A jelen OTKA tamogatas segitségével megvalositott kutatasaink alapjat az a munkahipotezis
képezi, hogy az idegrendszeri sejtek és az extracelluléris matrix kozotti kapcsolat alakitasaban
— az izomrostokhoz hasonloan — szerepet jatszik egy membranon ativel6 fehérjekomplex, a
disztrofin/disztroglikan komplex (DGC). Ennek a komplexnek meghatarozo jellegii
intracellularis komponense a disztrofin- vagy a rokon utrofin- fehérjecsalad valamelyik tagja.
Irodalmi adatokkal alatamasztott feltevésiunk szerint a kozponti idegrendszerben tobb,
funkciojaban és lokalizacidjaban eltér6 DGC fordul elé, melyek szerepet jatszanak a
neuronok és glia sejtek struktdralis és funkciondlis egységének kialakitasaban és
megtartasaban. Munkank legfébb célja, hogy lokalizaljuk a DGC egyes tagjait neuronokban
és glia sejtekben, hozzajarulva egyrészt a két sejttipusban lévé DGC molekularis
Osszetetelének tisztazasahoz, masrészt azok funkcidjanak felderitéséhez.

I. A szerzdés targyat kepezé munkaterv két pontja csak részben, illetve médositott formaban
valdsult meg. Ezek a kovetkezoek.

I.1. Célul taztik ki egy immunhisztokémiai és immuncitokémiai vizsgalatokra alkalmas
poliklondlis ellenanyag eléallitasat, amely képes a Dp71 hasitasi formatol fliggetlen
felismerésére. E célbol birkdkat immunizaltunk. A kapott nyers szérumok a kivant antigénen
kival mas feherjékkel is reagaltak, ezért affinitaskromatogréafias tisztitds valt szikségessé.
Ennek segitségével sikerllt megfelelé specificitdst frakcidkat nyerniink, az ily maodon
eléallitott  specifikus ellenanyag csekély ~mennyisége miatt azonban ezirdnyd
prébalkozasainkat id6legesen felfiiggesztettiik. A még rendelkezésiinkre allé nyers szérumok
tisztitasa és vizsgalata ezévi terveink kozott szerepel.

I.2. Munkaterviinkben szerepel a sajat korabbi tapasztalataink és masok kozlése szerint is igen
nehezen tenyészthetd disztrofin-hianyos mdx*® egértorzs tenyésztésének megoldasa az
Alltorvos-tudomanyi Karon. Egyre tobb laboratériumbdl érkeztek azonban olyan adatok,
melyek szerint ebben az egértérzsben a mutacio (amely pontmutacio tipusu) ellenére csdkkent
mennyisegben ugyan, de el6fordul egyes disztrofin izoformak expresszidja. Ezért mas
mutans egértorzs felhasznalasat vettiik tervbe. Az mdx”*° transzgénikus tdrzshoz tartozé
egerekben egy ,,gene trap” vektor alkalmazésa revén gatolt az 6sszes disztrofin izoforma
expresszidja (Wertz K, Fuchtbauer EM. (1998) Dev Dyn.212:229-41). Ez az egértdrzs
kollaboréaciés partnertink, D. Gorecki (Portsmouth, Anglia) laboratériumaban rendelkezésre
all. A torzs hazai tenyésztésére egyenlére nem térekszlnk, mivel a vizsgalatainkhoz
sziikséges fixalt szerveket partneriink rendelkezésuinkre bocsatja.

I1. Szerzédésben leirt tovabbi terveinkkel kapcsolatos eredményeink a kovetkezoek.

I1.1. Célul taztik ki annak vizsgalatat, hogy az extracellularis matrix fehérjekomponenseinek
jelenléte milyen hatassal van a DGC sejten belili lokalizaciojara a retina Muller glia
sejtjeiben. Primer sejttenyészetek immunfluoreszcencias vizsgalataval lokalizaltuk a komplex
egyes tagjait vandorld, illetve nyugvo sejtekben (kdzlemény: Méhes és mtsai., 2003). Kettds
jelolés segitségével kimutattuk, hogy a Dp71f sejten bellli eloszlasa fiiggetlen a
disztroglikantdl, az utrophin és a disztroglikan pedig csoportokba tomorilve kolokalizal. A
vizsgalt harom fehérje lokalizacidja, illetve a kolokalizaciés mintazat alapveto
jellegzetességeit tekintve azonosnak tekintheté nyugvo és vandorlo sejtekben, és nem valtozik
meg laminin jelenlétében.

I1.2. Korabbi munkank soran kimutattuk, hogy a Miller glia sejtek motilitasanak
jellegzetességei laminin jelenlétében megvaltoznak (Mehes E, Czirok A, Hegedus B, Vicsek
T, Jancsik V. (2002) Cell Motil Cytoskeleton. 53:203-13). A kisérletek soran, amelyeket az
ELTE TTK Bioldgiai Fizika Tanszékével kollaboracioban végeztiink, a kiilonb6z6
felszineken mozgo sejtek Utvonalat szamitdgépes videomikroszkdpiaval regisztraltuk, majd a
kapott eredményeket statisztikai analizissel értékeltiik. A jelen palyazat keretében végzett
kisérleteink soran azt vizsgaltuk meg, hogy a sejtek motilitasi jellegzetességeinek



megvaltozasaban szerepet jatszik-e a lamininnak a DGC-vel val6 kdlcsonhatasa. Ennek
felderitésere a laminin jelenlétében kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk azoknak a
vizsgalatoknak az eredményeivel, melyek sorén a laminin-DGC kotédest két, egymast
kiegészit6 modszerrel meggatoltuk. Az egyik soran a DGC extracellularis tagjanak, az alfa-
disztroglikannak funkciojat gatoltuk specifikus ellenayag segitségével. Masik tipusu
kisérleteinkben a lamininnak a disztroglikanhoz vald kotédésében részt vevo fellletét ,,fedtik
el” heparin segitségével. A motilitdsndvel6 hatas jelentés részben a laminin-DGC
kolcsonhatastol fliggonek bizonyult, mig a sejtek nyalvany-dinamizmusat es iranyvaltoztatasi
gyakorisagat gatolt és gatolatlan esetekben megegyezonek talaltuk. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az extracellularis matrix egyik fontos alkotd elemének, a lamininnak a Mdller
glia sejtekhez val6 kotédéseben a DGC-n kivil més, valdsziniileg az integrin csaladba tartozé
sejtfelszini receptorok is részt vesznek (kdzlemeény: Méhes és mtsai., 2005).

I1.3. Munkank legnagyobb részét az a vizsgalatsorozat tette ki, melynek soran korrelalt fény-
és elektronmikroszkdpos modszerek segitségével kutattuk a DGC kulonbdz6 tagjainak
lokalizaciojat a kozponti idegrendszeren bell.

11.3.1. DGC komponensek a neuronokban.

11.3.1.1. A disztrofin fehérjecsalad tagjai kozil a 71 kDa molekulatdmegt izoforma (Dp71)
fordul elé legnagyobb mennyiségben az idegrendszerben. A Dp71 expresszioja kiléndsen
jelentés a hippocampusban, ezért megvizsgaltuk e fehérjének egyik alternativ splicing révén
Hazai és mtsai., 2006). Immunreakciot észleltlink a dendritekben és a dendrit-tiskékben 1évé
kis aszimmetrikus szinapszisokhoz tartozd posztszinaptikus megvastagodasokban. Dp71f
jelenléte nem volt kimutathaté azokban a szinapszisokban, melyeknek preszinaptikus eleme a
moharostok nagymeéretli axon-végzédése. A stratum lucidumban koétegekbe rendezodott
moharostok membranja erételjes immunreaktivitdst mutatott. Ugyanebben a rétegben egyes
kis a&tmeréjiic  myelinhivelyes axonokon beldl is tapasztaltunk immunreaktivitést.
Eredményeink (j adatokat szolgaltatnak a megvizsgalt specidlis disztrofin izoforma
idegsejteken bellli lokalizacidjardl.

11.3.1.2. A DGC citoplazmatikus komponensei kozul kuldnleges figyelmet érdemelnek a
disztrobrevin (DB) csalad proteinjei. Ennek a fehérjecsaladnak a tagjai adaptor fehérjekkel
kolcsonhatasba 1épve lehet6seget nyljtanak arra, hogy a DGC egyrészt intracellularis
jelatviteli utakban részt vevo fehérjékhez, masreszt sejtmembranban talalhaté (pl. csatorna-)
fehérjékhez kapcsolddjon. Korabbi vizsgélatok (Lien CF, Vlachouli C, Blake DJ, Simons JP,
Gorecki DC. (2004) Gene Expr Patterns. 4:583-93) szerint az alfa-DB az embrionalis egér agy
neuronjaiban jelen van, azonban fiatal posztnatalis allatokban neuronélis expresszié mar nem
mutathato ki. A jelen palyazat keretében végzett vizsgalataink soran ugy talaltuk, hogy felnétt
egér és patkany agyban a lateralis hypothalamikus terilet (lateral hypothalamic area)
neuronjainak egy  szubpopulacidja alfa—disztrobrevin  (alfa-DB) pozitiv. Az
immunreaktivitast mutatd neuronok valtozatos formaji és nagysagu csoportokat alkotnak,
melyek koronalis metszeteken Bregma -1.22 mm-t6l Bregma -1.94 mm-ig észlelhetéek. A
szemcsés megjelenésii immunreakcio a perikaryonokban és egyes nyulvanyokban is jelen van.
Az immunprecipitatum a sejttesteken belll elektronmikroszkdpos megfigyeléseink szerint az
endoplazmatikus retikulum membranjan lokalizalédik. Annak megallapitasara, hogy a
fentiekben jellemzett disztrobrevin lokalizacio fugg-e a disztrofin csalad fehérjéinek
jelenlététsl, vizsgalatainkat kiterjesztettilk disztrofin-hianyos mdx”**®® térzshéz tartozé
egerekre. El6zetes eredményeink szerint a disztrofin-hidnyos egerek agyaban az alfa-DB
neuronalis el6fordulasa valtozatlan, ami azt valoszinusiti, hogy a DGC felépitéseben ebben a
sejttipusban az utrophin fehérjecsalad tagjai vesznek részt.



Kettés immunfluoreszcencids jelolés segitségével megéllapitottuk, hogy az alfa-DB-t
expresszald neuronok galaninra és neuropeptid-Y-ra (NPY)-ra nézve negativok, azonban
valamennyi alfa-DB pozitiv neuron egyben melanin koncentrdld6 hormon (MCH)
immunreaktivitast is mutat. Ez az eredményunk felveti annak a lehet6ségét, hogy a DGC
szerepet jatszik a taplalékfelvétellel kapcsolatos fizioldgias folyamatok regulélasaban.

Az itt leirt vizsgalatokat D. Gorecki csoportjaval (Portsmouth, Anglia) kollaboracioban
végezzik. Az eredményeket két poszteren mutattuk be (kdzlemények: Hazai és mtsai. 2005,
Hazai és mtsai. 2006). Néhany folyamatban lévo Kiegészité vizsgalat befejezése utan
tervezziuk az eredményeinket 6sszefoglald kézirat kozlésre vald benydjtasat. Kérem, hogy
ennek adatait utdlag, a publikacio elfogadasa utan csatolhassam a zaréjelentéshez.

11.3.2. DGC komponensek glia sejtekben.

11.3.2.1.Megvizsgéltuk hogy a Dp71f eloszlasat patkany agyban, figyelminket elsésorban az
asztrocitakra koncentralva. A vizsgalatokat immunfluoreszcencias modszer alkalmazéasaval
vegeztik, Kalman Mihaly kutatocsoportjaval (SE, Anatomiai Intézet) kollaboréacidban.
Eredményeinket egy publikacioban foglaltuk 6ssze (kdzlemeny: Szab6 és mitsai., 2004).
Prominens jel6lést tapasztaltunk asztrocitak sejttestében és nyulvanyaiban egyarént.
Megvizsgaltuk a Dp71f és az asztrocita-markerkent alkalmazott glialis fibrillaris savas protein
(GFAP) kolokalizaciojat. A Dp71f pozitiv képletek egyben GFAP pozitivak is voltak,
figyelemremélté azonban, hogy egyes GFAP pozitiv asztrocita populaciok Dp71f negativnak
bizonyultak. A cikkben részletesen leirtuk és bemutattuk a fébb Dp71f pozitiv strukturékat.
Ezek a kdvetkezéek: glia limitans, a perivascularis glia az idegszovetbe belépé erek koril, az
ependyma, subependymalis asztroglia, az ependymaval laza kapcsolatban all6 poligonalis
struktarak, a circumventricularis szervek, a Bergman glia sejtek (elsésorban a submeningealis
tertleten). Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy a Dp71f elsésorban azokban az asztrocita
populaciokban expresszalodik, amelyek a laminint (is) tartalmazé lamina basalissal
érintkeznek.

11.3.2.2. A vér-agy gét fenntartasaban feltételezhetéen szerepet jatsz6 DGC dsszetételének
felderitesere iranyulé munkank soran kutattuk a perivascularis alfa-DB lokalizaciojat. Felnott
egér és patkany agyban, kollaboracids partneriink korabbi eredményeivel (Lien CF, Vlachouli
C, Blake DJ, Simons JP, Gorecki DC. (2004) Gene Expr Patterns. (2004) 4:583-93)
6sszhangban, prominens perivascularis alfa-DB immunreaktivitast tapasztaltunk.
Elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy az alfa-DB a perivascularis glia
vegtalpakban, ezen belll az endothel sejteket és végtalpat elvalaszto lamina basalissal
érintkezé6 membranon lokalizalodik.

A disztrofin-hianyos mdx”®*° egerek agyénak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy
perivascularis alfa-DB immunreaktivitas kisebb mértékben ugyan, de ezekben az allatokban is
megfigyelhet. Elektronmikroszkopos vizsgalataink szerint a fehérje a mutans allatok
agyaban is a glia végtalpak lamina basalissal érintkez6 membranjan lokalizalédik, azonban
annak jelenléte — a vad tipusu egereknél eszlelttol eltéréen — a membrannak csak viszonylag
Kis részére korlatozodik. Feltevésiink szerint a mutans egerek esetében a perivascularis glia
végtalpakban a hianyz6 disztrofint a rokon tulajdonsagokkal rendelkezé utrofin képes
részlegesen helyettesiteni.

Ez az eredményiink tovabb gazdagitja azt a képet, amely sajat koradbbi vizsgalataink és mas
kutatdcsoportok eredményei alapjan kialakuldéban van a vér-agy gat fenntartasaban fontos
szerepet jatsz6 perivascularis glia végtalpakban talalhatd DGC molekularis 6sszetételérol.

A fentiekben bemutatott eredményeinket, az alfa-DB lokalizaciojanak mas szdvetekben
vegzett elektronmikroszkopos meghatarozasaval egyitt, egy nagyobb cikk részeként, D.
Gorecki munkacsoportjaval kozosen tervezzilk publikalni. Az adatokat ebben az esetben is
késébb, a publikacio elfogadasa utan szeretném csatolni a zaréjelentéshez.



