RRIAR
*

cuLy,
(1 Ay

d o
Frap B

SZENT ISTVAN EGYETEM
ALLATORVOS-TUDOMANYI DOKTORI ISKOLA

A disztrofin fehérjecsalad: lokalizacio és fiziologias szerep

Doktori értekezés tézisei

Készitette:
Hazai Diana

Témavezeto:
Dr. Jancsik Veronika

2007



) Szent Istvan Egyetem
Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskola

Témavezeto:

Dr. Jancsik Veronika,

Biolégia-tudomany kandidatusa

Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar
Anatémiai és Szovettani Tanszék

Témabizottsagi tagok:

Dr. Halasy Katalin,

MTA doktora

Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomdnyi Kar
Anatomiai és Szovettani Tanszék

Dr. Baska Ferenc,

Allatorvos-tudoményok kandiddtusa

Szent Istvan Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar
Kérbonctani és Igazsdgiigyi Allatorvostani Tanszék



Bevezetés

Az izomrendszer sorvadaséval jar, orokletes betegségek egyik
leggyakrabban el6fordulé tagja a gyerekkorban lezajlo, X
kromoszémahoz kotott, ma még gydgyithatatlan Duchenne-féle
izomdisztrofia (DMD). A Duchenne-féle izomdisztréfia
kialakuldséért a disztrofin génben tortént mutdcié a felelds,
aminek kovetkeztében zavart szenved a disztrofin fehérje
termelddése a szervezetben.

A disztrofin fehérje a harantcsikolt izomrostot hatarold
membrénban, a szarkolemmdban elhelyezked6 fehérje
komplex, az dgynevezett disztrofin-asszocialt fehérje komplex
(Dystrophin-Associated Protein Complex, roviditve: DAPC)
egyik kulcsfontossdgi tagja. A DAPC szerepe, hogy
Osszekottetést  biztositson  az  extracellularis  maétrix
komponensek és az aktin alapud sejtvaz kozott, illetve szdmos
jelatviteli fehérjét képes a membranhoz kihorgonyozni. Ismert,
hogy az utrofin a disztrofin fehérje autoszomalis homoldgja,
szerkezetik nagyon hasonlé és részben helyettesithetik is
egymast a DAPC-ben.

A DMD betegek egy részében az izomsorvadas mellett, enyhe,
szelektiv kognitiv kdrosoddsok is fellépnek. A verbdlis 1Q, az
olvasasi képesség, a szovegértés €s a tanulési képesség érintett,
emellett memdriazavarok is el6fordulhatnak. Ezek a tiinetek
arra utalnak, hogy a DAPC-nek az idegi miitkodésben is fontos
szerep jut, bar ez a szerep ma még nem tisztazott.

Szdmos kutatds bizonyitja, hogy a kézponti idegrendszer ideg-
és gliasejtjeiben a disztrofin mellett egyéb DAPC fehérjék is
jelen vannak, melyek kolcsonhatasba lépnek egymassal,
kialakitva ezzel a kiilonbozé disztrofin-asszocidlt fehérje
komplexeket. Az agyban leggyakrabban el6fordulé disztrofin
fehérje a Dp71.

A disztrofin-rokon és disztrofin-kotd disztrobrevinek fontos
tagjai a DAPC-nek, mert a jelatviteli utakban részt vevo



adapter molekulédkat, a szintrofinokat képesek a komplexhez
kapcsolni. A disztrobrevinek csak a disztrofinon, vagy az
utrofinon keresztiil tudnak a DAPC-hez kétddni.

Ismereteink az agyban eléfordulé6 DAPC-k fehérje
Osszetételérdl, a komplexet alkot6é fehérjék lokaliz4cidjardl és
kolokalizacidjar6l elég hidnyosak, ami tovabbi kutatdsokat
indokol. Erdekes kérdés ugyanezen fehérjék eléforduldsanak
vizsgdlata a disztrofin fehérjét nem termelé mutdns, mdxPe®
egerekben. Mivel az agyon beliil a vér-agy gat kialakitdsaban
szerepet jatszO kapillarisok koriil is szdmos DAPC fehérje
megtaladlhat6, felmeriil a kérdés, hogy az egyéb szoveti gatakat
létrehozd szervekben (mint a herében, tiidében) vajon
eléfordulnak-e DAPC fehérjék.



A munka célja

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

II. Az o-disztrobrevin fehérje kimutatdsa gliasejtekben vad
tipusd és disztrofin hidnyos mdxP**’ egér agydban, az agyi
erekben. Egyes DAPC fehérjék, mint a 3-DB és az utrofin
kolokaliz4cidjanak vizsgalata o-DB-el gliasejtekben vad tipusu
egér agyi ereiben.

III. Miutdn az o-DB fehérjét idegsejtekben is sikeriilt
kimutatnunk a laterdlis hypothalamus teriiletén, célul tiztiik ki
annak kideritését, hogy az o-DB fehérjék koziil mely
izoformak lokalizadlédnak az idegsejtekben a vad tipusd és
disztrofin hidnyos mdxP* egér agyaban.

IV. A hypothalamus idegsejtjeiben kimutatott o-DB2/a-DB4
kolokalizacidjdnak vizsgdlata [B-DB és utrofin fehérjével,
illetve a hypothalamusban termel6dd egyes neuropeptidekkel,
mint a galaninnal, neuropeptid Y-al, melanin koncentral6
hormonnal és a neurondlis nitrogén-oxid szintetdzzal, vad
tipusi és disztrofin hidnyos mdxP* egér agyaban.

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



Anyag és modszer

A felhasznalt allatok

Felndtt, him Wistar patkdnyokat, felnétt, him C57BL/6 vad
tipust és mdx"**° transzgenikus egereket hasznéltunk.

Alkalmazott modszerek

A vizsgdlatok sordn immunhisztokémiai és immuncitokémiai
modszerek  segitségével  végeztink  fénymikroszkdpos,
immunfluoreszcens mikroszképos (egyszeres €s tobbszords
jeloléses)  illetve  transzmisszids  elektronmikroszképos
vizsgdlatokat.



Eredmények

Morfolégiai bizonyitékot szolgéltattunk a Dp71f
disztrofin izoforma ultrastrukturdlis lokaliz4cidjara
patkany agyban a hippocampus CA3 régidjanak stratum
lucidum rétegben.

A Dp71f-et axo-dendritikus és tiiskeszinapszisok
posztszinaptikus denzitdsdban taldltuk meg. A jelolt és
az ezekkel morfolégiailag azonos immunnegativ
szinapszisok  heterogén eloszldst mutattak. A
moharostok termindlisai 4ltal adott szinapszisokban a
Dp71f nem volt kimutathato.

A szinaptikus helyez6désen kiviil a Dp71f fehérjét
egyes mielinhiively nélkiili és mielinhiivelyes
axonokban is kimutattuk. A  kotegeket képzd
mielinhiively nélkiili moharostokban az immunreakci6
az axondlis membrdnt jelolte korbe. A mielinhiivelyes
axonokban a jelolés az axoplazmdban, a sejtvaz alkotd
elemekhez kapcsolédott. Mads, szerkezetileg hasonld
mielinhiivelyes axonokban jel6lés nem volt.

Uj eredményiink, hogy a Dp71f fehérjét sikeriilt az
irodalomban eddig nem emlitett sejtkompartmentben
(axonokban) kimutatni és elektronmikroszképos
bizonyitékot szolgaltattunk a Dp71f szinapszisok
posztszinaptikus denzitdsdban valé megjelenésére.

Néhany DAPC fehérje (a-DB, B-DB, utrofin)
lokalizaci6jat és kolokalizacigjat vizsgédltuk meg az
agyi erekben normdl és mdx"** egerekben.

Az o-DB az agyi erek faldban az asztrocita
végtalpakban volt jelen. Az «o-DB és az utrofin
fehérjék, illetve az a-DB és B-DB fehérjék minden
vizsgalt  agyteriileten a  kapillarisok  faldban
kolokalizdlédtak.



A disztrofin fehérjét nem termeld mdx’* 4llatok és a
vad tipusu egerek Osszehasonlitdsa alapjdn az Osszes
vizsgélt agyteriiletre vonatkozéan a mutdns dallatban
sokkal kevesebb ér volt immunpozitiv. Az
ultrastrukturélis  vizsgdlatokbdl —kideriilt, hogy az
immunjelolés a perikapillaris asztrocita végtalpakban
jOl észrevehetden lecsokkent. Hipotézisiink szerint a o
DB fehérje szintjének lecsokkenése a disztrofin
hianyaval magyarazhatd, mivel a disztrofin nélkiil a DB
nem tud a DAPC-hez kapcsolddni. Az, hogy a fehérje
nem tlinik el teljesen az erek faldbdl, feltehetden az
utrofin disztrofin helyettesitd hatdsdval magyarazhato.
A normdl és disztrofin hidnyos egerek agyi ereivel
kapcsolatos eredményeink tovabb bdvitik az erekben
felépiild DAPC szerkezetére vonatkozo ismereteket.

Uj eredményiink, hogy az o-DB fehérjét az agyi ereken
kivil az idegsejtek egy specidlis csoportjdban is
megtaldltuk, a lateralis hypothalamusban a Bregma -
1,22 mm és -1,94 mm kozotti teriileten, normal és
mdx5° egerekben. A fehérje az idegsejtek sejttestében,
nyulvanyaiban és szinapszisainak posztszinaptikus
denzitdsdban expresszalodik. A sejtesten beliill az
erdsen kitagult endoplazmatikus retikulum
ciszterndinak membrinjdhoz kapcsolddik a lumindlis
oldalon. A jelolt sejttestek kozelében 1€vé immunpozitiv
nyulvanyok és posztszinaptikus denzitdsok valdsziniileg
az immunpozitiv sejttestekhez tartoznak. Tisztaztuk,
hogy a vizsgdlt a-DB fehérjék koziil az idegsejtekben
csak az a-DB2 és/vagy az a-DB4 izoformak fejezodnek
ki, az a-DB I neuronokban nem expresszalodik.

Az a-DB2/a-DB4 a neuronok citoplazmdjéban a 3-DB
fehérjével kolokalizdlédott a laterdlis hypothalamus
koriilhatdrolhaté neuron csoportjdban. A P-DB a
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citoplazman kivil a neuronok sejtmagjdban is

megjelent. A B-DB olyan neuronokban is kimutathat6

volt, amelyek a-DB2-t nem tartalmaztak.

Kimutattuk tovabbd, hogy az a-DB2/0-DB4 az

utrofinnal, az nNOS-sal, NPY-al és a galaninnal nem

kolokalizdlodott ezekben az idegsejtekben, de az a-

DB2/a-DB4 tartalmid neuronok MCH neuropeptidet is
2 . Py bgeo

expresszalnak vad tipusd és mdx ° egerekben,.

A lateralis hypothalamusban lokalizdlt a-DB2/a-DB4

fehérje neurondlis megjelenése az irodalomban eddig

még nem leirt, teljesen 4j eredmény.

e Az idegrendszeren kiviil a herében és a tiidoben is
vizsgaltuk az o-DB fehérje eloszldsat vad tipusd
egérben, elektonmikroszképos szinten. Az o-DB a
herében a vér-here, a tiidében a vér-levegd git egyes
elemeiben volt kimutathat6. A herében az o-DB
fehérjét a  Sertoli sejtek  plazmamembranjanak
alaphartydval érintkez0 és a csirasejtek felé nézd
részén, tiidoben az alveolusok falat felépitd 1-es tipust
alveolaris epitélsejtek citoplazmdjaban detektaltuk
A herében és a tiildoben altalunk leirtak hozzdjarulnak a
vér-here, vér-levegd git és a DAPC kapcsolatdnak
tisztazasahoz.

Az egyes DAPC fehérjék lokalizacidja €s kolokalizacidja
hozz4ajarul a kozponti idegrendszerben, a herében €s a tiidoben
felépiild disztrofin-asszocialt fehérje komplexek szerepérol
meglévo ismeretek boviiléséhez €s hosszu tavon kozelebb visz
a DMD fiziolégiai és patoldgiai mechanizmusainak
megértéséhez.
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