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A sejt, mint alapegység, illetve a több-kevesebb sejtből álló in vitro 
rendszerek sejtjei közötti kölcsönhatások vizsgálata a neurobiológiában újab-
ban fokozottan előtérbe került. Ezekben a kutatásokban is egyre erősbödő 
tendencia a legkülönbözőbb tudományágak együttműködése valamely prob-
léma megoldására, vagyis az interdiszciplináris szemlélet meghonosodása mind 
elméleti, mind metodikai téren. Ezek az irányzatok a szinapszis és a szinapto-
genetikus folyamatok kutatásába is bevonultak és új kérdésfeltevéseket, vala-
mint ennek megfelelő friss, modern szemléletet hoztak létre. 

Az elmúlt néhány évben több közlemény jelent meg, melyekben arról 
számoltak be, hogy disszociált idegsejtek egyes típusait glia- és egyéb kísérő-
sejtektől mentesen in vitro tenyésztették [8, 9, 10, 11, 12, 22, 43, 44 etc.]. 
Ezzel lényegében megszűnt az eddigi, inkább csak teoretikus aggály, hogy az 
idegsejtek glia- és más kísérő-sejtmentes környezetben nem differenciálódnak, 
ill., hogy in vitro nem lehet őket tenyészteni (összefoglalóan: W A T S O N 1 9 7 4 ) . 

Ezek az újabb eredmények, valamint a modern sejtbiológia más területein 
tapasztalható robbanásszerű fejlődés ma már szükségszerűen tesz fel olyan 
kérdéseket: hogyan és milyen mechanizmusok révén képes néhány disszociált 
sejtből álló kiindulási in vitro idegsejtpopuláció egy szinaptikusan összekap-
csolt hálózati rendszerbe reorganizálni önmagát glia- és más kísérő-sejtmentes 
környezetben. 

Nyilvánvaló, hogy még az ilyen kevés tagszámú neuronhálózatok organi-
zációs folyamatai is annyira bonyolultak, hogy azokat először le kell bontani 
a különböző alegységek vizsgálatára, valamint az apróbb alap- és részfolya-
matok elemzésére. Az egyes idegsejtek endogén tulajdonságainak felmérését, 
a szinaptikus kapcsolatok kialakításában és más kontakt jelenségekben részt 
vevő sejtmembrán-területek, valamint az ezekhez kapcsolódó citoplazmatikus 
komplex struktúrák és működések vizsgálatát még a kapcsolatok kialakulása 
előtt kell elvégezni. Ennek során, de a neurogenezis későbbi szakaszainak 
vizsgálatakor is fel kell használni a modern sejtbiológiának a különböző tudo-
mányterületeken alkalmazott új módszereit (pl. a citogenetikából ismert sejt-
hibridizációs módszert stb.), információit és kutatási szisztémáját [4, 14, 15, 
17, 35 etc.]. így tanulmányozni kell az idegsejtek lokomociós jelenségeit, 
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melyek a szinaptikus kapcsolatokat hordozó különböző méretű neuronális 
nyúlványok kialakulásához vezetnek. Fontos megismerni a sejtvándorlások 
során megvalósuló kontakt-jelenségeket és sejt-indukciós reakciókat, valamint 
ezekben a kölcsönhatásokban és a „stabil" szinaptikus kapcsolatok kialakí-
tásában szerepet játszó sejtfelszíni és membrán alatti komponenseket stb. 

A celluláris és a molekuláris immunológia legújabb eredményei több 
meghökkentő analógiát tártak elénk bizonyos neurobiológiai és immunológiai 
folyamatok között, melyek értékes adatokat nyújthatnak egyes sejtfelismerési 
jelenségek elemzésére a neuronális hálózatok kialakulását vizsgáló kutatások-
ban [6]. A különböző idegrendszeri specifikus antigénekkel szemben termelt 
ellenanyag-populációk pedig analitikai eszközként használhatók fel egyes 
idegi folyamatok, illetve struktúrák molekidáris biológiai vizsgálatában. 

Az utóbbi években munkatársaimmal együtt Tanszékünkön a fenti 
kérdésfeltevések és újabb irodalmi eredmények szellemében kialakítottunk 
egy molekuláris neurobiológiai és immunológiai laboratóriumi bázist és ezen 
alapuló kutatási irányt [27 — 33], majd következő lépésként az elmúlt eszten-
dőben (Cambridge-ben a Molekuláris Biológiai Intézet Sejtbiológiai Osztályán 
te t t tanulmányutam tapasztalatai alapján) disszociált idegsejtek individuális 
osztályainak szeparálását és in vitro tenyésztését kezdtük el. A következőkben 
ezeknek a vizsgálatoknak egyes részleteiről számolunk be. 

Az egyszerű neuron-hálózatok in vitro formálódásával kapcsolatos jelen-
ségek elemzése, során fontos megvizsgálni, hogy az adott neuron mely tulajdon-
ságai endogén, vagyis genetikai program által megszabottak és mik azok, me-
lyek más sejtekkel kialakított induktív kölcsönhatások eredményeként jönnek 
létre. Természetesen a sejt-kölcsönhatások által kialakított tidajdonságok 
variációinak spektruma is indirekt úton a genetikai kód által megszabott, 
de éppen e spektrum kiterjedését meghatározó alapvető térbeli és időbeli 
tulajdonság-eloszlásokra vonatkozóan kapunk felvilágosításokat, ha első lépés-
ben a vizsgálandó idegsejt-hálózat egyes tagjainak individuális fejlődési és 
növekedési jelenségeit külön-külön megvizsgáljuk. 

Döntő jelentőségű a kísérleti modell megválasztása, ahol a hálózati 
sejtek és kapcsolataik megfelelően tanulmányozhatók. Kísérleteinkben pat-
kány kisagykérgi Purkinje-neuronokat és ezek kapcsolatrendszerét használtuk 
fel. Ennek előnyei a következők: aj emlősökben a kisagykéreg mindössze öt 
sejttípusból álló szimmetrikus geometriai felépítésű sejthálózat, melynek sejtjei 
ismert idő- és térbeli rendben egy jól körülhatárolt területen sorozatosan lépnek 
egymással kontaktusba, b) e sejthálózat kialakulása több rágcsáló fa jban 
normálisan jórészt a posztnatális korban zajlik le, így a fejlődés egyes lépései 
technikailag is könnyebben hozzáférhetők, c) nagy előny, hogy a Purkinje-
neuronok jellegzetes dendritikus morfológiájuk és nagy átmérőjük miatt még 
fáziskontraszt-mikroszkóp alatt is viszonylag könnyen azonosíthatók, más 
sejtekkel nem téveszthetők össze. 
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S I D M A N [ 3 9 ] szerint az idegrendszeri sejtdisszociátumok tenyészeteiben 
végzett szinaptogenetikus vizsgálatok során nyert igen változatos eredmények 
oka az, hogy eddig nem fordítottak figyelmet a kiindulási sejtszuszpenziók 
összetételének standardizálására. A kiindulási sejtszuszpenziók szeparációs 
technikájában csak legújabban kezdtek alkalmazni olyan módszereket, melyek 
segítségével adott sejttípusok standardizált individuális osztályaiból tudunk 
kiindulni [3, 26], hogy azután az in vitro kultúrákban előre megtervezett 
mennyiségi és minőségi arányban mesterségesen rekombináljuk őket. E cél 
elérésére saját kezdeti kísérleteinkben először a kiválasztott sejttípusok (Pur-
kinje-neuron, granuloblaszt és egyes nyúltvelői idegsejtek) dúsított frakcióit 
állítottuk elő. Ezeket 5 és 10 napos patkányok kisagykérgéből és nyúltvelejéből 
származó szövetmintákból S E L L I N G E R és mtsai [ 3 8 ] , valamint M I L L E R és 
P H I L I P S [ 2 4 ] módszereinek C O H E N és mtsai [ 1 3 ] által módosított eljárása sze-
rint szeparáltuk. Ennek során R U B I N [ 3 6 ] , K R A E M E R [ 2 1 ] és mások adatai 
alapján az enzimatikus eljárások helyett a mechanikus disszociációt részesítet-
tük előnyben, mivel további kísérleteinkben érzékeny sejtfelszíni kontakt 
jelenségek vizsgálatát tervezzük. Az aggregátumok kialakulásának megakadá-
lyozására a sejtszeparáció minden lépésben a sejteket örvénylő keveréssel 
diszpergáltuk. 

A sejtmintákat, melyeket kihelyezés előtt nagymértékben hígítottunk, 
Falcon-csészéken készített nyíláson rögzített, kollagénnel fedett üveglemezeken 
B R A Y [8] módszere szerint tenyésztettük, hogy A vizsgált tenyészperiódusban 
individuális sejteket, majd ezek egyszerű kölcsönhatásait tudjuk megfigyelni. 
Ennek ellenére a sejtek egy része az első két nap alatt csomókká aggregált és 
csak a harmadik napon tapadtak a kollagén felülethez. Eközben az aggregáló-
dott csomókban a nem-neuronális sejtek gyorsan elszaporodtak, majd további 
növekedésük révén egy-, majd többrétegű sejtmasszát alakítottak ki. 

Célkitűzéseinknek megfelelően csak az egyedülálló sejtek növekedését 
kísértük folyamatosan figyelemmel. Az 1., 2. és 3. ábrákon 5 napos patkányok-
ból származó Purkinje-sejtek, illetve a nucleus olivaris inferior-ból szeparált 
nagy: 13 — 30 mikron átmérőjű idegsejtek [7, 37] 4 5 napos in vitro fejlő-
désének egyes szakaszait láthatjuk. A sejtek a kihelyezés után 24 28 óra 
múlva kezdtek csak nyúlványokat fejleszteni, ezután a nyúlványnövekedés 
felgyorsult és két-három nap alatt a Purkinje-neuronok egyik pólusán nagyjá-
ból egyforma hosszúságú random elágazódású, nagyszámú dendritnyúlvány 
fejlődött ki [20]. Ebben a tenyészszakaszban figyeltük meg egy-két esetben 
axon-szerű hosszabb nyúlvánnyal rendelkező Purkinje-neuronokat is. A fel-
tételezhetően n. olivaris inferior-ból származó sejteknél az előbbihez hasonlóan 
kezdetben nagyszámú, kb. azonos hosszúságú nyúlvány jelent meg. A granulo-
blasztok felismerése a sejt alakja és átmérője alapján nem lehetséges, bár az 
első 3—4 napban több, a kis átmérőjű orsó alakú sejttest két végéből kiinduló 
nyúlvánnyal rendelkező sejtet figyeltünk meg, melyek az 5. nap után eltűntek. 
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Az 5— 8. nap között az idegsejtek nyúlványainak száma csökkent, külö-
nösen a Purkinje-sejteknél (4. ábra). A 8 -10. nap után a neuronális elemek 
fokozatos pusztulása indult meg, bár számos idegsejt több mint egy hónap 
múlva is életben maradt. Ezek vizsgálatát, valamint az ilyen neuronok között 
kialakuló kapcsolatok tanulmányozását a későbbiekben tervezzük. A 10 napos 
életkorú patkányokból származó Purkinje-neuronok és a n. olivaris inferior-
idegsejtek egyik pólusán a 3. tenyésztési napon rövid, sörteszerű nyúlványok 
jelentek meg, melyek nem növekedtek tovább és a sejtek az 5 —10. nap után 
lassan eltűntek. 

A kísérletek következő részében a Purkinje-neuronok és a feltételezhetően 
n. olivaris inferior eredetű idegsejtek mesterséges rekombinációit tanulmá-
nyoztuk in vitro. Az 5. ábrán ugyanannak a szakasznak fáziskontraszt-fény-
mikroszkópos, valamint scanning elektronmikroszkópos képét látjuk, amikor 
5 napos életkorú patkányokból származó, s már nyúlványnövekedést mutató 
kétnapos tenyészidejű Purkinje-neuron és n. olivaris inferior-idegscjt kapcso-
latát mesterségesen hoztuk létre. A két sejt között a Purkinje-neuron szomáján 
előzetesen kialakított kontaktus induktív hatására a sejttest másik részén a 
nyílhegyekkel jelzett helyeken órák alatt periszomatikus nyúlványok nőttek 
ki. Ezek transzmissziós elektronmikroszkópos képe látható a 6. ábrán: közvet-
lenül a nyúlvány létrejötte után (6/C ábra) és két órával később (6/D ábra). 
Szembetűnő a jellegzetes rácsos mikrofilamentum rendszer és mikrovezikulu-
mok jelenléte a nyúlványokban, később filopodiumok kialakulása [11, 42]. 
A 6/B ábrán szomatikus sejt-sejt kontaktus transzmissziós elektronmikrosz-
kópos képe látható, ahol a Purkinje-sejt membránján az érintkezési felületen 
enyhe membrán-megvastagodás is megfigyelhető. 

A periszomatikus nyúlványok, ha az induktív szomatikus kapcsolat 
fennmaradt, még napokig változatlan nagyságban megfigyelhetők voltak, 
viszont a kontaktus megszakadása után órák alatt eltűntek. Ezek nem fejlőd-
tek ki, ha a n. olivaris inferior-sejt a Purkinje-sejt növekedésben levő dendrit-
ágaival létesített kapcsolatot, vagy ha a Purkinje-neuron in vitro fejlődése 
elérte az 5. tenyésznapot. Mindez azt mutatja, hogy a folyamat a Purkinje-
sejten belül locus-specifikus, a neuron fejlődésében pedig idő-specifikus. Nem 
csak n. olivaris inferior-sejtek, hanem bármely más sejt (granuloblaszt?, glia-
elemek) a Purkinje-neuron említett fejlődési periódusában a szomatikus kon-
taktus kialakítása után hasonló nyúlványképzést indukált. Ez A L T M A N és 
A N D E R S O N [2], valamint mások adatait figyelembe véve arra mutat , hogy az 
in vitro fejlődő és sejtkapcsolataitól megfosztott Purkinje-neuron adott fejlő-
dési periódusban rendkívüli affinitást mutat más sejtekkel való kapcsolatfelvé-
telre, mivel az endogén (genetikai) folyamatok révén kialakított sejtfelszíni 
receptív mezői, ha specifikus sejtek (n. olivaris inferior-sejt) nem állnak rendel-
kezésére, más sejtekkel is kapcsolatba lépnek és ez induktív folyamatok révén, 
ugyanazon genetikai program szerint periszomatikus nyúlványképzéshez vezet. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 



A SZINAPSZIS VIZSGÁLATA IMMUNO-KÉMIAI ÉS CITOLÓGIAI MÓDSZEREKKEL 3 1 1 

Az irodalomban különböző módszerekkel végzett kísérletek alapján a 
posztszinaptikus receptív areák és különböző posztszinaptikus képletek fontos 
szerepét a szinaptogenezisben már több szerző [1, 18, 19, 25] hangsúlyozta. 
N I R E N B E R G és mtsai [40] pedig sejttenyészetekben az előzetesen diffúz elosz-
lású posztszinaptikus molekuláris elemek foltokba való csoportosulását figyel-
ték meg, már jóval az axonális végződés megjelenése előtt. Kifejtik, hogy ezek 
a sejtfelszínen található és a receptor-struktúrákkal összefüggésben levő mole-
kuláris komponensek egy szinaptikus felismerő kódrendszert alkotnak, mely 
a közeledő axonvégződések közül a komplementer struktúrát felismeri. 

Rendkívül érdekes, hogy a celluláris immunológia újabb eredményei 
között is ismertek hasonló jelenségek, ugyanis in vitro kultúrákban az ún. 
,,B" limfociták felszínén található (immunoglobulin) receptor-molekulák 
külső induktív hatásokra foltokba vagy a sejt egyik pólusának felszínén „sap-
kát" képezve csoportosulnak. A sejtnek ez a pólusa megnyúlva alkotja az uro-
podot, mely más limfocitákkal kapcsolatot vehet fel [41]. E folyamatokban, 
és az idegsejtek nyúlványképzésében egyaránt részt vesz az aktin-szerű tulaj-
donságokkal rendelkező mikrofilamentum-rendszer, továbbá az idegsejtek 
filopódiumképződését gátló cytochalasin-B a limfociták ,,sapka"-képződését 
is gátolja [41, 42]. 

Az irodalmi adatok és az új metodikai lehetőségek tükrében fokozott 
jelentőségűek neuro-immunológiai vizsgálataink, melyek során felnőtt macska 
agykérgéből készített preparátummal nyulakat immunizálva olyan immun-
szérumot nyertünk, amely különböző kimerítési eljárások után egy agykérgi 
nyers partikida-frakcióval reagált. Különböző macskaszerv-extraktumok, 
valamint az agykérgi partikula-frakciók részletes vizsgálata után kiderült, 
hogy a detergens-oldékony antigén a szinaptoszomális plazmamembrán-frak-
cióban található [33] (7. ábra). 

Az antigén szinaptoszomális topológiájának meghatározására a specifikus 
immunszérumból szeparáltuk a reagáló immunoglobulin molekula-populációt, 
majd ebből a molekula azon polipeptid-lánc részeit, az ún. F(ab)^fragmentu-
mot, mely az antigén specifikus kötéséért felelős. Ezt ferritinnel konjugálva im-
munelektronmikroszkópos módszerrel sikerült kimutatni, hogy a detergensoldé-
kony szinaptoszoma-membrán specifikus antigén a posztszinaptikus membrán-
hoz csatlakozó ún. szubszinaptikus hálózatban [31] található (8. ábra). 

Az antigén kémiai természetének felderítésére megvizsgáltuk a szinap-
toszomális membrán szolubilizációját növekvő detergens koncentrációk mellett, 
és a protein- és szénhidrátoldékonyság maximumánál találtuk meg a legma-
gasabb antigénaktivitást is, ahol elektronmikroszkópos vizsgálatok szerint 
az érintkező membrán-területek kivételével (9 ábra) a szinaptikus plazmamemb-
rán teljesen feloldódott. Ezek az eredmények az irodalmi adatokkal [16] 
egybevetve arra mutatnak, hogy az antigén feltehetően egy membrán glüko-
protein-komponens. 
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A B E N N E T T által már 1963-ban [ 5 ] leírt és általa „glycocalyx"-nak neve-
zett: az emlős állatok sejtmembránjainak külső felszínén található poliszaha-
ridok ultrastrukturális sajátságairól legutóbb P A R S O N S és S U B J E C K [34] 
közöltek összefoglaló közleményt. Ezen kémiailag a glüko-proteinek és -lipi-
dek, valamint „proteoglycan"-ok körébe sorolható makromolekulák funkcio-
nális jelentőségének feltárása a modern sejtbiológiai kutatások homlokteré-
ben áll [21]. Az irodalmi adatok és az előzőekben ismertetett kísérleti ered-
ményeink alapján ezért az utóbbi két évben a szinaptikus membránhoz kötött 
szénhidrátok biokémiai és immunológiai sajátságainak intenzív vizsgálatát 
kezdtük meg. Érdeklődésünk elsősorban glükoproteinek felé fordult: módszert 
állítottunk be [23] a szinaptikus érintkező membránterület (junkcionális 
komplex) szolubilizálására és az így nyert glükoproteineket biokémiailag jel-
lemeztük, majd nyulakat immunizálva velük sikerült ellenük specifikus immun-
szérumot nyerni. 

A továbbiakban az itt közölt kezdeti kísérleteinket folytatva, a sejtfel-
ismerési folyamatokban fontos szerepet játszó sejtfelszíni (pl. posztszinaptikus) 
glükoproteinekkel szemben nyert immunoglobulinokat kevés tagszámú in 
vitro idegsejt-populációk hálózati organizálódásának sejt- és molekuláris szin-
ten történő tanulmányozására akarjuk felhasználni. Egyidejűleg az idegsejt-
hálózati kapcsolatok tér- és időbeli variációit mikroelektrofiziológiai módsze-
rekkel fogjuk vizsgálni és a működési paramétereket számítógép segítségével 
elemezni. A nyert adatokból computer-programokat készítve különböző 
2-, ill. 3-dimenziós kevés tagszámú neuronhálózati eloszlásokat szeretnénk 
szimulálni, melyek közül a lehetséges konfigurációkat megpróbáljuk in vitro 
is előállítani. 
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