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1. Bevezetés

Annak ellenére, hogy a sugarasuszéjuak rendelkeznek a legnagyobb diverzitassal
és egyedszammal a gerinces taxonok koézll, kutatottsaguk relative alulmarad a
madarakhoz és az eml6sdkhdz képest. A szakdolgozat eredetileg a sugarasuszoéju
halak, kulénésen a pontyfélék gliaszerkezetének vizsgalatara iranyult. Az
agyszbvetben megjelen6 GFAP (glidlis savanyu fehérje - intermedier filamentum)
mintazat és a vér-agy gat fehérjéinek kimutatasa altal a perivaszkularis glia
eloszlasanak feltérképezése volt a cél. A sugarasuszojuak perivaszkularis gliaja
morfologiailag erésen eltér a mas gerincesekben medfigyeltektél, ebben az esetben
ugyanis a gliasejtek nem végtalpaikkal 6lelik kérll az ereket, hanem nyulvanyaik
parhuzamosan futnak az érpalyakkal [1]. Az egyes vizsgalatok elvégzése utan kapott
eredmények azt mutattak, hogy a gliovaszkularis kapcsolat komponenseit nem tudjuk
kimutatni a csontoshalakban immunhisztokémiaval, ugyanakkor porcos halakban ez
sikerllt [2]. Felmerilt a kérdés, hogy a hiany valodi, vagy csak az altalunk hasznalt
modszerek nem elég érzékenyek. A tapasztaltakbdl kiindulva bévitettik a
vizsgalandoé allatok kérét a tébbi gerinces osztalybdl. Az dsszehasonlitas alapjaul az
eml&sokben megfigyelhetd képet vettik alapul. A komparativ vizsgalatok alapjan

ramutathatunk evolucios valtozasokra.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Taxonémia

Jelenlegi tudasunk szerint a sugarasuszoéju halak (Actinopterygii) a ma élé 6sszes
négylabu gerinces testvércsoportjanak tekinthetd, mivel az utdbbiak az izmosuszéju
halak (Sarcopterygii) leszarmazottai. A sugarasuszéjuak a Devonban bontakoztak ki.
A jelenlegi csoportok 6sei is ekkor alakultak ki, az uralkodé formak azonban a
pancélos 6shalak (Placodermi) és a porcos halak (Chondrichthyes) voltak [3]. A
valoédi csontos halak (Teleostei) a Permben jelentek meg és a mezozoikumban
kialakult a legtébb jelen él6 csoport és rendkivili valtozatossagra tettek szert, mind

tengeri, mind édesvizi kérnyezetben (1. abra). A jelenkori nagy diverzitas féként az

.....

keletkezett [4]. Az Actinopterygii osztalyon belll a valodi csontos halak kézal két
6regrend (az Ostariophysi és az Acanthopterygii) harom rendjéebdl vizsgaltunk
halfajokat, melyeket az Osszesitett fajlistan lehet megtekinteni (1. tablazat). Az
altalunk vizsgalt pontyalakuak és a harcsaalakuak egymas kézelebbi rokonai, mig a
sugéralakuak az evoluciésan legujabb vonalat képviselik a sugarasuszojuak

vilagaban.

Araripichthyidae +
Tselfatiformes +
Pholidophoriformes +
Leptolepidiformes +
lchthyodectiformes 4+
Elopomorpha
Osteoglossomorpha
Ostarioclupeomorpha
Clupeomorpha
Protacanthopterygii Salmoniformes
Euteleostei Esociformes
Stenopterygii
Meotelzostei Ateleopodomorpha
Cyclosguamata
Scopelomorpha

Acanthomorpha

1. abra: Teleostei térzsfa. A vizsgalt csoportok pirossal kiemelve. Tree of Life Web

Project alapjan [5].



A kétéltlek allnak legkdzelebb az izmosuszéju halakhoz, ezt bizonyitjak a fosszilis
adatok. A Devonban alakultak ki és hatalmas evolucids lépésként meghdditottak a
part menti éléhelyeket, ezaltal utat nyitva a gerincesek szarazféldi elterjedésének.
Recens harom rendjik, a farkos kétéltliek (Caudata), a békak (Anura) és a labatlan
kétéltiek (Gymnophiona), a mezozoikum els6é felében terjedtek el. Fontos
megjegyezni, hogy a ma él6 kétéltliek (Lissamphibia) nem tartoznak az Amniota
evolucios vonalba, hanem oldalagként szerepelnek a térzsfan [6]. Az Anura és a
Caudata rendbdl egyarant két-két fajt valasztottunk, a Gymnophiona taxon nem
szerepel jelen vizsgalatban. A farkos kétéltlek kézll a spanyol bordas gbtére és a
mexikoi axolotlra esett a valasztas, mivel kbnnyen beszerezhetéek és taxonomiailag
is viszonylag tavol allnak egymastél, hiszen az elébbi a szalamandrafélék, mig az
utobbi a harantfogugbte-félék csaladjaba tartozik. A békak rendjét az afrikai eredet(
térpe karmosbéka és a hazankban is honos hibrid, a kecskebéka képviselte a
vizsgalatban. A karmosbékak a pipabékafélék (Pipidae) csaladjaba tartoznak, &si
formanak szamitanak (Mesobatrachia alrend). A kecskebéka a valddi békafélék
(Ranidae) kbézé sorolhatd, a kis tavibéka (Pelophylax lessonae) €s a kacagobéka

(Pelophylax ridibundus) naszabdl létrejott fertilis hibrid faj (Neobatrachia alrend).

A magzatburkosok (Amniota) kézill a Diapsida csoport recens formait tekintve is
igen valtozatos, a paleontologiabol ismert csoportokrél nem is beszélve. A Synapsida
ma él6 képvisel6i az emldésdk. Figyelembe véve a tekndsbék U taxondmiai
besorolasat, az Anapsida képviseldi eltlintek az élévilagbol. Egyes szerzdk szerint a
teknds6k a Lepidosauriaval, tehat a gyikok rokonsagaval alkot, masok szerint inkabb
az alapi Archosauriakhoz allnak ké&zelebb, mindenesetre beleillenek a Diapsida
rokonsagba [7,8]. Ez az iras nem kivan taxonomiai vitat nyitni, elfogadja a tekn6sok
Diapsida szarmazasat. A ma él6 hullék kézul a Lepidosauria éregrend pikkelyes
halléi (Squamata) kerlltek be a vizsgalatba, ezen belil a gekkéfélék, a
kaméleonfélék, valamint a kigyok két csaladjabol valasztottunk allatokat. A madarak

osztalya a Diapsida-Archosauria fejl6édési vonalba tartozik [9].



1. tdblazat: Vizsgalt fajok. a) Amniota; b) Diapsida; c) Synapsida.

Osztaly (Classis) Rend (Ordo) Csalad (Familia) Faj - Species
. - Pontyfélék ponyt - Cyprinus carpio
Pontyalakuak (Cypriniformes) Cyprinidae aranyhal - Carassius auratus auratus
. _ Taorpeharcsafélék . .
Actinopterygii Harcsaalaklak (Siluriformes) Ictaluridae torpeharcsa - Ameiurus nebulosus
Bolcsdszajuhalfélék  |zebrasavos sigeér - Amatitlania nigrofasciata
Sugéralakuak (Perciformes) |Cyclidae Lombard sigér - Maylandia lombardoi
Red Jacob sigér - Aulonocara jacobfreibergi
gz?lamar&d_?felek spanyol bordas géte - Pleurodeles waltl
Farkos ketéfiek (Caudata) =2 S8 " 28—
aranttogugote-eiex. | olotl - Ambystoma mexicanum
o Ambystomatidae
Amphibia Valodi bekarélek
alodi bekalele kecskebéka - Pelophylax k. esculentus
L Ranidae
Bekak (Anura) Pipabekafelek
Pipidae torpe karmosbéka - Hymenochirus curtipes
- . b Mocsariteknds-félék  |vorosfill ékszerteknds - Trachemys scripta elegans
TeknGsok (Testudines) Emydidae sargafill ékszerteknds - Trachemys scripta scripta
Gekkaofélek leopardgekkd - Eublepharis macularius
Gekkonidae Standing-nappaligekkd - Phelsuma standingi
Rentilia® Kaméleonfélék sisakos kaméleon - Chamaeleo calyptratus
eptilia : - » |Chamaeleonidae parduckaméleon - Furcifer pardalis
Pikkelyes hilldk (Squamata) Pitonfélek _ _ _
Pythonidae kirdlypiton - Python regius
Siklofélék L L o ] o
Colubridae tajvani savosfarku siklo - Orthriophis taeniurus friesei
ab - . Galambfélék i o .
Aves Galambalakuak (Columbiformes) Columbidae postagalamb - Columba livia domestica
Mammalia®® Ragcsaldok (Rodentia) E%ﬁrgzlsk vandorpatkany - Rattus norvegicus

2.2.A vér-agy gat

A kdzponti idegrendszer jellemzdje, hogy a vértdl és a szdvetkdzti folyadéktol egy

hatarfelllet valasztja el, amelynek funkcidja, tébbek kdzétt, az idegsejtek megfeleld

mikoédéseéhez szikséges ionegyensuly megteremtése. Ezt a dinamikus barriert

kulénbdz6 tipusu sejtek alakitjak ki. Mar az allkapocsnélkilieknél (nyalkahalak -

Myxiniformes) megjelenik a haromrétegli vér-agy gat (2. abra). A gerincesek

tébbségénél a vérerek endothel sejtiei kozott létrejovd szoros zardkapcsolatok

(zonula occludens) hozzak létre a gatat, mig a lemezeskopoltyus porcos halakban

(Elasmobranchii) ezt a funkciot a perivascularis gliasejtek latjak el [1, 10].
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2. abra: A vér-agy gat szerkezete emlésdkbenben. Jol lathatd, ahogyan a gliasejtek
végtalpai kérbefonjak az erek falat. Az érfal és a gliasejt altal Iétrehozott kézds

bazalis laminaba pericitak agyazédnak [11].

A gliasejtek feladata sem elhanyagolhat6, mivel végtalpaikkal az ereket teljes
hosszukban beburkoljak, ezaltal masodik szigetelérétegként funkcionalnak az
anyagtranszport szempontjabél. A vér-agy gat harmadik komponense a két sejtréteg
k6zo6tt elhelyezkedd lamina basalis, amely all egy astroglialis és endothelialis eredetl
rétegbdl, melyek dsszetapadhatnak. A vér-agy gat kialakulasara indukalé hatassal
birnak az asztrocitak [1, 10]. Megjegyzend6, hogy egyes agyterileteken, a plexus
choroideusban és az un. circumventricularis szervekben (pl. eminentia mediana) a

vér-agy gat nyitott, illetve zart a subcommissuralis szervben [10].

Fontos kihangsulyozni az agyi hajszalereket alkotd endothel sejtek specialis
tulajdonsagait, mégpedig a rendkivlil alacsony permeabilitast és transzcellularis
transzport aktivitast (1/100, mint mashol), valamint a magas elektromos ellenallast.
Ezen tulajdonsagok mind a gat funkci6 megfelel6 betbltésének érdekében jottek
létre, ezek alapjaul pedig a mar emlitett tight junction tipusu sejtkapcsolat szolgal. A
zardkapcsolatok szorossagat tébb modon is képes szabalyozni a szervezet,
példanak okaért a NO* és a cGMP fokozzak, mig a cAMP csdkkenti a permeabilitast.
Mivel a passziv aramlas erésen korlatozott az endothel sejteken keresztiul, ezeért
specialis transzporterek szikségesek a megfeleld anyagaramlas biztositasahoz.
Ennek értelmében az endothel sejt luminalis és alaphartya feldli felszinén talalhato

transzportegységek kuldnbéznek. A luminalis oldalon a tapanyagok agyszévetbe



juttatasaért felelés szallitéfehériék és a felesleges, valamint potencialisan karosito
hatasu vegylletek eltavolitasaért felelés pumpak expresszalddnak (pl. P-glikoprotein,
Multidrog-rezisztencia proteinek). Mas efflux pumpak, t6bbek koézétt, a
neurotranszmitterek, a glutamat, a szerves savak vérpalyaba vald juttatasaért
felelések [1, 10].

Az asztrocitak végtalpainak alaphartyaval érintkezd részén membranba agyazott
vizcsatornak, ugynevezett akvaporinok (Agp) talalhatéak [12-14]. Ezen csatornak
tobb tipusat ismerjik, szervenkeént eltéré van jelen. Az asztrocitakra jellemz6 a 4-es
tipusu valtozat, de a sejttesteken eléfordul Aqp-9 is [15, 16]. Szakirodalom alapjan
elmondhatjuk, hogy az Aqp-4 szerves velejaréja a vér-agy gat kialakulasanak [10].
Jellemzb elrendez6désik a fagyasztva téréses elektronmikroszképos technika
alkalmazasakor megfigyelheté un. OAP (orthogonal array of particles), amelyben

stabil tetramer komplexet képeznek [17, 18].

2.3. Disztrofin-glikoprotein komplex

A disztrofin-glikoprotein komplex (DGC), az integrinek mellett, az egyik
legfontosabb sejt-extracellularis martix (ECM) kapcsold struktura. Szamos fehérje
alkotja, amelyek raftba rendezdédve foglalnak helyet (3. abra). Intracellularisan a
névadd komponens, a disztrofin, a disztrobrevin (Dbr) és a szintrofin helyezkednek
el. A disztrofin N-terminalisa régziti a komplexet a citoszkeletalis F-aktin kétegekhez,
C-terminalis fel6li része pedig a komplex tébbi 6sszetevdjével kapcsolodik, igy a
disztrobrevinnel és a szintrofinokkal, valamint cisztein-gazdag része a
disztroglikdnnal. A disztrobrevin és a szintrofin felelések a raft éppen adott
funkciojanak betoltéséért felelés membranfehériek, mint példaul a nikotinos
acetilkolin receptorok, illetbleg az Aqp-4 molekuldk klaszteres elrendezéséért,
tovabba stabilizaljak a komplexet [1, 10]. A disztrobrevinnek eddig harom izoformaja
ismeretes, az a, a B és a y, melyek kozll a y csak sugarasuszéjuakban talalhatod
meg. A y izoforma két exonnal kevesebbet tartalmaz, mint a 8 izoforma, ezen felll

szekvenciajukban viszont kézel azonosak [19].
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3. abra: A disztroglikan-komplex felépitése. Az &bran lathaté a disztroglikan
transzmembran (3, illetve extracellularis a alegysége, valamint az altalunk vizsgalt
Aqgp-4 OAP elrendezddése és a disztrobrevin az intracellularis része. Sweeney és
Barton alapjan [20].

A disztroglikan fehérjét a DAG1 gén kodolja, amely altal kddolt protein poszt-
transzlacios hasitassal két alegységre valik szét (4. abra). Béta alegysége (43 kDa)
transzmembran protein lévén rbgziti az extracellularis és intracellularis
komponenseket a sejtmembranhoz. Az a-disztroglikan (156 kDa) bazalis lamina
molekulak receptora, igy példaul kapcsolatot Iétesit a perlekannal, az agrinnal és a

lamininek kézil kihangsulyozva, a Lam-a2-vel [1, 10].
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4. abra: A DAG1 génrél keletkezd polipeptid. Zaccaria et al. 1995 [21]



Agyi erekben a DGC az asztrocitak végtalpaban van jelen, de természetesen mas
szbvetekben is el6fordul, sét kiemelked6 szerepe van az izomrostok megfeleld
szerkezetének kialakitasaban [22]. Erdekességképpen az endothelben integrin
tipusu ECM receptorok talalhatéak, raadasul mas laminineket képesek megkétni,

konkrétan a Lam-8-at és a Lam-10-et [1, 10].

3. Anyag és moédszer
3.1.Az allatok beszerzése

A felhasznalt allatok nagy részét allatkereskedésb6l vagy maganszemélyektdl
vasaroltuk, igy az 6sszes hullét, a kétéltlek egy részét és a slgéreket is. A
pontyokat és a harcsakat a kdzponti Vasarcsarnokbol szereztiik be. A kecskebékakat
a Debreceni Egyetemrél szereztik be, a postagalambokat pedig sajat tenyészetbdl.
A patkanyokat a Semmelweis Egyetem Anatomiai, Szévet- és Fejlédéstani

Intézetének allathaza biztositotta.
3.2. Az allatok elbkészitése és az agyak kioperalasa

A felhasznalt allatokat a le6lés el6tt parenteralisan, a hatsé végtag vagy a testfal
izomzataba adott injekcioval altattuk el. Az allatok agyanak fixalasa soran kezdetben
két médon jartunk el, immerziés vagy perfuzios mddszerrel. Immerziés modszer
alkalmazasakor a mélyaltatasban 1évé allatokat dekapitaltuk, majd a koponyatetd
eltavolitasaval és az agyidegek atvagasa utan az agyukat 6évatosan kiemeltik, ugy,
hogy a gerincvel6 kezdeti szakasza is kivételre kerlljon. Az eltavolitott agyat 4%-os
paraformaldehidet tartalmaz6 mianyag edényekben taroltuk 4°C-on. Perfuziés
fixalas esetén az allatok testliregét felnyitottuk és a szivkamraba vezetett kanillén
keresztll el6szoér fiziologias izotdnias sbdoldattal, majd 4%-os paraformaldehiddel
atmostuk a keringési rendszerikdn keresztlil az allatokat. Az agy kioperalasa
megegyezik az el6z6ekben ismertetett folyamattal. Az allatokbdl izommintakat is
vettiink, erre altalaban a jol kérllirhatdé végtag-, vagy testfal-izmok szolgaltak. Az
izmokban szintén megvizsgaltuk a DGC komponenseit, hogy kimutathatéak-e egy
masik, jellegzetes el6fordulasi helyén. A miveletek soran az altato, illetve a

fiziologias sooldat és a formalin mennyiségét az allatok testméretétdl figgben



hataroztuk meg. Az agyakat minden esetben legalabb tovabbi két napon keresztil
4%-o0s paraformaldehidben utdéfixaltuk. A western blotra szant mintakatat fixalas

nélkil, folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk, majd felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

3.3. A mintak feldolgozasa

Alapos fixalas utan az egyes agyakat 4-5 %-os agarba agyazva 70 ym vékony
metszetekre szeleteltik szagittalis sikban, Vibratome-mal az immunhisztokémiai
festéshez. A pontyfélék esetében 100 pm-es szeletek készitésére is sor kerllt a
lobus nervi vagi tertletérél, amelyeket elektronmikroszképos vizsgalat ala vetettiink.
A szeleteket penicillines Uvegekben taroltuk foszfat puffer (PBS, Sigma, 0,01 M)
kiséretében a felhasznalas idejéig, 4 °C-on. Minden agyteriletrél valogatasra
keriltek szeletek, amelyeket masfél éran keresztil 20%-0os normal kecskesavdban
inkubaltunk (disztrobrevin esetén normal l6savd). Erre a lépésre a nem-specifikus
kétbhelyek telitésének érdekében van szikség. A blokkolasi fazis utan fél oéran

keresztll PBS-es 6blitéssel eltavolitottuk a felesleges savot.

A primer ellenanyagok applikalasa elétt a puffert azidos 0,05%-os Triton X-100-at
tartalmazo PBS-re cseréltik le. A triton detergensként fellazitja a széveteket, az azid
konzerval. A primer ellenanyagokat sajat tapasztalat, valamint a gyart6 ajanlott
higitasi tartomanyat figyelembe véve mértik a szeletekhez. A hasznalt primer
ellenanyagok részletes informaciokkal megtekinthetéek (2. tablazat). Az inkubacio
ebben az esetben megkdzelitbleg 48 oran keresztul tartott 4 °C-on, hogy biztositsuk
az ellenanyagok megfelel6 reakcidjat. A primer antitesttel val6é inkubalas utan ujabb
mosas PBS-ben, majd a szekunder ellenanyag festési eljaras szerinti kivalasztasa és
a szeletekre applikalasa kdvetkezett (3. tablazat). Kétféle immunhisztokémiai festést
alkalmaztunk, fluorescens és peroxidaz alapu metddust. A fluoreszcens mobdszer
lényege, hogy a szekunder ellenanyag (immunglobulin-G) Fc részén meghatarozott
hullamhosszon t6rténd besugarzasra fluoreszkald molekula talalhaté. A
fluoreszcencia specialis mikroszképpal tekintheté meg és kettds jelzés s
kivitelezhetd vele, viszont természetes fénynél is igen hamar kifakul, ezért sétét
helyen, hidegen tarolandd. A szekunder antitestek felhelyezése és a metszetek
készitése ezen mddszer esetén a kdvetkezdek: 3 6ran keresztil PBS-ben higitott

szekunder oldatban azas, majd PBS mosas tovabbi egy éran keresztil. Az inkubacié
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lehetbleg soététben térténjen, a fluoreszcens tag ugyanis veszit hatékonysagabol
fényexpozicid hatadsara. A metszetek felhuzasa Petri-csészében térténik, desztillalt
vizben. A targylemezre par csepp 50%-0s glicerint helyeziink Pasteur-pipettaval,
majd a fed6lemezzel dvatosan lefedjik, a metszet széleit lelakkozzuk és sétét, hideg

helyre helyezzik.

2. tablazat: A vizsgalat sordan hasznalt primer ellenanyagok. A jeldlések a

kévetkezbek: * monoklonalis; ** ploklonalis.

Antitest Faj Gyarto Higitas
anti-p-disztroglikan |egér * Movocastra |1:100
anti-akvaporin-4 nyal * Sigma 1:200
anti-diszirobrevin  |kecske ** | Santa Cruz [1:100
anti-GFAP nyal ** Dako 1:100

A masik mddszer a szintén altalanosan hasznalt peroxidaz-szubsztrat szinreakcio
elvén alapul. Az altalunk hasznalt valtozatban a szekunder IgG Fc végén avidin
segitségével biotinhoz ko&tott tormaperoxidaz (HRP) a DAB (3,3'-diaminobenzidin)
szubsztratot H,0O, jelenlétében oxidalja, ezaltal szinreakcié jon létre. Elénye, hogy
hosszu tavon tarolhaté szobahdédmérsékleten és fényen egyarant, specifikusabb
reakciot ad, viszont a festés sikerességét nagyban befolyasolja a munkat végzé
szemely szubjektiv véleménye a szinreakcié erbsségérdl. Az id6 elére haladtaval
ugyanis a metszetek szine egyre sététul, mig végil megkilénbdzhetetlen lesz a
specifikus jel és a hattér egységes barnasaga. Tovabbi hatranya, hogy egyes
szubsztratok karosak lehetnek az egészségre. A kévetkezbkben a HRP-DAB festés

folyamatanak részletes leirasa kévetkezik.

A szekunder antitesttel (3. tablazat) masfél 6ran at inkubaljuk a szeleteket. Fél 6ra
PBS mosas utan kévetkezik az enzim felvitele a szeletekre, mégpedig a Vectastain®
(Vector Laboratories, higitas 1:100) ABC kit felhasznalasaval, amely egy avidinhez
rogzitett biotinilalt peroxidaz komplex. Ez a komplex az avidinen keresztul régzil az
ellenanyag biotinjdhoz. Masfél 6ran keresztul hagyjuk a reagenseket kibontakozni,
majd féloras TBS (0,05 M Tris-HCI puffer, pH 7,4) mosas kdvetkezik. Maga az
eléhivas TBS-ben oldott DAB-al (60uL/100mL) térténik, Petri-csészében. A folyamat

ezen része csak par percet vesz igénybe, de nagyfoku dsszpontositas szikséges
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hozza. A szeleteket ezutan targylemezre helyeztik és két napig szaradni hagytuk,

majd DePeX segitségével lefedtik.

3. tablazat: Felhasznalt szekunder szérumok.

Konjugalt molekula | Ellen Eredet Gyarto Higitas
Alexa 555 eger SZamar Alexa Fluor 1:250
Alexa 488 nycl SZAMAr Alexa Fluor 1:250

biotin eger 16 Vector 1:100

Minden egyes immunhisztokémiai vizsgalat soran a szeletek mellé patkany
telencephalon szeleteket is helyeztink, amelyek pozitiv kontrollként szolgaltak.
Negativ kontrollként primer ellenanyaggal kezeletlen sorozatokat hasznaltunk,
amelyeken szintén végigvittik az immunhisztokémiat. Az izmokbdl vett mintak
feldolgozasa soran is hasonldan jartunk el, azzal a kilénbséggel, hogy a beagyazas
paraffinba tértént, valamint az ellenanyagokkal val6 kezelések mar a targylemezre

felvitt szeleteken valosult meg.

3.4. Kiértékelés

A kiértekeléshez egy Olympus BX51 mikroszkopot hasznaltunk, a képeket a
hozzacsatolt DP50 digitalis kameraval készlltek. Az egyes sorozatokhoz tartozé
patkanyagy szeletek bizonyossagot adnak a reakcid sikerességérél és viszonyitasi
pontként szolgalnak. Mivel az altalunk vizsgalt fehérjék a vér-agy gatban vagy annak
kdzelében fordulnak eld, az ellenanyagok Iényegében az érpalyakat jel6lik ki. Ennek
értelmében a disztroglikan (Dg), a disztrobrevin (Dbr), az akvaporin-4 (Agp) és a
laminin (Lam) ellen iranyuld immunhisztokémia esetén pozitiv eredménynek
szamitjuk, ha a mikroszkopban folyamatos fallal rendelkez6 kapillarisokat latunk a
szbvet mélyén, tehat nem az ependimalis vagy a meningealis felszinen. A GFAP
festés pozitivnak minésil, ha a gliasejtek nyulvanyai kifejezetten erésebb reakciét

mutatnak a hattér szinénél.

3.5. Elektronmikroszkopia

Pontyon és tekn6sdn végeztink pre-embedding immunhisztokémiai reakciot

GFAP ellen. A szévetmintakon elvégzett immunreakcié utan azokat fél éran keresztiil
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kezeltik 1%-os ozmium-tetroxid oldattal. PBS mosast kdvetéen felszalld
alkoholsoron dehidrataltuk a metszeteket. Ezutan propilén-oxidos immerzid
kbvetkezett, majd epoxi-gyantaba agyaztuk az agyszeleteket. Félvékony metszeteket
készitettiink és megjeldltiik a szamunkra érdekes teruleteket, majd ultramikrotommal
(Reichert Ultracut S) utlravékony metszeteket szeltink. Ezeket gridre felvéve
vizsgaltuk egy JEOL 100B tipusu elektronmikroszkopon, a képek Sys Morada

digitalis kameraval készultek.

Tekn6son immunreakcio nélkili megfigyelést is végeztink (melléklet 13. abra). A
feldolgozas ekkor uranil-acetattal és 6lom citrattal tértént, a fixalas és a metszés nem

kilonbozott.
3.6. Western-blot

A mintakat a folyékony nitrogénben fagyasztott agyabol készitettik el Potter
homogenizatorral segitségével. Osszesen 5 mintat vizsgaltunk: lombard siigér (S)
0,2 g/0,8 mL (fagyasztott agytémeg/ olddészernek hasznalt PBS), térpe karmosbéka
(B), axolotl (A), Standing-nappaligekk6 (G) és patkany (P), mind 0,06 g/0,3 mL
mennyiségben. A sugér esetéen 20 pL, a tébbi minta esetében 6 L, 1:1 proteaz-
EDTA (Thermo Scientific) keveréket adagoltunk a proteinek bomlasanak elkertilése
érdekében. A Western blot tovabbi fazisainak elvégzése a SZIE AOTK Anatémiai és
Szdvettani Tanszékén kerilt sor, az Elettani és Biokémiai Tanszék
modszert alkalmaztunk. A meghatarozott koncentraciék 100x higitason 1000 ug/mL
kérdl mozogtak, kivéve a gekkd esetében, amikor az érték 1500 ug/mL folé esett.
llyen mértéki eltérést nem tekintettiink |ényegesnek, igy nem korrigaltuk tovabbi

higitassal.

A fehérjek szétvalasztasa SDS-PAGE modszerrel, 0.75 mm vékony gélen tortént
(futtatd gél: 10% akrilamid, 2,7% bisz-akrilamid; zsebes gél 4% akrilamid, 2,7% bisz).
A futtatas soran 4 uL protein homogenizatumot adtunk 36 uL minta pufferhez (0,5 M
Tris bazis, pH 6,8), majd 80 uL-re higitottuk Laemmli pufferrel. A gél zsebeibe
egyenkéent 10 pL-t pipettaztunk be Hamilton fecskendével. A futtatott mintak

elrendezése a két, egyenként 10 zsebes gélen a kévetkez6 volt: molekulatdmeg
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marker (Novex® BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder), patkany, stugér, béka,
axolotl, gekkd és patkany. A masodik patkany mintara amiatt volt szikség,, hogy
régioba. Futtatd pufferként 0,025 M Tris bazis, 0,192 glicin és 0,1% SDS 6sszetétell
oldatot hasznaltunk, az elektroforézis 200V-on, 40 mA-es aramerésségen toértént. A
szétvalasztott fehérjéket PVDF (polivinilén-fluorid) membranra blottoltuk 50 V, 300mA
aramerOsséggel, 42 perces id6beallitassal. A blottolashoz optimalis idétartamot
empirikus modon kovetkeztettik ki, ugyanis 1 6ra alatt a proteinek atfutottak a
szUr6papirba, fél o6ra alatt viszont nem mentek at a membranra. A primer
ellenanyagokkal vald inkubacio elétt 5% sovany tejport tartalmazé TBS-ben (10x)
kezeltik a membranokat, a nem specifikus kétések telitésének érdekében. Ugyanazt
az anti-Dg primer ellenanyagot hasznaltuk, mint az immunhisztokémia soran, 140x
és 300x higitassal TBST-ben (TBS, 0,1% Tween20) és két napon keresztul aztattuk,
hdtében, folyamatos mozgatassal. A primer oldat eltavolitdsa utan 15 percen
keresztll 1%-o0s sovany tejport tartalmazd TBS-el mostuk, majd masfél oras
inkubacio koévetkezett a szekunder ellenanyaggal (250x higitas). A kezelés utan 45
perces mosas kovetkezett, ugyanazon pufferrel, amit a két inkubacio kozott
hasznaltunk. Az el6hivast kemilumineszcens jel6léssel (Thermo Scientific:
SuperSignal™) Réntgen filmen végeztik, harom kulénbdz6 ideig (fél perc, 1 perc és

2 perc).

4. Eredmények

4 1. Immunhisztokémia

A sugarasuszoéjuakban a B-Dg elleni immunhisztokémia nem mutatott reakciot
egyik vizsgalt faj egyik agyteriletén sem (5. abra). Ugyanakkor porcos halakban egy
korabbi vizsgalat j6 reakcidét eredményezett [2] (melléklet 7 abra). A békak szintén
negativ eredményeket mutattak (6. abra), amely meglep6, ha figyelembe vessziik,
hogy a farkos kétéltliek esetén pozitiv reakciot tapasztaltunk (melléklet 8. abra). Az
Osszes altalunk vizsgalt Amniota pozitivimmunreakciét jelzett az emldsre kifejlesztett

antitesttel. A melléklet 9. abra a hullék, mig a 10. abra a madarakat mutatja be.
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A disztrobrevin ellen iranyul6é kimutatasok csak az emlésékben és a madarakban
voltak sikeresek, mas csoportokban nem talaltunk pozitivitast (melléklet 11 abra).

Sajnos az antitest kidregedett, igy a késdbbi vizsgalatokban melléztik a hasznalatat.

Az Aqp-4-et megtalaltuk az Amniotakban, mas taxonokban viszont nem volt

meggy6zd bizonyiték a jelenlétére (melléklet 12 abra).

Patkany Dg Siigér tectum (3 Cichlida)

e e L
Siigér medulla PSHESEFTectm

-

eI eSS e L

Egyéb vizsgalt fajok: ponty, aranyhal, torpeharcsa

5. abra: Zebrasavos sigér kilénbdzé agyterileteinek disztroglikan (Dg) reaktivitasa
patkannyal &sszehasonlitva. Amig az utdbbin jol kirajzolédnak az erek, a sugér
esetében nem latunk immunreakciot. A jobb alsé kép HRP méddszerrel készilt; az
erek nem kontinuusak (nyil), mivel nem az érfalon Iévd ellenanyag, hanem a
vorésvérsejtek endogén peroxidaz enzimei jeldlik ki az érpalyat, tehat az eredmény

negativ.
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6. abra: Kecskebéka Dg telencephalon 200x nagyitassal. A gyodngyfuzérbe

rendez6détt, ovalis vordsvérsejtek (fehér nyil) kirajzoljak az érpalyat, az érfal csak

gyengén jeldlt (fekete nyil).

4.2. Elektronmikroszkopia

A pontyon végzett immunfestés sajnalatos modon nem lett a legszebb,
valoszinlileg a hasznalt fixald6 ozmotikus viszonyai rongaltdk meg a szévet
ultrastrukturajat. Ennek ellenére a kapott mintazat hden tukrézi a GFAP vart
el6fordulasat, vagyis az ereken oszlopszerlen jelen 1évé asztroglia végtalpakat (13

abra).




13. abra: Ponty anti-GFAP elektronmikroszképos felvétel. Az érfal (sarga nyil)

oldalaban jol lathaté a GFAP-csapadék (piros nyil). Az ér belsejében egy

vorosveérsejt lathatd (piros csillag).

A teknbsdkon végzett Dg festés sikeresnek bizonyult és kirajzolta az érfalhoz

csatlakozé asztroglia végtalpakban megjelené DGC-et.

4.3. Western blot

A fehérjeszétvalasztas soran csak a disztroglikan fehérjét vizsgaltuk meg, amint
az a metodikaban szerepel. Ebben az esetben az eredmény pozitiv lett azokban az
allatokban is, amelyek negativ eredménnyel szerepeltek az immunhisztokémia
soran. Az altalunk végzett kimutatas tisztan kvalitativ jellegli, azonban a savok
vastagsagabol megallapithatd, hogy az Anamnidtakban lényegesen kisebb a Dg

expresszioja (14. abra).




14. abra: Western blot, anti-Dg primer, 140x higitas, 2 perces elOhivassal. A
molekulatémeg marker nem lathatd, mivel nem kététt hozza ellenanyag. A savok 64
kDa és 36 kDa kozott talalhatéak. Jeldlések: MtM: molekulatémeg marker, P:
patkany, S: sugér, B: karmosbéka, G: gekkd, a haromszégek a membran széleit

mutatjak.
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5. Megbeszélés

Elvégeztink egy dsszehasonlitdé vizsgalatot a gerincesek kdrében a disztroglikan
fehérje és az egyes vele kapcsolt fehérjék (disztrobrevin, agvaporin-4), mint a vér
agy gat szempontjabdl jelentés komponensek, kimutatasaval. A legtébb gerinces
osztalybdl, eltér6 taxondémiai hattérrel rendelkezd Aallatokat szereztink be, igy
nemcsak az osztalyok kozétti, de az egyes osztalyokon bellli kilénbségekre is
ramutattunk. Vizsgalatunk kiterjedt a halak kdzil a ponty-, harcsa- és sltigérfélékre; a
kétéltiek mindkét rendjének két-két csaladjara (szalamandrafélék és harantfogugéte-
félek a farkos kétéltlekbdl; pipabékafélék és valodi békafélék a békak rendjébdl); a
hallék Lepidosauria kladjanak képviseldire: a gekkdkra, kaméleonokra és kigyokra;
Odsszehasonlitva 6ket a postagalamb és a vandorpatkany kdézponti idegrendszerében
fellelnetd mintazatokkal. A vizsgalatokat az allatok agyabdl készilt keresztmetszetek
immunhisztokémiai festésével végeztik és a disztroglikan fehérjét western blot altal

is kimutattuk.

Az immunhisztokémiai vizsgalataink eredményébdl azt a kévetkeztetést vonhatjuk
le, hogy a Dg megtalalhaté az allkapcsosakban, viszont a sugarasuszojuakban és a
békakban nem mutathatd ki az emlésre hasznalt ellenanyaggal. Sajnos a
vazizmokon végzett immunhisztokémia nem nyujtott egyértelmi eredményt a
disztroglikannal kapcsolatban, noha reakciot megfigyeltiink minden esetben. A kapott
eredmeényt ugy is értékelhetjik, hogy a Dg egy 6si, konzervativ protein, azonban az
altalunk emlitett két csoportban eltint. Az eset hasonlatos a C-vitamin
szintetizalasanak elvesztésével emberben és tengerimalacban, amikor mas emiésék

pedig képesek ra.

Genom adatbazisok és szakirodalom alapjan azonban kizarhatd, hogy a gén
hianyozna a sugarasuszojuak génrepertoarjabdl. A disztroglikan gén nemcsak hogy
jelen van, hanem raadasul tébb példanyban is szerepel a genomban [23, 24]. A
szerz6 szerint a valodi csontos halak genomjaban tértént egy duplikacios esemeény.
Lehetséges, hogy az eredeti DAG1 gén pszeudogénné valt a folyamat soran, vagy
csendesités alatt all és a keletkezett masolatai kézil az expresszalodik helyette,
amely mutacié kdvetkeztében elveszitette az emlds ellenanyag altal kététt epitopot,

akkor megtalaltuk a probléma forrasat.
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A fenti ellentmondast feloldhatja a maszkirozottsag problémaja, azaz a fehérje
szerkezete nem teszi lehetévé, hogy az ellenanyag specifikus helyre bekéssén. Mivel
a [B-disztroglikan a sejtmembranban talalhato, igy az epitopot elrejtheti a lipid
kettbsréteg vagy a sejtfelszinen talalhatoé glikokalix. A Western blot analizis soran
tapasztaltak igazoljak ezt az allitast, mivel denaturalt allapotban 1évé fehérjét
ugyanazon ellenagyag képes volt érzékelni. Az el6z6ekbdl arra a konszenzusra
jutottunk, hogy a disztroglikan jelen van az ésszes altalunk vizsgalt gerinces kdzponti
idegrendszerében, azonban strukturalis okok miatt immunhisztokémiaval nem, vagy
csak részben lehet kimutatni, a sugarasuszéjuak és a kétéltliek esetében,
értelemszerien. Nem talaltunk irodalmi adatot arrél, hogy mi okozhatja a kétéltlieken
beluli kulénbséget. A sugarasuszéjuak és a békak esetében medfigyelt negativ

eredmények valoszinlleg fliggetlen események.

A disztrobrevin eredmények alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatnank le, hogy a
DGC egyes alkotdéi nem egyszerre jelennek meg a toérzsfejlédés soran, valamint
szovetspecifikusak. A szakirodalom szerint viszont a Dbr igenis megtalalhaté az
alacsonyabb rendliekben is [19].

Az akvaporin vizsgalataval egyrészt parhuzamosan jeléltik a DGC-et, igy annak
jelenlétét vagy hianyat bizonyithatta, masrészt a fehérje OAP-n kivlli megjelenését
tintethette fel. Szakirodalom szerint az OAP elrendez6dés megtalalhatd
eml6sdkben, madarakban és hullékben [25], a struktura viszont hianyzik a valddi
csontoshalakbdl és a kétéltliekbdl. Ugyanakkor rajakban szintén megfigyelhetd
hasonld, viszont nem ortogonalisan elrendezett szerkezet [26]. Az eredményeink
dsszhangban vannak a fenti allitasokkal. Ahol az OAP nincs jelen, ott Aqp-4-et sem
talaltunk, viszont az OAP hianya nem feltétlenul jelenti az Agp hianyat, hiszen annak

csak az M23-mas izoformaja képes ilyen elrendez6dést kialakitani [27].

A tekn6sdkodn végzett EM vizsgalatbdl azt allapitottuk meg, hogy ugyanugy, mint
az emlésdkben, a teknbésdkben is extraendothelidlis a DGC, tehat a disztroglikan
glialis eredetli. Az eredmény &sszhangban van a gerincesek vér-agy gat

szerkezetével.

6. Osszefoglalas
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A gerincesek osztalyaibdl tébb reprezentativ faj vizsgalatdn keresztil
6sszehasonlitottuk a disztrofin-glikoprotein komplexet (DGC) alkot6é fehérjéket és a
perivaszkularis glia szerkezetét a GFAP jel6lése altal. A vizsgalatokat az allatok
kulénb6zo agyterileteibdl készitett keresztmetszeteken végeztik
immunhisztokémiaval, illetve  elektronmikroszképos technikaval. A DGC
komponensei kézul a disztroglikan, a disztrobrevin és az akvaporin-4 kerult
kimutatasra. Az allatokbdl izommintakat is vettink és megvizsgaltuk a disztroglikan
expresszidjat. A disztroglikan a sugarasuszojuakban és a békakban nem volt
kimutathato, amely varatlan volt egyes irodalmi DNS adatokkal Feltételezhetjik, hogy
a negativ eredmény az immunhisztokémiai reakciokért felelés epitopok
maszkirozottsaganak koévetkezménye. Western blot analizissel kimutattuk a
disztroglikan fehérjét minden altalunk vizsgalt taxonban, tehat elmondhatjuk, hogy a
fehérje jelen van, viszont sértetlen szévetben nem ad reakciot az emlés antitestekkel.
A disztrobrevin eredményeink szintén ellentmondanak a szakirodalomban irottakkal,
de ez feltehetéen hiba eredménye. Az akvaporin-4-re vonatkozé eredmények

megfelelnek az OAP kimutatasaval nyert adatokkal.

7. Summary

We have performed a comparative observation on the komponents of the dystrofin
glycoprotein complex (DGC) in the central nervous system of several representative
species from different vertebrate taxa. We made floating cross sections from the
animal's brains and stained them against dystroglycan (Dg), dystrobrevin (Dbr) and
aquaporin-4 (Agqp-4) via immunohistochemistry. We also studied the DGC
components in muscle tissues and the GFAP distribution in brain to mark the
perivascular glia via electronmicroscopy. Our results showed that the Dg is absent in
ray-finned fishes and frogs, which contradict with the literature. Further investigation
with Western blot showed that Dg is present in those taxa but in a reduced amount.
This means the antibody made for mammals is able to react with the piscine Dg in
intact tissues, but the protein itself is probably masked. We haven't found
dystrobrevin in anamniotes which also contradicts with some data. We did not found

Aqgp-4 in taxa in which no OAP structure has been described in the literature.
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8. Mellékletek

Galeognorh capa Dg

Mesencephalon

Telencephalon

Raja(gerincvelo

Squalomorf capa (telencephalon)

Tomorfeji (telencephalon)

7. abra: Kulénféle porcos halak anti-B-disztroglikdn immunfluorescens festése. Az

érpalyak jol kirajzolddnak. Ari Csilla és Kalman Mihaly [2].




Patkany Dg Béka (kecske, karmos)

Bordas gote Axolotl

8. abra: Kétéltlek agyanak keresztmetszeti szeleteibdl készllt anti-B-disztroglikan
festés, fluoreszcens immunhisztokémiaval. Osszehasonlitasként a bal felsé kép

patkanybol szarmazik.
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Teknds (Trachemys, Chrysenys) Dg (Cerebellum)
(Neopallium)

Kaméleon (DVR)

Vizsgalva még: agama, piton, gekko

9. abra: Tekn8s és kaméleon anti-p-disztroglikan immunhisztokémia, fluorescens

modszerrel. Mindkét allatban jol megfigyelhetéek az érhaldzatok.
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10. abra: Csirke Dg (piros) és Aqgp-4 (z6ld) kettds jeldlés cirkumventrikularis
szervben. A harmadik agykamra (3V) falaban elhelyezked® tanycitak nyulvanyai
(nyilak) Agp-4 pozitivak, mig a Dg az agyszdvet ereit rajzolja ki. A csillag a

hipotalamuszt jelzi [25].
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11. &bra: Galamb anti-Dbr, HPR alapu immunhiszokémia. A nagyobb atméréji

ereken kivil (fekete nyil) a kapillarisok is kirajzolédnak (sarga nyil).
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| Axolotl

12. abra: Anti-Agp-4 immunfluoreszcens és HRP festés. Lathatban az Anamniotak

nem mutatnak pozitiv reakciét, mig az Amniotak esetében kirajzolédnak az érpalyak

(piros nyilak).
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13. abra: Teknés Dg elektronmikroszkdpos felvétel. A piros nyil a kicsapédott Dg-

ellenanyag komplexet jel6li.




HuVetA - SZIA

ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

N BV o

Az atadott fajlok szama: ...

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzd, illetve a szerzdi jogok tulajdonosa nem
kizarélagos jogot biztosit a HuVetA és a SZIA szamara, hogy archivalja (a tartalom
megvaltoztatasa nélkil, a megbrzés és a hozzaférhetéség biztositdsanak érdekében) és
masolasvédett PDF formara konvertélja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve
annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA és a SZIA egynél tobb (csak a HuVetA és a SZIA
adminisztratorai szamara hozzaférhetd) masolatot tarolion az On altal atadott
dokumentumbdl kizardlag biztonsagi, visszaallitasi €s meg6rzési célbol.

Kijelenti, hogy a atadott dokumentum az On mive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozédan. Kijelenti tovabba, hogy a m
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzéi jogat. Amennyiben a
mi tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell
tintetnie, hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzéi jog tulajdonosatol arra, hogy
engedélyezhesse a jelen megallapodasban szerepl6 jogokat, és a harmadik személy altal
birtokolt anyagrész mellett egyértelmien fel van tintetve az eredeti szerz6 neve a miivon
beldl.

A szerzbi jogok tulajdonosa a hozzaférés kérét az alabbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban/SZIA-ban tarolt mdvek korlatlanul hozzaférhetéve
valjanak a vilaghalén,

a Szent Istvan Egyetem belsé haldézatara (IP cimeire) korlatozza a felt6ltott
dokumentum(ok) elérését,

a SZIE Allatorvos-tudomanyi Kényvtarban talalhatd, dedikalt elérést biztosito

szamitdgépre korlatozza a feltoltétt dokumentum(ok) elérését,
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csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzéaféréssel),

* Jelen nyilatkozat az 5/2011. szamu, A Szent Istvan Egyetemen folytatott tudomanyos publikaciés tevékenységgel
kapcsolatos adatbazis kialakitasarol és alkalmazasarol cimd rektori utasitdshoz kapcsolddik, illetve annak alapjan
készilt.

Kérjuk, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
kényvtarban.

Amennyiben a feltéltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a
mUre vonatkozoan.

A HuVetA/SZIA Uzemeltet6i a szerz6, illetve a jogokat gyakorlé személyek és szervezetek
iranyaban nem vallalnak semmilyen felelésséget annak jogi orvoslasara, ha valamely
felhasznalé a HuVetA-ban/SZIA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté médon
visszaélne.

Budapest, 201... év ................ hé ......... nap

alairas

szerzb/a szerzbi jog tulajdonosa

A HuVetA Magyar Allatorvos-tudoméanyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive a
Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudoményi Kényvtar, Levéltar és Muzeum altal miikédtetett
Szakterlileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar allatorvos-tudomany és -térténet
dokumentumait, tudasvagyonat elektronikus formaban 0&sszegydjtse, rendszerezze,
megdlrizze, kereshetbvé és hozzaférhetbévé tegye, szolgaltassa, a hatalyos jogi
szabalyozasok figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerl informatikai lehet6ségek felhasznalasaval biztositja a kénnyd,
(internetes keres6gépekkel is miikodb) kereshetéséget és lehetéség szerint a teljes szbveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- a magyar allatorvos-tudomany hazai és nemzetkdzi ismertségenek névelése;
- a magyar allatorvosok publikacioira tértend hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztlil a hazai allatorvosi folydiratok impakt faktoranak névelése;
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- az Allatorvos-tudoményi Kar és az egyiittmiik6dé partnerek tudasvagyonanak
koncentralt megjelenitése révén az intézmeények és a hazai allatorvos-tudomany
tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a Szakmai kapcsolatok és egylittm(ikédés elbsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatasa.

A SZIA Szent Istvan Archivum a Szent Istvan Egyetemen keletkezett tudomanyos
dolgozatok tara.
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Témavezetdi nyilatkozat

Alulirott Prof. Dr. Kalman Mihaly kijelentem, hogy Sebdk Olivér ,A disztrofin-
glikoprotein komplex komponenseinek vizsgalata gerinces taxonok kdzponti
idegrendszerében” c. szakdolgozatanak tartalmat ismerem, az abban foglaltakkal

egyetértek, és a dolgozatot benyujtasra, illetve védésre alkalmasnak tartom.

Budapest, 2014. majus 05.

Prof. Dr. Kalman Mihaly
Egyetemi tanar
Semmelweis Egyetem;

Anatdémiai, Szbvet- és Fejlédéstani Intézet

32



9. Irodalomjegyzék

[11 Helmut Kettenmann, Bruce R. Ransom: Neuroglia, Second Edition. Oxford:
Oxford University Press, 2005. 601.

[2] Ari Csilla és Kalman Mihaly ECCN6 (European Conference on Comparative

Neurobiology), 2010, Valencia, Spanyolorszag.

[3] Janvier, Philippe. 1997. Gnathostomata. Jawed Vertebrates. Version 01 January
1997. http://tolweb.org/Gnathostomata/14843/1997.01.01 in Tree of Life Web Project,
http://tolweb.org/

[4] Johnson, G. David and E. O. Wiley. 2007. Acanthomorpha. Version 09 January
2007. http://tolweb.org/Acanthomorpha/15088/2007.01.09 in The Tree of Life Web
Project, http://tolweb.org/

[5] Lundberg, John G. 2006. Teleostei. Version 18 August 2006.
http://tolweb.org/Teleostei/15054/2006.08.18 in The Tree of Life Web Project,
http://tolweb.org/

[6] Laurin, Michel. 2011. Terrestrial Vertebrates. Stegocephalians: Tetrapods and
other digit-bearing vertebrates. Version 21 April 2011.
http://tolweb.org/Terrestrial_Vertebrates/14952/2011.04.21 in The Tree of Life Web
Project, http://tolweb.org/

[7] Hugall AF, Foster R, Lee MS. 2007. Calibration choice, rate smoothing, and the
pattern of tetrapod diversification according to the long nuclear gene RAG-1. Syst
Biol. 56(4):543-63.

[8] Rieppel O, deBraga M. 1996. Turtles as diapsid reptiles. Nature
384:453-454.

[9] Laurin, Michel and Jacques A. Gauthier. 2011. Diapsida. Lizards, Sphenodon,
crocodylians, birds, and their extinct relatives. Version 20 Aprii 2011.
http://tolweb.org/Diapsida/14866/2011.04.20 in The Tree of Life Web Project,
http://tolweb.org/

[10] Huszti Zsuzsa, Kalman Mihaly: Glia. Budapest: Akadémia Kiado, 2008. 552.

33



[11] Réhlich Pal: Szdvettan. Budapest: Semmelweis Kiadd, 2006. 532.

[12] Agre P, King LS, Yasui M. Aquaporin water channels from atomic structure to
clinical medicine. J Physiol. 542:3-16, 2002.

[13] Amiry-Moghaddam, Ottersen OPé. The molecular basis of water transport in the
brain. Nature Rev Neurosci 4:991-1001, 2003.

[14] Engel A, Fujiyoshi Y, Agre P. The importance of aquaporin water channel protein
structures. J EMBO 19:800-806, 2000.

[15] Nielsen S et al. Specialized membrane domains for water transport in glial cells:
high-resolution immunogold cytochemistry of aquaporin-4 in rat brain. J Neurosci
17:1771-180, 1997.

[16] Elkjaer M-L et al. Immunolocalization of AQP9 in liver, epididymis, testis, spleen
and brain. Biochem Biophys Res Comm 276:1118-1128, 2000.

[17] Brightman MW, Reese TS. Junctions between intimately apposed cell
membranes in the vertebrate brain. J Cell Biol. 40:648-677, 1969.

[18] Wolburg, H. Orthogonal arrays of intramembranosus particles: a review with

special reference to astrocytes. J Hirnforsch. 36:239-258, 1995.

[19] Hong Jin, Sipin Tan, et al. The dystrotelin, dystrophin and dystrobrevin
superfamily: new paralogues and old isoforms. BMC Genomics 8: 19, 2007.

[20] Sweeney HL, Barton ER. The dystrofin-associated glycoprotein complex: What
parts can you do without? PNAS, 97:13464-13466, 2000.

[21] Zaccaria et al. Mechanisms of Angiogenesis. 1995.

[22] Genri Kawahara et al. Drug screening in a zebrafish model of Duchenne
muscular dystrophy. PNAS 108:5331-5336, 2011.

[23] http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/286829

[24] John S. Taylor et al. Genome Duplication, a Trait Shared by 22,000 Species of
Ray-Finned Fish. Genome Res. 13:382-390, 2003.

34



[25] Goren, O., Adorjan, |., Kadlman, M. Heterogeneous occurence of aquaporin-4 in

the circumventricular organs in rat and chicken. Anat. Embryil 211:155-172, 2006.

[26] Gotow T, Hashimoto PH. Plasma membrane organization of astrocytes in
elasmobranch with special reference to the brain barrier system. J Neurocytol.
13:727-742, 1984.

[27] FurmanC et al. Aquaporin-4 square array assembly: Opposing actions of M' and
M23 isoforms. Proc Natl Acad Sci USA 100:13609-13614, 2003.

10.K6sz6netnyilvanitas

Ezuton szeretnék kdszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Kalman Mihalynak,
amiért segitbkészséggel és tiurelemmel fordult felém, hogy épitd jellegl kritikaval
tamogatott a szaldoglozat irasa soran és elinditott a tudomanyos palyan.

Koszénet Oz Andreanak, Pocsai Karolynak és Dr. Adorjan Istvannak a laborban valo
segitséglikért. Koszdnet Baké Marianak az izommintak feldolgozasaért és Horvathné

Oszwald Erzsébetnek az elektronmikroszkopos vizsgalat soran nyujtott segitségéért.

Kulén kdszbnetet szeretnék mondani Dr. Halasy Katalinnak a konzulensi munkajaért
és a témabeszamoldk kritikus értékeléséért; valamint Dr. Jancsik Veronikanak a
Western blot vizsgalatok alatt nyuijtott segitségéért. Tovabbi kdszénet a SZIE AOTK
dolgozdinak, akik részt vettek a munkafolyamat valamely szakaszaban: Keszbcze

Anikd, Gloszeth Gréta, Kulcsarné Petrilla Janka.

Kdszéném Deak Szilvianak, Kénczél Katalinnak és Kerti Juditnak, hogy a miitétek
soran tanusitott érdekl6édésikkel és az altatoszerek bemérésével segitettek
munkamat. Készéndém Loérincz Davidnak a hillék beszerzését és a kdzbs munka

soran a kellemes tarsasagért.

35



