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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Rovidités Angol elnevezés Latin elnevezés

Ac anterior commissure comissura anterior

AD anterodorsal thalamic nucleus nucleus anterodorsalis thalami

Amb ambiguus nucleus nucleus ambiguus

AP area postrema

Aq cerebral aqueduct aqueductus cerebri

Arc arcuate nucleus nucleus arcuatus

ATF-3 activating transcripting factor--3

BA basal amygdaloid nuclei corpus amygdaloideum, pars basalis

BLA basolateral amygdaloid nucleus corpus amygdalmdeum, pars

basolateralis

BNST bed nucleus of the stria terminalis nucleus interstitialis striae terminalis

CA central amygdaloid nucleus nucleus amygdaloideum, pars centralis

CAl1,2,3 CAl, 2, 3 area of the hippocampus

Cb Cerebellum cerebellum

Cc corpus callosum corpus callosum

CcC central canal canalis centralis

Chp choroid plexus plexus choroideus

CL central lateral thalamic nucleus nucleus centralis lateralis thalami

CM central median thalamic nucleus  nucleus centralis medialis thalami

CN cochlear nuclei nuclei cochleares

CP caudate putamen nucleus caudatus, putamen

Cx cerebral cortex cortex cerebri

DB diagonal band of Broca Broca area

DG dentate gyrus gyrus dentatus

DR dorsal raphe nucleus nucleus dorsalis raphe

Fr fasciculus retroflexus fasciculus retroflexus

Hipp Hippocampus hippocampus

Ic internal capsule capsula interna

Gi gigantocellular reticular nucleus nycleus retlculgrls, pars

gigantocellularis

interanteromedial thalamic . . .

IAM nucleus interanteromedial thalami
nucleus

IC inferior colliculus colliculus inferior

10 inferior olive oliva inferior

IRt intermedial reticular nucleus nucleus intermedialis reticularis

LA lateral amygdaloid nucleus nucleus amygdaloideum, pars lateralis

LC locus coeruleus locus coeruleus

LS lateral septal nucleus nucleus septalis, pars lateralis

MCAO middle cerebral artery occlusion



Me5
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ML

MM

MnR
MPN
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MS
M5
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Ot
PAG
PBM
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PCR
PF
Pn
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Py
Re
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Scp
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mesencephalic trigeminal nucleus
medial geniculate body

medial mamillary nucleus, lateral
part

medial mamillary nucleus,medial
part

median raphe nucleus

medial preoptic nucleus
intramamillary recess of the third
ventricle

medial septal nucleus

motor trigeminal nucleus

optic chiasm

optic tract

periaqueductal gray

medial parabrachial nucleus
posterior commissure

paracentral thalamic nucleus

posterodorsal tegmental nucleus

polymerase chain reaction
parafascicular thalamic nucleus
pontine nuclei

pontine reticular nucleus, oral part
paraventricular hypothalamic
nucleus

paraventricular thalamic nucleus
pyramidal tract

reuniens thalamic nucleus

red nucleus

reticular thalamic nucleus
reticulotegmental nucleus
superior colliculus

superior cerebellar peduncle
stria medullaris

substantia nigra

superior olive

nucleus of the solitary tract
spinal trigeminal nucleus
sensory root of the trigeminal
nerve

supramamillary nucleus
supramamillary nucleus, medial
subdivision

2" Jayer of the cerebral cortex

nucleus mesencephali nervi trigemini
corpus geniculatum mediale

nucleus mamillarius medialis, pars
lateralis

nucleus mamillarius medialis, pars
medialis

nucleus medianus raphe

nucleus preopticus medialis

recessus intramamillaris

nucleus septalis, pars medialis
nucleus motorius nervi trigemini
chiasma opticum

tractus opticus

substantia grisea centralis
nucleus parabrachialis medialis
comissura posterior

nucleus paracentralis thalami
nucleus tegmentalis, pars
posterodorsalis

nucleus parafascicularis thalami
nuclei pontis
nucleus reticularis pontis oralis

nucleus paraventricularis hypothalami

nucleus paraventricularis thalami
tractus corticospinalis

nucleus reuniens thalami
nucleus ruber

nucleus reticularis thalami
nucleus reticulotegmentalis
colliculus superior

pedunculus cerebellaris superior
stria medullaris

substantia nigra

oliva superior

nucleus tractus soltarii

nucleus spinalis nervi trigemini

radix sensorius nervi trigemini

nucleus supramamillarius



VI.
TGF-B
VS
3N
3V
7N

10N
12N
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5t layer of the cerebral cortex

6" layer of the cerebral cortex
transforming growth factor beta
ventral subiculum

oculomotor nucleus

third ventricle

facial nucleus

dorsal motor nucleus of the vagal
nerve

hypoglossal nucleus

nucleus nervi oculomotorii
ventriculus tertius
nucleus motorius nervi facialis

nucleus dorsalis nervi vagi

nucleus nervi hypoglossi
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2. BEVEZETES

crer

koncentracioban szabéalyozni képesek. Az 1980-as években egy ilyen nagy, szekretalt
szignal molekula csaladot fedeztek fel (Roberts és mtsai 1980; Kingsley 1994): elsdként
Roberts ¢és munkatarsai izolaltak egér tumorsejtekbdl sav/etanol kivonassal olyan
polipeptideket, melyek normal patkany vese fibroblasztsejtek fenotipusat megvaltoztattak,
igy azok agar tenyészetben kolonidk létrehozasara lettek képesek. Ezeket az intracelluldris,
kis molekulasulyt, hoé- és savallo polipeptideket ezen onkogenikus, transzformalo
tulajdonsag alapjan transzformald novekedési faktoroknak (TGF) nevezték el (Roberts és
mtsai 1980). Ezutdn 1981-ben Moses ¢és munkatarsai kémiailag transzformalt sejtek
tenyészetében mutattak ki transzformald novekedési faktorokat (Moses €s mtsai 1981). A
tumorsejtekbdl és az in vitro sejtvonalakbdl vald izolalds utan egyéb, kiillonbozoé fajok nem
neoplasztikus szoveteibdl és szerveibdl is kimutattdk a TGF-et: izom-, maj-, agyszovetbol,
a glandula submaxillarisbol, szivbdl (Roberts és mtsai 1981). Szerkezetiik alapjan a
transzformald novekedési faktorokat alfa és béta csoportokra osztottdk. Elobbiek az
epidermalis ndvekedési faktorok csaladjaba tartoznak, mig utdbbiak egy 6nalldé ndvekedési
faktor szupercsaladnak lettek a tagjai, melyet az els6ként izolalt transzformald novekedési
faktor P1 wutdn transzformdldé novekedési faktor béta szupercsaladnak neveztek el
(Massague 1990; Burt ¢és Law 1994). A transzformalé ndvekedési faktorok
szupercsalddjaba ma mar tobb mint 25 gén terméke tartozik (Massague 1990). A
géntermékeket emldsokben, madarakban, kétéltiiekben €s rovarokban is kimutattdk, amely
a szupercsalad Osi eredetét mutatja (Burt és Law 1994). A polipeptidek karboxi végéhez es6
aminosav parok szekvencidja alapjan a szupercsaladon beliil tobb fébb csoportot
kiilonboztetiink meg: a transzformald ndvekedési faktor B csaladot, a csont morfogenikus
proteineket (bone morphogenic protein, BMP), az aktivinek ¢és inhibinek csaladjat, az anti-
Miiller hormont, a ndvekedési-differencialodasi hormont (growth differentiation factor,
GDF) a Drosophilaban jelen levd decapentaplegikus proteineket, valamint a Xenopusban a
vegetal-1 proteineket (Massague 1990; Burt és Law 1994; Kingsley 1994; Bottner és mtsai
2000) (1.abra).
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Activins/Inhibins

[AcTivin A, Activin B, A
Activin AB, Activin C
Activin E, Inhibin A
\Inhibin B, Inhibin C

J
T Mullerian IS
TGF-B1 ]
TGF-p2 [TGF-ﬁ famlly]—) AMH/MIS
TGF-B3
/BMPZ BMP8b/OP-3 BMP15/GDF9b \
BMP3b/GDF10 BMP9/GDF2 BMP16/Nodal
BMP4 BMP10 GDF1
BMP5 BMP11/GDF11 GDF3
BMP6 BMP12/GDF7  GDF8 /Myostatin
BMP7/0P-1 BMP13/GDF6  GDF9
\BMPBG/OP-Z BMP14/GDF5 GDF15 /
BMPs
1. abra

A transzformalé novekedési faktor béta (TGF-B) szupercsalad tagjainak bemutatisa

(Santibafiez és mtsai 2011).

Ez az osztalyozés torzsfejlodési €s funkcidbeli kapcsolatot feltételez a proteinek kozott
(Burt és Law 1994). A hiarom emlds TGF-B fehérjét (TGF-B1,-f2,-B3) kiilonbozo
kromoszdémakon elhelyezkedd harom elkiiloniilé gén kodolja (Lawrence 1996). A TGF-3
fehérjék a sejtek proliferaciojat, differencialodéasat és tulélését szabalyozzak, valamint a

sejtek migracigjat is befolyasoljak (Moses és mtsai 1990). A TGF-B-k periférian kifejtett
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hatdsai mar az 1980-as évek madasodik felében ismertté valtak: részt vesznek a
hemopoezisben (Ishibashi és mtsai 1987), az angiogenezisben (Roberts és mtsai 1986),
kemotaxisban (Postlethwaite ¢és mtsai 1987), valamint kiilonb6z0 immunologiai
folyamatokban (Palladino és mtsai 1990). Immunoldgiai hatdsaik miatt a TGF-B-k
citokineknek is tekinthet6k (Kiefer és mtsai 1995). A TGF-B-k kozponti idegrendszerben
kifejtett hatasai viszont csak az 1990-es években valtak ismertt¢ (Flanders €s mtsai 1991;
Finch és mtsai 1993; Krieglstein és mtsai 1995). Ezek a 2.3 és 2.4 fejezetben keriilnek

ismertetésre.

2.1. A TGF-p fehérjék biokémidja
2.1.1. A TGF-p fehérjék szintézise és szekrécioja

A TGF-B-k kiilonbozd gének termékeként, nagy, 390-412 aminosav nagysagu
prekurzor proteinekként szintetizalodnak, majd intracelluléris modositasok utan inaktiv, un.
latens forméaban szekretalodnak (Gentry ¢és Nash 1990; ten Dijke és mtsai 1990;
Schlunegger és Grutter 1992; Khalil 1999; Bottner és mtsai 2000) (2.4bra). A prekurzor
proteint a Golgi apparatusban egy furin tipusu proteaz hasitja, az "érett" TGF-B-t tartalmaz6
C-terminalis vég azonban nem kovalens kotéssel tovabbra is kapcsolatban marad az N-
terminalis propeptiddel, melyet LAP-nek (latency associated protein) neveznek (Kingsley
1994; Gleizes ¢s mtsai 1997; Clark és Coker 1998). Ezek a monomerek diszulfid
kotésekkel dimerizalodnak és igy létrehozzak az n. kis latens komplexet (Clark és Coker
1998). Az LAP jelenléte segiti el6 a TGF-P sejtbol valo transzportjat €s inaktiv allapotban
tartja a TGF-B-t (Khalil 1999). A kis latens komplexben 3 db aszparagin is N-glikozilalt,
érdekes modon kettd koziiliik mannoz 6-foszfatot tartalmaz (Purchio €s mtsai 1988). A
manno6z 6-foszfat nagyon ritkdn talalhat6 extracellularis fehérjékben, normal esetben a
mann6z-6 foszfat receptorokon keresztiil a lizoszomalis lebontas szignalja (Gleizes és mtsai
1997). Hogy a latens TGF-B hogyan keriili el a lizoszomalis lebontast még nem teljesen

tisztazott.
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: Nucleus

Ribosomes OOOOO

|

Pre-pro-TGF[3 (320-412 amino acids)

/- N glycosylation
29 amino acid

signal peptide A 4
Pro-TGF3 monomer

— cleavage of LAP

— dimerisation of monomers

LTBP ) — non-covalent binding to LAP
° — covalent binding to LTBP

I__TGFB v
Latent TGF3 complex

Cell
membrane _/
v
SECRETION OF LATENT TGFB COMPLEX
TGFp : fromm gene to protein
TGFS = transforming growth factor 3
LTBP = latent TGFB binding protein
LAP = latency associated peptide containing
mannose-6-phosphate residues
§ — disulphide bond

2. abra

A TGF-B-k szintézise és szekrécidja (Clark és Coker 1998).

10
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A kis latens komplexhez tovabba kovalensen kapcsolddnak a 120-240 kDa nagysagu, latens
TGF-p kot6 proteinek (latent TGF-B binding protein, LTBP), 1étrehozva az tin. TGF-ff nagy
latens komplexet (Koli és mtsai 2001). A TGF-B fehérjék ebben a formdban, inaktiv
allapotban vannak jelen az extracellularis térben vagy tarolédnak a szinaptikus
vezikuldkban (Saharinen és mtsai 1999; Koli és mtsai 2001; Sasaki és mtsai 2001). A
szekréciot kromaffin neuron sejt modellben vizsgaltdk: a kolinerg stimulacié a tarolo
vezikuldk kiiirtiléséhez vezetett (Krieglstein és Unsicker 1995). A kiliriilt vezikuldk csak
TGF-B-t tartalmaztak, a TGF-f szupercsalad egyéb tagjat azonban nem, amely azt mutatta,
hogy a TGF-B-k a kromaffin granulatumokban tarolédnak és exocitdzissal iiriilnek, mig
egyéb hasonlo novekedési faktorokra ez nem volt jellemzd (Krieglstein és Unsicker 1995).
Tovabba, egér hippokampusz primer sejtkultirdban kiilonbozd kezelések megndvekedett
neuronalis aktivacidhoz vezettek, amely az aktiv TGF-B szint emelkedését okozta
(Lacmann ¢s mtsai 2007). Ezekben a kisérletekben a TGF-B-k szintjének meghatarozasara
olyan analitikai eszkozoket hasznaltak, ami a 3 altipust megkiilonboztetését nem tette
lehetdvé, igy csak valoszinlisithetd, hogy a TGF-B1, B2, és B3 egyarant fel tud neuronokbol

szabadulni megfeleld ingerlésre.

2.1.2. A latens TGF-p koto fehérjék (LTBP-k) és az aktivicio

Az LTBP-k az extracellularis matrixproteinek csalddjaba tartozo, fibillin tipusq,
nagy, multidomén fehérjék (Annes és mtsai 2003). Szerkezetiikre jellemzd, hogy 17
epidermalis novekedési faktor-szeri doménnel, valamint 8 ciszteint tartalmazé modullal
rendelkeznek (Rifkin 2005). Az LTBP-k a TGF-B-k szekrécidjahoz ¢és a megfeleld térbeli
szerkezet felvételéhez sziikségesek (Sinha és mtsai 1998; Todorovic €s mtsai 2005). A 4
kiilonb6z6 emlés LTBP-t (LTPB1, 2, 3, 4 valamint ezek kiillonboz6 splice variansait) eltérd
gének kodoljak (Mangasser-Stephan és Gressner 1999; Oklu és Hesketh 2000). Az egyes
LTBP-k feltételezett szelektiv kotddése az egyes TGF-f fehérjékhez még nem teljesen
feltérképezett. In vitro kisérletek arra utalnak, hogy az LTBP1 és LTBP4 mindharom TGF-
B-hoz képes kotddni, mig az LTBP3 csak a TGF-B1-et koti, azonban az LTBP2 egyaltalan
nem kot TGF-B-t (Saharinen és Keski-Oja 2000). A TGF-f aktivalasa a TGF-B nagy latens

komplexbdl valo kilépésével szabalyozodik (3. dbra)

11
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s———— —— LARGE LATENT COMPLEX
signal peptide
pro-TGF-beta
mature peptide LTBP 1,3 0or 4
TGF-beta1,20r 3 l activation (proteolysis, acidosis, etc.)

= active TGF-beta 1, 2 or 3

TGF-beta receptor Il

TGF-beta receptor |

neural responses:
- brain development
- adult neurogenesis

- synaptogenesis i S
- synaptic functions / \
- neuroendocrine roles

SMAD non-SMAD
- NEUROPROTECTION sianeling Sialing el

glia or
neuron

3. abra
Osszefoglalo 4dbra a TGF-p-k aktivaciojarél és hatisairdl a kozponti idegrendszerben

(Dobolyi és mtsai 2012)

A leginkdbb tanulméanyozott aktivaciés modell az endotél sejt-simaizomsejt kokultira
(Antonelli-Orlidge és mtsai 1989; Sato ¢és Rifkin 1989): ezek a sejtek egyenként
konstitutiven termelnek nagy latens TGF-B-t, de a médiumukban aktiv TGF-B nem volt
talalhato, viszont kokulturdban gyorsan aktiv TGF-B jelenik meg. Ezek a kisérletek az
aktivacioban a plazmin szerepét hangsulyozzak. A TGF-f aktivacié tovabbi mddja, ha a
nagy latens komplex konformacios valtozason megy keresztiil, mely felfedi a TGF-j
receptorkotd helyét: ennek soran az LTBP egy proteolitikus hasitds eredményeként

csonkolddik, ennek eredményeként az LAP-n 0j receptor kotd helyek szabadulhatnak fel
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(Gleizes ¢és mtsai 1997). Az extracellularis TGF-B-nak tobb aktivatora ismert: kiilonb6zo
proteazok, a thrombospondin-1, integrinek, reaktiv oxigéngyokok, és a pH csokkenése

(Gumienny és Padgett 2002; Annes és mtsai 2003).

2.1.3. A TGF-p receptorai és a szignaltranszdukcios utvonal

A szerkezeti és a funkcionalis tulajdonsagok alapjan az I-es, Il-es és Ill-as tipusu
TGF-B receptorokat kiilonithetdk el (Massague 1992). A Ill-as tipust receptor nagy
affinitassal képes a TGF-P fehérjék megkotésére, de mivel extracelluldrisan helyezkedik el,
emiatt a ligand kotése nem aktivalja a szignaltranszdukcids utvonalat, a TGF-f funkciokban
negativ szabalyz6 szerepet jatszhat (Chu ¢és mtsai 2011). A TGF- receptorok olyan
transzmembrdn proteinek, amelyek a plazmamembran citoplazmatikus oldalan
szerin/treonin kindz doménnel rendelkeznek (Massague 1998). A legtobb sejtben a TGF-f3
szignaltranszdukcid a TGF-B 1 tipusu/AlkS (activin-like kinase receptor 5) receptoron
valosul meg, de ezen kiviil endothelialis sejtekben és neuronokban egy masik I tipusa TGF-
B receptoron, az Alkl-n keresztiil is indulhat a jelatvitel (Konig és mtsai 2005). A szabad
TGF-B hetero- vagy homodimer bekotése indukalja a receptorok komplexekké torténd
Osszeszerelését. A receptor komplex valdszinlileg egy 2 db I-es és 2 db Il-es tipusu
receptort tartalmazo heterotetramer. Az aktivaciot kdvetéen a Il-es tipusu receptorok
foszforilaljak a I-es tipusu receptorokat (Dennler és mtsai 2002). Ez a foszforilacids 1épés a
legfontosabb a TGF- medialt szignal meginditdsdhoz (ten Dijke és Hill 2004). Az aktivalt
I-es tipusu receptor kindz tovabbitja a szignalt a sejten beliilre a receptor- szabalyozott
Smad fehérjék (R-Smad-fehérjék: Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 and SmadS)
foszforilacigjaval (Miyazono és mtsai 2000). Az R-Smad fehérje I-es tipusu receptorhoz
vald kotddését egyéb fehérjék segitik eld, mint példaul a Smad horgonyzo fehérje, mely a
receptor aktivacidhoz sziikséges (Zhu és Burgess 2001). Az aktivalt R-Smad heteromér
komplexet alkotnak a Smad4 fehérjével. Ezek a komplexek a sejtmagban akkumulalodnak,
ahol sejttipus €és a ligand mennyiségétdl fliggd modon befolyadsoljak a génexpressziot. A
gatlo Smad fehérjék (I-Smad fehérjék: Smad6 és Smad7) az R-Smad fehérjékkel szemben a
szignaltranszdukcids utvonalra nézve antagonista hatdsuak (Padgett és mtsai 1998;

Schmierer ¢s Hill 2007). A TGF-B szignaltranszdukcié az ujabb eredmények szerint
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nemcsak a kanonikus Smad szignal utvonalon keresztiil valosulhat meg, hanem a p38, a Jun
N-terminalis kinaz (JNK) és a mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) altal medialt
utvonalon is, de leirtak ezen kiviil a foszfoinozitid 3-kinaz-Akt-mTOR, a kis GTP-az Rho,
Rac, Cdc42 és a Ras-Erk-MAPK utvonalat is (Mu és mtsai 2011).

2.2. A TGF-p fehérjék, receptoraik, valamint a latens TGF-f koto fehérjék eloszlisa a
kozponti idegrendszerben
A TGF-B-k eloszlasat a kozponti idegrendszerben fehérje szinten, immunhisztokémiai
moddszerekkel mar tanulmanyoztdk (Unsicker és mtsai 1991). A TGF-f1 immunreaktivitast
csak a meningealis sejtekben €s a plexus choroideus epithelidlis sejtjeiben irtak le (Unsicker
¢és mtsai 1991; Komuta és mtsai 2009). A TGF-B2 és-f3 immunpozitiv sejteket a II, III és V
kortikalis rétegben, a hippocampusban, a hypothalamusban és az amigdalaban, az agytorzsi
monoaminerg neuronokban és motoros agyidegmagvakban irtak le (Unsicker és mitsai
1991). Ezzel szemben a striatum, a legtobb thalamikus mag, a colliculus superior nem
mutatott TGF-B2 és-f3 immunreaktivitast. Az immunhisztokémiai tanulméanyokban a TGF-
B2 és-B3 immunreaktivitdsa nagyrészt atfedett és altaldnossagban kijelenthetd, hogy féleg a
nagy multipolaris neuronokban jelentkezett (Unsicker és mtsai), valamint, hogy a TGF-2
mennyisége nagyobb volt (Bottner és mtsai 2000). Azt, hogy mely sejtek expresszalnak
TGF--t, féleg indukcios modelleken vizsgaltak. Kiilonboz6 1€zioknal és egyéb patologias
korlilmények kozott a TGF-f1 mennyiségének novekedését talaltdk astrocytdkban és
mikroglidban (Krohn 1999; Wu és mtsai 2007, Wu ¢és mtsai 2008), mely a sejtek
fenotipusdnak megvaltozasahoz, un. reaktiv fenotipus megjelenéséhez vezetett (Morgan ¢€s
mtsai 1993; Flanders és mtsai 1998). Normal koriilmények kozott a preoptikus area
astrocytai is termelnek TGF-Bl-et (Dhandapani és Brann 2003; Bouret és mtsai 2004).
Viszont a TGF-B1 kifejez6dik neuronokban is (Lacmann és mtsai 2007; Wu és mtsai 2007;
Battaglia és mtsai 2011). A tobbi TGF-B sejtspecifikus expressziojara vonatkozo irodalmi
adatok hianyosak, eloszlasuk domindnsan neuronalis kifejezddésre utalt (Unsicker, és mtsai
1991).
A 4 LTBP altipusanak mRNS expresszidja altipusonként kiilonb6z6é eloszlast

mutatott az agyban (Dobolyi ¢és Palkovits 2008). A dominans altipus az LTPB3, de az
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LTPB4 jelentdsen expresszalodik az agykéreg kiilonbozo teriiletein. Az LTPB1 jelentds
mértékben expresszalodik a plexus choroideusban, a kortexben, a hippocampusban, és a
lateralis hypothalamusban (Dobolyi és Palkovits 2008). Néhany mag, igy az oliva inferior
¢s a nucleus arcuatus mind LTBP1-et, mind pedig LTBP4-et is tartalmaz.

A TGF-B receptorok eloszlasa szisztematikusan még nem keriilt leirasra, a
rendelkezésre allo irodalom alapjan széleskorii eloszlas valoszinii. Patkanyban kiilonb6z6
fejlodési stadiumokban az agy kiillonbozo részein, a kortexben, a kozépagyban, a kisagyban,
az agytorzsben valamint a hippocampusban RT-PCR-ral mutattak ki TGF-f receptorokat
(Bottner és mtsai 1996).

2.3. A TGF-p-k fiziologiai szerepe a kizponti idegrendszerben
2.3.1. A TGF-B-k szerepe a neuronok fejlodeésében és differencialodasaban

A kozponti idegrendszer fejlédése soran a TGF-B immunpozitivitds azokon a
helyeken a legkifejezettebb, ahol a neurondlis differencidlédas zajlik, mig az aktivan

proliferdlodo sejteknél joval alacsonyabb immunpozitivitas jelentkezik (Flanders és mtsai

crer

crer

(Zhang és mtsai 1997). Fejlodd egér hippocampus és kortex primer sejtkultiraban a TGF-f3
a progenitor sejtekre antimitotikus hatast, valamint a sejteken a neurondlis markerek
kifejez6dését serkenti (Vogel és mtsai 2010). Ezek a hatdsok Smad4-hez kotottek. In vivo
TGF-B2(-/-)/TGF-B3(-/-) dupla knock out allaton végzett funkcidvesztéses vizsgalatok az
antiproliferativ és differencidciot eldsegitd hatast igazolva, megnovekedett sejtproliferaciot
azonban a kortikalis és hippocampalis neuronok szamanak csokkenését mutatta (Vogel és
mtsai 2010), bar az interpretacidot megnehezitette, hogy ezen egerek a sziiletés kornyékig
¢lnek csak. A TGF-B a felndtt neurogenesis szabalyozasaban is szerepet jatszhat: pro-
neurogenikus hatdssal van az adrenalektomia altal serkentett neurogenesis modellben a
gyrus dentatus sejtjeire, valamint a TGF-B-t expresszalé adenovirus kezelés sordn a
subventrikularis zéna sejtjeire (Mathieu és mtsai 2011). Tovabba, az adrenalektomia

megnovelte a gyrus dentatus TGF-f szintjét, mig TGF-B II receptor gatld antitesttel a TGF-
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B bioldgiai aktivitasat felfliggesztve a neurogenesis mértéke csokken (Battista és mtsai
2006).

Az egyedfejlddés soran a TGF-PB a neurondlis sejt tipusanak differencialodéasara is
hatassal van: a fejlédo csirke gerincveldben a TGF-B-k Smad3-hoz kototten segitik eld az
motoneuron generacid karara. Tovabba a veldcsé formalddasanal a Smad3 expressziojanak
hidnya a motoneuron progenitor sejtek spindlis motoneuronokka valé korrekt fejlddésének
elofeltétele (Garcia-Campmany és Marti 2007). A motoneuronok tilélése az izomrostokbol
felszabaduld, folyamatos trofikus hatdst TGF-B-hoz kotott. Tisztitott csirke embrid
motoneuron kultiraban a TGF-f szinergisztikus hatdsi a motoneuronok ¢letben tartasahoz
sziikséges fibroblaszt novekedési faktorral (Gouin és mtsai 1996). A motoneuronok
csakugyan szintetizalnak és anterograd uton transzportdlnak TGF-f receptorokat (Jiang és
mtsai 2000). Tovabba, TGF-f2-t mutattak ki a neuromuszkularis junkcidban, a
motoneuronokban, valamint sértett idegben, mely azt mutatja, hogy a motoneuronok
kiilonbozd és potencidlisan redundans TGF-B2 forrasnak vannak kitéve (Jiang és mtsai
2000). Axon kettds lekotéses kisérletek igazoltdk azt is, hogy a motoneuronok a TGF-f2
axonalis transzportjadt mind antero- mind retrograd irdnyban képesek végezni (Jiang ¢€s
mtsai 2000). A TGF-f2 hatdsat in vivo motoneuronokra ugy vizsgaltak, hogy patkany
nucleus nervi hypoglossijdba a nervus hypoglossus sértése utan TGF-B2-t injektaltak,
amely a motoneuronok elhaldsanak csokkenését okozta (Jiang és mtsai). A TGF-B2 viszont
nem volt képes az axotomia indukalta kolin acetiltranszferdz csokkenést felfiiggeszteni,
amely azt mutatta, hogy a TGF-B2 az egyetlen névekedési faktor, amely a motoneuronok
homeosztazisat regulalja (Jiang és mtsai 2000). A motoneuronokhoz hasonldan, a TGF-f3
sziikséges a kozépagyi dopaminerg neuronok differencidloddsdhoz, amelyek a motoros
aktivitasra, az érzelmi viselkedésre €s a kognitiv funkciokra is hatassal vannak, valamint a
patkany embrid kozépagyhodlyagjabol nyert sejteket TGF-B-val kezelve a tirozin hidroxilaz
pozitiv dopaminerg sejtek szdma 24 o6ran beliil megnd, valamint a TGF-f in vitro
neutralizdldsa viszont teljesen megsziintette a dopaminerg neuronok fejlodésének

indukciojat (Farkas ¢és mtsai 2003). Ezeket a hatdsokat a TGF-B a sonic hedgehog
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proteinnel egyiitt fejti ki (Markus 2007). Nemcsak a dopaminerg neuronok
differenciadlodasahoz sziikséges TGF-B, hanem egyéb faktorokon keresztiil kifejtett
kolesonhatasaikon a mar kifejlett dopaminerg neuronok tovabbi taléléséhez is. Példaul a
gliasejt eredetli neurotrofikus faktor (GDNF) sejtkulturaban a dopaminerg neuronok ttléld
faktora, mely hatasat a TGF-f nagymértékben elésegiti (Poulsen és mtsai 1994). A TGF-3
¢s a GDNF receptorok kolokalizaltak a kozponti idegrendszerben, valamint a kromaffin
sejtek szekretoros vezikuldiban a TGF-B és a GDNF egyiitt tarolddott és aktivitastol
fiiggden szabadult fel, mely a TGF-B/GDNF szoros szinergizmusara utal (Krieglstein és
mtsai 1998). A TGF-p hatast antagonizal6 antitest adasa kiiktatta a GDNF neurotréfikus
hatasat, amely azt sugallja, hogy a TGF-B3 fontos szerepet jatszik abban, hogy az exogén
GDNF neuroprotektiv szerepét kifejtse (Schober és mtsai). Viszont a GDNF meggatolta a
TGF-B hatds semlegesitésébdl adodo tirozin-hidroxildz pozitiv sejtek elvesztését in vitro,
fenotipus fenntartasaért és a szabalyozasaért sziikséges (Roussa és mtsai 2004). A TGF-B a
neurturinnal és a persephinnel is kdlcsonhatdsban van, melyek képesek a dopaminerg
neuronok tranziens indukciojat kivaltani (Roussa és mtsai). In vitro, a TGF-B/persephin
kezelés 20%-kal tobb, N-metil-4-fenilpiridinium ion (MPP+) toxicitasra ellenallobb tirozin
hidroxildz pozitiv sejtet eredményezett, mely azt mutatja, hogy a TGF-f/persephin erds
induktiv "koktél" a dopaminerg neuronoknak (Roussa és mtsai 2009). Ezt megerdsiti, hogy
a TGF-B2 és-f3 picomolaris mennyiségli addsa mar csokkentette patkany embrié kézépagyi
dopaminerg neuron kultiraban a sejthalal mértékét (Poulsen és mtsai 1994).

A TGF-B-k az apoptdzis folyamatdban is szerepet jatszanak. Az apoptozis
fiziologiasan az embriondlis fejlddés soran a sejtek programozott sejthaldl altali tervezett
eliminalasat szabalyozza (Raff és mtsai 1993). Patologias koriilmények, gyulladas vagy
egyéb sejtkarositd koriilmények (pl. trauma, iszkémia) is vezethetnek apoptdzishoz
(Buisson ¢és mtsai 2003). TGF-B jelenlegi ismereteink szerint antiapoptotikus hatast, a
staurosporin-indukalt neuronélis sejthaldl modellen vizsgdlva az antiapoptotikus hatds az
extracellularis szignal regulalt kindz 1/2 (Erk 1/2) aktivalasan és a Bad5 antiapoptotikus
fehérje foszforilalasanak fokozasan keresztiil valosul meg (Zhu és mtsai). A TGF-B ezen

hatésa is a neuroprotektiv szerepét tamasztja ala.
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2.3.2. A TGF-p-k a szinaptikus neurotranszmisszioban és a szinaptikus plaszticitasban

A TGF-B2 a kozponti idegrendszeri szinapszisokban a szinaptikus transzmisszot
befolyasolja, a szinaptogenesist kevésbé (Heupel ¢és mtsai 2008). A TGF-B2
nélkiilozhetetlen a pre-Botzinger komplex (nyultveldben elhelyezkedd interneuron csoport,
mely a légzési ritmus generatora) helyes szinaptikus feladatainak ellatasdhoz, viszont a
rekeszizom neuromuszkularis junkcidjanak morfoldgiajahoz ¢és miikodéséhez nem
nélkiilozhetetlen. A TGF-B2 delécidja egerekben erdsen befolyédsolta a pre-Botzinger area
GABA/glicinerg ¢és glutamaterg szinaptikus transzmisszidjat, viszont a knock out
egerekben a 18. embriondlis napon a centralis szinapszisok szdma €s morfologidja nem
kiilonbozott a vad tipust egerekéhez viszonyitva (Heupel és mtsai 2008). A TGF-B-k
szinaptikus transzmisszioban betoltott szerepe képezheti az alapjat a szinaptikus
facilitacioban feltételezett funkcionak. A TGF-B2-vel hosszabb ideig kezelt hippokampalis
neuronokban a kivaltott posztszinaptikus aram facilitaldsa indukalodott, azt sugallva, hogy
a TGF-B-nak szerepe lehet a hosszil tavll szinaptikus facilitalashoz vezetd sorozatos
eseményekben (Fukushima ¢és mtsai 2007). A TGF-B-k kisebb mértékben, de a
szinaptogenezisre is hatdssal vannak. A TGF-Bl-et azonositottak Xenopus izom-ideg
kokulturaban a szinaptogenezist eldsegitdé molekulaként, valamint a TGF-B1 serkenti a
neuromuszkuldris junkcio kialakulasahoz sziikséges agrin expressziojat (Feng és Ko 2008).
Ugyanebben a kisérletben TGF-f1 gatléo antitestet adva a médiumhoz a szinaptogenezis
gyakorlatilag megsziint. Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a TGF-B1 lehet a szignal,

amely a neuronokat a "novekedési" allapotbdl a "szinaptogenikus" allapotba hozza.

2.3.3. A TGF-p szerepe a neuroendokrin funkciokban

A TGF-B-k szerepét kiillonb6z6 neuroendokrin funkcidokban feltételezik. A
reprodukcio kdzponti idegrendszeri szabalyozasaban jatszott szerepiiket valosziniisiti, hogy
a preoptikus areaban elhelyezkedd gonadotropin releasing hormont (GnRH) termeld
neuronok TGF-B receptort is kifejeznek (Prevot és mtsai 2000). Tovabbi dupla jeldléssel
végzett kisérletek azt mutattak, hogy a preoptikus area astrocytai expresszalnak TGF-B1

mRNS-t valamint a GnRH pozitiv perikarionok gyakran kozeli kapcsolatban vannak a
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TGF-B1 mRNS-t expresszald sejtekkel (Bouret és mtsai 2004). Preoptikus area sejteket
TGF-B1-el inkubalva szignifikdnsan, dozisfliggd modon csdkkent a GnRH expresszid. Ezt
a hatast az inkubéacids médiumhoz adott szolubilis TGF-BII receptor adasa gatolta (Bouret
¢s mtsai 2004). Ezek az adatok azt jelzik, hogy az astrocytdkbol szarmazo TGF-B1 a GnRH
neuronok perikarionjan hatva in vivo direkt befolydsolhatja a GnRH expressziojat ill.
szekréciojat. A TGF-B1 ¢és-B3 a nucleus supraopticus ¢és nucleus paraventricularis
magnocelluldris sejtjeiben az antidiuretikus hormonnal kolokalizal (Fevre-Montange és
mtsai 2004). A TGF-B hormonszabélyozd, géntranszkripcié szabalyozo6 és sejtndvekedést
szabalyoz szerepét a prolaktintermeld sejteken is tanulméanyoztdk. A TGF-B gatolja az
Osztrogén receptor transzkripcios aktivitasat, mig az 6sztrogéneknek nincs hatasa a TGF-3
specifikus Smad fehérje transzkripcids aktivitdsara (Giacomini és mtsai 2009). A fiatal
egerek a nucleus suprachiasmaticusaban és paraventricularisdban a TGF-f és a Smad3
diurnalis expressziojat irtdk le, mig oregebb egereken a diurndlis ritmus mar nem volt
megtigyelhetd, amely a TGF-f korfiiggd funkcidjat mutatja ezekben a magokban (Beynon
és mtsai 2009).

2.4. A TGF-p-k patofiziologiai szerepe a kozponti idegrendszerben
2.4.1. A TGF-p-k szerepe agyi iszkémia soran

A TGF-f szint emelkedésérdl kiilonbozé modon 1étrehozott kisérletes agyi iszkémia
soran mar beszamoltak. 21 napos patkdnyokban a jobb artéria carotis interna egyoldali
lekdtése utani inhalacios hypoxia szelektiv neuronelhalast okozott a lekotéssel ipszilateralis
3-as kortikalis rétegben és a hippocampusban, melyet ezeken a helyeken a hypoxia utan 72
oraval a TGF-B1 expresszidja kovetett (Klempt és mtsai 1992). Tranziens globalis iszkémia
a felnott hippocampusban is okozott TGF-f1 emelkedést. 6 6raval globalis iszkémia utan
TGF-B1 mRNS diffuz expresszidja volt kimutathaté az agy egészében, mely az iszkémia
utani 2. napig tovabb fokozodott majd utana csokkent. Ezzel parhuzamosan, a szignal
jelentds emelkedése volt megfigyelhetd a gyrus dentatus hilusaban és a CAl régioban. A
TGF-B1 mRNS maximalis szintjét a hilusban az iszkémia utani 4. napon érte el, mig a CA1
régioban a 21. nap utdn is perzisztalt (Lehrmann és mtsai 1995). A tobbi TGF-f altipus

szintjének agyi iszkémia sordn bekovetkezO valtozasa kevésbé ismert. Egy tanulmany a
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TGF-B1 tranziens eldagyi iszkémia soran bekdvetkezd indukcidjat megerdsitette, viszont a
TGF-B2 és-B3 szintjének csokkenését irta le a CA1 régioban (Knuckey és mtsai 1996), mig
mas tanulmanyok a TGF-B2 ¢és -B3 valamint receptoraik és az LTBP-k szintjének
emelkedését mutattak (Ata és mtsai 1999; Zhu és mtsai 2001). A TGF-B1 indukcigjat
fokalis agyi iszkémia soran is bemutattdk. Mind patkanyban, mind pavianban MCAO
esetén az iszkémia koriili penumbraban a TGF-B1 jelentOs expresszidjat mutattak ki (Ali €s
mtsai 2001; Doyle és mtsai 2010; Vincze és mtsai 2010). Tény, hogy a TGF-B1
emelkedését mutattak ki emberi agyban iszkémias stroke esetén (Krupinski és mtsai 1996).
Agyi iszkémia soran a 1ézidra adott meghataroz6 valasz az asztocitak és a mikroglia TGF-
B1 upregulacidja (Krohn 1999; Wu ¢és mtsai 2007; Wu ¢és mtsai 2008), melynek
kovetkeztében ezen sejtek reaktiv fenotipusdnak indukcidja kovetkezik be (Morgan, és
mtsai 1993; Flanders és mtsai 1998). Azt is kimutattdk, hogy normal koriilmények kozott
bizonyos agyi régidokban az asztocitdk expresszalnak TGF-B1-et (Dhandapani és Brann
beszamoltak (Lacmann és mtsai 2007; Wu és mtsai 2007; Battaglia és mtsai 2011). A tdbbi
TGF-B altipus sejtspecifikus expresszidjara vonatkozo adat kevés, eloszlasuk azonban féleg
neuronalis expressziora utal (Unsicker és mtsai 1991; Vincze €s mtsai 2010). MCAO utén,
dupla festéssel készitett tanulményok azt mutattak, hogy a TGF-B1 mRNS 6 forrasa fokalis
agyi iszkémia esetén az aktivalt mikroglia és makrofagok (Lehrmann és mtsai 1998; Doyle
¢s mtsai 2010). Azonban kettds jeloléses kisérletek mindharom TGF- atipust kimutattak
asztrocitakban, mely azt mutatja, hogy az asztrocitakban jelen 1évo TGF-B-k az iszkémiat
kovetd penumbrai reakcid fontos endogén mediatorai (Knuckey és mtsai 1996). Valamint
iszkémia utan taléld CAl piramis sejtekben a TGF-B1 gyors felregulalasat és perzisztalo
expresszigjat talaltdk, mely azt sugallja, hogy neuronok is hozzdjarulhatnak az agyi
iszkémiat koveté TGF-f szint emelkedéséhez (Zhu és mtsai 2001). Az iszkémiat kovetd
TGF-B1 indukcido neuroprotektiv szerepét az indukcid és az infarktus teriiletének
csokkenésének viszonya mutatja. Clenbuterol, egy [(2)-adrenoreceptor agonista, a
hippocampusban neuroprotektiv hatast fejtett ki és nem iszkémias patkanyokban
megemelte a TGF-B1 expresszidjat, valamint tranziens eldagyi iszkémia utan a TGF-B1

protein szintet emelték patkdny CA1 piramis sejtjeiben (Knuckey és mtsai 1996). Nyul
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thromboembolids stroke modellben autoldog vérrdgot injektalnak intrakranidlisan. Az
autolog vérrdg embolizacio eldtt az a. carotis interndba adott TGF-B1 bolus az infarktus
nagysagat csokkentette (Gross és mtsai 1993). Ehhez hasonléan patkany MCAO-ban
beadott TGF-B1 is neuroprotektiv hatast volt (Henrich-Noack és mtsai 1994; McNeill és
mtsai 1994). Valamint adenovirus géntranszferrel kivaltott TGF-B1 talexpresszio
csokkentette az infarktus nagysagat 30 perces MCAO uténi 1. és 7. napon (Pang és mtsai
2001). A TGF-B-k potencialis klinikai alkalmazasra inkabb alkalmas noninvaziv, a vér-agy
gatat elkertiild, intranazalis beadésa egér MCAO-ban csokkentette az infarktus nagysagat és
javitotta a funkcionalis kimenetelt (Ma és mtsai 2008). Kozvetlenebb bizonyitéka a TGF-3-
k endogén neuroprotektiv hatasdnak bizonyitasara a TGF-P hatas antagonizalasaval késziilt
tanulmanyok. A TGF-B-t antagonizald szolubilis TGF-Bll-es receptor agyba torténd
injektalasa megnoveli az infarktus teriiletének nagysagat 30 perces reverzibilis fokalis agyi
iszkémia soran (Ruocco és mtsai 1999). Bar a legtobb kisérletben nem differencialtak a
TGF-p altipusok kozott, a TGF-B2 és -B3 neuroprotektiv hatasa is valdszini. A lehetséges
mechanizmusok kozétt az anti-inflammatorikus hatas, a heg képzddés és az angiogenezis
eldsegitése, az antiapoptotikus hatds, az excitotoxicitidssal szembeni védelem valamint a
neuroregeneracid eldsegitése mind szerepet jatszhat. Tovabba, bar a bizonyitékok még
hidnyosak, a TGF-B-k mint endogén neuroprotektiv proteinek az iszkémias
prekondiciondlasban is részt vesznek (Lenzlinger és mtsai 2001; Pera és mtsai 2004). A
TGF-B-k szignal transzdukcids utvonaldanak eddig ismert részleteivel ez a protektiv hatas
nem teljesen magyarazhatdo. A TGF-B1-el kezelt agyban a Bad fehérje mennyisége és a
kaszpaz-3 aktivacioja csokken, emiatt csokken a DNS fragmentacio, az iszkémia nagysaga
¢s a neuroldgiai deficit sulyossaga, tovabba, a MAPK szignal transzdukcids tutvonal
inhibitorai staurosporin indukalt apoptézis modellben felfiiggesztik a TGF-B1
neuroprotektiv hatasat, tehat a MAPK aktivaldsa sziikséges ahhoz, hogy a TGF-B1
neuroprotektiv hatasat kifejezze (Zhu és mtsai 2002). Az adatokbol kovetkezik, hogy a
TGF-B1 szabalyozza az apoptotikus (Bad) és az antiapoptotikus fehérjék expresszigjat,
ezzel a sejtek tuléléséhez kedvezo feltételeket teremt inzultus esetén (Dhandapani és Brann

2003).

21



DOI:10.14753/SE.2015.1754

2.4.2. A TGF-p szerepe a gliaheg képzodésében

Az agy sériilése sejtes €s molekularis mechanizmusok sorozatan keresztiil
masodlagos karosodasokhoz vezet. A sériilt szovet izolaldsa hegszovet képzddésén
keresztiil valosul meg. Az asztrogliosis fizioldgiai szerepe vitatott abban a tekintetben,
hogy a reaktiv asztocitdk mennyire hasznosak vagy karosak a kozponti idegrendszer
gyogyuldsaban, felépiilésében (Hatten és mtsai 1984; Wilson 1997). Egyrészt, a reaktiv
asztocitak altal 1étrehozott gliahegben lejatszodd folyamatok izolaldo és védd funkcidt
lathatnak el a karosodast 6vezd intakt szovetben, amelybdl ezen védelem nélkiil toxikus
molekuldk szabadulhatnak fel (Giaume és mtsai 2007; Fitch és Silver 2008). Azonban a
gliahegben expresszalt molekulak gatolhatjdk a neuronalis regeneracidt €és a sériilt tertilet
par o6raval mar megkezdddik: a reaktiv asztocitdk proteoglikanokat szabaditanak fel,
amelyek a neuronok regeneracidja ellen hatnak (Nieto-Sampedro 1999). A TGF-B a heg
képzddését inditd szignal molekula lehet (da Cunha és mtsai 1993; Lippa és mtsai 1995).
Az agy sértése utan lokalisan adott TGF-f antagonista a glidlis hegesedést csokkenti
(Lagord és mtsai 2002). A TGF-p a keratin szulfat és a kondroitin szulfat bioszintézisét
fokozza (Yin és mtsai 2009). A TGF-B receptor utvonal gatldsa in vivo és in vitro is
felfiiggeszti a fibrinogénnek a hegszovet képzddésére gyakorolt hatdsat (Schachtrup és
mtsai 2011). A fibrinogén hidnya egerekben redukalja az aktiv TGF- szintjét valamint a
Smad2 foszforilacigjat és a glia sejtek aktivacigjat az agy sériilése soran, tovabba
sztereotaktikus injekcidja asztrogliozist indukal (Schachtrup és mtsai 2011).

Tovabba, a TGF-B expresszidja az idegrendszert ért traumas karosodas utan azonnal
novekszik (Wang és mtsai 2009), viszont az egyes TGF-p altipusok kiilonbozd expresszios
mintdzatot mutatnak: a TGF-f1 mRNS szintje a leginkabb a gerincveld hats6é gyokérének
atvagasa utani akut gyulladasos szakaszban utan né meg, a TGF-B2 mRNS szintje lokélisan
a seb koriil, féleg az asztocitdkban és a neovascularis endothel sejtekben nd, féleg a
hegesedés szubakut szakaszaban. A TGF-3 termelése a fehérje szinten is megjelenik. Mind
a TGF-B1 mind a TGF-B2 fehérjét megtalaltak hematogén gyulladasos sejtekben, a TGF-1
inkdbb a neuronokban jelent meg, addig a TGF-f2 a seb kiillonboz6 sejtjeiben volt

megtalalhato, pl. a glia/kollagén hegképzddés alatt a reaktiv asztrocitdkban (Lagord és
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mtsai 2002). A TGF- jelenlétét igazoltak traumas sériilés utan a gerincveldében: 4 kontroll,
ill. 14 gerincvel6i sériilést szenvedett paciens gerincveldjét vizsgaltadk postmortem
immunhisztokémiai modszerekkel (Buss és mtsai 2008). A kontroll esetekben a TGF-f1 a
vérerekben, az intravaszkuldris monocitakban és egyes motoneuronokban volt megtalalhato,
mig a TGF-B2 csak az intravaszkularis monocitdkban volt kimutathat6. A gerincvel6i
trauma utdn a TGF-B1 immunreaktivitds fokozodasat a trauma utani 2. napon mutattak ki,
az immunpozitivitds a neuronokban, az asztrocitdkban és a betérd makrofagokban is
kimutathaté volt. Az immunjel az elsd hetekben volt a legerdsebb, és 1 éven beliil
fokozatosan csokkent. A TGF-f2 immunoreaktivitas 24 oraval a trauma utan jelentkezett, a
makrofagokban, asztocitdkban, a jel 1 éven tul is emelkedett volt. A trauma utdn a Waller-
féle degeneracion atesd fehérallomanyban egyik izoforma sem indukalddott. Ezekbdl a
tanulmanyokbdl kovetkezik, hogy a TGF-f1 moduldlja az akut gyullad4sos és neuralis
valaszt, valamint a gliaszovet képzddését, mig a TGF-B2 a hegszovet fenntartasaban

jatszhat szerepet traumas gerincveldi sériilés soran.

2.4.3. A TGF-p-k szerepe az agytumorokban

patkany primer asztrocita sejtkultirat TGF-B-val kezelve a sejtek DNS szintézise csokken,
a sejtciklus a G(1) fazisban megall, a ciklin-dependens kindz inhibitor (CdkI) és a
p15(INK4B) expresszioja ndovekedik (Rich és mtsai 1999). Paradox modon az agytumorok
nagy része "megmenekiil" a TGF-f sejtproliferaciot gatlo hatasa alol: példaul a high grade
gliomak TGF-B-t szekretadlnak valamint képesek aktivalni a latens TGF-B-t (Sasaki és mtsai
2001). Tovabba a tumorok olyan mechanizmusokat fejlesztenek ki, amely a TGF-f anti-
proliferativ hatdsadt onkogenikus hatassd valtoztatjadk (Aigner és Bogdahn 2008). A
konverzié mechanizmusa egyrészt magyarazhatd azzal, hogy egy feltételezett, a TGF-3
novekedést gatldo hatasat mediadlé tumorszupresszor gén veszik el, vagy azzal, hogy egy
onkogenikus utvonal aktivalodik. Kisérleti bizonyitékok tdmasztjdk ald, hogy a malignus
transzformacioban a TGF-Bll-es tipust receptor inaktivald/funkciovesztd mutacidja, a
szignaltranszmisszio, valamint a ciklin/ciklin dependens kinaz rendszer valtozasai jatszanak

szerepet (Zhang és mtsai 2006). A p15(INK4B) fehérje elvesztése ugyancsak a ndvekedést
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gatlo tulajdonsag elvesztéséhez vezet, amely az agressziv fenotipus kialakuldsat okozza
(Rich ¢és mtsai 1999). A TGF-B szignaltranszdukcidjanak gatlasa a glioblasztoma sejtek
tumorogenitasat nagymértékben csokkenti (Ikushima és mtsai 2009). A malignus gliomak
progressziojat meghatarozd tényezok koziil a TGF-B2 bizonyult a legfontosabbnak, mivel
elészor "glioblasztoma eredeti T-sejt szupresszor faktorként" irtak le, mert a
glioblasztomas betegek immunszupresszalt statuszaval jart egyiitt. A tumorok és a betegek
plazmajanak emelkedett TGF-B2 szintje rosszabb prognodzissal és eldrehaladottabb
allapottal jart egyiitt (Hau ¢és mtsai 2011). Midta ismert, hogy a TGF-B érintett a
sziikséges angioneogenezisben valamint a tumorsejtek immunrendszer eldli elrejtésében,
azota a TGF-f a gliomak kezelésének 0 célpontjava valt (Platten és mtsai 2001). Ragcsalo
glioma sejteken végzett in vitro kisérletek mutatjak, hogy a TGF-f antagonizalasa, példaul
antiszenz stratégiaval, a proTGF-p gatlasaval, a TGF-B decorinnal torténd eltakaritasaval
vagy a TGF-p aktivitdas TGF-J3 I-es receptor gatlasaval igéretes a glioblasztoma kezelésében
(Wick és mtsai 2006; Naumann ¢és mtsai 2008). Ezen kisérletek alapjan keriilt kifejlesztésre
a TGF-B2 mRNS-re antiszenz oligonukleotid trabedersen (AP12009), amely a TGF-p2
mRNS-t megkotve gatolja a TGF-P hatast (Hau és mtsai 2011). Harom, I/II fazisvizsgalat
¢s egy randomizalt, aktiv-kontrollalt dozismeghatarozo IIb fazisvizsgalat soran a
trabedersennel kezelt rekurrens vagy refrakter high grade gliomés betegekben hosszu tava
tumorvalaszt és ezzel javuld életkilatasokat mértek. Ezeken az adatokon alapulé Ill-as
fazisvizsgalat, a SAPHIRRE indult (Hau és mtsai 2011). Tovabba, a TGF-} gatlasa glioma-

asszocialt ellenanyag terapia soran kiegészitd kezelésként is szoba jon (Ueda €s mtsai 2009).

2.4.4. A TGF-p neuroprotektiv hatasa egyéb neurologiai betegségekben

A TGF-p tobb neurodegenerativ betegségben is szerepet jatszik (Morgan €s mtsai
1993). Az Alzheimer-demencidban az amyloid plakkok képzddése, a neurofibrillaris
kotegek megjelenésének és a neuronok szaménak csokkenése mutathatd ki. A betegségben
egyéb cerebrovaszkularis valtozasok is kimutathatoak, ugy mint a perivaszkularis
asztocitozis, amyloid lerakodas és a mikrovaszkularis degeneracio, de az nem vilagos, hogy

ezek a patologiai valtozasok korreladlnak-e az Alzheimer betegek tiineteivel. Transzgenikus
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egerek asztrocitaiban expresszalt TGF-B1 perivaszkularis asztrocitdzist indukal, mely utan
a kiserekben megfigyelheté a membranproteinek akkumulacidja, a kapillarisok bazélis
membranjanak elvékonyoddsa, majd késébb az egerek kb. 6 honapos kordban az amyloid
lerakddasa az agyi erekben. 9 hdénapos korban kiilonb6zd, az Alzheimer betegségben
megfigyelt valtozashoz hasonld elvaltozasokat figyeltek meg az endothelsejtekben és a
pericitakban. Ez azt jelenti, hogy a TGF-B1 kronikus taltermelése egy patologias kaszkadot
indit el, amely Alzheimer-szerli cerebrovaszkularis amyloiddzist, kisér degeneraciot és
lokalis metabolikus véltozasokat okoz (Wyss-Coray ¢és mtsai 2000). Alzheimer kérban a
TGF-B szignaltranszdukcids utvonal zavarat is kimutattdk, amely az amyloid béta
lerakédasdhoz ¢és az amyloid indukdlt neurodegeneraciohoz vezet. A TGF-
szignéltranszdukcids utvonal funkciovesztése is hozzdjarul a tau-patoldogidhoz és a
neurofibrillaris kotegek képzddéséhez (Caraci és mtsai 2009). In vitro és in vivo kisérletek
sora tdmasztja ala, hogy a TGF-B1 az amyloid okozta neurotoxicitassal szemben protektiv
hatdsu. A kombinalt amyloid-béta ¢és TGF-B1 kozvetitette patologia megismerése U]
terapids lehetdségeket nyit a betegség kezelésében (Ongali és mtsai 2011).

Aszimptomas Huntington beteg periférids vérében csokkent a TGF-B1 szint, amely
a trinukleotid ismétl6dés hosszaval és a nucleus caudatus gliikozfelhasznalasaval korrelalt,
valamint posztmortem immunhisztokémiaval a TGF-B1 csokkent expresszidjat mutattak ki
a neuronokban. Human mutdns huntingtin gén 1-es exonjaval transzfektdlt asztrocita
sejtkultaraban a TGF-f1 mRNS szintje csokken (Battaglia és mtsai 2011). Ezek az adatok
azt mutatjak, hogy a szérum TGF-B1 szintje a Huntington korban lehetséges biomarkerként
kezelhetd, és emiatt a TGF-B1 szintjének emelését célzd terapiak befolyasolhatjdk a
betegség kimenetelét.

Immunohisztokémiai festéssel a TGF-B2 a neurofibrillaris kotegeket tartalmazéd
neuronokban ¢és gliasejtekben jelent meg progressziv szupranuklearis bénulasnal (Lippa és
mtsai 1995). A vizsgalt tobbi neurodegenerativ betegségben (Lewy testes demencia,
amyotrofids lateral sclerosis, Pick demencia) is TGF-B2 pozitiv asztrocitakat azonositottak.
A TGF-B1 ¢s-B3 jelolodés nem valtozott ezekben a betegségekben. Ezek az adatok azt
mutatjak, hogy a TGF-B2 indukcidja lehet az intrinsic faktor a neurofibrillaris kotegek és a

reaktiv gliosis kialakulasahoz a neurodegenerativ betegségekben (Lippa €s mtsai 1995).
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CELKITUZESEK

A mRNS expresszi6 térbeli eloszlasa még nem keriilt vizsgalatra annak ellenére sem,
hogy a TGF-P fehérjék agyi funkcidkban jatszott jelentdségére egyre tobb bizonyiték all
rendelkezésre. A TGF-B1, -B2 ¢és -B3 eloszlast eddig csak fehérje szinten,
immunhisztokémiaval vizsgaltak, ezért elsédleges célom ép patkany agyban az eloszlas
mRNS szintli vizsgalata radioaktiv in situ hibridizacios hisztokémiaval. Tovabba,
0 a fehérjék mRNS eloszlasanak Osszehasonlitdsa az irodalombdl ismert,
immunhisztokémiai mddszerekkel leirt TGF-P eloszlasokkal.
0 a TGF-B-k és kotéfehérjéik, az LTBP-k mRNS eloszlasdnak Osszehasonlitasa,
az altipus-specifikus ko-expresszi6 vizsgalata.
A neuroprotektiv hatds megértése céljabol ezutan kisérleti agyi iszkémiat kovetden
vizsgéaljuk a TGF-B-k mRNS expresszidjanak valtozasait. Kisérleti agyi iszkémiat
MCAO-modellel hozunk Iétre. Kérdéseink:
o fokalis agyi iszkémia soran valtozik-e a talélési id6 hosszaval a TGF-B1,-B2 és-
B3 mRNS indukcidja? Ezt a kérdést megvalaszolandd 1 6ras MCAO-t kdvetden
3, 24, 72 6rés és 1 honapos talélés utan vizsgaltuk a TGF-B1, -B2 és -3 mRNS
expresszidjanak valtozasat.
0 az indukcidt az iszkémia vagy a reperfizio valtja ki? Ehhez 1 6ras és permanens
(24 6ras) MCAO-t kovetden 24 oras talélési id6 utan vizsgaltuk meg a TGF-B1,-
B2 és -B3 mRNS eloszlasat.

26



DOI:10.14753/SE.2015.1754

4. MODSZEREK

4.1. A kisérleti dallatok

Az allatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Bizottsaganak engedélyével,
valamint "Az allatok védelmérél és kiméletérdl" szold 1998. évi XXVIIL térvény
rendelkezései szerint, a Foldmiivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium Allat és
Elelmiszerhigiénés Osztilyanak ajanldsa alapjan végeztik. A kisérletekhez 250-330
grammos Wistar patkanyokat hasznaltunk (Charles Rivers Laboratorium, Magyarorszag).
Az allatokat standard laboratoriumi koriilmények kozott, 12-12 oras sotét-vilagos
fényciklusu (a vildgos iddtartam kezdete reggel 6:00) allathdzban tartottuk, a széaraz
patkanytaphoz, ill. vizhez szabadon hozzéaférhettek. Az allatokat a miitétekhez ill. ledlés
elott ketamint (60 mg/ml) és xylazint (8 mg/ml) tartalmazé intramuskuléris injekcidval (0,2
ml/300 g testsuly) altattuk el. Az in situ hibridizaciéra szant allatokat dekapitaltuk, az agyat
kiprepartéaltuk és a felhasznéléasig -80 °C-on tartottuk.

4.2. Az artéria cerebri media okkluzios modell (MCAO)

Fokalis agyi iszkémiat Longa altal leirt (Longa és mtsai 1989) intraluminaris
fonaltechnika modszer moddositasaval hoztunk létre. Medidlis nyaki metszésbol
kipreparaltuk a bal artéria carotis communist, az artéria carotis internat és externat. Az
externa €s a communis lekotése utan 3-0 szilikon monofilamentumot (Doccol, Redlands,
CA) vezettiink az artéria carotis communison ejtett metszésbdl az internaba, a bifurcatio
folé 18-20 mm-re, egészen az artéria cerebri media eredéséig. Az artéria pterygopalatinat
(carotis interna-ag) mar a fonal bevezetése el6tt kiprepardltuk ¢és lekotottik, igy
kontrollaltuk, hogy a fonal ne forduljon ebbe az artéridba. Egy atraumatikus
aneurysmaklippet (Codman, Johnson and Johnson, Le Locle, NE, Switzerland) helyeztiink
az artéria carotis internara a circulus arteriosus Willisin torténd visszavérzés és a fonal

elmozdulésanak megeldzése céljabol (4. abra).
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BN Ant. cerebral a.

Mid. cerebral a.
Post. comm. a. Post cerebral a.

Sup. cerebellar. a Int. carotid a.

Mastoid bulla Basilar a
Pterygopal. a Lingual a.
,/”:F Ext. max a.
P .i{“ Sup. thyr. a.
|
Sternomastoid mus, Occip. a.
{ / . Ext. carotid a.
l || * Com carotid a.
4. abra

MCAO modell Iétrehozdsa a Longa-féle intraluminaris fonaltechnikéval (Longa és mtsai

1989)

Kisérleteink egy részében az atmeneti iszkémia vizsgalatakor a klippet és a
monofilamentumot 1 6ra mulva eltavolitottuk, a permanens média okkluzio vizsgalatanal
nem tavolitottuk el. Ezutdn a miitéti metszést elvarrtuk. Az iszkémiat kdvetden a sziikséges
talélési id6 (1 6ras MCAO utan 3, 24, 72 oraval valamint 1 hénappal, permanens elzaras
esetén 24 6raval) utan az allatok agyat in situ hibridizacios hisztokémiahoz disszektaltuk.
Az agyakat a bregmatol 1 mm-rel rostralis irdnyba két részre metszettilk. Az iszkémia
létrejottének bizonyitdsahoz az agy eliilsd részét 2,3,5-triphenyltetrazolium chloriddal (TTC)
megfestettiik, a hatso felét pedig lefagyasztottuk és a felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.
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4.3. A 2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid (TTC) festés

Ez a hisztopatologiai festés az agyi iszkémia Iétrejottének kimutatdsara szolgal
(Bederson és mtsai 1986). A modszer alapja a TTC redukcidja. A redukcid az ép sejtek
mitokondriumaban jelen 1évé szukcinat-dehidrogenédz (és egyéb dehidrogendzok) hatasara
jon létre, mely soran a TTC trifenil-formazannd alakul. A trifenil-formazan vords szind,
vizben oldhatatlan csapadékot képez az agy ¢€p, iszkémiatdl mentes teriiletein, mig az
iszkémia teriilete csaknem fehér marad. Az agy eliilsd részét 1%-os TTC oldatban 30 percig

szobahdmérsékleten inkubaltuk majd 4 %-os paraformaldehid oldatban fixaltuk.

4.4. A hibridizacios proba készitése
4.4.1. Az mRNS izolalasa

A frissen kipreparalt patkanyagybodl kéregdarabokat metszettiink, majd a mintakat
szoveti homogenizatorral homogenizaltuk. Ez utdn a lizditumot 1 ml Trizol reagenssel
(Invitrogen, Carlbad, CA) 5 percig szobahdn inkubaltuk, hogy a nukleinsav komplexek
izolalé csdbe, ¢és kézzel raztuk 15 madsodpercig. 2-3 perces inkubalds kovetkezett
szobahOmérsékleten, majd a mintat 12000 xg-n 15 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A
centrifugalds utan az izolalé csében a minta két fazisra valt szét, az alsé vords szinli fenol-
kloroform fazisra és egy fels6, az RNS-t tartalmazo, atlatszo, vizes, fazisra. A vizes fazis
térfogata kb. 600 ul volt, melybdl 400 pl-t pipettaval 0j, ribonukledz mentes csdbe
helyeztiink at. Ehhez azonos mennyiségli 70%-o0s etanolt adtunk és a mintat vortexeltiik. Az
alkoholt tartalmazo feliiluszot eltavolitottuk. 700 pl mintat Spin Cartrige-ba pipettaztunk at,
majd 15 percig szobahdfokon centrifugéltuk, a feliiliszot ismét eltavolitottuk. Ezt a 1épést
még 2x ismételtiik. Ezutan a mintat mostuk, és ismételten centrifugéltuk. Centrifugalas utan
a feliiliszot eltavolitottuk, a mintat 1 percig szobahdfokon centrifugaltuk, hogy a tisztitott
RNS a csében 1év0 membranra "szaradjon". Ezutdn a reszuszpendalashoz ribonukledz
mentes vizet adtunk a mintdkhoz. A teljes RNS izolatumot a maradék DNS teljes
eltavolitasa érdekében 2 pg/pl-es higitds utdn Amplification Grade DNase I-gyel
(Invitrogen) kezeltiik.
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4.4.2. A cDNS eléallitasa reverz transzkripcioval

A DNS mentes RNS izolatumbo6l ezutdn reverz transzkripcidval (Superscript 11
reverz transzkriptaz kittel (Invitrogen)) cDNS-t szintetizaltunk. Ehhez nukledz mentes
mikrocentrifuga csébe primerként 1 pl oligo(dT)-t, Sug mRNS-t, 1ul ANTP mixet tettiink,
melyet 12 pl Ossztérfogatra steril desztillalt vizzel toltottiink fel. A keveréket 65 °C-on 5
percig tartottunk majd rovid idére szdrazjégre tettiik. Ezutan rovid centrifugdlds utan 2pul
0,IM DTT-t, 4 ul 5x First-Strand Buffer-t adtunk a mintdhoz, majd 42 °C-on 2 percig
inkubaltuk. Majd 1 upl Superscript II RT enzimet adtunk hozza, ¢és a mintat 20 pl
Ossztérfogatig steril desztillalt vizzel toltottiik fel. 42 °C-on 50 percig inkubaltuk, majd a

reakciot a minta 75 °C-ra torténd 15 perces melegitésével allitottuk le.

4.4.3. A TGF-f-altipusokra specifikus DNS probak eloallitasa PCR-ral

Az el6zdleg eloallitott ¢cDNS 10x higitdsa utan abbdl 2.5ul-t templatként
hasznaltunk egy PCR reakcidohoz, melyet iTaq DNS polimerazzal (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA), 12.5 pl dsszvolumennel végeztiink el, a kovetkezd koriilmények kozott: az
iniciacio (95 °C fokon 3 perc) utan 35 cikluson keresztiil a denaturacios 1épés 95 °C fokon
0.5 perc, a kapcsolodasi 1épés 60 °C fokon 0.5 perc majd a meghosszabbitési 1épés 72 °C
fokon 1 perc. Primerként 300 nM végkoncentracioban TGF-fl-et ("A" primer par:
GACTCTCCACCTGCAAGACC ¢s CGTGTTGCTCCACAGTTGAC, "B" primer par:
TGAGTGGCTGTCTTTTGACG and TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC), TGF-p2-t ("A"
primer par: GAGTGGCTGAACAACGGATT ¢és CCATCGATACCTGCGAATCT, "B"
primer par: CTCCACATATGCCAGTGGTG ¢és AGGATGGTCAGTGGTTCCAG), és
TGF-B3-at ("A" primer par: GTCCAACTTGGGTCTGGAAA és
GCAGTTCTCCTCCAAGTTGC, "B" primer par: AGAAGAGGGTGGAAGCCATT és
GCTGCTTGGCTATGTGTTCA) hasznaltunk. A PCR termékek szamitott hossza TGF-1
esetén 417 és 456 bazispar, (231-647 és 724-1179 bazispar, GenBank accession number
NM 021578.2), a TGF-B2 esetén 286 és 405 bazispar (870-1155 és 1159-1563 bazispar,
GenBank accession number NM_031131.1) valamint TGF-B3 esetén 298 és 441 bazispar
(1046-1343 and 508-948 bazispar, GenBank accession number NM 013174.1). A

primereket Uigy valasztottuk, hogy az altaluk generalt probak felismerjék az a keresett gén
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messenger RNS-ének 0sszes ismert tipusat. Emellett a primereket ugy terveztiik, hogy 2
kiilonbozé exonon helyezkedjenek el. Igy a genomikus DNS szennyezés felismerhetd,
mivel a beldle keletkezd PCR termék az intron beékelddése miatt hosszabb, mint amelynek
a templatja a cDNS volt. A keletkezett PCR termékeket gélelektroforézissel megfuttattuk,

igy kontrollaltuk, hogy a keletkezett termék bazisparhossza megfelel e szamitott értéknek.

4.4.4. A DNS probak felszaporitasa klonozo vektorokkal

Az elézéekben eldallitott majd poliakrilamid gélen megfuttatott DNS probakat
ezutan kivagtuk a gélb6l majd etanol precipitacios tisztitds utdn TOPO TA klonozéd
vektorokba {ltettilk, melyeket kémiai transzformaldssal alkalmassa tett E. coli
baktériumokba juttattunk (TOPO TA Cloning kit, Invitrogen). Az eljaras sordn a klonozo
reagensekhez 4 pl PCR terméket, 1 pl soéoldatot (200 mM NaCl; 10 mM MgCly) és 1 pl
TOPO vektort kevertiink dssze, az elegyet 5 percig szobahén inkubaltuk, majd a reakciot az
elegy szarazjégre tevésével allitottuk le. Ezutan az klénozé reagensekbdl 2 pl-t az E. colit
tartalmazé kémcsobe tettiink, melyet 10 percig jégen inkubaltuk. Majd 42 °C-os melegités
kovetkezett 30 masodpercig, ezutdn a hdsokkolast a mintak ismételt jégre helyezésével
fejeztiik be. A mintdkhoz ezutan 250 pl szobahémérsékletii S.O.C médiumot adtunk, majd
folyamatos horizontélis razas mellett 37 °C-on 1 6ran 4t inkubaltuk. Az inkubdalas utan a
transzformalt baktériumokat tartalmazé mintakbol 50 pl-t az elémelegitett, LB (Luria-
Bertani) agart, 50 pg/ml ampicillint, valamint 40 mg/ml X-gal-t (5-brém-4-klor-3-indoxyl-
galaktopiranozid) Petri csészékbe helyeztiink, melyeket ezutdn egy éjszakan at inkubaltuk.
A sikeresen transzformalt baktériumkoloniak fehér sziniiek lettek, mivel a transzformalt
DNS szakasz a baktérium [(-galaktoziddz aminoterminalis kdédold szekvenciajahoz
kapcsolodik, meggatolva ezzel a B-galaktoziddz enzim termelését, amely az agarban 1évo
X-galt igy nem képes bontani, ezzel a kék szinli bomlastermék nem termelddik. A fehér,
sikeresen transzformalt baktériumkoloniak koziil 5-7 baktériumkoloniat valasztottunk ki,
melybdl a probédkat tartalmazd plazmidokat tisztitottunk PureLink Plasmid Miniprep kit
(Invitrogen) segitségével.
A tisztitott plazmidokat egy kovetkezd PCR reakcio templatjaként hasznaltuk, melyben

specifikus primerparokkal valasztottuk ki a specifikus inzerteket tartalmazé plazmidokat. A
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probakra specifikus plazmid templatként szerepel a PCR reakcidkban, amelyek
primerparjai  specifikusak a  prébara valamint T7 RNS felismeréd helyet
(GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTA) is tartalmaznak. Legvégiil a cDNS
probak azonossagat szekvenalassal igazoltuk. Az igy elkészitett probdkat a radioaktiv in

situ hibridizécidig -80 °C-on tartottuk.

4.5. A radioaktiv in situ hibridizacio
4.5.1. A metszetek készitése és elokezelése

A frissen kivett patkanyagyakat szarazjeges gyors fagyasztas utdn a metszésig -80
°C-on taroltuk. Kriosztattal 12 pm vékonysagu koronalis, a bregmahoz viszonyitva +4 mm-
tdl -15 mm-ig (Paxinos ¢és Watson 2005) tartd sorozatmetszeteket készitettiink. A
metszeteket pozitiv toltésli targylemezekre (SuperfrostPlus®, Fisher Scientific, Pittsburgh,
PA) juttattuk, melyeket szaritds utan felhasznalasig -80 °C-on tartottuk. Az egyes TGF-f3
alegységek mRNS eloszlasanak feltérképezéséhez egymastol 240 pum tavolsagra 1€vo
koronalis metszeteket hasznaltunk. Az in situ hibridizacidhoz a fixalashoz 5 percig 4%-o0s
formaldehiddel kezeltiik a metszeteket, melyet 2x5 perces mosas kovetett PBS-ben. Ezutan
10 percig 500 ml trietanolaminba tettiik a metszeteket melybe 1,25 ml ecetsavat is tettiink.
Majd 2x SSC-ben mostuk a metszeteket, ezutan desztillalt vizbe martottuk majd
alkoholsorban dehydraltuk (70%-os alkoholban 1 perc, 80%-os alkoholban 1 perc, 95%-o0s
alkoholban 2 perc, abszolut alkoholban 1 perc majd ismét 95%-os alkoholban 1 perc).

Ezutan szobahdn szaritottuk ki az elokészitett metszeteket.

4.5.2. A proba radioaktiv jelolése

A probakészités sordn elézdleg leirt DNS probakat templatként hasznaltuk egy in
vitro transzkripcios 1épéshez, melyet MA XIscript transzkripcids kittel (Ambion, Austin, TX)
végeztiink el. Az in vitro transzkripcio soran [*>S]JUTP-tal jeldlt riboprobakat készitettiink,
melyek T7 polimeraz felismerd helyet is tartalmaztak. Ehhez 1 pl probat, 1 pul 100 mM
DTT-t 1,5 pl dNTP mixet (ATP-t, CTP-t és GTP-t tartalmaz), 2 pl [>’SJUTP-t, 1 pl
transzkripcids puffert és 3 pl steril vizet kevertiink 6ssze. A vortexelés utan adtuk hozza a

DNS fiiggd T7 RNS polimerazt, mely 5'-3' iranyban, a DNS proba antiszenz szalardl kezdi
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meg az riboprobédk szintézisét. 37 °C-os 1 6ras inkubalas utan a templat DNS-t 1ul DN-4z
hozzéadasaval bontottuk le. 15 perces 37 °C-os inkubalas utan a reakciot 90 pul TEA puffer
¢s 350 pl 100%-os alkohol hozzaadasaval valamint a minta 30 percig torténd szarazjégre
helyezésével allitottuk le. Ezutdn a minték tisztitasat 4 °C-on 13000 rpm-en 30 perces
centrifugalassal folytattuk, majd az alkoholos feliiliszé ledntése utdn 500 pl jéghideg 95%-
-os alkoholt adtunk a mintdkhoz. Ismételt 5 perces centrifugalas utdn a feliilluszot ismét
leontottiik és a maradék alkoholt leszivtuk a mintakrol. A megtisztitott mintdkat ezutan 50
pul TE pufferben reszuszpendaltuk. A riboprobak radioakivitdsat megmértiik, ehhez 5 ml
szcintillacios folyadékot és 1 pl-nyi jelolt riboprobat kevertiink 6ssze. Metszetenként 1

millio6 DPM aktivitassal rendelkezd jelolt probat hasznaltunk.

4.5.3. A hibridizacio

A radioaktivan jeldlt riboprobat, DEPC kezelt vizet, a nukleinsav mixet
Osszekevertiik és 5 percig 65 °C-on melegitettiik. Ezutan 5SM-os DTT-t, 10%-o0s SDS-t, 10
%-0s NTS-t valamint a hibridizacios puffert (1M TRIS-HCI, 250mM EDTA, 4M NaCl,
100% formamid, 50% dextranszulfat, 50x Denhardt oldat) adtunk a hibridizacios
elegyiinkhoz. A hibridizacios elegybdl 80 pl-t tettiink a targylemezre, lefedtiik dket és
formamidot tartalmazé nedveskamraban hibridizaltattuk 65 °C-on egy ¢jszakan 4at.
Kovetkezd nap a fedélemezeket 4xSSC-ben oldottuk le, majd a metszeteket 5 percre 4x,
ImM DDT-t tartalmazé oldatba helyeztiik. Ezutdn a maradék egyszali RNS-t RN-4z A
puffer (I ml RNaz (Sigma), 62,5 ml 4 M NaCl, 5 ml IM TRIS HCI, 1 ml 0,5 M EDTA)
hozzaadéasaval bontottuk le. Ezutdn a metszeteket a kovetkezd oldatokban mostuk (az
oldatokhoz hasznalat elétt 1 mM-os DTT-t adtunk): 2x5 percet 2xSSC-ben, 1x5 percet
1xSSC-ben, 1x5 percet 0,5xSSC-ben, majd 65 °C-on 30 percig 0,1xSSC-ben. Ezutan
0.1xSSC-ben hiitéttiik ki szobahdmeérsekletre és a mosast felszallo alkoholsorral fejeztiik be
(1 perc 70%-0s, 80%-0s, 90%-0s, 95%-0s, 100%-os alkoholban). Ezutdn a metszeteket
autoradiografids emulzioba meritettiik (Eastman Kodak) majd 3 hétig 4 °C fokon taroltuk.
A metszeteket Kodak Dektol developer-rel hivtuk eld, majd Kodak fixaloval fixaltuk,
egyenként Giemsa-val festettiik majd lefedtiik Cytoseal 60-al (Stephens Scientific,
Riverdale, NJ).
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4.6. Mikroszkopia és fényképezés

A metszeteket Olympus BX60 fénymikroszkoppal vizsgaltuk meg, mely vilagos és
sotét latoterti kondenzorral is el volt latva. A képeket 2048 x 2048 pixel felbontassal SPOT
Xplorer digitalis CCD kameraval (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI)
készitettiik. A sotét latoteres képeknél 4x, a vilagos latodtertiecknél 4-40x-es objektivet
hasznaltunk. A felvételek kontrasztjat és élességét az Adobe Photoshop CS 8.0 program

Kontraszt ill. Elesség parancsaival allitottuk be.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az in situ hibridizdacios probak eldallitasa

A probagyartas elsé 1épésében minden egyes TGF-f altipusra 2-2 primer parral
elvégzett RT-PCR mindharom TGF-f altipus expressziojat kimutatta a patkany agyban. A
keletkez6 PCR termékeket kettd, egymassal atfedésben nem 1évd, az egyes TGF-f altipus
T7 felismerd szekvencidjat tartalmazd, in situ hibridizacios proba eldallitasdhoz hasznaltuk.
A PCR termékeket agardéz gélen megfuttatuk. A termékek méretikknek megfeleléen
helyezkednek el az agardz gélben (5. abra).

[— 1500 bp

TGF-f1 B
TGF-f2 A
TGF-f2 B
TGF-§3 A
TGF-$3 B

e
-
. g
o
[
=

S. abra
Az agar6z gélrdl késziilt fénykép: a TGF-B1, TGF-B2 és B3-hoz készitett 2-2 par in situ

hibridizacios proba méretét mutatja.
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A T7 szekvencidval egyiitt (32 bazispar) a probak szamitott mérete: TGF-B1A-nél 449
bazispar, 488 bazispar a TGF-B1B-nél, 318 bazispar a TGF-B2A-nal, 437 bazispar a TGF-
B2B-nél, 330 bazispar a TGF-B3A-nal, 473 bazispar a TGF-B3B-nél. A gél jobb oldalan
talalhato DNS létra mutatja, hogy a készitett probak hossza megfelel a szamitott értékeknek.

A PCR termékek specifikussagat ezutan szekvenaldssal is bizonyitottuk.

5.2. A TGF-p expressziojanak topogridfiai eloszlasa intakt patkany agyban

Az in situ hibridizacié6 mindhdrom TGF-f mRNS expresszidjat kimutatta patkany
agyban (6-8. abra). Minden egyes TGF-B altipusra két antiszenz hibridizaciés probat
készitettiink, ezek azonos hibridizaciés mintdzatot mutattak, emiatt egyenként nem
kertilnek leirasra. A cortexben mindharom TGF-f mRNS-e megtaldlhatd volt, az egyes
cortikalis rétegekre specifikus eloszlasban. Az I-es réteg nem tartalmazott TGF-3 mRNS-t.
A TGF-B1 legkifejezettebben az V-0s rétegben volt jelen, ezenkiviil a II-es és VI-os réteg is
tartalmazta (6B abra). A TGF-B2 igen kifejezetten expresszalodik az V-0s réteg belsod
részében, a VI-os rétegben, kevésbé erdsen a tobbi cortikalis rétegben (7A é4bra). Ezzel
szemben a TGF-B3 expresszioja az V-0s réteg kiilsé részén volt jelentds, valamint az
expresszid megfigyelhetd a VI-os rétegben, kozvetleniil a commisura felett (8A és 8B dbra).
A hippocampusban is mindhdrom TGF-f mRNS-e megtalalhaté volt, de expressziojuk
intenzitasa és eloszlasa jelentds kiilonbségeket mutatott: a TGF-f1 az Osszes rétegben
megtalalhat6 volt (6A abra). A TGF-B2 a gyrus dentatusban mutatott jelentds expressziot ill.
egyes hippocampalis sejtekben, szétszortan (7A abra). A TGF-B3 a CA2 régidban
expresszalodott a legintenzivebben, de megtaldlhato volt a piramissejtek rétegében is (8A
abra). A TGF-B-k az eldagy tobbi részén is megtalalhatoak, de az egyes altipusok
kifejezetten eltérd eloszlast mutattak. A TGF-B1 a corpus amygdaloideumban féleg a
centralis és medialis részben jelent meg (6C abra). A TGF-B2 expresszidja az amygdala
eliilsé részén volt jelentds. A corpus amygdaloideum basalis és lateralis részében foleg a
TGF-B3 jelent meg (8C 4&bra). A nucleus interstitialis striae terminalis mérsékelt
intenzitassal mutatott TGF-B1 és TGF-B3 mRNS expressziot, a TGF-f2 mRNS-ének
expresszidja ennél is kevesebb volt. A nucleus septalis medialisban és lateralisban

mindhdrom TGF-B megjelent. A legmagasabb intenzitast a nucleus septalis lateralisban a
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TGF-B3 expresszioja mutatta. TGF-B mRNS alig volt jelen a nucleus basalisban, viszont a
substantia innominataban mérsékelten jelen volt a TGF-B2 és TGF-B3, a TGF-B1 kevésbé.
A nucleus accumbens ¢€s a globus pallidus ventralis részében néhany TGF-B-t expresszalod
sejtet talaltunk, mig a nucleus caudatus, a putamen, a globus pallidus nagy része és a
claustrum egyik TGF-f mRNS-ét sem tartalmazta. A thalamus gazdagon tartalmazta
mindhdrom TGF-B-t, de az egyes altipusok eloszlasa igen jelentOs eltérést mutatott. A TGF-
B1 mindeniitt expresszalodott, kivéve a corpus geniculatum lateralét, ahol TGF-BI
expresszid nem volt kimutathat6. A nucleus parafascicularis (7D 4bra) és a medialis
talamikus magok gazdagon tartalmaztak TGF-B2 mRNS-t, viszont a ventralis magban és a
tobbi thalamusmagban a TGF-B2 nem volt jelen. A thalamus Osszes magja tartalmazott
TGF-B3-at, azonban az expresszio féleg a medialis thalamikus magokban és a nucleus
reticularisban, valamint a nuclei anterioresban és ventralesben volt a leggazdagabb (8E
abra). Altalanossagban kijelenthetd, hogy a thalamusban a TGF-B3 expresszalodott a
legerésebben. A TGF-B-k eloszlasa a hypothalamusban is erdsen lokalizalt volt. A TGF-B1
jelent volt az area preopticaban, féleg a nucleus preopticus medialisban (6E 4bra). Jelentds
TGF-B1 expressziot mutatott a nucleus paraventricularis, féleg a kissejtes része (6F abra),
mig a tobbi hypothalamicus magban kevésbé vagy egyaltalan nem expresszalodott. A TGF-
B2 mRNS-ének expresszioja az area hypothalamica posteriorban és a nucleus mamillaris
medialis medialis subdivizijdban volt a legerdsebb. Ezeken a teriileteken kiviil az area
preoptica medialis és a nucleus supraopticus tartalmazott szamottevé mennyiségli TGF-p2-t,
mig a nucleus arcuatus, az area hypothalamica lateralis, a nuclei ventromedialis und
dorsomedialis egyaltalan nem tartalmazott TGF-B2-mRNS-t. A TGF-f3 expresszios
mintdzata jelentdsen eltért a masik két altipustol. Igen jelentds TGF-B3 expressziot mutatott
a nucleus supramamillarius, a nucleus arcuatus, (8D é&bra) az area hypothalamica, a
preoptikus area valamint a nucleus paraventricularis. A TGF-B3 viszont nem jelent meg a
nucleus supraopticusban, a nucleus dorsomedialisban €s ventromedialisban. A kézépagyban
is megjelent mind a harom TGF- mRNS-e. A TGF-B1 a legdominansabban a substantia
nigraban, a nucleus ruberben, az area tegmentalis ventralisban, a nucleus
interpeduncularisban jelent meg, mig ezekben a magvakban a TGF-B2 és-B3 expresszidja

elhanyagolhat6 volt. A zona incerta, az area pretectalis, a substantia grisea centralis, a raphe

37



DOI:10.14753/SE.2015.1754

magvak, a colliculus inferior és a nucleus cuneiforme mutatott gyengébben TGF-B1 mRNS
expressziot. Ezzel szemben a TGF-2 expresszioja igen jelentds volt a nucleus dorsalisban,
a raphe magvakban, kissé kevésbé jelentkezett a substantia grisea centralisban, a nucleus
nervi oculomotoriiban, a colliculus inferiorban és a nucleus cuneiformeban. A zona
incertaban, az area pretectalisban és a colliculus superiorban viszont elenyész6
mennyiségben volt jelen. Az utébbi kozépagyi teriilet azonban jelentds TGF-3 mRNS-t
tartalmazott a felszini rétegeiben (8F abra) A TGF-B3 szintén jelen volt tobb mas kdzépagyi
régidban is, bar csak kisebb mennyiségben. A hidban és a nyultvelében a TGF-B-k
eloszlasa hasonld volt. Az oliva superior a hidi és a nyultvel6i formatio reticularis, az
agyidegek szomatomotoros magjai valamint az area postrema bdségesen tartalmazta
mindharom TGF-B-t (6H, 7F abra, 8H abra). Kozepes intenzitassal jelen volt mindharom
TGF-f a nucleus lemniscusban, a nucleus tegmentalisban, a parabrachialisban, a szenzoros
trigeminusmagvakban, a raphe magvakban, a nucleus chochlearesokban, a
paragingantocellularis magban valamint a lateralis retikularis magvakban. Kiilonbség a
locus coeruleus, a nucleus tractus solitariiban és a nucleus reticularis nagysejtes részében
volt: ezek a magvak jelentds TGF-B2 expressziot mutattak, mig a TGF-f1 és TGF-B3
mRNS alig volt jelen. Ezzel szemben a nuclei pontis alig tartalmazott TGF-2-t, de
megjelent benne a TGF-B1 és TGF-B3. Feltiind volt, hogy az oliva inferior igen gazdagon
tartalmazott TGF-B3 mRNS-t (81 4abra), viszont alig volt TGF-B1 jel6lddés valamint a TGF-
B2-tdl teljesen mentes volt. A cerebellumban a legerésebb expressziot a TGF-f2 mutatta,
foleg a Purkinje sejtek és kevésbé jelentésen a granularis sejtréteg (7H abra). Minden réteg
egynéhany sejtje tartalmazott TGF-Bl-et, mig TGF-B3 egyaltalan nem jelent meg a
cerebellumban. A plexus choroideusban igen erds jelet adott a TGF-f2 (7B és 7D ébra),
kevésbé intenziven jelolt a TGF-B1 és-f3. A plexus choroideus minden agykamrdban
azonosan jelolodott. A TGF-B expresszalo sejtek eloszlasat sematikusan a 9. dbra mutatja

be.
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6. abra

Az in situ hibridiz4cids metszeteken a sotét latoteres mikroszkdpos felvételeken mutatjuk
be a TGF-f1 mRNS-ének expresszojat az A: a hippocampusban, B: a cortexben, C: a
nuclus amygdaloideumban, E: az area preopticdban, F: a hypothalamus nucleus
paraventriculdrisaban €s annak koérnyezd teriileteiben, G: a hid dorsalis részében, H: az
oliva superiorban, I: a nucleus dorsalis nervi vagiban, az area postremaban és a nucleus
tractus solitarii-ban. A C képen kijeldlt teriiletet vilagos latoterli, nagy nagyitasu felvételen

a D képen mutatjuk meg: lathatdo, hogy a TGF-B mRNS-nek megfeleld egyedi
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autoradiografids szemcsék fekete jelként a sejttestek felett jelolodtek. A sotét latoteres
képeken ezek az egyéni autoradiografids pontok a sejtek felett 6sszeolvadva fehér jelként
egy-egy pozitiv sejtet jeldlnek. Lépték 1 mm a sotét latoteres, 100 um a vilagos latdteres D

felvétel esetén.

7. abra

Az in situ hibridizécids metszeteken a sotét latoteres mikroszkdpos felvételeken mutatjuk
be a TGF-B2 mRNS-ének expresszojat az A: a cortexben és hippocampusban, B: a
thalamusban ¢és a plexus choroideusban, C: a medialis nucleus mamilariusban, D: a

thalamus nucleus parafascicularisaban és a plexus choroideusban, F: az oliva superiorban,
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G: a kozépagy raphe magvaiban, H: a locus coeruleusban, a hid nucleus tegmentalisaban
valamint a cerebellumban. A D képen kijelolt teriiletet vilagos latotérben, kinagyitva az E
képen mutatjuk meg, hogy az egyes autoradiografids szemcsék fekete jelként a sejttestek

felett lathatoak. Lépték 1 mm a sotét latoteres, 100 um a vilagos latoteres E felvétel esetén.
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8. abra

Az in situ hibridizacios metszeteken a sotét latoteres mikroszkopos felvételeken mutatjuk
be a TGF-B3 mRNS-ének expresszidjat az A: a hippocampusban, B: a cortexben, C: az
amygdalaban, D: a nucleus arcuatusban ¢és a supramamillaris magokban, E: a kozépvonali
thalamicus magokban, F: a colliculus superiorban, H: a nucleus motorius nervi
trigeminiben, a nucleus reticularisban €s a parabrachialis magokban, I: az oliva inferiorban,
nucleus reticularis gigantocellularis sejtjeiben valamint a nucleus ambiguusban. A D képen
kijeldlt teriiletet vilagos latotérben, kinagyitva a G képen mutatjuk meg: a TGF-3 mRNS-
nek megfeleld egyedi autoradiografias szemcsék fekete jelként lathatdak a sejttestek felett.

Lépték 1 mm a sotét latdteres, 100 pm a viladgos latoteres G felvétel esetén.
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TGF-beta1 TGF-beta2 TGF-beta3

Bregma: -0.
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TGF-beta1 TGF-beta2 TGF-beta3

L S

Bregma: -5.64 mm
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TGF-beta1 TGF-beta2 TGF-beta3

A

e

S

Bregma: -13.80 mm
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9. abra

A TGF-B expresszalo sejtek eloszlasanak sematikus bemutatdsa patkany agyban. A
sematikus abrdkat Paxinos és Watson (2005) atlaszabdl vettiik alt. A TGF-B-t expresszalo
sejteket a megfeleld denzitasban fekete pontokkal jeloltiik. A bal oldali oszlopban az egyes
agyi teriileteket mutatjuk be, a kdvetkezd oszlopban a TGF-B1 ezen teriileten jelentkezd
expressziojat jeloltik. A kozépsd oszlopban a TGF-B2, a jobb oldalon a TGF-B3
expresszigjat mutatjuk be. A betiik (A-L) kiilonb6z6 rostrocaudélis szinteket jeldlnek,

melyekhez tartozo bregma értékek a panelek jobb als6 sarkdban vannak feltiintetve.
A hibridizacié specifikussagat szensz probakkal elvégzett in situ hibridizacidval

kontrollaltuk. A szensz kontroll probakkal tortént in situ hibridizacié soran a TGF-B-k
egyetlenegy agyi teriileten sem jelolddtek (10. dbra).

47



DOI:10.14753/SE.2015.1754




DOI:10.14753/SE.2015.1754

10. 4bra

Az in situ hibridizacids metszetekrol késziilt sotét latoterti mikroszkopos képek a TGF-B-k
szensz kontrollal to6rténd in situ hibridizacidja soran a jel6lés hidnyat mutatjdk be. A: A
hypothalamus nucleus paraventricularisaban jelentkez6 TGF-B1 mRNS antiszensz proba
esetén. B: ugyanennek a teriiletnek megfelelé metszet TGF-f1 szensz kontrollal végzett in
situ hibridizacioja esetén nincs jeldlés. C: a TGF-B2 mRNS eloszldsa a cortexet tartalmazo
metszeten antiszensz proba esetén. A jelolés az V. cortikdlis rétegben, ¢€s a laterdlis
agykamra plexus choroideusdban intenziv. D: azonos teriiletnek megfeleld metszeten TGF-
B2 szensz kontroll proba esetén nem kovetkezik be jelolés. E: A TGF-B3 eloszléasa az eliilso
thalamusban antiszensz probaval. A TGF-f3 mRNS a thalamus nucleus
paraventriculdrisaban, a thalamus retikuldris magjaban és a thalamus anteromedialis magjat
is magaba foglald eliilsd részében van jelen. F: ugyanennek a teriiletnek megfeleld
metszeten kivitelezett in situ hibridizacié TGF-B3 szensz kontroll probak hasznalata esetén

nem mutat jel6lést. Lépték = 1 mm

5.3. A TGF-f fehérjék mRNS eloszlasanak valtozasa MCAO esetén
5.3.1. Tranziens MCAO utan 3 draval

Az artéria cerebri média 1 6rdig tartd okklizidja 3 oéraval az iszkémidt kovetden
szOvettanilag lathatd 1€ézidt okozott. Giemsa festéssel megfigyelhetd, hogy a striatum
lateralis részén a szovet struktarajat elveszti (11A abra). Az infarktuson beliil egyik TGF-f
nem volt jelen, de a TGF-B1 indukcidja a 1€zi6 sz€élén mar megfigyelheté. A TGF-B1
indukciodja a striatum nem lézionalt részén jelentkezett (11B dbra). Az aloperalt allatokban
ezen a teriileten nem volt expresszid megfigyelhetd. A TGF-Bl1 az agykéregben is
megjelent. A legintenzivebb jelolés a 1€ziotol laterdlisan, az inzuldris és a frontalis
szomatoszenzoros kéregben volt jelen. Ezzel szemben a TGF-f2 (11C és 11D &bra) és
TGF-B3 mRNS eloszlasa nem valtozott sem az intakt sem az daloperalt allatokhoz

viszonyitva, igy indukcidjuk sem volt 14thato.

49



DOI:10.14753/SE.2015.1754

11. abra

Az in situ hibridizacids metszeteken a sotét latoteres mikroszkdpos felvételeken mutatjuk
be a TGF-B-k mRNS expressziojanak indukciojat 3 oraval az MCAO-t kdvetden. A 1éziot

*-gal, a 1éz16 hatdrat pontozassal jeloltiik. A: Giemsa festés mutatja a 1éziot a striatumban.
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B: ugyanaz a metszet sotét latotérrel mutatja a TGF-B1 mRNS indukcidjat a 1€zi6 koriil.
Nagy fehér nyil mutatja a legkifejezettebben indukalodo, a 1€zi6tol lateralisan elhelyezkedd
cortikalis teriiletet. C: TGF-B2 mRNS eloszlasa a 1€zi6tol ipszilateralisan. D: TGF-B2
mRNS eloszlasa ugyanazon a metszet intakt oldalan, az eloszlas és a jelolés intenzitasa az

agy mindkét oldalan azonos. Lépték 1 mm.

5.3.2. Tranziens MCAO utan 24 oraval

MCAO utan 24 o6raval a striatumot és az ipszilateralis cortex nagy részét érint6 1¢zid
keletkezett. A TGF-B1 mRNS a 1¢zi6 sz¢€li teriiletén a cortex mindegyik rétegében ¢€s a
striatumban jelent meg (12A-C éabra). A TGF-B2 a 1ézioval szomszédos agykéreg specifikus
rétegeiben indukalddott, a striatumban viszont nem (12E abra). Az indukcid intenzitasa a
II-es és V-0s cortikalis rétegben volt a legkifejezettebb, amelyek az intakt patkanyagyban is
tartalmaznak TGF-B2-t, valamint a IlI-as rétegben is megjelent egy-egy jeldlt sejt. A TGF-

B3 indukcioja a 1ézio6 koriil csak a II. rétegben volt lathato.
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12. 4bra

A TGF-B1 és -2 mRNS expressziojanak indukcidja 24 oréval a tranziens MCAO-t
kovetden. A 1ézidt *-gal, a 1€zi6 hatarat pontozassal jeloltik. A: TGF-B1 expresszioja a
1€zi6 koriili cortex mindegyik rétegében indukalodik. B: az A képben bekeretezett teriilet
vilagos latotérben, nagy nagyitassal: az autoradiografias szemcsék a Giemsaval megfestett
sejttestek felett helyezkednek el. A TGF-B1 az iszkémia koriil indukalodik. C: a TGF-B1
indukalddik a striatum iszkémids, sz€li részén. D: Ugyanaz a metszet vilagos latotérrel
mutatja az anatomiai struktirakat. E: a TGF-f2 a II, III és V-0s, a lézioval ipszilateralis
cortexben, foleg a 1ézi6 mellett indukalodik. Lépték 1 mm az A, C, D és E képeknél, 100
um B képnél.

5.3.3. Permanens 24 oras MCAO utan

Az artéria cerebri media permanens elzarasa kovetkeztében kialakulo nagy 1¢€zi6 az
azonos oldali striatum és az agykéreg jelentOs részét érintette (13A é&bra). A TGF-B-k
mRNS indukcioja sokkal kifejezettebbé valt, mint a tranziens MCAO soran. A TGF-1
mRNS-e nagyobb teriiletet foglalt el, mint a tranziens okklizidé utdn ugyanebben az
idépontban (13B éabra). A TGF-B2 indukcioja tovéabbra is a Il-es, Ill-as és V-0s cortikalis
rétegre korldtozddott, tovabba, az indukcid6 nemcsak a 1€zi6 szomszédos széli részében
jelent meg, hanem az ipszilateralis agykéregben egészen a kdzépvonalig felerésodott (13C
abra). Azonban a kontralateralis cortexben TGF-B2 indukcié nem volt megfigyelhetd. A
TGF-B3 indukcidja a TGF-B2-h6z hasonlé mintazatot mutatott az azonos oldali agykéreg
II-es rétegében. Ezzel ellentétben, az intakt patkanyagykéregben TGF-B3-at expresszalo

IV-es és VI-os réteg sejtjeiben az indukcié nem kdvetkezett be (13D abra).
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13. abra
A TGF-B1,-f2 és-p3 mRNS expresszidjanak indukcidja 24 oras permanens MCAO-t

kovetden. A 1éziot *- gal, a 1ézi6 hatarat pontozassal jeldltiik. A: TTC festés igazolja az
iszkémia létrejottét az agyszoveten. B: A TGF-B1 expresszidja az iszkémia kortili teriileten
indukalddik. C: a TGF-B2 a 1ézidval ipszilateralis Il-es, IlI-as és V-0s cortikalis rétegben

indukalodik. Az indukci6 a Il-es és Ill-as ipszilateralis rétegben a legszembetiindbb, a
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jelolés a kontralateralis oldalhoz képest sokkal intenzivebb. D: a TGF-B3 a lézidval

ipszilateralis II. cortikalis rétegben indukalodik. Lépték 1 mm.

5.3.4. Tranziens MCAO utan 72 oraval

Tranziens MCAO utan 72 6raval a 1¢zi6 koriil a TGF-B1 expresszioja emelkedett
maradt. Tovabba, az infarktus teriiletén beliil valamint a corpus callosumban szamos TGF-
Bl-et termeld sejt jelent meg (14A abra). A TGF-B2 és-f3 mRNS expresszioja az intakt
allapothoz hasonléra csokkent (14B-C abra). A TGF-B2 és-f3 mRNS nem jelent meg a

1éz16n beliil.
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14. 4bra

A TGF-1,-B2 és-B3 mRNS expresszidjanak indukcidja 72 oraval tranziens MCAO-t
kovetden. A 1ézidt *-gal, a 1€zi6 hatarat pontozéssal jeloltiik. A: A TGF-B1 expresszidja a
1€z16 koriil és a 1€zi6 teriiletén belill indukalodik. Tovabba, a corpus callosumban is TGF-
B1 mRNS jelenik meg. Nagy nagyitasu vilagos latoteres képen igazoljuk, hogy a TGF-B1
mRNS a sejttestek felett akkumuléalodik, mind az iszkémas teriileten (Aa), mind a corpus
callosumban (Ab). B: A TGF-2 a II, III és V-06s kortikalis rétegben van jelen. A 1€zi6
sz€lén csak egy par sejt mutat emelkedett expresszidt. A Il-es (Ba), és V-0s (Bb) rétegben
nagy nagyitasi vilagos latdteres képen mutatunk meg a TGF-f2 mRNS-ének
akkumulaciojat a sejttestek felett. C: a TGF-B3 a IV cortikalis réteg egyes sejtjeiben
megfigyelhetd, de az expresszid szintje nem magasabb, mint intakt allatban. Nagy
cortikalis réteg sejttestjei felett. Lépték: 2 mm az A, | mm a B és C, 50 um az Aa, Ab, Bb

¢és Ca kép esetén.

5.3.5. Tranziens MCAO utan 1 honappal

Tranziens MCAO utan 1 hénappal az infarktuson beliil a TGF-B1 indukcidja igen
emelkedett maradt, mig az infarktuson kiviili teriileten csokkent (15A 4&bra). Az
agykéregben a TGF-B2 és -B3 expresszioja tovabbra is a 1éziot megel6zd szinten maradt
(15C abra). A 1€zion beliil valamint a 1ézi6 hataran néhany TGF- 2-t expresszald sejt jelent

meg.
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15. abra
A TGF-Bl ¢és-f2 mRNS expresszidjanak indukcidja 1 honappal tranziens MCAO-t

kovetden. A 1éziot *-gal, a 1€zio hatarat pontozéssal jeloltiik. A: TGF-f1 mRNS az
iszkémian beliil bdségesen jelen van. B: az A képen fekete nyilfejjel jelolt teriiletet
kinagyitva vilagos latotérrel mutatjuk meg, hogy megmutassuk, a legsiiriibb TGF-B1 jel is
az egyes sejttestek felett akkumulalodott autoradiografias szemcséket jeloli. C: TGF-B2
mRNS az iszkémidn beliil néhany sejtben van jelen. A 1€ézion kiviil a TGF-2 mRNS-ének
eloszlasa a cortexben az intakt patkdny agyhoz hasonldé mintazatot mutat, de a TGF-2

mRNS expresszio nem indukalddott. Lépték: 50 pm a B, 2 mm C kép esetén.
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6. MEGBESZELES

Eredményeink szerint a TGF-B1, -B2 és -3 mRNS expresszidja normal patkany agyban
térben eltérd eloszlasi mintdzatot mutat. Ezeket a mintdzatokat hasonlitjuk 6ssze egyrészt
azon korabbi irodalmi adatokkal, melyek az immunreaktivitds alapjan irtdk le az egyes

TGF-p fehérjék lokalizacigjat, valamint az LTBP-k eloszlasaval.

6.1. A TGF-p1, -$2 és -3 mRNS expressziojanak osszehasonlitisa a TGF-f§ immun-

reaktivitdassal intakt patkany agyban

Az RT-PCR mindharom TGF-f expressziojat kimutatta patkany agyban. Ezekben az
RT-PCR kisérletekben a kontaminacio lehetdségét tobbszordsen korlatoztuk. A kereszt
kontaminaciot kizartuk templat nélkiili PCR reakcidok inditdsdval. A genomikus
kontaminéaciot az RNS DNaz kezelésével zartuk ki. Ennek eredményességét azzal
ellendriztiik, hogy a tervezett primerek 2 kiillonb6z0 exonon helyezkedtek el, igy
genomikus szennyezés esetén az intron be¢kelddése miatt az abbdl keletkezett PCR termék
hosszabb lett volna, mint az, amelynek a templatja a cDNS volt. Az in situ hibridizacids
kisérleteink megerdsitették ¢és nagymértékben kiterjesztették az RT-PCR-ral nyert
eredményeinket. Ezzel a technikdval a gének részletes topografiai elhelyezkedése
vizsgalhato. Els6ként irtuk le mindhdrom TGF-3 gén elrendezddését (1. tablazat). Az in situ
hibridizacids probakat ugy terveztiik, hogy azok minden egyes TGF-B tipus Osszes ismert
mRNS valtozatat felismerje. Tehat az in situ hibridizacidval nyert jel az 6sszes, a szovetben
jelen 1évé TGF-P altipus kiilonbdzo alternativ splicing formajat mutatja (Madisen és mtsai
1988; Koishi és mtsai 2000; Krieglstein €¢s mtsai 2000; Konrad ¢és mtsai 2007).

A TGF-B1, -B2 és -B3 mRNS expresszidja a kiilonbozd agyi teriileteken széleskori
eloszlast mutatott. Az expresszid térbeli szabalyozasara utal az, hogy az egyes altipusok
mRNS eloszlasa specifikus régidkra korlatozodott. Bizonyos teriileteken, mint pl. az area
postremaban ¢és az agytorzsi motoneuronokban mindharom TGF-B hasonlo ¢€s igen erds
expresszids mintdzatot mutatott. Ez arra utalhat, hogy egy sejten beliill a kiilonb6z6
altipusok ko-expresszalodnak. A legtobb agyi teriileten azonban az eloszlds jelentdsen
kiilonbozott. A cortexben a TGF-B-k eltérd rétegekben expresszalodtak. A TGF-B1 a
hippocampus minden rétegében, a TGF-B2 foleg a gyrus dentatusban mig a -B3 a gyrus
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dentatusban ¢és a CA2 régioban volt jelen. A cerebellumban a TGF-1 minden rétegben, a -
B2 a Purkinje sejtek rétegében jelent meg, a -B3 mRNS-e viszont nem volt jelen. Tovabba,
szamos agyi teriileten csak egyetlen TGF-f altipus volt jelen. Pl. a medialis preoptikus area,
a nucleus paraventricularis és centralis amygdalamagok kizarolagosan jelentds mennyiségii
TGF-f1 mRNS-t tartalmaztak. A nucleus mamillarius medidlis magjaban, a nucleus
parafascicularisban és a plexus choroideusban foleg TGF-B2 expresszalédott, mig a
thalamus nucleus reticularisaban, a colliculus superiorban, és az oliva inferiorban majdnem
kizarolagosan csak -B3 mRNS. Az, hogy a TGF-B-k ¢és az LTBP-k neuronalis vagy glialis
eredetiick, fontos kérdés, amelyet dupla jeldléses vizsgalatok még nem vizsgaltak.
Mindazonaltal a kiilonb6z6 eloszlasi mintazatok €¢s az mRNS expresszié nagy regionalis
eltérései neuronalis eredet mellett szolnak, de tovabbi glidlis expresszio is elképzelhetd.

A TGF-B-k mRNS-ének eloszlasi mintdzata szamos teriileten hasonlitott a TGF-3
immunreaktivitdshoz. A TGF-B2 és -B3 immunreaktivitas a II, III és V cortikalis rétegben
volt jelen, valamint jelenlétiiket a cortikalis réteg hatdrozta meg, nem pedig az, hogy az
agy melyik tertiletét vizsgaltdk (Unsicker és mtsai 1991). Ez a TGF-B-k mRNS eloszlaséara
is jellemzd volt. Tovabba, a hippocampus kiilonboz teriiletein, a hypothalamicus- és
amygdalamagokban TGF-B2 és -B3 immunreaktivitas volt jelen, amely korreldl a TGF-B-k
mRNS eloszlasaval ezen a teriileteken. Erés TGF-f2 immunjel volt jelen a kisagy Purkinje
sejtjeiben, az agytorzsi monoaminerg és motoneuronokban (Unsicker és mtsai 1991). Ezzel
megegyezden ezek a teriiletek kiilonosen magas TGF-f2 mRNS szintet tartalmaztak.
Azonban a striatum, a legtobb talamicus mag és a colliculus superior szinte mentes volt a
TGF-B2 mRNS-t6l, mely megegyezik azzal, hogy ezeken a terlileteken nem volt TGF-2
immunpozitivitds sem (Unsicker és mtsai 1991). Ezekt6l a hasonldsagoktdl eltekintve,
jelentds eltéréseket is talaltunk a TGF-B-k mRNS expresszidja ¢s immunreaktivitdsa kozott.
A legfontosabb kiilonbség, hogy az irodalmi adatok szerint a TGF-f1 immunpozitivitas
foleg és kizardlagosan a meningedlis sejtekben és a plexus choroideusban jelentkezett
(Unsicker és mtsai 1991; Komuta és mtsai 2009), mig kisérleteinkben a TGF-f1 mRNS
expresszidjanak ennél joval széleskorlibb jelenlétét igazoltuk. Tovabba, a TGF-B2 és -B3
immunpozitivitas eloszlasa az immunhisztokémiai vizsgalatokban teljesen megegyezett, és

az eloszlasara jellemzd volt, hogy féleg a nagy multipolaris neuronokban jelentkezett
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(Unsicker és mtsai 1991), valalmint a TGF-B2 szint szamottevéen magasabb volt (Bottner
¢s mtsai. 2000). Ezzel szemben, a mi eredményeink jelentds kiilonbséget mutattak a TGF-
B2 és-B3 mRNS expresszids mintazatdban. A TGF-f immunpozitivitas féleg a sejttestekben
¢s kisebb mértékben a rosttokban jelentkezett, igy nem valoszinli, hogy az eloszlasban
megfigyelt kiilonbségek a TGF-B-k sejttestbdl valod transzportjabdl eredne. Valosziniibb,
hogy az in situ hibridizacié és az immunhisztokémia eltérd szenzitivitasa és szelektivitasa

az oka a tapasztalt kiilonbségeknek.

Area TGF TGF TGF
1 -2 B3
Forebrain
Cerebral cortex
Layer I 0 0 0
Layer I1 +++ + +
Layer III + + +
Layer IV +++ + ++++
Layer V - -+
Layer VI + ++ +++
Hippocampus
CAl region +++ + +
CA2/CA3 region ++ + ++
Dentate gyrus +++ +++ +++
Subiculum ++ ++ ++
Amygdala
Central nucleus +++ 0 +
Basal nuclei ++ 0 +++
Lateral nucleus + 0 ++
Medial nucleus ++ 0 +
Cortical nucleus + 0 +
Bed nucleus of the stria terminalis ++ + ++
Septum
Medial septal nucleus ++ ++ +
Lateral septal nucleus + ++ +++

Basal nuclei

Caudate-putamen 0 0 0
Globus pallidus 0 0 0
Claustrum 0 0 0
Accumbens nucleus + + +
Ventral pallidum 0 + +
Substantia innominata + ++ ++

Choroid plexus ++ ++++ +

Diencephalon

Thalamus
Anteromedial nucleus ++ + ot
Anterodorsal nucleus ++ + +++
Anteroventral nucleus ++ + +++
Midline nuclei ++ =+ -+
Parafascicular nucleus + - +
Ventral nuclei + 0 ot
Reticular nucleus + + et
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Habenular nuclei

Posterior nuclei

Medial geniculate body
Lateral geniculate body
Subthalamic nucleus
Hypothalamus

Medial preoptic area
Lateral preoptic area
Supraoptic nucleus
Anterior hypothalamic area
Paraventricular nucleus
Arcuate nucleus

Lateral hypothalamic area
Ventromedial nucleus
Dorsomedial nucleus
Posterior hypothalamic area
Supramamillary nucleus
Mamillary body

Hindbrain

Midbrain

Zona incerta

Substantia nigra

Red nucleus

Ventral tegmental area

Interpeduncular nucleus

Pretectal area

Periaqueductal gray

Oculomotor nuclei

Raphe nuclei

Superior colliculus

Inferior colliculus
Central nucleus
External cortex

Cuneiform nucleus

Pons

Lemniscal nuclei

Locus coeruleus

Tegmental nuclei
Parabrachial nuclei

Pontine nuclei

Superior olive

Nucleus of the trapezoid body
Pontine reticular formation

Sensory (principal) trigeminal nu.

Motor trigeminal nucleus
Pontine raphe nuclei
Vestibular nuclei

Medulla Oblongata

Cochlear Nuclei
Gigantocellular reticular nucleus
Paragigantocellular nucleus
Spinal trigeminal nucleus
Medullary reticular formation
Inferior olive

Nucleus of the solitary tract
Dorsal motor vagal nucleus
Area postrema

Motor hypoglossal nucleus
Nucleus ambiguus

+o+ +

+++

+ o+

+++

+ + + 4+ + + +

++
+++
++++
+++
+++

++

+

++
++

++

++
++
+++

-+
++
b
++

++

++
++

++
+++
+++
++
++

S+ + + +

roocoo + +

++

+++

++
++
++

++
o
++

+++

++
++
++

++
+++

+++
++

+++
o+
o+
+++
++

++

++

++

++

S +

++
++
+++

o

++
ot

+++
++
+++
++
+++

++
++

++
++
o+
++
+++
+++
++
+++

62



DOI:10.14753/SE.2015.1754

Lateral reticular nucleus + + +
Medullary raphe nuclei + ++ ++
Gracile nucleus 0 + 0
Cuneate nucleus 0 + 0
Cerebellum
Cortex
Molecular layer + + 0
Purkinje cell layer + +++ 0
Granule cell layer + + 0
Deep cerebellar nuclei + + 0

1. tablazat
A TGF-B1, -B2 és -B3 mRNS expresszidjanak dsszehasonlitasa patkany agyban. A plusz (+)
jelek szama az adott teriileten az in situ hibridiz4cids jel intenzitdsaval aranyosak.

Legerdsebb jel: ++++, jelolés hianya: 0.

6.2. ATGF-p1,-p2 és -3 mRNS expressziojanak eloszlasa a LTBP-hez viszonyitva

Az mar kordbban megéllapitasra keriilt, hogy a TGF-B-k a nagy latens TGF-$3
komplex részeként szekretalddnak, az extracelluléris térben aktivalodnak és hatdsaikat az I-
es ¢és lIl-es tipusu, plazmamembranban elhelyezkedé6 TGF-B receptorokon fejtik ki
(Saharinen ¢és mtsai 1999; Koli és mtsai 2001; Annes és mtsai 2003). Ezt a folyamatot a
kozponti idegrendszerben részletesen még nem irtdk le, de tobb tanulmany szerint a
mellékveseveld kromaffin sejtek (neuron-modell) is aktivitds-fiiggé modon szekretaljak a
TGF-B-t (Krieglstein és Unsicker 1995; Bottner ¢és mtsai 2000), mint ahogy a
hippokampalis neuronok is (Lacmann és mtsai 2007). A TGF-B-k aktivalodasa a kozponti
idegrendszerben Osszetett szabalyozast feltételez. Az Un. latens TGF-f koté fehérjék
(LTPB-k) a TGF-B-t tartalmazo kis latens komplexhez kotddnek, melynek eredményeként
létrejon a nagy latens TGF-B komplex, mely a TGF-B-k aktivaciojaban jatszhat szerepet
(Hyytiainen és mtsai 2004; Rifkin 2005). A kiilonboz6 LTBP-k egyes TGF-B-hoz torténd
esetleges szelektiv kotédése még nem jellemzett folyamat (Sinha és mtsai 1998; Todorovic,
¢s mtsai 2005) és a kozponti idegrendszerben még nem ismert. Korabban patkény agyban
leirasra keriilt mind a 4 fajta LTBP mRNS-¢ének lokalizacidja (Dobolyi és Palkovits 2008).
A patkany agyban dominansan az LTBP3 volt jelen, de az LTBP4 az eliils6 agyteriileteken

mutatott magas expressziot. Az LTBP1 csak egyes agyteriileteken volt jelentOs
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mennyiségben jelen, mig a LTBP2 csak a cortexben, a hippocampusban ¢s a lateralis
hypothalamusban volt jelen (Dobolyi és Palkovits 2008). Mindazonaltal az LTBP altipusok
eltérd eloszlasi mintdzatot mutattak, amely lehetévé teszi a TGF-f és az LTBP mRNS
eloszlasdnak Osszehasonlitdsat. Azok az agyteriiletek, melyek tulnyomorészt egy bizonyos
TGF-B fehérjét expresszalnak, alkalmasak a legjobban arra, hogy altipus-specifikus
koexpressziot feltételezhessiink. Eszerint, az amygdala centralis magja, amely féleg TGF-
Bl-et expresszalt, LTBP3-at és LTBP4-et tartalmazott (Dobolyi és Palkovits 2008). A
kizarolagosan TGF-B1-et expresszald supraoptikus magban csak LTBP4 volt kimutathato,
de a nucleus ruberben, a nucleus interpeduncularisban az LTBP3 volt a dominans altipus

(Dobolyi és Palkovits 2008) (2. tablazat).

Area TGF-$1 TGF-$2 TGF-$3 LTBP1 LTBP2 LTBP3 LTBP4
IAmygdala
Central nucleus -+ 0 + 0 0 ++ ++
Midbrain
Red nucleus oo 0 0 0 0 +++ 0
Interpeduncular nucleus -+ 0 + 0 0 ++ +

2. tablazat
A TGF-B1 és az LTBP-k kolokalizaciojanak vizsgéalata az mRNS eloszlas alapjan. A TGF-
B1 az LTBP3-hoz és LTBP4-hez is kotodhet.

A plexus choroideusban, mely dominansan TGF-B2-t expresszal, LTBP1 és 3 volt jelen. A
medialis mamillaris mag, a dorsalis és medialis raphe mag, a kisagy piramidalis sejtrétege
foleg TGF-B2-t expresszal, és kizarélag LTBP3-at tartalmaz (Dobolyi és Palkovits 2008) (3.
tablazat). Azonban a thalamus ventralis €s retikularis magjaban €s a colliculus superiorban,
ahol igen magas a TGF-B3 expresszid, csaknem kizarolagosan LTBP3 van jelen (Dobolyi
¢s Palkovits 2008). Ezzel szemben az oliva inferiorban, mely TGF-B3-at expresszal, a

LTBP4 nagyobb mennyiségben van jelen, mint a LTBP3, mig a TGF-fB3-at expresszalo
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nucleus arcuatusban inkédbb nagyobb mennyiségii LTBP1 van jelen, mint LTBP3 vagy 4 (4.

tablazat).

Area TGF-p1  TGF-2 TGF-p3  LTBPI1 LTBP2 LTBP3 LTBP4
Choroid plexus ++ - + -+ 0 -+ +
Hypothalamus
Mamillary body H+ +++ + + 0 o+ +
Midbrain
Raphe nuclei + A+ + + 0 4+ 0
Cerebellum
Purkinje cell layer + +++ 0 0 0 -+ 0

3. tablazat
A TGF-B2 és az LTBP-k kolokalizacidjanak vizsgélata az mRNS eloszlas alapjan. A TGF-
B2 az LTBP1-hez és LTBP3-hoz is kotddhet.

Area TGF-p1  TGF-$2  TGF-3  LTBPI LTBP2 LTBP3 LTBP4
Thalamus
Ventral nuclei + 0 4+ 0 0 e+ +
Reticular nucleus - + A + 0 A+ +
Midbrain
Superior colliculus 0 + +++ 0 0 + 0
Medulla Oblongata
Inferior olive - 0 -+ + 0 ++ ot
Hypothalamus
Arcuate nucleus H- 0 et 4+ 0 4+ T+
4. tablazat

A TGF-B3 és az LTBP-k kolokalizaciojanak vizsgélata az mRNS eloszlas alapjan. A TGF-
B3 az LTBP2 kivételével mindegyik LTBP-hez kotddhet.
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Kovetkeztetésképp, a TGF-B-k és az LTBP-k mRNS eloszlasanak 6sszehasonlitasa alapjan
mindegyik TGF-f kétoddhet az LTBP3-hoz. Tovabba, bizonyos agyteriileteken a TGF-pB-k a
tobbi LTBP-hez is kotddhetnek. Az LTBP2 az &sszehasonlitds alapjan valdszinilileg nem
kot TGF-B-t.

6.3. Az egyes TGF-f fehériék mRNS expressziojanak ido- és térbeli valtozasa fokdlis

agyi iszkémidt kovetden

MCAO utan mindharom TGF-3 mRNS-e indukalodott a patkany agyban. Az iszkémia
id6tartamatol fiiggden a TGF- fehérjék mRNS expressziojanak indukcidja eltérd, egyedi
topografiai mintazatot mutatott. Eredményeink alatdmasztjak és kibovitik az eddigi
utan a TGF-B1 mRNS expresszid bifazikus, az iszkémia koriili agykéregben bekdvetkezd
korai, valamint késobbi, az iszkémids 1ézion beliili indukcidjat patkdnyokban mar leirtak
(Yamashita és mtsai 1999). Ebben a tanulményban a korai indukcidt csak 12 oras talélési
1id6é utan mutattdk ki, melynek oka az lehet, hogy az in situ hibridizaciot film
autoradiogrammokkal értékelték ki, amely jelentdsen kisebb térbeli felbontast tett lehetdvé
mint a mi kisérleteink. Mindazonaltal a TGF-B1 bifazikus indukcidjat megerdsitettiik de a
mi eredményeink szerint a TGF-B1 korai fazisti indukcioja tranziens iszkémidt kdvetden
mar 3 o6rdval megjelenik. Adataink arra mutatnak, hogy az iszkémia korai idépontjaban a
TGF-B1 indukcidja az iszkémids penumbraban kovetkezhet be. TGF-f1 in situ
hibridizacidjanak ¢és a mikroglia marker OX42-vel végzett immunhisztokémia
kombinacidja mar korabbi kutatasok soran felvetette, hogy a TGF-f1 MCAO utéani
indukcidja mikroglia sejtekhez kothetd (Lehrmann és mtsai 1998). A TGF-f2 és -B3
expresszidos mintdzatat fokalis iszkémidt kovetden els6ként mi irtuk le és hasonlitottuk
Ossze a TGF-B1 mRNS expresszidos mintdzataval. Jelentds kiillonbséget talaltunk: TGF-p2
¢és -B3 MCAO-t kovetden kizardlagosan az agykéreg specifikus rétegeiben indukalodott.
Ezekben a rétegekben az indukcid nemcsak a 1ézidval szomszédos teriileteket érintette,
hanem a tavolabbi ipsilateralis kéregteriileteket is. A TGF-B2-t intakt patkanyagyban is
expresszald V. réteg sejtjeiben az expresszid mértéke megnétt, valamint a Il-es és Ill-as

rétegben Uj sejtek is bekapcsolodtak az expresszioba. A TGF-B2 ¢és -B3 indukcios mintazata
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a TGF-B1-gyel ellentétben nem bifazisos, hanem 24 6ras MCAO utan a legkifejezettebb,
utdna az indukcio az alapallapothoz hasonlé szintre cs6kken. A TGF-B1 és -f2 mRNS

eltérd 1do- és térbeli expresszids mintazata az expresszald sejtek kiilonbozd tipusabol

adddhat.

6.4. A TGF-B-k mRNS indukcidjanak lehetséges mechanizmusai

Permanens okkluzi6 soran mindhdrom TGF-B mRNS expresszi6 indukcioja
kifejezettebbé valt a tranziens okkliziohoz képest, emiatt az valdszinli, hogy maga az
iszkémia és nem a reperfuzio valja ki a TGF-B-k indukcidjat. Ismert, hogy a fokalis agyi
iszkémia az infarktus teriiletén valamint a penumbraban mikroglia aktivaciot okoz
(Mabuchi és mtsai 2000). A mikroglia aktivacidt az iszkémids neuronokbodl és a vérbol
szarmazo sejtes elemekbdl felszabaduld gyulladasos citokinek okozzék (Liu és mtsai 1994;
Kawano és mtsai 2012). Tranziens fokalis iszkémia esetén a mikroglia motilitasaban és
fagocitdzisaban részt vevo Ibal (ionized calcium binding adaptor molecule) expresszioja
megnd az infarceralt teriiletet infiltralé mikroglidban és makrofagokban (Ohsawa és mtsai
2000, Ito és mtsai 2001). MCAO-t kovetden a mikroglidlis aktivacié dominal a makrofag
infiltracioval szemben (Schilling és mtsai 2003). Valdszinli, hogy a TGF-B1
expressziojanak novekedése foleg mikroglia aktivacido eredménye, melyet a TGF-B1 korai,
az infarkus széli részén vald megjelenése is alatamaszt. Tény, hogy olyan gyulladasi
citokinek mint a TNF-a (tumor necrosis factor alpha) és az IL-1 indukaljak TGF-B1
expressziot mikroglidkban és asztrocitdkban (da Cunha és mtsai 1993; Chao és mtsai 1995).
A TGF-B2 és -B3 mRNS indukcidjanak TGF-B1-t6l jelentdsen eltérd expresszios mintazata
neurondlis eredetre utal és arra enged kovetkeztetni, hogy ezen TGF-B tipusok

indukcidjdban mas mechanizmusok jatszanak szerepet

6.5. A TGF-p-k eloszlasa alapjan feltételezhetd funkcioik

A TGF-B-k neuroprotektiv szerepét hypoxia esetén tobb kisérlet is bizonyitotta
(Gross és mtsai 1993; Prehn és mtsai 1993; Ruocco és mtsai 1999; Zhu és mtsai 2002). Az
MCAO utén bekovetkezd eltérd tér- és iddbeli indukcid az iszkémias valaszban betoltott

eltérd szerepekre utal. A TGF-B1 expresszio az iszkémids penubraban jelenik meg, mely a
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neuroprotektiv kezelések f6 célpontja (Ramos-Cabrer és mtsai 2011). A TGF-B-k negativ
auto-feedback gatlo hatassal lehetnek a mikroglia funkcidira, melyek nemcsak a tormelék
eltakaritdsahoz sziikségesek, hanem reaktiv oxigéngyokok ¢és gyulladasos citokinek
felszabaditasaval neuronalis karosodashoz is hozzéjarulhatnak (Marin-Teva és mtsai 2011).
A TGF-B1 képes a mikrogliat deaktivalni valamint apoptozisukat szelektiven eldsegiteni
(Xiao ¢és mtsai 1997). A TGF-B-k ezen kiviil a neoangiogenezisben valamint a gliaheg
kialakitasaban is szerepet jatszanak (Gault és mtsai 2004; Wick és mtsai 2006; Dobolyi és
mtsai 2012). Agyi sériilésnél TGF-f antagonista lokalis beaddsa csokkentette a gliaheg
képzddést valamint a fibrinogén-indukalta hatasokat is megsziintette (Lagord és mtsai 2002;
Schachtrup és mtsai 2011). A gliaheg képzddés csokkentése valdsziniileg az asztrocitak
hatéssal fligg 0ssze (Flanders és mtsai 1991; Bottner és mtsai 2000; Yin és mtsai 2009). A
TGF-B-k direkt neuroprotektiv szerepét in vitro a neuronok tulélésére gyakorolt hatasai is
bizonyitjak (Prehn és mtsai 1993; Flanders és mtsai 1998; Dhandapani ¢és Brann 2003).
Ezek a hatdsok kiilonb6zd neurotréfikus faktorokon keresztiil valdsulhatnak meg, mely
hatasokat a TGF-B modositani képes (Krieglstein és mtsai 2002; Roussa és mtsai 2008;
Rahhal és mtsai 2009). Iszkémia utan a neuronalis funkcidk helyreallitasanal sziikséges 1ij
szinapszisok képzddése €s 1j neurit nyulvanyok novekedése, mely folyamatokban a TGF-3
is szerepet jatszhat (Abe és mtsai; Unsicker és mtsai 1996; Feng és Ko 2008). A legtobb

vizsgalat azonban nem differencialt a kiilonb6z6 TGF-f altipusok kozott.
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. KOVETKEZTETESEK

Kimutattuk, hogy mindharom TGF-f expresszalodik intakt patkany agyban.

A kiilonbozé TGF-B1, -B2 és -B3 mRNS expresszidja az ép patkany agyban egyéni
térbeli eloszlast mutat, mely az expresszio térbeli szabalyozottsagara utal.

A TGF-B fehérjék mRNS-ének eloszlasi mintazata egyes teriileteken megegyezett,
bizonyos teriileteken eltért az immunhisztokémiai festések soran leirt
immunreaktivitassal. Ez a kiilonbség, mivel az immunreaktivitast a sejttestekben irtak le
¢s nem a sejtek nyulvanyaiban, nem a TGF-B-k sejttestbdl valo transzportjabol ered,
hanem az immunhisztokémia és az in situ hibridizacid eltéré szenzitivitdsdbol és
szelektivitasabol adodik.

A TGF-B-k és a kotofehérjéik, az LTBP-k expresszidos mintdzatanak 6sszehasonlitasa
alapjan valdszini, hogy mindharom TGF-f koétddhet LTBP3-hoz, valamint bizonyos
agyteriileteken a tobbi LTPB-hez is.

Az agyi iszkémia soran az idében és térben eltéré TGF-BI, -f2 és -3 mRNS
expresszios mintdzat az iszkémia soran bekovetkez6 TGF-B indukcid eltérd
mechanizmuséra, valamint a neuroprotekcidoban betdltott eltérd szerepre utal.

A permanens okkluzi6 sordn mindharom TGF-B altipus mRNS expresszioja
kifejezettebbé valt. Ez arra utal, hogy iszkémia sordn a TGF-B-k indukcidjat nem a

reperfuzid, hanem a maga az iszkémia valtja ki.
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8. OSSZEFOGLALAS

tulélését szabalyozzdk. Neuroprotektiv szerepiiket tobb vizsgalat is bizonyitotta.
Kisérleteink célja a normal patkany agy TGF-B1, -B2 és -f3 mRNS eloszlasanak leirasa, az
mRNS eloszlds 0Osszehasonlitisa az irodalomban mar kozolt immunhisztokémiai
céljabol az LTBP-k eloszlasaval. Az mRNS expressziot radioaktiv in situ hibridizacioval
vizsgéltuk. A TGF-f1 mRNS eloszlas igen jelentdsen kiilonbozott az irodalmi adatok
szerinti immunpozitivitastol (immunpozitivitdst csak a meningealis sejtekben és a plexus
choroideus epithel sejtjeiben irtak le): a cortex, a hippocampus, a centralis amygdala mag, a
medidlis preoptikus area, a substantia nigra, az agytorzsi formatio reticularis ¢és
motoneuronok valamint az area postrema is tartalmazott TGF-f1 mRNS-t. A TGF-B2 és -
B3 mRNS eloszlasa bizonyos agyteriileteken, mint pl. a II, IIT és V-0s cortikalis rétegben, a
hippocampusban, hypothalamusban és az amygdaldban megegyezett az immunreaktivitas
eloszlasdval, azonban jelentds eltéréseket is taladltunk az agy tobb mas teriiletén. A két
altipus mRNS eloszlasa sem egyezett meg, mint arra a korabbi adatok utaltak. A TGF-
fehérjék mRNS eloszlasat Osszehasonlitva az LTBP-k mRNS eloszlasi mintdzataval
valoszinli, hogy mindegyik TGF-B kotédhet az LTBP3-hoz, tovabba, bizonyos
agyteriileteken az egyes TGF-P tipusok mas LTBP-hez is kotédhetnek. Mindezen adatok a
TGF-p fehérje tipusoknak a kiilonb6z6 neuronok szabalyozasaban betoltott eltérd szerepére
utalnak. Tovabbi kisérleteinkben a neuroprotekcid vizsgalata céljabol 3, 24, 72 6rés és 1
honapos tranziens (1 6ras) és permanens (24 6ras) MCAO-t kovetden vizsgaltuk a TGF-3
fehérjék indukcidjat patkany agyban. Megallapitottuk, hogy MCAO-t kovetéen a TGF-8
fehérjék mRNS expresszioja térben és idoben eltérdéen indukalodik. A TGF-B1 a 1ézidt
koriilvevé penumbraban, mig a TGF-B2 és -B3 az ipsilateralis kortex rétegeiben, a 1€zi6
hataratol tavolabb indukalodik. Permanens MCAO esetén az mRNS expresszid
kifejezettebbé valt, amely arra utal, hogy az indukciot nem a reperfiizid, hanem maga az
iszkémia valtja ki. Az eredmények arra utalnak, hogy fokalis agyi iszkémia esetén az
endogén TGF-B fehérjék indukcidja eltéré mechanizmusokkal torténik, tehat valdszind,

hogy altipustol fiiggden kiilonb6z6 neuroprotektiv folyamatokban vesznek részt.
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9. SUMMARY

Transforming growth factors-f1, -B2, and -B3 are involved in the regulation of
proliferation, differentiation, and survival of various cell types. TGF-Bs were also reported
to be neuroprotective. We investigated their distribution at the mRNA level with
radioactive in situ hybridization histochemistry in the rat brain and compare it with the
distribution of TGF- immunoreactivity, furthermore, to understand the complex regulation
of their secretion, with the distribution of the latent transforming growth factor beta binding
proteins (LTPBs). Most importantly, TGF-f1 immunoreactivity was reported to be present
constitutively only in meninges and the choroid plexus, but we found a more widespread
expression of the mRNA of this subtype: in the cerebral cortex, hippocampus, central
amygdaloid nucleus, medial preoptic area, hypothalamic paraventricular nucleus, substantia
nigra, brainstem reticular formation and motoneurons and area postrema. The distribution
of TGF-B2 and -f3 mRNA overlapped in some brain regions, e.g. in cerebral cortical layers
I1, 111, and V, in the hypothalamus and amygdala, which correlate well with the presence of
TGF-B immunoreactivities in these regions, but we found significantly different expression
patterns in another brain regions. Futhermore, the distribution patterns of these subtypes are
not similar, as reported previously. Our further comparisons suggest that all three subtypes
of TGF-Bs can bind to LTBP3 in the brain. In addition, TGF-Bs can also bind to other types
of LTBPs in certain brain regions. The expression of the subtypes of TGF-Bs in different
brain regions suggests that they are involved in the regulation of different neurons. In
addition, we investigated the role of the TGF-PBs in the neuroprotection after focal ischemia
at 3 h, 24 h, 72 h and 1 month after transient (1 h) or permanent (24 h) middle cerebral
artery occlusion (MCAO) in the rat brain. Our findings indicate that TGF-fs are induced in
the brain following focal ischemic attack and they have individual topographical and
temporal distribution patterns. TGF-B1 appears in the penumbra around the lesion, TGF-2
and -B3 in the ipsilateral cortical layers away from the border of the lesion also. Permanent
MCADO further elevated the levels of all 3 subtypes of TGF-Bs suggesting that reperfusion
is not a major factor in their induction. The results imply that endogenous TGF-fs are
induced by different mechanisms following an ischemic attack in the brain suggesting that

they are involved in distinct inflammatory and neuroprotective processes.
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