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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

DMD: Duchenne-féle izomdisztréfia
DAPC: disztrofin-asszocidlt protein komplex
DAP: disztrofin-asszociélt protein

Dp: disztrofin

DB: disztrobrevin

DG: disztroglikan

UTR: utrofin

SYN: szintrofin

SG: szarkoglikan

SS: szarkoszpan

nNOS: neurondlis nitrogén-oxid szintetaz
MCH: melanin koncentral6 hormon

NPY: neuropeptid Y

PSD: posztszinaptikus denzitas

ES: ektoplazmatikus specializaci6

PB: foszfat puffer

PBS: foszfat puffer+0.9% NaCl

BSA: szarvasmarha szérumalbumin

DAB: 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid






1. OSSZEFOGLALAS

A Duchenne-féle izomdisztréfia (DMD) az izomrendszer sorvadaséval jar6, X-kromoszémahoz kotott
orokletes betegség. A DMD ma még gydgyithatatlan betegség, melynek kialakuldséért a disztrofin
génben bekovetkez6 muticid és kozvetve, a mutacié miatt a disztrofin fehérje termel6désének zavara a
felelGs. A disztrofin fehérje a harantcsikolt izomrostot hatdrolé6 membranban talalhat6 fehérje komplex,
a disztrofin-asszocidlt fehérje komplex (Dystrophin-Associated Protein Complex, roviditve: DAPC)
fontos tagja. A DAPC feladata, hogy Osszekottetést biztosit az extracelluldris métrix komponensei
¢és az aktin alapu sejtvaz kozott és ezdltal stabilizdlja az izomrostot az izomdsszehtizédasok sorén.
Ezen kiviil a komplex szdmos jeldtviteli fehérjét, receptorfehérjét, ioncsatorndt képes a membranhoz
kihorgonyozni, igy jelatviteli utakat befolydsolni. A DMD betegek egy részében az izomsorvadas
mellett enyhe, szelektiv kognitiv kdrosoddsok is megjelennek. A verbalis 1Q, az olvasasi képesség,
a szovegértés €s a tanuldsi képesség érintett, emellett memoriazavarok is el6fordulhatnak. Ezek a
tiinetek arra utalnak, hogy a DAPC az idegi miikddésben is fontos szerepli. Szdmos kutatds bizonyitja,
hogy a kézponti idegrendszer ideg- és gliasejtjeiben a disztrofin mellett egyéb DAPC fehérjék is jelen
vannak, melyek kolcsonhatdsba 1épnek egymadssal, kialakitva ezzel a kiilonboz6 disztrofin-asszocidlt
fehérje komplexeket. Az agyban leggyakrabban el6fordul6 disztrofin fehérje a Dp71.

Az utrofin fehérje a disztrofin fehérje autoszomadlis homoldgja, szerkezetiik nagyon hasonld és
részben helyettesithetik is egymast a DAPC-ben. A disztrofin-rokon és disztrofin-kotd disztrobrevinek
(DB-¢ek) fontos tagjai a DAPC-nek, mert a jelatviteli utakban részt vev6é adapter molekulédkat, a
szintrofinokat képesek a komplexhez hozzakapcsolni. A disztrobrevinek csak a disztrofinon, vagy
az utrofinon keresztiil tudnak a DAPC-hez kotddni. A komplexet alkotd fehérjék lokalizacidjarol és
kolokalizacidjardl, azaz az agyban el6fordulé DAPC-k fehérje Osszetételérdl és a komplex szerepérol
még hidnyosak az ismereteink. Erdekes kérdés ugyanezen DAPC-fehérjék eléfordulasanak vizsgélata
a disztrofin fehérjét nem termeld mutans egerekben. Mivel az agyon beliil a vér-agy gét kialakitasdban
szerepet jatszo kapillarisok koriil is szamos DAPC fehérjét kimutattak, felmertil, hogy az egyéb szoveti
gdtakat 1étrehoz6 szervekben (mint a herében, tiidében) vajon el6fordulnak -e DAPC fehérjék.

PhD munkdm soran a DAPC egyes tagjainak lokalizacidjat €s karakterizaciojat végeztiik el vad tipust
egér és patkany illetve az egyik disztrofin format sem termel$ mdxPs egerek agyaban, valamint vad
tipusui egerek heréjében és tiidejében. Morfoldgiai bizonyitékot szolgaltattunk a Dp71f disztrofin
izoforma ultrastrukturalis lokalizacidjara a patkdny hippocampus CA3 régidjanak stratum lucidum
rétegében. A Dp71f fehérjét axo-dendritikus és tiiskeszinapszisok posztszinaptikus denzitdsdban
mutattuk ki. A jelolt és az ezekt6l morfoldgiailag megkiilonboztethetetlen immunnegativ szinapszisok
heterogén eloszlast mutattak. A moharostok termindlisai altal adott szinapszisokban a Dp71f nem
fordult el6. A szinaptikus helyezddésen kiviil a Dp71f egyes mielinhiively nélkiili és mielinhiivelyes
axonokban is megtaldltuk. A kotegeket képz6 mielinhiively nélkiili moharostokban az immunreakci6
az axonalis membrant jelolte korbe, a mielinhiivelyes axonokban a jelolés az axoplazmaban, a sejtvaz
elemeihez kapcsolddott. Mas, szerkezetileg hasonld mielinhiivelyes axonokban jelolés nem volt.
Tovébbi kisérleteinkben néhdny DAPC fehérje lokalizdcidjat és kolokalizacidjat vizsgéltuk az agyi
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van jelen, ezért feltételezhetd, hogy szerepet jatszik az itt kialakuld vér-agy gat miikodésében. Az
a-DB és az utrofin fehérjék, illetve az a-DB és B-DB fehérjék vad tipusu egérben minden vizsgalt
agyteriileten a kapillarisok faldban kolokalizalodtak. A disztrofin fehérjét nem termel6 mdxPs« allatok
€s a vad tipusu egerek Osszehasonlitdsa alapjan az 0sszes vizsgalt agyteriiletre vonatkozdan a mutans
allatokban sokkal kevesebb ér volt immunpozitiv. Ultrastrukturalis vizsgalatokbdl deriilt ki, hogy
az immunjel6lés a perikapillaris asztrocita végtalpakban jOl észrevehet6en lecsokkent. Az a-DB
fehérjét az agyi ereken kiviil idegsejtekben is kimutattuk (Bregma -1,22 mm és -1,94 mm kozotti
teriileten) vad tipusd és mdxP* egerekben. Az immunpozitiv idegsejtek tilnyomo részt a laterdlis
hypothalamus teriiletén szétszérddva, illetve egy kisebb csoport a hypothalamus dorso-medialis
régidjaban lokalizalodtak. A fehérje az idegsejtek sejttestében, nyulvdnyaiban és szinapszisaiban
taldlhaté meg. Az elektronmikroszkdpos kisérleteinkben tisztaztuk, hogy az a-DB az erdsen kitdgult
endoplazmatikus retikulum ciszterndinak membranjahoz kotddik. A jelolt sejttestek kozelében
immunpozitiv és immunnegativ nyulvdnyokat és posztszinaptikus denzitdsokat is talaltunk.
Val6sziniisithetd, hogy az o-DB tartalmu nyulvanyok és posztszinaptikus denzitasok az immunpozitiv
sejttestekhez tartoznak. Bebizonyitottuk, hogy az dltalunk vizsgélt a-DB izoformak koziil csak az o-
DB2 és/vagy az o-DB4 expresszalddik az immunpozitiv idegsejtekben. Az o-DB2/a-DB4 a neuronok
citoplazmajaban a 3-DB-vel kolokalizalédott a laterélis hypothalamus teriiletén, egy koriilhatarolhaté
neuron csoportban. A 3-DB a citoplazman kiviil a neuronok sejtmagjaban is megjelent. A -DB olyan
neuronokban is kimutathat6 volt, amelyek a-DB2/a-DB4-et nem tartalmaztak. Az a-DB2/a-DB4 az
utrofinnal, az nNOS-sal, NPY-al és a galaninnal nem kolokalizaldott, de bebizonyitottuk, hogy az
a-DB2/0-DB4 pozitiv idegsejtek MCH neuropeptidet is expresszalnak vad tipust és mdxPs egerek
hypothalamusdban. A vér-agy gatban megtaldlhaté a-DB kimutatasit egyéb szoveti gitakat képzd
szervekben, mint a herében €s a tiidoben is elvégeztiik egérben, ultrastrukturalis szinten. Az a-DB a
herében a vér-here, a tiidében a vér-levegd gét egyes elemeiben jelent meg. A herében az a-DB-t a
Sertoli sejtek plazmamembranjanak alaphdrtyaval érintkez6 és a csirasejtek felé nézo részén, tiidében
az alveolusok falat felépitd 1-es tipusu alveolaris epithel sejtek citoplazmdjaban detektaltuk.

Osszefoglalva, kisérleteink alapjdn elektronmikroszképos bizonyitékot szolgdltattunk a Dp71f
disztrofin izoforma megjelenésére szinapszisok posztszinaptikus denzitisban és egy olyan
sejtkompartmentben (axonokban), ahol eddig disztrofin fehérjéket még nem mutattak ki. A vad tipusu
¢és disztrofinhidnyos egerek agyi ereivel kapcsolatos eredményeink Uj ismeretekkel szolgdlnak az
erekben felépiil6 DAPC -re vonatkozéan. Az a-DB2/0-DB4 neuronélis lokalizalasa az irodalomban
eddig nem szerepld, teljesen Uj eredmény. A DAPC fehérjékkel és neuropeptidekkel kapcsolatos
eredményeink remélhetden jovobeli kutatasok alapjaként szolgalhatnak. A herében és a tiidoben
altalunk leirtak hozzajarulnak a vér-here és a vér-levegd géatban 1évé6 DAPC sejt- €s molekularis

szintli felépitésének tisztazasahoz.



2. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A Duchenne-féle izomdisztrofia torténete

Az izomrendszer sorvaddsdval jar6, oOrOkletes betegségeket Osszefoglalva izomdisztréfids
megbetegedéseknek hivja az orvostudomény. Ennek a betegségcsoportnak a masodik leggyakrabban
el6fordulé tagjét, a gyerekkori, silyos, gydgyithatatlan izomsorvadast leiréja, Guillaume Duchenne
utan Duchenne-féle izomdisztréfidnak (DMD) nevezik.

1. dbra Guillaume Duchenne

A Duchenne-féle izomdisztréfiat az 1850-es évektdl ismerjiik, de még ma is gydgyithatatlan betegség.
Diagnézisdban nagy el6relépést jelentett 1959-ben az a felismerés, hogy a beteg vérében megnd a
kreatin-kindz enzim mennyisége. Ez az enzim a pusztul6 izombdl jut ki a vérpédlyaba, am ez mads,
szintén izomkdrosoddssal jard betegségben is bekovetkezik, tehat a kimutatdsra nem elég specifikus
modszer. A diagnézis masik lehetdsége a beteg izombdl vett biopszids minta szdvettani vizsgélata.
Az izomrost kontraktilis elemei és a kotdszoveti elemek kozti dsszekottetés karosoddsa ugyanis
szOvettanilag az izomrost degeneralodasaként, a membran szétszakadozdsaként illetve a sejtmagok
centralizaloddsaként jelenik meg. Ezzel a médszerrel mar biztosabban igazolhaté a betegség. Az
izomdisztréfia kutatdsanak nagy attorése volt a betegség molekularis hatterének tisztdzasa, melyre
1987-ben keriilt sor, amikor Louis M. Kunkelnek €s munkatarsainak (1987, Koenig et al. 1987)
sikeriilt klénozni a disztrofin gént. A gén termékét, a disztrofin fehérjét, Hoffman és munkatérsai
azonositottdk (1987). Bizonyitdst nyert tehat, hogy a Duchenne-féle izomdisztréfia kialakuldséért a
disztrofin génben tortént mutacio a felelds, aminek kovetkeztében zavart szenved a disztrofin fehérje
termelddése a szervezetben. Kevin P. Campbell 1989-ben irta le (1989), hogy a disztrofin fehérje
a hardntcsikolt izomrostot hatarold membranban, a szarkolemmaban elhelyezked6 fehérjekomplex,
az ugynevezett disztrofin-asszocidlt fehérjekomplex (Dystrophin-Associated Protein Complex,
roviditve: DAPC) egyik kulcsfontossigu tagja.



2.2. A Duchenne-féle izomdisztrofia jellemzo6i és tiinetei

A Duchenne-féle izomdisztréfia letdlis, X-kromoszémédhoz kotott, anyai 4gon 6roklodo betegség, mely
3500 fiubdl 1-et érint (Hoffman, Kunkel 1989). Az emberen kiviil a Duchenne-féle izomdisztréfia
bizonyos kutyafajtaknal és egyes macskafajtaknal is jelentkezhet (Shelton et al. 2001, Gaschen et
al. 1999). Ha a szervezetben nem termelddik a disztrofin fehérje, azért az X-kromoszéma p21-es
locus-an 1évo disztrofin génben bekdvetkezett mutacio a felel6s. A DMD els6sorban a vdzizomzatban
okoz sulyos elvaltozasokat, mert a disztrofin fehérjére sziikség van a normalis izommiikddéshez.
A disztrofin a legnagyobb mennyiségben a vazizomban, a szivizomban és a kdzponti idegrendszer
egyes régidiban mutathato ki, azonban sok mas szovetben is expresszalodik.

Klinikailag a Duchenne-féle izomdisztréfids fiabetegekben a tiinetek egészen hamar, mar 2-5 éves
korukban jelentkeznek, és dramai gyorsasdggal sulyosbodnak (Dubowitz 1978). Az izomsorvadas
f6leg a torzson, a véll- és medencedv izmain €s a végtagokon jelentkezik. Nehézséget okoz nekik a
jaras, a futds, sokszor indokolatlanul elesnek, az izomrendszeriik hamar elfarad és nagyon gyenge.
Gerincferdiilés alakulhat ki a gerincoszlop izmainak elgyengiilése miatt. A betegséget gyakran csak
akkor ismerik fel, mikor az izomtomeg 40%-a elpusztult. A betegség gyorsan halad elore, és amikor
a beteg mar jarni se képes, toloszékbe keriil. Toloszékben még lehet élni, am a betegség minden
esetben haléllal végzddik. A Duchenne-féle izomdisztréfias kamaszkoru betegek haldlanak kdzvetlen
oka, hogy a pusztulds eléri 1€gz6- vagy szivizmaikat is (Engel et al. 1994). A betegek egy részében az
izomsorvadas mellett, enyhe, szelektiv kognitiv kdrosoddsok is fellépnek (Mehler et al. 2000, Blake,
Kroger 2000). Foleg a rovid tava memoria mikodése, a figyelem megtartasa (nehézségeik adddnak a
torténetek visszaidézésében €s azok megértésében), a verbalis IQ (gyengébb teljesitményt nyujtanak
a verbdlis kifejezOkészségben, a betlizésben, az olvasasi készségben, a mondatértelmezésben) és a
matematikai képességek karosodnak (Bresolin et al. 1994, Anderson et al. 2002). Ezek a jarulékos
tiinetek arra utalnak, hogy a disztrofinnak az idegi miikddésben is fontos szerep jut, bar ez a szerep

még ma sem tisztazott.

2.3. A disztrofin gén és a disztrofin fehérjecsalad

A Duchenne-féle izomdisztrofia kialakuldsdnak oka a disztrofin fehérje termelddésének zavara, a
hianya, vagy nem megfeleld formdban torténd expresszidja (Hoffman et al. 1987).

A disztrofin gén a legnagyobb human gén, 2.5 Mbazist és 79 kdédold exont tartalmaz (Koenig et al.
1987, Coffey et al. 1992). A génnek szokatlanul magas a mutdcids ratdja a nagy méretébdl adéddéan
(Culligan et al. 2001). A disztrofin gén 7 6ndllo, szovet-specifikusan miikod6 promoterrel rendelkezik,
melyekrdl az egymadstol hosszusdgban eltérd transzkriptumok frédhatnak at a kiilonbozé szovetekben
(2. abra). A transzkriptumok variabilitdsidt az alternativ splicing folyamata is noveli. Mindezek
kovetkeztében a disztrofin fehérjecsalad méretben és szerkezetben eltérd tagjai expresszalddnak (Ahn
etal. 1993). A disztrofin gén hét promoterérdl atirddo fehérjék koziil hdrom 427 kDa molekulatomegti,
a tobbi négy rovidebb: 260, 140, 116, és 71 kDa. Az agy (brain: B), izom (muscle: M) és Purkinje
(Purkinje: P) promoterr6l haromféle 427 kDa molekulatomegii izoforma ir6dhat at: a Dp427 (M) a
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2. dbra A humdn disztrofin gén és a rola dtirodo disztrofin fehérjék sematikus rajza.

A 2.5 Mb DMD gén 7 kiilonbozd fehérje izoformdt kodol. Az NH2-termindlis szekvencidban egymdstol
eltérd 427 kDa molekulatomegii disztrofin transzkriptumok a nyilakkal jelolt promoterekrdl irodnak dt
agénS5’-végen. Ezek: Dp427 (B), Dp427 (M) és a Dp427 (P), mely a szovet-specifikus expressziojukat
jeloli, B az agyra, M az izomra, és a P a kisagyi Purkinje sejtekre utal. A kisebb molekulatomegii
izoformdk a tavolabb elhelyezkedd promoterekrdl irodnak dt, a retindban (R: Dp260), az agyban (B:
Dp140), Schwann sejtekben (S: Dp116) illetve sokféle szovetben (G, general: Dp71) expresszdlodnak.
(Blake et al. 2002 alapjdn)

vaz-, sima- és szivizomban (Schofield et al. 1993), Dp427 (B) az agyban, ezen beliil els6sorban az
agykéregben és a hippocampusban 1év6 neuronokban (Gorecki et al. 1992), a Dp427 (P) a kisagyi
Purkinje idegsejtekben (Gorecki, 1992). A disztrofin génnek ezen kiviil még négy belsé promotere
van, ezek a retina (retinal: R), agy3 (brain3: B3), Schwann sejt (Schwann cell: S) és dltalanos (general:
G) promoterek, melyekrdl a rovidebb disztrofin izoformdk irédnak at. A Dp260 (R) specifikusan
a retindban, a Dp140 (B) az agyi gliasejtekben (Lidov et al. 1995), mig a Dp116 (S) a Schwann
sejtekben taldlhaté (Byers et al. 1993). A rovidebb disztrofin formdk f6leg a kozponti- és periférids-
idegrendszerben expresszdlddnak, a Dp140 a fejl6dd vesében is (Durbeej et al. 1997), ezzel szemben
a legkisebb méretli €s a Dp427 izoformétdl leginkabb eltér6 szerkezetli disztrofin, a Dp71 (G) az
agyon és az izomszdveten kiviil szdmos mas szovetben is el6fordul, példaul a vesében, majban és
tiidében (Lederfein et al. 1992).Az agyszovetben a Dp71 (G), a Dp427 (B) és a Dp140 (B) fordul
eld, ezek koziil a Dp71 taldlhaté meg a legnagyobb mennyiségben (Lidov 1996, Blake et al. 1999).
A keletkez6 disztrofin fehérjék szamat a disztrofin gén 3° végét érintd alternativ splicing is noveli
(Feener et al. 1989).

2.4. A disztrofin fehérjék szerkezete

A 427 kDa molekulatomegii disztrofin fehérjének négy funkciondlis doménje van, az NH,-
termindlisdndl 1év6 aktin kot6 domén, a kozponti bot domén, a cisztein-gazdag domén és a COOH-
termindlis domén. A 427 kDa molekulatomegii disztrofinban 220 aminosavbdl all az aktin kotd
NH,-terminalis régio. Centrélisan a bot domén taldlhat6, amely 24, egyenként kb. 110 aminosavbdl
all6 a-helikdlis szerkezetli spektrin-szerli ismétlodd egységekbdl és 4 kapocs régiobol éll. Ez
a rész stabilizalja és flexibilissé teszi a molekuldt az izomdsszehuzodas alatt, illetve a bot domén
11-17. ismétl6d6 egységei egy masodik aktin kotd részt alkotnak (Rybakova et al. 1996, Amann
et al. 1998,1999, Koenig, Kunkel 1990). Ezt kdzvetleniil kdveti egy 40 aminosav altal alkotott 3-
redd szerkezetl fehérje kotd régio, az tigynevezett WW domén, ami szdmos jeldtvivo és szabalyozé

molekuldban is megtalalhat6é (Bork, Sudol 1994). A WW domén é€s a cisztein-gazdag régio egy része
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3. dbra A 427 kDa molekulatomegii disztrofin szerkezete és kotdhelyei.
A zolddel jelolt szerkezeti egység az aktin kotd NH2-termindlis régio. Centrdlisan a bot domén ldthato,
mely 24 sdrga szinnel jelolt spektrin-szerii egységbdl és 4, piros szinnel jelolt kapocs régiobol dll.
Ezt koveti a disztroglikan (DG) kotésért felelds, kékkel jelolt WW szerkezeti egység, és a lila szinnel
jelolt cisztein-gazdag domén (CYS). Tiirkizkékkel a molekula COOH-termindlis doménje (CT) van
jelolve, mely a szintrofint (SYN) és egyéb disztrofin fehérje csaldd tagokat (DFB) képes kotni. (Blake
et al. 2002 alapjdn)

biztositja a kolcsonhatdst a disztrofin és a DAPC membranon ativel6 tagja, a p-disztroglikdn (f3-
DG) kozott. A cisztein-gazdag domén (CYS) er6sen konzervativ szerkezetli, képes a sejten beliili
Ca?*—ot kotni. A molekula COOH-terminalis doménje (CT) disztrobrevin (DB) kotShelyet tartalmaz
€s biztositja a kolcsonhatast a disztrofin €s a szintrofin (SYN), illetve a disztrofin fehérjecsalad
(DFB) egyes tagjai kozott (Roberts 2001). A Dp260, Dp140, Dp116 fehérjékbdl hidnyzik a Dp427-re
jellemz8 NH -termindlis régio, illetve, a spektrin-szerd ismétl6ds egységekbdl €s a kapocs régidbol
all6 bot doménjiik rovidebb, mint a Dp427 fehérje bot doménje.

A Dp71 a Dp427 szerkezetétdl leginkdbb eltérd disztrofin izoforma. Mig a Dp71 fehérje cisztein-
gazdag régiGja megegyezik a tobbi disztrofinéval, addig NH,-terminélisdba 7 0] €s csak erre a fehérjére
jellemzd aminosav épiil be. Rdadasul a Dp71 mRNS-ének keletkezése sordn az alternativ splicing,a 71-
74. és/vagy a 78. exont érintheti, ami a keletkezd fehérjék szamat tovabb noveli (Austin et al. 1995). A
71-74. exon kiesése, vagy bennmaraddsa nem befolyasolja a fehérje COOH-terminalisanak aminosav
szekvencidjat. Ezért a 71-74. exon kiesésétdl, vagy bennmaraddsitdl fiiggetleniil, amennyiben a
78. exon bennmarad, akkor a keletkez6 Dp71d-nek nevezett fehérje izoforma COOH-termindlisa
ugyanolyan szerkezetli marad, mint az 9sszes tobbi disztrofin fehérje COOH-termindlisa. Ha azonban
a 78. exon esik ki, akkor a leolvasdsi keret megvéltozasa miatt az utolsé 13 aminosav helyett 31 uj
aminosav fog beépiilni a COOH-termindlisba. Ezért az igy keletkez6 Dp71f izoformanak a COOH-
termindlisa eltér a fehérjecsaldd tobbi tagjatol (Lederfein 1992). A Dp71 fehérje mas médon kotddik
az aktinhoz, mint a 427 kDa molekulatomeg(i disztrofin. Egyrészt az NH,-terminalisabdl hidnyzik
a Dp427 fehérjére jellemz6 aktin kot6 domén, mdsrészt szerkezetébdl hidnyoznak a fehérjének
flexibilitdst biztosité spektrin-szerli ismétlodd egységek, igy az aktinhoz mereven és egy csak ra
jellemz6 médon kot6dik. Howard €s munkatarsai szerint a Dp71 NH, -termindlisa tartalmaz aktin
kotd helyet (1998). Eltérést jelent még a P-disztroglikdnhoz valo kotddése is, mivel hidnyzik belble a

tobbi fehérje esetében a kdlcsonhatasban kulcsszerepet jatsz6 WW domén egy része.
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2.5. A Duchenne-féle izomdisztroéfia allatmodelljei. Az mdx egértorzsek és mas disztrofinhianyos
allatok

A disztrofin fehérje hidnydt egérben, kutydban és macskaban spontin mutdcid, vagy kémiai
mutagenezis okozhatja (Sicinski et al. 1989). Ezek az allatok a human Duchenne-féle izomdisztréfia
modelljeként johetnek szamitdsba. A legelterjedtebben modellként haszndlt disztrofinhidnyos mdx
egerek szervezetébdl hidnyzik a 427 kDa molekulatomegii disztrofin fehérje, melynek oka a disztrofin
gén 23. exonjan tortént spontdn pont mutacid, ami egy stop-kodont general (Sicinski et al. 1989). Az
mdx egérben a tobbi disztrofin izoforma (a Dp71 is) termel6dése zavartalan. Ezeknél az dllatoknal az
izomrendszert érintd, a humadn DMD-hez hasonl¢ tiinetek figyelhetok meg, de az élettartamuk nem
csokken nagy mértékben (Lynch et al. 2001). A kognitiv tiineteket tekintve ezek az éllatok sokkal
gyorsabban felejtik el az tjonnan megszerzett informdaciot, mint normadl, vad tipusu tarsaik, azaz
karosodik a rovidtavi memoridjuk (Vaillend et al. 1995, Vaillend, Ungerer 1999).

Ezen kiviil 1éteznek a mesterségesen, kémiai mutagenezissel eldallitott tovabbi mdx egértorzsek (Cox
et al. 1993, Im et al. 1996). Ilyenek példaul az mdx*®, mdx*®, az mdx*> és az mdx’>* egértorzsek,
amelyekben kémiai mutagenezissel pontmutaciot éllitottak els. Az mdx*”, mdx**, mdx’* egerek
kozos tulajdonsaga, hogy benniik a 427 kDa molekulatomeg(i disztrofint nem lehet kimutatni az
izomrendszerben és az agyban, mig a Dp71 expresszidja nem tért el a kontroll tarsaiktdl. Az mdx*
egértorzsben ezzel szemben a Dp71 fehérje hidnyzik, mig a 427 kDa molekulatomegli disztrofin
fehérje alacsony szinten termelddik, bar funkcidjat nem képes ellatni (Cox et al. 1993). Mind az 6t
egértdrzsben az izomrendszert érint6 tiinetek észlelheték (Chapman et al. 1989).

Az eddigiekben emlitett spontan mutdcidval 1étrejott mdx egerek, illetve a kémiai mutagenezissel
eldallitott mdx egértdrzsek szervezetében valamelyik disztrofin fehérje termel6dése mindig megmarad.
Ez volt az oka, hogy kifejlesztettek egy olyan transzgénikus egértorzset, az mdxPs torzset, melyben
egy, a disztrofin génbe juttatott vektor beépiilése miatt az 0sszes disztrofin izoforma kiesik. Az inzerci6
a disztrofin gén 3’ végénél a 63. exonon torténik, érintve ezzel ez dsszes ismert disztrofin izoformat.
Homozigéta mdxPs egér izomdisztréfids tiineteket mutat (Wertz, Fiichtbauer 1998).

Ha a disztrofin gén kddol6 szekvencidja helyébe egy detektalhatd ,riporter” gén kodolo szekvencidjat
épitenek bele és ezt a rekombindns DNS-t bejuttatjak a sejt genetikai dllomanyaba, akkor a “riporter”
fehérje termel6désébdl az eredeti disztrofin gén expresszicids mintazatara lehet kovetkeztetni mind
az embrioban, mind a felnd6tt allatban. Ezzel az igen érzékeny modszerrel kimutattdk, hogy az
embriogenezis sordn az eddig hittnél korabban jelenik meg a disztrofin expresszié (Wertz, Fiichtbauer
1998).

2.6. A disztrofin-asszocialt fehérjekomplex szerkezete az izomszovetben

A disztrofin fehérje és a hozzdkapcsolddo fehérjekomplex szerkezetét €s lokalizacidjat f6képp az
izomszovetben ismerjikk (Campbell, Kahl 1989). A disztrofin-asszociélt fehérjekomplex, a DAPC
a szarkolemmahoz kotott és a neuromuszkuldris junkcidban is megtalalhaté (Watkins et al. 1988,

Blake, Kroger 2000). A DAPC a harantcsikolt izomban egy hatalmas, membranon étiveld, legalabb 10



fehérjetagbdl all6 egység, amely 0sszekottetést biztosit az izomrost kiils6 oldaldn 1év6 extracellularis
matrix fehérje komponensei és a sejten beliili aktin alapu sejtvaz kozott. Ez a molekuléris egység
egyrészt stabilitdst ad az izomrostnak az izomdsszehizddas kozben, masrészt, ha hozza jelatviteli
fehérjék kotddnek, akkor ez sejten beliili jelatviteli utakat indit be.

A haréntcsikolt izomban el6fordulé DAPC leginkdbb elfogadott modellje szerint a komplex hdrom
alkomplexre oszthaté (4. dbra). Van egy membranon ativel része, amit az a- és p-disztroglikdn
altal alkotott disztroglikan alkomplex képez. Ehhez az alkomplexhez a sejten beliil a disztrofin, vagy
az utrofin fehérje, a sejten kiviil pedig az extracellularis matrix egyes elemei (példaul a laminin-
1, laminin-2, agrin, perlekdn) kapcsolddhatnak. A szarkolemman beliil talalhaté a szarkoglikan-
szarkoszpan alkomplex, ami az a-, -, y-, d-szarkoglikdn (SG) és a szarkoszpan (SS) fehérjékbol
all. A harmadik alkomplex pedig a citoplazmai alkomplex, melyet a disztrofin, vagy utrofin fehérje,
a disztrobrevin fehérjék (DB) és szintrofin molekuldk (SYN) alkotnak. A szintrofin egy adapter
molekula, melyen keresztiil a komplex jelatviteli fehérjékkel, ioncsatorndkkal 1éphet kapcsolatba.
A 427 kDa molekulatomeg( disztrofin €s az utrofin fehérjék egyrészt NH,-termindlisukon keresztiil
a DAPC-t az aktin alapu sejtvazhoz tudjdk hozzakapcsolni, masrészt Osszekottetést biztositanak a
DAPC citoplazmai és a disztroglikdn alkomplexe kozott.

ADAPC, mintazel6z6 leirdsbol kitlinik, az extracelluldris matrix és a sejt belsejében 1évo sejtvaz kozott
1étesit kozvetlen kapcsolatot. F§ funkciéja a plazmamembran strukturdlis stabilitdsdnak biztositdsa,

tovabbd jelatviteli utak szabdlyozdsa. Tobb jel mutat arra, hogy a komplex az izomrendszerben
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4. dbra A disztrofin-asszocidlt fehérje komplex

(Dystrophin-Associated Protein Complex, DAPC) szerkezete a vdzizomban.
A disztroglikdn alkomplex tagjai: a-disztroglikdn (o-DG), és a B-disztroglikdan (B-DG). Az o-DG-
hez az extracelluldris mdtrix elemei (pl. laminin 2) tudnak kapcsolodni. A szarkolemmdban lévd
szarkoglikdn-szarkoszpdn alkomplex tagjai: a-, (-, y,-, 0-szarkoglikdn (SG) és a szarkoszpdn (SS). A
citoplazmai alkomplex tagjai: a B-DG-hoz kapcsolodo disztrofin, szintrofin (SYN), és a disztrobrevin
(DB). A disztrofin NH2-termindlisdn keresztiil az aktin alapu sejtvdazhoz kotodik. (Blake et al. 2002
alapjdn)



fontos szerepet jatszik az acetilkolin receptorok membranon beliili helyének meghatarozdsaban is
(Jacobson et al. 2001). Az elobbiekben ismertetett DAPC, a komplex fehérje Osszetevoit illetden
nem az egyetlen lehetséges modell. Szamos vizsgalat mutatja, hogy a legtobb szdvetben kiilonbozo
sejtspecifikus DAPC-k épiilnek fel, és még a sejten beliil is variaciok fordulhatnak el6 (Tinsley et al.
1994, Rivier et al. 1999).

2.7. A disztrofin rokon fehérjék (Dystrophin Related Protein, DRP) és szerkezetiik

Léteznek a disztrofin fehérjével rokonsagban allé fehérjék. Ilyenek az utrofin (UTR), a DRP-2
(Dystrophin Related Protein-2), illetve az o- €és a (-disztrobrevin (DB). Szerkezetileg az utrofin
fehérje hasonlit leginkdbb a disztrofin fehérjéhez, mig a DRP-2 és a disztrobrevin fehérjéknek a

COOH-terminalis régidja mutat hasonldsagot a disztrofin szerkezetével.

Az utrofin (UTR)

Az utrofin a disztrofin fehérje kozeli rokona, annak autoszomalis homoldgja, mely emberben a
6. (egérben a 10.) kromoszéman kédolt (Love et al. 1989). Az utrofinnak van teljes hosszusagu
(Up395) és két rovidebb formdja (Up116, Up71) (Culligan et al. 2001). A 395 kDa molekulatomegt
utrofin, alapszerkezetében nagyon hasonlit a 427 kDa molekulatomegl disztrofinhoz. Az utrofin is
rendelkezik aktin kot6 NH, -terminélissal, bot doménnel, WW doménnel, cisztein-gazdag régioval,
¢és a disztrofinhoz hasonl6 COOH-terminalissal (5. dbra). A két fehérje hasonlé molekuldkat tud
megkotni (Peters et al. 1997), tehdt az utrofin is képes a DAPC tagjaival kapcsolddni, és a disztrofint
helyettesitve részt venni a DAPC felépitésében. A disztrofin és az utrofin funkciondlisan azonban
valészintileg csak részben helyettesitheti egymast (Tinsley et al. 1992), bar a disztrofinhidnyos mdx
egerekben megfigyelhetd az utrofin expresszid er6teljes fokozddasa (Gillis 2000). Az UTR sokkal
sz€lesebb korben expresszalddik, mint a disztrofin, minden szdvetben jelen van (Tinsley et al. 1994)
¢és egyes feltevések szerint hasonld szerepet tolthet be, mint a 427 kDa molekulatomegii disztrofin az
izomszovetben (Peters et al. 1997). Az utrofin lokalizdcidja az izomszdvetben eltér az disztrofinétol.
Az egyedfejlodés sordan az UTR elobb expresszdlodik, mint a disztrofin, igy eldszor az UTR van
jelen a szarkolemmaban és a neuromuszkularis junkcioban, de amikor a disztrofin megjelenik, lassan
a neuromuszkuldris junkcion kiviil mindenhonnan kiszoritja az utrofint (Clerk et al. 1993). Felnott
egyedben a disztrofin a szarkolemmaban és a neuromuszkularis junkcié redéinek bemélyedésében
taldlhat6, Na*-csatorndk kozelében (Love et al. 1991, Peters et al. 1997, Wilson et al. 1999), mig az
utrofin kizarélag csak a neuromuszkularis junkcidkban, a szubneuronalis oldalon a junkciondlis redd
tetején helyezddik, ahol nikotinos acetilkolin receptorokkal kolokalizalodik. Ez is azt mutatja, hogy
a disztrofin és az utrofin bar rokon fehérjék és részben helyettesithetik egymast, de mégis kiilonb6z6
DAPC-ket alkotnak, melyek szerepe még a szarkolemman beliil is eltér egymastol (Mizuno et al.
1993).

A DRP-2
A DRP-2 kiilon gén éltal kodolt fehérje. Szerkezete hasonlésdgot mutat a disztrofin és az utrofin

szerkezetével, van két spektrin-szerli ismétlodd egysége, WW doménje, €s cisztein-gazdag régidja.
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A DRP-2 képes DG-t, SYN-t, és a disztrofin csaldd fehérjéit kotni. A DRP-2 nem expresszalodik
a vaz- vagy szivizomzatban (Roberts et al. 1996), de el6fordul a kdzponti idegrendszerben, ahol
szinapszisok posztszinaptikus denzitdsaiban lokalizdlédik (Roberts, Sheng 2000). Sherman és
munkatarsai a mielinhiivelyt képzd Schwann sejtek felszinén talaltak disztroglikdn-DRP-2 komplexet

és ez, feltételezésiik szerint a mielinhiively vastagsdganak kialakitasdban jatszik szerepet (2001).

A disztrobrevin (DB)

A disztrobrevinek disztrofinnal rokon fehérjék (Blake et al. 2002) és szerkezetiikben is hasonlésagokat
mutatnak. A disztrobrevinek képesek a disztrofin fehérjecsalad tagjaihoz kozvetleniil kotédni és
ezaltal részt venni a DAPC felépitésében a kiilonbozd szovetekben, azonban a disztrofin/utrofin
helyettesitésére nem képesek. A disztrobrevin csaldd fehérjéi két kiilon génrdl, az a-DB (emberben
€és egérben a 18. kromoszdman taldlhatd) és a 3-DB (emberben a 2. és egérben a 12. kromoszéman
taldlhatd) génrdl irddnak at. A disztrobrevineknek is van cisztein-gazdag régidja, szintrofint €s a
disztrofin csaldd fehérjéit kot helye (kivéve az a-DB3-at), de szerkezetiikbdl hidnyoznak a spektrin-
szerll ismétlodos egységek és WW domén, mely utdbbin keresztiil a disztrofin a B-disztroglikédnt tudja
megkodtni (5. abra). Ezért a disztrobrevinek nem képesek kozvetleniil a $-DG-hoz kapcsolddni. A
disztrobrevinek az izom- és egyéb szdveti lokalizacidjuk mellett a kdzponti idegrendszerben is jelen
vannak. (Blake et al. 1996, 1998, 1999, Peters et al. 1997)

Az a-DB génen 3 promoter taldlhatd, melyek szovet-specifikus haszndlata és a keletkezd transz-
kriptumok alternativ splicingja sordn eltérd a-DB izoformdk keletkeznek (Holzfeind et al. 1999).
A vaz- és szivizomszovetben a harom legfontosabb, COOH-terminalisdban eltér6 a-disztrobrevin
izoforma az a-DBI1, a-DB2 és az a-DB3 (Blake et al. 1996), ezen kiviil feln6tt szervezetben
kimutattdk a kisebb molekulatomegii izoformék, az a-DB4 és az a-DBS létezését is, de ezek a
fehérjék a vazizom sejtekben nincsenek jelen (Peters et al, 1998). Az a-DB1 COOH-terminélisan
szamos tirozin foszforilacios hely taldlhatd. A tobbi a-DB formdban nincsenek tirozin foszforilacids
helyek. Az a-DB a disztrofinhoz, utrofinhoz és a szintrofinhoz kotddni képes citoplazmai fehérje,
mely a DAPC tagja. Yoshida és munkatdrsai kutatdsa szerint azonban az a-DB-ek a DAPC
szarkoglikan alkomplexéhez is tudnak kapcsoldédni (2000), Chung és Campanelli pedig az a-DB
és a B-DG kozvetlen kolcsonhatdsat mutattak ki (1999). A kiilonboz6 a-disztrobrevin izoformak
eloszlasat legrészletesebben az izomszovetben irtdk le. A kiilonb6zd a-DB izoformadk eltér6 helyeken
lokalizdlédnak sziv- €s vazizomzatban (Nawrotzki et al. 1998, Peters et al. 1998). Az izomszdvetben
az a-DB1 a neuromuszkularis junkcidban, az a-DB2 a szarkolemmdban lokalizalédik (Nawrotzki et
al. 1998). Az a-DB3 a viz- és szivizomban taldlhat6, de a pontos helyezddése még nem tisztazott.
A kozponti idegrendszerben az a-DB-1-et elsGsorban gliasejtekben talaltak meg, mig jelenlétiiket a
neuronokban nem mutattak ki (Blake et al. 1999). Az a-DB1,2 hidnyos egérben enyhe izomdisztrofias
tiinetek 1épnek fel, a neuromuszkuldris junkcié szerkezete karosodik, valdsziniileg azért, mert az
acetilkolin receptorok csoportjai instabilld valnak (Grady et al. 1999, 2000). Az a-DB1,2 hidnyos
egér egyértelmii kozponti idegrendszeri tiineteket azonban nem mutat, ami a szerzék szerint a 3-DB
esetleges kompenzal6 funkcigjanak lehet a kovetkezménye (Grady et al. 2006).

A B-disztrobrevin génrdl a fehérje COOH-terminalisét érintd alternativ splicing altal szimos izoforma

ir6dhat at (Blake et al. 1998). Az .- €s B-disztrobrevinek hasonl6 az NH, -terminalissal rendelkeznek,
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de nagy eltérés mutatkozik a COOH-terminélisuk szerkezetében. A 3-DB-ek COOH-terminalisan nem
taldlhat6 tirozinfoszforilacidshely. A B-disztrobrevinek azizomszdvetbdlhidanyoznak, amszamosegyéb
szovetben expresszalodnak, tobbek kozott az agyban is. Az egér és patkany agyban a (3-disztrobrevint
Blake idegsejtekben lokalizalta szamos agyteriileten (1999). Mivel a 3-DB képes a szintrofinnal és a
disztrofin csalad fehérjéivel (Dp71-el, Dp140-el, Dp427-el €s utrofinnal) kolcsonhatasba 1épni (Blake
et al. 1998, 1999) ezért feltételezhetd, hogy disztrofin-asszociélt fehérjekomplexek felépitésében is
részt vesz. Az agyban az a- és B-DB-ek azonban mashol expresszalddnak, és valdszintileg kiillonb6z6
DAPC-k felépitésében jitszanak szerepet. A disztrobrevinek gliasejtekben valé megoszlasardl egyes
kutatécsoportok kozott vita folyik. Blake €s munkatarsai szerint az a-DB-1 az agyban kapillarisok
kortili asztrocitdkban, illetve mas gliasejtekben (pl. Bergmann glidban a kisagyban) lokalizalodik, mig
a B-DB az agyon beliil hidnyzik a kapilldrisok faldbol, viszont kimutathaté neuronokban (neuronok
sejtmagjdban is), az agykéreg, a hippocampus és a kisagy teriiletén (1998, 1999). Ezzel szemben Grady
€s munkatarsai a B-DB-t agyi kapillarisokban is lokalizdlta (2006). Ugyanez a csoport létrehozott egy
a- és B-DB kett6s mutdns egértdrzset, mely a disztrofinhidnyos mdx egerekhez hasonld, de nem
azonos viselkedésbeli tiineteket mutatott. Ezekben az allatokban szinaptikus karosodasokat lehetett
kimutatni az idegrendszerben, ami bizonyitékul szolgal arra, hogy a disztrofin fehérjéken kiviil mas
DAPC fehérjék hianya is befolyasolhatja az agy szinaptikus strukturajat (Grady et al. 2006). Ueda
és kutatdcsoportja az 9sszes disztrobrevint egyszerre felismerd ellenanyaggal azt mutatta ki, hogy a

disztrobrevinek az erek koriili asztrocitdkon kiviil az endotélsejtekben is expresszalddnak (2000).

KOTOHELY BOT DOMEMN WW CYS CcT

DISZTROFIN 1“'2“““”!‘[if"‘

= DFB

e ERUO000000000000N0 IR

a-DISZTROBREVIN-1

B-DISZTROBREVIN

a-DISZTROBREVIN-3 Em

5. dbra A legfontosabb disztrofin-rokon fehérjék osszehasonlitott szerkezete.
Zold: aktin koté6 NH2-termindlis régio, sdrga: spektrin szerii ismétlodo egységek, piros: a koztiik
lévé kapocs régiok, lila: a fehérjék WW doménje, kék: a cisztein-gazdag régio, tiirkizkék: a COOH-
termindlis domén. A B-DG, szintrofin (SYN), és disztrofin csaldd fehérjéit koté helyeket (DFB) a
vonalak jelolik ki az egyes fehérjék szerkezetében. Az a-disztrobrevin-1 izoforma a COOH-termindlis
szekvencidban tirozin foszforildcios helyeket tartalmaz (Y-al jelolve). (Blake et al. 2002 alapjdn)
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2.8. A disztrofin-asszocialt fehérjék (Dystrophin Associated Protein, DAP) szerkezete

A disztroglikan (DG)

A disztroglikanok voltak az elsd klonozott DAP fehérjék (Ibraghimov-Beskrovnaya et al. 1992). A
disztroglikdn génrol atir6d6 prekurzor proteinbdl szarmazik az extracelluldris a- és a transzmembran
B-disztroglikan fehérje. A prekurzor protein el6szor proteolizist szenved, majd a transzlacié utan
glikozilacion esik at (Ibraghimov-Beskrovnaya et al. 1993). A glikozilacios mintazat az egyedfejlodés
soran szabdlyozott és Osszefliggésben all azzal, hogy a kész fehérje milyen partnerekkel tud majd
kapcsolddni a kiilonboz6 szovetekben. A glikozilacid folyamata elengedhetelen a fehérje normaél
funkcigjanak ellatasahoz (Barresi, Campbell 2006). A disztroglikanok széles korben, szdmos
szovetben expresszalddnak (Ibraghimov-Beskrovnaya et al. 1992, 1993). Az a- és 3-DG egymashoz
erdsen kapcsolddik és szdmos mds partnerrel is kolcsonhatasba tud 1€pni. Az a-disztroglikdn egy
extracellularis periférids membran glikoprotein, amely tobb extracelluldris matrix fehérjét, példaul
a laminineket (laminin-1, laminin-2) (Ervasti, Campbell 1993), agrint (Campanelli et al. 1994),
perlekant (Peng et al. 1998) tud — eltérd affinitassal — megkotni. A 3-disztroglikan egy transzmembran
glikoprotein, amely az extracelluldris oldalon képes az o-disztroglikdnt a membranhoz kihorgonyozni,
a citoplazmai oldalra nyilé6 COOH-termindlisa pedig a disztrofin fehérjecsalad tagjaival léphet
kolecsonhatdsba (Jung et al. 1995). A B-disztroglikdn COOH-terminélisa a disztrofin WW doménjéhez
tud kozvetleniil kotddni. A disztrofin rokon fehérjék koziil a -DG az utrofinnal és a DRP2 fehérjével
is kolcsonhatasba tud 1€pni, illetve a B-DG és az a-DB kozott is kialakulhat kdzvetlen kapcsolat
(Chung, Campanelli 1999). Az agyi erekben, patkdnyban az a-DG a kapilldrisok alaphartyajaban, 3-
DG az erek koriili asztrocita végtalpakban mutathat6 ki (Tian et al. 1996). A disztroglikdnok szamos
extracellularis ligand partnerrel tudnak kolcsonhatdsba 1épni, ami azt mutatja, hogy ezek a fehérjék
receptorként jatszanak fontos szerepet, illetve hogy az alaphartya felépiilésében és fennmaradasdban
is 1ényeges feladatokat latnak el. A disztroglikan gén célzott kdrositasdra irdnyul$ vizsgalatok szerint
a disztroglikan hidnya egérben korai embrionalis letalitdssal jar (az 5.5. embrionalis napon), melynek
oka az extra-embrionalis alaphartya (Reichert membran) karosoddsa. Ebbdl kovetkezik, hogy a
disztroglikdn nélkiilozhetetlen szerepet jatszik szamos alaphartya felépiilésében, igy a tulélésben
(Williamson et al. 1997).

A szarkoglikan (SG)

A szarkoglikdnokat elsGsorban az izomrendszerbdl ismerjiik. A vaz- és szivizomzatban a DAPC
szarkoglikdn-alkomplexét négy transzmembran szarkoglikdn fehérje alkotja, az a-, B-, y-, 8-SG
(Crosbie et al. 1997). Az a-SG a vaz- és szivizomzatban, mig a -, Y-, 8-SG a simaizomzatban is
expresszalddik (Barresi et al. 2000). Azonositottak egy e-SG fehérjét, ami a feltevések szerint az o-
SG-t helyettesiti a simaizomban kialakul6 szarkoglikan-szarkoszpan komplexben (Straub et al. 1999),
illetve kimutattdk, hogy ez a fehérje szamos szdvetben el6fordul, tobbek kozt az agyban (McNally et
al. 1998). Az izomrendszeren kiviil a -, y-, 8 - és e-SG-t az egér retindban is kimutattdk (Fort et al.
2005). Vainzof és munkatdrsai szerint az o.-, B-, 0-SG egymdssal vannak kolcsonhatdsban, mig ay-SG
a disztrofinnal tud kozvetleniil kotést 1étesiteni (1999). A szarkoglikdnok a DAPC membréanhoz val6

kikotése €s stabilizasa mellett a sejten beliili jeldtvitelben is szerepet jatszanak (Yoshida et al. 1998).
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A szarkoglikan génekben tortént mutacio kiilonbozd tipusu izomdisztéfidkat okoz (Bushby 1999) és

a szarkoglikan hianya az nNOS eltlinésével jar egyiitt a szarkolemmaban (Crosbie et al. 2002).

A szarkoszpan (SS)

Expresszigja foleg a vaz és szivizomban kimutathatd, de rovidebb formai mas szovetekben is
el6fordulnak (Ehmsen et al. 2002). Molekulatomege 25 kDa, négy transzmembrdn doménnel, sejten
beliili NH, - ¢s COOH-terminalissal rendelkezik és a DAPC szarkoglikén-szarkoszpéan alkomplexének
tagja (Crosbie et al, 1997). A szarkoszpan-hianyos egér mindegyik szarkoglikdnjat expresszalja a
szarkolemmaban, és nem alakul ki izomdisztréfidja (Lebakken et al. 2000).

A szintrofin (SYN)

A szintrofin fehérjecsaladot 6t fehérje alkotja: az a-, 1-, B2, y1, y2-szintrofin (Adams et al. 1993,
Ahn et al. 1994, 1996, Piluso et al. 2000). A szintrofinok er6sen konzervativ COOH-terminalisanak
57 aminosava kot helyeket biztosit a disztrofin csaldd tagjai szamara. A szintrofinok kozvetleniil
képesek a disztrofinhoz, utrofinhoz, DRP2-hez, a-DB1-hez, a-DB2-hez és a -DB-hez kapcsolddni.
Kimutattdk, hogy a DAPC 0sszesen négy (disztrofin és az a-DB két-két) szintrofin kotd helyet
tartalmaz (Newey et al. 2000). A szintrofinok képesek jelatviteli fehérjéket, ioncsatornakat a DAPC-
hez hozzdkotni az izomban és az agyban. A szintrofinok kotdpartnerei lehetnek (a DAPC tagjai mellett)
a fesziiltségfiiggd Nat-csatorna, nNOS, aquaporin-4 ioncsatorna (Inoue et al. 2002), mikrotubulushoz
asszocialt szerin/threonin kindzok és mechanikailag aktivélt protein kinaz-3 (Hasegawa et al. 1999,
Gee et al. 1998). A szintrofinok kiilonboz6képpen oszlanak meg az izomrendszerben. Az a-szintrofin
minden izomrost szarkolemmdjaban (sziv- €s vazizomban), a 1-szintrofin gyors-0sszehuzdddsu
2-es tipusu izomrostokban (Peters et al. 1997), mig a 32-szintrofin a vdzizomban a neuromuszkularis
junkcidk szubneurondlis oldalan talalhaté meg (Peters et al. 1994). Az a-szintrofin az izomszdvetben
a szarkolemmaban az nNOS és az aquaporin-4 ioncsatorna megfelel6 lokalizacidjdhoz jarul hozza.
A neuromuszkuldris junkcid szubneurondlis oldaldn pedig az acetilkolin receptorok és acetilkolin-
észteraz lokalizdcigjahoz elengedhetetlen (Adams et al. 2000, 2001). Az a- és B-szintrofin a kozponti
idegrendszerben szinapszisok posztszinaptikus denzitdsaiban talalhatdé meg nagy mennyiségben
(Roberts. 2001), ahol az a-szintrofin, a 3-disztrobrevinnel és a Dp427-el DAPC-t alkotva képes az
nNOS-t posztszinaptikus oldalhoz kihorgonyozni (Blake et al. 1999). Inoue és munkatarsai kimutattak,
hogy az a-szintrofin és az aquaporin-4 ioncsatorna kolokalizalddik az agyi erek koriili asztrocita
végtalpakban (2002). Szintrofin mutdcidval kapcsolatban nem ismeriink humdn betegségeket. Az o-
SYN hidnyos egérben nem alakul ki izomdisztréfia, de ezekben az allatokban a neuromuszkularis
junkcidk abnormalisak, csokken az acetilkolin receptorok és az acetilkolin észterdz enzim szintje
a szarkolemmadban €s csokken az utrofin mennyisége a neuromuszkuldris junkcidéban (Adams et al.
2000). Ezen kiviil az nNOS és az aquaporin-4 is hidnyzik ezen allatok szarkolemmajabdl (Kameya
et al. 1999).



2.9. A DAPC-hez kotodo extracellularis matrix fehérjék

Az extracellularis matrix egyes tagjai kdlcsonhatasba tudnak 1épni a DAPC-vel.

Lamininek

A lamininek nagy méretii glikoproteinek, melyek az alaphdrtyak integrans részei. A lamininek a-, f3-,
v-alegységekbdl felépiilé heterotrimer felépitésti extracellularis matrix fehérjék, melyek egy nehéz-
€s két konnyili-lancbdl épiilnek fel, és egy hosszu kart, illetve hdrom rovid kart alkotnak. A lamininek
szerkezetileg egymdstol alegység Osszetételben térnek el (Engvall et al. 1990, Cheng et al. 1997,
Tisi et al. 2000). A lamininek szamos bioldgiai folyamatban részt vesznek, mint példaul a motilitas,
proliferécid, differenciécid, stb. A lamininek mas extracelluléris fehérjékkel is kolcsonhatdsba tudnak
1épni, igy Osszekotd szerepiik miatt fontos jatszanak az alaphartyak kialakuldsaban. A disztrofin-
asszocialt fehérjekomplex szempontjabol a laminineknek az a jelentdsége, hogy tobb laminin forma
képes hozzakapcsolodni a DAPC a-disztroglikanjdhoz, és ha ez megtorténik, akkor ez sejten beliil
jelatviteli utakat aktival (Zhou et al. 2005). Oak és munkatarsainak (2003) eredményei szerint ha a
szarkolemma sejten kiviili oldaldn a laminin hozzdkotddik az a-DG-hoz, akkor a Grb2 molekula
a szarkolemma sejten beliili oldaldn kapcsolddik a szintrofinhoz, ez a szintrofin tirozinjanak
foszforilacidjat okozza, ami a sejten beliili jelatviteli tt beindulasat eredményezi. A laminin egyik
doménje az a-disztroglikdnhoz képes kotni, igy az o-DG laminin receptornak mindsiil. Ezt tdmasztja
aléd az is, hogy olyan antitest, ami az a-DG-hez val6 kotddés dltal blokkolja a laminin kapcsolddésat,

megakadélyozza a szintrofin foszforilaciot és ezéltal a jelatviteli ut beinduldsat (Zhou et al. 2006).

Agrinok

Az agrinok az alaphdrtyaban el6forduld proteoglikanok, melyek képesek az a-disztroglikdnon és a
laminin-1-en keresztiil a DAPC-hez kotddni kiillonb6z6 szovetekben (Gesemann et al. 1998, Cotman
etal. 1999). Az agrin a neuromuszkularis junkcidban is jelen van, ahol az ingeriilet-atvivé molekula az
acetilkolin. Itt a motorneuronok altal kivalasztott agrin szerepet jatszik a diffuz nikotinos acetilkolin
receptorok aggregicidjanak elGsegitésében az idegsejt axon termindlisdval szemkozti oldaldn
(McMahan, 1990). Az agrin hidnyaban a posztszinaptikus differencidcié zavart szenved (Gautam et
al. 1996).Az a felfedezés azonban, hogy az acetilkolin receptorok csoportosuldsa az agrin hidnyos
mutans dllatban, s6t neuronok nélkiili izomban is kialakul, 4j kérdéseket vetett fel. Valoszinlibbnek
latszik, hogy az agrin elsGdlegesen abban jatszik szerepet, hogy a meglév6 acetilkolin receptor
csoportok szétvandorlasat megakadalyozza, ezaltal a junkcid fenntartdsat segitse elo (Kummer et al.
2006).

2.10. Az agyban el6fordulé DAPC komplexek
Vajon mi a szerepe a disztrofin fehérjének az idegrendszerben?

MivelaDuchenne-féleizomdisztréfiaklinikaimegjelenésébenidegrendszeritiinetek ismegjelenhetnek,

ezért feltehetd, hogy a disztrofin az idegrendszerben a DAPC részeként -az izomrendszerben betoltott
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szerepéhez hasonléan- fiziologids feladatokat lat el. A disztrofin-asszocialt fehérjekomplexek
1étez€sérdl, fehérje Osszetételérdl €s lokalizacidjardl az agyban azonban még keveset tudunk. Az
bizonyitott, hogy a disztrofin mellett szamos DAPC fehérje van jelen a kozponti idegrendszer ideg- és
gliasejtjeiben, melyek az izomban megismert médon kdlcsonhatasba 1éphetnek egymassal, kialakitva
ezzel kiilonboz6 disztrofin-asszocidlt fehérjekomplexeket (Peters et al. 1997, Blake et al. 1998, 1999,
Zaccaria et al. 2001, Levi et al. 2002).

2.10.1. DAPC az idegsejtekben

Az agyban a disztrofin fehérjék koziil legnagyobb mennyiségben a Dp71 van jelen, de kisebb
mennyiségben a Dp427 és a Dpl40 is kimutathat6. A Dp71 és a Dp427 fehérjéket idegsejtek
szinapszisainak posztszinaptikus denzitisban (PSD) lokalizaltdk (Lidov et al. 1990, Kim et al.
1992). Ezek a disztrofinok feltételezhet6en fontos szerepet jatszanak a szinapszisok felépiilésében és
miikodésében. A Dp 140 gliasejtekben lokalizalodik, de az idegsejtekben nem fordul el6 (Lidov et
al. 1995). Az disztrofinhoz kot6 DAPC fehérjék koziil a disztroglikan idegsejtekben és gliasejtekben
is expresszdlddik. Zaccaria €s munkatérsai a disztroglikdnokat szamos agyteriileten szinapszisok
posztszinaptikus denzitasaban mutatta ki (2001). Blake és munkatdrsai 3-disztrobrevint idegsejtekben
lokalizaltdk, ahol els6sorban a PSD-ban jelent meg nagy mennyiségben (1998, 1999). Mivel
Blake kutatocsoportja a 427 kDa molekulatomegti disztrofint és a B-disztrobrevint hasonlé neuron
szubpopuldciéban mutatta ki a hippocampusban és az agykéregben, ezért feltételezik a kozvetlen
kapcsolatot a két fehérje kozott is (1998). A B-DB szintrofinnal is kolokalizalodik (Peters et al. 1997).
Az agyi idegsejtek membranjdban kialakul6 egyik fajta DAPC felépitésében, Blake és munkatdrsai
szerint, a 427 kDa molekulatomegl disztrofin, a 3-DB, €s a szintrofin vesz részt. Ehhez nNOS is
kapcsolodik a PSD-ben (1999). Grady és kutatdcsoportja kimutatta, hogy az a-DB, (-DB, és a
disztrofin a kisagyi Purkinje idegsejtek gatld szinapszisaiban koncentralodik és kulcsszerepet jatszik
az ott kialakulo6 DAPC felépitésében. Ez a komplex a GABA, receptor csoportok integritdsanak
biztositasdhoz sziikséges a posztszinaptikus oldalon (2006). Levi és munkatarsai bebizonyitottak,
hogy hippocampalis sejtkultiraban az a-, B-disztroglikdnbdl, a 427 kDa molekulatomeg, illetve
rovidebb disztrofin izoformdkbdl dsszedll6 DAPC gatlo6 GABAerg idegsejtek egy részhalmazéanak

szinapszisaiban talalhaté meg, de csak a sejttenyésztés késoi szakaszaban (2002).
2.10.2. DAPC a gliasejtekben

Az idegrendszer gliasejtjeiben kiilonboz6 fehérje 0sszetétell disztrofin-asszocialt fehérjekomplexek
alakulnak ki.Vannak olyan DAPC fehérjék, amelyek kizdrdlag gliasejtekben expresszalddnak. Ilyen
a Dp140 (Lidov et al. 1995) és az a-DB1, melyek szintén csak gliasejtekben talalhatéak meg, mint
a perivaszkuldris asztrogliaban és a Bergmann glidban. Blake és munkacsoportja kimutatta, hogy
bar hasonl6 a lokalizacigjuk, a Dp140 az a-DB1-el, vagy az utrofinnal mégsem kapcsolodik dssze,
veliik nem képez fehérjekomplexet (1999). Az idegsejtek nyulvanyait korbevevd Schwann sejtek

membranjaban megtaldlhat6 egy olyan DAPC, melynek felépitésében a Schwann sejtre specifikus
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disztrofin izoforma, a Dp116, az a-, -DG, €s a laminin-2 vesz részt (Saito et al. 1999). A patkany
retina Miiller gliasejtjeiben expresszalddik a Dp71, utrofin, illetve szamos mds DAPC fehérje is, mint
a B-disztroglikdn, a y-, 0-szarkoglikdn, és az al-szintrofin. Claudepierre és munkatarsai kimutattak,
hogy a Miiller gliasejtekben kialakul6 DAPC felépitésében a Dp71 és/vagy utrofin, a B-disztroglikén, a
0-szarkoglikdn és az al-szintrofin vesz részt. Bebizonyitottdk, hogy a 3-disztroglikdn kolcsonhatdsba
tud 1€pni az a-disztrobrevin-1-el, illetve az a-szintrofinnal. Tovabba, hogy a Miiller sejtben a Dp71
és/vagy az utrofin az aktinhoz, az a-disztroglikdn pedig a lamininhoz tud hozzakapcsolddni (2000).
Kiemelt jelentdségli az agyi kapillarisok koriili gliasejtekben kialakulé6 DAPC, amely a vér-agy gat

kialakulasaban jatszik szerepet.

2.10.3. DAPC a vér-agy gatban

A vér-agy gétat az agyi kapillarisok endotélsejtjei, a kapilldrisokat kiviilrél koriilvevd asztrocitdk
végtalpai €s a koztiik 1év6 kozos alaphartya képzi. Az agyi kapillarisok endotélsejtjei kozott zonula
occludens, azaz szoros kapcsolat (tight junction) alakul ki. Ezek a struktdrdk olyan kozel tartjak
egymadshoz a sejteket, hogy megakadalyozzak koztiik a molekulak atjutasat. Szamos kutatas kimutatta,
hogy a disztrofin, és egyes disztrofin rokon fehérjék az agyban a kapilldrisok koriili asztrocitdkban
DAPC-ket alakitanak ki. Akomplexek szerepe feltehetéen az, hogy stabilizalja a permeabilitdsi barriert
az agyi keringési rendszerben, hozzdjarulva ezdltal a vér-agy gat kialakuldsdhoz és miikodéséhez.

A disztrofin fehérjék koziil a Dp71 (Blake et al. 1999, Haenggi et al. 2004) és a Dp140 (Lidov et
al. 1995), illetve az utrofin (Khurana et al. 1992) a kozponti idegrendszer erek koriili gliasejtjeiben
is megtaldlhatéak. Kutatocsoportunk kordbban az agyi kapilldrisok koriili asztrocita végtalpakban
immunpozitivitdst mutatott ki egy, az 0sszes disztrofin fehérjét kimutatd ellenanyag segitségével
(Jancsik, Hajés 1999). Szabd €s munkatarsai pedig -a sajat kutatdsainkban is hasznalt- 5F3 jeld,
kizardlag a Dp71fizoformat felismerd ellenanyag segitségével az erek koriili asztrocitakban lokalizalta
ezt a disztrofin izoformat. Megéllapitottdk, hogy az immunpozitivitds csak bizonyos asztrocita
szubpopuldcidkban megfigyelhetd (2004). Tobb DAPC-t felépitd fehérje, mint példaul a disztroglikan
(Tian et al. 1996, Zaccaria et al. 2001), a disztrobrevinek (Blake et al. 1999, Haenggi et al. 2004), és az
extracelluldris matrix egyes elemei, a laminin-2 (Jucker et al. 1996) és az agrin (Barber, Lieth 1997)
szintén az agyi erek koriili gliasejtekben expresszdlddnak és nagy valdszinliséggel részt vesznek az
itt kialakulé6 DAPC-k felépitésében (Blake et al. 1999). A B-DB agyi erekben valé megjelenésével
kapcsolatban az irodalomban ellentmond6 adatok taldlhatéak. Blake munkacsoportja szerint ez a
disztrobrevin fehérje kizarélag neuronokban expresszalodik (1998, 1999), mig Grady és munkatdrsai
a B-DB az agyi erek faldban is lokalizélta (2006). Az agyi viz-homeosztazis kialakuldsdban szerepet
jatszo aquaporin-4 vizcsatorna szintén az agyi erek koriili asztrocita végtalpakban lokalizalodik, ahol
valésziniileg a DAPC-vel all kolcsonhatdsban (Neely et al. 2001). Bragg és munkatarsai kutatdsai
szerint vér-agy gatban a disztrofin, az a-DB2, és a y2-szintrofin az a-szintrofinnal alkot komplexet a
kapillarisok koriili glia végtalpakban, mig a 1-szintrofin, B2-szintrofin az utrofinnal épiti fel a DAPC-
t az endotélsejtekben (2006). Blake és kutatdcsoportja pedig kimutatta, hogy az agyi kapillarisok
koriili asztrocitdkban f6leg a Dp71, az a-DB1 és a szintrofin vesz részt a DAPC felépitésében.
Kisebb mennyiségben el6fordul egy olyan komplex is, melynek felépitésében az utrofin és az a-DB1
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vesz részt (1999). Ueda és kutatdcsoportja az o- és a P-disztrobrevint egyiitt felismerd ellenanyag
segitségével a disztrobrevineket az erek koriili asztrocitdkban €s az endotélsejtekben is lokalizalta
patkdnyok kisagydban (2000). Haenggi és munkatdrsai hdrom kiilonb6z6 disztrofin-asszocidlt
fehérjekomplexet azonositott: az egyik felépitésében a Dp71 vesz részt, ez a komplex a vér-agy gat
egyik komponensében, az erek koriili glia végtalpakban mutathato ki, a masik a Dp71 helyett utrofint
tartalmaz és a vér-agy gt masik komponensében, erek endotélsejtjeiben lokalizalodik, mig a harmadik

komplex szintén utrofint tartalmaz és a choroid plexus bazolaterdlis membranjaban taldlhat6 (2004).

2.10.4. DAPC a disztrofinhianyos egerek vér-agy gatjaban

A human Duchenne-féle izomdisztréfia modelljeként hasznalt mdx egerekben kimutattdk, hogy
az agyi erekben az endotél és az asztrocita sejteket, igy a vér-agy gatat érintd karosoddsok 1épnek
fel. A szoros kapcsolatok kinyilasa, az erek koriili asztrocita nyulvanyok megduzzaddsa, a szoros
kapcsolathoz asszocidlt fehérjék és az aquaporin-4 ioncsatorna lecsokkent expresszidja figyelhetd
meg (Nico et al. 2005). Mdxfs« egerekben végzett kisérletekben szintén az aquaporin-4 ioncsatornak
mennyiségének erdteljes lecsokkenése volt megfigyelhetd az erek koriili asztrocita végtalpakban,
amit feltételezhetéen az ioncsatorndk kotdhelyeinek hidnya okozott (Vajda et al. 2002). Mindezek
a valtozasok arra utalnak, hogy az mdx egerek szervezetében és feltehetéen a DMD betegekben is a

vér-agy gat miikodése is zavart szenved.

2.11. A DAPC egyéb szoveti gatakban

A vér-here gat

A vér-here barriernek az a fizioldgids szerepe, hogy kompartmenteket valaszt el a spermatogenezis
helyszinén, azaz a here kanyarulatos herecsatornacskak epitéliumaban, a csirahamban. A bazélis és
az adlumindlis kompartmentet a nydlvanyaikkal érintkez$ Sertoli sejtek vélasztjak el egymadstol (6A
abra). A csirahdm bazélis kompartmentjében taldlhatjuk a spermatogoniumokat, melyekbdl osztdddssal
diploid primer spermatocitak, majd a meidzis sordn szekunder spermatocitdk alakulnak ki. Az érés
alatt a szekunder spermatocitdknak megvaltozik az antigén szerkezete és ezért ezeket a sejteket
az immunrendszer testidegenként ismerheti fel. A meiotikus osztéddsuk folyamdn a leptotenbdl
a pachyten meiotikus stddiumba 1épSd spermatocita sejtek képesek atjutni a here epitéliuménak
adluminélis kompartmentjébe. A vér-here giton 4tjutott sejtek spermatidakka, késébb spermiumokka
alakulnak. A vér-here git a csirahdm kompartmentjeinek szétvdlasztdsa révén a keringéstdl elzart
specidlis mikrokornyezetet biztosit a fejlodé himivarsejtek szdméra. Az immunoldgiai hatarként
betoltott szerepe mellett a gét kis molekuldk mozgdsat is szabdlyozza a két oldal kozott. A vér-here
gat kiilonlegessége az, hogy ez egy bazdlisan taldlhaté dinamikus struktira, melynek periddusosan ki
kell nyilnia a csirasejtek migracidja miatt (Cheng, Mruk 2002, Mruk, Cheng 2004). Az eml8s herében
a vér-here gat kialakuldsdban specializalt szoros kapcsolatok és adherens kapcsolatok (adherens
junction) vesznek részt. A herében a szoros kapcsolatok a csiraham alaphdrtydjanak kozelében, a
Sertoli sejtek kozott alakulnak ki. Ezek a sejtkapcsol6 struktirdk a sejteket annyira szorosan tartjak,

hogy a transzport folyamatok a sejtek kozott nem zajlanak, legfeljebb csak a sejteken at torténhetnek
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meg. A szoros kapcsolatok mellett a Sertoli sejtek, illetve a Sertoli sejtek és a spermatidak kozott
adherens kapcsolatok is kialakulnak. A herében a specidlis adherens kapcsolatokat ektoplazmatikus
specializacioknak nevezziik (ES). Az ES csak a herére jellemzd sejt-sejt kozti aktin-alapu adherens
kapcsolat. Egyik tipusa a Sertoli sejtek kozott kialakul6 bazalis ektoplazmatikus specializacid, a masik
a Sertoli sejtek és a spermatidak kozotti apikalis ektoplazmatikus specializacié (Mruk, Cheng 2004).
Bazilis ES, a szoros kapcsolatokkal egyiitt a vér-here gat kialakitasaban vesz. Az apikalis ES szerepe
pedig a vér-here gat kialakitdsa mellett az, hogy megkonnyitse a spermatidak atjutdsat a csirahamon.
Az apikalis ES részt vesz a spermatidak Sertoli sejtekhez valé hozzdkapcsoldsaban, miel6tt azok a
fejlodés kovetkezd szakaszaban a herecsatorna lumenjébe keriilnének ki (Vogl et al. 2000, Cheng,
Mruk 2002). Az apikalis ES-t a Sertoli sejt plazmamembrdnja, az endoplazmatikus retikulum ciszternéi
és a koztiik talalhaté hexagonalis aktin gomolyag réteg alkotja. Az ektoplazmatikus specializacid
tehat kulcsszerepet jatszik a csirasejtek fejlodésében, a sejtek mozgasaban és orientdcidjaban a
spermatogenezis sordn, illetve alapvetd szerepe van a vér-here gat kialakitasaban. Lien és munkatarsai
egérben kora embriondlis kortdl kezdve (E13,5) a-DB jelolést mutattak ki a herében, és az erds

immunjel6lés megmaradt az altaluk vizsgalt fejlodési szakaszokban is (2004).

A vér-leveg6 gat a tiidoben

A vér-leveg0 barrier egy extrém modon vékony és erds szoveti gat, ami a tiido alveolusaiban taldlhato
¢s feladata a 1€gzési €s a keringési rendszer elvélasztasa (West, Mathieu-Costello 1999). Az alveolus-
kapillaris barriert két vékony sejtréteg, a kapillaris endotéliuma, az 1-es tipusu alveoldris epitélse;jt,
illetve a koztiik 1év6 kozos alaphartya alkotja (6B dbra). Ezen a barrieren keresztiil zajlik a gézcsere
a tiidében. A vér-gdz gat er6sségének fenntartdsdban elsGsorban a két sejttipus kozti extracellularis
matrixban 1év6 kozos alaphartydjuk felel6s, ahol a kollagén IV-nek van kulcsszerepe (Maina et al.
2005). A tiildében szamos DAPC fehérje jelenlétét kimutattak. Durbeej és Campbell a tiidoben kétféle
sejtkompartmentben két eltéré Osszetételi DAPC-t azonositott. A simaizomban felépiil6 komplex
tagjai a disztroglikdn, disztrofin/utrofin, -, 0-, e-szarkoglikdn és a szarkoszpan fehérjék, mig az
epitelidlis sejtekben a disztroglikdn és az utrofin kolokalizdlédik, de a komplex felépiilésében a
szarkoglikdnok, €s a szarkoszpdn nem vesznek részt (1999). Az a-DB transzkriptumot mar 1999-
ben detektdltdk a feln6tt tiidében (Holzfeind et al. 1999). Az a-DB fehérjét megtaldltdk a fejlodod
tiild6ben is (Lien et al. 2004) és a 3-DB-t is megtaldltak a tiidében (Blake et al. 1998), de a fehérjék
pontos lokalizaci6jat még nem tisztaztak. Jones és munkatarsai a disztroglikanok jelenlétét a tiid6
alveoldris epitélsejtjeiben mutattak ki (2005), mig egy masik kutatécsoport feltételezése szerint a
tiidében a DAPC képes a jelatviteli kaszkdd szdmos tagjaval kolcsonhatdsba 1épni (Spence et al.
2004). Mivel egyes DAPC fehérjék a vér-here gatban és a vér-levegd gdtban is lokalizalédnak, ezért
feltételezhetd, hogy hasonldan a vér-agy githoz, ezekben a struktirdkban is felépiilhetnek disztrofin-

asszocialt fehérjekomplexek.
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6A. dbra A here csirahdm sematikus rajza.

Py s

Avér-here gdt felépitésében, kialakuldsdaban a Sertoli sejtek kozott [évd specia

lizdlt szoros kapcsolatok

és adherens kapcsolatok vesznek részt. A kanyarulatos herecsatorndcskdk csirahamjdaban kialakulo
vér-here gdt szerepe az, hogy a here bazdlis és adlumindlis kompartmentjét egymdstol elvdlassza.
Roviditések: TJ:tight junction, AJ: adherens junction, ES: ektoplazmatikus specializdacio, GJ: gap

junction (Mruk, Cheng 2004 alapjdn)

kapillarisok —

6B. dbra A vér-levegd barrier sematikus rajza.

A vér levegd gdt az alveolus faldban alakul ki, ahol a gdzcsere megvalosul. A gdtat a kapilldrisok
endotéliuma, az alveolus belsd faldt képzd alveoldris epitélsejtek és a koztiik lévd kozos alaphdrtya

alkotja. (http://www.nurseminerva.co.uk/respire.html alapjdn)
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Célkitiizések

I. Az agyban leggyakrabban el6forduld disztrofin,a Dp71 egyik splice-varidnsanak, a Dp71f fehérjének

ultrastrukturalis lokalizdldsa patkdny agyban.

II. Az a-disztrobrevin fehérje kimutatdsa gliasejtekben vad tipusu és disztrofin hidnyos mdxPs egér
agyaban, az agyi erekben. Egyes DAPC fehérjék, mint a B-DB és az utrofin kolokalizacidjanak

vizsgalata a-DB-el gliasejtekben vad tipusu egér agyi ereiben.

III. Miutan az a-DB fehérjét idegsejtekben is sikeriilt kimutatnunk a laterélis hypothalamus teriiletén,
ezért célul thztiik ki annak kideritését, hogy az a-DB fehérjék koziil mely izoformdk lokalizalddnak

az idegsejtekben a vad tipusu és disztrofin hidnyos mdx®« egér agyédban.

IV. A hypothalamus idegsejtjeiben kimutatott a-DB2/a-DB4 kolokalizacidjanak vizsgélata (3-DB,
utrofin fehérjével, illetve a hypothalamusban termel6d6 egyes neuropeptidekkel, mint a galaninnal,
neuropeptid Y-al, melanin koncentrdl6 hormonnal és a neurondlis nitrogén-oxid szintetazzal, vad

tipusu és disztrofin hidnyos mdxPs egér agyaban.

V. Az a-DB fehérje lokalizacidja egyes szoveti gatakat képzo szervekben, a vad tipusu egér heréjében

és a tiidejében.



3. ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Kisérleti allatok

A kisérletekben 250-350 grammos feln6tt, him Wistar patkdnyokat, és 20-30 grammos feln6tt, him
mdxPs transzgenikus, illetve C57BL/6 vad tipusi egereket hasznaltunk. Minden kisérletet legalabb
haromszor ismételtiink meg. Az allatokat 12/12 6ras vildgos/sotét fényciklusu helységben tartottuk,
vizet és normdl ragcsalotapot ad libitum kaptak. Az allatok tartdsa, kezelése megfelelt a magyar
(243/1998-as Allatvédelmi Torvény) és az eurépai (European Communities Council Directive, 86/609
EEC) el6irdsainak. A kisérleteket a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Kar Allatkisérleti

Etikai Bizottsdga engedélyezte.
3.2. Transzkardialis perfazio

Az éllatokat mély altatdsban transzkardidlisan perfunddltam. A sziv bal kamréjin at bevezetett kaniil
segitségével az érrendszert eldszor fizioldgids sdoldattal mostam dt, majd ezutdn Zamboni-féle fixal6t
juttattam be az allatok keringési rendszerébe. A Zamboni-féle fixalo osszetétele: 4% paraformaldehid,
0,05% glutaraldehid, 16% telitett pikrinsav, 0,1 M, pH 7.4 foszfét pufferben (PB).

3.3. Immunhisztokémiai és immuncitokémiai szovettani modszerek

A vizsgélatok sordn immunhisztokémiai €s immuncitokémiai médszerek segitségével mutattam ki az
egyes disztrofin, illetve disztrobrevin fehérjék lokalizacidjat kiillonbozo szervekben. Az tgynevezett
avidin-biotin-peroxiddz mddszer 1ényege az, hogy a fixalt majd megfelel6 vastagsagira lemetszett
szovetet a keresett fehérjére specifikus primer ellenanyaggal inkubdljuk, majd miutin az ellenanyag
a keresett antigénhez hozzako6tddott, a primer ellenanyag konstans régigjat felismerd, biotinnal jelolt
szekunder ellenanyaggal reagaltatjuk. A kovetkezd 1€pésben a biotinhoz avidinen keresztiil biotinilalt
peroxidaz enzimet kapcsolunk. Ez a 1épés a jel er6sitését szolgalja. A peroxidaz enzim miikodését
szubsztrat és csapadék képz6 anyag, 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidroklorid (DAB) hozzdadédsaval
meginditjuk, és a keletkezett csapadékot detektaljuk, igy lathatovd vélik a keresett fehérje pontos
lokalizacidja. Ezt a mdodszert a fény- és elektronmikroszkdpos vizsgélatok sordn hasznaltam. A
fluoreszcens kisérleteknél a méasodik 1épésnél a primer ellenanyag konstans régi6jdhoz fluorokrémmal
jelolt szekunder ellenanyagot kotottem, melyet aztdn a fluoreszcens mikroszkop segitségével lehetett
detektalni.

3.3.1. Korrelalt fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok
A perfuizid utan az agyat, illetve az egyéb vizsgalando szerveket Zamboni oldatban tovabbi két 6ran
at szobahOmérsékleten utéfixdltam. Az igy fixalt szervekbdl 50-80 um-es metszeteket (az agybol

korondlis metszeteket) készitettem Pelco 101 tipusu vibratom segitségével. A metszeteket a kisérlet
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alatt végig 0.1 M PB-vel (pH 7.4) mostam. A szovetszeleteket az aldehidek maradékanak eltavolitasa
érdekében 1% natrium-borohidriddel 30 percig inkubaltam, majd az endogén peroxidaz aktivitast
blokkoltam 15 perces, 2%-o0s hidrogén-peroxiddzzal vald kezeléssel. Az ellenanyag megfeleld
penetracidjanak biztositasdhoz sziikséges a szeletek folyékony nitrogénben valé lefagyasztasa. A
karosodasok elkertilésének érdekében a szeleteket egy €jszakan at, vagy amig a szeletek az oldatban le
nem siillyedtek, 25 %-os szahar6zt €s 8,7% glicerint tartalmaz6 PB-ben tartottam +4°C-on. A folyékony
nitrogénben tortént lefagyasztds utan a szeleteket PB-ben mostam, majd az antitestek nem specifikus
kotésére hajlamos kotShelyeit blokkoltam 5%-0s, PB-ben oldott szarvasmarha szérumalbuminnal
(BSA, Bovine Serum Albumin, Sigma gyartmany) egy éjszakat at. Primer antiszérumként a Dp71-re
specifikus monoklondlis 5F3-t (Dr D. Mornet bocsatotta rendelkezésiinkre, Fabbrizio et al. 1994),
illetve az a-DB-1-et, a-DB2-t, és az a-DB4-et felismer6 kecskében termeltetett specifikus poliklonalis
V-19 ellenanyagot (Santa Cruz Biotechnology) hasznaltam. Az SF3 ellenanyagot 1:10 ardnyban, az o.-
DB ellenanyagot pedig 1:1000 aranyban higitottam 0,5% BSA-t tartalmazé PB-vel, majd a szeleteket
harom éjszakan keresztiil + 4 °C-on rdazégépen inkubdltam. A nem kotédott ellenanyagot PB-vel
val6 mosdssal tdvolitottam el. Szekunder ellenanyagként biotinildlt anti-egér (Vector gyartmdny,
1:200 higitasban), illetve biotinilalt anti-kecske szérumot hasznaltam (Amersham gyartmény, 1:200
higitdsban, mindkettd PB-ben higitva, egy éjszakan at inkubélva + 4 °C-on). A PB-vel végzett mosas
utan az ABC-kitben forgalmazott (Vector gyartmany) avidin-biotinilalt peroxiddz komplexxel
inkubdltam a kezelt szeleteket (1:200 higitds PB-ben, 2 6ra szobahdn). Ezt kovetéen alapos mosdsra
keriilt sor, PB-ben. Az immuncsapadék képzése céljabdl a peroxidaz szubsztritjaként DAB-ot és
hidrogén-peroxidot haszndltam. A szeletekre DAB oldatot tettem (50 mg/100 ml koncentraciéban),
ezutdn 0,01 % hidrogén-peroxid adasdval elinditottam az enzimreakciot, és azt mindaddig hagytam
lejatszédni, mig a szeletek hatdrozott barnulasat észleltem (3-5 perc). Ezutdn PB-vel kimostam a
felesleges reagenseket. Kontroll mintakat is készitettem, ezeknél a primer ellenanyag helyett 0,5%
BSA-t tartalmaz6 PB-vel val6é inkubalast alkalmaztam, a tobbi 1épésben nem volt kiilonbség. A
fénymikroszkdpos vizsgalatok céljara az igy eldhivott metszeteket desztillalt vizes Oblités utan
zselatinozott targylemezekre huztam, €s a felszallo alkoholsorban tortént viztelenités utain DEPEX
lefed6anyag (Fluka gyartmany) alkalmazasaval fed6lemezzel lefedtem.

Az elektronmikroszkdpos megfigyelés céljabdl az immunreakci6 lezajlasa utdn utéfixdlast végeztem
1% ozmium-tetroxidban (Merck gydrtmany), elszivo fiilkében, szobahdmérsékleten 30 percig. A
metszeteket ezutdn felszallo alkoholsorban (50-70-90-100%-os etanol, mindegyikben 10 perc) végiil
propilén-oxidban (20 perc) viztelenitettem. A 70%-os etanolban vald inkubdlds utdn végeztem el
az elsd kontrasztozasi 1épést, ami 30 perces, 70% etanolban oldott 1%-os uranil-acetatos, sotétben
végzett kezelést jelentett. Az uranil-acetat 70% etanollal val6 ledblitése utan folytattam a viztelenitést.
A mintdkat ezutdn Durcupan ACM epoxy gyantdba (Fluka gyartmany) agyaztam. A metszeten valo
tdjékozodas megkonnyitése céljabol a ,lapos bedgyazds” mddszerét alkalmaztam. A viztelenitett
mintdkat 30 percig inkubdltam Durcupan/propilénoxid 1:1 ardnyu keverékében, majd a mintakat
egy éjszakara Durcupanba helyeztem. A gyantdval atitatott metszeteket fapalcikdk segitségével
targylemezre tettem, majd fed6lemezzel lefedtem, és a gyanta polimerizalodasanak érdekében két

napra 56 °C-os termosztitba raktam. Az igy elOkészitett minta fénymikroszkdéppal vizsgalhato, a
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keresett struktura kivalaszthatd. A megfeleld orientacidju és a vizsgélatra alkalmas metszeteket ezutan
blokkokba dgyaztam ét, a kovetkezd mddon. A vékony Durcupan lapba dgyazott mintabdl a keresett
metszetrészletet szikével kivagtam és azt laposan egy ujabb targylemezre helyeztem, majd erre egy kb. 1
cmmagas, 8-10 mm atmérdjlimiianyag hengertallitottam. Ahengert Durcupannal feltltottem, a tetejére
egy fed6lemezt helyeztem, majd két napra 56 °C-os termosztatba tettem. A targylemez, a fed6lemez
¢s a mlianyag henger eltavolitdsa utdn rendelkezésemre allt az ultramikrotémos metszetkészitésre
alkalmas blokk. Ezekbdl a blokkokbol Reichert Ultracut2 ultramikrotém segitségével készitettem
el a 60-70 nm vastagsagu ultravékony metszeteket, amelyeket Formvar hartydval bevont egylyukd,
vagy racsos rézgridekre (Sigma) hiztam fel, majd 6lom-nitrattal (133 mg/5 ml koncentracidban,
Analar gyartmany) kontrasztoztam. E célbdl az 6lom-nitratot egy Petri csészében 1évo Parafilmre
cseppentettem, majd a grideket a metszetet tartalmazé oldaldval erre a cseppre helyeztem, a Petri
csészét lezartam, majd 1 perc utdn a grideket desztillalt vizzel ledblitettem. Az ily mddon elkészitett

mintdkat JEOL JEM 1011B elektronmikroszkop segitségével vizsgaltam és fotoztam.

3.3.2. Fluoreszcens mikroszkoppal végzett egyszeres és tobbszoros jeloléses vizsgalatok

A tdlaltatott és transzkardidlisan perfundalt mdx®« és C57BL/6 tipusi egerekbsl eltavolitott
agyakbol a posztfixalds utan vibratommal 40 um-es koronalis metszeteket készitettem. A szabadon
usz6 metszeteket 0.1 M PBS mosds utdn immunhisztokémiai modszerrel jeloltem. Els6 1épésben az
anyagot 20% normal kecske szérummal inkubdltam egy éjszakan at, + 4°C-on, azért, hogy a nem
specifikus antigén kot6dését blokkoljam. Ezutan a primer ellenanyagokkal valo kezelés kovetkezett, 3
¢jszakan keresztiil, + 4°C-on. A hasznalt primer ellenanyagok: a-DB: kecske poliklonalis ellenanyag
(V-19, Santa Cruz Biotechnology), 1:100 titerben higitva, MCH: nyul poliklondlis ellenanyag
(HO70-47, Phoenix Pharmaceuticals), 1:100 titerben higitva, NPY: nyul poliklonalis ellenanyag
(Calbiochem), 1:80 titerben higitva, ncNOS (NOS1): egér monoklondlis ellenanyag (sc5302, Santa
Cruz Biotechnology), 1:50 titerben higitva, galanin: nyul poliklonélis ellenanyag (PEPA31, Serotec),
1:80 titerben higitva, utrofin: egér monoklonalis ellenanyag ((NCL-DRP2, Novocastra) 1:5 titerben
higitva. A primer ellenanyagokat 0.5% Triton X-100-at tartalmazé 0.1 M PBS-ben higitottam fel.
Alapos 0.1 M PBS-es mosas utan a fluorokrémmal jelolt szekunder ellenanyagokkal val6 inkubalas
1épése kovetkezett, ami szobah6n 3 Orét tartott. A hasznalt szekunder ellenanyagok: FITC-konjugalt
szamdr anti-kecske IgG, 1:50 titerben higitva és Cy3-konjugélt szamar anti-nyul IgG, 1:100 titerben
higitva (Jackson Laboratories) illetve Texas Red-konjugélt anti-egér IgG, 1:50 titerben higitva
(Vector Laboratories). A kettds fluoreszcens jelolések esetén a két primer, illetve a két szekunder
ellenanyaggal egyszerre inkubdltam az agyszeleteket.Végiil a 0.1 M PBS-es mosdés utan a szeleteket
targylemezre huztam és lefedd médium (Sigma gyartmany) segitségével fed6lemezzel lefedtem
Oket. Az igy elkészitett mintdkrol fényképeket készitettem. A kett6s immunfluoreszcens reakcid
lejatszéddsa utan a fluoreszcens mikroszkdpban (Zeiss Axiophot tipus) ugyanarrdl az agyteriiletrdl
eldszor az egyik, majd a masik fehérjéhez kapcsolt fluorokromra jellemz6 gerjesztési hullamhosszt
hasznalva a kétféle szlirGvel elkészitett képeket egymadsra vetitettem (Photoshop segitségével), hogy

az esetleges kolokalizaciot bizonyithassam.
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3.3.3. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

Angliai kollabordcids partneriink, Dr. Darek Gorecki és munkatarsai a konfokalis mikroszkopos kettds
jeloléses vizsgalatokat az dltalunk lemetszett és az azonositas utdn kikiildott egér agy metszeteken
végezte el LSM 510 META konfokdlis mikroszkép segitségével (Carl Zeiss, Jena, Németorszag). A
hasznalt ellenanyagok: az a-DB-ek kimutatdsara a V19 (Santa Cruz Biotechnology), amely az o-
DB1-et, az a-DB2-t és az a-DB4-et is felismeri, az a-DB1 kimutatasara az o1-CT-FP (Blake et al.
1998), a 3-DB kimutatasara a 3-521 (Blake et al. 1998) és az utrofin kimutatasdra a Mupa-2, amely az
Up71-en kiviil az 6sszes utrofint felismeri (Jimenez-Mallebrera et al. 2003). A 18. dbran lathat6 fehér

szinll magfestés a Topro3 (Molecular Probes, Inc. Eugene, Or) reagenssel tortént.



4. EREDMENYEK
4.1. A Dp 71 lokalizacidja az agyban

A Dp71 ultrastrukturélis szinten val6 lokalizécidja fontos 1€pés annak a kérdésnek a tisztdzdsdban,
hogy az agyban milyen disztrofin-asszociélt fehérjék alkotnak komplexet. A disztrofin fehérjék koziil
a kozponti idegrendszerben a Dp71 van jelen legnagyobb mennyiségben. A Dp71f izoforma COOH-
termindlisdnak szerkezete eltér a tobbi disztrofinétdl, ami megkdnnyiti a kimutatdsét. Kisérleteinkben
a Dp71f fehérjét felismerd monoklonalis SF3 ellenanyagot hasznéltuk (Fabbrizio et al. 1994), és a
patkdny hippocampusban végeztiink vizsgalatokat. Ez az agyteriilet a kozpontja a primer informacio
feldolgozasédnak, kapcsolatban all a memdridval, és valdsziniileg a Duchenne-féle izomdisztréfia
betegségben is érintett. A hippocampuson beliil a CA3-as régi6 stratum lucidum rétegét valasztottuk,
ahol a hippocampuson beliili informaci6 4tadasi rendszer kapcsolatai nyomon kdvethetok.

A kisérletek els6 szakaszdban a szinapszisokat vizsgaltuk. A szinapszisok posztszinaptikus
megvastagodasa az elektronmikroszképos képeken immunjelolés nélkiil is er6teljes, elektrodenz
struktdra. Ugyanabban a latomezdben Osszevetve a szinapszisok elektrodenzitdsét, pozitivként
értékeltiilk az erOsebb, szemcsés textirdju immuncsapadékot tartalmazd posztszinaptikus
megvastagodasokat. Ugyanezt a kritériumot hasznaltuk minden olyan eredményiink kiértékelésénél,
ahol szinapszisok posztszinaptikus denzitdsdt immunpozitivnak taldltuk (lasd az o-DB2/o-DB4
kimutatdsa vad tipusd egér agyaban -16B dbra- és mdxPs« egér agyaban). Az atvizsgalt teriileteken
immunreaktivnak taldltunk asszimetrikus dendritekre adott szinapszisok és a tiiskeszinapszisok
posztszinaptikus megvastagoddsait, de el6fordultak ezekkel morfoldgiailag azonos immunnegativ
szinapszisok is (7. dbra). Az immunpozitiv és immunnegativ szinapszisok heterogén eloszlast
mutattak. 36 elektronmikroszk6pos képen elvégezve a szdmolast, 6sszesen 300 szinapszisbol a jelolt
és jeloletlen posztszinaptikus denzitdsok aranydnak dtlaga 0.446, ennek a standard hibdja (szorasa)
+/- 0.0415 volt. A jelolt szinapszisok ardnya atlagosan 28.8% volt, melynek standard hibdja: +/-
2.075%. A dolgozatban szerepld Osszes statisztikai elemzéshez az R 2.2.1 verziéjat hasznaltuk (R
Development Core Team, 2006, http://www.R-project.org).

A mintdk tovdbbi elemzésekor megallapitottuk, hogy egyes mielinhiively nélkiili axonok membranjai
immuncsapadékkal élesen kirajzolédtak (8A dbra). A jelolt axonok az esetek nagy részében
csoportokat, , kotegeket” képeztek. A CA3 régid szerkezeti felépitése alapjan ezek az immunreaktiv
axonok a moharostok intervarikozitasaiként azonosithatéak. A moharostok jellegzetesen nagyméretii
termindlisai a hippocampus CA3-as teriileten 1évo piramissejtekkel képeznek szinapszist. A moharost
szinapszisoknak a posztszinaptikus oldala minden esetben immunnegativ volt (8. abra). Tovabba
néhdny mielinhiivelyes axon is tartalmazott szemcsés immuncsapadékot az axoplazmdjiban (8A, 8B
abra), ellentétben a mielinhiively nélkiili moharostokkal, ahol az immuncsapadék a sejtmembranhoz
kapcsolddott. Mivel az axonok vaza elsGsorban citoszkeletdlis elemeket tartalmaz (mikrotubulus,

neurofilamentum), ezért feltételezhetd, hogy a Dp71f ezen elemekhez kotddik.



7. dbra 5F3 immunpozitiv és immunnegativ szinapszisok a hippocampus CA3 régidjanak stratum
lucidum rétegében.
Egy immunpozitiv szinapszis nyillal, az immunnegativ szinapszisok csillaggal jelolve.

8. dbra Az 5SF3 immunpozitiv axonok a hippocampus CA3 régidjdnak stratum lucidum rétegében.
8A: nyil az immuncsapadékkal eroteljesen korbejelolt mielinhiively nélkiili moharost kotegre, a
nyilhegyek mielinizdlt axonokra mutatnak, melyeknek immunpozitiv az axoplazmdjuk. A moharost
dltal adott szinapszis immunnegativ (csillaggal jelolve).
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8. dbra Az 5F3 immunpozitiv axonok a hippocampus CA3 régidjdnak stratum lucidum rétegében.
8B: nyilheggyel egy immunpozitiv mielinizdlt axont, nyillal pedig egy hasonlo szerkezetii, de
immunnegativ axont jeloltiink. Az immunnegativ moharost szinapszisok csillaggal jelolve ldthatoak.

4.2. Az a-DB lokalizacidja és karakterizalasa az agyban

Kisérlet-sorozatunk mdsodik szakaszdban a disztrobrevin fehérjék agybeli lokalizaciéjét tiztiik ki
célul.Vizsgdlataink sordn egy olyan ellenanyagot vélasztottunk (V-19, Santa Cruz Laboratory), amely
az a-DB1, a-DB2 és az a-DB4 izoformat egyiitt ismeri fel. Angliai kollaboracids partneriink, Dr.
Darek Gorecki segitségével emellett az a-DB1-et specifikusan felismerd ellenanyaggal (ol-CT-
FP, Blake et al. 1998) is késziiltek vizsgédlatok. Ennek alapjdn a harom o-DB izoforma elkiilonitett
lokalizacidjara is kovetkeztethettiink. Tovabba kisérleteket folytattunk a (3-DB-t felismerd (B-521,
Blake et al. 1998), illetve az Osszes utrofin izoformét, kivéve az Up71-et felismerd (Mupa-2, Jimenez-
Mallebrera et al. 2003) ellenanyaggal is. Lehet6ségiink nyilt a C57BL/6, vad tipusu egerek agydban
lefolytatott kisérletek eredményeit az egyik disztrofin fehérjét sem termel6 mdxPs* egértorzson (Wertz,

Fiichtbauer 1998) végzett vizsgédlatokkal 6sszehasonlitani.

4.2.1. ADAPC egyes tagjai az agyi erekben

4.2.1.1. Az o-DB, (3-DB és utrofin kimutatasa az agyi erek falaban

Korébbi irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az a-DB és az utrofin fehérjék megtaldlhatéak az
agyi érrendszerben. A (-DB lokalizdcidjdval kapcsolatban azonban kiilonb6z6 kutatécsoportok
kozott ellentmondds van. Blake és munkatdrsai szerint a 3-DB az agyi kapilldrisok falabdl hidnyzik
(1998, 1999), mig Grady és kutatdcsoportja a B-DB-t lokalizdlta az agyi erek faldban (2006). Ennek
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tisztazdsa érdekében, illetve az a-DB és az utrofin lokalizacidjanak alatdmasztdsara sajat, €s angliai
kollaboracids partnereink altal végzett kisérletekre keriilt sor.

Fénymikroszkopos megfigyeléseink alapjan a hdrom o-DB izoformat felismerd ellenanyaggal
immunjelolést talaltunk az agyi kapillaris rendszerben minden vizsgdlt agyteriileten. Az agykéreg, a
thalamus és a hypothalamus teriiletén végzett részletesebb vizsgalataink alatdmasztottak, hogy az o-
DB valdban az erek falaban lokalizaldik (9. abra). Annak eldontésére, hogy az erekben a hdrom, V-19
altal felismert a-disztrobrevin izoforma koziil melyik fejezddik ki, angliai kollaboracids partnereink
az altalunk elkiildott agyszeleteken az a-DB1 izoformat elkiiloniilten felismerd ellenanyag, az ol-
CT-FP segitségével konfokdlis immunfluoreszcens mddszerrel kisérleteket végzett el. Az al-CT-FP
ellenanyaggal az agyi kapillarisok ugyanugy korbejeloldodtek, mint a harom disztrobrevint egyiitt
kimutat6 V-19-el (17. dbra). AV-19 és a 3-DB-t felismerd -521 ellenanyagok segitségével az a-DB
és a B-DB egyiittes lokalizacidjanak tisztazdsara keriilt sor. Kideriilt, hogy az agyi kapillarisokban a
két DB fehérje kolokalizalddik az erek faldnak bazolaterdlis régidjaban (10. abra). Végiil az a-DB
€s az utrofin immunfluoreszcens kolokalizalasdra keriilt sor (11. dbra). A kapott eredmények szerint

az agyi erekben a két fehérje kolokalizalddott, ami szintén az ismert irodalmi adatokat tdmasztja ald.

4.2.1.2. Az o-DB sejtszintii kimutatasa vad tipusia és mdx"s* egér agy ereiben

Ismert, hogy az a-DB az agyi kapillarisokban termel6dik. Vizsgélataink célja a fehérje helyének
pontosabb, sejtszintli lokalizacidjanak tisztdzdsa volt. A hdrom a-DB izoformat a V-19 ellenanyaggal
ultrastrukturélis szinten, elektronmikroszkopos vizsgdlatokkal mutattuk ki vad tipusu egerek agyaban.
A kapott eredmények szerint az a-DB az ereket koriilolel gliasejtekben, a perikapilléris asztrocita
végtalpakban lokalizalodik (12. dbra). Az immunjel6lés az endotélsejteket folytonosan veszi korbe
€s elsdsorban az alaphdrtya felé néz6 oldalon koncentralédik. Az agyi erekben el6fordulé o-DB-t
a V-19 ellenanyaggal az mdxPs egér agyban is megvizsgiltuk. A fénymikroszkopos eredmények
alapjan elmondhatjuk, hogy 0sszehasonlitva a vad tipusu egerek agydban talalt erek koriili jeloléssel,
a transzgénikus egér agyaban sokkal kevesebb ér jelolodott, kevésbé erdteljesen (21. dbra). Az
elektronmikroszkoppal végzett vizsgdlatokban tisztaztuk, hogy az o-DB immuncsapadék nem
folyamatosan, hanem szaggatott médon jelent meg az alaphartyaval érintkez asztrocita végtalpakban
az agyi kapillarisok koriil (13. dbra). A kisérleteink egyértelm(ivé tették, hogy az mdx*s* egerek agyi

ereiben az a-DB expresszio er6teljesen lecsokkent.



9. dbra Erdételjes a-DB immunreaktivitds az erek faldban kiilonbozd agyi régiokban.
9A: agykéreg, 9B: thalamus
Meérce: 9A:50 um, 9B:20 um.
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10. dbra Az a-DB és B-DB kolokalizdcio az agyi kapilldrisokban.
10A: B-DB jelolés B-521 ellenanyaggal a kapilldris faldban (nyilhegyekkel jelolve) és idegsejtekben
(nyillal jelolve),
10B: a-DB jelolés V-19 ellenanyaggal, kapilldris faldban (nyilhegyekkel jelolve) és idegsejtekben
(nyillal jelolve),
10C: B-DB és a-DB kolokalizdcidja a kapilldris faldban.
Meérce: 50 um.

11. dabra Az o-DB és utrofin kolokalizdcioja az agyi kapilldrisokban.
11A: utrofin jelolés Mupa-2 ellenanyaggal, kapilldarisok falaban (nyilheggyel jelolve),
11B: a-DB jelolés V-19 ellenanyaggal, kapilldris faldban (nyilhegyekkel jelolve) és idegsejtekben
(nyillal jelolve),
11C: utrofin és o-DB kolokalizdcidja az agyi erekben.
Meérce: 50 um.



12. dbra Az a-DB jelolés az agyi kapilldrisokban.
12A: kis nagyitdsi hosszmetszeti kép, 12B: nagyobb nagyitdsu, keresztmetszeti kép egy
immuncsapadékkal korbejelolt kapilldrisrol. Csillaggal az alaphdrtydt, a nyilakkal pedig az
immunjelolt perikapilldris asztrocita végtalpakat jeloltiik.

Roviditések: N: endotél sejt magja, L: kapilldris lumen, P: pericita
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13. dbra Az o-DB jelolés az mdx® egér agyi kapilldrisaiban.
Csillaggal az alaphdrtydt, nyilakkal pedig az immunjelolt perikapilldris asztrocita végtalpakat
jeloltiik. Osszehasonlitva a vad tipusii egér kapilldrisaival, szembetiing, hogy az immuncsapadék az
eret nem folytonosan, hanem szaggatottan veszi koriil.

Roviditések: L: kapilldris lumen, P: pericita

B,
A

4.2.2. Az o-DB lokalizacidja és karakterizalasa az agyi idegsejtekben

4.2.2.1. Az o-DB kimutatasa az agyi idegsejtekben

Az erek koriili jelolésen kiviil a korondlis agyszeletek dtvizsgaldsa soran a laterdlis hypothalamus
tertiletén neuronok egy csoportjat is immunpozitivnak taldltuk. Mivel a szakirodalom szerint
feln6tt agyban az a-DB nem fordul el6 idegsejtekben, ezért részletes vizsgdlatokat végeztiink el.
Az immunpozitiv neuron szubpopuldcid pontosabb behatarolasa érdekében sorozatmetszeteket
készitettiink az egész egér agybol, és minden metszetet a V-19 ellenanyaggal kezeltiink az a-DB
kimutatasa céljabol. A jelolt neuronokat tartalmazé agymetszeteket az egér agy atlasz (Paxinos,
Franklin 2001) segitségével azonositottuk be. A kiilonboz6 formdju és méretli csoportokat képzé o-
DB immunpozitiv idegsejtek a korondlis metszeteken a fej-farok irdnyban a ldtéidegek keresztez6dése
utdni szétvalasatol koriilbeliill 7 mm-re, a Bregma -1,22 mm és -1,94 mm kozotti teriileten oszlottak
el a laterdlis hypothalamus teriiletén szétszorddva (14. abra), illetve néhany o-DB-pozitiv idegsejtet a
hypothalamus dorso-medialis régidjaban is taldltunk. A nagyobb nagyitasu fénymikroszkopos képeken
megfigyeltiik, hogy a szemcsés jelolés a sejttestben és a sejttest kozelében 1évé nytlvanyokban
koncentrdlodott (15. dbra). Az a-DB immunjel6lés sejten beliili helyez6désének tisztdzasa érdekében
ezutan elektronmikroszkdpos szinten folytattuk a vizsgédlatainkat (16. dbra). Az immuncsapadék a

durva felszinli endoplazmatikus retikulum ciszterndinak membrinjdhoz kapcsolddott (16A dbra).

32



Figyelemre mélto, hogy ezek a ciszterndk, a kdrnyéken taldlhat6 mas, nem jelolt neuronokban 1évo
endoplazmatikus retikulum ciszterndival dsszevetve, feltiinden kitagult allapotban vannak. A jelolt
sejttestek kozelében immunpozitiv €s immunnegativ nyulvanyok és posztszinaptikus denzitdsok
(16B 4bra) egyardnt el6fordulnak. Az o-DB tartalmu nyulvanyok és posztszinaptikus denzitdsok
feltételezhet6en az immunpozitiv sejttestekhez tartoznak. 29 elektronmikroszképos képen elvégezve
a szamolast, Osszesen 188 szinapszisbdl a jelolt és jeloletlen asszimetrikus szinapszisok ardnyédnak
atlaga 0.229, ennek a standard hibaja (szorasa) +/- 0.031 volt. A jeldlt szinapszisok eldfordulési ardnya
atlagosan 17.235% volt, melynek standard hibaja: +/- 2.075%.

4.2.2.2. Az o-DB karakterizalasa a lateralis hypothalamus idegsejtjeiben

Tisztazni akartuk, hogy a lateralis hypothalamusban taldlt idegsejtekben a V-19 altal felismert o-
DBI1, a-DB2 és a-DB4 izoforma koziil melyik fordul el6. Az a-DB1 izoformat elkiiloniilten
felismerd ellenanyag (o.1-CT-FP) segitségével lehetové valt az a-DB pozitiv idegsejt szubpopulacid
tovabbi csoportositasa. A korabbi kisérletekben azonositott idegsejt csoportot tartalmazd koronalis
agyszeleteket kettévagtuk medio-sagitalis irdnyban, majd az egyik agyfelet a V-19 (17A ébra), a
masikat o.1-CT-FP (17B abra) ellenanyaggal kezeltiik. Az el6hivds immunfluoreszcens mddszerrel, a
megfigyelések konfokalis mikroszkdppal torténtek. A harom disztrobrevin izoforméra specifikus V-
19 ellenanyag az agyi ereket és a lateralis hypothalamus teriiletén talalhaté neuronokat is jeldlte. Az
al-CT-FP ellenanyaggal csak az agyi erek jelolodtek, idegsejt-jelolést nem lehetett latni. A kisérletek
alapjan nyilvanvalova valt, hogy a lateralis hypothalamusban 1év6 neuronokban csak az a-DB2, vagy
az o-DB4 fehérje termelddik, az a-DB1 nem (17. dbra). Az a-DB2/a-DB4 fehérje az idegsejtek
sejttestében €s nyulvanyaiban mutathat6 ki, a konfokalis képeken megjelend pontszerii jelolésbol a
DB fehérje szinaptikus lokalizacidjara kovetkeztettiink (18. abra). Az a-DB2 és az a-DB4 fehérje

elkiilonitésére a V19 ellenanyag hasznalataval nem volt lehetdségiink.

4.2.2.3. Az a-DB2/a-DB4 és egyes neuropeptidek illetve az nNOS kolokalizacidjanak vizsgalata

a lateralis hypothalamusban

A hypothalamus az idegrendszer legfontosabb tapldlkozast és étvagyat szabdlyozdé kozpontja. A
laterélis hypothalamusban termel6d6 neuropeptidek részt vesznek a taplalékfelvétel szabalyozasiban.
Felmeriilt, hogy az a-DB2/a-DB4 fehérjének ez a specifikus lokalizdciéja vajon 6sszefiiggésben all-e
a laterdlis hypothalamus neurohormonjaival, illetve a sejten beliili jelatvitelben kulcsszerepet jatszo és
atobb szovetben bizonyitottan a DAPC-hez kapcsolddé neurondlis nitrogén-oxid szintetdzzal (nNOS).
Ennek kideritése érdekében kettés immunfluoreszcencids vizsgalatokat végeztiink. Megvizsgéltuk,
hogy az a-DB2/a-DB4 kolokalizdlédik-e az nNOS-al, illetve a melanin koncentrdl6 hormonnal
(MCH), a neuropeptid Y (NPY), és a galanin neuropeptidekkel (19. dbra). Az egyik neuropeptid
laterdlis hypothalamusbeli megjelenése teljesen megegyezett az a-DB2/a-DB4 lokalizaciéjaval. Ez
a neuropeptid az MCH volt. Ezzel szemben az nNOS, NPY, és a galanin nem kolokalizilédott az o.-
DB2/0-DB4-t termel6 neuronokkal. A laterdlis hypothalamus a-DB2/a-DB4-pozitiv idegsejtjei tehat
MCH-t is expresszélnak.
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4.2.2.4. Az 0-DB2/0-DB4 és 3-DB kolokalizalasa a lateralis hypothalamusban

Kisérletsorozatunk kovetkez6 1é€pése az a-DB2/a-DB4 és a 3-DB egyiittes lokalizacidjanak tisztazasa
volt. Megvizsgéltuk, hogy a laterdlis hypothalamus neuronjai k6zott ezek a fehérjék hogyan oszlanak
el. Konfokdlis mikroszképpal végzett kettds immunfluoreszcens vizsgédlatok alapjan kideriilt, hogy
a laterdlis hypothalamus teriiletén a (-DB-t kifejez6 neuronok egy csoportja a-DB2/a-DB4-t is
expresszal. Az a-DB2/0-DB4 az idegsejtek citoplazmdjaban lokalizalddik, mig a B-DB a neuronok
sejtplazmdjdban €s sejtmagjaban is expresszalodik, de a magi jelolés sokkal erdteljesebb (20A-C).
Megillapitottuk tehat, hogy a laterdlis hypothalamus teriiletén van egy B-DB pozitiv neuron
szubpopulédcid, ami tobb idegsejtet foglal magdba, mint az a-DB2/a-DB4 pozitiv neuron csoport.
Minden a-DB2/a-DB4 pozitiv idegsejt egyuttal B-DB-t is termel, de emellett kimutathaték o-DB2/
o-DB4-t nem tartalmazo (3-DB-t expresszald idegsejtek is.

4.2.2.5. Az o-DB2/a-DB4 és az utrofin lokalizacigja a lateralis hypothalamus idegsejtjeiben

A hypothalamusban 1év6 kapillarisokat vizsgalo kisérletek alapjan (lasd: 4.2.1.1) felvetddott, hogy a
laterélis hypothalamusban 1év6 neuronokban esetlegesen felépiil6 DAPC-ben az utrofin fehérje vajon
az erekhez hasonl6 médon kolokalizdlédik-e az a-DB2/a-DB4-vel. Ennek a tisztizdsa érdekében
az a-DB2/a-DB4 és az utrofin kolokalizacidjanak megvizsgdlasara keriilt sor az egér agyban. A
kapott eredmények alapjdn elmondhatjuk, hogy az a-DB2/a-DB4 pozitiv neuronok utrofint nem

expresszalnak (21. ébra).

4.2.2.6. Az o-DB kimutatasa a mdx"s egér agy idegsejtjeiben

Ebben a vizsgélatban az a-DB kimutatdsat tiztiik ki célul olyan disztréfias mdxPs egerekben, amelyek
szervezetébdl minden disztrofin fehérje hidnyzik (Wertz, Fiichtbauer 1998). Az mdxPs’ egerek
laterélis hypothalamusdban, a vad tipusti egerekhez hasonléan, megtaldltuk az a-DB2/a-DB4 pozitiv
neuron csoportot. A fénymikroszképos képeken latszik, hogy a mutdns egér agydban a neuron jel6lés
megmaradt. Bdr az immuncsapadék az erek falabdl sem tiint el teljes mértékben, de ez sokkal kevésbé
erteljes, mint a vad tipusu egér agyi ereiben (22. dbra). A jelolt idegsejtek mellett a transzgénikus
egerekben is taldltunk immunpozitiv és immunnegativ szinapszisokat (nem bemutatott eredmény).
31 elektronmikroszképos képen elvégezve a szdmoldst, 8sszesen 172 szinapszisbdl a jelolt/jeloletlen
szinapszisok posztszinaptikus denzitdsainak ardnydnak dtlaga 0.262, ennek a standard hibdja (szérésa)
+/- 0.035 volt. A jeldlt szinapszisok elérorduldsa atlagosan 19.32028%, ennek standard hibdja: +/-
1.845% volt.

Miutén tisztaztuk, hogy a mdx®* egerek agyaban a laterdlis hypothalamus teriiletén a neuronok egy
csoportja a-DB2/a-DB4-t tartalmaz, a vad tipustd egér agyban kapott eredmények alapjan kettss
immunfluoreszcens vizsgdlatokat végeztiink az a-DB2/a-DB4 és MCH kolokalizdcié kideritésére.
A transzgénikus egerekben kapott eredmények megegyeznek a vad tipusd egérben taldltakkal (23.

abra).
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14. dbra Neurondlis o-DB jelolés a laterdlis hypothalamusban.

14A-F: kis nagyitdsu fénymikroszkopos dtnézeti képek, melyeken megfigyelheté az o-DB tartalmi
neuron szubpopuldcio eloszldsa a laterdlis hypothalamusban fej-farok irdnyban, a Bregma -1,22
mm és -1,94 mm kozotti teriileten. Az o-DB kordbbi sajdt eredményeink és irodalmi adatoknak
megfelelden az agyi kapilldrisokat is erdteljesen jelolte. A jobb ldthatosdg érdekében az dbrdkon
a jelolt idegsejteket fekete csillagokkal emeltiik ki. A jelolt sejtek nagyobb nagyitdssal a 15. dbrdn
ldthatoak.

Meérce: 0,16 mm
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15. dbra a-DB immunjelolés neuronokban a laterdlis hypothalamus teriiletén.
15A: a neuronok sejtteste mellett (nyilak) a nyilvdnyaik is kirajzolodnak. A nyilhegyek egyes o-DB

pozitiv ereket jelolnek.
15B: az immunfluoreszcens modszerrel jelolt o-DB pozitiv neuronokra nyilak, egyes erekre nyilhegyek

mutatnak.
Meérce: 15A:50 um, 15B: 50 um



16. dbra a-DB immunjelolés idegsejt-testekben és szinapszisokban a laterdlis hypothalamusban.
16A: az erdteljesen kitdgult endoplazmatikus retikulum ciszterndinak membrdnja immuncsapadékkal

van korberajzolva.

16B: a-DB pozitiv és negativ asszimetrikus szinapszisok, illetve egy immunpozitiv idegnytlvdny. A
vékonyabb nyil az immuncsapadékkal jelolt posztszinaptikus denzitdst, a csillagok immunnegativ
szinapszisokat, a vastagabb nyil egy immunpozitiv nyulvdnyt jelol.
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17. dbra a-DB immunjelolés a laterdlis hypothalamus teriiletén.

17A: az a-DBI1, a-DB2 és a-DB4 izoforma egyiittes kimutatdsa a V-19 ellenanyag segitségével,
amely az agyi ereken kiviil a laterdlis hypothalamus teriiletén lévd neuron csoportot is felismerte. Az
immunpozitiv idegsejtek csoportjait bekarikdzdssal emeltiik ki.

17B: az a-DBI lokalizdcioja ol-CT-FP ellenanyaggal a laterdlis hypothalamusban. Az ellenanyag
erdteljesen jeloli az agyi érrendszert, neurondlis jelolés azonban nem észlelheto.

Meérce: 500 um

18. dbra a-DB immunjelolés V-19 ellenanyaggal a laterdlis hypothalamus teriiletén.
18A,B: Megfigyelhetd, hogy az idegsejtek sejttestjei mellett nyiilvdanyaik is jelolodtek. A pontszerii
immuncsapadék szinapszisoknak felel meg. A fehér szinii magfestés a Topro3 (Molecular Probes, Inc.
Eugene, Or) reagenssel tortént.
Meérce: 40 um



a-DB2/a-DB4

19. dbra a-DB2/a-DB4 és az MCH immunfluoreszcens kolokalizdcioja a laterdlis
hypothalamusban.
19A: a-DB2/a-DB4 lokalizdcio, 19B: MCH lokalizdcio, 19C: o-DB2/o-DB4 és MCH kolokalizdcio.

Meérce: 50 um

a-DB2/a-DB4

a-DB2/0-DB4 galanin

a-DB2/a-DB4

19. dbra Immunfluoreszcens festések az a-DB2/a-DB4 és a laterdlis hypothalamusban
expresszdlodo egyes neuropeptidek (NPY, galanin) illetve az nNOS kolokalizdcidjdanak
kimutatdsdra.
19D,G,J: a-DB2/a-DB4 lokalizdcio, 19E: NPY lokalizdcio, 19F : a-DB2/a-DB4 és NPY kolokalizdcio,
19H: galanin lokalizdcio, 191: a-DB2/a-DB4 és galanin kolokalizdcio, 19K: nNOS lokalizdcio, 19L:

a-DB2/a-DB4 és nNOS kolokalizdcio.
Meérce: 19J,K,L: 27,5 um, 19D,E,F,G,H,1:50 um



a-DB2/a-DB4

20. dbra o-DB2/a-DB4 és B-DB kolokalizdcioja a hypothalamusban.
Az a-DB2/a-DB4 és a B-DB egy részben dtfedd neuron szubpopuldcioban lokalizdlodik. Az o-DB2/
a-DB4 a neuronok sejttestjét, a P-DB a sejttestet és a magot jeloli.
20A: B-DB lokalizdcio B-521 ellenanyaggal,
20B: a-DB2/a-DB4 lokalizdcio V-19 ellenanyaggal,
20C: B-DB és a-DB2/a-DB4 kolokalizdcidja a hypothalamusban.
Meérce: 50 um.

a-DB2/a-DB4

21. dbra o-DB2/a-DB4 és utrofin kolokalizdcioja a hypothalamusban.
Az utrofin megjelent a kapilldrisok falaban és kolokalizdlodott az o-DB2/a-DB4-el, a neuronok csak
a-DB2/a-DB4-et tartalmaztak, utrofint nem.
21A: utrofin lokalizdcio Mupa-2 ellenanyaggal,
21B: a-DB2/a-DB4 lokalizdcio V-19 ellenanyaggal,
21C: utrofin és a-DB2/a-DB4 egyiittes kimutatdsa.
Meérce: 50 um.
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22. dbra a-DB2/a-DB4 immunjelolés neuronokban mdxPse egéragy laterdlis hypothalamusdban.
A nyilak az immuncsapadékkal megjelolt neuronokra mutatnak. Megfigyelheto, hogy a neuronok
sejttestje mellett nyiilvdnyaik is kirajzolodnak. A nyilhegyek egy alpha-DB pozitiv eret jelolnek.
Meérce: 50 um

a-DB2/a-DB4

23. dbra Kettds immunfluoreszcens festés az mdxPs< egér laterdlis hypothalamusdban. o-DB2/o.-
DB4 és az MCH neuropeptid idegsejtekben valo kolokalizdcidjanak kimutatdsa.
23A: a-DB2/a-DB4 lokalizdcio, 23B: MCH lokalizdcio, 23C: a-DB2/a-DB4 és MCH kolokalizdcio.
Meérce: 25 um



4.3. Az o-DB lokalizaciéja barrierekkel rendelkez6 szovetekben

Irodalmi adatok és sajat, kordbban bemutatott vizsgalataink alapjan az a-DB, a disztrofin-asszocialt
fehérjekomplex tagjaként, az agyban részt vesz a vér-agy gat felépitésében. Ki akartuk deriteni, hogy

ez a fehérje mds szoveti gitakat képz0 szervekben jelen van-e.

4.3.1. Az o-DB lokalizaciéja a herében

Felndtt, vad tipusu egerek heréjében erdteljes a-DB immunreaktivitds jelenik meg a kanyarulatos
herecsatornicskak bazalis régigjaban. Az a-DB az alaphértya lumen fel6li oldaldn, a herecsatorna
epitéliumaban, a csirahdmban expresszalodik. Ebben arétegben a Sertoli sejtek és a spermatogéniumok
taldlhatoak. Kisérleteinkben az a-DB sejtszintll lokalizacidjat elektronmikroszkopos vizsgalatokkal
mutattuk ki.Vizsgalataink egyértelmiivé tették, hogy az a-DB kizardlag a Sertoli sejtekben fordul el
(24. abra). Kétféle helyen talaltunk a-DB pozitivitast. Legszembet(indbb a Sertoli sejtek membranjanak
az alaphartyaval érintkez0 részén megjelend folyamatos, de nem egyforma intenzitasu immunjeldlés
volt. Feltételezziik, hogy ez a szakaszonként er6teljesen megjelend immuncsapadék a Sertoli sejt
hemidezmoszomaihoz kotédik (24 A abra).

A masik helyszin, ahol kevésbé folyamatos, inkabb foltszerli immuncsapadék detektalhato, a Sertoli
sejtek csirasejtekkel hatdros membranjanal volt, ott, ahol a kdzelben a Sertoli sejt endoplazmatikus
retikuluménak ciszternai helyezddtek (24B abra). Nagyobb nagyitassal nyilvanvalova vdlt, hogy
az o-DB a Sertoli sejt membréanja és az endoplazmatikus retikulumanak ciszternai kozott talalhatod
meg. Ez a struktura a herére jellemz0, ugynevezett ektoplazmatikus specializacidval azonosithato,
melyek aktin alapu sejt-sejt kozti adherens kapcsolatnak felel meg. Mivel a Sertoli sejtek kapcsold
struktirdinak szerepe van a vér-here gat kialakitasaban, feltételezziik, hogy az a-DB részt vesz ennek

a barriernek a felépitésében.

4.3.2. Az a-DB lokalizaciéja a tiid6ben

Az a-DB fénymikroszkdppal a tiid6ben a trachedk és bronchusok epitéliumanak bazolaterélis oldalan,
az alaphartya kozelében mutathato ki (kollaboracids partneriink nem bemutatott eredménye). A tiid6
parenchymdjdban a jelolés az alveolusok falaban jelent meg. Elektronmikroszképos vizsgalataink
soran tisztaztuk, hogy az a-DB a tiid6ben a vér-levegd gatat alkotd struktirakhoz kapcsolddik. Ezt
a szoveti barriert az alveoldris epitélium, a kapillarisok endotéliuma és a koztiikk huzod6 alaphartya
alkotja. Kimutattuk, hogy az a-DB kizardlag az 1-es tipusu alveolaris epiteliélsejtek epitéliumédban
talalhat6 meg (25. dbra).



24. dbra o-DB jelolés vad tipusti egér heréjében.
24A: a Sertoli sejtek alaphdrtydval érintkezé membrdnjdndl detektdlt immuncsapadékra nyilak, az
endoplazmatikus retikulum ciszterndi és a plazmamembrdn kozott lokalizdlt jelolésre nyilhegyek
mutatnak. Csillagokkal az alaphdrtydt jeloltiik.
24B: az a-DB jelolés a Sertoli sejt csirasejttel hatdros plazmamembrdnjdndl nagyobb nagyitdsban.
A nyilak a plazmamembrdn alatti immuncsapadékot, a nyilhegyek az endoplazmatikus retikulum
ciszterndit jelolik.
Roviditések: SC: Sertoli sejt, GC: csira sejt, MC: mioid sejt, N: sejtmag, L: lipid vezikula
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25. abra o-DB jelolés vad tipusi egértiidd vér-levegd gdtjaban.
25A,B: immuncsapadékkal erdteljesen kitoltott alveolus epitéliumra nyilak mutatnak, az alaphdrtya
csillaggal van jelolve. Az endotélium nem tartalmaz o.-DB-t.
Roviditések: AL: alveoldris lumen, CL: kapilldris lumen, E: vorosvérsejt, N: sejtmag
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5. MEGBESZELES
5.1. ADp71f lokalizacidja az agyban

A disztrofin fehérjék a kozponti idegrendszerben a posztszinaptikus denzitds integrdns komponensei
(De Stefano et al. 1997, Jancsik et al. 1998, Kim et al. 1992, Lidov et al. 1990), de az erre vonatkozo
kutatdsok az itt jelen 1€vé disztrofin izoformak tipusait csak részlegesen azonositottdk. Az agyban
a disztrofin fehérjék koziil a 70-75 kDa molekulatomegli izoformabdl, a Dp71-bdl expresszalodik
a legtobb. A Dp71 mRNS-ét in situ hibridizaciés vizsgélattal tobb agyrégioban is kimutattdk és a
hippocampusban taldltdk meg a legnagyobb mennyiségben. A fehérje sejten beliili lokalizacidjit ez a
vizsgalat azonban nem mutatta ki (Gorecki et al. 1995). A Duchenne-féle izomdisztréfids betegekben
kognitiv kdrosoddsok is fellépnek, ezért feltételezhetd, hogy a betegségben a hippocampus is érintett,
mivel ez az agyteriilet a primer informdci6 feldolgozasdnak fontos kdzpontja. A tervezett vizsgélat
helyszinéiil ezért a hippocampust vdlasztottuk. A Dp71-nek két izoformdja az alternativ splicing
soran keletkez6 Dp71d és a Dp71f, melyek COOH-termindlis régidjuk alapjan elkiilonithetSk (Feener
et al. 1989). Az 5F3 monoklondlis ellenanyag (Fabbrizio et al. 1994) kizarélag a Dp71f COOH-
termindlis régidjara specifikus. Mindezek alapjan kisérleteket végeztiink a Dp71f disztrofin izoforma
lokalizaci6jara a hippocampus CA3 régidjdban. Az elvégzett vizsgdlatokban morfoldgiai bizonyitékot
szolgdltattunk arra vonatkozolag, hogy a Dp71f a hippocampus CA3 régidjdnak stratum lucidum
rétegében kis axo-dendritikus és tiiskeszinapszisok posztszinaptikus denzitdsdban lokalizalédik, mig
a moharostok termindlisai 4ltal adott szinapszisokbdl hidnyzik (7, 8. dbra).

Az immunpozitivnak taldlt szinapszisok morfoldgiailag megegyeznek a piramis sejtek €s az azokat
beidegzd enthorinalis afferens, komisszurdlis, és asszocidcids rostok (Freund, Buzsaki 1996) valamint
az interneuronok €s az azokat beidegz6 szemcsesejtek ,,en passant” szinaptikus elemei (Acsady et al.
1998) kozott kialakul6 szinapszisokkal, de a szinapszisok azonositdsdhoz ezek a morfoldgiai adatok
nem elegendbek.

Figyelemre méltd, hogy a kis méretli axo-dendritikus és a moharost szinapszisok posztszinaptikus
elemei egyarant a piramis sejtek dendritjei, de a moharostok szinapszisai mégsem tartalmaztak Dp71f
immuncsapadékot. Az, hogy szinapszisok kozott a Dp71f tartalom szempontjdbol heterogenitas
figyelhetd meg, aldtdmasztja korabbi hipotézisiinket (Jancsik et al. 1998), mely szerint az axondlis
komponens szerepet jatszik a posztszinaptikus denzitds szervezddésében. E szerint a hipotézis szerint
a szinapszisokban a disztrofin izoformdk posztszinaptikus jelenlétét a neurotranszmitter jellege és
ehhez kapcsoldddan a posztszinaptikus oldalon 1év6 neurotranszmitter receptor fajtdja befolyasolja.
A szinaptikus helyez6désen kiviil a Dp71f-et egyes mielinhiively nélkiili és mielinhiivelyes axonokban
is megtaldltuk. A kotegeket képzd mielinhiively nélkiili moharostok esetében az immunreakcié az
axondlis membranhoz kapcsolddott. Ezen kiviil egyes mielinhiivelyes axonok axoplazmdjaban is
jelolést taldltunk. Az immunjeldlés az axon nyudlvany sejtvdzanak elemeihez kapcsolédott (8. dbra).
Mas, szerkezetileg hasonlé mielinhiivelyes axonokban jelolés nem volt kimutathatd. Feltételezziik,
hogy a Dp71f az axonalis elemekben (a membranban, illetve az sejtvazban) stabilizal6 szerepet lat

el. Irodalmi adatok alapjan a disztrofin fehérjecsaldd tagjait a neuronokon beliil eddig a sejttestekben
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€s dendritekben mutattak ki. Eredményiink tehdt azt bizonyitja, hogy a Dp71f disztrofin izoforma a
szakirodalomban leirtakon kiviil més sejtkompartmentben is jelen van, ami a fehérje multifunkcionalis
szerepére utalhat. A Dp71 ultrastrukturalis szinten valé lokalizacidja egyik fontos 1épés annak
a kérdésnek a tisztizasdhoz, hogy az agyban milyen fehérje Osszetételll disztrofin-asszocialt

fehérjekomplexek allnak Ossze.

5.2. Az a-DB lokalizacidja és karakterizalasa az agyban

Az a-disztrobrevin fontos tagja a disztrofin-asszocidlt fehérjekomplexnek, mert képes a disztrofin
€s az utrofin fehérjével kozvetlen kapcsolatot 1étesiteni. Az o-DB ezen kiviil szintrofin molekulakat
tud a disztrofin-asszocidlt fehérjekomplexhez kihorgonyozni. Ennek az a jelentdsége, hogy ezdltal,
a szintrofinon keresztiil szamos jelatviteli fehérje, receptor és ioncsatorna léphet kdlcsonhatasba a
DAPC-vel (Inoue et al. 2002, Hasegawa et al. 1999, Gee et al. 1998, Adams et al. 2000, 2001).

5.2.1. ADAPC egyes tagjai az agyi erekben

Az egyes DAPC fehérjék agyi érrendszerben vald lokalizacidjaval kapcsolatban szdmos irodalmi
adatot ismeriink, melyek néhol ellentmondasosak. Grady szerint a B-DB az agyi kapillarisokban is
megtaldlhat6 (2000), ezzel szemben Blake a -DB-t kizarélag neuronalisan lokalizalta (1998). Bragg
€s munkatarsai szerint a kapillarisok koriili glia végtalpakban a disztrofin, az a-DB2, a y2-SYN és
az o-szintrofin képez komplexet, mig az endotélsejtekben az utrofin a f1- és B2-szintrofinnal épiti
fel a DAPC-t (2006). Blake és munkatarsai az agyi kapillarisok koriili asztrocitadkban a Dp71-et, az
a-DB1-et €s a szintrofint tartalmaz6 komplexet irtdk le, mint a leggyakrabban el6fordul6 DAPC-t,
emellett a ritkdbban el6forduld, az utrofint €s az a.-DB 1-et tartalmazé komplexet is kimutattak (1999).
Ueda ¢€s kutatcsoportja a disztrobrevineket az erek koriili asztrocitdkon kiviil az endotélsejtekben is
kimutatta (2000). Haenggi és munkatarsai harom kiilonb6z6 disztrofin-asszocialt fehérjekomplexet
azonositottak az agyi erekben: az erek koriili glia végtalpakban a DAPC felépitésében a Dp71 vesz
részt, a erek endotélsejtjeiben a Dp71 helyett az utrofin szerepel, és a harmadik komplex szintén
utrofint tartalmaz a choroid plexus bazolateralis membranjaban (2004).

Kisérleteink célja az egyes DAPC fehérjék agyi erekben vald eldforduldsanak kimutatdsa volt. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokat fénymikroszkopos kisérletek eldzték meg. Ezen eredmények
szerint az immunreakcié az erek koriil az a-DB1-re specifikus, illetve az a-DB1-et, az a-DB2-t
és az a-DB4-et egyiitt kimutatd ellenanyaggal is megjelent, ami alapjan megallapitottuk, hogy az
agyi erek faldban az a-DB1 biztosan termelddik, de az a-DB2 €s az a-DB4 fehérje lokalizacidjara
a kapillarisokban ezek alapjan nem tudtunk kovetkeztetni (17. dbra). Egyes DAPC fehérjékkel
kolokalizacids kisérleteket is végeztiink. Az a-DB €s az utrofin fehérjéket az egérben minden vizsgalt
agyteriileten a kapillarisok falaban mutattuk ki és a két fehérje fény- és konfokéalis mikroszkdpos
szinten kolokalizalodott (11. abra). Arra, hogy a két fehérje az ereken beliil milyen sejtekben talalhato,
illetve, hogy k6zos DAPC-t alkotnak-e, kisérleteink alapjan nem kaptunk valaszt, de ennek lehetdsége

nem kizéarhat6. A kérdés eldontésére tovabbi elektronmikroszkdpos vizsgalatokra lesz sziikség.
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A B-DB lokalizacidjara vonatkozé fény- és konfokalis mikroszképos eredményeink szerint az a-DB
és a 3-DB az agyi kapillarisokban kolokalizalodik. Az érfalban, az adott kisérleti koriilmények kozott
az o-DB immunjelolés joval erSteljesebbnek tlint, mint a -DB jel6lés (10. dbra). Ez az eredmény
Osszhangban 4ll Grady és munkatdrsai ltal lefrtakkal, akik az a-és a 3-DB-t az agyi kapillarisokban
lokalizaltdk és az a-DB kimutathat6 szintjét nagyobbnak taldltdk, mint a B-DB-ét (2006). Mindezek
azonban ellentmonddsban éllnak Blake kutatdcsoportjanak eredményével, mely szerint a $-DB
kizardlag idegsejtekben mutathaté ki minden vizsgalt agyteriileteken, az erek falabol hidnyzik (1998,
1999). A fénymikroszkopos vizsgélatainkat kovet6 elektronmikroszképos kisérleteink morfolégiai
bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy az agyi erekben az a-DB a kapilldrisok koriili asztrocitak
végtalpaiban expresszalddik (12. dbra). Tobb kutatds az o-DB mellett szamos egyéb DAPC fehérjét
is kimutatott a kapillarisokat koriilvevd asztrocitdkban (Khurana et al. 1992, Jancsik, Hajés 1999,
Szabé et al. 2004, Haengghi et al. 2004), ami arra enged kovetkeztetni, hogy az agyi kapillarisok
falaban is 0sszedllnak disztrofin-asszocialt fehérjekomplexek. Az altalunk detektalt immuncsapadék
az asztrocita végtalpak alaphartyaval érintkezd felszinén volt detektdlhatd, ahol Inoue és munkatarsai
az aquaporin-4 vizcsatorndt lokalizaltak (2002). Mivel a DAPC mas szdvetekben szerepet jatszik
ioncsatorndk €s receptorok megkotésében (Inoue et al. 2002, Hasegawa et al. 1999, Gee et al. 1998,
Adams et al. 2000, 2001), ezért feltételezziik, hogy az agyi kapillarisok faldban felépiil6 DAPC
szerepet jatszik a vér-agy git miikodéséhez elengedhetetleniil sziikséges aquaporin-4 vizcsatornak
kihorgonyzdsaban. Nico és munkatarsai disztrofinhidnyos egerekben a vér-agy git miikodésében
sulyos zavarokat észleltek (2003, 2004), ami szintén a disztrofin fehérjék fontossagat timasztja ala.

Felmeriilt a kérdés, hogy a disztrofinhidnyos éllatok agyi kapilldrisaiban a vér-agy gat mely
komponensei szenvednek kdrosodast és ezért célul tlztik ki az a-DB expresszid véltozasianak
tisztazdsat a disztrofinhidnyos szervezetben. A kisérleteinkben mdx* egereket hasznéltuk, mely
allatok szervezetébdl az 6sszes disztrofin forma hidnyzik (Wertz, Fiichtbauer 1998). Fénymikroszképos
eredményeink szerint a disztrofint nem termel6 mdxPse éllatokban, Gsszehasonlitva a vad tipusu
egerekben talaltakkal, az 0Osszes vizsgdlt agyteriiletre vonatkozdan sokkal kevesebb ér volt
immunpozitiv, és a jelolt kapillarisok kevésbé eroteljesen jelolddtek (22. abra). Ultrastukturalis
szinten Osszehasonlitva a vad tipusu és a mutans agyat, szembet{ing a kiilonbség. Az agyi erek kortili
asztrocita végtalpak az mdx**’ egerek agydban csak szorvanyosan tartalmaztak immuncsapadékot (13.
abra). Megéllapitottuk, hogy az a-DB expresszidja a disztrofinhidnyos allatban jelent6sen lecsokken.
Hipotézisiink szerint az a-DB mennyiségének megvaltozasat kdozvetve a Dp71 hidnya okozza, mivel
az a-DB igy nem képes a DAPC-hez kotddni. Az, hogy az a-DB mégsem tlnik el teljesen az erek
falabol, talan az utrofin disztrofint helyettesit6 hatasdval magyardzhatd. Feltételezésiink szerint
a nem megfelelden Osszealld és miikodd DAPC nem képes az aquaporin-4 csatorndkat megkotni,
ami a vér-agy gat permeabilitisdnak megnovekedését okozza az agyi kapillarisok koriili asztrocita

végtalpakban.

5.2.2. Az o-DB kimutatasa és karakterizalasa a lateralis hypothalamus idegsejtjeiben

Korabbi irodalmi adatok szerint az a-DB fehérjét feln6tt allatok idegrendszerében kizdrdlag gliasejtek

expresszaljak, neurondlis lokalizacigjat nem bizonyitottdk. Lien €s munkatdrsai kimutattak, hogy az
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a-DB-1-et neuronok csak az embrionalis fejlédés alatt termelik (2004). PhD munkam sorén az a-DB
fehérjét a lateralis hypothalamusban egy koriilbeliil 7 mm széles teriileten (Bregma -1,22 mm és -1,94
mm koz0ott) szorvanyosan megjelend idegsejtek sejttestében és nyulvanyaiban talaltuk meg, egy kisebb
idegsejt csoportot pedig a hypothalamus dorso-medidlis régidjaban azonositottunk (14, 15. dbra). Ez
az els6 bizonyiték az a-DB fehérje neurondlis megjelenésére. Az elektronmikroszkdpos vizsgalatok
alapjan tisztaztuk, hogy az a-DB az idegsejtekben az er6sen kitadgult endoplazmatikus retikulum
ciszterndinak membranjdhoz kotddik (16A. édbra). A jeldlt sejttestek kozelében immunpozitiv
nyulvanyokat és posztszinaptikus denzitasokat taldltunk (16B dbra), melyek nagy valdszinliséggel
az a-DB-pozitiv sejttestekhez tartoznak. A jelolt szinapszisok jelenlétét a konfokalis képeken is
megfigyeltiik (18. dbra). Tovabbi kisérletekkel igazoltuk, hogy a hdrom disztrobrevin izoforma koziil
csak az a-DB2/a-DB4 fehérje expresszalddik ezekben a neuronokban (17. abra). Az eredmények
elemzése alapjan nyilvanvald, hogy a harom a-DB izoforma expresszids mintdzata nem azonos, az
a-DB1 gliasejtekben, mig az a-DB2/a-DB4 az idegsejtekben lokalizalodik, de ez utdbbi fehérjéknek
a glidban vald jelenléte sem zarhat6 ki. Feltételezésiink szerint amennyiben a hdrom a-DB fehérje
részt vesz a DAPC felépitésében, akkor eltér6 fehérje Osszetételli komplexek tagjai. Kimutattuk
tovabbd, hogy az a-DB2/a-DB4 a laterdlis hypothalamus teriiletén az idegsejtek citoplazmajaban a
B-DB-el kolokalizalodik (19. dbra). Van azonban egy olyan neuron csoport is, amelyben kizardlag a
B-DB mutathat6 ki, igy feltételezhet6, hogy amennyiben az idegsejteken beliil kialakul DAPC, akkor
a két fehérje legalabb kétféle, egymastdl eltérd fehérje-osszetételli DAPC felépitésében vesz részt
és ez két neuron szubpopulacié kozott oszlik meg. A B-DB-t a sejttesten kiviil az idegsejt magjaban
is kimutattuk, amib6l a funkcidjira vonatkozolag arra kovetkeztettiink, hogy a fehérje vagy a
nukleoszkeleton felépitésében vesz részt, vagy a sejtmagban zajlé transzkripcid folyamataban jatszik
szabdlyoz6 szerepet. Kiilonbozd DAPC fehérjéket a sejtmagban korabban is kimutattak: a Dp71-et
(Gonzalez et al. 2000), az a1-DB-t (Kulyte et al. 2002), a 3-DB-t (Blake et al. 1999) és az a-, -,
v1-SYN-eket (Hogan et al. 2001). HeLa sejtek sejtmagjaban Fuentes-Mera és munkatarsai talaltak
DAPC fehérjéket (Dp71, B-SG, B-DG, a- és B-SYN, al- és $-DB és nNOS), illetve azonositottak és
karakterizaltak a Dp71, B-DG, al-, B-DB fehérjékbol és az nNOS-bdl 6szedlld disztrofin-asszocialt
komplexet (2006). Mindezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a lateralis hypothalamus neuronjaiban
jelenlévd a-DB2/a-DB4 és (3-DB fehérjék eltérd, bar részben atfedd idegsejt populdcidkban és az
idegsejten beliil eltérd, de részben atfedd sejtkompartmentekben taldlhatéak meg. Amennyiben ezek
a fehérjék a DAPC tagjai, akkor feltételezhetGen eltérd fehérje-osszetételi DAPC-k felépitésében
vesznek részt, melyek eltéro fizioldgiai feladatokat ldtnak el. Megallapitottuk tovabba, hogy a lateralis
hypothalamus idegsejtjeiben nem taldlhaté utrofin, vagyis ha itt jelen van DAPC, annak felépitésében
az utrofin nem vesz részt (21. dbra). A laterdlis hypothalamus a taplalékfelvétel, az energia haztartas
és szamos mas fiziologiai folyamat szabalyozasaban fontos szerepet jatszo agyi kozpont. Az o-
DB2/a-DB4 fehérje dltalunk leirt specifikus neurondlis lokalizdcidja alapjan felvetddott, hogy
vajon van-e Osszefiiggés a lateralis hypothalamusban termel6d6 specifikus neuropeptideket, mint a
melanin-koncentrdl6 hormont (MCH), NPY-t, galanint és az nNOS-t és a-DB-t termel6 idegsejtek
kozott? A kolokalizacids viszgalataink egyértelmiien kimutattak, hogy az a-DB2/a-DB4 minden
MCH immunpozitiv idegsejtben expresszalodik a laterdlis hypothalamus teriiletén, mig a tobbi
vizsgélt peptid hormon, illetve az nNOS az a-DB2/a-DB4-vel nem kolokalizalddik (19. abra).
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Ha feltételezziik, hogy az a-DB ezekben a neuronokban is a DAPC részeként fordul eld, akkor a
komplex MCH-termel6 idegsejtekben van jelen. MCH tartalmu idegsejtek kulcsszerepet jatszanak a
hypothalamus energia homeosztazis szabalyoz¢6 feladatdnak ellatasdban, igy a kolokalizacio felveti
annak lehetdségét, hogy az a-DB2/a-DB4-re sziikség van ennek a specidlis fizioldgiai funkcidnak az
ellatdsahoz. Az a-DB lokalizacidjat mdxPs egerek agyaban is megvizsgéltuk. A fénymikroszképpal
az a-DB2/a-DB4-et a mutans egér agyban, a vad tipushoz hasonléan a lateralis hypothalamus neuron
csoportjaban is kimutattuk (22. dbra). Miutén tisztaztuk, hogy az mdx** egerek agydban a laterdlis
hypothalamus teriiletén 1év6 neuronokban az a-DB2/a-DB4 expresszi a disztrofin hidnya ellenére
fennmarad, és a-DB2/a-DB4 itt is MCH-t termel6 neuronokban taldlhaté meg (23. dbra), ezek alapjan
arra kovetkeztettiink, hogy a disztrofin fehérje jelenléte, vagy hidnya nem befolyasolja az itt kialakul6
DAPC-t, vagy az a-DB2/a-DB4 nem a DAPC tagjaként van jelen az MCH neuronokban.

5.3. Az a-DB lokalizaciéja barrierekkel rendelkez6 szovetekben

Az utébbi évek eredményei alapjan a disztrobrevin fehérjék sokkal tobb szovetféleségben vannak
jelen, mint ahogy ezt kordbban feltételezték. Az izomrendszeren és az idegrendszeren kiviil a
szervezetben a disztrobrevinek jelen vannak a herében, a tiid6ben, a vesében, majban, gyomorban
is, ahol a hamsejtekben lokalizalddnak, de a fizioldgias szerepiik még nem ismert. Mivel a DAPC a
kutatdsok szerint (Khurana et al. 1992, Jancsik, Hajos 1999, Szabé et al. 2004, Haengghi et al. 2004)
szerepet jatszik a vér-agy gat felépitésében, ezért feltételeztiik, hogy az egyéb szovetekben kialakul6
gatakban szintén megtaldlhatok a DB fehérjék. A herében és a tiidoben végzett vizsgalataink az a-DB

izoformak specifikus lokalizaci6jat mutatta ki, ami sajatos szerepkoriikre utalhat.

5.3.1. Az o-DB lokalizaciéja a herében

Lien és munkatarsai egérben kora embrionalis kortdl kezdve (E13,5) kimutattdk az a-DB jelenlétét a
herében, €s az er6s immunjelolés megmaradt a vizsgalt fejlodési szakaszokban is (2004).

Az altalunk megvizsgélt feln6tt egérben az a-DB a here csirahamjéan beliil a Sertoli sejtek bazolateralis
oldalan volt megtalalhatd. A vér-here gatat a Sertoli sejtek alkotjak. Sertoli sejtek a csirahdm teljes
sz€lességében kinyulnak, és mikdzben az alaphartydhoz tapadnak, nyulvanyaikkal korbedlelik a
fejlodo spermatogén sejteket. Az egymas melletti Sertoli sejtek, illetve a Sertoli sejtek és a csirasejtek
kozott kiilonleges sejtkapcsold struktirdk, a specializalt adherens kapcsolatok, az tugynevezett
ektoplazmatikus specializaciok és a herére jellemz0 szoros kapcsolatok alakulnak ki (Cheng, Mruk
2002, Mruk, Cheng 2004). Ezek a kapcsold strukturak funkciondlisan fontos szerepet toltenek
be, mivel altaluk valik lehetové, hogy a here epitéliuma elkiiloniilt mikrokornyezettel rendelkezd
eltér6 kompartmenteket biztositson: a bazdlis rész a spermatogoniumokat, spermatocitdkat mig az
adlumindlis rész a fejlodés késdbbi stadiumaban 1é v spermatocitdkat, spermatiddkat és spermiumokat
tartalmazza. Azaz a Sertoli sejtek kapcsol6 strukturdi alakitjak ki a vér-here gitat.

A herében végzett vizsgalatainkban az o-DB sejtszintii lokalizacidjanak tisztazdsat tiiztiik ki célul.

Kisérleteink alapjat Gorecki €s munkatdrsai konfokalis mikroszkopos vizsgélatai képezték. E16szor az
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a-DB és az alaphartyét kijelold kollagén IV kolokalizacigjat végezték el, ami alapjan kideriilt, hogy
az a-DB a bazdlis membran lumen fel6li oldalédn, a herecsatorna epitéliumban, vagyis a csirahdmban
expresszalddik. A sejt denzitds €s a morfoldgia alapjan azt a hipotézist allitottdk fel, hogy az a-DB-t a
Sertoli sejtek termelik. Ennek bizonyitdsara masodik 1épésben a Sertoli sejteket felismerd specifikus
ellenanyaggal, a GATA-1-el (Jarvis et al. 2005) és az a-DB1 és a-DB-2 izoformét kimutaté V-19
ellenanyaggal végeztek kettds jeloléses vizsgalatokat, melyek kimutattak, hogy a herecsatornakban
az o-DB valéban a Sertoli sejtekben fordul el6. Az éaltalunk elvégzett elektronmikroszképos
vizsgélatok szerint az a-DB a Sertoli sejtek plazmamembranjanak alaphértyaval érintkez6 részén
lokalizalédik. Az immuncsapadék szaggatott megjelenése alapjan azt feltételezziik, hogy a fehérje az
itt talalhaté hemidezmoszomdkhoz kotédik. A mésik régidban, ahol az a-DB-t kimutattuk, a Sertoli
sejt sejtkapcsold strukturdi, az ektoplazmatikus specializaciok vannak (24. abra). Az o-DB jelenléte a
vér-here barrier részét képez6 ektoplazmatikus specializacidkban a fehérje funkcionalis jelent6ségére
utal. Az még nem tisztazott, hogy az a-DB-nek, egyediil, vagy mas DAPC tagokkal egyiitt szerepe
van-e a spermatogenezisben. Az a-DB és utrofin knock-out egér fertilis, és a fehérjének, vagy a
DAPC-nek a hianya ugy tlinik nem befolydsolja erbteljesen a here funkcidjat. Feltevéseink alapjan
elképzelhetd, hogy a B-DB esetleg képes helyettesiteni az a-DB fehérjét, de ennek bizonyitaséhoz
tovabbi kisérletek sziikségesek.

5.3.2. Az o-DB lokalizacidja a tiidében

A tiidoben tobb DAPC fehérjét is kimutattak. Az o-DB transzkriptumot mar 1999-ben detektaltak a
felndtt tiidoben (Holzfeind et al. 1999), és az a-DB fehérjét megtalaltak a fejl6do tiidében is (Lien
et al. 2004), de a fehérje pontos lokalizdcigjat még nem éllapitottdk meg. A B-DB el6fordulasat is
leirtdk a tiidoben (Blake et al. 1998), Jones €s munkatdrsai pedig a disztroglikdnok jelenlétét a tiido
alveolaris epitélsejtjeiben mutattak ki (2005). Egy masik kutatdcsoport feltételezi, hogy a tiidGben a
DAPC képes a jelatviteli kaszkad szamos tagjaval kolcsonhatasba 1€pni (Spence et al. 2004). Durbee;j
és Campbell a tiidoben kétféle DAPC-t azonositott, a tiidé simaizom elemeiben felépiil6 komplex
tagjai a disztroglikdn, disztrofin/utrofin, 3-, 8-, e-szarkoglikdn és a szarkoszpan, mig az epitelidlis
sejtekben a disztroglikan €s az utrofin koexpresszalodik, de a komplex felépiilésében a szarkoglikanok,
€és a szarkoszpan nem vesznek részt (1999). A tiidoben a gézcserét lebonyolito vér-levegd gatat az
alveolusok falat felépitd 1-es tipusu alveolaris epitélsejtek, ahozzajuk simuld kapillarisok endotélsejtjei
és a koztiik 1€év6 kozos alaphartya alkotja. Ez egy extrém erds és ugyanakkor vékony struktira, mely
tulajdonsagokért els6sorban az extracelluldris métrix a felelds (Maina et al. 2005). Kisérleteink célja
az a-DB fehérje sejtszintii lokalizacidjanak kideritése volt a tiidoben. Eredményeink alapjan felndtt
egér tiidejében a-DB az 1-es tipusu alveolaris epitelidlis sejtekben taldlhatd, mig az endotélsejtek
a-DB-t nem expresszalnak (25. dbra). A vér-leveg6 gatban feltételezésiink szerint a DAPC vagy
a szoveti gat szerkezetének stabilizdldsaban, és/vagy sejten beliili jelatviteli utak szabalyozasdban
jatszik szerepet.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A Dp71 fehérjék koziil a Dp71f disztrofin izoforma lokalizaciéjat a hippocampus CA3 régidjanak
stratum lucidum rétegében vizsgaltuk. A Dp71f fehérje axo-dendritikus és tiiskeszinapszisok
posztszinaptikus denzitdsdban jelent meg, de a moharostok termindlisai 4ltal adott szinapszisokban
nem volt megtaldlhat6. A szakirodalomban vannak adatok egyes disztrofin fehérjék kimutatdsara
szinapszisok posztszinaptikus denzitdsaiban, de az az els6 bizonyiték a Dp71f fehérje posztszinaptikus
lokalizalasdra. Eredményiink djabb adatokkal tdmasztja ald kutatécsoportunk korabbi hipotézisét,
mely szerint az agyi szinapszisokban a disztrofin izoformak jelenlétét a neurotranszmitter jellege és a
neurotranszmitter receptorok hatarozzdk meg, és ez ad magyardzatot a kiilonbozé disztrofin fehérjék
szinapszisokban val6 eloszldsdnak heterogenitdsara.

A szinaptikus helyezddésen kiviil a Dp71f fehérjét kotegeket képzd mielinhiively nélkiili axonok
membrinjaban és mielinhiivelyes axonok axoplazmdjdban is lokalizaltuk. Mas, szerkezetileg hasonld
mielinhiivelyes axonokban immuncsapadékot nem talaltunk. Uj eredményiink, hogy a Dp71f fehérjét
idegsejtek axonjdban mutattuk ki, egy olyan sejtkompartmentben, ahol disztrofin fehérjéket eddig

még nem {rtdk le.

Kimutattuk egyes DAPC fehérjék (a-DB, 3-DB, utrofin) eloszldsat és kolokalizdciéjat vad tipusu
és mdxPse egerek agyi ereiben. Az a-DB fehérjét az agyi erek faldban, az asztrocita végtalpakban
lokalizaltuk. Az immuncsapadék a kapilldrisok alaphértydjat teljesen koriilolelte. Az a-DB és az
utrofin fehérjék, illetve az a-DB és B-DB fehérjék minden vizsgélt teriileten a vad tipusu egér agyi
ereinek faldban kolokalizalodtak. A disztrofinhidnyos mdxPs« dllatokban az immunpozitiv erek szima
lecsokkent, és az immunjeldlés az erek koriili asztrocita végtalpakban szaggatottan jelent meg, amit
azzal magyardzunk, hogy disztrofin nélkiil az a-DB nem tud a komplexhez kapcsolddni. Az, hogy a
fehérje nem tlinik el teljesen az erek faldbodl, az utrofin disztrofin helyettesitd hatdsaval indokolhato.
Feltételezésiink szerint az agyi erek faldban az a-DB, 3-DB és utrofin fehérjék -és esetleg egyéb,
4ltalunk nem vizsgalt DAPC fehérjék- altal alkotott DAPC a vér-agy gat miikodésében vesz részt. Uj
eredményeink az egyes DAPC fehérjék kimutatdsa vad tipusu és disztrofinhidnyos egerek agyi ereiben,
melyek Uj adatokkal jarulnak hozza az erekben felépiil6 DAPC szerkezetének tisztizdsahoz.

Uj megallapitasunk, hogy az a-DB2/0-DB4 fehérje az agyi ereken kiviil az idegsejtek egy specidlis
csoportjdban is lokalizdlédik, f6ként a laterdlis hypothalamusban, de egy kisebb neuron csoport a
hypothalamus dorso-medidlis régidjaban is jelolodik. A szétszortan elhelyezkedd a-DB2/a-DB4
fehérjét termeld idegsejtek a Bregma -1,22 mm és -1,94 mm kozotti teriileten talalhat6ak meg, vad
tipusd és mdxPs egerekben. A fehérje az idegsejtek sejttestében, nyidlvanyaiban és szinapszisainak
posztszinaptikus denzitdsdaban expresszdlodik. Az idegsejtek sejttestében az a-DB2/a-DB4 az
endoplazmatikus retikulum erésen kitdgult dllapotban 1€v{ ciszterndinak membranjahoz kapcsolddik.
Az immunpozitiv nyulvdnyok és posztszinaptikus denzitdsok valdszintlileg a jelolt sejttestekhez
tartoznak. Bebizonyitottuk, hogy az a-DB2/a-DB4 fehérje a (-DB fehérjével kolokalizdlodik

a laterdlis hypothalamusban detektélt idegsejtekben. A B-DB a citoplazmédn kiviil a neuronok
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sejtmagjdban is megjelent. Talaltunk egy olyan idegsejt csoportot, amelyik csak (3-DB-t tartalmazott.
Kimutattuk, hogy az a-DB2/a-DB4 tartalmud neuronok MCH neuropeptidet is expresszalnak vad
tipust és mdxPs« egerekben, mig az a-DB2/a-DB4 az utrofinnal, az nNOS-sal, NPY-al és a galaninnal
nem kolokalizdlédott.

Az o-DB2/0-DB4 fehérje neurondlis megjelenése az irodalomban eddig még nem leirt 4j eredmény.
A lateralis hypothalamus idegsejtjeiben lokalizalt DAPC fehérjékkel, illetve az a-DB2/a-DB4
fehérje és az MCH neuropeptid kozds idegsejtekben valé megjelenésével kapcsolatos eredményeink

remélhetdleg 1j kutatdsi irdnyok kiindulasi alapjat fogja képezni.

A vér-agy gaton kiviil a-DB fehérje eloszlasat két szoveti gitat képzd szervben, a herében és a tiidGben
is megvizsgaltuk vad tipust egérben. Az a-DB a herében a vér-here, a tiidoben a vér-levegd gat egyes
elemeiben mutathat6é ki. Morfoldgiai bizonyitékot szolgaltattunk, hogy a herében az o-DB fehérje
a Sertoli sejtek plazmamembranjanak alaphartyaval érintkez0 és a csirasejtek felé nézd részén, a
tiidében az alveolusok falét felépitd 1-es tipusu alveolaris epitélsejtek citoplazméjiban detektdlhato.
A herében €s a tiidoben leirt uj eredményeink hozzajarulnak a vér-here és a vér-levegd gatban 1évo

DAPC sejt- és molekularis szintii felépitésének tisztazasahoz.

Az egyes DAPC fehérjék lokalizacigja és kolokalizacidja hozzajarul a kdzponti idegrendszerben, a
herében és a tiidoben felépiild disztrofin-asszocialt fehérje komplexek szerepérdl meglévd ismeretek
bdviiléséhez és hosszu tavon kozelebb visz a Duchenne-féle izomdisztréfia fizioldgiai és patoldgiai

mechanizmusainak megértéséhez.
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