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I. BEVEZETES
1. Ischémias stroke

A stroke vilagszerte harmadik a vezet6 halalokok listajan, és
szamos felndttkori sulyos ¢és maradandd mozgaskorlatozottsagnak
leggyakoribb oka. Az akut stroke esetek kortilbeliill 80%-a ischémias
eredetli. Napjainkban ez a betegség komoly problémat jelent vilagszerte
mind a halalozasi mutatok, mind a kezelés korlatozott lehetdségei és a
magas egészségiigyi kiadasok miatt. Fokalis ischémia soran egy-egy
érellatasi teriilet érintett. Az ischémia az érintett agyeriileten beinditja a
sejthalallal végz6do folyamatokat. A szoveti sériilés mechanizmusa

mind celluléris, mind molekularis szinten zajlik.

A jelenleg altalanosan alkalmazott lizisterapia segitségével az
agyi keringés helyreallitasa és igy a penumbra sejtjeinek megmentése a
cél, viszont ez csak egy szilk idGablakon beliil alkalmazhat6. A
penumbra az az ischémias magot korlilvevo teriilet, amely még
megmenthetd, és igy ez a tovabbi neuroprotektiv kezelések f6
célpontja. Remélhetéleg a jovo ischémias stroke terapiaja
neuroprotektiv, trombolitikus, antitrombotikus €s neuroreparacion

alapul6 kezelések kombinaciojabol allhat.
2. A TGF-p fehérjék és receptoraik

A TGF-B-k kiilonbozd sejtek differencialodasat befolyasoljak,
gatoljak a legtobb sejt osztodasat, de stimulalni tudjak néhany
kotoszoveti sejt novekedését és kiilonbozé szovetek extracellularis
matrixdnak alakulasara is hatnak. A TGF-B-k normal eloszlasi

mintazatdt mind immunhisztokémiai modszerekkel fehérje szintjén,
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mind in situ hibridizacios hisztokémiaval mRNS szintjén leirtak. In situ
hibridizacids hisztokémidval megjelenitett TGF-f1 mRNS széles
korben expresszalddott, igy a kéreg és a hippocampus néhany sejtjében,
medialis preopticus teriileten, nucleus paraventricularis
hypothalamicusban, a nucleus amygdaloideus centralisban és az oliva
superiorban jelent meg. Az agykéregben, a TGF-B2 expresszid igen
kifejezett volt az V. rétegben. A III. és IV. réteg szintén tartalmazott
TGF-B2-t és -B3-at, viszont a TGF-B-k nem voltak jelen a putamenben.
Fokalis ischémiat kdvetéen mindhdrom TGF-f fehérje indukalodik, de
expresszios mintazatuk €és annak idébeli valtozasai kiilonbozdek a

harom tipus esetén.

A TGF-B receptor csalad a szerin-kinaz receptorok csoportjaba
tartozik, jelatviteli palyajukban Smad fehérjék vesznek rész, melyek
foszforilalodva hatnak a sejtmagon beliil. Funkciojukra és szekvencia
homolodgidjukra alapozva feloszthatok 1. tipusra, mely Smad fehérjéket
foszforilal és II. tipusra, mely az 1. tipus aktivitasahoz sziikséges,
tovabba kiegészité receptorokra, melyek a ligandok kotodésének
elésegitésében jatszhatnak szerepet. A TGF-f RI-t, vagy mas néven
Alk5-6t (Activin-like kinase receptor 5), kezdetben mindharom dimer
TGF-B fehérje receptoraként azonositottak. A ligandok a TGF-p RII-
hoz kotédnek, mely TGF-B Rl-ral kapcsolddva, és azt foszforilalva
létrehozza a funkcionalis receptort. A  funkciondlis receptor
heterotetramer, mely 2 TGF-f RI-t és 2 TGF-f RII-t tartalmaz.
Tovabba a TGF-B RIII, vagy bétaglikan képes befolyasolni az 1. és II.
tipusu receptorbol allé komplexet. A TGF-f RIII rendelkezik egy rovid
intracellularis doménnel, mellyel prezentalhatja a TGF-B-kat a TGF-$
Rll-nak. A TGF-B RIII kiilonosen fontos a TGF-B2 felismerésében,
mely gyengén kotddik a TGF-f receptorokhoz. Nemrégiben egy masik
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I-es tipust receptort is leirtak, az Alkl-et (Activin-like kinase 1), mely
a TGF-B1-gyel és TGF-B3-mal, illetve a BMP 9-cel egyiitt szignalizal.
Szintén leirtdk, hogy az Alkl-en keresztiil megvaldsuld jelatvitel
gyakran kiilonb6z6, s6t néha ellentétes a TGF-B Rl-en keresztiil
bekovetkezo jelatvitellel. A legtobb sejtben a TGF-f jelatvitel azonban
az altalanos TGF-f RI/Alk5-6n indul. Endotelidlis sejtekben ¢és
neuronokban a TGF-f RI/Akl-en keresztil is mehet a jel
Egyedfejlédés soran patkdnyban a kiilonbozé fejlédési stddiumokban
RT-PCR-ral az agy kiilonb6z6 részein, tobbek kozott a kéregben, a
kozépagyban, a kisagyban, az agytorzsben, valamint a hippocampusban
TGF-B receptorokat mutattak Ki.

3. ATGF-p rendszer szerepe agyi ischémiaban

Agyi ischémia kiilonboz6 allatkisérletes modelljeiben a TGF-B-k
szintje megemelkedik. Fokalis ischémiat kdvetéen mindharom TGF-3
fehérje indukalddik, de expresszios mintazatuk és annak iddbeli
valtozasai kiilonbozoek a harom tipus esetén. MCAO 4altal patkanyban
létrehozott fokalis ischémidt kovetden a TGF-B1 indukalodik és az
ischémias teriiletet koriilvevd penumbréban jelenik meg. A TGF-B1
emelkedett szintjét ischémias stroke utdin humdan agyszovetben is
leirtdk. A masik két TGF-B altipus ischémidban valo érintettsége
kevésbé  vizsgalt. Ischémiat kdvetden indukalodd  TGF-Bl1
neuroprotektiv szerepére szintjének a 1ézionalt teriilet méretével valod
korrelacija utal. TGF-B1 injektadlas a stroke allatkisérletes
modelljeiben csokkenti az infarktusos teriilet méretét, mig az endogén
TGF-B1 hatas szolubilis TGF-B II tipust receptor bejuttatdsaval
antagonizalhato, igy gatolvan a TGF-B1 mikodését és aktivitasat, és ez

az infarktalt teriilet méretének jelentés novekedéséhez vezet. A TGF-f-
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k az immunsejtek osztdodasanak, differencialodasanak, aktivacidjanak
és effektiv hatdsuknak gatldsaval védenek az immunrendszer

talmikodésének karos hatdsaitol fokalis ischémiat kdvetden.
4. A kozponti idegrendszer sejtjeinek valasza fokalis ischémiara

Akut ischémia az agyban massziv sejthalalhoz vezet az érintett
teriilet centralis részén, majd egy masodik fazisban a széli zoéna, a
penumbra is karosodik. Az ischémias mag az a karosodott teriilet, ahol
a sulyos karosodas a glutamat altal kozvetitett excitotoxicitas, illetve az
oxigén ¢€s a glikkdz hianya vezet a sejtfunkciok gyors megsziinéséhez,
nekrotikus, akut sejthalalhoz. A penumbraban az alapvetd sejtfunkciok
viszonylagos fennmaraddsa lehet6séget teremt az idegsejtek
megmentésére ¢€s tulélésére, ez altal a hosszi tava karosodas
csokkenthetd. Sériilésre és betegségre az asztrocitdk a kozponti
idegrendszerben reaktiv asztrogliozisként meghatarozott folyamattal
valaszolnak. A penumbra teriiletétre esé asztrogliaheg szerepe
elsdsorban az, hogy gyulladasi folyamatok 1€zi6é epicentruman kiviili
terjedését megakadalyozza, igy védve az ép neuronalis halozatokat a
karosodéasoktol. A mikroglidk a kdzponti idegrendszer immunsejtjei,
melyek egészséges agyszovetben aktiv szenzorok és patologids esetben
sokoldalu effektoros funkcioval rendelkeznek. Agyi ischémia erételjes
gyulladdsos  valaszt indukal, mely jelentés génexpresszids
valtozasokkal és az idegrendszer sejtjeinek fenotipus valtozasaival jar.
Agyi sériilést kovetden a mikroglia sejtek effektor programja gyors
valtozason megy keresztil, igy megvaltozik a morfologijuk,
proliferaciojuk, tovabba proinflammatorikus faktorokat szabaditanak

fel és megnd az immunmoduldlo felszini antigének expressziodja.



II. CELKITUZESEK

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

keressiik a valaszt:

1. Mi az idébeli lefutasa a TGF-B receptorok koziil a TGF-p RI, RII,
RIII és Alkl mRNS indukcidéjanak MCAO-t kovetéen? A TGF-B
receptor mRNS-eket 24, 72 6ras és 1 honapos tuléléssel MCAO utan
in situ hibridizacios hisztokémiaval megjelenitve vizsgaltuk. Az
mRNS  szintjében bekdvetkezd valtozasokat denzitometrias,

kvantitativ analizissel igazoltuk.

2. Milyen sejttipusok expresszaljak a kiillonb6z6 TGF-f fehérjéket
MCAO-t  kdvetéen? In situ  hibridizaciés  hisztokémiat
immunhisztokémiaval kombinaltunk, mely soran neurondlis
(NeuN), asztroglialis (GFAP), mikroglialis (Ibal) markereket
alkalmaztunk a harom kiilonb6z6 TGF- altipust expresszald sejtek

azonositasara ischémias patkanyagyban.

3. Mely sejttipusok expresszaljak a kiilonbozé tipusat TGF-B
receptorokat MCAO utdn? In situ hibridizaciés hisztokémiat
immunhisztokémiaval kombinaltunk, neuronalis (NeuN),
asztroglialis (S100), mikroglidlis (Ibal), endotelialis (VWF) és
simaizomsejt (aSMA) markereket hasznaltunk, hogy azonositsuk a
kiilonb6zé TGF-B receptort expresszalod sejteket ischémias patkany

agyszovetben.



4. Milyen mechanizmusok aktivaljak a TGF-B-kat ischémiat kdvetéen?
TGF-B-kat duplan festettiik az azonnali korai gének koziil a Fos-szal
és az ATF-3-mal, a neuronalis aktivacid és axonalis degeneracid
markereivel.



111. MODSZEREK

A kisérletek soran dsszesen 58 him Wistar patkanyt hasznaltunk
(300-450 g, Charles Rivers Laboratories, Magyarorszag). A
kisérletekhez a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsaga
hozzajarult, melyeket az 2010/63/EU allatkisérletekre alkalmazott

rendelkezésével 6sszhangban hajtottunk végre.

Kisérleteink sordn az ischémids stroke létrehozasa céljabol
széleskortien alkalmazott intraluminalis technikdt moddositasokkal
hasznéltuk. Az externa és a communis lekotése utan szilikonnal bevont
monofilamentumot vezettiink fel a carotis communison ejtett metszésen
bevezetve az internan keresztiil az artéria cerebri media eredéséig. A
monofilamentumot 1 6ra mulva tavolitottuk el tranziens ischémiénal,
viszont permanens esetben a helyén hagytuk. A sziikséges talélési idot
kovetden, az allatok agyat in situ hibridizacios hisztokémiahoz kivettiik
és -80 °C-on lefagyasztottuk, dupla festés soran felhasznalt allatokat
transzkardialisan perfundaltuk. A 1ézi6 meghatarozasanak céljabol
parhuzamos MCAO-s metszeteket TTC festéssel és Nissl festékkel

megfestettiink, és a 1ézionalt teriilet méretét kvantaltuk.

A TGF-B receptorok indukcidjanak idébeli lefutdsanak leirasa
céljabol a TGF-B RI, RII, RIII és Alkl mRNS-eket 24, 72 6ras és 1
hénapos tiléléssel MCAO utan in situ hibridizacios hisztokémiaval
megjelenitve  vizsgaltuk. Az mRNS szintjében bekdvetkezo

valtozasokat denzitometrias, kvantitativ analizissel igazoltuk.

In situ hibridizaciés hisztokémiat immunhisztokémiaval
kombinaltunk, mely soran neuronalis (NeuN), asztroglialis (GFAP,
S100), mikroglialis (Ibal), endothelidlis (VWF) és simaizomsejt
(aSMA) markereket alkalmaztunk a harom TGF-B altipust és a
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kiilonb6z6 TGF-B receptorokat expresszald sejtek azonositasara
ischémids patkdny agyszovetben. Az indukcidos mechanizmus
megismerése céljabol a TGF-B-kat duplan festettiilk az azonnali korai
gének koziil a Fos-szal és az ATF-3-mal, a neuronalis aktivacid és

axonalis degeneracio markereivel.



IV. EREDMENYEK

A TGF-B receptorok koziil a TGF-p RI, RII, RIII és Alkl
indukcidjat vizsgaltuk. Az egyes receptorok mRNS-e specifikus térbeli
és idbbeli expresszids mintazatot mutatott fokalis ischémia utan. A
kiilonb6z6 TGF-f receptorokat expresszald sejtek tipusat ismert
sejtmarkerekkel valo kolokalizaciojuk alapjan azonositottuk. Leirtuk
tovabba, hogy a TGF-B-kat expresszalo sejtek tipusa altipusonként
eltérd. A TGF-B-1 és a receptorok koziil a TGF-f RI és RII indukcidja a
1ézi6 teriiletén beliil mikroglia sejtekhez kothetd 72 draval MCAO utén.
Megmutattuk, hogy a TGF-B2 neuronokban jelenik meg, melyek Fos
aktivitast is jeleztek az azonos oldali kéregben.

1. A TGF-p receptorok indukciéjanak iddbeli lefolyasa fokalis

ischémia utan

A TGF-B receptorok nem jelentek meg az infarktalt teriileten
beliil 24 6raval MCAO utan, valdjaban az alacsony expresszids szint is
eltint. Az expresszié nem valtozott az ép agyszovetben. A TGF- RI
magasabb expresszios szintje lathatdé a kéreg IV. rétegében, mely az
alap expresszios szint, ez hasonlé volt a 1ézioval ellentétes oldal
expresszios mintazatahoz és az aloperalt allatokban tapasztaltakhoz. A
1€zi6 széli zonaja ugy képzett atmenetet a 1€zid és az ép szovet kdzott,
hogy semmilyen specifikus indukcié nem tortént a TGF-p RI, TGF-
RII, TGF-B RIII és az ALK1 mRNS-ének szintjében.

A legjelentésebb valtozas az volt 72 6raval MCAO utan, hogy a
TGF-B RI mRNS expresszioja megjelent a 1ézion beliil. Bizonyos sejtek
erdteljesen expresszaltak TGF-B RI mRNS-t. A sejtek eloszlasa

egyenetlen volt, de altalanosan tekintve az egész infarktalt teriileten

10



belil megjelent. A TGF-f RI mRNS expresszio denzitisa a
penumbraban szignifikdinsan magasabbnak adoédott, mint a [ézi6
teriiletén beliil. TGF-f RII mRNS szintén indukaloédott 72 oraval
MCAO utan. Valojaban a TGF-B RII expresszidja a TGF-f RI
expressziojahoz volt hasonlatos, attol eltekintve, hogy az ép kéregben
nem lathat6 olyan alapaktivitdas mint aTGF-B RI esetében. TGF-f RIII
mRNS szintje megemelkedett a 1ézion belill és a penumbraban 72
oraval MCAO utan. Az emelkedés kevésbé volt kifejezett, mint a tobbi
TGF-B receptor esetében, de azért tisztan megfigyelhetd. Alkl mRNS
lathatéan erek mentén indukalodik 72 oraval MCAO-t kovetden. Az
indukalt Alkl mRNS eloszlasa TGF-f RIll-hoz volt hasonlé ebben az
idépontban. Az Alkl mRNS expresszio intenzivebbnek adodott az erek
mentén, mint a TGF-p RIII esetében.

A megmarad6, regeneralodd agyszdvet magasabb expresszids
szintet mutatott TGF-f RI és RII esetében 1 honapnal, mint 72 oraval
MCAO-t kovetéen. Erdekes médon a TGF-p RIII mRNS tovabb
indukalodott a 1ézion beliil és az eloszlasa TGF-B RI és TGF-f RII
eloszlasahoz valt hasonlatossa. Ezzel ellentétben az Alkl jelintenzitas

eloszlasa 72 oras allapothoz hasonld maradt.
2. A TGF-p fehérjéket expresszalo sejtek tipusa MCAO-t kdvetéen

TGF-Bl-et expresszald sejtek azonositasa soran 72 Odraval
MCAO utan Ibal immunhisztokémia és TGF-B1 in situ hibridizacios
hisztokémia kombinalasaval a 1ézi6 szélén és azon belill az Ibal és a
TGF-B1 kolokalizal. TGF-B1 sejtek kozel 95%-a Ibal immunreaktiv,
tovabba kis szamban a 1ézi6 mellett GFAP-val szintén jelolodott. TGF-

B1 mRNS nem jelent meg NeuN pozitiv neuronokban.
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TGF-B2 és -3 mRNS-t expresszalo sejtek tobb mint 80%-a
kolokalizalt NeuN pozitiv sejtekkel, felvetve ezen altipusok neuronalis
expressziojat. A TGF-B2-t és -B3 viszont szinte nincs jelen mikroglia és
asztroglia sejtekben.

A Hsp70 (Heat shock protein 70), olyan a penumbrat jelz6
marker, mely a 1éziot koriilvevd széli zonaban 1évo sejtekben jelent
meg, de hianyzott a 1ézion belill és az ép szovetben 24 o6raval tranziens
MCAO utan. TGF-Bl-et expresszald sejtek hasonld eloszlassal
rendelkeznek ebben az idépontban. A TGF-B2 és a Hsp70 eloszlasa 24
oraval MCAO utdn atfedett a penumbraban, de tovabbi TGF-B2-t
expresszalo sejtek jelentek meg az ép szdvetben a kéreg II., III. és V.
rétegben. Erdekes, hogy a TGF-P2-t expresszalo sejtek megkozelitdleg
75 %-a Hsp70 immmunpozitiv is volt. A glidlis heg 1 hoénappal
MCAO-t kdvetden jelent meg a 1ézio koriil. A hegszovetet intenziv
GFAP immunjel6lés rajzolta ki. TGF-B1-t expresszald sejtek boségesen
megjelentek a hegszovetben és a 1ézi0 teriiletén beliil, de szinte teljesen

hianyoztak az ép oldalon
3. A TGF-p receptorokat expresszalé sejtek tipusa MCAO utin

72 6raval MCAO utédn az Ibal immunhisztokémia és a TGF-B RI
és RII mRNS in situ hibridizacios hisztokémia kombinalasaval
kolokalizaciot tapasztaltunk az ischémias teriileten belill és a
penumbraban. Viszont az ép kéregben a TGF-f RI-t expresszald

nagyszamu sejtek neuronoknak bizonyultak.

A TGF-B RI és RII esetével ellentétben a TGF-f RIII-t és Alkl-
et expresszalo sejtek eloszlasa nem mutatott atfedést és nem is

kolokalizalt az Ibal immunreaktivitassal. Tovabba, az Ibal pozitiv
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mikroglia sejteken tal erek is festédtek az infarktalt teriileten beliil.
Valojaban vWF ¢és oSMA immunfestés intenzitdsa erdsebbnek
mutatkozott a 1€ézi6 teriiletén beliil, mint az ép sz6vetben. Mind az S-
100 és NeuN immunreaktiv sejtek hidnyoztak az ischémids mag
teriiletérol. Az Alkl és a TGF-B RIII expresszid6 vWF-ral jelolt endotél
sejtekhez kothetd. Tovabba TGF-B RII szintén expresszalodott endotél
sejtekben.

4. A TGF-p fehérjék indukciéjanak mechanizmusa fokalis

ischémiat kovetoen

Fos-t expresszalo sejtek jelentek meg a 1ézidval azonos oldalon
végig az agykéregben 24 o6rdval MCAO utdn, a legintenzivebb
expresszio a II. rétegben észlelhet6. A 1ézidval ellentétes oldalon
egyaltalan nem jelenik meg Fos immunreaktivitas. Fos-szal ellentétben
az ATF-3-mal intenziven jel6l6dé sejtek csak a 1€zid koriil jelentek
meg. Dupla festést kovetéen sem Fos, sem ATF-3 immunreaktivitast
nem észleltink a TGF-B1 mRNS-t expresszalo sejtekben. Ezzel
ellentétben szinte minden vizsgalt TGF-B2-t expresszald neuron
tartalmazott Fos immunreaktivitast, mig a tobbi Fos pozitiv sejt nem
expresszalt TGF-f2 mRNS-t. Az ATF-3 immunreaktivitast mutatd
sejteket tartalmazo 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.
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V. KOVETKEZTETESEK

A TGF-B fehérjék és receptoraik indukciojanak eltérd térbeli és
idobeli eloszlasa kiilonbozo élettani folyamatokban vald részvételt
valosziniisit. Kutatasaink jelentdsen bovitették a TGF-f-k és
receptoraik  fokalis  ischémiat kovetd  megjelenésérdl  valo
ismeretanyagot, uj eredményeink a kovetkezok:

1. Az ép agyban csak a TGF-B RI jelent meg szignifikdnsan a kéreg
IV. rétegének neuronjaiban. Emelkedett expresszids szintet,
indukciot viszont egyik TGF-B receptor sem mutatott 24 o6rdval az
okkluziot kovetéen. Ezzel ellentétben 72 o6raval az MCAO-t
kovetéen mind a négy TGF-B receptor indukalodott az infarktalt
teriileten beliil, és a TGF-f RI és RII a penumbraban is megjelent.
Szintén mind a négy receptor indukalodott a 1ézi6 teriiletén beliil 1
hénappal MCAO utan. Kiilonésen a TGF-f RIII indukalodott

jelentésen a 72 6rahoz képest.

2. Dupla festés eredményeként a legtobb TGF-B1-et expresszalo sejt a
mikroglialis marker Ibal-el, mig kisebb részilk az asztroglialis
GFAP markerrel kolokalizalt 72 o6raval MCAO utan. Ezzel
ellentétben, TGF-B2 csak a neuronalis markerrel jelolt NeuN pozitiv

sejtekhez volt kothetd.

3. A penumbraban ¢és az infarktalt teriileten beliil a TGF-p RI és RII
jelentésen indukalodott mikroglia sejtekben 72 o6raval az okkluziot
kovetéen. Tovabba, Alkl a lézionalt teriileten belil endothel
sejtekben indukalodott, mely feltételezi az MCAO-t kovetd
angiogenezisben valo részvételét. TGF-3 RIII mRNS foként endotél
sejtekben expresszalodott a 72 6ras id6pontban, de 1 hoénappal

MCAO utan megjelent mas sejtekben is.
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4. TGF-B2 kolokalizalt Fos-szal, mig ATF-3-mal nem, tehat TGF-f32
indukciojanak mechanizmusiban feltételezhetben nem axonalis

karosodéas, hanem a kéreg terjedd depolarizacidja vesz részt.

A TGF-B-k ¢és receptoraik expresszidjaban bekdvetkezo
valtozasok MCAO utan feltételezik, hogy hasonld valtozasok mehetnek
végbe stroke betegekben a 1ézi6 koriil. Ezen eredmények azt mutatjak,
hogy a kiilonb6z6 TGF-B altipusok és receptoraik a neuroprotekcio

kiilonb6z6 aspektusaban vesznek részt.
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