyanakkor jol mutatta az immunfestéseknek az ischaemids részre korlatozodd valtozasat.
Ld. 6. abra.

6. abra. Egyoldali a. cerebri ant. lekotés. Az ischemias teriileten (ISCH) az erek nem
béta-disztroglikan-pozitivak. Paraffinbeagyazas, peroxidazreakcio.
4) A DGC komponenseinek immunhisztokémiai reakcioja a fejlodés soran.

Az embriondlis (E) 12. naptdl (kb. a vaszkularizacié ideje a patkany neopalliumban) a
szliletés utani (posztnatalis, P) 20. napig vizsgaltuk, amikor az érrendszer és a gliaszerkezet



(vele a perivaszkularis glia) mar a feln6ttéhez hasonlitott. ElsOsorban a neopalliumot
vizsgaltuk, kétnapos idokézokben.

a) A DGC komponensecinek megjelenése, és a nesztin-pozitiv perivaszkularis glia
kialakulasa. E12-E20

A vizsgalatok kezdetén a patkdnyembrid érrendszerét a lam-i ill. a fn-i mar jol kirajzolja. A
DGC komponensek csak jelentds késéssel mutatkoztak. Utr-i E14, dg-i E16 (egyes
subpallialis teriileteken, pl. a gangliondombban mar E15 is), db-i E16, sy E16-E18 kozott.
Glia végtalpakat, a nestin (éretlen kdzponti idegszdveti elemek, kozte radialis glia intermedier
fehérjéje) immunfestésével, csak E18-tdl észleltiink, E20 napon értek el olyan stiriséget, hogy
az érfelszin jelentGs részét beboritottak. Mivel a dg-t az irodalmi adatok a gliavégtalpakba
lokalizaljak, nem pedig az érfalba, ellentmondésosnak latszott, hogyan rajzolhatja ki az erek
lefutdsat a glia végtalpak megjelenése elétt. Mivel a kettdsjelzéses, konfokalis mikroszkopos
vizsgalat sem adott egyértelm{i eredményt, elektronmikroszkopos (pre-embedding)
immunhisztokémidt alkalmaztunk. Eszerint az erekkel szélesen érintkezd sejtek, amelyek még
nem nyulvanyosak, tartalmaztak dg-i-t. Feltételezziik, hogy ezek a kontaktusok alakulnak at
"végtalppa’, ugy, hogy a kornyezd, egyre sokasodo sejtek a vaszkularis érintkezés és a sejt
tobbi része kozti érintkezést 0sszenyomva elvékonyitjak (tehat nem a nyulvany 'né oda’ az
¢rhez), és a nesztin ekkor jelenik meg mint ’szilardité’ (vagy stirisodik Ossze, és valik
kimutathatéva). Ez azonban még tovabbi vizsgalatokat kivan. E20-t6] kezdve az ereket a
nesztin immunfestése is jol kirajzolta. Ez azonban nem annyira a végtalpakban, hanem az erek
endotéljében 1évé nesztinnek tulajdonithatd, amelyet tobben is észleltek, lathatdé még a
kifejlett allatok agyi ereiben is. Ld. 7. abra.



7. ébra. (a) nesztin-pozitiv végtalpak (nyil) a laminin-pozitiv érfelszinen (E20). (b) maga
az érfal is nesztin pozitiv a laminin-immunpozitiv rétegen (= lamina basalis) beliil (nyil, a
masik nyil egy végtalpra mutat, P6). (c) diszrtoglikdn és laminin (d) immunfestése, kéreg,
P6. A nyilak azonos pontokat jeldlnek. A kéreg kozépsd részében mar nincs laminin-
immunfestddés az erekben (de a sejtekben igen, ez ismert jelenség).

b) A laminin, fibronektin és az utrofin immunreaktivitasanak eltiinése.



Az elsd kettét mar Krum és Rosenstein (1991) is észlelték, magyarazatul azt tételezték fel,
hogy a szoveti fejlodés, *érés’ soran a szoros gliovaszkularis kapcsolatok 1étrejotte, a glia-ill.
az ér-eredetli lamina basalisok fuzidja, az iin composite basal lamina’ (Sixt és mtsai, 2001)
kialakulasa elrejti az immunhisztokémiai kimutatashoz sziikséges epitopokat. Kérdés, miért
elébb a fn-i, majd utdna a lam-i tinik el, mint ahogyan azt észleltik. Ezenkivil miért
kezddédik az ’eltlinés’ a kéreg kozépsd mélységében, ahol éppenséggel a fiatalabb rétegek
foglalnak helyet, és GFAP-pozitiv gliat nem talalni. Ugyanakkor az ’eltiinés’ kb. egybeesik a
radialis rostok nagyrészének eltlinésével, a nesztin (és vimentin)-tartalmu radialis glianak
GFAP-tartalmu asztrocitakkal valo felvaltasaval. Vizsgalataink szerint a kéreg kdzépso részén
jelennek meg azok a GFAP-negativ, am glutamin-szintetaz ill. S100-protein immunfestésével
jol kimutathaté asztrocitdk, amelyek felelosek lehetnek az erek lamininjanak ’elfedéséért’.
Erdekes, hogy az utr-i itt is a lam-i-hoz hasonléan viselkedik, parhuzamosan veszne el. Egyes
kéregalatti teriileteken né¢ha napokkal késébb (P16-20), mint a kéregben (P10-11). Ld. 8.
abra. Az erek immunfestédése alapjan szoveti fejlodésiik szakaszokra oszthato (ld. 2.
tablazat). Ebbdl az anyagbodl egy kozlemény benyujtas el6tt van (az irasos jelentésben nar
’elkiildott’ lesz, Kalman és mtsai, b)




8. abra. (a) glutamin-szintetdz pozitiv asztrocitak P4 kéregben, a kdzépsd zonaban. (b)
ugyanezen sejtek, nagyobb nagyitassal. (¢) glutamin-szintetaz pozitiv asztrocitak végtalpai
(nyil) egy éren. A laminin-immunpozitivitas csaknem eltlint (P10, a felszin alatt) (d)
S100-pozitiv asztrocitak (P6) boritjak az ereket, kevésbé alul, a kéreg mély részén, jobban
feliil, a k6zépso zonaban.

2. tablazat

A vizsgalt agensek immunreeaktivitasa E12-P12 kozott

El2 El4 | E16 E18 | E20 PO P2 P4 P6 P8 P10 P12

fibronectin + + + + + + + +- - - - B
laminin + + + + + + + + +- +- - -
utrophin - + + + + + + + +- +- - -
B- - - + + + + + + + +- + +

dystroglycan

al- - - - + + + + + + + +- +
dystrobrevin

nestin - - - +- + + + + + + + +

+ ereket mindenditt kirajzolja, +- helyenként kirajzolja, - erek nem rajzolédnak ki

5) Post-mortem anyag vizsgalata

a) Allati erdetli: a patkanyok agyat a ledlés utan 1-10 oraval vettiik ki, és immerzioval
fixaltuk. Igy kivantuk megtudni, milyen posztmortalis elvaltozisok zavarhatjdk a fenti
anyagok immunfestésének autopszids hisztopatologiai alkalmazasat. Eredményeink szerint
kb. 3 ora elteltével még hasonldak a reakciok a perfundalt anyagéhoz, utdna a post-mortem
valtozasok a jellegzetes reakcidkat egyre inkabb elfedik. Ez csak eldkisérletnek tekinthetd,
mivel a patkdnyagy kisebb mérete miatt gyorsabban hiil I, és gyorsabban jarja at a fixalo, mint
az emberit.

b) Emberi autopszids anyag vizsgalata Az OPNI-bol kapott paraffinos neuropathologiai
blokkokon végeztiink néhany vizsgélatot, amelyek azt mutattak, hogy a DGC komponensei
ilyen emberi anyagon vizsgalhatok, bar nem olyan kdnnyen, mint az allatkisérletes anyag. Az
OPNI megsziintével a forras elakadt, ezért azt, hogy korismézett és datalt (azaz: mennyi ideig
volt beteg) mintdkat egymassal és allati kontrollal dsszehasonlitva vizsgaljunk, nem tudtuk
megvaldsitani. Mas intézetekhez hiaba fordultunk.

6) Transzplantaltan fejlodo agyszovet vizsgalata

A vizsgalat célja az volt, befolyasolja-e a transzplantici6 az erek lamina basalisdban 1ill. a
DGC-ben a fejlédés soran bekdvetkezd valtozasokat. Donorként E14 embriok
telencephalonjat, recipiensként kifejlett patkanyoka hasznaltunk, a telencephalon-darabkakat
ovatos szivassal (vizlégszivattyval kialakitott tiregbe helyeztiik, a koponyat a beldle kiemelt
csomntlemezzel zartuk, mint azt laborunkban mar kordbban is végeztiikk (Id. pl. Kélmén és
Tuba, 1998). A talélési idoket ugy valasztottuk meg, hogy a szdvet *elméleti kora’ (a mutéti
¢letkor+ a talélés) a lam-i eltiinésénél rovidebb (E14+PODI16=P8, 22 napos terhességgel
szamolva) vagy hosszabb (E14+POD20=P12) legyen. A lam-i el6bbiben még nem, utébbiban
mar eltiint. Tehat a transzplantacié nem okozott zavart. Dg-i megjelent. Nem gytlt azonban




Ossze elég adat (pl. a db, sy, utr viselkedésére), ezért ebbdl egyenldre kozleményt nem
terveziink. Ld. 9. abra.

9. ébra. Transzplantacio. (a) a transzplantatum egy godorben, (b) béta-disztrogén pozitiv
erek, jol lathat6 a gazdaszovet €s a transzplantatum (TPL) hatara (nyil).

7) Sériilések helyére beiiltetheto 6ssejtek vizsgalata.

a) Ossejtek esetleges hatésa az erek sériilés utani valtozéasaira

Az Ossejteket a KOKI (Madarasz Emilia munkacsoportja biztositotta (E-4C : p53-deficiens E9
egérembrio eliilsé agyhodlyagjaibol klonozott, Schlett, Madarasz 1997). (American Tissue
Type Collection (ATTC) katalégusszam: CRL-2925 = NE-4C, CRL-2936 = NE-GFP-4C)..
Génbeiiltetéssel (GFP — egy meduzabol szarmazd zold fluoreszcens protein) zolden
fluoreszkalova tették Oket. Szlrasos ill. fagyasztasos 1€ziok helyére iiltettiink be allatonként
kb. 500.000 sejtet. Szart sériilés esetén nem talaltuk meg a sejteket, fagyasztasos esetében
azonban igen. Nem hatoltak azonban be az agyszovetbe, és csak ritkan kiildtek nytlvanyokat
a kozeli erekhez. Ez akkor sem valtozott, ha hosszabb tul¢lési id6t (egészen egy honapig)
engedtiink. Ld. 10. abra.

b) Kutatas megfeleld extracellularis matrixot termeld, igy jobban megtapad6 sejtek utan.

Korabban 6ssejtek beiiltetése esetén azt tapasztaltak, hogy az agyszovetben csak igen kevés
sejt marad életben. A jelen palyazat keretében vizsgaltak a letapadasahoz, vandorlasahoz
sziikséges extracellularis matrix (ECM)-komponenseket €s a kornyezet hatasait a sejtek sajat
ECM termelésére. Az Ossejteket szérum-mentes kozegben iiltették ki kedvezd letapadast
biztositd, szintetikus, adheziv peptid-konjugdtummal fedett feliiletre, majd a feliilet felé
vezetd mikro-aramlasos csatornaban laminin-gradiens felszint alakitottak ki. Az dssejtek helyi
indukcioja utan, a fejlodo idegsejt-alakok a novekvd denzitasu laminin-feliilet vandoroltak, és



nyulvanyaikat iranyitottan a laminin felszineken novesztették. Az in vitro differencial6odo
idegi 6ssejtek mindegyike — bar valtozé mértékben — termel és szecernal laminint. A laminin-
termelés mértékét azonban a sejtek differenciacids allapota és jelentdsen befolyasolja. Az
egéragybol klonozott radialis gliasejtekrdl (RG-1, E14,5, CD1) egy kézirat (Marko és mtsai)
benyujtas el6tt van.

10. abra. (a) Ossejtek (z61d) nytlvanyokat kiildenek egy érhez (b).
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