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TRAF6 tumor necrosis faktor-
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2. Bevezetés

2.1. Ischémias stroke

A stroke vilagszerte harmadik a vezet6 halalokok listajan, és szamos felndttkori
stilyos és maradand6 mozgaskorlatozottsanak leggyakoribb oka (Roger és mtsai. 2012).
Az akut stroke esetek korulbeliil 80%-a ischémias eredet(i, a fennmarado 20% vérzéses
stroke. Napjainkban ez a betegség komoly problémat jelent vilagszerte mind a
halalozasi mutatok, mind a kezelés korlatozott lehetGségei és a magas egészségiigyi

kiadasok miatt (Kim és Johnston 2013).
2.1.1. Ischémias-reperfiizios karosodds

Globalis agyi ischémia soran szamos érellatasi teriilet érintett, mely 1étrejohet
szivleallas illetve agyi hipoperfizid kdvetkezményeként (Nour és mtsai. 2013). Fokalis
ischémia soran egy-egy érellatasi teriilet érintett, melyet a nyaki erek atherosclerozisa
miatt kialakuld thrombus leszakadasa, tovabb sodrodasa és elakadasa, illetve helyben
keletkez6 thrombus kialakulasa okozhat (Abou-Chebl 2013). Az ischémia az érintett
agyeriileten beinditja a sejthalallal végz6dd folyamatokat. Ide tartozik a nekrozis,
melynek meghatarozé folyamatai a progressziv sejt duzzadas, a plazmamebran
atszakadéasa és a proteazok illetve lizoszomalis enzimek extracellularis térbe torténd
felszabadulasa. Ezen folyamatok kozé tartozik az apoptdzis, melyet a magfragmentécio,
plazmamembran  lefiiz6dés, a  sejt  zsugoroddasa ¢és a  mitokondrium
membranpotencidljanak ¢€s integritdsanak elvesztése jellemez. Végiil az autofagia-
asszocialt sejthalalt is ide soroljuk, mely soran sejtplazmaban vakudlumok keletkeznek,
melyek spiralis membrandarabokat tartalmaznak. (Hotchkiss és mtsai. 2009). A szdveti
sériilés mechanizmusa mind cellularis, mind molekularis szinten zajlik. Az indukalhato
nitrogén-oXid-szintaz aktivitasat az agyi ischémia befolyasolja. Ez segiti a nitrogén-oxid
felszabadulasat, amely peroxinitritté torténd atalakulast kovetden, mint az egyik f6
reaktiv oxigén gyok nekrozishoz és apoptozishoz vezet (Bolanos és Almeida 1999). Az
ischémiés periddus sordn a génexpresszid szabalyozasa jelentdsen modosul. Példaul a
prolilhidroxilaz (PHD) enzim gatlodik, mivel oxigén sziikséges miikodéséhez

kofaktorként. Ez szamos hipoxia és gyulladds asszocialt kaszkad poszttranszlaciods
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aktivacigjat inditja, melyek kontrolldljak a hipoxia indukélta faktor (HIF) és a
nuklearisfaktor-kB (NF-kB) stabilitasat (Eltzschig és Carmeliet 2011). Az ischémiat
kovetd reperfuzid akkor jon létre, mikor egy kezdeti érelzarodast kovetéen késébb
helyreall a vérellatas és ezzel egyiitt az érintett szovet oxigenizacioja. Ez a folyamat
gyakran paradox modon tovabbi karosodashoz vezet (Nour és mtsai. 2013). Ischémia és
reperfuzid kovetkeztében a szdvet sériilésével Osszefiiggésben szamos patologiai
folyamat jatszodik le (1. abra). A metabolikus ellatas karosodasa az ischémias teriileten
beliil hipoxia mellett kapillaris diszfunkcidhoz vezet. Tovabba a korlatozott oxigén
ellatas az ischémias periodus alatt az endotel sejt barrier funkcidjanak karosodasat
okozza, és ez egyiitt jar az érpermeabilitas novekedésével, mely a reperflizid soran is

fennall (Khatri és mtsai. 2012).

( Erpermeabilités]

fokozodasa r“No-reflow” jelenség J

Ischémia
és
Reperfazio

Sejthalal programok
Apoptozis, nekrozis,
autofagia-asszocialt

sejthalal

Autoantitestek és komplement

Autoimmunitas
rendszer aktivacio

[Transzkripcionélis]

Oroklott és szerzett
ujraprogramozas immunaktivacio

1. abra Ischémia és reperfiizio dltal érintett bioldgiai folyamatok (Eltzschig és Eckle 2011)

A cellularis metabolikus kozeg 4ltalanos diszfunkciojanak eredményeképpen
proinflammatorikus citokinek vezetnek az endotel sejtek gyulladasahoz és az érrendszer
fokozott permeabilitasdhoz. Ez a sériilés az ischémids peridodust kovetden is tart, arteria
cerebri media okkluziés (MCAO) allatkisérletek soran kimutattdk, hogy az oxidativ
stressz tartosan hat a kapillarisok pericitdira az artérids rekanalizacio ellenére is
(Yemisci és mtsai. 2009). Az ischémia soran elkezdddik, illetve reperfizid
kovetkezményeként tovabb fokozodik az 6roklott és adaptiv immunvalasz, illetve a
programozott sejthalal (Eltzschig és Eckle 2011). Az 6roklott és szerzett immunvalasz
aktivalodasa a karosodas kiterjedéséhez vezet, mivel tobbek kozott aktivalodnak a

mintazat felismerd, Toll-like receptorok (TLR-ek) és gyulladasos sejtek arasztjak el az
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érintett szovetet (Chen és Nunez 2010). Az elzart ér sikeres rekanalizacidja ellenére, az
ischémias szervben nem feltétleniil all helyre azonnal a perfizié (,,no reflow”jelenség).
Ezen feliil a reperfizios sériilés fokozott autoimmun valasszal jellemezhetd, beleértve a
sérilés miatt keletkez0 1) antigéneket felismerd természetes antitesteket és a
komplement rendszer aktivitasat (Carroll és Holers 2005). Mindkét folyamat az
immunrendszer tovabbi stimuldlasahoz vezet, mely magaba foglalja nukleotidok
felszabadulasat ami fagocitézist indukal az apoptotikus széveti kornyezetben, és ez
egészében véve még kiterjedtebb reperfizios karosodast okoz (Elliott és mtsai. 2009).
Szintén kimutattak, hogy reperfuzioé soran bekovetkezd sériilések kozé tartozik még a
reaktiv oxigén gyokok kozvetitette karosodas az érintett szovetben (Peters és mitsai.

1998, Olmez és Ozyurt 2012).
2.1.2. Ischémidas stroke kezelése, neuroprotekcio

A jelenleg altalanosan alkalmazott lizisterapia segitségével az agyi keringés
helyreallitdsa és igy a penumbra sejtjeinek megmentése a cél, viszont ez csak egy sziik
idéablakon beliil alkalmazhaté (Wardlaw és mtsai. 2012). A penumbra az az ischémias
magot koriilvevo teriilet, amely még megmenthetd, és igy ez a tovabbi neuroprotektiv
kezelések f6 célpontja (Fisher 2006, Ramos-Cabrer és mtsai. 2011). A neuroprotekcio a
trombolizis alternativ, kiegészitd kezelési lehetdsége. Az elmult évtizedben szamos
neuroprotektiv agenst teszteltek kiilonb6z6 ischémias allatkisérletes modellben, bar a
klinikai kiprobalas soran a hozza flizott remények tobbnyire nem valtak be. Tovabba az
endovaszkularisan Kivitelezett mechanikai trombektomia egy ujabb igéretes terapias
lehetdség a nagy ereket érintd elzarodasnal (Ding 2015), mely az akut szivinfarktusban
mar elterjedten alkalmazott percutan coronaria intervencidhoz (PCI) igen hasonléan
kivitelezhet6 akut ischémias stroke esetében is (Taqi és mtsai. 2012, Campbell és mtsai.
2015). Jelenleg vilagszerte a trombolizis maradt az elsddleges, habar korant sem idealis
kezelés, mivel szdmos komplikacio 1éphet fel és kevés beteg szamara elérhetd a sziik
idoablak miatt. Remélhetdleg a jovo ischémias stroke terapidja neuroprotektiv,
trombolitikus, antitrombotikus €és neuroreparacion alapuld kezelések kombindcidjabol

allhat (Moretti €s mtsai. 2014).
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2.2. A transzformalé novekedési faktor-béta fehérjék és receptoraik bemutatasa
2.2.1. ATGF-p fehérjék és jellemzésiik

TGF-B-kat eredetileg a vese fibroblasztjainak onkogén transzformacidjat indukald
képességérdl nevezték el (Roberts és mtsai. 1981). TGF-B-k olyan fehérje szupercsalad
tagjai, melybe tobbek kozott a csont-morfogenetikus proteinek (BMP-K), az anti-Miiller
hormon, az aktivin és az inhibin kiilonb6z6 altipusai tartoznak (Burt és Law 1994).
Ezen fehérjék szerkezetiikben hasonloak, de eltérd receptorokon hatnak és kiilonb6zd
folyamatokban vesznek részt. A TGF-B-k kiilonb6zé sejtek differencialodasat
befolyasoljak, gatoljak a legtobb sejt osztodasat, de stimulalni tudjak néhany
kotdszoveti sejt novekedését és kiilonbozd szovetek extracellularis matrixdnak
alakulasara is hatnak (Roberts 1998). Az immunrendszerre val6 hatasuk alapjan a TGF-
B-k citokinekhez tartoznak (Kiefer és mtsai. 1995). A TGF-Bl1-t, -B2-t és -P3-t
kiilonb6z6 kromoszoémakon harom kiilonbozé gén kodolja (Lawrence 1996). A TGF--
k elbalakjai intracellularisan homodimereket alkotva szintetizalodnak, majd a Golgi

apparatusban egy furin tipusu protedz hasitja ket (2. abra).

Large Latent Complex

pro-TGF-B
kész fehérje
aktivacio
TGF-B1, -B2 vagy -B3 ’ (proteolizis, acidozis, stb.) LTBP 1,3 vagy 4
= .
neurondlis valasz:
- neurogenezis Il TGF-B receptor

- szinaptogenezis ‘ |

- szinaptikus funkciok ‘
- neuroendokrin folyamatok

|
- NEUROPROTEKCIO ' | ® .
SMAD \/ nem SMAD

jelatviteli atvonal
neuron

vagy glia

2. abra TGF-f-k szerkezetének kialakulasa és receptorainak aktivalasa a kozponti
idegrendszerben (Dobolyi és mtsai. 2012)
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A TGF-B-t tartalmazd C-termindlis vég és az N-termindlis propeptid, a latency-
asszocialt fehérje (LAP), nem kovalens modon kapcsolddik, igy 1étrehozva a kis latens
komplexet (Clark és Coker 1998). Ezt kdvetéen az extracellularis térben nagy latens
komplexek formajaban jelennek meg (2. abra), melyekben a TGF-B-k az extracellularis
matrixproteinek csaladjaba tartozd fehérjék koziil a latens TGF-B kotd fehérjékhez
(LTBP-khez) kovalens modon kapcsolddnak (Rifkin 2005). A négy kiilonb6zé LTBP
szelektiven koti a TGF-B-kat, az LTBP-1 és -4 mindharom TGEF-f altipust, mig az
LTBP-3 csak a TGF-B1-t koti meg, mig az LTBP-2 pedig egyikhez sem kapcsolodik
(Oklu és Hesketh 2000). A TGF-B-k aktivaciojahoz a nagy latens komplex felbomlasa
szlikséges. Ez tobbféle uton valdosulhat meg, mint példdul acidézis vagy proteolizis
soran. Az extracellularis TGF-fB-nak tobb aktivatora ismert, mint példaul kiilonb6z6
proteazok, a trombospondin-1, integrinek, reaktiv oxigéngyokok, és a pH csokkenése
(Annes és mtsai. 2003).

A TGF-B-k normal eloszlasi mintazatat mind immunhisztokémiai modszerekkel
fehérje szintjén (Unsicker és mtsai. 1991), mind in situ hibridizacios hisztokémiaval
mRNS szintjén (Vincze és mtsai. 2010) leirtak. In situ hibridizacids hisztokémiaval
megjelenitett TGF-B1 mRNS széles korben expresszalodott, igy a kéreg és a
hippocampus néhany sejtjében, medialis preopticus teriileten, nucleus paraventricularis
hypothalamicusban, a nucleus amygdaloideus centralisban és az oliva superiorban jelent
meg (Vincze és mtsai. 2010). A TGF-f2 és -B3 konstitutiv modon jelen van szamos
agyi régioban, mind mRNS (Vincze és mtsai. 2010), mind fehérje (Unsicker és mtsai.
1991) szintjén, és az expresszios mintazatuk nagyrész egyezik. Az agykéregben, a TGF-
B2 expresszio igen kifejezett volt az V. rétegben. A 1. és IV. réteg szintén tartalmazott
TGF-B2-t és -B3-at, viszont a TGF-B-k nem voltak jelen a putamenben (Unsicker és
mtsai. 1991, Vincze és mtsai. 2010, Vincze 2015).

2.2.2. A TGF-p receptorok

TGF-pB receptor csalad a szerin-kinaz receptorok csoportjaba tartozik (Arighi és
mtsai. 2009, Weiss és Attisano 2013). Jelatviteli palyajukban Smad fehérjék vesznek
rész, melyek foszforilalodva hatnak a sejtmagon belill (Massague és Chen 2000).

Funkciojukra és szekvencia homologiajukra alapozva feloszthatok 1. tipusra, mely Smad

11
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fehérjéket foszforilal és II. tipusra, mely az I. tipus aktivitasahoz sziikséges, tovabba
kiegészitd receptorokra, melyek a ligandok kotddésének eldsegitésében jatszhatnak
szerepet (Huang és Chen 2012). A TGF-B RI-t, vagy mas néven Alk5-6t (Activin-like
kinase receptor 5), kezdetben mindharom dimer TGF-B fehérje receptoraként
azonositottak (Lawrence 1996, Roberts 1998). A ligandok a TGF-f RII-hoz k&tddnek,
mely TGF-B Rl-ral kapcsolodva, és azt foszforilalva 1étrehozza a funkcionalis receptort
(Wrighton és mtsai. 2009). A funkcionalis receptor heterotetramer, mely 2 TGF-p RI-t
és 2 TGF-p RII-t tartalmaz (Wrana és mtsai. 1994). Tovabba a TGF-p RIII, vagy
bétaglikan képes befolyasolni az I. és II. tipust receptorbol alléo komplexet (Bilandzic és
Stenvers 2012). A TGF-B RIII rendelkezik egy rovid intracellularis doménnel, mellyel
prezentalhatja a TGF-B-kat a TGF-B RII-nak (Wang és mtsai. 1991, Blobe és mitsai.
2001) és megkothet néhany mas ligandot, beleértve az inhibint (Lewis és mtsai. 2000).
TGF-B RII kiilondsen fontos a TGF-B2 felismerésében, mely gyengén kotddik a TGF-f
receptorokhoz (Lopez-Casillas és mtsai. 1993). Nemrégiben egy masik I-es tipusu
receptort is leirtak, az Alkl-et (Activin-like kinase 1), mely a TGF-1-gyel és TGF-f3-
mal, illetve a BMP 9-cel egyiitt szignalizal (Lux és mtsai. 1999). Szintén leirtak, hogy
az Alkl-en keresztiil megvalosuld jelatvitel gyakran kiilonboz6, s6t néha ellentétes a
TGF-B RI-en keresztiil bekovetkezo jelatvitellel (Goumans és mtsai. 2003). A legtobb
sejtben a TGF-P jelatvitel azonban az altalanos TGF-B RI/AlIk5-6n indul. Endotelialis
sejtekben és neuronokban a TGF-B RI/AlKk1-en keresztiil is mehet a jel (Konig és mtsai.
2005). A TGF-p receptorok normal eloszlasat egységesen még nem vizsgaltak, bar az
eddigi tanulmanyok szerint széleskorti eloszlas feltételezhetd. Egyedfejlodés soran
patkanyban a kiilonb6zé fejlodési stadiumokban RT-PCR-ral az agy kiilonb6z6 részein,
tobbek kozott a kéregben, a kozépagyban, a kisagyban, az agytorzsben, valamint a
hippocampusban TGF-f receptorokat mutattak ki (Bottner és mtsai. 1996). Ezen feliil
RNaz protection assay segitségével is meghataroztak a TGF-f RI, RII és RIIT mRNS
jelenlétét kiilonbozé agyi régiokban (Slotkin és mtsai. 1997). Immunohisztokémiaval
megallapitottak, hogy a TGF-p RI és RII mind neuronokban és mind glilis sejtekben
jelen van az ép agyban (De Groot és mtsai. 1999, Bottner és mtsai. 2000). A TGF-3
RIII-t szintén megtalaltdk az agyban nagy mennyiségben a reproduktiv folyamatokért

felelds régiokban (MacConell és mtsai. 2002).
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2.2.3. ATGF-4 jelatvitel

A szabad TGF-B-k dimerként Kkeriilnek célsejtjeiken 1év6 receptoraik
extracellularis felszinéhez ¢és heteromer komplexként szerin-treonin kindz domént
tartalmazo 1. és II. tipusu receptoraikon keresztiil hatnak (Attisano és Wrana 2002,
Arighi és mtsai. 2009). Ezt kovetéen a II. tipusu receptor foszforilalja az 1. tipusu
receptort, a jelet a Smad fehérjék tovabbitjak a sejten belil (Gumienny és Padgett
2002). Az aktivalt 1. tipust kinaz receptor foszforilalja a receptor regulalt Smad
fehérjéket, ide tartozik a Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 és Smad8 (Ten Dijke és Hill
2004). Ezek a receptor regulalt Smad fehérjék a receptor komplexbdl felszabadulnak,
hogy létrehozzanak egy heterotrimer komplexet, mely két R-Smad-bol és egy altalanos
Smad4-bal all, amely végiil athelyezédik a sejtmagba (Derynck és Zhang 2003). Ezek a
komplexek a sejtmagban halmozodnak fel, ahol a sejttipus és a ligand mennyiségétol
fliggd modon befolyasoljadk a génexpresszidt, mas transzkripciés faktorokkal,
koaktivatorokkal és korepresszorokkal Osszhangban. A gatlo I-Smad fehérjék kozé
tartozik a Smad6 és Smad7 (Ten Dijke és Hill 2004, Schmierer és Hill 2007). Nem
Smad kapcsolt jelatviteli Gtvonalak is lehetségesek, mint példaul a p38, a kis GTP-az
Rho, Rac, a Jun N-terminalis kinaz (JNK) és a Ras/Erk/Mitogén aktivalt protein kinaz
(MAPK) altal medialt utvonal, melyekhez sziikséges a Tumor nekrozis faktor-receptor-
asszocialt faktor 6 (TRAF6) és a TGF-p-asszocialt kinaz 1/TAKL1 (Mu és mtsai. 2012,
Dvashi és mtsai. 2015).

2.3. A transzformalo novekedési faktor-bétak megjelenése és Szerepe agyi

ischémiat kovetoen
2.3.1. A TGF-B-k neuroprotektiv szerepe agyi ischémiat kévetéen

Agyi ischémia kiilonboz6 allatkisérletes modelljeiben a TGF-B-k szintje
megemelkedik (Ata és mtsai. 1999). MCAO altal patkanyban létrehozott fokalis
iIschémiat kovetéen a TGF-Bl1 indukalodik €és az ischémias teriiletet korilvevo
penumbraban jelenik meg (Zhu és mtsai. 2001, Vincze és mtsai. 2010). A TGF-B1
emelkedett szintjét ischémias stroke utan human agyszovetben is leirtak (Krupinski és
mtsai. 1996). Fokalis ischémia utan a TGF-B1 mRNS szintjének cingularis kéregben
torténd korai megemelkedését idében késébb a TGF-B1 infarktalt teriileten beliili
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indukcidja kovette (Yamashita és mtsai. 1999, Doyle és mtsai. 2010). A masik két TGF-
B altipus ischémiaban valo érintettsége kevésbé vizsgalt, de indukciojuk feltételezhetd,
mivel kiillonb6z6 TGF-B-k indukaldédnak nekrotizal6 agyi 1ézidban (Ata és mtsai. 1997)
és a TGF-PB2 expresszioja Korrelalt a hegszovet megjelenésével 1ézionalt gerincveldben

(Lagord és mtsai. 2002).

Ischémiat kovetéen indukalodé TGF-B1 neuroprotektiv szerepére szintjének a
1ézionalt teriilet méretével vald korrelacidja utal. TGF-B1 injektalas a stroke
allatkisérletes modelljeiben csokkenti az infarktusos teriilet méretét (Gross és mtsai.
1993, Prehn és mtsai. 1993, Zhu és mtsai. 2002), mig az endogén TGF-B1 hatas
szolubilis TGF-B II tipust receptor bejuttatasaval antagonizalhato, igy gatolvan a TGF-
Bl mikodését ¢és aktivitasat, és ez az infarktalt teriilet méretének jelentds
novekedéséhez vezet (Ruocco ¢és mtsai. 1999). TGF-B nem invaziv modon,
intranazalisan torténd bejuttatasat kovetden csokkent az infarktus mérete és javult a
funkcionalis regeneracio egerekben artéria cerebri média okkluzidja (MCAO) utan (Ma
¢és mtsai. 2008). A TGF-B2 ¢és -B3 neuroprotekcioban vald részvétele a kozépagy
dopaminerg neuronjainak (Poulsen és mtsai. 1994, Markus 2007, Roussa és mtsai.
2009) és motoneuronjainak (Gouin és mtsai. 1996) talélésében vald szerepiikon és a
hippocampus neuronjainak plaszticitdsanak modulalasan (Fukushima és mtsai. 2007)

keresztiil is bizonyitast nyert.

TGF-B-k az immunsejtek osztodasanak, differencialodasanak, aktivacidjanak és
effektiv hatasuknak gatlasaval védenek az immunrendszer tilmiikodésének karos
hatasaitol fokalis ischémiat kovetden. Paradox modon a TGF-f kemotaktikus faktorként
MCAO-t kovetden aktivalt mikroglia és bevandorld makrofagok megjelenése az
infarktalt teriileten beliil (Mabuchi és mtsai. 2000) feltételezhetéen a TGF-B1 6 forrasa
(Lehrmann és mtsai. 1998). A mikroglia kronikus aktivacioja potencialisan sejtkarosito,
gyulladast keltd citokinek, proteazok ¢és reaktiv oxigén gyokok expresszidjaval
neuronalis karosodashoz vezethet (Dheen és mtsai. 2007). A TGF-B-k gyulladas ellenes
hatasként gatoljak a mikroglia sejteket. Mivel a kdzponti idegrendszerben TGF-B1-t

foleg mikroglia sejtek expresszaljak (Kiefer és mtsai. 1995), feltételezhetéen
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visszacsatolt gatlassal szabalyozzak a mikroglia sejtek aktivitasat (Lenzlinger és mtsai.

2001).

A sériilt agyban hegképzddés indul, hogy a kéarosodott teriilet elhatarolodjon az ép
szovettdl. TGF-B1 részt vesz fibrotikus hegszovet formalodasaban, 3 nappal a sériilést
kovetden a 1ézio koriil TGF-B receptort expresszalod sejtek jelentek meg (Komuta és
mtsai. 2010). Tovabba TGF- antagonista lokalis injektalasat kovetéen csokkent a
glialis hegképz6dés az agyi 1ézid koriil (Moon és Fawcett 2001, Yoshioka és mtsai.
2011). A TGF-Bl1 csokkenti a szinaptikus atvitelt (Heupel és mtsai. 2008), igy
feltételezhetden glutamat felszabaditasaval véd az excitotoxikus neuronalis karosodas
ellen a 1ézi6 sz€li zonajaban. A TGF-B-k regenerativ folyamatokban is részt vehetnek.
Ismert hogy gyrus dentatusban (Battista és mtsai. 2006), és zona subventricularisban
(Mathieu és mtsai. 2010) neurogenezist indukalnak. TGF-p neuronalis iranyba kotelezi

el a kérgi és hippocampusban elhelyezkeddé progenitor sejteket (Vogel és mtsai. 2010).

Par éve kis molekulaju TGF- jelatvitel gatlok elérhetéek, alkalmazasuk klinikai
fazisban van (Akhurst és Hata 2012). Néhany ezen 0j anyagok koziil feltételezhet6en
neuroprotektiv hatassal bir (Manaenko és mtsai. 2014), habar még felfedésre var, hogy
melyik receptor vesz részt ezen folyamatokban. Leirtdk TGF- RI és RII indukciojat
fokalis ischémiat (Vivien és mtsai. 1998, Ata és mtsai. 1999), és globalis ischémiat (Li
és mtsai. 2008) kovetéen neuronokban és gliasejtekben. Ezzel ellentétben az Alkl
altalaban endothel sejtekhez kothetd (Oh és mitsai. 2000), érsériilést kovetden
megemelkedé expresszioval (Garrido-Martin és mtsai. 2013). Az Alkl tovabba jelen
lehet neuronokban is (Konig és mtsai. 2005). A TGF-B-k neuroprotektiv funkcioja
feltételezi a TGF-P receptorok részvételét fokalis ischémiat kovetden a hipoxiara adott
szoveti valaszban. Ehhez kothetéen a génexpresszids valtozasok azonositasa a TGF-B

neuroprotektiv hatasanak jobb megértését eredményezheti.
2.3.2. A TGF-p1-3 indukcioja fokalis ischémiat kévetden

A TGF-B1-3 mRNS idébeli eloszlasa MCAO-t kovetden (Pal és mtsai. 2012)
korabban Dr. Vincze Csilla Doktori értekezésében ismertetésre keriilt (Vincze 2015),

igy ezen eredményeket a bevezetésben foglaljuk Ossze. Fokalis ischémiat kdvetden

15



DOI:10.14753/SE.2016.1929

mindharom TGF-f fehérje indukalodik, de expressziés mintazatuk és annak iddbeli

valtozasai kiilonbozoek a 3 tipus esetén (Pal és mtsai. 2012).

Az artéria cerebri media 1 oras elzarasa utan 3 oraval csak a TGF-B1 indukcidja
figyelheté meg a 1ézi6 koriil a penumbraban. A TGF-B1-el ellentétben, a TGF-f2 és -3
MRNS eloszldsa nem valtozott szignifikdnsan az aloperalt allatokhoz képest ebben a

korai idOpontban (4. abra).

24 ordval MCAO-t a TGF-f1 mRNS a 1ézi6 sz¢€li teriiletén, a penumbraban jelent
meg mind a kéregben, mind a striatumban. TGF-p1 mRNS szintjének emelkedése
szignifikans volt az ellenoldali kéreg II-VI. rétegeinek és a striatumnak identikus
részeivel Osszehasonlitva (3/A,D abra). A TGF-B2 is indukalddott a penumbraban, de
csak a kéregben. A génexpresszio kvantitativ analizise soran megallapithato volt, hogy a
Il. rétegben mind a TGF-B2-t expresszalo sejtek szama, mind a TGF-B2 mRNS szintje
megemelkedett. A 1. rétegben TGF-B2-t expresszald sejtek szama nétt, de a TGF-p2
MRNS szintje az egyes sejtekben nem valtozott. Ezzel ellentétben a kéreg V. és VI.
rétegében, melyekben a TGF-B2 alap aktivitasa szignifikdns, csak az mRNS szintje
emelkedett meg anélkiil, hogy tjabb sejtek expresszaltak volna TGF-B2-t (3/B,E éabra).
A TGF-B3 csak a kéreg Il. rétegének néhany sejtjében indukalodott a 1ézid
szomszédsagaban. Az arteria cerebri media permanens elzarasat kovetden a TGF-B-k
indukcidja kifejezettebbé valt, mint tranziens esetben. TGF-B1 mRNS nagyobb teriileten
jelent meg, mint 24 éraval tranziens MCAO-t kdvetden. TGF-B2 indukcid tovabbra is a
kéreg II., Il. és V. rétegére korlatozodott. TGF-B2 expresszid az ischémids teriilet
szomszédsagaban indukalodott ezekben a rétegekben ¢és felerdsodott egészen a
kozépvonalig. Hasonld indukcids mintazat jelent meg a TGF-fB3-nal az azonos oldali
kéreg I1. rétegében. TGF-B-k expresszios szintje ellenoldalon az egyik esetben sem volt

magasabb, mint az aloperalt, kontroll allatokban (3. abra).
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3. abra TGF-f fehérjék expresszioja a lézio koriili kiilonbozé agyteriileteken 24 oras tranziens
MCAO-¢ kovetben (Pal és mtsai. 2012)

A sejteket koronalis metszetek 200x400 pm (0,08 mm?) méretii teriiletén mutatja a kéreg I-VI.
rétegében ¢és a putamenben (CP) a penumbraban. A mérések eredményeit a 1ézioval azonos
oldalon sotétsziirke oszlopok jelolik, mig az ellenoldalon az elébbiekkel identikus teriiletek
eredményeit vilagossziirke oszlopok abrazjak. A-C: 0,08 mm? teriileten a TGF-B1, -2 és -B3-at
expresszalod sejtek szama. D-F: TGF-B1, -p2 és -p3 mRNS-ekkel aranyos autoradiografias
szemcsék szama az egyes sejtek felett. Csillaggal (*) jelolt agyteriiletek esetében a TGF-B-t
expresszalo sejtek szama vagy az egyes sejtek TGF-f mRNS szintje szignifikansan (p< 0,05)
emelkedett.

A TGF-B1 expresszi6 72 oraval MCAO utan emelkedett maradt a 1ézi6 koril a
penumbra teriiletén, mely a 24 oras eredményekkel Osszehasonlitva a TGF-p1-t
expresszalo sejtek szdmanak tovabbi szignifikdns emelkedésével jart (4/A abra). Ezen
felil TGF-Bl-et intenziven expresszald sejtek jelentek meg az infarktusos 1ézi6d
teriiletén beliil és a corpus callosumban. Ezzel parhuzamosan a TGF-B2 és -3 mRNS
szintjének csokkenése kovetkezett be az agykéregben a kordbbi 24 6ras idéponthoz
képest, az expresszios szint az alap aktivitashoz tartott. TGF-B1-el ellentétben a TGF-f32
¢és -B3 mRNS nem jelent meg a 1ézi6 teriiletén beliil 72 6raval MCAO utan (4/B,C éabra).

A TGF-B1 expresszio igen magas maradt a 1ézio teriiletén beliil, de a TGF-p1-t
expresszalo sejtek szama csokkent a 1€zi6 teriiletén kiviil 1 honappal MCAO utan. Az
agykéregben TGF-B2 és -3 indukcié mar nem allt fenn, a 1ézio el6tti szintre tért vissza.
Néhany TGF-B2-t expresszalo sejt megjelent a 1ézionalt teriileten beliil (4/B,E abra) és a

1ézi6 kornyékén (Pal és mtsai. 2012).
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4. abra TGF-p fehérjék iddbeli eloszldsa MCAO-t kévetden (Pal és mtsai. 2012)

A sejteket koronalis metszetek 200x400 pum (0,08 mm?) méretii teriiletén mutatja a kéreg II.
rétegében kozvetlenil a 16zid mellett (sOtétsziirke) és 1 mm-el a 1ézio hataran beliil
(vilagossziirke). A-C: 0,08 mm? teriileten a TGE-B1, -B2 és -p3-at expresszalo sejtek szama. D-
F: TGF-B1, -B2 és -3 mRNS-ekkel aranyos autoradiografias szemcsék szama az egyes sejtek
felett. Csillaggal (*) jelolt agyteriiletek esetében a TGF-B-t expresszald sejtek szama vagy az
egyes sejtek TGF-p mRNS szintje szignifikansan (p< 0,05) valtozott.

2.4. A transzformaléo novekedési faktor-béta fehérjék tovabbi neuroprotektiv

szerepei
2.4.1. A TGF-p-k szerepe agydaganatokban

Tumorok esetében a TGF-B jelatviteli titvonal tumor szupresszor és promoter
funkciokkal is rendelkezik. Bizonyos esetekben a TGF- tumor szupresszornak
tekinthetd, mivel igen erésen gatolja az hamsejtek, asztrocitdk és immunsejtek
jelre wvald érzékenység, példaul a TGF-B jelatvitel egyes elemeinek mutéacioja
kovetkeztében. Bizonyos rosszindulatu tumorok esetében, ide szamitva a gliomékat,
szelektiven veszitik el a TGF-f proliferaciot gatlé tulajdonsagukat, mig a jelatviteli
utvonal mas funkciéi érintetlenck maradnak (Seoane 2006). Ezen tumorokban a TGF-j
hatas proliferaciot, angiogenezist, infiltraciot, attétképzodést €s immunszupressziot
okoz. fgy a TGF-p-knak kettés szerepe lehet a tumorképzédésben és a stadiumtol
fiiggden viselkedhetnek tumor szupresszorként vagy promoterként (Derynck és mtsai.

2001, Siegel és Massague 2003). Ez a tumor szupresszor €s onkogén aktivitas kozotti
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valtasra vald képesség 'TGF-f paradox’-ként is ismert (Massague és Gomis 2006,

Rahimi és Leof 2007).

A TGF-B antiproliferativ kontrollal rendelkezik alap esetben a legtobb sejtben, igy
az asztrocitdkban is. Asztrocita sejtkultiraban TGF-f adasat kdvetden szignifikdns DNS
szintézis csokkenést regisztraltak, a sejtciklus G1 fazisban megrekedt és a pl5 ciklin
dependens kinaz gatld szintje megemelkedett (Rich és mtsai. 1999). Smad3 hianyos
egerekbdl szarmazo asztrocitdk esetében a vad tipusu egerekbdl szarmazokhoz képest
csokkent a TGF-B medidlt proliferacio gatlds, mely a Smad jelatviteli utvonal
érintettségével magyarazhatd (Rich és mtsai. 1999). Tumor sejtek rezisztenssé valnak a
TGF-B osztodast gatlo hatasara, mivel olyan mechanizmusokkal rendelkeznek, melyek
segitségével a TGF-B hatast antiproliferativ iranybol onkogénné forditjak. Ezen
folyamatok kovetkeztében a TGF-P részt vesz az agytumor progressziojaban (Aigner és
Bogdahn 2008). Azon uralkodd nézet mellett, mely szerint a TGF-f3 patogenitasa az
osztodast gatld hatés elleni rezisztencia megjelenésével jaré malignus transzformaciod
eredménye, ezen hatassal 1ényegében ellenkez6 TGF-f altal befolyasolt szabalyozo
mechanizmusok 1étezése is feltételezheté (Jennings és Pietenpol 1998). A malignus
atalakulas folyamata bizonyos hiperdiploid glioblastoma multiforme esetében
magyarazhato azzal, hogy a TGF-B medialt osztodast gatolja tumor szupresszor gén
elvesztésével, vagy egy aktiv onkogén utvonal felerésdodésével. A Smad2 és Smad3
fehérjék expresszioja a legtobb glioma sejtvonalban csokkent, mivel a ezen fehérjék
foszforilacidja és sejtmagi transzlokacioja is karosodott (Zhang és mtsai. 2006). A TGF-
B indukalja a Sox2 gén expresszidjat, ez az indukcid Sox4 éltal medialt, mely egy direkt
TGF-B célgén. A TGF-B jelatvitel gatloinak alkalmazasat kovetéen drasztikusan
csokken a glioblastoma sejtek tumorgenitdsa, ez alatamasztja a TGF-f/Sox4/Sox2
utvonalanak fontossagat (Ikushima és mtsai. 2009). A TGF-B1 és -B2 stimulalja a
VEGF, plazminogén aktivator inhibitor és bizonyos metalloproteazok expresszidjat,
melyek az erek ujraszervezddésében, UjraképzOédésében és az extracellularis matrix
atalakitasaban vesznek részt (Kaminska és mtsai. 2013). A TGF-§ altipusok koziil a
legfontosabb malignus gliomak progresszidjaban részt vevd faktorként a TGF-B2-t
azonositottak. A tumorban és plazmaban a TGF-f2 megemelkedett szintjét sulyosabb
stadiumhoz és rosszabb prognoézishoz kapcsoljak (Hau és mtsai. 2011). A TGF-f

antagonizaldsa igéretes kezelési lehetdség glioblastoméaban, kiilonb6zd in vitro
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esetekben ¢és ragesalo allatkisérletes modellekben kutatjdk a felhaszndlds lehetdségét.

Eddig szamos korai fazisu klinikai vizsgalatot is végeztek (Juratli és mtsai. 2013).

2.4.2. A TGF-p-k szerepe neurodegenerativ betegségekben

Az Alzheimer kor az agy progressziv, degenerativ betegsége, mely az iddskori
demencia egyik leggyakoribb oka. Az Alzheimer kort a beta-amiloid (AB) plakkok,
neurofibrillaris kotegek ¢€s neuronvesztés jelenléte hatdrozza meg. Jelenleg az
szerepet betoltd résztvevOk azonositasa sziikséges a betegséget modositdo kezelés
megtalalasahoz (Peskind 1996). Egyre tobb bizonyitékkal rendelkeziink azzal
kapcsolatban, hogy a TGF-B1 neuroprotektiv szerepet jatszik az AP toxicitassal
szemben, mind a betegség in vitro, mind in vivo modelljeiben (Caraci és mtsai. 2011).
A betegség egér modelljében a TGF-B1 expresszids szintje megemelkedett (Wirths és
mtsai. 2010). Alzheimer koérban szenvedd betegek agyaban emelkedett TGF-f2
expressziot irtak le (Lippa és mtsai. 1995). Ezen feliil a TGF-p1 mRNS expresszios
szint szignifikans emelkedését talaltdk demencia tiineti megjelenése elétt Alzheimeres
jellemz6 (Morimoto és mtsai. 2011). A TGF-B1 expresszios szint sszefliggésben van a
cerebrovaszkularis amiloid plakkok szamaval, és a TGF-B1 immunreaktivitas ilyen
esetekben az agyi erek mentén megemelkedett (Lifshitz és mtsai. 2012). Tovabba
genetikai tanulmanyok is alatdmasztottdk a TGF-B1 érintettségét Alzheimer kor
patogenezisében, mivel a TGF-Bl gén egy specifikus genotipusdnak jelenléte
megnovelte a késoi fellépésti Alzheimer kor rizikojat (Caraci és mtsai. 2012). Eddig
leginkdbb a TGF-Bl1 szerepét vizsgaltdk, a masik két TGF-B altipust kevésbé.
Apolipoprotein E4, mely a legismertebb genetikai rizikofaktor Alzheimer kor esetében,
specifikusan csokkenti a TGF-f1, -2 és a -B3 szintjét a septumban és a TGF-B3
esetében a hippocampusban is, igy valdsziniisithetd, hogy a kiilonb6zé TGF-B-k eltérd
szerepet jatszanak az apolipoprotein E4 medialta patologiai folyamatokban Alzheimer

korban (Haas és mtsai. 2012).

crer

A Parkinson kor patologidjanak jellegzetessége a striatumba projiciald

nigrostriatralis dopaminerg sejtek pusztulasa (Harris és mtsai. 2009). Elegendé
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bizonyiték all rendelkezésiinkre, mely szerint a TGF-B-k eldsegitik a dopaminerg
neuronok talélését a substancia nigraban. TGF-B2 és -B3 detektalhato frissen izolalt és
tenyésztett mesencephalon sejtekben (Krieglstein és Unsicker 1994). Tovabba egér
nigrostriatralis rendszerét MPTP- vel (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) térténé
1ézionalasat kovetden a TGF-B2 mRNS szintje megemelkedik a striatumban (Schober és
mtsai. 2007). Ezen adatok szerint az endogén TGF-B-k elérheték és hatassal vannak a
substancia nigra dopaminerg sejtjeinek talélésére. A Parkinson kor alternativ
terapidjaként fejlesztésre keriilt a neurondlis transzplantacid. A {6 limitald faktor az,
hogy a graft dopamin neuronjainak csak 3-20%-a tapad meg és éli tul a procedurat.
Kiilonboz6 megkozelitésbdl csokkenteni igyekeznek a betiltetett sejtek veszteségét, és a
graft neuronok talélését. TGF-B-k azon novekedési faktorok kozott vannak, mely
remélhetbleg novelik a transzplantalt sejtek talélési esélyét Parkinson korban szenvedd
betegekben és csokkentik a human embrionalis donor sejtek sziikséges mennyiségét, igy

novelve a sikeres kimenetel lehetéségét (Brundin és mtsai. 2000).
2.5. A kozponti idegrendszer sejtjeinek valasza fokalis ischémiara
2.5.1. Neurondalis valasz

Akut ischémia az agyban massziv sejthalalhoz vezet az érintett teriilet centralis
részén, majd egy masodik fazisban a sz¢li zona, a penumbra is karosodik (Sarabi és
mtsai. 2008). Agyi ischémia szamos heterogén valtozashoz vezet a szoveti
oxigenizacioban és a sejtek anyagcseréjében a lecsokkent véraramlas altal (Shi és Liu
2007). Az agyi vérkeringés teljes elzarodasa masodperceken beliill neuronalis
elektromos aktivitasat megsziintetését eredményezi, €s néhany percen beliill a
metabolikus és az ionhdztartds is sériil. A membran ionpumpak karosodasa
kovetkeztében K* kiaramlas, Na®, CI” és viz bearamlas, illetve a membran depolarizacié
kovetkezik be viszonylag gyorsan. Ha az elzarodas tartdésan fennall, koriilbeliil 5 perc
utan a sejtkarosodas visszafordithatatlan (Astrup és mtsai. 1981). Az akut fazis
szakaszaban a véraramlas kiiszobérték ala csokkenésének kozvetlen kdvetkezménye az
ionegyensuly megbomlasa, a sejtek ozmotikus duzzanata. A teljes elzarodast kdvetden a
stlyos ischémia végeredménye a sejtmembranok terminalis depolarizacioja (Heiss

2012). Az ischémias esemény utan az érintett teriileten az agyszOvet hipoxias és
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hipoglikémias. Az ischémias mag az a karosodott teriilet, ahol a sulyos karosodas a
glutamat altal kozvetitett excitotoxicitas, illetve az oxigén és a glilkoz hianya vezet a
sejtfunkciok gyors megsziinéséhez, nekrotikus, akut sejthalalhoz (Lipton 1999). Agyi
ischémia esetében tobb a transzkripcids faktor aktivalodasat leirtak, példaul hipoxia
indukalhat6 faktor (HIF) és az NF-xB (Bergeron és mtsai. 1999, Stephenson és mtsai.
2000).

Az ischémias mag teriiletén bekovetkezett akut neurondlis sejthaldlt a szoveti
karosodas masodik szakasza koveti a szomszédos penumbraban (Kirino 2000). Az id6
elérehaladtaval, ha beavatkozas nem torténik, a penumbra teriiletén komplettalodik az
infarktus folyamatos excitotoxicitas, terjedé depolarizacio, az apoptozis, és az ischémiat
koveté immunvalasz altal (Graham és Chen 2001, Carbonell és Rama 2007). Ezen a
dinamikusan valtoz6 teriileten beliil az alapveté sejtfunkciok viszonylagos
fennmaradasa lehetGséget teremt az idegsejtek megmentésére és talélésére, ez altal a
hosszll tava karosodas csokkenthetd (Sarabi és mtsai. 2008). Az ischémias penumbra
estében megvan a lehetdség a funkciondlis javulasra, feltéve, hogy a helyi véraramlas
helyreallthatd, de elégtelen reperfuzid esetében a karosodas visszafordithatatlan, a
folyamat stlyossaga nagyban fiigg az ischémia id6tartamatol (Heiss 2012). A Hsp-70
stressz fehérje indukcidja egy endogén védekezési mechanizmus, amely penumbraban
kovetkezik be, viszont az ischémias mag neuronjaiban nem, igy a penumbra
megjelenitésére alkalmas. Fokalis ischémia soran Hsp-70-et talexpresszalo
transzgenikus egerekben a Hsp-70 elnyomja korai citokrom c felszabadulast, igy

neuroprotektivnek tekintheté (Weinstein és mtsai. 2004).

A neuronok és proximalis dendritjeik a legfontosabb aktiv szereplok a terjedd
depolarizacid6 soran. A terjedd depolarizicio olyan hullamot jelent a kozponti
idegrendszer sziirkedllomanyéaban, melyet a neuronok hirtelen kialakul6 majdnem teljes,
tartds depolarizacidja, a lassu potencial nagy véltozasa hataroz meg, és elcsendesiti az
agy elektromos aktivitasat (Dreier 2011). A kozepes iddtartamti depolarizaciot korabban
mar vizsgaltdk az artéria cerebri media okkluzidjat kovetden az ischémias
penumbraban, ahol a vérellatas jelentdsen lecsokken, de az energia metabolizmus még

egy ideig megtartott. Az infarktus sz€li depolarizdciéo miatt az ischémias mag teriilete

fokozatosan novekszik a penumbra rovasara (Raff és mtsai. 1993). Az ischémia
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kezdetén, a Na'/K'-ATPaz fokozatos karosoddsa miatt lassan emelkedik az
extracellularis K™ koncentracio, mig el nem ér egy kritikus kiiszobértéket és elindul a
terjed6 depolarizacio (Eikermann-Haerter 2014). A terjedé depolarizacio felgyorsitja a
metabolikus eltérést az ischémids penumbraban az O; ¢és gliikozfogyasztas
stimuldlasaval és az érosszehtizd neurovasculdris hatdst kivaltva tovabb rontja a sériilt
csokkentése céljabol NMDA receptor antagonista bejuttatdsa neuroprotektivnak

bizonyult (Hartings és mtsai. 2003).
2.5.2. Asztroglia reakcio

Sériilésre és betegségre az asztrocitdk a kozponti idegrendszerben reaktiv
asztrogliozisként meghatarozott folyamattal valaszolnak. Jelen eredmények alapjan a
reaktiv asztroglidzis nem egy mindent vagy semmit jellegii valasz, hanem egy finoman
szabalyozott folyamatos valtozdsok Osszessége, mely magéaba foglalja a reverzibilis
génexpresszids valtozasokat, a sejt hipertrofiat, melyek végiil hegképzddéssel jard
permanens szOveti atrendez6dést eredményeznek. A folyamat tobb  szinten
heterogenitdst mutat, ide értve a génexpresszidt, sejt morfologiat, sériiléstél valod
tavolsagot, kozponti idegrendszer régioit, sejtek kozotti jelatvitelt és a sejtek funkciodit

(Anderson és mtsai. 2014).

Az asztrocitak gyors migracidja gyulladasos epicentrum felé elinditja az
asztrocitaheg kialakulasat a 1éziohoz tartoz6 penumbraban (Cregg és mtsai. 2014). Az
asztrocitak azonban sériilés kovetkeztében csak szerény mértékben proliferalnak, és ez a
proliferacié egy vékony rétegre korlatozodik a 1€zié szélén gerincvelében (Faulkner és
mtsai. 2004). A reaktiv glialis valaszt elsGsorban az asztroglialis hipertrofia jellemzi,
ahol az asztrocitak mérete megnd €s az intermediert filamentum fehérjék koziil GFAP-t
és vimetint intenzivebben expresszalnak (Yang és mtsai. 1994). Hipertrofias asztrocitak
atstruktaralason mennek keresztiil, és egy haloszeri filamentosusos réteghe
rendezddnek, fizikai gatat képeznek a hosszu leszallo vagy felszallo palyak
regeneralddd axonjai szamara a gerincveldben (Wanner és mtsai. 2013). Tovabba, az
asztrocitak elkezdenek keratin szulfatot és a kondroitin szulfatot szintetizalni és

felhalmozni az extracellularis matrix térben a sériilést kovetéen egy napon beliil, és
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magas koncentracioban maradnak honapokig a 1€zio teljes teriiletén (McKeon és mtsai.
1999). Cé¢lzottan genetikailag modositott egerekben végzett vizsgalatok eredményei
alapjan a penumbra teriiletétre es6 asztrogliaheg szerepe elsdsorban az, hogy gyulladasi
folyamatok 1€zi6 epicentruman kiviili terjedését megakadalyozza, igy védve az ép
neuronalis haldzatokat a karosodasoktdl (Faulkner és mtsai. 2004, Wanner és mtsai.
2013). Osszességében feltételezhetden a glidlis heg védi az ép szovetet a gyulladasos

folyamatok tovaterjedését6l (Cregg és mtsai. 2014).

Szamos véraram utjan ide kerild, illetve gyulladasos folyamatok soran
felszabaduld faktort tekintenek a hegképzddés potencidlis kivaltdjaként, mint példaul
interleukin-1-et (Giulian és mtsai. 1988), TGF-B-kat (Asher és mtsai. 2000, Moon és
Fawcett 2001) és a fibrinogént (Schachtrup és mtsai. 2010). A TGF- a keratin szulfat
¢és a kondroitin szulfat bioszintézisét fokozza (Yin és mtsai. 2009). Fibrinogén delécidja
kovetkeztében csokkent a 1€zi6 teriiletén az aktiv TGF-f mennyisége, ezzel korrelalva
csokkent mind az asztrocita hipertréfia, mind kondroitin szulfat proteoglikdnok
termelddése. Az aktiv TGF-B a TGF-f R/Smad2 fiiggd jelatviteli uton hat
asztrocitakban, feltételezhetden egy gliozisért felelés intrinsic transzkripcids program
bekapcsolasaval (Schachtrup és mtsai. 2010). Az agy sértése utan lokalisan adott TGF-f3

antagonista csokkenti a glialis hegesedést (Lagord és mtsai. 2002).
2.5.3. Mikroglia aktivacio

A mikrogliak a kozponti idegrendszer immunsejtjei, melyek egészséges
agyszovetben aktiv szenzorok és patoldgias esetben sokoldalu effektoros funkcidval
rendelkeznek. Agyi ischémia erdteljes gyulladdsos valaszt indukdl, mely jelentds
génexpresszids valtozasokkal és az idegrendszer sejtjeinek fenotipus valtozasaival jar
egyiitt, ezen feliil fehérvérsejtek 1épnek ki a vérarambol. Szamos faktor valthatja ki a
jelenlévé mikrogliak atalakulasat reaktiv allapotba (Weinstein és mtsai. 2010). A
mikroglia a kozponti idegrendszer szoveti makrofagjanak tekinthetd (Hanisch és
Kettenmann 2007). Kornyezeti tényezOkt6l fliiggéen a mikroglia aktiv allapotba tud
valtani. Normal koriilmények mellett a mikroglia kis sejttesttel és vékony, elagazo
nyulvanyokkal és alacsony felszini antigén expresszioval rendelkezik (Kreutzberg

1996). Habar ez a nyugalmi statusza, ebben az allapotban is a mikroglia sejtnyulvanyai
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folyamatos mozgasban vannak és monitorozzak a kornyezetet szomszédos neuronok
altal kildott jelek utan (Nimmerjahn és mtsai. 2005). Agyi sériilést kovetéen a
mikroglia sejtek effektor programja gyors valtozason megy keresztiil, igy megvaltozik a
morfologiajuk, proliferacidjuk, tovabba proinflammatorikus faktorokat szabaditanak fel
€s megnd az immunmodulalé felszini antigének expresszidja (Melchior és mtsai. 2006,
Hanisch és Kettenmann 2007). A makrofagokhoz hasonléan a mikroglia esetében is
kétféle aktivalt fenotipus ismert, a klasszikusan aktivalt (M1), és az alternativan aktivalt
(M2) fenotipus (Taylor és Sansing 2013). Az M1 mikroglia proinflammatorikusnak
mindsiil és olyan faktorokat szekretal, mint TNFa -t, INOS-t, CCL2-t, illetve IL-1-et és
IL-18-at termel (Ransohoff és Brown 2012). Az M2 mikroglia részt vehet
neuroprotektiv folyamatokban, sériilés utdni regeneracidban és neurotrop faktorok
szabalyozasaban (Starossom és mtsai. 2012). Mikroglia ezen kettGssége miatt mind
karos mind protektiv folyamatokban is részt vehet sériilést kovetden a kdzponti
idegrendszerben (Taylor és Sansing 2013). Ischémids sériilést kovetéen ragcsald
modellben a mikroglia aktivalodik és osztodik. Vékony nytlvanyokkal rendelkezd
nyugvé mikroglia immunohisztokémiaval megjelenithetd a felndtt agyban olyan
markerekkel, mint a lektin vagy az antitestek koziil az ionizalt kalciumkotd adapter

molekula, az Iba-1. (Mabuchi és mtsai. 2000)

Ischémids sériilést kisérd gyulladasos folyamatok iddbeli sorrendjét fokalis
ischémia 4llatkisérletes modelljében mar vizsgaltak. Korai valtozasok kozé sorolhaté az
asztrocitak aktivacigja, mikroglia sériilés felé torténd migracigja és proinflammatorikus
citokinek termelédése, mint interleukin-1, interleukin-6 és TNF-a (Lai és Todd 2006).
A mikroglialis és makrofag infiltracio jelentds, és csucsat 48-72 o6raval MCAO utén éri
el egérben. Neutrofil granulocitdk invazidja hasonldan erds, de csticsat kissé késobb éri
el (Stevens és mtsai. 2002, Gelderblom és mtsai. 2009). 12—-24 6raval permanens artéria
cerebri média okkluziot (MCAOQO) kovetden patkanyagyban mikroglia aktivalodik,
amoOboid alkot vesz fel megnagyobbodott sejttesttel és lekerekedett nyulvanyokkal.
Ezen sejtek megjelennek a széli zonaban késobb a 1€zio teriiletén beliil és is (Mabuchi
és mtsai. 2000). Permanens MCAO utan egérben és patkanyban is azt irtak le, hogy az
aktivalt mikroglia konstansan megjelenik a penumbralis szdvet teriiletén az infarktus
sz¢élén, még mieldtt az krezil ibolya vagy MAP2 festéssel meghatarozhatd vagy a

neuronalis apoptozis megjelenne (Rupalla és mtsai. 1998). Az aktivalodé mikroglia
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sejtek szama folyamatosan ndvekszik az MCAO utani elsé héten (Jander és mtsai.
1998). Limfocitak, dendritikus sejtek és természetes Olosejtek (NK-sejtek) szintén

infiltralodnak, bar jelentésen kisebb aranyban (Gelderblom és mtsai. 2009).
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3. Célkitiuzések

A disszertacio célja TGF-B receptorok MCAO-t kovetd indukciojanak idébeli és
térbeli eloszlasa, a TGF-f fehérjéket és receptoraikat expresszald sejtek tipusanak
meghatarozasa ¢és az indukcids mechanizmus feltérképezése. Ezért a kovetkezo

kérdésekre keressiik a valaszt:

1.  Mi az idébeli lefutdsa a TGF-f receptorok koziil a TGF-f RI, RII, RIII és Alkl
mRNS indukcidjanak MCAO-t kdvetéen? A TGF-B receptor mRNS-eket 24, 72
oras €és 1 honapos tiléléssel MCAO utdn in situ hibridizacids hisztokémiaval
megjelenitve vizsgaltuk. Az mRNS szintjében bekovetkezé valtozasokat

denzitometrids, kvantitativ analizissel igazoltuk.

2. Milyen sejttipusok expresszaljak a kiilonb6z6 TGF-B fehérjéket MCAO-t
kovetden? In situ hibridizacios hisztokémiat immunhisztokémiaval kombinaltunk,
mely sordn neurondlis (NeuN), asztroglidlis (GFAP), mikroglialis (Ibal)
markereket alkalmaztunk a harom kiilonb6z6 TGF-B altipust expresszalo sejtek

azonositasara ischémias patkanyagyban.

3. Mely sejttipusok expresszaljak a kiilonbozo tipusit TGF-f receptorokat MCAO
utan? In situ hibridizacidés hisztokémiat immunhisztokémidval kombinaltunk
neurondlis (NeuN), asztroglidlis (S100), mikroglialis (Ibal), endothelidlis (vVWF)
¢és simaizomsejt (aSMA) markereket hasznaltunk, hogy azonositsuk a kiilonb6z6

TGF-p receptort expresszalo sejteket ischémias patkany agyszovetben.

4.  Milyen mechanizmusok aktivaljak a TGF-B-kat ischémiat kdvetéen? A TGF-p-kat
duplan festettiik az azonnali korai gének koziil a Fos-szal és az ATF-3-mal, a

neuronalis aktivacid és axondlis degeneracioé markereivel.

27



DOI:10.14753/SE.2016.1929

4. Modszerek

4.1. Kisérleti allatok

A kisérletek soran Osszesen 58 him Wistar patkanyt hasznaltunk (300-450 g,
Charles Rivers Laboratories, Magyarorszag). Igyekeztiink a felhasznalt allatok szdmat
csokkenteni és az allatok szenvedését minimalizalni. Az allatokat standard
laboratériumi koriilmények kozott tartottuk, 12 6rds vildgos és 12 6rds sotét periodus
kozott. Folyamatosan szaraz tappal ¢és csapvizzel lattuk el 6ket. A patkanyokat
ketrecenként harmasaval helyeztiik el 22+1 °C kornyezetben. Az anesztézia soran
izomba adva 0,2 ml ketamint és 8 mg/ml xylazint alkalmaztunk az arteria cerebri media
okkluzidja, a transzkardialis perfuzié és a dekapitacio soran. A kisérletekhez a
Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsiga hozzajarult, melyeket az
2010/63/EU allatkisérletekre alkalmazott rendelkezésével Osszhangban hajtottunk

végre.
4.2. Artéria cerebri media okkluzidja

Kisérleteink sordn az ischémids stroke Ilétrehozasa cé€ljabol széleskoriien
alkalmazott intraluminalis technikat (Longa és mtsai. 1989) hasznaltuk modositasokkal.
A bal artéria carotis communist, a carotisvillat majd az internat és az externat egy
k6zéps6 nyaki metszésbol felkerestiik és a kornyez6 szovetektdl elkiilonitettiik. Az erek
ala fonalakat vezettiink. Az externa és a communis lekotése utan 3-0 szilikonnal bevont
monofilamentumot vezettiink fel a carotis communison ejtett metszésen bevezetve az
internan keresztiil az oszlastol 18-20 mm-re egészen az artéria cerebri media eredéséig
(5. abra). A pterygopalatinalis agat még felvezetés elott lekotottiik, igy elkeriilve a
filament rossz iranyba t6rténd behelyezését. Atraumatikus aneurizma klippel elzartuk az
internat megelézve a circulus arteriosus Willisi-n torténé vérzést és a monofilament
elmozdulasat. A klippet és a monofilamentumot 1 6ra mulva tavolitottuk el tranziens
iIschémianal, viszont permanens esetben a helyén hagytuk. A kiilonb6z6
idointervallumokat kovetéen, az allatok agyat in situ hibridizacios hisztokémiahoz
kivettilk és a bregmatol (koponyaboltozat legmagasabb pontjatol) 1 mme-rel rostralis
iranyba elmetszettiik. Az eliillsd részt 2,3,5-triphenyltetrazolium chloriddal (TTC)
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megfestettiik, a hatsé felét pedig -80 °C-on lefagyasztottuk. A dupla festés sorin

felhasznalt allatokat transzkardialisan perfundaltuk.

5. abra A circulus arteriosus Willisi és a fonal elhelyezkedése az artéria cerebri media
eredesénel

Az MCAO miitét soran, a hatan fekvo patkany bal artéria carotis communisat €s a carotis villat
felkeresve az artéia carotis internan keresztiil felvezetjilk a fonalat egészen az artéria cerebri
media eredéséig.

Roviditések: ACA: arteria cerebri anterior, ACOA: arteria communicans anterior, ACM: arteria
cerebri media, ACOP: arteria communicans posterior, ACP: arteria cerebri posterior, ACI:
arteria carotis interna, ACE: arteria carotis externa, ACS: arteria cerebelli superior, ACIA:
arteria cerebelli inferior anterior, AB: arteria basilaris, AV: arteria vertebralis, ACC: arteria
carotis communis.

4.3. Az operalt allatok kisérleti csoportokba valé besorolisa

A TGF-B receptorok vizsgalata soran a kovetkezd 4 csoportot hoztuk létre,
melyekbe csoportonként 6 allat keriilt (6. abra): (a) 24 6ras talélésti 1 éras MCAO-t
kovetden, (b) permanensen elzart 24 oras allatok, (c) 72 oras és (d) 1 honapos talélési
patkanyok 1 6ras MCAO utan. Bizonyos csoportokat (24 oras, 72 6ras és 1 honapos
tranziens MCAO) tovabbi 4-4 allattal bévitettiink a perfuzid miatt (7. abra). Ezen feliil
még 7 aloperalt, kontroll allat kertilt felhasznalasra a kiilonb6zd tulélési idépontokban.

Tovabba a TGF-B fehérjek vizsgalatdhoz perfuziora keriilt még 4 éllat a kovetkezd

29



DOI:10.14753/SE.2016.1929

csoportokban: 24 o6ras, 72 6ras és 1 honapos tranziens MCAO, melyek kiegészitésre

kertiltek kontrollként csoportonként egy éllattal.

Aa _ Ab1_____ Ab2. Ab3 Ab4 ___ ADb5 Ab6
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6. abra Aloperdlt és léziondlt, frissen disszektalt dallatok Nissl festett metszetei kiilonbéozd
idépontokban MCAQO utan

Az els6 oszlopban mutatjuk az (a) aloperalt patkanyok 24 6raval tranziens (Aa) és permanens
(Ba) MCAO utan, 72 o6raval (Ca) és 1 honappal (Da) tranziens MCAO-t kovetden késziilt
metszeteit. A Nissl festés alapjan nem lathatd szovetkarosodas és a kiilonb6zé idépontokban
nincs kiilonbség. A tobbi oszlop mutatja a 1ézionalt teriilet nagysagat 24 oraval tranziens (A1,
A2, A3, A4, A5 és A6) és permanens (B1, B2, B3, B4, B5 és B6) MCAO utan, 72 o6raval (C1,
C2, C3, C4, C5 és C6) illetve 1 hoénappal (D1, D2, D3, D4, D5 ¢és D6) tranziens MCAO-t
kovetéen. A Nissl metszeteken a 1ézi6 hatarat piros pottyokkel jeloltiik. Méretarany = 1 mm.
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7. abra Aloperdlt és léziondlt, perfunddlva fixalt dllatok Nissl festett metszetei kiilonbozd
idépontokban MCAO utan

Az els6 oszlopban mutatjuk az (a) aloperalt patkanyok 24 6raval (Aa), 72 oraval (Ba) és 1
hénappal (Ca) tranziens MCAO-t kdvetden. A Nissl festés alapjan nem lathato szovetkarosodas
és a harom kiilonboz6é idépont kdzott nincs kiilonbség aloperalt allatoknal. A tovabbi sorok
mutatjak a 1ézionalt teriilet nagysagat 24 6raval (Al, A2, A3 és A4), 72 oraval (B1, B2, B3 és

30



DOI:10.14753/SE.2016.1929

B4) illetve 1 honappal (C1, C2, C3 és C4) tranziens MCAO-t kovetden. A Nissl metszeteken a
1€zi6 hatarat piros pottyokkel jeloltiik. Méretarany = 1 mm.

4.4. Krezil ibolya (Nissl) festés

A 1ézi6 meghatarozasanak céljabol parhuzamos MCAO-s metszeteket Nissl
festékkel megfestettiink (6. és 7. abra). A metszetek 0,1%-0s krezil-ibolya festékben 10
percig festettiik, majd 96%-o0s ecetsavat tartalmazd etanolban differencidltuk. Ezt

kovetden a metszeteket dehidrataltuk és Cytoseal 60-nal lefedtiik.
4.5. A 1ézionalt teriilet méretének kvantalasa

Minden egyes agybol kivalasztottuk a 1ézi6 legnagyobb kiterjedését mutatd
metszetet. Az anterio-posterior bregma koordinatak mindig +0.8 és 20.8 mm kozé estek.
Ezen metszeteket krezil ibolyaval Nissl festettiik. A Nissl festett metszeteken az
infarktalt teriiletet, és az azonos oldali agyféltekét manualisan koriilhataroltuk és ezt
kovetden lemértiik ImageJ 1.47v (National Institutes of Health, USA) hasznalatanak
segitségével. Végiil kiszamoltuk a léziondlt teriilet és az azonos oldal szdzalékos

aranyat.
4.6. In situ hibridizacios hisztokémia
4.6.1. In situ hibridizacios DNS proba készitése

A frissen disszektalt patkanyagybol kis darabokat metszettiink ki, €s szarazjégen
azonnal lefagyasztottuk és az mRNS izolalasig -80 °C-on taroltuk. Az izolalast
kovetden a teljes RNS mennyiséget a maradék DNS eltavolitasa érdekében 2 pg/ul
koncentraciora valo higitast kovetéen Amplification Grade DNase I-gyet (Invitrogen)
adtunk hozza és cDNS-t szintetizaltunk Superscript II reverz transzkriptaz készlet
(Invitrogen) segitségével. A cDNS tizszeres higitasa utan 2,5 pl-t templatként adtunk az
iTag DNS polimerazzal (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) végzett 12,5 pl
végtérfogati PCR reakcidhoz a kovetkezd koriilmények kozott: 95°C-on 3 perc, majd
35 cikluson keresztiil 95°C-on 0.5 perc, ezutan 60°C-on 0.5 perc végiil 72°C-on 1 perc.
Primerként 300 nM végkoncentracioban TGF-f1 esetében (A primer par:
GACTCTCCACCTGCAAGACC ¢s CGTGTTGCTCCACAGTTGAC, B primer par:
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TGAGTGGCTGTCTTTTGACG ¢és TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC), TGF-p2
esetében (A primer par: GAGTGGCTGAACAACGGATT ¢és CCATCGA
TACCTGCGAATCT, B primer par: CTCCACATATGCCAGTGGTG ¢és AGGAT
GGTCAGTGGTTCCAG), TGF-B3 esetében (A primer par: GTCCAACTTGGG
TCTGGAAA ¢és GCAGTTCTCCTCCAAGTTGC, B primer par: AGAAGAGGGT
GGAAGCCATT ¢s GCTGCTTGG CTATGTGTTCA), TGF-B RI esetében (primer par
A: CAATTGCAAGGACCATTGTG ¢és ATGTGAAGATGGGCAAGACC, B:
ATCTTGGGAAGGGCAGAGTT ¢és CACCAGTGAGGAGACCCAAT), TGF-B RII
esetében (primer par A: GTGGAAAACGGAGAAGGACA ¢és AGCTCTTG
AGGTCCCTGTGA, B: GTGTGACTTCGGGTTGTCCT ¢s TTTCATGCTC
TCCACACAGG), TGF-B RIII esetében (primer par A: GGCTTGAGAAC
AACGAGGAG ¢és TCCCTGAGTAGCCATTGGTC, B: TTTGTCCAGGTG
TCCAAACA ¢és GGCACTTTTGTGFGAGTTGGTGT) ¢és Alkl (primer par A:
AGCGATTACCTGGACATTGG és GTACCAGCACTCTCGCATCA, B: TTTCAGC
AGTGTGCAAGGAC ¢s CATTTGGAGAATGCCACCTT) hasznaltunk. A PCR
termékek szamitott hossza TGF-B1 esetén 417 ¢és 456 bazispar, (231-647 és 724-1179
bazispar a GenBank leltari szam NM_021578.2 szerint), a TGF-B2 esetén 286 és 405
bazispar (870-1155 és 1159-1563 bazispar a GenBank leltari szam NM_031131.1
szerint), a TGF-B3 esetén 298 és 441 bazispar (1046-1343 and 508-948 bazispar a
GenBank leltari szam NM_013174.1 szerint), a TGF-p RI esetén 355 és 252 bazispar
(663— 1017 és 2789-3040 bazispar a GenBank leltari szam NM_012775.2szerint), a
TGF-B RII esetén 290 és 280 bazispar (1109-1398 és 1436-1715 bazispar a GenBank
leltari szam NM_031132.3 szerint), a TGF-f3 RIII esetén 366 és 331 bazispar (1404—
1769 ¢és 3178-3508 bazispara GenBank leltari szam NM_017256.1 szerint) és Alkl
esetén 345 és 306 bazispar (1219-1563 ¢és 3096-3401 bazispar a GenBank leltari szam
NM_022441.2 szerint). A primereket ugy valasztottuk, hogy az elkésziilt probak ne
fedjenek at, de felismerjék az adott gén mRNS-ének Osszes ismert varidnsat. A
keletkezett PCR termékeket gélen megfuttattuk, majd kitisztitottuk. Ezt kovetden a
kitisztitott PCR termékeket TOPO TA klonozo vektorokba iiltettiik, melyeket kémiai
transzformalassal alkalmassa tett E. coli baktériumokba juttattunk (TOPO TA Cloning
kit, Invitrogen). A sikeresen transzformalt baktériumkolonidk kozil —5-7

baktériumkolonidbdl a probakat tartalmazé plazmidokat kitisztitottuk PureLink Plasmid
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Miniprep készlet (Invitrogen) segitségével és templatként hasznaltuk a kovetkezd6 PCR
reakcioban, melyben specifikus primerparokkal valasztottuk ki a megfeleld, specifikus
inzerteket tartalmazé plazmidokat. Majd a probakra pozitiv plazmidok templatként
szerepeltek azokban a PCR reakciokban, amelyben a primerparok specifikusak voltak a
probara  és  tovabba  tartalmaztdk a @ T7  RNS  felismer6  helyet
(GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTA)  illetve  reverz  primerek
esettben a T3 RNS felismer6 helyet (AATTAACCCTCACTAAAGGGA
ACAAAAGCTGG) is. Végezetiil a specificitas érdekében a cDNS probak azonossagat

szekvenalassal igazoltuk. A kész probakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
4.6.2. A metszetek elokészitése

A TGF-p receptorok esetében 28 patkanyt (6 allatot mind a 4 kisérleti csoportbol
és 1-1 kontroll allatot) hasznaltunk fel. Kriosztattal 12 pum-es koronalis metszeteket
készitettlink bregma szintjétél Imm-t6l -6 mm-ig. A metszeteket pozitivan toltott
targylemezekre (SuperfrostPlus®, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) vittik fel,
megszaritottuk, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Az in situ hibridiz4ciéhoz a
metszeteket 4%-0s formaldehidben fixaltuk, majd PBS-ben mostuk. Ezt kdvetOen
trietanolaminba tettiik melyhez ecetsavat adtunk. A metszeteket kétszeres citrat
pufferben mostuk, ezt kovetéen desztillalt vizbe martottuk és alkoholsorban dehidraltuk.

Végiil szobahOmérsékleten szaritottuk ki az elokészitett metszeteket.
4.6.3. Radioaktivan jelolt RNS proba eloallitasa

S UTP-vel jelolt RNS probdk a MAXIscript (Ambion, Austin, TX)
transzkripcids készlet segitségével késziiltek a DNS probakrol, melyek T7 és T3 RNS
polimeraz felismerd szakaszokat tartalmaztak. Ehhez 2 ul probat, 6 ul DEPC vizet, 1 ul
transzkripcios puffert, 2 pl DTT-t, 3 pl NTP mixet és 2 pul **S UTP-t kevertiink dssze.
T7 RNS polimeraz hasznalataval antiszensz RNS probakat készitettlink, mig a szensz
kontroll készitése soran T3 RNS polimerazt alkalmaztunk. 37°C-os 1 6ras inkubalast
kovetden a templat DNS-t 1ul DNaz hozzaadasaval bontottuk le. 15 perces 37°C-0S
inkubalast kovetden glikogént, TE puffert, ammonium-acetatot €s 100%-0S etanolt

adtunk hozza az RNS kicsapasa céljabol, majd szarazjégre tettiik. Ezutan 4°C-on 13000
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rpm-en centrifugaltuk az Eppendorf csdvekben 1évé mintakat, majd a feliiluszo ledntése
utan jéghideg 95%-0s etanolt adtunk hozza. Ismételt centrifugalas utan a feliiliszot
ismét ledntottiik és a maradékot leszivtuk a probakrol. A csapadékot ezt kdvetéen TE
pufferben  feloldtuk. A  probak radioaktivitisat p-szamlaloval  lemértiik.
Targylemezenként 1 milli6 DPM aktivitdssal rendelkezd jelolt RNS probat

alkalmaztunk.
4.6.4. A hibridizacio és eléhivas

A hibridizacios elegy elkészitése soran a *°S UTP-vel jeldlt RNS probakat, DEPC
kezelt vizet és a nukleinsav mixet Osszekevertiilk és 5 percig 65°C-on melegitettiik.
Ezutan DTT-t, SDS-t, NTS-t valamint a hibridizaciés puffert adtunk hozza. A
hibridizacié alkalmaval 80 pl hibridizacios elegyet vittiink fel targylemezekre és
formamidot tartalmaz6 nedveskamraban tettilk el 65°C-on 24 oOrdra. Ezt kovetden a
fedélemezeket négyszeres citrat pufferben mostuk le és a metszeteket 1ImM DTT-t
tartalmazo oldatba helyeztiik. A metszeteket 30 perces RNaz A-ban 1év6 inkubaciot
mostuk. Dehidratalast és szaritast kovetden a targylemezeket NTB emulzioba (Eastman
Kodak) martottuk és 3 héten keresztiil 4 °C-on taroltuk. Ezt kdvetSen a targylemezeket
eléhivtuk és fixaltuk Kodak Dektol eléhivoval és Kodak fixaloval, majd hattérfestettiik
Giemsa festékkel, végiil Cytoseal 60-nal (Stephens Scientific, Riverdale, NJ) lefedtiik.

4.7. In situ hibridizacios hisztokémia eredményeinek kvantalasa

A kovetkezd kisérleti csoportonként 6 patkdnyagy metszeteit vizsgaltuk: 24 6ras
talélés 1 6ras MCAO utan, permanens 24 oOréds, 72 oOréas talélés 1 o6rds MCAO-t
kovetéen, 1 honapos talélésti patkdnyok 1 oras MCAO utdn. Sotét latoteres
mikroszkoppal fotokat készitettiink a metszetekrdl 3 kiilonb6zd pozicidban a 1€zion
beliil, a penumbrdban ¢és a hozzd tartozd ¢ép szovetben 4x objektivvel. Az
autoradiografids szemcsék denzitdsat a metszeteken 400 x 400 um (0.16 mmz) teriileten
a 3 kiilonbozé pozicioban mértiik, és az adatokat egy egységként kezeltiik. A fehér
teriilet pixel szamat (mely vilagosabb, mint az egységesen alkalmazott kiiszobérték

sziirke az Osszes kép esetében) Image] 1.47v (National Institutes of Health, USA)
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segitségével szamoltuk. Az értékeket az mRNS szintjének kvantalasara hasznaltuk. Az
MRNS szintjét a kiillonb6z6 idépontokban Egyutas (One-way) ANOVA, a kiilonb6z6
idépontok és eltéré poziciok esetében Kétutas (Two-way) ANOVA hasznalataval
hasonlitottuk Ossze. Az egyéni értékeket Bonferroni-féle tobbszords osszehasonlitod

post-hoc tesztet alkalmazva vetettiik 6ssze.
4.8. Szovetgylijtés immunfestéshez

Az éllatokat (0sszesen 30, ebbdl 8 allat a 3 kiilonb6zd idépontban: 24 6raval, 72
oraval és 1 honappal MCAO-t kdvetben, és ezen feliil csoportonként egy kontroll allat)
anesztézia utan transzkardialisan perfundaltuk 150 ml fiziologias séoldattal majd ezt
kovetéen 300 ml 4%-os foszfat pufferben oldott (PB, pH=7,4) paraformaldehiddel. Az
agyakat kivétel utan 24 oOran keresztiil 4%-0s paraformaldehidben posztfixaltuk.
Metszés el6tt 20%-0s szahardz oldatban szobahOmérsékleten 2 napig tartottuk.
Kriosztattal 20 pum-es koronalis metszeteket készitettiink 4,0 és -6,0 bregma szint
kozott. Allatonként 12 parhuzamos sorozatot metszettiink, melyeket kiilonbozd

------

hasznaltunk fel.
4.9. Immunhisztokémia

Targylemezre felvitt metszeteket el6szor 3%-0s hidrogén peroxiddal kezeltiik 15
percig majd 1%-os, 0,5 %-0s Triton X-100 PB-ben oldott BSA-ban 30 percig
szobahOmérsékleten inkubdltuk. Ezt koévetden a parhuzamos metszetekre
szobahdmérsékleten 24 oran keresztiil a kovetkezd antitestek egyikét vittiik fel: nyul
anti-Hsp70 (1:1000 higitasban) mint a penumbralis sejtek markere, egér anti-NeuN
(1:500 higitasban) neuronalis marker, egér anti-GFAP (1:300 higitasban) és egér anti-S-
100 (1:5000 higitasban) asztroglia marker, nyal anti-lbal (1:100 higitasban)
mikroglialis marker, nyual anti-Fos (1:25000 higitasban) aktivalt sejteket jel6l6 marker
és nyul anti-ATF-3 (1:300 higitasban), mely axonalisan degeneralodott neuronokat
jelold marker, egér anti-alpha smooth muscle actin (aSMA, 1:2000 higitasban) az erek
simaizomsejtjeinek markere, nytl anti-Von Willebrand factor (vWF, 1:1500 higitasban)
endothel marker. A felvitt antitesteknek megfeleléen vagy anti-nyul, vagy anti-egér
antitestben (1:1000 higitasban) inkubaltunk 1 oran keresztiil. Ezutan ABC (avidin-
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biotin-horseradish peroxidaz) komplexben (1:500 higitasban) 1 6ras inkubacid
kovetkezett. Végiil a metszeteket 0,06% DAB-bal és 0,003% hidrogén-peroxiddal Tris
pufferben (0,05 M, pH=8,2) kezeltikk 10 percig. Majd Cytoseal 60-nal lefedtiik a
metszeteket. Az antitestek specificitasat mar korabban megerdsitették, és a mi
eredményeink is specifikus jelolésnek felelnek meg. A gyartd szerint az anti-Hsp70
antitest intenziv savot eredményezett 70 kDa-nal Westen blot-ot alkalmazva. Mi nem
észleltiink egyéb Hsp-70-nel jelolt sejtet az ép szovetben. A penumbra marker Hsp70
immunreaktivitds a vartnak megfelelden a 1€zi6 menti széli zéndban jelent meg
(Weinstein és mtsai. 2004, Popp és mitsai. 2009). Az anti-NeuN jelolt sejteket a
morfologia alapjan azonositottuk. Ezt az antitestet szamos korabbi publikacioban
alkalmaztak, melyekben specificitasanak megerdsitésére volt sziikség (Glasper és mtsai.
2011). A gyartdo szerint az anti-GFAP antitest Western blot-ban 50 kDa
molekulatomegnél eredményez egy savot. A mi eredményeink szerint az anti-GFAP-val
jelolt sejtek morfologiaja megfelelt az asztrocitaknak. Ezen felil a GFAP
immunreaktivitas jelentésen megemelkedett a 1ézi6 koriil abban az idépontban, amikor
az asztroglialis hegképzddésre szamithattunk. Az anti-Ibal antiszérum altal jel6lt sejtek
morfologiaja nyugvo mikroglia esetében megfelelt sok vékony nyulvannyal rendelkez6
sejtnek, mig az aktivalt mikroglia nagy amoboid alaka sejtmorfologiat mutatott a 16zi6
koriil. Tovabba, ezt az antiszérumot korabban mar mikroglia markerként hasznaltak
(Bosco és mtsai. 2011). Az anti-Fos antiszérum, mely aktivalt sejteket jeldl, nem festett
aloperalt kontroll allatokban, kivéve par specidlisan jel6l6d6 régiot. A jelolt sejtek a
kéregben jelentek meg fokalis ischémia utan. Ezen feliil ezt az antiszérumot korabbi
tanulmanyokban mar hasznaltak (Gaszner és mtsai. 2007). Az anti-ATF-3 antiszérum
nem jelolt aloperalt kontroll &llatokban, kivéve néhany régiot. Fokalis ischémiat
kovetden a jelolt neuronok a 1€zi6 koril jelentek meg, mivel az ATF-3 a neuronalis
nyulvanyok sériilését jelzé marker. Ezt az antiszérumot mar korabban hasznaltak, mint
sériilt sejtek markere (Yamanaka és mtsai. 2011). Az S-100, aSMA és VWF antitestek
specificitasat Westen blot-tal a gyartdé cégek mar kordbban megerésitették, tovabba

jelolt sejtek morfoldgiaja és elhelyezkedése alapjan a festést specifikusnak talaltuk.
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4.10. Immunhisztokémia és in situ hibridizacios hisztokémia kombinalasa

Targylemezhez kotott perfundalt metszetek el6szor az in situ hibridizacios
hisztokémiai procediran mentek végig. Amikor a szoros RNS-RNS parok mar
kialakultak, kovetkezett az immunhisztokémia, még miel6tt az autoradiografias
emulzioba val6é bemartasra sor keriilt volna. A perfuzié és az immunhisztokémia soran
hasznalt oldatok DEPC-kezelt RNaz mentes vizzel késziiltek, ami biztositotta, hogy az
in situ hibridizacidés hisztokémiai jel erdssége ne veszitsen jelerdsségébol. Az
immunreaktivitast DAB-bal jelenitettiik meg, majd ezt kovetden martottuk be a
targylemezeket az emulzidoba. Minden dupla jelolés soran kontroll metszeteket is
alkalmaztunk, melyek végigmentek a dupla jel6lési procediran anélkiil, hogy felvittiik
volna a radioaktiv in situ hibridizacios probakat. Ezek a kontrollok bizonyitottak hogy a

DAB jel nem okozott autoradiografias jelet.
4.11. A dupla jelolés eredményeinek kiértékelése

TGF-B-kat vagy receptoraikat expresszald sejtek felett legalabb 3-szor tobb volt
az mMRNS-nek megfelel6 autoradiografias szemcsék szama, mint a hattér egy sejtnek
megfeleld, 25 um atmérdja teriiletén. A hattér tipusosan 3-4 szemcsét tartalmazott, de
mindig kevesebbet mint sejtenként 7-et. Az MRNS-t expresszalo sejtek akkor
immunpozitivak is, ha legalabb annak teriiletnek a fele felett, mely immunreaktivitast
tartalmazott egy adott markerre, felhalmozodott autoradiografias szemcséket talalunk.
Az Osszehasonlitds soran a TGF-B-t expresszald sejteket és a duplan jeldlt sejteket
(TGF-B+NeuN, GFAP, Ibal, Hsp70, Fos vagy ATF-3) megszamoltuk 400x200 pm
négyzetekben a 16zi6 szélének kiils6 hataranal, a cortex Il. és V. rétegében. A
receptorok esetében a MRNS-t expresszalo sejteket €s a duplan jelolt sejteket (TGF-
receptor + NeuN, S-100, Ibal, aSMA vagy vWF) megszamoltuk 400x400 pm
négyzetekben a 1€zi6 teriiletén beliil, a penumbraban és az ép kéregben. A kiilonb6z6
agyteriiletek ko6zott a duplan jeldlt sejtek szazalékos aranyat Egyutas (One-way)

ANOVA alkalmazasaval hasonlitottuk dssze.
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4.12. Szovettani elemzés és fényképezés

A metszeteket Olympus BX60 fénymikroszképpal vizsgaltuk mind sotét és
vilagos latotérben. A képeket SPOT Xplorer digitalis CCD kameraval készitettiik 2048
x 2048 felbontasban, sotét latotérben 4x-es objektivvel, vilagos latotérben 4-40x-es

objektivvel. A képek kontrasztjat és ¢lességét Adobe Photoshop CS 8.0-ban allitottuk
be.
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5. Eredmények

A TGF-p receptorok koziil a TGF- RI, RIL, RIII és Alkl indukcigjat vizsgaltuk.
Az egyes receptorok mRNS-e specifikus térbeli és id6beli expresszids mintazatot
mutatott fokalis ischémia utan. A kiilonb6z6 TGF-B receptorokat expresszald sejtek
tipusat ismert sejtmarkerekkel vald kolokalizaciojuk alapjan azonositottuk. Leirtuk
tovabba, hogy a TGF-B-kat expresszalo sejtek tipusa altipusonként eltéré. A TGF-p-1 és
a receptorok koziil a TGF-f RI és RII indukcidja a 1ézi6 teriiletén beliil mikroglia
sejtekhez kothetd 72 oraval MCAO utan. Megmutattuk, hogy a TGF-f2 neuronokban

jelenik meg, melyek Fos aktivitast is jeleztek az azonos oldali kéregben.
5.1. A 1ézionalt teriilet megjelenitése

Az 1 6rdas MCAO az azonos oldali striatum ¢€s a kéreg egy részét magaba foglalo
nagy léziot eredményezett. Az infarktust TTC festéssel tettik lathatova frissen Kivett
agy esetében. A 1éziondlt teriilet jol lathatoan elkiiloniilt a pirosan festddo ép szovettol
(8. abra). A TTC festés igazolta minden, a tanulmanyban részt vevd agyban a 1ézi6
meglétét. A metszetek Nissl festésével a szovetelhaldst szintén megjelenitettiik, és ez a
festés tovabbi értékes informacidt nyujtott a metszeteken 1évo 1€zionalt teriilet méretérdl
(8. abra). A kisérletben részt vevd agyak koziil 24 frissen disszektalt agybol késziilt
Nissl-el megfestett metszeten kvantaltuk a 1ézi6 méretét. 24 oraval tranziens MCAO
utan a 1ézi6 mérete az azonos oldali agyfélteke 46,3+2,9%-anak adodott. A 1€zi6 mérete
nagyobb volt permanens 24 6ras okkluziot kovetden, mint a tranziens 24 6ras MCAO
esetében, itt az infarktalt teriilet az azonos oldali félteke 59,9+5,1%-a. 72 6ranal, és 1
honapnal még kifejezettebben a Nissl festett metszeteken a fehér teriilet csokkent a 24
6ras MCAO-hoz képest (47,7+4,7% 72 o6ranal és 35,3+2,8% 1 honap esetében).
Megfigyelhetd, hogy ezen iddpontokban a 1€zi6 teriiletére bevandorlo sejtek elfoglaltak

az ischémias teriiletet, mégis csokkent a teriilet mérete (8. abra).
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8. abra Infarktalt patkanyagy Nissl és TTC festése kiilonbozo idopontokban MCAO utan

Koronalis metszetek demonstraljak a kisérleti beavatkozas altal okozott infarktus méretét. A
1ézi6 fehéren jelenik meg mind a Nissl, mind a TTC festés esetében. A: Aloperalt allat, mely
esetében sériilés nem lathato. B: 24 oraval tranziens MCAO-t kovetden. A 1ézionalt teriilet
fehéren kirajzolodik a striatumban €s a kéregben. C: 24 draval permanens elzarast kovetden. A
1ézi6 kifejezettebb, mint tranziens okkluzid esetében. D: 72 oraval tranziens MCAO utén,
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bevandorl6 sejtek tomege lathatd. E: 1 honappal MCAO-t kdvetéen. Az elhalt szovet egyrészt
eltlinik, mig masrészt teljesen elfoglaljadk a bevandorld, nem neurondlis sejtek. Méretarany = 1
mm.

52. A TGF-p receptorok mRNS expresszios mintazata MCAO-t kovetéen
patkanyagyban

5.2.1. TGF-p receptorok mRNS expresszioja az ép agyszévetben

A TGF-B receptorok kozill a TGF-B RI expresszios szintje magas Volt az
agykéregben, leginkabb a IV. rétegben (9/A abra). Ehhez képest a TGF-p RII, TGF-p
RIII és az ALK1 mRNS expresszids szintje kifejezetten alacsony volt (9/B, C és D
abra). Nincs kiilonbség a receptorok expressziojaban a 1ézidval ellentétes oldali, 24
oraval MCAO utén (9. dbra a oszlop), azonos oldali, 24 oraval aloperaciot kovetden (9.
abra b oszlop), illetve az azonos oldali kontroll, nem mitétt (9. abra ¢ oszlop) esetekben
késziilt metszetek kozott. Ez bizonyitja, hogy a TGF-B RI, TGF-B RII, TGF-B RIII és az
ALK1 receptorok esetében a kiilonb6z6 allatokbol szarmazo €ép agyszovetben az mRNS

expresszios mintazata azonos.

5.2.2. 24 oraval tranziens MCAO utan

A TGF-p receptorok nem jelentek meg az infarktalt teriileten beliil, valojaban az
alacsony expresszios szint is eltlint (10. abra). Az expresszié nem véltozott az ép
agyszovetben. A TGF-B RI magasabb expresszios szintje lathato a kéreg IV. rétegében
(10/A abra), mely az alap expresszios szint, ez hasonld volt a 1ézioval ellentétes oldal
expresszios mintazatdhoz és az aloperalt allatokban tapasztaltakhoz. A 1€zi6 sz€li zondja
ugy képzett atmenetet a 1ézid és az ép szovet kozott, hogy semmilyen specifikus
indukcié nem tortént a TGF-B RI, TGF- RII, TGF-B RIII és az ALK1 mRNS-ének
szintjében (10. abra). Habar a permanens MCAOQO nagyobb [ézidhoz vezetett, az
expresszios mintdzat hasonlo volt a tranzienshez: nem volt lathaté indukcié a TGF-f

receptorok mRNS-ének szintjében egyetlen agyteriilet esetében sem.
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9. abra TGF-f receptorok mRNS expresszioja az intakt agyszévetben

In situ hibridizacids metszetek sotétlatoteres megjelenitéssel mutatjak a 1ézioval ellentétes oldalt
(a, bal oszlop 24 éraval MCAO utan), aloperalt allat azonos oldalat (b, kézéps6 oszlop 24
oraval aloperaciot kovetden) és kontroll, nem miitétt agy azonos oldalat (c, jobb oszlop). Nincs
kiilonbség a TGF-p RI (A) expresszidjaban a 1ézidval ellentétes (Aa), azonos, aloperalt (Ab),
illetve a azonos, kontroll (Ac) oldal kézott. A TGF-B RI-hoz a TGF-$ RII (B), TGF-f RIII (C)
és az ALK1 (D) mRNS expresszioja is hasonlo ezen tipusu ép szovetekben.

Roviditések: cx — cerebral cortex, cp — caudate putamen. Méretarany = 1 mm.
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10. abra TGF-p receptor expresszio 24 oraval MCAO utan

In situ hibridizacios metszetek sotétlatoteres megjelenitéssel mutatjdk a TGF-f receptorok
MRNS-ének expresszidjat. A 1ézionalt teriileteket csillaggal (*), és a 1ézi6 hatarat fehér
pottyokkel jeloltik. TGF-B receptorok mRNS-e eltlinik a 1ézid teriiletén beliil. TGF-f RI
expresszio alacsony szinten megjelenik az ép striatumban és magasabb szinten a kéregben (A).
Az alap expresszios szint TGF-f RII (B), TGF- RIII (C) és ALK1 mRNS (D) esetében nagyon
alacsony. TGF-B receptorok expresszioja nem emelkedett meg ebben az id6pontban az
alapaktivitas folé a 1€zi6 mentén.

Roviditések: cc - corpus callosum, LV — ventriculus lateralis. Méretarany = 1 mm.

5.2.3. 72 oraval tranziens MCAO-t kovetéen

A legjelentdsebb valtozas ebben az idépontban az volt, hogy a TGF-B RI mRNS
megjelent a 1€zion beliil. Bizonyos sejtek erdteljesen expresszaltak TGF-f RI mRNS-t.
A sejtek eloszlasa egyenetlen volt, de altalanosan tekintve az egész infarktalt teriileten
beliil megjelent (11/A ébra). A TGF-B RI-t expresszalo sejtek ezen feliil nagy szdmban
jelentek meg a 1ézi6 koriili sz¢€li részben a kéreg minden rétegében és striatum teriiletén
iIS. A TGF-p RI mRNS expresszio denzitasa a penumbraban szignifikansan

magasabbnak adodott, mint a 1ézio teriiletén beliil (Kétutas ANOVA a kéreg esetében €s
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Bonferroni-féle post-hoc teszt 72 éraval elzaras utan: F = 32.99, t= 6.501, p,0.001; a
striatum esetében: F = 441.6, t =17.18,p,0.001; 12/A. abra). A TGF-p RI mRNS
indukcidjat nem tapasztaltuk sem az azonos oldali, sem az ellenkez6 oldali ép

agyszovetben.

TGF- RII mRNS szintén indukalédott 72 o6raval MCAO utan (11/B abra).
Valojaban a TGF- RII expresszidja a TGF- RI expresszidjahoz volt hasonlatos, attol
eltekintve, hogy az ¢ép kéregben nem lathatdo olyan alapaktivitds mint aTGF-B RI
esetében. Indukcid az ép szovetben nem kovetkezik be. Ebben az esetben is
szignifikdnsan magasabb a TGF- RII mRNS denzitdsa a penumbraban, mint a 1ézi6
teriiletén beliil (12/B abra). A so6tét latoteres kis nagyitasu képen a 1€zi6 teriiletén beliil
lathatd (11/B 4bra), hogy az indukci6é részben erek mentén kovetkezik be. Nagy
nagyitasu vildgos latoteres képek demonstraljak, hogy az in situ hibridizécios jelnek
megfeleld autoradiografias szemcsék sejttestek felett jelennek meg (11/F abra). Vilagos
latotérben latszik, hogy a TGF-B RII jel intenzitasa alacsonyabb, mint a TGF-f RI
esetében (11/E, F abra).

TGF-B RII mRNS szintje megemelkedett a 1ézion beliil és a penumbraban
(Egyutas ANOVA a kéreg esetében és Bonferroni-féle post-hoc teszt: F= 19,29, t= 4,40;
p<0,01; a striatum esetében: F = 42,09, t = 7,12; p<0,001; 12/C abra). Az emelkedés
kevésbé volt kifejezett, mint a tobbi TGF-B receptor esetében, de azért tisztan
megfigyelhetd. A jelolt sejtek nagy teriiletet fedtek le (11/C abra). Vilagos latoteres
Giemsaval festett metszeten egyértelmiien lathatd, hogy a TGF-p RIII mRNS erekhez
kapcsolhaté (11/G abra) az infarktalt tertileten beliil és a penumbraban. A TGF-p RIII
MRNS nem indukalédott az ép agyszovetben (Egyutas ANOVA a kéreg esetében: F =
2,70; a striatum esetében: F =1,20; 12/C abra).

Alkl mRNS lathatéan erek mentén indukalddik 72 o6raval MCAO-t kdvetden. Az
indukalt Alkl mRNS eloszlasa TGF-B RIIl-hoz volt hasonl6 ebben az idépontban (11/D
abra). Az Alkl mRNS expresszi6 intenzivebbnek adodott az erek mentén, mint a TGF-f
RIIT esetében (11/H éabra). A 1ézion beliili expresszid denzitasa szignifikdnsam
magasabb volt, mint a penumbriban, ellentétben a TGF-f RI és RII indukcio
eloszlasaban tapasztaltakkal. A tobbi receptorhoz hasonléan az Alkl mRNS sem

indukalddott az ép agyszovetben (12/D éabra).
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11. abra TGF-p receptorok indukcioja 72 oraval MCAO-t kovetéen

Sotét és vilagos latoteres képek in situ hibridizacios technikaval megjelenitett TGF-f receptorok
MRNS-ének indukcidjat mutatjak. A 1ézionalt teriileteket csillaggal (*), és a 1ézi6 hatarat fehér
pottyokkel jeloltik. A: TGF-B RI expresszioja indukalodott a 1ézi6 sz€lén a penumbraban, és a
1ézién beliil is. B: TGF-B RII mRNS-e szintén indukalddott a penumbraban és a 1ézion beliil. C:
TGF-B RIII mRNS-t expresszalo sejtek megjelennek a 1€zion beliil feltételezhetden az erek
mentén. D: ALK szintén indukalddott az erek mentén a 1ézid teriiletén beliil. A fehér nyillal
jelolt teriiletet az A-D képen az E-H képek nagy nagyitasu vildgos latotérben mutatjak TGF-3
receptor mMRNS-nek megfelelé fekete autoradiografias szemcsék sejttestek felett halmozodnak
fel. Azon sejteket, melyek TGF-f RI (E), TGF- RII (F), TGF-$ RIII (G) és Alkl (H)
expresszaljak fekete nyilhegyekkel jeloltiik. TGF-f RIII és Alkl mRNS-e erek koriil jelenik
meg.

Roviditések: cc - corpus callosum, LV — ventriculus lateralis. Méretarany: 1 mm A-D és 50 pm
E-H esetében.
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12. abra TGF-p receptorok mRNS szintjében bekévetkezé valtozasok MCAO utan

Az autoradiografias szemcsék denzitasat (Y tengely) TGF-B RI (A), TGF-B RII (B), TGF-$ RIII
(C) és Alkl (D) esetében szamitottuk ki. Az elemzést a kéregben és a striatumban a kovetkezo 4
esetben végeztiik: 24 oraval tranziens (1 oras) és permanens MCAOQO, 72 o6ras, és 1 honapos
tranziens MCAO utan. A penumbrat 1 honapos MCAO esetében nem vizsgaltuk, mert ebben az
idépontban mar nem azonosithatd. Azonos agyteriiletek esetében a kiilonb6z6 idépontokban
kapott értékeket Egyutas ANOVA-t kdvetd Bonferroni-féle tobbszords dsszehasonlitd post-hoc
tesztet alkalmazva vetettik Ossze, mig a kiilonbozé agyteriileteket Kétutas ANOVA
segitségével hasonlitottuk Ossze. Csillaggal (*) jel6ltiik szignifikansan (p< 0,05) kiilénb6z6
értékeket.

5.2.4. 1 honappal tranziens MCAO utan

TGF-B RI és RII expresszidja igen magas maradt az infarktus teriiletén beliil
(13/A, B abra). A megmarado, regeneralodo agyszovet magasabb expresszios szintet
mutatott TGF-f RI ¢és RII esetében 1 hdénapnal, mint 72 o6raval MCAO-t kovetden
(12/A, B 4bra). Erdekes modon a TGF-B RIII mRNS tovabb indukéalodott a 1ézion beliil
¢és az eloszlasa TGF-B RI és TGF-B RII eloszlasahoz valt hasonlatossa (13/C ébra).
Ezzel ellentétben az AIK1 jelintenzitas eloszlasa 72 oras allapothoz hasonld maradt
(13/D abra). A penumbra ezen id6pontban nem azonosithatd. A 1ézion kiviil csak a
TGF-B RI mutatott jelentds festddést az agykéregben az ép szovetben hasonlatos

eloszlassal (13/A abra).
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13. abra TGF-f receptorok indukcioja 1 honappal MCAO utan

Sotét latoteres képek mutatjdk a TGF-B receptorok mRNS-ének indukcidjat. A 1ézionalt
tertileteket csillaggal (*), és a 1€zid hatarat fehér pottyokkel jeloltiik. A: TGF-f RI mRNS siirtin
megjelenik a 1ézionalt teriileten beliil. A 1ézion kiviil a TGF-f RI a kéregben expresszalodik, de
szintje nem emelkedik meg. B: TGF-3 RII mRNS szintje markansan emelkedik a 1ézion beliil.
C: TGF-p RIII szintén megjelenik az infarktalt teriileten. A beillesztett vilagos latoteres nagy
nagyitasi kép mutatja, hogy az autoradiografids szemcsék sejttestek felett helyezkednek el. D:
ALK1 mRNS mennyisége kissé emelkedett a 1ézion beliil.

Roviditések: cc - corpus callosum, LV — ventriculus lateralis. Méretarany: 1 mm és 20 um a C
abrara beillesztett képen.

5.3. TGF-B-kat expresszalo sejtek tipusanak meghatarozasa tranziens MCAO-t

kovetoen

A TGF-B1 expresszio 3 éraval MCAO utan megemelkedett a penumbraban, majd
tovabb indukalddott 24 6raval az MCAO-t kovetden. 72 oraval és 1 honappal az MCAO
utan a TGF-B1 expresszid megjelenik a 1ézionalt teriileten beliil. A TGF-B2 a lézioval
azonos oldali kéreg II., III. és V. rétegében indukalddott 24 6éraval MCAO utan. A TGF-
B3 expresszidja csak a kéreg II. rétegének par sejtjiében emelkedett meg 24 oraval

MCAO-t kovetden (Pal és mtsai. 2012, Vincze 2015).
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5.3.1. TGF-p1-t expresszalo sejtek tipusa

Intakt és aloperalt allatokban Ibal immunfestés altal jeldlt nyugvd mikrogliak
elagaz6 vékony nyulvanyokkal jelennek meg. A 1€zi6 sz€li zondjaban, intenziven
jelolodo Ibal pozitiv, nagy amdboid alaku sejtek észlelhetok 24 6raval MCAO utén,
ezek feltételezhetden aktivalt mikroglidk. 72 o6raval MCAO-t kovetéen az Ibal
immunreaktivitas tovabb emelkedik a 1ézi6 koriil, és Ibal immunreaktiv sejtek jelennek
meg a 1€zi6 teriiletén beliil (14/A abra). Az Ibal pozitiv sejtek eloszlasa a TGF-B1-t
expresszaldo sejtek eloszlasdhoz hasonlé minden iddpontban. Ezen felil Ibal
immunhisztokémia és TGF-B1 in situ hibridizaciés hisztokémia kombinaldsaval a 1€zi6

sz¢€1én és azon beliil az Ibal és a TGF-B1 kolokalizal (14/B abra).

14. abra A TGF-f1 glidlis sejtekben indukalodott 72 ordaval MCAO-t kdvetden
A: A TGF-B1 mRNS ¢és a mikroglidlis marker Ibal dupla jelolése 72 6raval MCAO-t kovetden.
A 1ézi6 hatarat fekete pottyokkel jeloltik. Az A abran fekete nyillal jeldlt teriilet nagy
nagyitassal a B abran lathato. B: A fekete TGF-f1 mRNS-nek megfelelé autoradiografias
szemcsék a barna Ibal immunpozitiv sejtek felett lathatok. C: Az egyszeresen jel6l6d6 TGF-B1
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pozitiv sejteket fehér nyilhegyekkel, a csak GFAP immunreaktiv sejteket fekete nyilhegyekkel,
mig a duplan jel6lddo sejteket fekete nyilakkal jeloltik. D: A TGF-f1 mRNS-t expresszald
sejteket fehér nyilhegyekkel, mig a NeuN pozitiv neuronokat fekete nyilhegyekkel jeloltiik.
Duplén jel516d6 sejtek nem lathatok.
Roviditések: cc: corpus callosum, LV: ventriculus lateralis. Méretarany = 1 mm az A, 30um a B
€s 100 um a C és a D panel esetében.

TGF-B1 sejtek kozel 95%-a Ibal immunreaktiv (1. tablazat). GFAP ¢és NeuN
immunreaktiv sejtek hidnyoznak az infarktalt teriileten beliil, de a 1¢zi6 méretét jol
mutatjak az ép szovetben valé megjelenésiikkel. TGF-B1 expresszalo sejtek kozel 25%
a 1ézi6 mellett szintén GFAP-val is jel6l6dott (14/C abra). TGF-B1 mRNS nem jelent
meg NeuN pozitiv neuronokban (14/D abra).

1. tablazat TGF-f-t expresszalo sejtek immunfestése

TGF-B1 esetében az adatok 3 teriiletrdl szarmaznak, a kéreg II. és V. rétegébdl valamint a
striatumbol. Mivel a TGF-B2 a striatumban nem expresszalodik, ezért a sejteket csak a kéregben
szamoltuk. Hasonloképpen mivel a TGF-B3 csak a II. rétegben indukalodik, ezért az adatok is
csak innen szarmaznak. A TGF-B-t expresszald sejtek szamat a 1€zid széle mellet szdmoltuk
200x400 pm teriileten. Ugyanebben a latotérben a dupléan jel616do sejteket is megszamoltuk, és
a szamolt aranyokat atlagoltuk. Egyutas (One-way) ANOVA analizis soran szignifikans
kiilonbséget a régiok kozott egyik marker esetében sem talaltunk.

TGF-p1 TGF-B2 TGF-B3
IL. réteg V. réteg | Striatum IL. réteg V. réteg II. réteg

TGF-B-t exp.
sejtek szama/ 18,3+4,9 | 16,3+3,5 | 20,5+4,2 | 18,3+4,2 | 17,0+3,9 | 14,0+4,5
0,08 mm’?
Immunpozitiv sejtek
a TGF-B-t expresszalo sejtek %-ban

NeuN 3,728 4,7+3,3 5,739 87,1+3,8 84,8+2.7 | 81,1+3,5
GFAP 26,3£2,8 | 21,6+6,2 | 22,2+44 | 4,2+23 4,0+2.1 9,3+5,8

Ibal 93,7+3,4 | 94,044,6 | 96,0+4,1 3,1£2.6 3,624 6,7+3.4
Hsp70 7.2+£22 4,8+3.9 55+59 | 76,374 | 69,2+8.9

5.3.2. TGF-f2-t és -fi3-t expresszalo sejtek tipusa

A TGF-B2-t és -B3-t expresszalo sejtek eloszlasa a TGF-B1-hez képest jelentésen
eltér (15/A abra). TGF-f2 és -B3 mRNS-t expresszald sejtek tobb mint 80%-a
kolokalizalt NeuN pozitiv sejtekkel, felvetve ezen altipusok neuronalis expressziojat
(15/B abra). A TGF-B2-t és -B3 viszont szinte nincs jelen mikroglialis sejtekben (15/A
abra), mivel igen kis szamban expresszaljak Ibal immunreaktiv sejtek a kéreg III.

rétegében (3,1+2,6%) és az V. rétegében (3,5+£2,4%). A GFAP pozitiv asztroglidk és a
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TGF-B2-t expresszald sejtek elkiiloniilnek egymastol (15/C abra), kolokalizaciojuk

minimalis (1. tdblazat).
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15. abra A TGF-52 neurondalis sejtekben indukalodott 24 oraval MCAO utan

A: A TGF-f2 mRNS (in situ hibridizaciés hisztokémia) €s a mikroglialis marker Ibal
(immunhisztokémia) dupla jeldlése 24 oraval MCAO-t kdvetden. A 1ézionalt teriiletet csillaggal
(*), és a 1ézid hatarat fekete pottyokkel jeloltiik. Az A abran fekete nyillal jeldltiik a kéreg II1. és
V. rétegében az Aa és Ab nagy nagyitasu képet. Az Ibal immunreaktiv mikroglia sejtek a kéreg
egyik rétegében sem tartalmaznak TGF-Bf2 mRNS-t. B: A TGF-f2 mRNS és a neuronalis
marker NeuN dupla jel6lése 24 oraval MCAO-t kovetéen. Szinte minden TGF-f2 mRNS-t
expresszalo sejt NeuN immunreaktivitast is tartalmazott a kéreg mind a III. (Ba) és mind az V.
(Bb) rétegében. A duplan jel6lodo sejteket fekete nyillal jeldltik. C:TGF-B2 expresszid nem
asztroglidkhoz kothetd. A GFAP pozitiv sejteket fekete nyilhegyekkel, a TGF-B2-t expresszalo
sejteket fehér nyilhegyekkel jeldltiik. Nincs duplan jel6l6do sejt.

Roviditések: cc: corpus callosum. Méretarany = 1 mm az A, 50 um az Aa és az Ab, 200 pum a
Ba, 100 um a Bb ¢s a C képek esetében.

5.3.3. TGF- mRNS-ek eloszlasanak viszonya a penumbrahoz és a hegszévethez

A Hsp70 (Heat shock protein 70), olyan a penumbrat jelz6 marker, mely a 1éziot
koriilvevo sz€li zonaban 1évo sejtekben jelent meg, de hianyzott a 1ézion belill és az ép
szovetben 24 oraval tranziens MCAO utan (16/A abra). TGF-f1-et expresszalo sejtek
hasonlo eloszlassal rendelkeznek ebben az idépontban (16/A abra). Viszont a TGF-p1

50



DOI:10.14753/SE.2016.1929

mRNS ¢és a Hsp70 immunreaktivitds nem azonos sejtekhez kothetd (1. tablazat). A
TGF-B2 és a Hsp70 eloszlasa 24 6raval MCAO utan atfedett a penumbraban, de tovabbi
TGF-B2-t expresszalo sejtek jelentek meg az ép szovetben a kéreg 1., 111. és V. rétegben
(16/B 4bra). Erdekes, hogy a TGF-B2-t expresszalé sejtek megkozelitdleg 75 %-a
Hsp70 immmunpozitiv is volt (1. tablazat). A glialis heg 1 honappal MCAO-t kovetden
jelent meg a 1€zi6 koriil. A hegszdvetet intenziv GFAP immunjel6lés rajzolta ki (16/C
abra). TGF-B1-t expresszalo sejtek boségesen megjelentek a hegszdvetben és a 1€zio
teriiletén beliil, de szinte teljesen hidnyoztak az ép oldalon (16/C abra). A glialis
hegszovetben talalhatd TGF-B1-t expresszalo sejtek tobbsége nem tartalmazott GFAP-t
(16/C abra). A TGF-B2 és -p3 nem jelent meg a hegszovetben 1 honappal tranziens
MCAO-t kdvetden.
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16. abra A TGF-f1 és -2 mRNS elhelyezkedésének viszonya a penumbrahoz és a glialis
hegszévethez

A: A TGF-f1 mRNS (in situ hibridizaciés fekete autoradiografids szemcsék) és a penumbra
marker Hsp70 immunreaktiv (barnan fest6dd sejtek) dupla jelolése 24 oraval MCAO-t
kovetden. A 1ézionalt teriiletet csillaggal (*), és a 1ézio hatarat fekete pottyokkel jeldltik. A
fekete négyzetekkel a penumbra ép szovet felé 1évo szEélét mutatjuk. Az Aa abran bekeretezett
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rész az Ab abran mutatja a TGF-f1 mRNS és a Hsp70 hasonl6 eloszlasat a penumbraban. Az
Ac abra (Ab képen keretezéssel jelolt rész) nagy nagyitdssal mutatja, hogy a TGF-f1 mRNS és
a Hsp70 immunreaktivitdis nem azonos sejtekhez kothetd. B: TGF-f2 mRNS (in situ
hibridizacids fekete autoradiografids szemcsék) és a Hsp70 immunreaktiv (barnan fest6dd
sejtek) dupla jelolése 24 draval MCAO utan. Fekete négyzetek a penumbra kiils6 hatarat jelolik.
A penumbran beliil a TGF-B2 mRNS-t expresszalo sejtek tobbsége Hsp70 immunreaktivitassal
is rendelkezik. Az ép szovetben viszont csak TGF-B2 mRNS-t expresszalo sejtek vannak jelen.
C: A gliadlis hegszovetet a GFAP-vel intenziven jel6lodé asztrocitak alkotjak. TGF-B1-t
expresszalo sejtek a glialis hegszdvetben és a 1ézio teriiletén beliil jelentek meg, viszont a hegen
tali ép szovetben nem.

Roviditések: LV: ventriculus lateralis. Méretarany = 1 mm az Aa, 400 um az Ab, 100 um az Ac
¢és 200 um a B és a C panelek esetében.

5.4. TGF-B receptorokat expresszalé sejtek tipusai
5.4.1. TGF- RI-t expresszalo sejtek tipusa ép kéregben

Viartnak megfelelden, minden marker nagyszdmu sejtet festett meg az ¢ép
agyszovetben. A markerek festési mintazata érzékelhetben nem valtozott az ép
szovetben. TGF-B RI expresszald nagyszamu sejtek neuronoknak bizonyultak csak
néhany volt gliasejt (17. abra). 54 TGF-p RI expresszalo sejtbdl 51 festédott NeuN-nel a
kéreg IV. rétegben, néhany pedig glialis markerrel 0.16 mm? teriileten (2. tiblazat). Mas
rétegek kevesebb TGF-f RI expresszalo sejteket tartalmaztak, de nagyrésziik szintén
neuron volt. A tobbi TGF-f receptorokat sokkal kisebb szdmban expresszalo sejtek
dupla festések alapjan a TGF-B RII esetében az ép agyszovetben asztrocitdk (S-100
jeldlve) és neuronok (NeuN jelolve), Alkl és TGF-PB RIII esetében neuronok és endothel
sejtek (VWF jeldlve) voltak.

5.4.2. TGF-p Rl-et és TGF-f RlI-t expresszadlo sejtek tipusa

Ep és aloperalt patkanyok agyanak metszetén Ibal immunhisztokémiaval vékony
nyulvanyokkal rendelkezé mikroglidk jelolédtek. A 1€zi6 teriiletén beliil, intenziven
Ibal immunreaktiv, nagy amdboid alaku sejtek jelentek meg 72 6raval MCAO utén,

melyek feltételezhetden aktivalt mikrogliak. (18. abra).
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17. abra TGF-§ RI mRNS expresszio az ép agyszdvetben neuronokhoz kapcsolhato

A TGF-p RI talnyomoérészt neuronokban és nem gliasejtekben expresszalodik az ép
agykéregben. A: TGF-f RI mRNS és NeuN immunreaktivitds dupla jeldlése. Nagyszamu
sejtben a fekete in situ hibridizacios jel kolokalizal a barna NeuN immunreaktivitassal. A fekete
nyilak néhany duplan jel5l6dott sejtre mutat. A bekeretezett rész a jobb fels6 sarokban lathato
nagy nagyitasban, mely megmutatja, hogy a felhalmoz6dé autoradiografias szemcsék a barna
NeuN immunpozitiv sejttestek felett helyezkednek el. B: Az egyszeresen jelolt mRNS-t
expresszalo sejteket fekete, az S-100 immunreaktiv asztrocitdkat fehér nyilhegyekkel jeloltiik.
C: TGF-B RI mRNS-t expresszald neuronokat fekete, az Iba-1 immunpozitiv mikrogliakat fehér
nyilhegyekkel jeloltiik. Nincs dupla festés azon sejtekben, melyek az S-100 asztrocita és az Iba-
1 mikroglia markerrel jelolodtek.

Meéretarany = 200 um A, 50 um B ¢és C, és 10 pm az A abran beillesztett kép esetében.

Az Ibal immunreaktiv sejtek eloszldsa a TGF-B RI-t és RII-t expresszald sejtek
eloszlasdhoz hasonlatos. Tovabbd, az Ibal immunhisztokémia és a TGF-f RI és RII
mRNS in situ hibridizacids hisztokémia kombinalasaval kolokalizaciot tapasztaltunk az
1schémiés teriileten beliil €s a penumbraban (18. dbra). Szinte minden TGF-B RI (46-bol

41 0,16 mm? teriileten), és a TGF-B RII mRNS-t expresszalo sejtek tobbsége (34-bol
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23) tartalmazott Ibal és a legtobb Ibal-t pozitiv sejt a 1ézioban TGF-f RI és RII-t

expresszalt (2. tablazat).

A

18. abra TGF-$ RI és RII mikroglia sejtekben indukdalodik
TGF-B RI és RII mRNS és a mikroglia marker Ibal immunreaktivitas dupla festése 72 déraval
MCAO-t kovetden. A: Kis nagyitasu képen lathato a TGF-f RI és Ibal duplan jel6lt metszete.
A 1ézionalt teriilet hatarat fekete pottyokkel jeloltiik. A négyzet a nagy nagyitasti Aa, és a nagy

crcr

expresszald neuront fehér, az Ibal immunpozitiv mikrogliat fekete nyilhegyekkel jeldltiik a
1ézi6 melletti ép kéregben. A penumbraban duplan jel6l6d6 sejtek koziil néhanyat kis fekete
nyillal jeloltik. Ab: Nagy nagyitast képen mutatjuk, hogy a TGF-f RI mRNS-nek megfeleld
fekete in situ hibridizacios jel a barna Ibal immunreaktiv sejttestek felett helyezkedik el a 1ézion
belil. B: TGF-f RII szintén mikroglidban expresszalodik. TGF-B RII kolokalizal az Ibal
immunpozitiv sejtekkel, mivel az mRNS-nek megfeleld fekete autoradiografids szemcsek a
barnan jelolédé sejtek felett helyezkednek el. A duplan jel6l6do sejteket fekete nyilakkal
jeloltik.

Roviditések: cc - corpus callosum, LV - ventriculus lateralis. Méretarany: 1 mm A, 100 um Aa
és 50 um Ab és B képek esetében.
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2. tablazat A TGF-f receptorok in situ hibridizacios hisztokémia és ezt kovetéen a kiilonbozo
sejttipusmarkerek immunhisztokémiaval valo dupla festése 72 oraval MCAO utan

A sejttipusok azonositasara a kovetkez6 markereket alkalmaztuk: NeuN a neuronokat, S-100 az
asztrocitakat, Ibal a mikroglidlis sejteket és vWF az endothelt jeldlte. A TGF-B receptor
expresszalo sejtek és a duplan jel6l6do sejtek szamat 3 kiilonbozo teriileten néztiik. Az adatokat
400 pm x 400 um négyzet alaku tertiletr6l gytjtottiik 4 agy ép (1€ziotol tavoli), penumbralis és
1ézionalt agykérgébdl.

TGF-B RI TGF-B RII

intakt penumbra 1ézid intakt penumbra 1€zi6

TGF-B-t exp.
sejtek szama/ 57,4+2,6 58,6+2,7 46,1+3,2 8,3+0,8 36,4+2.3 | 34,3+2.8
0,16 mm?

Duplan jel516d6
sejtek szama/0,16 mm?®
NeuN 50,5+1,9 17,5+2,5 2,0+£0,8 2,8£0,5 2,5+1,0 0,5+0,3
S-100 4,3+0,5 2,5+0,3 0,8+0,5 4,8+0,5 3,5+0,6 0,8+0,3
Iba-11 2,5+0,3 40,3+1,7 | 41,3+4,5 1,0+0,4 26,5+1,2 | 23,0+0,9
VWF 0,5+0,3 1,5+0,5 1,5+0,5 1,3+0,6 53+0,9 | 12,5+1,3
TGF-p RIII Alkl
intakt penumbra 1ézid intakt penumbra 1ézid
TGF-B-t exp.

sejtek szama/ 11,941,2 | 10,8+0,9 | 9,9+0,6 6,3+0,9 16,8+1,6 | 21,3+1,8
0,16 mm?

Duplan jel516d6

sejtek szama/0,16 mm?®
NeuN 5,5+1,2 1,0+0,4 0,3+0,3 3,0+0,4 1,5+0,3 0,0+0,0
S-100 1,5+0,6 0,5+0,3 0,3+£0,3 0,5+0,3 0,5+0,3 0,0+0,0
Iba-11 0,3+0,3 0,8+0,5 0,8+0,5 0,5+0,3 1,5+0,3 1,5+0.3
vWF 6,8+1,5 9,5+0,5 8,3+0,6 3,3+1,0 16,0+1,5 | 20,8+1,5

5.4.3. TGF-B RIII-t és Alkl-et expresszalo sejtek tipusa

A TGF-B RI ¢és RII esetével ellentétben a TGF- RIII-t és Alkl-et expresszald
sejtek eloszlasa nem mutatott atfedést és nem is kolokalizalt az Ibal
immunreaktivitassal (19/D abra). Tovabba, az Ibal pozitiv mikroglia sejteken tal erek is
festodtek az infarktalt teriileten beliil. Valdjdban vWF és oaSMA immunfestés
intenzitasa er6sebbnek mutatkozott a 1€zid teriiletén beliil mint az €p szdvetben (19/A
abra). Mind az S-100 és NeuN immunreaktiv sejtek hidnyoztak az ischémias mag
teriiletér6l. Duplan festett metszetek nagy nagyitds melletti elemzése soran
megallapithatjuk, hogy mind az Alkl (19/C abra), mind a TGF-f RIII (19/G abra)
expresszid6 VWF-ral jelolt endothel sejtekhez kothetd, nem pedig simaizom sejtekhez
vagy mikrogliahoz (19/B, D, F, H abra). TGF-B RIII esetében, 10-bdl 8 sejt, mig Alkl
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esetében, 21-b8l 21 sejt VWF immunpozitiv volt 0,16 mm? teriileten az infarktalt
teriileten beliil. Tovabba TGF-B RII szintén expresszaldodott endotél sejtekben (19/E
abra), 34-b6l 13 sejt esetében (2. tablazat). Ezzel ellentétben, a csak TGF-f RI-et
expresszald sejtek nagyon kis aranya volt jelen endotél sejtekben: 46-bol csupan 2 sejt

volt duplan jelolt vWF-ral (2. tablazat).

19. abra TGF-p RIII és ALK endothel sejtekben indukalodik a lézion beliil

TGF-f RIII és ALKI mRNS-ének mikroglialis (Ibal), endotelidlis (VWF) és erek
simaizomsejtjének (aSMA) markerével vald dupla jelolése 72 o6raval MCAO utan. A: ALK1
mRNS ¢és aSMA immunreaktivitds dupla festése kis nagyitasi abran. A 1éziot csillaggal (*)
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jeloltiik. A 1€zi6 hatarat fekete pottyokkel mutatjuk. B: Nagy nagyitasu képen az ALK1 mRNS
és aSMA immunreaktivitas egylittes festése lathatd kolokalizacié nélkiil. Az ALK1 mRNS-t
expresszalo sejteket fehér, az aSMA immunpozitiv simaizomsejtet fekete nyilheggyel jeloltiik.
C: ALK1 mRNS és vWF-immunreaktiv endothelsejt dupla jelolése. A nyil példaként mutatja a
duplan jelolodott sejtet. D: A fehér nyilhegyekkel indikalt ALK1 mRNS expresszidé nem
kolokalizal a fekete nyilheggyel jelolt Ibal immunreaktivitassal. E: TGF- RIl mRNS jelen van
vWF immunreaktiv endothel sejtekben és nem endothel sejtekben is megjelenik. Fekete nyillal
mutatjuk a duplan jelolt sejteket. Az utolsé 3 kép mutatja, hogy a TGF-B RIIl endothel
sejtekben expresszalodik 72 oraval MCAO utan. F: TGF-B RIII és aSMA egyiittes festése, mely
kolokalizaciot nem mutat. TGF-B RIII mRNS-t expresszalo sejtet fehér az aSMA-t expresszald
simaizomsejtet fekete nyilheggyel jeldltik. G: TGF-B RIIl mMRNS-t expresszalo sejtek vVWF
immunreaktivitast tartalmaznak. A duplan jeldlt sejtet fekete nyillal mutatjuk. H: TGF-$ RIII
nincs jelen mikroglidban. A fehér nyilheggyel a TGF- RIIl mMRNS-t expresszald sejtet, mig
feketével Ibal immunreaktiv mikrogliat jeloltiik.

Roviditések: cc - corpus callosum, LV - ventriculus lateralis. Méretarany: 1 mm A, 50um B, C,
Dés E, 20 um F, G és H képek esetében.

5.5. TGF-p-kat expresszalo sejtek Fos és ATF-3 indukcidja tranziens MCAO-t

kovetoen

24 6raval MCAO utan Fos-t expresszalo sejtek jelentek meg a 1ézioval azonos
oldalon végig az agykéregben, és a Fos immunreaktiv sejtek viszonylagosan rendezett
mintazatot mutattak. A legintenzivebb expresszio a ll. rétegben észlelhetd, mig a kéreg
I, IV. és VI rétegében kevesebb Fos immunreaktiv sejt talalhato (20/A abra, 3.

tablazat). A 1ézidval ellentétes oldalon egyaltalin nem jelenik meg Fos

immunreaktivitas (20/A é4bra).

3. tablazat TGF-f1 és -B2 dupla festése Fos és ATF-3 immunmarkerekker

TGF-B1 esetében az adatok 3 teriiletrdl szarmaznak, a kéreg II. és V. rétegébdl és a striatumbol.
Mivel a TGF-B2 a striatumban nem expresszalodik ezért a sejteket csak a kéregben szamoltuk.
A TGF-B-t expresszalod sejtek szamat a 1ézid széle mellet szamoltuk 200x400 pm teriileten.
Ugyanebben a latotérben a duplan jel6l6do sejteket is megszamoltuk, és a szamolt aranyokat
atlagoltuk. Egyutas (One-way) ANOVA analizis soran szignifikans kiilonbséget a régiok kozott
egyik marker esetében sem talaltunk.

TGF-p1 TGF-p2
II. réteg V. réteg Striatum II. réteg V. réteg
TGF-B-t exp.
sejtek szama/ 18,3+4,9 16,3+3,5 20,5+4,2 18,3+4,2 17,0+3,9
0,08 mm’
Immunpozitiv sejtek
a TGF-B-t expresszalo sejtek %-ban
Fos 41422 47433 5,2+2,7 90,2+3,8 91,9+4,6
ATF-3 8,4+1,9 7,1+£2,6 8,5+4,1 2,8+1,9 4,3+2.9
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20. abra A TGF-p-t expresszalo sejtek Fos és ATF-3 tartalma 24 érdaval MCAO utdan

A: Fos immunreaktiv sejtek jelentek meg a 1ézidval azonos oldali kéregben, ellentétes oldalon
viszont nem. A Fos immunreaktivitas denzitasa a II., Ill. és V. rétegben a legmagasabb. A
1ézionalt teriiletet csillaggal (*) jeloltik. B: ATF-3 immunreaktivitds a 1éziot koriilvevo
sejtekben jelent meg. C:TGF-p1 mRNS-ek (fekete autoradiografias szemcsék) nem
kolokalizalnak a Fos immunpozitiv (barnan jel616d6) fehér nyilheggyel jel6lt kéregben 1év6
sejtekkel. D: TGF-B1 mRNS-t (fekete szemcsék) expresszald sejtek nem kolokalizalnak az
ATF-3 immunpozitiv (barndn jelol6dd) fehér nyilheggyel jelolt sejtekkel. E: TGF-B2
kolokalizal a Fos immunpozitiv sejtekkel, mivel az mMRNS-nek megfeleld fekete
autoradiografids szemcsék a barnan jelolodo sejtek felett helyezkednek el. A duplén jel6l6do
sejteket fekete nyilakkal jeloltiik. Megfigyelheté még néhany Fos immunreaktiv TGF-B2-t nem
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expresszalo sejt is. F: TGF-B2 nem kolokalizal az ATF-3 immunpozitiv (barnan jel616do) fehér
nyilheggyel jelolt sejtekkel.

Roviditések: cc: corpus callosum, CP: caudate putamen/striatum, Cx: cortex/agykéreg, LV:
ventriculus lateralis. Méretarany = 1 mm a B, 100 um a C és a D, 50 um az E és az F esetében.

Fos-szal ellentétben az ATF-3-mal intenziven jel6l6d6 sejtek csak a 1€zio kortil jelentek
meg egy viszonylag sziik savban (20/B é4bra). Dupla festést kovetden sem Fos sem
ATF-3 immunreaktivitast nem ¢észleltink a TGF-f1 mRNS-t expresszald sejtekben
(20/C,D éabra). Ezzel ellentétben szinte minden vizsgalt TGF-f2-t expresszalé neuron
tartalmazott Fos immunreaktivitast (3. tablazat), mig a tobbi Fos pozitiv sejt nem
expresszalt TGF-B2 mRNS-t (20/E abra). Az ATF-3 immunreaktivitast mutato sejteket
tartalmaz6 teriilet kis mértékben atfedett a TGF-f2 MRNS-t expresszald sejtek
teriiletével. Ezekben a régiokban, az ATF-3 immunreaktivitas nem kolokalizalt a TGF-

B2 mRNS-sel (20/F abra).
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6. Megbeszélés

Eredményeink igazoljak, hogy a TGF-B receptorok mRNS expresszidja
indukalodik patkanyagyban fokalis ischémiat kdvetden és eltérd idbeli, illetve eloszlasi
mintdzattal rendelkeznek. A TGF-B fehérjéket és receptoraikat kiilonbozo sejtek
expresszaljak. Kapott eredményeinket 6sszehasonlitottuk a korabban publikalt MCAO
utani expresszios adatokkal, és bévitettiik az indukciés mechanizmusukban részt vevo
folyamatokrol szo6l6 ismeretanyagot. Végiil, adataink elemzésével a TGF-B rendszer

potencialis funkcidit vizsgaltuk agyi ischémiaban.

6.1. A Kkiilonb6z6 TGF-p altipusok expresszidja fokalis ischémiat kovetéen

patkanyagyban

A TGF-BI a 1ézi6 széli részén jelent meg 24 6raval MCAO utan, melyet késdbbi
idépontokban a 1ézio teriiletén beliili expresszio kovetett (Pal és mtsai. 2012, Vincze
2015). Demonstraltuk, hogy a 1ézi6 széli részére lokalizalodo TGF-B1 indukcié a
Hsp70-nel megjelenitett penumbrdhoz kotédik. MCAO-t kovetden a TGF-B1
mikrogliaban torténé expresszidjat mar korabban publikaltdk, TGF-B1 in situ
hibridizaciojanak ¢s OX42 immunhisztokémiai festésének kombinacidjaval (Lehrmann
¢s mtsai. 1998). Mi az Ibal antitestet hasznaltunk, mely nyugvd és aktivalt
mikroglianak egyarant markere (Imai és Kohsaka 2002), hogy demonstraljuk a TGF-f1
expressziojat mikrogliaban. Korabban a TGF-B1 asztrocitakban valo teljes hianyat irtak
le (Lehrmann és mtsai. 1998), mi azonban megfigyeltiink TGF-1 expressziot néhany
GFAP pozitiv sejtben 1is, megerdsitve a tranziens ischémiat koveté TGF-B1
asztrocitakban torténd indukcigjat leird tanulmanyokat (Knuckey és mtsai. 1996).
Neuronalis NeuN markert alkalmazva demonstraltuk, hogy a TGF-B1 nem neuronokban
expresszalodik. Ezzel megallapitottuk, hogy a TGF-B1 indukcié glialis sejtekre
korlatozodik. A sejtek azon kis aranya, mely kolokalizaciot sugall, annak eredménye
lehet, hogy az egyszeresen jeldlt sejtek a szovetben kiilonbozo sikokban egymas felett
helyezkednek el. A TGF-B2 és -B3 indukcidja a 1ézidval azonos oldali kéregben a
penumbrahoz és ezen kiviili intakt kéreghez kothetd 24 oraval MCAO-t kovetden,
késébbi idopontokban sem jelennek meg a 1€zid teriiletén beliil (Pal és mtsai. 2012,

Vincze 2015). Egyik f6 kiilonbség a TGF-B1 és -B2 indukcidja kdzott, hogy az utobbi
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kizarolag csak neuronokban expresszalddott az azonos oldali kéreg II., III. és V.
rétegében. Eredményeink jelentdsen bovitették a TGF-B-kat expresszald sejtekrdl valod
ismereteinket MCAO-t kdvetden.

6.2. A Kiilonb6z6 TGF-P receptor tipusok expresszidja fokalis ischémiat kdvetéen

patkanyagyban

24 oraval MCAO utan bar jelentds méreti 1¢ézi6 alakult ki, a TGF-f receptorok
szintjében nem kovetkezett be szignifikdns valtozéds. A 1ézion beliili jel hidnyanak oka
feltételezhetden az, hogy a pusztuldé neuronok nem expresszalnak TGF-f receptorokat
¢s a TGF-p jelatvitel a penumbraban sem valtozik. Az ép szovetben a TGF-B RI szintje
volt a legmagasabb, és ez volt az egyetlen receptor, mely rétegek szintjén organizalt. Az
agykéreg IV. rétegében fejezddott ki erdteljesen, €s itt az expresszid neuronalis. Ezt a
TGF-B RI eloszlasi mintazatot korabban még nem irtak le. A tobbi fennmarad6é TGF-f
RI-t expresszalo sejt S-100-al fest6dd asztrocita. A TGF-B RII asztrocitaban vald
jelenléte megfelel a korabban leirtaknak (Galter és mtsai. 1999), igy feltételezhetéen ez
a két receptor kolokalizal. Ezzel ellentétben mind a TGF- RIII és az Alk1 kisebb részt
neuronokhoz, de féleg endothelhez kothetd. A TGF-B RIII esetében a neuronalis
expressziot korabban mar jelezték (MacConell és mtsai. 2002), mig az Alkl
megjelenését mind neuronokhoz mind endothelhez kototték (Oh és mtsai. 2000, Seki és

mtsai. 2003, Konig ¢és mtsai. 2005).

72 oraval és 1 honappal MCAO-t kovetéen mind a négy TGF-B receptor
szignifikansan indukalodott. A térbeli és idobeli megoszlas meglehetdsen hasonl6 volt a
TGF-B RI és RII esetében, ami koexpressziojukat feltételezi, és sziikséges, mivel
funkcionalisan heteromer receptorok (Huang és Chen 2012). Mindkét receptor
jelentésen indukalddott a 1€zio koriil és a 1ézion beliil, de az ép szovetben nem, ¢€s az
ellenoldalon sem. A 1€zi6 koriili teriilet megfelel az atmeneti zonanak, a penumbranak,
mely a neuroprotektiv kezelések f6 célteriilete (Ramos-Cabrer és mtsai. 2011). Ezen
eredmények Osszhangban vannak a korabban leirtakkal, melyek szerint RT-PCR-ral
azonositott TGF-B RII mRNS szintje jelentésen megemelkedik az infarktalt teriileten
beliil 3 nappal permanens MCAO utan egérben (Vivien és mtsai. 1998). Ugyanakkor

eredményeink ellentétesek a TGF-f RI esetében leirtakkal, mely szerint nem volt
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detektalhaté valtozas TGF-p RI mRNS szintjében (Vivien ¢és mtsai. 1998).
Véleményiink szerint azonban az ép szovetben talalhatdo magas alap TGF-f RI mRNS
maszkirozta a RT-PCR adatokat. Eredményeink megegyeznek az ¢l6zd
immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeivel, mely szerint a TGF-B RI és RII
neuronokban, gliasejtekben és endothelben indukélodik mind a 1ézidval azonos oldali,
mind az ellenoldali agyféltekében MCAO utan (Ata és mtsai. 1999). Habar kiilonb6z6
expresszios mintdzatot mutat @ mRNS ¢és a fehérje indukcié, ugy gondoljuk hogy a
knock-out allatok nélkiil tesztelt antitestek specificitasa kevésbé megbizhato, mint két

nem atfedd proba altal kapott in situ hibridizacios hisztokémia eredménye.

Az emelkedett TGF-B RI és RII szintet mutatd sejtek talnyoméd része dupla
jelolések alapjan mikroglianak bizonyult, mivel a stabil, megbizhaté markerként
hasznalt antitest mind a nyugvo, mind az aktivalt mikrogliat festi (Imai és Kohsaka
2002). Ezen eredmények a korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban vannak, melyek szerint
egyetlen hipoxias esemény altal kivaltott globalis ischémia egyiitt jar a TGF-f RI és RII
mRNS ¢és fehérje szintjének emelkedésével, melyet RT-PCR-rel és Western blot-tal
mértek Ki (Li és mtsai. 2008). Tovabba, immunhisztokémiaval kimutattak, hogy a TGF-
B RI és RII expresszio mikrogliaban torténik (Lycopersicon esculentum lectinjével
azonositottak, mely mind a mikrogliat, mind az erek endothel sejtjeit jeloli) és mikroglia
sejtkultiraban, ahol szintén megemelkedett a TGF-B RI és RII expresszios szintjitk (Li
¢és mtsai. 2008). A jelen tanulmanyban in situ hibridizaciés hisztokémiaval leirtuk, hogy
a fokalis ischémia szintén a TGF-B RI és RII mikroglidlis indukciojahoz vezet, az
expresszids szint magasabb a penumbraban, mint a 1ézio teriiletén beliil 72 o6raval
MCAO utan és a TGF-B RI és RII mikroglialis expresszidja tovabb emelkedik az
infarktalt tertileten beliil 1 honappal MCAO-t kovetden.

TGF-B RIII mRNS szintje sokkal kisebb valtozast mutatott a penumbraban és a
1ézién beliil 72 oraval MCAO utan, mint a TGF-B RI és RII szintje. Tovabba, az
emelkedett expresszids szintet mutatd sejtek ebben az idépontban foként endotél sejtek,
ezt kordbban még nem irtak le. Mivel az endotélben miniméalis mennyiségii TGF-3 RI-et
talaltunk, lehetséges, hogy a TGF-f RIII a TGF-B szupercsalad mas ligandjainak
jelatvitelében vehet részt, mint példaul csont morfogenikus fehérjék (BMP-K) (Lux és

mtsai. 1999, Lee és mtsai. 2009, Townsend és mtsai. 2012). A TGF- RIII hianya
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mikroglidban 72 6raval MCAO utan feltételezi, hogy a TGF-P RI és RII a TGF-f jelet a
TGF-B RIII kozremikddése nélkiil tovabbitja ebben az idépontban. Korabbi adatok
alapjan TGF-B RI és RII TGF-B RIII hianyaban is funkcionalis receptort alkothat (Deng
és mtsai. 1999) kivéve, hogy a TGF-B2 felismerés hianyzik (Bilandzic és Stenvers
2012). A TGF-p RIIl megjelenik nem endotél sejtekben is egy honappal az MCAO
utan, igy valoszinili, hogy ebben az iddpontban a TGF-f RI és RII az &sszes TGF-8

altipust felismeri.

Alkl expresszid szignifikans emelkedést mutatott 72 ordval MCAO utdn a
penumbraban és a 1ézio teriiletén beliil, azonban a TGF-B RIll-ral ellentétben nem
emelkedik tovabb 1 honappal MCAO-t kovetden. Ezen 0j eredmények megfelelnek a
korabban leirt adatoknak, melyek alapjan az Alkl indukalodik sebgyogyulast kovetden
meglévd taplald artéridk és Gjonnan képzodd erek mentén (Seki és mtsai. 2003) és
erdteljesen kifejezddik endotél sejtekben sértést kovetden (Garrido-Martin és mtsai.
2013). Eredményeink bizonyitottak, hogy az emelkedett Alkl expresszido endotél
sejtekhez kotheté és megmutattuk, hogy a TGF-f RII szintén indukalddik endothelben.
Bér mi nem talaltunk emelkedett Alkl mRNS szintet neuronokban, mely kiilonbozik az
eddigi immunhisztokémiai eredményektdl (Konig és mtsai. 2005); ezért lehetséges,
hogy a fehérje szintjének emelkedése nem tiikkr6zddik az mRNS szinten. I-es tipusu
receptorként, az Alk1 jelatviteléhez sziikséges ll-es tipust receptor. Lathatéoan a TGF-3
RII is megemelkedik az erek mentén, igy lehetévé téve a TGF-B felismerését (Lux és
mtsai. 1999, Huang és Chen 2012). Tovabba, Alkl megkothet mas tipusa II-es
receptorokat, hogy a TGF-B-kon kiviil mas ligandokat is felismerhessen, példaul a
BMP-9 ¢és -10-et (Hawinkels és mtsai. 2013). Egy tovabbi érdekesség, hogy az Alkl és
a TGF-B RIII mRNS eloszlasa nagyon hasonlo, kapcsolatot feltételezve a két receptor
kozott. Osszességében a jelen tanulmany jelentdsen ndveli a TGF-B receporok MCAO

crer

expresszidjat fokalis ischémiat kdvetden kiillonbozo idépontokban.
6.3. A TGF-p rendszer indukciéjanak lehetséges mechanizmusai

A TGF-B receptorok indukcidjanak térbeli és idobeli mintazata hasonld volt a

kéregben ¢és a striatumban, ellentétben a TGF-p fehérjékkel (Pal és mtsai. 2012), ezért
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feltételezhetéen TGF-f receptorok indukcidja nem fligg az azt korlilvevd agyszdvet
strukturdjatol. Mivel a TGF-f receptorok expresszidos szintje nem kiillonbozott
permanens MCAO és 1 oras elzarast kovetd reperfiizid utan, igy valosziniisithetd, hogy
maga az ischémias inzultus és nem a reperfuzios karosodas felelds a TGF-B receptorok
hatdranak preciz atfedése azt feltételezi, hogy az ischémia vezet a TGF-B1

indukcidjahoz.

A mikroglidlis aktivacié néhany perccel az ischémia utan kezdddik, igy megeldzi
a morfoldgiailag detektalhaté neuronalis karosodast, tovabba magaba foglal egy
atmeneti generalizalt valaszt 24 o6ran belill ischémiat kovetden (Gehrmann és mtsai.
1995). Az aktivalt mikroglia olyan proinflammatorikus citokinek termelddéséért felelds,
mint interleukin-1, interleukin-6 és TNF-a (Lai és Todd 2006), melyek koziil példaul a
TNF-o indukalja a TGF-B1 expressziot (Chao és mtsai. 1995). A TGF-B1 expresszio
indukalodik mikrogliakban és asztrocitakban MCAO-t kovetden egerekben (Doyle és
mtsai. 2010). Az Ibal emelkedett expressziot mutat tranziens fokalis ischémia utan
mikrogliaban és az infarktalt teriiletre infiltralddd makrofagokban egyarant (Ito és
mtsai. 2001), korai idépontokban a mikroglia aktivacidé jelentésebb a makrofagok
kilépésénél (Weinstein és mtsai. 2010). Tovabba a receptorok esetében az expresszios
szint szignifikdnsan magasabb a penumbraban, mint a 1ézidon beliil 72 Oranal,
eredményeink szerint az emelkedett TGF-B RI és RII expresszio az infarktus teriiletére
bevandorld aktivalt mikroglidkhoz kothetd. Habar, a vérbol az infarktalt teriiletre
bevandorlé makrofagok hozzédjaruldsa az emelkedett TGF-B RI és RII expresszios
szinthez nem elhanyagolhatd, mégis valoszinii, hogy az emelkedett TGF-p RI és RII
expresszio tulnyomorészt a mikroglidlis aktivacio kovetkezménye. Citokinek, ideértve
magukatt a TGF-p-kat is, kozremikodnek a TGF-B receptorok szintjének
indukcidjdban, TGF-B-k szabadulnak fel hipoxiara adott véalasz kovetkezményeként
(Morgan és mtsai. 2000, Li és mtsai. 2008), mely indukalja a TGF-$ RI és RII-t (Bloom
és mtsai. 1996, Morgan és mtsai. 2000). Erdekes, hogy a TGF-p RIII expresszio TGF-
B1 altal néhany rakos sejtben (Hempel és mtsai. 2008) és hereszovet sejtjeiben
(Farnworth és mtsai. 2007) negativan szabalyozott. Ez egy olyan lehetséges
mechanizmus, mely magyarazhatja, hogy miért nem expresszalodik TGF-f RIII 72
oranal mikroglia sejtekben. TGF-B Rl-ral és Rll-ral ellentétben, TGF-B kezelés nem
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emeli meg az Alk1 expresszios szintjét (Konig és mtsai. 2005). Mindazonaltal, az Alkl
szintje megemelkedik olyan szolubilis citokinek hatasara, mint példaul a sériilés utan

felszabadul¢ interleukin 6 (Garrido-Martin és mtsai. 2013).

Az indukcidés mechanizmus megismerése céljabol duplan festettiik a TGF-B1 és -
B2 MRNS-t az azonnali korai gének kozil az ATF-3-mal és a Fos-szal. ATF-3
aktivaciot sejtmagokban axonalis karosodas indukalja (Tsujino és mtsai. 2000). Az
MCAO nagyon gyors ATF-3 indukciot eredményezett a 1ézionalt teriileten beliil, és ezt
kovette az ATF-3 periinfarktusos teriileten valo megjelenése (Ohba és mtsai. 2003),
ahol neuronokkal és nem glialis sejtekkel kolokalizalt (Song és mtsai. 2011). A TGF-f-
k és ATF-3 kolokalizaciojanak hidnya feltételezi, hogy a TGF-B-k indukcidjdban az
axonalis karosodéds nem jatszik f6 szerepet. Ezzel ellentétben, a TGF-B2-t expresszalo
sejtek eloszlasa MCAO-t kovetéen hasonld, mint a c-fos aktivacidos mintazat (Uemura
és mtsai. 1991, Kinouchi és mtsai. 1994), ezen neuronok korabbi aktivaciojat
feltételezve (Morgan és Curran 1991, Hoffman és mtsai. 1993). Tovabba, a TGF-B2-t
expresszald sejtek mindegyike tartalmazott Fos immunreaktivitast. A Fos expressziot a
kérgi terjedd depolarizacidé okozhatja MCAO-t kovetden (Kiessling és Gass 1994), ezért
valoszinti, hogy a TGF-f2 és -B3 indukcidja kérgi terjedé depolarizaciods
mechanizmussal torténik, feltételezhetéen c-fos aktivacido utjan. A kéreg II. és V.
rétegében az ép szovetben 1évé néhany neuron TGF-B2 expresszal. Valdsziniisithetd,
hogy a kérgi terjedé depolarizaciés mechanizmus megemeli a TGF-B2 expresszios
szintjét ezekben a neuronokban. Tovabbi neuronok bevonasa szintén feltételezhetd,
mivel TGF-B2-t és -B3-t expresszald neuronok megjelennek a kéreg I1. és II1. rétegében
(Pal és mtsai. 2012).

6.4. A TGF-P rendszer fokalis ischémiat koveto indukciéjanak lehetséges funkcioi

MCAO-t kovetéen 24 oOraval mindhdrom TGF-f altipus indukélodik a
penumbraban. Mig a TGF-B1 a 1ézi6 széli részén indukalddik, addig a TGF-B2 és -B3
bizonyos kérgi rétegekben expresszalodik (II., IV., V. réteg), nem csak a penumbraban,
hanem permanens esetben az azonos oldali kéreg 1€zi6tol tavolabbi ép teriiletén is (Pal
és mtsai. 2012, Vincze 2015). igy a TGF-B-k aktivaciéja megelézi a TGF-p receptorok

aktivaciojat. 72 éranal és egy honapnal MCAO utan, a TGF-B1 eloszlas nagyon hasonlo
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a receptorok eloszlasahoz (Pal és mtsai. 2014). TGF-f1 a penumbraban ¢és a 1ézion beliil
expresszalodik mikroglidban és kisebb mértékben asztroglialis sejtekben. Egy honappal
MCAO utan TGF-B2 szintén megjelenik az infarktalt teriileten. TGF-B1 glialis sejtekbdl
szarmazo ligandum, mely aktivalja a TGF-B receptorokat az infarktalt teriileten beliil

(21. abra).

T T
Lézié 1 Penumbra 1 Ep kéreg
| |
aktivalt 1 aktivalt |
microglia ) microglia | neuron
| I
/// TGF-B R ! / s BR | F-B R
- 1 i | <
J ; A ! AT
TGF-B1 \ , TGF-B1 , TGF-B2,-p3
QM TerpRI ! ! O
L 14 : TGF-BR | 1GF-B R
1 I
. r | I
endothel 1 astroglia 1 astroglia
| |
1 |

21. abra TGF-p jelatvitel sematikus abraja 72 oraval MCAO utan

Az infarktalt teriileten beliil a TGF-B1 mikroglia sejtekbol szabadul fel, mikroglialis és endothel
sejteken hat a TGF-B RI, RII, RIII és Alkl receptorokon keresztiil. A penumbraban a TGF-B1
asztrocitakbol és mikrogliabol szabadul fel és ezen glialis sejteken hat TGF-3 R-on keresztiil.
Mindekdzben az €p agyszovetben a 16ziotol tavolabb TGF-B2 és -B3 szabadul fel neuronokbol
és az itt 1évo neuronokon és asztrocitakon hat a TGF-$ R-on keresztiil.

Ezzel ellentétben egy honappal MCAO utan TGF-B2 is hozzéjarulhat az aktivacidhoz.
TGF-B1 72 6raval MCAO utan olyan mikroglia sejteken hathat, melyek csak TGF-$ RI-
et és RII-t tartalmaznak, mig egy honapnal a TGF-B RIII is részt vehet a jelatvitelben.
Figyelemre méltd, hogy a TGF-B RIII sziikséges a TGF-f2 aktivaciojahoz (Townsend
¢és mtsai. 2012), mig a TGF-B1 esetében nem (Deng és mtsai. 1999, Weiss és Attisano
2013), mely megfelel a TGF-p2 és a TGF-p RIII egyiittes megjelenésének. A
felszabadult TGF-B-k kozvetleniil befolyasolni tudjak az endotél sejteket az Alkl
receptoron keresztiil (21. &dbra). Ekdzben a TGF-B2 és -3 a 1ézidval azonos oldali ép
kéreg neuronjaiban indukalodik, feltételezhetéen terjedd depolarizacio éaltal, és az
altalunk itt talalt TGF-p receptorokon hathat (21. abra). Mégha ezen receptorok nem is
indukalodnak MCAO utén, képesek az indukalt TGF-B-k altali jel tovabbitasara.

TGF-B-k neuroprotektiv funkcioval rendelkeznek hipoxias események soran,

melyet kiilonb6z6 kisérletes modellben demonstraltak (Klempt és mtsai. 1992, Gross és
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mtsai. 1994, Ruocco és mtsai. 1999, Guan és mtsai. 2004). A TGF-B-k eltér6 térbeli és
idébeli eloszlasa alatdmasztja, hogy kiillonb6zé funkciokban vesznek részt fokalis
ischémia utdn. Ezen folyamatok koziill néhany a mikroglian taldlhatdé TGF-
receptorokon keresztiil valosul meg. A TGF-B kifejezetten erdsiti a mikrogliak IL-4
indukalta alternativ aktivaciojat, mely TGF-p RI gatlasat kovetden karosodott (Zhou és
mtsai. 2012). Ez az alternativ aktivacido hozzajarul a szoveti helyreallitaishoz és az
extracellularis matrix ujjaépitéséhez (Gordon 2003). Ezzel egy idében TGF-f blokkolja
a mikroglia Thl citokin indukalta klasszikus aktivaciojat (Tsunawaki és mtsai. 1988,
Gehrmann és mtsai. 1995). A klasszikusan aktivalt mikroglia blokkolasa negativ auto-
feedback gatlast okoz a mikroglia azon funkcidjaban, mely az elhalt szovettormelék
eltavolitasaért felelés, de ezenfeliil hozzajarul a neuronok karosodasahoz a reaktiv
oxigéngyokok és gyulladasos citokinek felszabaditasaval (Marin-Teva és mtsai. 2011).
TGF-B-k nemcsak a mikroglia deaktivalasara képesek (Tsunawaki és mtsai. 1988), de
szelektiv apoptoézisukat is elésegitik, igy csokkentik a gyulladds okozta neurotoxicitast

(Xiao és mtsai. 1997, Jones és mtsai. 1998).

TGF-B-k endotél sejteken vald hatasa mas folyamatokban is részt vehet ischémiat
kovetden, mint példaul neoangiogenezisben (Gault és mtsai. 2004, Wick és mtsai.
2006). Az Alk1 receptor érintettségét mar leirtak in vitro és in vivo az angiogenezis
neutralizalo antitestek altal gatolva (Hawinkels és mtsai. 2013). A hatas fiiggetlen a
vascularis endotelialis novekedési faktor (VEGF) jelatviteltdl (van Meeteren és mtsai.
2012). Tovabba az Alkl emelkedett expresszidja endotél sejttenyészetben fokozza a
TGF-p/Alkl jelatviteli ttvonalat és olyan endotelidlis sejtfunkciokat, mint a
tubulogenezis és a migracio (Albinana és mtsai. 2011). Az Alkl receptor ezen
funkcioira alapozva lehetséges, hogy medialja a TGF-B-k angiogenezist serkentd hatasat

MCAO-t kdvetden.

Glialis sejteken 1évé TGF-B receptorok részt vesznek a glidlis hegszovet
kialakulasanak szabalyozasaban (Dobolyi és mtsai. 2012). TGF-p antagonistanak az agy
sérilt teriiletére torténd lokalis injektalasat kovetden a glialis hegképzddés csokken
(Lagord ¢és mtsai. 2002). Megsziinik tovabba a fibrinogén indukalta hatas a glialis

hegképzodés esetében (Schachtrup és mtsai. 2010). Hasonléan hat az asztrocitak
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extracellularis matrixra (Yin és mtsai. 2009).

A TGF-B-k neuroprotektiv funkciéi kdzé tartoznak a direkt neuronalis hatasai is
(Dhandapani és Brann 2003). Ezen folyamatok kozott kiilonbozé neurotrop faktorok
kozvetitenek, melyeket a TGF-B-k modulalnak (Krieglstein és mtsai. 2002). A legtébb
folyamat vizsgalata soran nem tettek kiilonbséget a kiilonboz6 TGF-p altipusok kozott.
Eredményeink elkiiloniilt funkciot feltételeznek a TGF-p altipusoknal. TGF-B2 és a Fos
egyiittes expresszidja az agykéregben részt vehet a neuronalis apoptdzis
szabalyozasaban, mivel ismert, hogy a kérgi neuronok MCAO-t kdvetden programozott
sejthalalt mutatnak (Chopp és Li 1996, Namura és mtsai. 1998, Guegan és Sola 2000,
Sharp és mtsai. 2000), és a Fos expresszio a programozott sejthalalban dont6 szerepet
jatszik. E folyamatban a Fos gatlasa neuroprotektivnek mutatkozott MCAO-t kdvetéen
(Rau ¢és mtsai. 2003). Mivel TGF-B2 és -B3 gatolja a hipoxia indukalta neuronalis
apoptozist (Prehn és mtsai. 1993, Flanders és mtsai. 1998), lehetséges, hogy az azonos
oldali kéregben indukdlodott TGF-B2 ¢és -B3 az apoptozis gatldsaval neuroprotektiv
funkciot gyakorol. Neuronalis tuléléshez hozzasegit, hogy a TGF-B-k érintettek lehetnek
a neuronalis ujjaépité folyamatokban, melyek a stroke utani beavatkozasok céljabol
intenziven kutatott teriilet (Barone 2010). Az ischémias 1éziot kovetben, az idegi
funkcidk visszaallitasdhoz sziikséges 1 idegi novekedési és szinaptikus formaciok
1étrejotte, mely folyamatokat a TGF-B-k szintén befolyasoljak (Unsicker és mtsai. 1996,
Pratt és McPherson 1997, Unsicker és Krieglstein 2002). Az ischémia indukalta idegi
Gssejtek osztodasa és differencialodasa magaba foglalja a TGF-B ttvonalat is (Sun és
mtsai. 2010). A TGF-B-k novelték a neuronalis markerek expressziojat kérgi primer
sejtkultrakban (Vogel és mtsai. 2010), felndtt neurogenezis soran tapasztaltakhoz
hasonloan (Mathieu és mtsai. 2010). Ezen direkt neuronalis hatasok TGF-p receptorok
segitségével fejezddhetnek ki a penumbra és az ép agyszovet neuronjaiban. Mig a
legtobb hatds TGF-p RI medialt, a neuronalis Alk1 feltételezhetden szintén részt vesz a

neuroprotekcioban (Konig és mtsai. 2005).

68



DOI:10.14753/SE.2016.1929

7. Kovetkeztetések

A TGF-B fehérjék és receptoraik indukcidjanak eltérd térbeli és idébeli eloszlasa

kiilonbozo ¢lettani folyamatokban vald részvételt valosziniisit. Kutatdsaink jelentosen

bovitettek a TGF-B-k ¢€s receptoraik fokalis ischémiat kévetd megjelenésérdl vald

ismeretanyagot, uj eredményeink a kovetkezok:

1.

Az ép agyban csak a TGF-B RI jelent meg szignifikansan a kéreg IV. rétegének
neuronjaiban. Emelkedett expresszids szintet, indukciot viszont egyik TGF-B
receptor sem mutatott 24 oraval az okklaziot kovetden. Ezzel ellentétben 72
oraval az MCAO-t kovetéen mind a négy TGF-f receptor indukalodott az
infarktalt teriileten beliil, és a TGF-B RI és RII a penumbraban is megjelent.
Szintén mind a négy receptor indukélodott a 1€zi6 teriiletén beliil 1 honappal

MCAQO utan. Kiilondsen a TGF- RIII indukalodott jelentdsen a 72 6rdhoz képest.

Dupla festés eredményeként a legtobb TGF-B1-et expresszald sejt a mikroglialis
marker Ibal-el, mig kisebb résziik az asztroglialis GFAP markerrel kolokalizalt
72 6raval MCAO utan. Ezzel ellentétben, TGF-B2 csak a neuronalis markerrel

jelolt NeuN pozitiv sejtekhez volt kotheto.

A penumbraban ¢és az infarktalt teriileten beliil a TGF-B RI ¢és RII jelentosen
indukalddott mikroglia sejtekben 72 éraval az okkluziot kovetden. Tovabba, Alkl
a lézionalt teriileten beliil endothel sejtekben indukalodott, mely feltételezi az
MCAO-t kovetd angiogenezisben valo részvételét. TGF-B RIII mRNS foként
endotél sejtekben expresszalddott a 72 oras idépontban, de 1 honappal MCAO

utdn megjelent mas sejtekben is.

TGF-B2 kolokalizalt Fos-szal, mig ATF-3-mal nem, tehat TGF-B2 indukcidjanak
mechanizmuséban feltételezhetéen nem axondlis kéarosodds, hanem a kéreg

terjedd depolarizacidja vesz részt.

A TGF-B-k és receptoraik expresszidjaban bekovetkez6é valtozasok MCAO utan

feltételezik, hogy hasonld valtozasok mehetnek végbe stroke betegekben a 1€zi6 koriil.

Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a kiilonb6z6 TGF-f altipusok és receptoraik a

neuroprotekcid kiillonb6z6 aspektusdban vesznek részt.
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8. Osszefoglalé

A transzformald novekedési faktor-béta fehérjék (TGF-B1-3) kiilonbozé sejtek
osztddasanak, differencialédasanak és tulélésének szabalyozasaért felelések. A TGF-B-k
az I tipust (TGF-B RI) és a II tipust (TGF-B RII) transzmembran kinaz receptorhoz
kotddnek, tovabba kiegészitdé III tipusu (TGF-B RIII) receptor is kapcsoldodhat a
rendszerhez. TGF- jelatvitel egy masik fajta I tipust receptoron, az Activin-like kinase
1 (Alkl) receptoron keresztiil is megvalosulhat. A TGF-B fehérjék neuroprotektiv
szerepére utal, hogy TGF-B1 injektalasa csokkenti, mig annak antagonizaldsa noveli
fokalis ischémia utdn a 1ézi6 mértékét. Fokalis ischémiat az artéria cerebri média
okkluzidjaval (MCAO) hoztunk létre patkdnyagyban. Korabban leirtuk a TGF-p1-3
MRNS expresszids mintdzatat az id6 fliggvényében. Jelen tanulméanyban vizsgéltuk a
TGF-B receptorok koziil a TGF-B RI, RII, RIII ¢és az Alkl mRNS indukcigjat 24, 72
oraval és 1 honappal tranziens vagy permanens MCAO-t kdvetden, illetve azonositottuk
a TGF-pB fehérjéket és receptoraikat expresszalo sejtek tipusat fokalis ischémi utan. Az
mRNS megjelenitésére radioaktiv in situ hibridizacios hisztokémiat alkalmaztunk, amit
immunhisztokémiaval is kombinaltunk. Az ép agyban, csak a TGF-B RI mRNS jelent
meg szignifikdnsan a kéreg IV. rétegének neuronjaiban. 72 6raval az MCAO-t kdvetden
mind a négy TGF-f receptor indukalddott az infarktalt teriileten beliil, és a TGF-B RI és
RII a penumbraban is megjelent foként mikroglidban. TGF-f RII mMRNS kolokalizalt
mind mikroglialis mind endothel markerrel, mig TGF-B RIII és Alkl dominansan
endothelben jelent meg. Mind a négy TGF-B receptor indukalodott a 1€zi6 teriiletén
beliil 1 honappal MCAO utan. A TGF-f1 mRNS expresszio a 1ézio teriiletén beliil 72
oraval az MCAO-t kovetéen mikroglidban indukalodott. A TGF-B2 expresszio 24
oraval fokalis ischémiat kovetden az azonos oldali ép kéregben neuronokhoz kothetd.
Tovabba a TGF-B2 kolokalizalt Fos-szal mig ATF-3-mal nem, tehat TGF-p2
indukcigjanak mechanizmusaban feltételezhetden nem axondlis karosodéas, hanem a
kéreg terjedd depolarizacidja vesz részt. Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy a
TGF-B fehérjék ¢és receptoraik idében ¢és térben szabdlyozott rendszer alapjan
indukalédnak MCAO-t kovetéen és igy kiillonb6z6 neuroprotektiv folyamatokban

vehetnek részt.
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9. Summary

Transforming growth factor-beta proteins (TGF-B1-3) regulate the proliferation,
differentiation, and survival of various cell types. TGF-fs bind to type | (TGF-B RI) and
Il receptors (TGF-B RII), which are transmembrane kinase receptors, and an accessory
type 11 receptor (TGF-B RIII). TGF-B may utilize another type I receptor, Activin-like
kinase receptor (Alkl). TGF-B proteins are neuroprotective as injection of TGF-B1
decreased, while its antagonist increased the infarct size following focal ischemia. Focal
ischemia was induced by middle cerebral artery occlusion (MCAQ) in the rat brain.
Previously, we reported the induction pattern of TGF-p1-3 mRNAThe present study
describes the induction of the mRNA of TGF-p RI, RII, RIII, and Alkl at 24 h, 72 h,
and 1 month after transient or permanent MCAO, and the expressing cell types of the
TGF-B proteins and their receptors. We performed in situ hybridization histochemistry
to label the mRNAs and we also combined it with immunohistochemistry. In intact
brain, only TGF-$ Rl mRNA had significant expression in neurons of cortical layer IV.
At 72 h following MCAO, all four types of TGF-f receptors were induced in the infarct
area, while TGF-f Rl and RII also appeared in the penumbra, mostly in microglia. TGF-
B RII mMRNA co-localized with both microglial and endothelial markers, while TGF-f
RIIT and Alkl1 were present predominantly in endothels. All four TGF-f receptors were
induced within the lesion 1 month after the occlusion. The induction of TGF-p1 mRNA
was present in microglial cells within the infarct area at 72 h following MCAO. The
expression of the mRNA of TGF-B2 was increased in neurons at 24 h following focal
ischemia in the intact ipsilateral cortex. Furthermore, the co-localization of TGF-p2
with Fos but not with ATF-3 suggests that cortical spreading depolarization, but not
damage to neural processes, might be the mechanism of induction. These data suggest
that TGF-p proteins and their receptors are induced after MCAO in a timely and

spatially regulated fashion and are involved in distinct neuroprotective processes.
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