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A sejt, mint alapegység, illetve a tébb-kevesebb sejthél allé in vitro
rendszerek sejtjei kozotti kolesonhatasok vizsgalata a neurobiolégiaban djab-
ban fokozottan elStérbe keriilt. Ezekben a kutatasokban is egyre er8sbodé
tendencia a legkiilonb6z8bb tudomanyagak egyiittmiikédése valamely prob-
léma megoldasara, vagyis az interdiszciplinaris szemlélet meghonosodasa mind
elméleti, mind metodikai téren. Ezek az iranyzatok a szinapszis és a szinapto-
genetikus folyamatok kutatasaba is bevonultak és j kérdésfeltevéseket, vala-
mint ennek megfelel§ friss, modern szemléletet hoztak létre.

Az elmilt néhany évben tobb kozlemény jelent meg, melyekben arrl
szamoltak be, hogy disszocialt idegsejtek egyes tipusait glia- és egyéb kiséré-
sejtektdl mentesen in vitro tenyésztették [8, 9, 10, 11, 12, 22, 43, 44 etc.].
Ezzel lényegében megsziint az eddigi, inkabb csak teoretikus aggaly, hogy az
idegsejtek glia- és mas kisér6-sejtmentes kornyezetben nem differencialédnak,
ill., hogy in vitro nem lehet ket tenyészteni (osszefoglaléan: Warson 1974).
Ezek az ujabb eredmények, valamint a modern sejtbiolégia mas teriiletein
tapasztalhaté robbanasszerid fejlédés ma mar sziikségszeriien tesz fel olyan
kérdéseket: hogyan és milyen mechanizmusok révén képes néhany disszocialt
sejthdl allé kiindulési in vitro idegsejtpopulacié egy szinaptikusan 6sszekap-
csolt halozati rendszerbe reorganizalni 6nmagat glia- és mas kisérg-sejtmentes
kornyezetben.

Nyilvanvalé, hogy még az ilyen kevés tagszami neuronhalézatok organi-
zaciés folyamatai is annyira bonyolultak, hogy azokat elGszor le kell bontani
a kiilonb6z8 alegységek vizsgalatara, valamint az aprébb alap- és részfolya-
matok elemzésére. Az egyes idegsejtek endogén tulajdonsagainak felmérését,
a szinaptikus kapcsolatok kialakitasaban és mas kontakt jelenségekben részt
vevs sejtmembran-teriiletek, valamint az ezekhez kapesolodé citoplazmatikus
komplex struktirak és miikédések vizsgalatat még a kapesolatok kialakulasa
elgtt kell elvégezni. Ennek sorin, de a neurogenezis késébbi szakaszainak
vizsgalatakor is fel kell hasznalni a modern sejtbhiolégianak a kiillonb6z6 tudo-
manyteriileteken alkalmazott 4j médszereit (pl. a citogenetikabél ismert sejt-
hibridizaciés médszert stb.), informaciéit és kutatési szisztémajat [4, 14, 15,
17, 35 etc.]. Igy tanulméanyozni kell az idegsejtek lokomociés jelenségeit,
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melyek a szinaptikus kapcsolatokat hordozé kiilonb6z8 méretdi neuronalis
nyulvanyok kialakulasdhoz vezetnek. Fontos megismerni a sejtvandorlasok
soran megvalésulé kontakt-jelenségeket és sejt-indukeiés reakcidkat, valamint
ezekben a kolesonhatasokban és a ,,stabil” szinaptikus kapcsolatok kialaki-
tasaban szerepet jatszo sejtfelszini és membran alatti komponenseket stb.

A cellularis és a molekularis immunolégia legijabb eredményei tobb
meghokkentd analdgiat tartak elénk bizonyos neurobiolégiai és immunolégiai
folyamatok kozott, melyek értékes adatokat nyujthatnak egyes sejtfelismerési
jelenségek elemzésére a neuronalis halézatok kialakulasat vizsgalé kutatasok-
ban [6]. A kiilonb6z8 idegrendszeri specifikus antigénekkel szemben termelt
ellenanyag-populaciék pedig analitikai eszkozként hasznalhaték fel egyes
idegi folyamatok, illetve struktarak molekularis biolégiai vizsgalataban.

Az utébbi években munkatarsaimmal egyiitt Tanszékinkén a fenti
kérdésfeltevések és tjabb irodalmi eredmények szellemében kialakitottunk
egy molekularis neurobiolégiai és immunolégiai laboratériumi bazist és ezen
alapulé kutatasi iranyt [27—33], majd kovetkez8 lépésként az elmilt eszten-
dében (Cambridge-ben a Molekularis Biologiai Intézet Sejthiolégiai Osztalyan
tett tanulmanyutam tapasztalatai alapjan) disszocialt idegsejtek individualis
osztalyainak szeparalasat és in vitro tenyésztését kezdtiik el. A kovetkez8kben
ezeknek a vizsgalatoknak egyes részleteir6l szamolunk be.

Az egyszertd neuron-halézatok in vitro formalédasaval kapcesolatos jelen-
ségek elemzése, soran fontos megvizsgalni, hogy az adott neuron mely tulajdon-
sagai endogén, vagyis genetikai program altal megszabottak és mik azok, me-
lyek mas sejtekkel kialakitott induktiv kélcsénhatasok eredményeként jonnek
létre. Természetesen a sejt-kdlesonhatasok altal kialakitott tulajdonsagok
variaciéinak spektruma is indirekt vton a genetikai kod altal megszabott,
de éppen e spektrum kiterjedését meghatarozé alapvet§ térbeli és idébeli
tulajdonsag-eloszlasokra vonatkozéan kapunk felvildgositasokat, ha els§ 1épés-
ben a vizsgalando idegsejt-halézat egyes tagjainak individualis fejlédési és
novekedési jelenségeit kiilon-kiillon megvizsgaljuk.

Doéntd jelentdségti a kisérleti modell megvalasztasa, ahol a halézati
sejtek és kapcsolataik megfelelen tanulmanyozhaték. Kisérleteinkben pat-
kany kisagykérgi Purkinje-neuronokat és ezek kapcsolatrendszerét hasznaltuk
fel. Ennck elényei a kovetkezdk: a) emlGsokben a kisagykéreg mindéssze ot
sejttipusbdl 4ll6 szimmetrikus geometriai felépitésii sejthalézat, melynek sejtjei
ismert id§- és térbeli rendben egy jol koriilhatarolt teriileten sorozatosan lépnek
egymassal kontaktusba. b) e sejthalézat kialakulasa tobb ragesalé fajban
normalisan jorészt a posztnatéalis korban zajlik le, igy a fejlédés egyes lépései
technikailag is konnyebben hozzaférhetdk. ¢) nagy elény, hogy a Purkinje-
neuronok jellegzetes dendritikus morfolégiajuk és nagy atmérgjitk miatt még
faziskontraszt-mikroszkép alatt is viszonylag konnyen azonosithaték, mas
sejtekkel nem téveszthetdk ossze.
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SipMAN [39] szerint az idegrendszeri sejtdisszociatumok tenyészeteiben
végzett szinaptogenetikus vizsgalatok soran nyert igen valtozatos eredmények
oka az, hogy eddig nem forditottak figyelmet a kiindulasi sejtszuszpenzick
osszetételének standardizalasara. A kiindulasi sejtszuszpenziék szeparacids
technikajaban csak legijabban kezdtek alkalmazni olyan médszereket, melyek
segitségével adott sejttipusok standardizalt individualis osztilyaibél tudunk
kiindulni [3, 26], hogy azutdn az in vitro kultirikban elére megtervezett
mennyiségi és mindségi aranyban mesterségesen rekombiniljuk &ket. E cél
elérésére sajat kezdeti kisérleteinkben el8szor a kivalasztott sejttipusok (Pur-
kinje-neuron, granuloblaszt és egyes nyultvelsi idegsejtek) disitott frakcisit
allitottuk els. Ezeket 5 és 10 napos patkanyok kisagykérgébdl és nyiltvelejébél
szarmazé szovetmintakbol SELLINGER és mtsai [38], valamint MILLER és
Puivips [24] moédszereinek COHEN és mtsai [13] altal médositott eljarasa sze-
rint szeparaltuk. Ennek soran RuBin [36], KrRAEMER [21] és masok adatai
alapjan az enzimatikus eljarasok helyett a mechanikus disszociaciot részesitet-
tilkk elényben, mivel tovabbi kisérleteinkben érzékeny sejtfelszini kontakt
jelenségek vizsgalatat tervezziik. Az aggregatumok kialakulasanak megakada-
lyozasara a sejtszeparacié minden lépésben a sejteket orvényl§ keveréssel
diszpergaltuk.

A sejtmintékat, melyeket kihelyezés el6tt nagymértékben higitottunk,
Falcon-csészéken készitett nyilason rogzitett, kollagénnel fedett iiveglemezeken
BrAY [8] médszere szerint tenyésztettiik, hogy a vizsgalt tenyészperiédusban
individualis sejteket, majd ezek egyszerid kolcsonhatasait tudjuk megfigyelni.
Ennek ellenére a sejtek egy része az elsé két nap alatt csoméokka aggregalt és
csak a harmadik napon tapadtak a kollagén felillethez. Ekézben az aggregalé-
dott csomékban a nem-neuronalis sejtek gyorsan elszaporodtak, majd tovabbi
novekedésiik révén egy-, majd tobbrétegii sejtmasszat alakitottak ki.

Célkitlizéseinknek megfelelden csak az egyediilallo sejtek novekedését
kisértiik folyamatosan figyelemmel. Az 1., 2. és 3. dbrakon 5 napos patkanyok-
bél szarmazé Purkinje-sejtek, illetve a nucleus olivaris inferior-bél szeparalt
nagy: 13—30 mikron atmérgjii idegsejtek [7, 37] 4—5 napos in vitro fejls-
désének egyes szakaszait lathatjuk. A sejtek a kihelyezés utan 24—28 éra
milva kezdtek csak nyudlvanyokat fejleszteni, ezutdn a nyidlvanynévekedés
felgyorsult és két-harom nap alatt a Purkinje-neuronok egyik pélusan nagyja-
bél egyforma hossziusagi random elagazédasi, nagyszamu dendritnyidlvany
fejlédott ki [20]. Ebben a tenyészszakaszban figyeltilk meg egy-két esetben
axon-szerii hosszabb nytlvannyal rendelkezd Purkinje-neuronokat is. A fel-
tételezhet8en n. olivaris inferior-hol szarmazé sejteknél az elébbihez hasonléan
kezdetben nagyszami, kb. azonos hosszisagi nyilvany jelent meg. A granulo-
blasztok felismerése a sejt alakja és atmérGje alapjan nem lehetséges, bar az
els6 3—4 napban tobb, a kis atmérGjli orsé alaki sejttest két végébdl kiindulé
nytlvannyal rendelkezd sejtet figyeltiink meg, melyek az 5. nap utan eltiintek,
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Az 5—8. nap kozott az idegsejtek nyidlvanyainak szama csokkent, kiilo-
nosen a Purkinje-sejteknél (4. abra). A 8—10. nap utan a neuronalis elemek
fokozatos pusztulasa indult meg, bar szamos idegsejt tobb mint egy hénap
milva is életben maradt. Ezck vizsgalatat, valamint az ilyen neuronok kozott
kialakulé kapesolatok tanulmanyozasat a kés6bbiekben tervezziik. A 10 napos
életkoru patkianyokbél szarmazé Purkinje-neuronok és a n. olivaris inferior-
idegsejtek egyik pélusan a 3. tenyésztési napon révid, sorteszerdi nytlvanyok
jelentek meg, melyek nem novekedtek tovabb és a sejtek az 5—10. nap utan
lassan eltilintek.

A kisérletek kovetkezs részében a Purkinje-neuronok és a feltételezhet8en
n. olivaris inferior eredetd idegsejtek mesterséges rekombinéciéit tanulma-
nyoztuk in vitro. Az 5. dbrdn ugyanannak a szakasznak faziskontraszt-fény-
mikroszképos, valamint scanning elektronmikroszképos képét latjuk, amikor
5 napos életkora patkanyokbél szdrmazé, s mar nyualvanynovekedést mutaté
kétnapos tenyészidejii Purkinje-neuron és n. olivaris inferior-idegsejt kapeso-
latat mesterségesen hoztuk létre. A két sejt kozott a Purkinje-neuron szomajan
eldzetesen kialakitott kontaktus induktiv hatasara a sejttest masik részén a
nyilhegyekkel jelzett helyeken érak alatt periszomatikus nytdlvanyok néttek
ki. Ezek transzmisszios elektronmikroszkopos képe lathaté a 6. abran: kozvet-
leniil a nydlvany létrejotte utan (6/C abra) és két éraval késébb (6/D abra).
Szembetiing a jellegzetes racsos mikrofilamentum rendszer és mikrovezikulu-
mok jelenléte a nyulvanyokban, késébb filopodiumok kialakulasa [11, 42].
A 6/B abran szomatikus sejt-sejt kontaktus transzmissziés elektronmikrosz-
képos képe lathaté, ahol a Purkinje-sejt membranjan az érintkezési feliileten
enyhe membran-megvastagodas is megfigyelhetd.

A periszomatikus nyidlvanyok, ha az induktiv szomatikus kapcsolat
fennmaradt, még napokig véltozatlan nagysagban megfigyelheték voltak,
viszont a kontaktus megszakadasa utan érak alatt eltiintek. Ezek nem fejlgd-
tek ki, ha a n. olivaris inferior-sejt a Purkinje-sejt novekedésben lev§ dendrit-
agaival létesitett kapcsolatot, vagy ha a Purkinje-neuron in vitro fejlédése
elérte az 5. tenyésznapot. Mindez azt mutatja, hogy a folyamat a Purkinje-
sejten beliil locus-specifikus, a neuron fejlédésében pedig idg-specifikus. Nem
csak n. olivaris inferior-sejtek, hanem barmely mas sejt (granuloblaszt?, glia-
elemek) a Purkinje-neuron emlitett fejldési periédusdban a szomatikus kon-
taktus kialakitdsa utan hasonlé nyulvanyképzést indukalt. Ez AvrtMaN és
ANDERSON [2], valamint masok adatait figyelembe véve arra mutat, hogy az
in vitro fejlédd és sejtkapcsolatait6l megfosztott Purkinje-neuron adott fejls-
dési periodusban rendkiviili affinitast mutat mas sejtekkel valé kapcsolatfelvé-
telre, mivel az endogén (genetikai) folyamatok révén kialakitott sejtfelszini
receptiv mezdi, ha specifikus sejtek (n. olivaris inferior-sejt) nem allnak rendel-
kezésére, mas sejtekkel is kapcesolatba lépnek és ez induktiv folyamatok révén,
ugyanazon genetikai program szerint periszomatikus nyidlvanyképzéshez vezet.
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Az irodalomban kiilonb6z6 médszerekkel végzett kisérletek alapjan a
posztszinaptikus receptiv areak és kiillonb6z8 posztszinaptikus képletek fontos
szerepét a szinaptogenezisben mar tébb szerzé [1, 18, 19, 25] hangsilyozta.
NIRENBERG és mtsai [40] pedig sejttenyészetekben az el8zetesen difftiz elosz-
lasd posztszinaptikus molekularis elemek foltokba valé csoportosulasat figyel-
ték meg, mar joval az axonalis végz6dés megjelenése elgtt. Kifejtik, hogy ezek
a sejtfelszinen talalhaté és a receptor-struktirakkal osszefiiggéshen levd mole-
kularis komponensek egy szinaptikus felismer§ kédrendszert alkotnak, mely
a kozeledd axonvégzddések kozil a komplementer struktirat felismeri.

Rendkiviil érdekes, hogy a cellularis immunolégia djabb eredményei
kozott is ismertek hasonlé jelenségek, ugyanis in vitro kultirakban az un.
,»B” limfocitak felszinén talalhat6 (immunoglobulin) receptor-molekulak
kiils§ induktiv hatasokra foltokba vagy a sejt egyik pélusanak felszinén ,,sap-
kat” képezve csoportosulnak. A sejtnek ez a pélusa megnyilva alkotja az uro-
podot, mely mas limfocitakkal kapcsolatot vehet fel [41]. E folyamatokban,
és az idegsejtek nyilvanyképzésében egyarant részt vesz az aktin-szerd tulaj-
donsagokkal rendelkez86 mikrofilamentum-rendszer, tovabba az idegsejtek
filopédiumképzbdését gatlé cytochalasin-B a limfocitak ,,sapka”-képzddését
is gatolja [41, 42].

Az irodalmi adatok és az 4 metodikai lehet8ségek tiikkrében fokozott
jelentGségtiek neuro-immunolégiai vizsgalataink, melyek soran felnétt macska
agykérgébdl készitett preparatummal nyulakat immunizalva olyan immun-
szérumot nyertiink, amely kilénb6z8 kimeritési eljarasok utan egy agykérgi
nyers partikula-frakciéval reagalt. Kiilonb6z§ macskaszerv-extraktumok,
valamint az agykérgi partikula-frakciék részletes vizsgalata utan kideriilt,
hogy a detergens-oldékony antigén a szinaptoszomalis plazmamembran-frak-
cioban talalhaté [33] (7. abra).

Az antigén szinaptoszomalis topolégiajanak meghatarozasara a specifikus
immunszérumbél szeparaltuk a reagalé immunoglobulin molekula-populaciét,
majd ebbél a molekula azon polipeptid-lanc részeit, az in. F(ab),-fragmentu-
mot, mely az antigén specifikus kiotéséért felels. Ezt ferritinnel konjugalva im-
munelektronmikroszképos maédszerrel sikeriilt kimutatni, hogy a detergensoldé-
kony szinaptoszoma-membran specifikus antigén a posztszinaptikus membran-
hoz csatlakozé un. szubszinaptikus halézatban [31] talalhaté (8. abra).

Az antigén kémiai természetének felderitésére megvizsgaltuk a szinap-
toszomalis membran szolubilizaciéjat névekvs detergens koncentraciok mellett,
és a protein- és szénhidratoldékonysag maximumanal talaltuk meg a legma-
gasabb antigénaktivitast is, ahol elektronmikroszképos vizsgalatok szerint
az érintkez8 membran-teriiletek kivételével (9 abra) a szinaptikus plazmamemb-
ran teljesen feloldédott. Ezek az eredmények az irodalmi adatokkal [16]
egybevetve arra mutatnak, hogy az antigén feltehetGen egy membran gliiko-
protein-komponens.
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A BENNETT altal mar 1963-ban [5] leirt és altala ,,glycocalyx”-nak neve-
zett: az emlds allatok sejtmembranjainak kiils§ felszinén talalhaté poliszaha-
ridok ultrastrukturalis sajatsagair6l legutébb PArsons és SuBjeck [34]
kozoltek osszefoglalé kozleményt. Ezen kémiailag a glikko-proteinek és -lipi-
dek, valamint ,,proteoglycan”-ok korébe sorolhaté6 makromolekulak funkcio-
nalis jelent8ségének feltardsa a modern sejtbiolégiai kutatasok homlokteré-
ben all [21]. Az irodalmi adatok és az el§zdekben ismertetett kisérleti ered-
ményeink alapjan ezért az utébbi két évben a szinaptikus membranhoz kotstt
szénhidratok biokémiai és immunolégiai sajatsagainak intenziv vizsgalatat
kezdtitkk meg. Erdekl8désiink elsésorban glilkoproteinek felé fordult: médszert
allitottunk be [23] a szinaptikus érintkez6 membranteriilet (junkcionalis
komplex) szolubilizalasara és az igy nyert glikoproteineket biokémiailag jel-
lemeztiik, majd nyulakat immunizalva veliik sikeriilt elleniik specifikus immun-
szérumot nyerni.

A tovabbiakban az itt kozolt kezdeti kisérleteinket folytatva, a sejtfel-
ismerési folyamatokban fontos szerepet jatszé sejtfelszini (pl. posztszinaptikus)
gliikkoproteinekkel szemben nyert immunoglobulinokat kevés tagszimu in
vitro idegsejt-populéciék halézati organizalédasanak sejt- és molekularis szin-
ten torténé tanulmanyozasara akarjuk felhasznalni. Egyidejtileg az idegsejt-
halézati kapesolatok tér- és idGbeli variaciéit mikroelektrofiziolégiai médsze-
rekkel fogjuk vizsgalni és a miikodési paramétereket szamitogép segitségével
elemezni. A nyert adatokbdl computer-programokat készitve kiilonbo6zd
2-, ill. 3-dimenziés kevés tagszamui neuronhalézati eloszlasokat szeretnénk
szimulalni, melyek koziil a lehetséges konfiguraciokat megprébaljuk in vitro
is eldallitani.
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