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Absztrakt

Az idegrendszert két f6 sejttipus épiti fel: a sokat tanulmanyozott idegsejtek, valamint
a gliasejtek. Az érdeklodés kozéppontjaban jelentdségiiknek és specialis funkcidjuknak
kdszonhetden hosszll id6 ota az idegsejtek allnak. A kozelmult kutatasi eredményei alapjan
azonban bebizonyosodott, hogy a gliasejtek sem csupan az idegrendszer passziv résztvevoi,
meghataroz6 szerepiilk van annak miikddésében is. Részt vesznek a neuronok altal termelt
metabolitok reciklizacidéjaban, a szinapszisok mitkodésének szabalyozasaban, a vér-agy gat

kialakitasaval pedig az idegrendszer vedelmében.

Valoszinli azonban, hogy korantsem ismert még a gliasejtek Osszes funkcidja, sot,
el6fordulhatnak eddig le sem irt gliatipusok is. Funkciojuk megismeréséhez nélkiilozhetetlen,
hogy tisztaban legylink ezen sejtek finomszerkezetével, ezért kutatdsaink fokuszaban egyedi
gliasejtek elektronmikroszkopos vizsgalata allt. Modellallatnak az ecetmuslicat (Drosophila
melanogaster) hasznaltuk, mivel a torzsek kis helyen fenntarthatoak, fejlédésiik gyors,
idegrendszerlik felépitése és génallomanyuk pedig az emberivel nagyfoku hasonlésagot

mutat. Ebbdl kifolydlag a muslicabol nyert informacioknak humén vonatkozésai is vannak.

Kisérletiinkben tobblépéses keresztezés-sorozattal létrehoztunk egy olyan transzgénikus
muslicatérzset, melynek egyes gliasejtjeiben membranspecifikus torma-peroxidaz enzim
fejez6dik ki. Ezen allatok agyat kiboncoltam, lefixaltam, majd DAB-reakcioval a sejteket
eléhivtam. Az el6hivast kdvetden az egyedi gliasejtek teljes nytlvanyrendszere lathatova valt.
A mintdkat miigyantiba agyaztam, ultravékony metszeteket készitettem bel6liikk, melyeket
ezutan elektronmikroszkopban vizsgaltunk. A mintdk az elektronmikroszkopban jo
megtartasunak bizonyultak. Mind az egyes sejtalkotok, mind az egyedi gliasejtek DAB-
pozitiv membranja konnyli szerrel azonosithatd volt. Legjobb tudasunk szerint ez az elsé
genetikai modszer mellyel fény- és elektronmikroszkoppal is vizsgalhatd gliasejtek hpzhatok

létre.



Abstract

The nervous system consists of two major cell types: neurons and glial cells. For a
long time neurons stood in the center of interest for their important roles and special
functions. In the past few years numerous researches had shown that beside the neurons, glial
cells also have a significant role in the operation of the nervous system. These cells do not
only fill the space between nerv cells as it was thought before but they also participate in the
recyclization of the metabolits made by neurons. They regulate the synaptic
neurotransmission between neurons and with the configuration of the blood-brain barrier they

defend the whole nervous system from mechanical or molecular impacts.

However, it seems that there are still a lot of unknown functions and procedures, controlled
by glial cells, even undiscovered glial subtypes may exist. For the proper investigation of
these functions it is necessary to have a clear vision of the ultrastructure of these cells.
Therefore we performed an electronmicroscopical examination of single-labeled glial cells.

We used fruit-flies as a model organism.

In this experiment we created a transgenic line where some glial cells are single-labeled in the
nervous system. Those cells expresses a membrane-specific form of the horseradish-
peroxidase enzyme. The brain of those animals were dissected, fixed and the marked cells
were developed with DAB-reaction. After the reaction, the whole cell membrane with its
projections became visible and could be easily recognised. The samples were embedded in
Durcupan epoxy resin and were cut into ultra-thin sections. After that, the complete sections
were studied under electron microscope. To our first knowledge this is the first genetic

method to label glial cells directly for electron microscopic examination.



Bevezetés

Gliasejtek az idegrendszerben

Az €16 szervezetek szamara nélkuldzhetetlen, hogy képesek legyenek a kilvilaghol és
sajat belsd kornyezetiikbOl érkezé hatasokat, ingereket felfogni, feldolgozni majd azokra,
reagalni. Mar az egysejtli szervezeteknél is megfigyelhetiink kiilonb6z6 jelzomolekulakkal
miikodo, fény vagy kémiai ingerekre reagald ingeriiletvezetd rendszert [Wolfe, 2000].
Azonban minél komplexebb €161ényrdl beszéliink, az ingertiletvezetd rendszer felépitésének is
annal komplexebbé kellett valnia, hogy el tudja latni a helyzetvaltoztatasok kivitelezését, a
veszély vagy téaplalék mozgéasénak eszlelesét, vagyis a valaszreakcid kivaltasat. A
valaszreakcid lehet egy mirigy miikodése vagy egy izomtonus kontrakcioja, relaxacidja. Ezek
a folyamatok az idegrendszer miikddésén keresztiil valosulnak meg.

Az idegrendszerben az ingeruletvezetést specialis sejtek, az idegsejtek, neuronok vegzik.
Annak érdekében, hogy ezen sejtek képesek legyenek létrehozni egy ilyen felettébb bonyolult
¢s csodalatos, Osszetetten miilkodd szabalyzorendszert, olyan mértékii specializaciora volt
sziikseguk mind morfologiajukban, mind funkcioik tekintetében, hogy emellett képtelenek
lettek volna ellatni néhany egyéb, a sejtek életében alapveté fontossaggal bird biokémiai
folyamatot. A neuronok hatékony ingeruletvezetésében, védelmében, a tapanyagok
metabolizalasaban és a bioldgiai létfenntartdé folyamatok soran keletkezett melléktermekek

eltavolitasaban a gliasejtek nélkuldzhetetlen tamogatast nyujtanak.

Altalanos jellemzé, hogy az idegrendszer tanulmanyozasa folyaman a kutatok
szemében a foszerep jellemzéen mindig az idegsejteké volt, igy a gliasejtek valodi jelentdsége
sokaig ismeretlen maradt. Az elmdlt par évtized kutatasai kezdtek csak komolyabb hangsulyt
fektetni ezen sejtek megismerésére, azonban még mindig sok a megvalaszolatlan kérdés a
témaban. Pontosan hogyan vesz részt a glia a szinapszisok miikodésének szabalyozasaban?
Vajon gatlo és serkentd szinapszisoknal is hasonléan funkcional a glia? Mi a gliasejtek
szerepe a neurodegeneracios betegségekben? Ezen kérdések megvalaszolasa tovabbi

vizsgéalatokat igéenyel.



Egyedileq jel6lt sejtek az idegrendszerben

A neuroanatémiai-neurofiziologiai vizsgélatok lényege, hogy megértsik egyes
idegsejtek, agyteriletek, miikodését, ezen keresztiil pedig magat az idegrendszert. Ennek egy
mddja, ha megvizsgaljuk az egyes agyteriletek alkotoelemeit, azokat az egységeket, amikb6l
feléplilnek. Ha ettdl a szinttél fokozatosan haladunk az egyes agyteriileteket Osszekotd
halozatok felé, egy logikus rendszert épithetiink fel az els6re kaotikusnak tiiné kép helyett. Az
¢l organizmusok biologiailag legkisebb szerkezeti és funkciondlis épitdeleme a sejt. Az
idegsejtek azonban az agyszOvetben egy olyan kompakt rendszert alkotnak, amiben
képtelenség precizen eligazodni. Sziikséges tehat, hogy egyedi sejteket, s azok
nyulvanyrendszerét lathatova tegyink.

Az ilyen vizsgalatok egyik nagy uttoréje Camillo Golgi volt. Bar neve a legtobbeknek
az altala felfedezett Golgi apparatusrol ismerds, 6 volt az, aki elsOként sikeresen megfestett
egy egyedi idegsejtet egy szoveten belul. A Golgi festés Iényege az volt, hogy kalium-
dikromat oldatba tett agydarabokat, majd atitatta 6ket eziist-nitrattal. Az eredmény ezust-
kromét csapadék kivalasa lett, ami valamilyen (maig ismeretlen) oknal fogva véletlenszertien
festi meg az idegsejtek 1-5%-at [1. dbra/A, Mazzarello és mtsai, 2009]. Golgi a kisagyban
rola elnevezett sejteket is ezzel a modszerrel fedezte fel. Ez a még ma is hasznalatos modszer
valosagos tudomanyos forradalomhoz vezetett az idegkutatasban. Az 1970-es évekre Golgi
maodszere mar addig fejl6dott, hogy képesek voltak vele elektronmikroszkopban is megjeldlni
egyedi idegsejteket, ezaltal vizsgalni az altaluk kialakitott szinaptikus kapcsolatokat [1.
abra/A’, Somogyi, 1990].

Az egyedi sejtek jelolésének masik modja, ha egy Uvegkapillaris segitségéevel lyukat
iitiink a sejtek membranjan, és ezen keresztiil kiilonb6zd biologiai jelzOmolekulat (biocitin,
neurobiotin) juttatunk a sejt citoplazmajaba, majd ezeket a jelzémolekuladkat, megjeldljiik €s
DAB-reakcioval eléhivjuk [Agota és mtsai, 2005]. A reakcid kovetkeztében az egész sejt
kijelolodik, ezzel egyedileg azonosithatd lesz. A modszerrel jol lehet vizsgdlni példaul, hogy
az altalunk kivalasztott egy- vagy tébb sejt kozott fennall-e szinaptikus kapcsolat [1. abra/B-
B’]. Az elmdlt évtizedekben mar biofizikai, élettani mérésekkel is megvaldsithatd volt egyes
idegsejttipusok karakterizalasa (in vivo) az alapjan, hogy milyen gyakorisaggal, milyen
intenzitassal tlzelnek [Freund és Buzsaki, 1996], s6t, a patkany hippocampusban a sejtek
tlzelése és szinaptikus partnereik vizsgélata alapjan tizenkét darab piramissejteket beidegz6
és négy egyéb, mas interneuronokkal kapcsolatba 1épd interneuront hataroztak meg [Somogyi

és Klausberger, 2005]. Napjainkban ez a szam mar 20 felett van. Ezen sejtek funkci6janak
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megismeréseben nélkiilozhetetlen, hogy tuizelési mintazatuk mellett tisztdban legytink a sejtek

A sejtek egyedi jeldlését genetikai oldalrol is megkdzelithetjuk. Olyan transzgenikus
allattorzsek létrehozéasaval, amelyekben a z6ld fluorescens protein (GFP), csak bizonyos
idegsejtekben fejezédik ki, a jelolt sejtek nyulvanyrendszere jol vizsgélhatd konfokélis
mikroszképpal [1. &bra/C, Feng és mtsai, 2000]. Ha ezt az eljarast kombinaljuk az
immunhisztokémia maddszereivel és GFP-felismeré antitesttel aranyszemcséket kotiink a
sejtekhez, mintank lathatova tehet6 az elektronmikroszkopban is.

Egy a kozelmultban felfedezett modszer még jobban kibdvitette a genetikai
sejtjeloléses eljarasok eszkoztarat. Az ugynevezett Brainbow rendszerben lehetdségiink van
r4, hogy egy mintan belll egyszerre jel6ljiink tobb kiillonboz6é neuront és gliasejtet, egymastol
egyedileg megkiilonboztethetéen. Szintén ezen transzgenikus allatok keresztezésével
megvaldsithatd, hogy egy sejtben tobb kiilonbdz6 szinti fluorescens fehérje is aktivalodjon,
melyek egyuttesen szindrnyalatok tucatjait kepesek létrehozni [1. abra/D, Livet és mtsali,
2007]. A Golgi festés csupan az idegsejtek kis szazalékaban tiinik ¢l6, ez pedig jelentds
korlatot jelentett, ha statisztikai, kvantitativ informaciokat is le akartunk vonni a jeldlt
sejtekrél. A Brainbow rendszerben nagyszamban jelolédnek sejtek, az optikai mikroszkop
felbontasa pedig lehetdvé teszi, hogy ezek kozott képesek legyiink kiulonbséget tenni.
Ugyanakkor szintén a mikroszkop felbontasa szab hatart a preciz vizsgalatoknak is, hiszen a
neuralis halozatokrol jO képet kapunk, a szinaptikus kapcsolatok, valamint azok
finomszerkezete (pl.: egyetlen szinapszison beliil az aktiv zonak szama s elrendez6dése) nem
latszik kielégiten.

A felsoroltak tlkrében kdnnyen belathatjuk, hogy az egyedi sejtek in vivo morfo-
funkcionalis vizsgalata fontos részét képezi az agykutatasnak, s az ilyen jellegii vizsgalatok a
mai napig is nagy jelentdsséggel birnak. Szembetiind az is, hogy bar a gliasejtek roppant
fontos szerepet jatszanak az idegrendszer miikodésében, aranytalanul keves ilyen tanulméany
foglalkozik vellik. Ez részben az idegsejtekre fektetett nagy hangsuly, részben pedig a

kisérleti rendszerek hianyanak tudhato be.



1. abra — Agyszdveten belll egyedi piramissejteket jelold kisérleti modszerek. A. — Golgi impregnacio. A’. —
elektronmikroszkopos felvétel egy Golgi festéssel jel6lt- és egy jeloletlen sejt kozti serkentd szinapszisrol (fekete
nyil). m: mitokondrium, d: dendrit. (hippocampus; A: Harris és mtsai. 1980, A’:Somogyi 1990). B. — bioldgiai
jelzémolekulaval val6 intracelluldris sejtfeltoltés. B’. — elektronmikroszkopos felvétel két feltdltott idegsejt kozti
szipanszisrol (fehér nyil). b: bouton. (hippocampus; Bird és mtsai, 2005), C. — transzgenikus patkanytorzsek
alkalmazéasaval genetikai iton torténé sejtjeldlés (Patkany hippocampus; Young és mtsai, 2008). D. — Brainbow
rendszer altal fluorescens proteinekkel jeldlt neuronok és asztrocitdk egér hippocampus gyrus dentatusaban
(Livet és mtsai, 2007). Skéla: A: 10 um, A’: 0,2 um, B: 50 pm, B’: 0,2 um, C: 20 pm, D: 20 pm.



A modell szervezet bemutatasa

Az elmilt évtizedekben felderitették, hogy a rovarok és az emlsok génallomanyaban
sok biokémiai folyamat molekularis szabalyozésa azonos uton megy végbe (pl.: sejtek kdzotti
kommunikacio, szinapszisok szerkezete, génexpresszié szabalyozésa, sejtes Onemésztd
folyamatok, stb). Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) ezen felfedezések kovetkeztében
valt elszeretettel alkalmazott modell szervezetté. A muslicanak 2002. Ota ismert a DNS
alloméanya, azt is tudjuk, hogy nagyjabol 14000 gént tartalmaz, a géncsaladok szama pedig
nagyjabol azonos az emberivel. Ebbdl kifolydlag nem meglep6 az sem, hogy a muslicaban
jelen van az emberi 6rokletes betegségekkel kapcsolatos gének homoldgjainak haromnegyede
[Bier, 2005]. Népszeriiségét tovabb noveli, hogy az allatok kis helyen, kénnyen és olcson
fenntarthatoak, egy generacio kifejlédéséhez csak két hétre van sziikség, és szamos mutans
torzs all a kutatok rendelkezésére. A Drosophila idegrendszerének szerkezete, felépitése és
miikodési mechanizmusa is nagyon hasonld az emlésokéhez. Ez okbol valasztottuk mi is ezt a
szervezetet a vizsgalatainkhoz. Megkonnyiti a kutatasunkat az a tény is, hogy a muslicaban
sokkal kevesebb sejttipus talalhatdo az idegrendszerben, mint az emlésokben [2. &bra]. A
masik dolog, ami nagyon iitéképes vizsgélati alannya teszi ezt a rendszert, az az, hogy
transzgénikus muslicatdrzsek is ezrével allnak a kutatok rendelkezésére. Az ilyen tipusd

genetikai modszerek lehetdségek tarhazat nyitjak meg el6ttiink az idegkutatasban.

2. abra — Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) agydicaban talalhato fobb
gliatipusok. Toluidin kékkel festett fél agydac és az agyduc alapjan a szerz6 altal készitett
sematikus abra. Skala: 150 pum.



Ugyancsak a kozelmult kutatdsi eredményeibél allapithatjuk meg azt is, hogy
modellszervezetink az ecetmuslica kdzponti idegrendszerében 1évo gliasejttipusok meglepden
sok hasonlosagot mutatnak emlés megfeleldikkel. Az alabbiakban néhany olyan példat
olvashatunk, amelyek ezeket a hasonlésagokat tdmasztjak ala.

Emlosokben a gliasejteket foleg morfologidjuk alapjan négy nagyobb csoportba
oszthatjuk [Kettenmann és Ransom, 2005]. A kdzponti idegrendszerben az idegsejtek
kdzvetlen tdmogatdsat a nagy, csillag alaki asztrocitdk végzik. Az oligodendrocitdk a
neuronok axonjait boritjak, kialakitva ezzel a myelin-hiivelyt, ami szeparélja egymastdl a
nyulvanyokat, védi azokat és az akcids potencial terjedését segiti benniik. A mikroglia az
immunsejtek  funkcidit  latja el, szerepe van az  elpusztult  neuronok
bekebelezésében/eltavolitasdban. A negyedik tipus, a Schwann-sejtek a periférias
idegrendszerben boritjdk az axonokat. Meg kell emliteniink tovabba az agykamrakat és a
gerincveld kozponti csatorndjat béleld ependyma sejteket, amelyek egy sejtréteget alkotva
csillézatukkal segitik a liquor aramlasat, valamint a periférias idegducok gliasejtjeit, a

szatellita sejteket.

Morfologiai alapon a rovarok idegrendszerének esetében szintén négy fo tipust
kilonithetiink el [Edwards és Meinertzhagen, 2010]. Az agyducot kiviilr61 a felszini glia
hatarolja. Ennek nagy szerepe van az idegszovet védelmében, a vér-agy gat kialakitasaban.
Eml6ésok esetében a kdzponti idegrendszerben az erek falat specialis endotél sejtek boritjak,
amelyek egymassal szoros sejtkdzi kapcsolatban allnak (tight junction). Ezeket mesodermalis
eredetli pericytak veszik koriil. Végiil az eret majdnem teljesen beboritjdk az asztrocitak
vegtalpacskai, amik felveszik a vérbél a gliikozt, majd egy részét metabolizaljak és
tovabbitjak a neuronoknak [Kettenmann és Ransom, 2005]. A muslicak esetében, mivel nyilt
keringésrol beszéliink, a tdpanyagok felvétele a haemolymphabdl torténik. Az agy felszinét
kétrétegli glia boritas veszi korll: a perineurialis és a szubperineuridlis gliasejtek, ezek a
felszini glia két alcsoportjat alkotjak [2. abra, Stork és mtsai, 2008]. Felépitésiik tekintetében
a perineuridlis gliasejtek szabdlytalan alaku, hosszikas sejtek. Az alattuk fekvo
szubperineurialis gliasejtek joval nagyobb, ellapult sejtek. Egymassal szeptalis kapcsolatokat
alakitanak ki (septate junction) és ezzel alkotjak a vér-agy gatat [Ito és mtsai, 1995, Stork és
mtsai, 2008]. Felépitését tekintve ezek a strukturadk nagyban eltérnek egymastol, épp ezért
sokaig nem is allitottak parhuzamba a rovarokat e tekintetben az emldsokkel. A kozelmult
kutatasi eredményeib6l kideriilt azonban, hogy ugyanaz a claudin fehérje szabalyozza a vér-

agy gat sejtkapcsold strukturdinak ateresztOképességét mind emldsben, mind rovarban



[Daneman és Barres, 2005]. Funkciojukban is konnyen lathatjuk a homoldgiat, hiszen
mindkét tipusu barrier meggéatolja a molekuldk és ionok bediffundélasat az idegrendszerbe
[Juang és Carlson, 1994, Stork és mtsai, 2008], valamint allandé ionkoncentraciot biztosit az
agynak [Gloor és mtsai, 2001, Mayer és mtsai, 2009].

Az agy kérgi részében az idegsejtek kozti teret a kérgi glia tolti ki [Pereanu és mtsali,
2005]. Abbol kifolyolag, hogy az idegsejtekkel 6k allnak a legkdzelebbi fizikai kapcsolatban,
felépitésiikben az emlds asztrocitdkkal mutatnak hasonlosagot. Az asztrocitdk egyik
legfontosabb feladata a feleslegben maradt neurotranszmitterek felvétele a szinaptikus résbol.
Ez egyrészt a preciz idegi szabalyozas segitése végett fontos, masrészt viszont a tal magas
glutamét koncentréacié toxikus lehet a neuronok szamara (glutamat excitotoxicitas), azok
pusztulasa pedig neurodegeneréaciét eredményez [Rothstein és mtsai, 1966]. A gliasejtek altal
pontosan szabalyozhatova valik az extracellularis glutamat szintje. Ennek a folyamatnak a
biokémiai mechanizmusa szintén nagyon hasonldé emlésokben és rovarokban. Az eml6sok
esetében az asztrocitak kdzvetlen kapcsolatban allnak a szinaptikus réssel, igy ezt a funkciot
ezek a sejtek toltik be. Nagy affinitasu excitatorikus aminosav transzportereket fejeznek ki,
(GLAST és GLT1) amik extracellularis glutamatot szallitanak a gliasejtekbe [Danbolt, 2001].
A glutamét glutaminna alakul glutamin-szintetaz enzim segitségével [Sibon és mtsai, 2001].
Ezt kdvet6en a glutamin visszaszallitédik az idegsejteknek, igy azokbol sziikség szerint Ujra
neurotranszmitter képzddhet. A muslicdk és méhek kézponti idegrendszerében is hasonld
mechanizmus és transzporter (AEAAT1 — Drosophila excitatory amino acid transporter 1)
folyaman megy végbe a glutamat reciklizacioja [Tsacopoulos és mtsai, 1997, Besson és mtsali,
2000].

A gerincesek oligodendrocitaival funkciojat tekintve a muslica neuropil glia
azonosithatd. Ez a gliatipus a neuropilemaban, a gerinctelenek esetében az agy integrativ
részében talalhatd meg. Az itt helyet foglalo sejtek az axonok nyulvanyait boritjak és
szeparaljak, szerepet jatszanak azok vezetésében a novekedés sordn [Jacobs és Goodman,
1989], a szinapszisok miikddésének szabalyozasaban, valamint a fel nem hasznalt
neurotranszmitterek felvételét a szinaptikus résboél is ezek a sejtek végzik [Jackson és
Haydon, 2008]. A periférian az idegeket a periféridlis glia boritja, motoros és szenzoros
rostokat is beleértve, amik az emlés Schwann-sejtekkel azonosithatok [Auld és mtsai, 1995].
A mikroglidhoz hasonld sejtek hidnyoznak a rovarok idegrendszerébdl &m ennek
kompenzéciojaként itt minden gliasejt képes ennek a funkciojat ellatni, eltavolitani a sérilt,
elpusztult neuronokat [Sonnenfeld és Jacobs, 1995]. Az itt felvazolt 6sszefliggéseket az alabbi

tablazatban foglaltam 6ssze:

10



EmIlGs gliasejttipus Funkcié Rovar gliasejt megfelel6
, Lt Lie s Felsziniglia
Vér-agy gat kialakitdsa g
Asztrocita Szinapszisok miikodésének
szabalyozdsa, neurotranszmitter Kérgi glia
reciklizacié
Axonok vezetése, védelme a
Oligodendrocita . s ' Neuropil glia
& kézpontiidegrendszerben Pile
. . Immunrendszer funkcigjanak Kérgi-, felszini- és
Mikroglia e —
betdltése neuropil glia
. Periférian lévé idegek boritasa, er o 1
Schwann sejt . g s Periférias glia
myelin-hlvely kialakitasa

Az elmult két évtized kutatasai alapjan kijelenthetjuk tehat, hogy a rovarok és az
emldsok idegrendszere nagyfoku hasonlosagot mutat. Azt is lathatjuk, hogy a felszini, a kérgi
¢és a neuropil glianak is megvannak az emlés homologjai. Ezeket az evoliciosan konzervalt
karaktereket kihasznalhatjuk az idegrendszert alkotd gliasejtek tovabbi megismerésében és a
neurodegeneracios betegsegek kutatdsdban, hiszen a rovar modellben megszerzett
informacidinkat kivetithetjiik az emlGs, igy az emberi diagnosztikara is [Feany és Bender,
2000, Bonini és Fortini, 2003, lijima és mtsai, 2004].

A Gal4-UAS rendszer és a klondlis rendszer

A Gal4-UAS rendszert elszor élesztbben irtak le, azdta pedig a genetikai kutatast
végzo laborok ,,svéjci-bicskéja” lett nagykori felhasznalhatosaga miatt, mivel a rendszer mas
¢l61ényekben is miikod6képes [Brand és Perrimon, 1993, Duffy, 2002].

A Gal4 egy transzkripcios faktor, amely képes a célszekvencidja (UAS - Upstream
Activation Sequence) mogotti DNS szakasz atirasat serkenteni. Az, hogy a Gal4 elé milyen
kapcsoljuk; adja meg a rendszer sokszinliségét. Alaphelyzetben a Gal4 fehérje és az UAS
szakasz két kiilonboz6 muslica torzsben van jelen, és a rendszer a torzsek
Osszekeresztezésevel hozhato miikodésbe.

A Kkisérletinkben hasznalatos masik genetikai eszkdz a klonalis rendszer. E rendszer
fontossaga abban rejlik, hogy egy adott széveten belll hozunk létre klonalis - genetikailag

maddositott sejteket. A genetikailag létrehozott sejtek (legyen az GFP-jeldlt, mutans, RNS
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csendesitett, vagy valamely fehérjét talkifejez6 sejt) melletti vad tipust sejtek kontrollként
hasznalhatdak, igy biztosak lehetiink benne, hogy a kisérletek soran alkalmazott barmely
kezelés/behatas egyforman éri 6ket és a vizsgalni kivant célsejteket. Az ugyanazon allatban
1év6 sejtek mindig azonos hdmérsékleten, azonos paratartalom mellett, azonos tapanyagok
felvételével fejlodnek, igy kizarhatjuk azt a szordsi tényez6t, ami a tobb allatbol nyert
informaciok eltéréséb6l adodhat. A klonalis rendszer miikodésének 1ényege, hogy a flipp-
rekombinaz (endonukledz) enzim egy gliasejt-specifikus promoter (repo) szabalyozéasa alatt
fejez6dik ki. Egyes gliasejtekben ez az enzim Kivagja a sejtek DNS-bé1 a célszekvenciai (FRT
(Flip Recognition Target), kdzé illesztett CD2 kazettat, igy a kazetta el6tt és mogott 1évo
génszakasz, egy aktin promoter és egy Gald szekvencia egymas mellé Kkeril, és
miikodoképessé valik. Ezt a rendszert kombinaltuk egy harmadik transzgén konstrukcidval,
egy UAS szekvencia mogott 1év6 torma-peroxidaz enzimmel [2. &bra]. A flip rekombinéz
altal létrehozott aktin-Gal4 beinditja a tormaperoxidaz expresszidjat, de csak azokban a
gliasejtekben, amelyekben az FRT helyek k&zotti CD2 kazetta kivagddasa megtortént. A
tormaperoxidaz enzimhez egy plazmamembran specifikus szignal szekvencia is hozza van
fuzionalva, igy az enzim a sejtmembranba lokalizalodik. (A repo egy csak és kizarolag a
gliasejtekben expresszalo transzkripcids faktor.)
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3. dbra — Az expressziés rendszeriink miikodésének mechanizmusa. Az dbran egy adott gliasejt
sematikus képe lathatd, valamint a sejtmagon beliil 16v6é — a rendszer szempontjabol jelent6s — gének (A).
Miikodésének 1ényege, hogy a kromoszoéman talalhatd Repo, ami egy csak gliasejtekben aktiv promoter,
meghajtja az flp-gént. Az igy kifejez6d6 Flipp-rekombinaz enzim kihasitja a DNS-b6l a két FRT-hely
kozott 1évé CD2 kazettat (B), aminek kovetkeztében az aktin promdter a Gal4 gén mogé kerll és
meghajtja azt (C). E gén terméke a Gal4 transzkripcios faktor, ami lehet6vé teszi, hogy az UAS
szekvencia mogott elhelyezkedd gén, adott esetben a membran specifikus torma-peroxidaz enzim génje
miikddésbe 1éphessen, rola fehérje irodjon. A tormaperoxidaz DAB-reakcioval el6hivhato, s azzal a sejt

membranja kifesthetd.
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Célkitiizések

Legfobb célunk az volt, hogy keresztezésekkel létrehozzunk egy olyan, stabilan fenntarthat6
transzgenikus modellallat torzset, aminek a kozponti idegrendszerében egyes gliasejtek
véletlenszerlien fejeznek ki membran specifikus torma-peroxidaz enzimet.

A fent emlitett torzsek létrehozésa utan lathatéva tenni, majd megvizsgalni ezeket a sejteket.
Ehhez ki kellett boncolnunk az agyakat az allatokbodl, majd beadgyazast kovetden metszeteket
késziteni a szovetekbol.

Fénymikroszképos szinten detektélni és rogziteni a klonalis gliasejteket az agyon beldl,
megfigyelni a fobb morfologiai jellemzdket.

Klondlis  gliasejtek  teljes  nyulvanyrendszerének  ultrastruktdralis  vizsgélata
elektronmikroszkép segitségével. Megfigyelni, hogy adott gliasejtek milyen kapcsolatban

allnak a neuronokkal, a szinapszisokkal és a tobbi gliasejttel.

Anvaqok és modszerek

Az allatokat standard taptalajon tartottuk, 25°C homérsékleten, 12 6ras megvilagitas és

75% pératartalom mellett [Ashburner és mtsai, 2005].

A kisérletben felhaszndlt transzgénikus torzsek és szarmazasi helyeik

Repo flp (I1.kromoszoma) - Christian Klambt (Westfalische Wilhelms-Universitat Munster),
UAS-HRP/CyO (Il.kromoszoma) - Bloomington Drosophila Stock Center (No.: 8763;
http://flystocks.bio.indiana.edu/), Act<CD2<Gal4 (I11.kromoszdéma) — Juhasz Gabor (ELTE —
Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék) A fenti harom torzsbél, tobblépéses
keresztezéssel létrehoztunk egy: repo-flp, UAS-HRP/+; Act<CD2<Gal4/+ genotipusu

vonalat, melyen tovabbi vizsgalatainkat végeztuk [Fliggelék: 1/F. abra].
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Mintagyiijtés és a mintak kezelése

A Kkiserletekhez felhasznalt 0sszes vegyszer a Sigma-Aldrichtdl szarmazott. Az
agyakat kb. 120 6ras vandorlo larvakbol preparédltam ki. Ez utan jéghideg foszfat pufferbe
(PBS, pH=7,4) gyijtottem Oket, nem tobb mint fél 6raig. A frissen boncolt szdveteket
fixaloba helyeztem. A fixalo Osszetétele: 0,5% Glutéar-aldehid, 1,5% szukrdz (biztositja az
ozmolalitast), 0,0375% CaCl, (stabilizalja a membranokat). A fentieket 0,1M-o0s pH 7,4-es
Na-kakodilat pufferben oldottam fel. A fixal6 elkészitése soran nem hasznaltam
formaldehidet, ugyanis a formaldehides fixalas lecsokkenti a HRP enzim aktivitasat, igy
gyengébb jelet kapndnk [Dubois ¢és mtsai, 2001]. A mintdk billegéasztalon,
szobahOmérsékleten 20 percig fixalddtak, majd 2x10 percig mosodtak Na-kakodilat
pufferben. Ezutan 15 perces mosas kdvetkezett 50mM-o0s ammaonium-klorid, 50mM glicin -
PBS oldatban, amely segit elreagaltatni a mintdban maradt aldehid csoportokat. Ezutan
csipesszel a commissuraknal kettévalasztottam a két féltekét és eltavolitottam a hasddclancot.
EzUton a vér-agy gat séril, a reagensek képesek lesznek behatolni a szovetbe anélkiil, hogy a
mintankat detergensekkel kellene kezelniink. A kilonallo féltekékkel vald munka
megkonnyiti dolgunkat, hiszen valdszinii, hogy egy agyban tébb Klon sejt is jelen lesz, a
beagyazés utan viszont lehetetlen lenne Ugy orientalni a mintankat, hogy a metszéssikban
lathato legyen az Gsszes klon sejt. A féltekék kiilon blokkokba agyazasaval lehetdség szerint
minden kldnsejtet megvizsgalhatunk. Az agyakat 2x10 percig TBS (Tris-Buffered Saline:
0,05M+0,9% NaCl)-ben mostam, majd 10 perces TBS+0,75% H,0, oldatba tettem 6ket. Ez a
Iépés inaktivalja az endogén peroxidazokat, igy lecsokkenti a diaminobenzidine-
tetrahydrochloride (DAB) aspecifikus jelét. Ezutdn 4x10 perc TBS mosas kovetkezett. Az
eléinkubalas 60 percig szobahémérsékleten, sotétben tortént DAB-TBS oldatban (50mg
DAB/100ml TBS). Az el6hivast 30 percen keresztiil végeztem DAB-TBS oldatban, sotétben
(+0,01% H20,). A mintakat az eldhivas utan 3x10 percig mostam TBS-ben.

Elektronmikroszkdpos elbkészités

Az el6hivas soran azokban a sejtekben, amelyekben a HRP enzim jelen van a DAB
monomerekbdl DAB polimer képzédik, ami egy ozmiofil csapadék. A DAB csapadék altal
kifestett struktiraknak egyik, szamunkra elony0s tulajdonsaga, hogy ozmium-tetroxidos
kezelést kovetéen az elektronmikroszkopban fokozott kontrasztot mutatnak, a kornyezd
sejtalkotoktol konnyen elkiilonithetéek [Graham és Karnovsky, 1966]. Ennek Kivitelezéséhez

a mintdinkat eldszor 2x5 percig mostam desztillalt vizben, majd 0,5%-0s ozmium tetroxid
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oldatban inkubaltam, 40 percig, sotétben. Ezt kovetéen desztillalt vizben mostam a mintéinkat
2x10 percig. Kovetkezé Iépéseként a szovetek dehidratalasa kovetkezett felszallo
alkoholsorban, (30%, 50%, 70% majd 96%-0s etanolban) mindegyikben oldatban 8 percig,
majd abszolut etanolban 2x5 percig. Ezt kovetéen 10 percig propilén-oxidba tettem azokat.
Az uranil-acetattal torténé blokkfestést elhagytam, mert fennallt a veszélye, hogy az erds
alapkontraszt elnyomja a DAB jelet. Mivel a késébbiekben az agyakon mar nem akarunk
immunjeldlést végezni, igy a Durcupan (Fluka) gyanta tokéletesen megfelel a bedgyazashoz.
A mintdkat miigyantaba agyaztam, majd harom napig 60°C-on polimerizaltattam. Az igy
kapott miigyanta blokkokat sztereomikroszkop alatt befaragtam, mikrotom segitségével a
laborban keészitett livegkésekkel félvékony (0,5-1 um), esetenként 2um vastag metszeteket
készitettem bel6liik. Az agyakat teljes terjedelmiikben lemetszettem. Ezeket a metszeteket
targylemezre helyeztem, glicerinell lefedtem, majd Zeiss Axiolmager Z1-es mikroszkdppal,
63-as olajimmerzidés objektivvel vizsgaltam, fotoztam. Ezen vizsgalatot kovetéen a
megfigyelt mintakrol levettem a feddlemezt, a mintdkat egy masik blokk felszinére
ragasztottam pillanatragasztoval, majd ebbdl szintén Uvegkessel 60-80nm-es ultravekony
metszeteket készitettem, melyeket 1%-os formvar hartyas, 150-, illetve 200 mesh-es réz
gridre vettem fel. A mintdkat JEOL JEM 1011-es transzmisszios elektronmikroszkopban

vizsgaltuk.
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Eredmények és értékelésuik

Fénymikroszkdépos vizsgalatok

A megfogalmazott célkitlizések szerint sikeresen létrehoztuk azt a transzgenikus
torzset, amelyben egyedi gliasejtek jeldlését lehet elvégezni. A boncolas, preparalas és
beagyazas végeztével a vart eredményt tapasztaltuk: sikeresen detektalhattunk a muslicdk
agyaban olyan gliasejteket, melyek membranjaban a DAB csapadék keletkezett. A jel516dott
sejtek mar kdzvetlenll a DAB-reakci6 utan jol megfigyelhetéek voltak az agyszoveten beliil

sztereo- és fénymikroszkoppal is [4. &bra].

' ‘- N " =
- e nt A N
. £ o ,-(
\ ‘..i y ' ,~A \,'}- “'“ -~ af "\
R ‘\ R,
* i F
3 R :
\..‘.'<_ " J { ) e |
> W =~ e d ! ] .
N I |
A Lo R
| \
¥ g :
\
\
{ \ /)
f } /
4“ /
V% DAB

4. dbra — Fénymikroszkopos felvétel egy DAB+ sejtrél (fekete nyilak)
muslica agyducon belil. Skala: 150um

Egyes mintakat festetleniil fotoztunk le, majd a képek elkészitése utdn megfestettik toluidin
kék-oldattal. Ezzel arra kaptunk Kisérletes bizonyitékot, hogy a két sejt melletti térben nem
azert nem latunk csapadékot, mert ott neuropil régio talalhatd, vagy mert a metszet sérult. A
festés utan ugyanis jol kivehetd, hogy abban a régidoban ugyanugy neuronokat talalhatunk,
amiknek ugyszintén rendelkezniiik kell gliaboritassal [5. &bra/A-B]. Els6sorban kérgi és
felszini gliasejteket sikertlt jeldIntnk [5. abra/C-D], kisebb szamban talaltunk neuropil
gliat[8. Abra/E]. Ez azzal magyaréazhat6, hogy a flip-rekombinéz aktivitasa e két sejttipusban

a legmagasabb.
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5. &bra — Félvékony (2um vastag) metszetek Drosophila larvalis stidiumban 1év$ agydiacabol. A: festetlen
minta. B: azonos minta toluidin kékkel valo festés utan. A fekete nyilak a klondlis gliasejtek
nyulvényrendszerének kodrvonalat jeldlik ki mindkét képen. A fekete csillagok a klonélis gliasejtek altal nem
hatarolt neuronokat jeldlnek, a fehér csillagok pedig olyan neuronok sejttesteit, amelyet a vizsgalt sejt korilvesz.
C: klondlis kérgi gliasejt. D: klonalis szubperineuralis gliasejt. E: a C-képen lathatd - és egy mésik kérgi gliasejt,
nagyobb nagyitasban. Fekete nyilakkal az emlitett sejtek nydlvanyrendszerének korvonala latszik. Skéla: A, B,

C, D, E: 10 pm.
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Elektronmikroszkdépos vizsgalatok

Mintaink az elektronmikroszképban igen j0 megtartdstaknak bizonyultak. Minden
sejtorganellum és azok finomszerkezete konnyiiszerrel azonosithatd volt. A mintdnk halvanyszirke
alapkontrasztjabol élesen kitliintek a DAB-al jeldlt gliasejtmembranok [6.4bra]. Tobb klonsejt esetében
megtalaltuk azok nyulvanyait, mind keresztmetszetben, mind hosszmetszetben. Minden esetben a DAB
csapadék egyenletesen festette ki a gliasejtek membranjat amely nagyban megkonnyitette azok
azonositasat [7. Abra A-D, fehér csillagok]. Fontos megfigyelés, hogy a membranbol visszavevédd
tormaperoxidaz endoszémakba, keril, felhalmozodik igy szamos olyen vakudlat talaltunk, melyekben a
DAB csapadékot figyeltiink meg [7.4bra/E]. A tormaperoxidaz lassan bomlik le a lizoszoméakban, igy
azok at is kifesti [Dubois és mtsai, 2001]. Bizonyos gliasejtekben (féleg a neuropil) kifejezetten nagy
mennyiségl ilyen DAB-pozitiv endoszémat talaltunk [7. abra/F, G]. Ezek vélhet6en jol reprezentaljak
az egyes sejtek fagocitotikus/endocitotikus kapacitasat. A modszer azonnal bebizonyitotta, hogy
mekkora szikség van az elektronmikroszkép szintjén valé vizsgalatokra, hiszen csupan a
fénymikroszkdpos képek Iattan arra kovetkeztethetnénk, hogy a fénymikroszkopos képeken lathatd sotet
vonalak minden esetben egyetlen gliasejtnytlvanynak felelnek meg [8. abra/A’]. Ez azonban téves
feltevés, a gliasejt szamos kiilonallo nyalvanyaval, mintegy polipkarokhoz vagy kesztyli ujjaihoz
hasonlo struktarat Iétrehozva veszi korul a neuronokat. Szamos ilyen vékony nyulvany keresztmetszetét
lathatjuk a 8.4bra/A.-képen. Az egyedileg jeldlt sejt nyalvanyrendszere minden esetben jol elkiilonithetd
a kortlotte 1évo neuronok és mitokondriumok membranjaitol.

6. dbra — Elektronmikroszkopos felvétel a muslica agy kérgi régidjabol. A képen két neuron sejttestje kozti DAB-
al jeldlt glianyulvanyokat figyelhetjik meg. A képen felfedezhetlink egy endoszdmat (fehér nyilhegy) melyben
felhalmozodott a torma-peroxiddz. A neuron sejtmaghartyajan 1évé magporusokat fekete nyilak jelzik. L:
lipidcsepp, m: mitokondrium
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7. adbra Egyedileg jeldlt gliasejtek nyulvanyairdl készilt elektronmikroszkopos felvételek. A, C, D —
keresztmetszeti képek, B — hosszmetszet. E-DAB pozitiv neuropil gliasejt fénymikroszkopos képe.
Figyeljuk meg, a DAB csapadék finom szemcsés mintdzatat. F,G-Ugyanezen sejt elektronmikroszkopos
képe. A plazmamembrén-specifikus tormaperixidiz, endoszomakba vevédik vissza, s ott
felhalmozodik.Skala: 200 nm A-D, F, G és 10pum az E esetében. a: axon, e:endoszdma, g: Golgi-készulék
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8. dabra - Elektronmikroszképos felvételek torma-peroxidazzal egyedileg jelolt gliasejt
nyulvanyrendszerérél. A’- fénymikroszkopos kép a vizsgalt gliasejtrél. A- két neuron kozott 1évo glialis
nyllvanyrendszer. A korvonalat fehér nyilak jeldlik. JOI lathatd, hogy mennyivel denzebb
membranszerkezettel rendelkezik az idegsejtekhez képest a klondlis sejt. B- nagyobb nagyitasu kép
ugyanazon sejt nyulvanyairol. A jol kivehetd sejtorganellumok a szOvet j0 megtartasat tanusitjak. N:
neuron, m: mitokondrium, L: lipidcsepp, ER: endoplazmas retikulum, m: mitokondrium.
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Osszefoglalas

Célkitlizéseinknek megfeleléen 1étrehoztunk egy olyan stabilan fenntarthatd
transzgenikus muslica torzset, amelyben véletlenszeriien képz6dnek genetikai tton jelolt
egyedi gliasejtek. Munkénkkal — legjobb tudasunk szerint — e tudomanyteriileten elséként egy
olyan moddszert dolgoztunk ki, ami Ilehet6vé teszi egyedi gliasejtek teljes
nyUlvanyrendszerének in vivo, genetikai Gton vald megjelolését, és vizsgalatat
elektronmikroszkdpos szinten.

Kisérleti moédszeriinknek szamos elényos tulajdonsaga van: 1. gyors, Kivitelezéséhez, a
fixalastol a beagyazésig két nap alatt eljuthatunk. 2. permeabiliz&lé reagens hianyaban a
mintak a kezelés utan j6 megtartasuak, ultrastruktdrajuk informativ marad. 3. a kiilonb6z6
biolédgiai jelzémolekuldkkal feltoltott sejtekkel szemben itt a sejtmembranban fejezédik ki a
marker, igy a citoplazma festetlen marad, sikeresen vizsgalhatjuk a sejt belsé organellumait s
a citoplazat is. 4. kivitelezéshez nem sziikségesek kilonleges eszkdzok (pl.: vibratom), igy
koltségkiméld a megvaldsitasa. 5. 0zimumos utdfixalas és rovid viztelenitéssel a lipidcseppek
sem oldodnak ki a szovetbdl, igy azok jelenlétébol, hianyabol, alakjabol is kdvetkeztetéseket
vonhatunk le.

Azonban mint minden modszernél, itt is szamolnunk kell héatranyokkal. 1. A
metszeteken postembedding immuncitokémia mar csak nagyon korlatosan végezhetd, az erds
posztfixalas kovetkeztében valamint a Durcupan gyanta tulajdonsagai miatt a legtébb antitest
nem fér hozza a megfeleléen az epitopokhoz. Egyes bioaktiv kismolekulak (GABA, glutamat)
kimutatasa tiinhet eredményesnek, mivel ezekre léteznek olyan antitestek amik ilyen
koriilmények kozott is mikodnek [Somogyi és Hodgson, 1985, Ottersen és mtsai 1992].
Ekkor metszetparokat kell folvenniink, kilon gridekre, mert a mintdk maratasa kiszedi a
szdmunkra fontos DAB jelet. Ebben az esetben az egyik metszeten végezhetjik a
gliasejtnyalvanyok azonositasat, a masikon pedig az immunreakciot. 2. A flipp rekombinaz
véletlenszerli aktivalodasa kovetkeztében nem lehetiink biztosak abban, hogy mennyi sejt
jelolédik, a jelolodott sejtek pedig ritkan fordulnak eld, igy a metszések soran iddigényes

lehet az egyes sejtek megtalalasa a szovetben.

A gliasejtekkel foglalkoz6 kutatasok legtobbje fluorescens fehérjékbdl nyert adatokra
épll. Ezek a vizsgalatok, habar nagyon informativak, napjaink kutatasainoz mar nem
elégedhetiink meg csupan fénymikroszképos adatokkal. Ezek alapjan ugyanis nem derul Ki
egyértelmiien két sejt kolcsonhatasanak mibenléte, a szovetben vald preciz tajékozddas csak

elektronmikroszkoppal kivitelezhetd. Ebbdl kifolydlag nélkiilozhetetlen hangstlyozni, hogy
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az elektronmikroszkopianak mekkora szerepe van az idegrendszer pontos megertésében.
Munkankban genetikai mutacioktél mentes egyedekben jel6ltiink gliasejteket, igy az
egészséges, normalis fejlodésti egyedek gliasejtjeir6l nyerhettiink értékes informaciokat. A
genetikai kutatasok széleskorii eszkoztarat megvizsgalva azonban belathatjuk, hogy a
mddszer alkalmazasa nem meril ki ennyiben. Ha az egyedi gliasejtekben nem csak HRP-t
fejeztetiink ki, hanem vele egyidejiileg egy adott génre specifikus kettdsszala RNS-t,
megvizsgalhatjuk az adott gén gliasejtekben betdltott funkcidjat, illetve azt is, hogy ez a
funkciovesztéses fenotipus milyen hatassal van az idegsejtekre. Kettdsszali RNS-ek mellett
tulkifejeztethetiink mas, pl.: domin&ns-negativ, konstitutivan aktiv, vagy éppen GFP-vel jel6lt
fehérjéket is. Az itt felsorolt mddszereket a dolgozatomban ismertetett metodussal
kombinalva értékes adatokat nyerhetiink az agyfejlodés, miikodés €s a neurodegeneracios

betegségek genetikai hatterérdl.

Kulonos figyelmet érdemelnek az idegrendszeri betegségek, amelyek az embereket
érinté betegségek koziil a legsulyosabbak k6zé tartoznak. Nem csupan azért, mert az
idegsejtek nem képesek korlatlanul Ujratermelddni, nehezen regenerdlodnak és miitéti
beavatkozast kisebb hatasfokkal lehet alkalmazni a kezelésében, hanem azért is, mert az ilyen
tipust elvaltozasok fenotipusosan, kiilséleg is megmutatkoznak a péaciens viselkedésén,
mentalis tevékenységén. Az egyik valtozata az ilyen tipusu betegségeknek az agytumor, azon
belil is a Glioblastoma multiforme (GBM). Ez a legsulyosabb, legjobban terjedd
rosszindulatu agyai daganat. A kezelésekkel szemben nagyon ellenallo, gyors lefolyasa miatt
pedig csaknem mindig végzetes kimeneteli. Kialakulasaban sok gén mutacioja jatszik
szerepet. Egy genetikai karosodas kdvetkeztében mutéacié kovetkezik be az epidermalis
ndvekedesi faktor receptor tirozin kindzban (EGFR), ami tovabbi mutaciokat aktival a PI-3
kinaz (PI3K) utvonalban. A sok éves kutatasok ellenére azonban még mindig nem
egyértelmli, hogy torténik a glidlis korfejlodés szabalyozasa. Megfékezésében
elengedhetetleniil fontos szempont, hogy megismerjik a betegség keletkezésének pontos
folyamatat, a kialakuladsadnak okait, a genetikai, sejttani hattereit, molekularis folyamatait. A
bevezetdben mar olvashattunk rola, hogy mennyire j6 kisérleti alanya az ecetmuslica az
emberi idegrendszerrel kapcsolatos kutatdsoknak. A kozelmultban készitettek egy
EGFR/PI3K utvonal mutans muslica térzset, amelyben a glia progenitor sejtek abnormalisan
fejlodo, invaziv sejteket hoznak 1étre, amelyek tumor kialakuldsahoz vezetnek [Read, 2011].
Ez a torzs tokéletes modellként szolgadl a GBM vizsgalatahoz, hiszen itt is mutacio altal

okozott tumor kialakulasrél beszéliink.

23



Ha az &ltalunk kifejlesztett modszerben hasznalatos transzgenikus torzseket bekeresztezziik az

EGFR/PI3K utvonal mutans muslicakkal, lehet6ségiink lenne egyedileg vizsgalni a mutans

v ey

ezzel is kdzelebb kertilve a GBM gliasejtekre vonatkoztatott hatadsainak megismeréséhez. Ez a

vizsgalat képezi jovobeli kutatasaink kozéppontjat.
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Fluggelék

- | Repo-flp/Repo-flp; + /+ | X | UAS-HRP/CyO ; +/ + ‘

keresztezés

kErESL;E:és - | Repo-flp/Cy0 ; +/+ | | Repo-flp/UAS-HRP ; +/+ |§X CyO/BcGla; +/+ f

_ | rekombinacié |

. - +/+; Act<CD2<Gal4/Act<CD2<Gal4 ‘ X ‘ Repo-flp, UAS-HRP/BcGla ; +/+

keresztezés

§ Repo-flp, UAS-HRP/+ ; Act<CD2<Gald/+

| Repo-ip, UAS-HRP/CYO; +/+

Cy0/Repo-flp; +/+

BcGla /Repo-flg; +/+

BoGla fUAS-HRP ; +/+

Act<CD2<Gal4, UAS-HRP/+ ; BcGla/+

F/1. &bra — A haromlépéses keresztezés-sorozattal eldéllitott Repo-flp, UAS-HRP/+; Act<CD2<Gal4/+
genotipusu torzs keresztezesi séméja. A rekombindns egyedek szelektalasa a balancerek altal kifejeztetett
fenotipus alapjan tortént. A Repo-flp gén és az UAS-HRP gén jelenléte is halvanysarga szemszint eredményez.
A ket gén egyittes jelenlétével azonban narancssarga szemszint fog jelentkezni, ami alapjan az olyan egyedek,
amelyekben rekombinaci6 tortént Kivalaszthatoak. A BcGla balancer jellemzéje, hogy a haemolymphaba fekete
hemocitak jelennek meg, amik mar sztereomikroszkop alatt is szembetiinnek. Az utolsé keresztezés F1
nemzedékébdl ezek alapjan valogattuk a szamunkra megfeleld genotipussal rendelkezd egyedeket.
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Nyilatkozat a szerzé6i hozzajarulasrol
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Intézmény: E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi kar

Dolgozat cime: Hogyan Allitsunk elé elektronmikroszkoppal is egyedileg vizsgalhatd
gliasejteket?

A dolgozat szerzdjeként fegyelmi felelésségem tudataban kijelentem, hogy a dolgozatom
onallé munkam eredménye, sajat szellemi termékem, abban a hivatkozasok és idézések
standard szabéalyait kovetkezetesen alkalmaztam, masok altal irt részeket a megfelel idézés
nélkil nem hasznaltam fel.

A Kkisérletek megtervezését témavezetommel, Kis Viktorral kozosen végeztik. A
transzgenikus torzsek keresztezését, a szovetek preparalasat, fixalasat, klonalis sejtek DAB-
reakcioval torténd eldhivasat én hajtottam végre. Az agyak elektronmikroszkopos
clokészitését, beagyazasat, metszését, a metszéshez hasznalatos Uvegkések készitését, a
mintak lefedését és fotdzasat, a hartyas gridek elkeszitését, az ultramikrotdmos metszést is
sajat kezilileg végeztem. Az elektronmikroszkopos vizsgalatokat Kis Viktorral kozdsen

vegeztuk.

Budapest, 2013.01.08.
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