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Bevezetés

Azidegszivet szubcellularis részecskéinek és kiillonb6z6 membranfrakeiéi-
nak vizsgalatara egyes szerzik mar alkalmaztak immunolégiai eljarasokat:
De RoBERTIS és mtsai (1968), WALD és mtsai (1968), KorRNGUTH és mtsai
(1969), Day és AppeL (1970), MACMILLAN és mtsai (1971), MACPHERSON és
mtsai (1971), RAITERI és mtsai (1972), SHEK és MAacPHERsON (1971). Az im-
mun-médszereket felhasznalé kutatasok soran tobb laboratériumban mutattak
ki szinaptoszomilis antigén-determindnsokat, de csak ritkan vizsgaltak a
demonstralt idegszoveti antigén és az egyéb sziovetekre is jellemz§ kozos anti-
gének esetleges rokonsdganak (vagy azonossidginak) kérdését. HERSCHMANN
és mtsai (1972), valamint MIcKEY és mtsai (1971) kivételével ugyancsak kevés
adatot kozoltek arra vonatkozéan, hogy a szinaptoszomaban kimutathaté
antigén-aktivitas mas idegszoveti szubcellularis részecskékben megtalalhaté-e.
A vizsgalatok nem terjedtek ki az idegvégzidésre jellemz§ antigén pontos
szubszinaptoszomalis elhelyezkedésének meghatarozasara.

Kisérleteink soran sikeriilt olyan agyspecifikus immunszérumot elg-
allitanunk, amely megfelel szoveti antigénekkel, illetve macska agykéreghdl
nyert oldhaté fehérjékkel valé , kimerités’ utan csak a szinaptoszoma frakcié-
val szemben mutatott ellenanyag-aktivitast (Orosz és mtsai 1971, 1974).
Az immunszérumbdl tisztitott ellenanyagok, illetve az ezekbgl elallitott
Fab’, fragmentumok segitségével vizsgaltuk a szinaptoszoma-specifikus anti-
gén-determinéans egyes biokémiai és immunolégiai tulajdonsagait, valamint az
antigénsajatsagi komponens pontos helyét a szinaptoszoma részecskéken beliil
(Orosz és mtsai 1973).

Anyag és modszer

I. Az immunszérum eloallitasa és feldolgozdsa

1. Macska agykéregbhdl foszfolipid-extrakeié6 utan nyert preparatum-
mal szemben (JANKovVIC és mtsai 1968) nyulakban termeltiink immunszéru-
mot (Orosz és mtsai 1971). Az immunsavobél macskaszérummal, macska
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maj- és vesekivonatokkal valé abszorpcié segitségével eltavolitottuk a nem-
agyspecifikus ellenanyag-aktiv komponenseket. Az igy nyert agyspecifikus
immunszérumot macska agykéreg oldhaté fehérje-frakcidival inkubaltuk.
A kimeritések soran minden 1épésnél 1:10 (abszorbens mg: immunsavé ml)
aranyban, 37 °C-on, enyhe keverés mellett inkubaltunk. A keletkezett immun-
precipitatumot centrifugalassal tavolitottuk el. Az eljarast addig ismételtiik,
mig az immunsavé immundiffiziés tesztben az adott antigénnel szemben reak-
ci6t mar nem adott.

2. A szinapteszoma-specifikus immunsavébél, valamint normal nyilszé-
rumbél BAUMSTARK és mtsai (1964) médszere szerint a human IgG osztalynak
megfelel ellenanyag-frakciét izolaltuk. A frakcié homogenitasat immunelektro-
roforézis segitségével ellendriztiik.

3. Normal- és immunszérumbél izolalt IgG frakciokat NISONOFF és mtsai
(1959) szerint pepszinnel hidrolizaltuk. A hidrolizatumot 0,1 M Na-acetat-ecet-
sav (pH = 7,5) pufferrel equilibralt Sephadex G-150 oszlopra vittiik. Az equi-
libralé pufferrel végzett elicié soran az oszloptérfogat 32—509%,-nak meg-
felel6 puffermennyiséggel leoldott II. frakcié tartalmazta a Fab’, fragmentu-
mokat. A frakeié tisztasagat immunelektroforetikus vizsgalatokkal és analiti-
kai ultracentrifugaléssal ellenériztiik.

4. A bivalens ellenanyag-fragmentumokat (Fab’,) SiN¢ER (1961) SrI
Ram (1963) altal médositott eljaras szerint ferritinnel konjugaltuk.

II. Macska agykéreg szubcelluldris frakciondldsa

Ficoll-szaharéz striiség-gradiens ultracentrifugalassal macska agykéreg-
bdl kiilonb6z§ denzitasd szinaptoszoma frakcidkat izolaltunk (ORosz és mtsai
1973). Differencial és stirtiséggradiens ultracentrifugalassal mag, myelin, mito-
kondrium, mikroszoma és szinaptikus vezikulum frakciékat is elGallitottunk.
A szubcellularis frakeiék ozmotikus kezelésével membran frakciékat nyertiink,
amelyeket Triton X-100 nem-ionos detergens 0,69%-0s oldataval szolubilizal-

tunk (Orosz és mtsai 1974).

III. A jelols ellenanyag-fragmentumok bekotodésének vizsgdlata

A szubcellularis frakcidkat ferritinnel jelolt normal és szinaptoszoma-
specifikus Fab’, fragmentumok oldataval szobah8mérsékleten 30 percig inku-
baltuk. Az inkubalas befejeztével a felesleghben levd jelslt ellenanyag-fragmen-
tumokat fiziol6gias séoldattal torténd moséassal tavolitottuk el. Az inkubalt
frakciokat 2,5%,-0s glutaraldehiddel, majd 1,09;-0s OsO,-al fixaltuk. Viztele-
nités utdn a bedgyazashoz Durcupan ACM-et hasznéltunk.
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Eredmények

Macska agykéreg foszfolipid-extrahalt kivonataval szemben sikeriilt
immunszérumot elGéllitanunk, amely megfelel§ szoveti abszorpeiok utan csak
az agyszoveti komponensekkel adott reakci6t, de nem reagalt macska szérum,
maj, vese, ovarium és 1ép vizes, illetve detergens-kivonataival: OrRosz és mtsai
(1971, 1974) (la. abra). A szolubilis agykérgi antigénnel is kimeritett immun-
szérum egyediil a szinaptoszoma membran-frakcié nem-ionos detergens (Tri-
ton X-100; 0,6%,) kezelésével nyert extraktummal reagalt. Immundiffiziés
reakciét nem kaptunk myelin, mikroszoma, mitokondrium, mag és szinaptikus
vezikula frakciok detergens kivonataival szemben (1b. abra).

Az immunszérum vizsgalata soran ellenanyag-aktivitast csak a human
IgG osztalynak megfelel6 7S gammaglobulin frakcioban tudtunk kimutatni
(2. abra) A frakciot BAUMSTARK és mtsai (1964) médszere szerint izolaltuk.
Az immunelektroforetikus vizsgalatok szerint a preparatum jelentds ellen-
anyagaktivitasd tiszta ,,IgG’ frakcionak bizonyult (2. abra).

‘B

1. dbra. A szinaptoszoma-specifikus immunszérum vizsgilata Ouchterlony immundiffiziés
médszerrel:

a) az immunszérum reakciéja macska kiilonboz8 szerveibsl készitett nem-ionos deter-
gens kivonatokkal szemben. 1 vese; 2 mdj; 3 1ép; 4 agykéreg; 5 ovdrium; 6 testis.

b) az immunszérum reakciéja macska agykéreg kiilonb6z8 szubcelluldris frakciéinak
detergens kivonataival szemben. 1 myelin; 2 szinaptikus vezikulik; 3 mitokondrium
frakcié; 4 szinaptoszoma frakci6é; 5 magfrakeié; 6 mikroszoma frakcié. (A kivonatok fehérje-
tartalma: 2,5 mg/ml)
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i

2. dbra. Macska agykéreg vizes kivonataval (B,: felsé hosszanti tartdly) az immunszérum
IgG osztilydnak megfelelé komponensei reagialtak. (A—IgG: az immunszérumbél izoldlt
1gG frakcio; A—SE: a teljes immunszérum; az alsé hosszanti tartdlyban anti-nytlsavé 16szé-

rum volt: A—RSE)

Ismert adat, hogy az antigén-felismerésben és az antigénnel valé kotGdés-
ben az ellenanyag-aktiv IgG molekuldk C-terminalis szakaszai kozvetleniil
nem vesznek részt. Immunelektronmikroszképos vizsgalataink sordn — az
esetleges aspecifikus kotGdés lehetdségének tovabbi csokkentésére — az IgG
molekuldkbol az antigénkétésben kozvetleniil szerepet jatszo: C-terminalistol
tavolabbi molekularészeket izolaltuk. A specifikus ellenanyag-fragmentumok
elgallitasa soran az antigén-aktivitast célszerti 1épésenként ellenGrizni. Az ilyen
jellegti vizsgalatok bivalens, tehat antigénnel precipitaciés reakciot adé frag-
mentumok (Fab’,) esetén a legegyszeribb immundiffiziés és immunelektro-
foretikus médszerekkel torténhetnek. Vizsgalataink céljara normal- és immun-
szérum tisztitott IgG frakci6jabol pepszines hidrolizissel allitottunk el biva-
lens ellenanyag-fragmentumokat (N1soNOFF és mtsai 1959). A pepszines hidro-
lizis 4,9-5S szedimentéciéju fragmentumokat eredményez, amelyek antigént
kotd és precipitalé (bivalens) ellenanyag-aktivitassal rendelkeznek (NisoNOFF
és Dixon 1964). Ezek redukciéja utdn univalens fragmentumok keletkeznek,
amelyek aminosavésszetétele és szedimentaciés allandéja (MANDY és mtsai
1961), valamint antigenitisa (GOoDMANN és GRross 1963) a papainos emésztés-
sel nyert I. és 1I. Fab frakciéhoz rendkiviil hasonlé.

A normal- és az immun nydl-IgG pepszines hidrolizisét NisoNOFF és
mtsai (1959) médszere szerint 0,1 M Na-acetat-ecetsav (pH = 4,2) pufferben
20 éran at 37 °C-on, fehérje : enzim = 100 : 1 ardny mellett végeztiik. 20 6ra
elteltével a hidrolizis leallitisa az enzim inaktivalasaval tértént: 2 N NaOH
adagolasaval az elegy pH-jat pH = 8,0-ra emeltiik, majd 0,01 M Na-foszfat
pufferrel (pH = 7,2) szemben 24 6ran at dializdltuk. Az emésztmény nem-
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3. dbra. Nyidl-IgG pepszines hidrolizditumanak gélsziirése Sephandex G-150 oszlopon. (30 mg
fehérje 2,5x90 cm-es oszlopon; 0,01 M Na-foszfat puffer; pH = 7,2)

dializdlhaté komponenseit a fenti pufferrel egyensilyba hozott Sephadex
G-150 oszlopon gélsziirtiitk. A gélsziirés soran GORINI és mtsai (1970) eredmé-
nyeivel egyezden négy jol reprodukilhaté fehérje-maximumot kaptunk
(3. abra).

Az 1. frakeci6é az oszlop térfogatanak 20 —279,-nak megfeleld térfogati
pufferrel moshaté le, a gélagybél kizarédé komponenseket tartalmazza. El§ze-
tes vizsgalataink szerint a hasitatlan nyidl-IgG az oszloptérfogat 25—309,-nal
elualhaté. A frakcié immunelektroforetikus viselkedése azonban inkabb aggre-
galt fehérjekomplexek, mint hasitatlan IgG jelenlétére utal (4a. abra). Meg-
felelé antigénnel vizsgilva a frakcioban ellenanyag-aktivitast nem tudtunk
kimutatni.

Az oszloptérfogat 29—449-anak megfeleld pufferrel lemosédé II. frak-
ci6 a hidrolizitum nem-dializalhaté fehérjéinek 55—609,-at tartalmazta.
A frakeié elektroforetikus vizsgalataval lassd, de nem identikus komponensek
mutathaték ki (4b. abra). Megfelelg antigénnel vizsgalva (pl. ferritin-antiferri-
tin-11. frakcié rendszer) a frakcié immundiffiziés lemezen precipitaciés reak-
ciét ad, amelynél titere az intakt IgG-hez képest kb. 309, -kal csokkent.

A TII. frakciét az oszloptérfogat 50—65%,-anak megfeleld puffermennyi-
ség atfolyatasakor gytjtottikk. Immunelektroforetikus (antigenikus) viselke-
dése a II. frakcié6 komponenseihez hasonlé. Precipitacios ellenanyag-aktivita-
sat azonban nem tudtuk kimutatni (4c. abra). A IV-ik szélesen elhizédo ,,peak’
(fehérjemaximum), amely az oszloptérfogat 909,-tél izolalhaté kis peptideket
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4. dbra. Nyil-IgG pepszines hidrolizditumédbol gélsziiréssel elkiilonitett egyes frakciék immun-

elektroforetikus vizsgdlata. A hosszanti tartdlyokban ellenanyagként antinyilsavé 16szérumot

(A—RSE); az als6 kerek tartdlyokban hasitatlan nyil IgG-t (No IgG) helyeztiink. A vizsgé-
landé frakciét a felsd tartdlyokba toltottiik a: I[; b: II; c: III; d: IV. frakeio
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5. dbra. A pepszines hidrolizditum II. (Fab’,)frakciéjanak vizsgilata analitikai ultracentri-
fugdval

6. dbra. A nyers szinaptoszoma (,,nyers mitokondrium™) frakcié elektronmikroszképos képe.
A nagy nyilak szinaptoszomit, a kéozepes nyilak mitokondriumot és a kis nyilak myelin-
fragmentumot jeldlnek (20 000 x nagyités)

3% MTA Biol. Oszt. Kézl. 19, (1976)
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tartalmaz, amelynek sem antigenikus, sem ellenanyagaktivitasat nem sikeriilt
kimutatnunk (4d. abra).

A frakciok vizsgalatat minden esetben vikuum-dializissel tértént be-
koncentralas utan, 5 mg/ml-es koncentraciéban végeztitk. A gélszlirési és im-
munolégiai vizsgalatok soran nyert eredményeink, valamint mas szerzdk ada-
tai (GORINI és mtsai 1970) arra engednek kovetkeztetni, hogy a pepszines hid-
rolizis folyaman keletkezd bivalens ellenanyag-fragmentumok a II. frakciéban
elualhatok.

Analitikai ultracentrifugas vizsgalatok szerint a II. frakcié6 nem tartal-
maz kimutathaté mennyiségben sem hasitatlan IgG-nek, sem a bivalens frag-
mentnél kisebb molekula-részletnek megfelel§ szedimentéciéji komponense-
ket (5. abra).

Az elektroforetikusan és a szedimentéciés vizsgalatok szerint tiszta
Fab’, frakciot ferritinnel konjugéltuk, majd a bekotddés helyét és mértékét
macska agykéregbdl izolalt tisztitott szubcellularis frakcickban vizsgaltuk.
Az antigén-aktiv komponenst tartalmazé szubcellularis részecske kivalaszta-
sara legalkalmasabbnak a mnyers szinaptoszoma (,,nyers mitokondrium”’)
(BropY és BAIN 1952) preparatum bizonyult. Ez a frakeié szinaptoszoma és
mitokondrium részecskék mellett jelentGs mennyiségli myelint, és pontosan
nem meghatarozhaté membran-komponenseket is tartalmaz (6. abra). A sza-
haréz oldatban 109,-0s homogenizitumbdl a mag- és a sejttormelék-frakeick
eltavolitasa utan nyert nyers szinaptoszoma frakciot 11 500 g mellett 15 percig
iilepitettiik. A kétszer mosott frakciot a jelolt normal és specifikus ellenanyag
fragmentumokkal, valamint tiszta ferritin oldattal 30 percen at szobah§mér-
sékleten inkubaltuk. A szabad ellenanyag fragmentumokat, illetve ferritint
tobbszori iilepitéssel és mosassal tavolitottuk el. Az inkubéalt szuszpenziét a
tisztitas utdan azonnal glutaraldehiddel fixaltuk, majd elektronmikroszképos
vizsgalatok céljara beagyaztuk.

A ferritinnel jelslt Fab’, fragmentumok a heterogén nyers szinaptoszoma
frakcioban csak a szinaptoszoma részecskékhez kotddtek specifikusan (7a.
abra). Hasonl6 eredményt kaptunk az egyes tisztitott szubcellularis frakciékon
végzett bekotési vizsgalatok soran, ugyanis a kiilonb6z6 szubcellularis frak-
ciokban (a szinaptoszoma frakcickat kivéve) az immun- és norméal-nyilszé-
rumbdl izolalt Fab’, fragmentumok diffiz, ritka és nem specifikus kotgdést
mutattak.

—_

7. dbra. Az antigén lokalizdciéjanak immunelektronmikroszképos vizsgédlata. A nagy nyilak a
szinaptoszoma részecskéket, a nyilhegyek a ferritinnel jelolt szinaptoszoma-specifikus Fab’,
fragmentumok ko6tddésének helyét mutatjdk

(A: 25000 x

B és C: 35 000X nagyitds)
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Az immunferritin technikaval nyert eredményeink tehat megergsitették
azokat a korabbi immundiffiziés és szolubilizaciés eljarasokkal nyert ered-
ményeinket, amelyek szerint a szinapszishoz kézeli teriileten olyan antigén-
determinans(ok) talalhaté(k), amely(ek) az agyszovet egyéb szolubilis, illetve
partikulélt antigénjeitsl eltérnek. A szinaptoszoma-specifikus antigén pontos,
idegvégzddésen beliil elfoglalt helyének meghatarozasat tisztitott szinapto-
szoma frakciokon végexztiik.

Specifikus ellenanyag-fragmentum kotédést figyeltink meg a poszt-
szinaptikus membranhoz csatlakozé ,,szubszinaptikus halézat” teriiletén
(7b. abra). A specifikus ellenanyag-fragmentumok nem reagéltak a szinapto-
szoma részecskék mas teriiletein talalhaté komponensekkel, ugyanis szelektiv
bekotddést nem tudtunk megfigyelni a szinaptoszomak citoplazméjaban, a
preszinaptikus membran, a ,,dense projections” (AKERT és SANDRI 1970) és a
szinaptikus rés régiéiban. Normal nyulszérumbdl izolalt Fab’,-ferritin komp-
lexek bekotddésének vizsgalatanal szelektiv reakciot egyaltalan nem észlel-
tink.

Az adott ellenanyag-populécié felhasznalasaval nem mutatkozott anti-
genitasbeli kiillonbség az egyes denzitas, ozmotikus érzékenység és morfolégia
szerint elkiilonithetd (Orosz és mtsai 1974) szinaptoszoma frakciok kozott.
A szinaptoszoma-specifikus antigén jelenléte a sok vezikulat tartalmazé — al-
talunk ,,szinaptoszoma-2"’-nek nevezett — részecskék kapcsolédasi teriiletén
bizonyitotta, hogy ezek a partikulumok el§z§ adatainkkal 6sszhangban valé-
ban szinaptoszomak (7c. abra).

Megbeszélés

A neuro-immunolégia gyorsan fejl6dd interdiszciplinaris hatarteriilet,
amely egyes immunolégiai és neuroldgiai folyamatok analégiajaként rendelke-
zésiinkre allé ismeretanyagot, tovabba az immunokémiai médszerek altal
nyudjtott analitikai lehet8ségeket az idegrendszeri kutatasok szolgalataba
allitja. A cellularis immunolégia eredményei a sejtfelismerés folyamatainak
kutatasaban értékes informéaciékat nydjthatnak az idegi halézatalakulast
vizsgalé kutatd szaméara. A cellularis és humoralis immunolégia adatai igen
fontosak a klinikai neuro-immunolégiai kérképek megértéséhez.

Az immun-neurokémiai kutatasok egy-egy idegrendszerre specifikus
antigénnel vagy antigén-csoporttal szemben termelt ellenanyag-populiciot
analitikai eszkozként hasznalnak fel egyes idegi folyamatok, illetve struktirak
vizsgéalataban. Azok a specialisan idegi molekularis osszetevék, amelyek a
szervezet mas szerveiben nem fordulnak elg, gyakran rendelkeznek antigén-
tulajdonsagokkal nemesak mas emlds fajok vagy egyedek, de a szervezet sajat
immunrendszere szamara is. igy éppen az agyspecifikus komponensek azok,
amelyek antigén-sajatsagaik révén immunolégiai médszerekkel feltarhaték.
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A mas fajokban agyszovettel szemben termelt immunszérum természe-
tesen tartalmaz a donor fajra jellemzd és a kiilonb6z8 szervekben kozos anti-
génekkel szemben is ellenanyag-aktivitast. A szérum specifikussa tehetd a do-
nor faj kiilonb6z6 szerveibdl (vér, maj, 1ép, vese, ovarium sth.) készitett ki-
vonatokkal végzett abszorpcidk sorozataval.

Az idegrendszeri kutatasok szamara kiilonssen értékesek azok az ellen-
anyagok, amelyek ép idegszovetben az extracellularis tér fel6l tudjak megko-
zeliteni a szamukra specifikus antigéneket. Jelenleg nem all rendelkezésiinkre
olyan adat, amely bizonyithatni, hogy a 150 000—170 000 molekulasilyd
IgG molekula athatolhatna ép neuron- vagy glia-membranon. Igy az ideg-
rendszer funkcionalis neuro-immunolégiai vizsgalatanal elsGsorban olyan ellen-
anyagpopulédciék hasznalhatok fel, amelyek tamadaspontja egy-egy sejtfel-
szini, vagy sejtfelszin felGl ,,természetes’ titon megkozelitheté antigén-deter-
mindns. Ilyen meggondolasok alapjan igyekeztiink olyan agyspecifikus im-
munszérumot nyerni, amely (az agyi szolubilis antigénekkel tértén6 kimerités
utan) idegvégzddések membran-preparatumabél nem-ionos detergenssel szo-
lubilizalhaté antigénnel szemben mutatott aktivitast (ORrosz és mtsai 1971,
1974). Miutdn immunkémiai és biokémiai mddszerekkel sikeriilt bizonyitani
egy szinaptoszoma-specifikus antigén jelenlétét macska agykéregben, figyel-
miink az antigén pontos helyének meghatarozasa felé fordult.

Az alkalmazott immunferritin eljarassal (megfelelé kontrollrendszerek,
és Fab, fragmentumok felhasznéaldsaval) a szinaptoszoma-specifikus antigént
a posztszinaptikus membranhoz csatlakozé 1in. szubszinaptikus hélézatban
sikeriilt kimutatnunk.

A szinaptogenezis folyamataiban fontos szerepet jatszé posztszinaptikus
struktirak (ApiNorrr 1972) antigenikus sajatsidga érdekes lehetGséget nyujt-
hat a szinapszis-formalédassal kapcsolatos vizsgalatok szamara. A fejlodd pre-
és posztszinaptikus teriilet egymast felismerd, feltételezett biokémiai kéd-anti-
kéd rendszere (SYTKOWSKI és mtsai 1973) az idegi halézat-alakulas alapvetd
kérdései kozé tartozik. A posztszinaptikus antigén-determinansokkal szemben
termelt specifikus ellenanyagok értékes eszkozként szolgalhatnak a poszt-
szinapszis kialakulasanak, miikodésének, és a szinaptogenezisben jatszott sze-
repének vizsgalatidban.

Készonetet mondunk dr. Hamori Joézsefnek (SOTE I. Anatémiai Tan-
szék) az elektronmikroszképos vizsgalatokban nyujtott segitségéért, valamint
dr. Czuppon Alfrédnak (MTA Kémiai Szerkezet Kutaté Csoport), aki a szedi-

mentaciés analiziseket végezte.
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