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I. BEVEZETES

Az 1980-as években olyan kis molekulastlyu, hd- és savéllo
polipeptideket izoléltak, melyek normél patkdny vese fibroblasztok
onkogenikus transzformacidjat indukdlni képesek. Ezeket a
polipeptideket a transzformdl6 tulajdonsdg alapjidn transzformalé
novekedési faktoroknak (TGF) nevezték el. Szerkezetiik alapjin a
transzformalé novekedési faktorokat alfa és béta csoportra osztottak.
Elobbiek az epidermdlis novekedési faktorok csalddjaba tartoznak,
mig utébbiak egy 6nallé6 novekedési faktor szupercsalddnak lettek
tagjai, melyet az els6ként izolalt transzformdl6 novekedési faktor Bl
utdn transzformalé ndvekedési faktor béta szupercsaladnak neveztek
el. Aminosav szekvencia homoldgia alapjdn a TGF béta
szupercsalddon beliil tobb fobb csoportot kiilonboztetiink meg: a
transzformalé novekedési faktor B csaladot, a csont morfogenikus
proteineket (bone morphogenic protein, BMP), az aktivinek és
inhibinek csalddjat, az anti-Miiller hormont, a novekedési-
differencidl6dési faktorokat (growth differentiation factor, GDF) a
Drosophilédban jelen levd decapentaplegikus proteineket, valamint a
Xenopusban a vegetal-1 proteineket. A harom emlés TGF-p fehérjét
(TGF-B1,-B2,-B3) kiilonbdzd kromoszémédkon elhelyezkedd harom
elkiiloniilé gén kdédolja. A TGF-B fehérjék a sejtek proliferacigjat,
differencidlédasat és tulélését szabdlyozzdk, valamint a sejtek
migrici6jat is befolydsoljadk. Immunoldgiai hatdsaik miatt
citokineknek is tekinthetdk. A TGF-B-k kiilonbdzd gének

termékeként, 390-412 aminosav nagysdgu prekurzor proteinekként
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szintetizalédnak, és intracellularis modositasok utdn inaktiv, un.
latens formdban szekretdlodnak. A prekurzor proteint a Golgi
apparatusban egy furin tipusi protedz hasitja, az "érett" TGF-B-t
tartalmazd C-terminélis vég azonban nem kovalens kotéssel tovabbra
is kapcsolatban marad az N-termindlis propeptiddel, melyet LAP-nek
(latency associated protein) neveznek. Ezek a monomerek diszulfid
kotésekkel dimerizalédnak és létrehozzak igy az un. kis latens
komplexet. A kis latens komplexhez tovdbbd kovalensen
kapcsolddnak a latens TGF-B kotd proteinek (latent TGF-f binding
protein, LTBP), 1étrehozva az tin. TGF-f nagy latens komplexet. A 4
kiilonb6z6 emlos LTBP-t (LTPB1, 2, 3, 4 valamint ezek kiilonb6z6
splice varidnsait) eltérd gének kddoljak. Az egyes LTBP-k
feltételezett szelektiv kotddése az egyes TGF-f fehérjékhez még nem
teljesen feltérképezett. In vitro kisérletek arra utalnak, hogy az
LTBP1 és LTBP4 mindhdarom TGF-B-hoz, az LTBP3 csak a TGF-
B1-hez képes kotddni, azonban az LTBP2 egyaltaldan nem kot TGF-
B-t. A TGF-p fehérjék a nagy latens komplexben, inaktiv allapotban
vannak jelen az extracelluldris térben vagy tarolédnak a szinaptikus
vezikuldkban. A TGF-f aktivaldsa a TGF-f nagy latens komplexbdl
val6 kilépésével szabdlyozddik. Az extracelluldris TGF-B-nak tobb
aktivatora ismert: pl. kiilonbozd protedzok, a thrombospondin-1,
integrinek, reaktiv oxigéngyokok és a pH csokkenése. A TGF-B-k
receptorai szerin/treonin kindz doménnel rendelkeznek. A legtobb
sejtben a TGF-B szigndltranszdukcié a TGF-B I-es tipusi/AlkS

(activin-like kinase receptor 5) receptoron valosul meg, de ezen kiviil



endothelidlis sejtekben és neuronokban egy masik I-es tipusi TGF-3
receptoron, az Alkl-n keresztil is megvalésulhat a jelatvitel. A
szabad TGF-f hetero- vagy homodimer bekotése indukdlja a
receptorok komplexekké torténd Osszeszerelését. A receptor komplex
valészintileg egy 2 db I-es és 2 db Il-es tipusu receptort tartalmazé
heterotetramer. Az aktivaciét kovetden a Il-es tipusu receptorok
foszforildljdk a I-es tipusu receptorokat. Ez a foszforildcids 1€pés a
legfontosabb a TGF-f3 medialt szignal meginditasahoz. Az aktivalt I-
es tipusi receptor kindz tovdbbitja a szigndlt a sejten beliilre a
receptor- szabdlyozott Smad fehérjék foszforilacidjaval. A TGF-B
szigndltranszdukci6 az djabb eredmények szerint nemcsak a
kanonikus Smad szignal dtvonalon keresztiil valésulhat meg, hanem
a p38, a Jun N-termindlis kindz (JNK) és a mitogén aktivalt protein
kindz (MAPK) dltal medialt dtvonalon is. A TGF-B-k a kozponti
idegrendszer fejlédése sordn antiproliferativ, de a neurondlis
differencidciét eldsegitd hatdsiak. A fejlddés bizonyos stddiumaiban
hatdssal vannak pl. a spindlis motoneuronok és a kozépagyi
dopaminerg neuronok fejlédésére és tilélésére. Tovabba, a TGF-
fehérjék jelenlegi ismereteink szerint antiapoptotikus hatdsdak. A
TGF-2 a kozponti idegrendszeri szinapszisokban a szinaptikus
transzmisszét jobban befolydsolja, mint a szinaptogenesist, valamint
szerepe lehet a hosszi tdva szinaptikus facilitdlashoz vezetd
sorozatos eseményekben. A TGF-f-k szerepét kiilonbozo
neuroendokrin funkcidkban is feltételezik. A preoptikus area GnRH-t

(gonadotropin releasing hormon) ternelé sejtei TGF-f receptort is



kifejeznek. A TGF-B1 és -B3 a nucleus supraopticus €s nucleus
paraventricularis magnocelluldris sejtjeiben az antidiuretikus
hormonnal kolokalizal. Fokdlis agyi iszkémia esetén a TGF-B-k
neuroprotektiv  hatdsdt tobb  vizsgdlat is igazolta: nyul
thromboembdlids stroke modellben autolég vérrdg intrakraniélis
injektalasa eldtt az artéria carotis interndba adott TGF-B1 bdlus az
infarktus nagysdgit csokkentette. Ehhez hasonléan patkdnyban az
artéria cerebri media okkliziéjadval (MCAQO) kivéltott stroke
modellben beadott TGF-B1 is neuroprotektiv hatdsd volt, valamint
adenovirus  géntranszferrel  kivaltott TGF-f1  tdlexpresszid
csokkentette az infarktus nagysdgat 30 perces MCAO utdni 1. és 7.
napon. Kdzvetlenebb bizonyitéka a TGF-f-k endogén neuroprotektiv
hatdsdnak bizonyitdsdra a TGF-f hatds antagonizdlasdval késziilt
tanulmanyok. A TGF-B-t antagonizdlé szolubilis TGF-B II-es
receptor agyba torténd injektaldsa megnoveli az infarktus teriiletének
nagysagat 30 perces reverzibilis fokdlis agyi iszkémia sordn. Bar a
legtobb kisérletben nem differencidltak a TGF-B altipusok kozott, a
TGF-B2 és -B3 neuroprotektiv hatdsa is valdszini. A lehetséges
mechanizmusok kozott az anti-inflammatorikus hatds, a heg
képzddés, az angiogenezis eldsegitése, az antiapoptotikus hatds, az
excitotoxicitissal szembeni védelem valamint a neuroregenericid
eldsegitése mind szerepet jatszhat. Tovdbbd, bar a bizonyitékok még
hianyosak, a TGF-B-k mint endogén neuroprotektiv proteinek az
iszkémids prekondiciondlasban is részt vesznek. A TGF-B-k hatdsait

tobb patoldgids folyamatban is vizsgaljak. Az agytumorok nagy



része "megmenekiil" a TGF-B sejtproliferaciot gatlé hatdsa aldl,

tovdbbd a tumorok olyan mechanizmusokat fejlesztenek ki, amely a

TGF-B anti-proliferativ hatdsat onkogenikus hatdssa valtoztatjak.

Val6szinii, hogy a TGF-B fehérjék tobb neurodegenerativ betegség,

pl. az Alzheimer-kor, a Huntington chorea, a Lewy testes demencia,

az amyotr6fids lateral sclerosis és a Pick demencia patoldgidjdban is

szerepet jatszanak.

II. CELKITUZESEK

* A mRNS expresszi6 térbeli eloszldsa még nem keriilt vizsgdlatra

annak ellenére sem, hogy a TGF-B fehérjék agyi funkcidkban

jatszott jelentOségére egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre. A

TGF-p1, -2 és -B3 eloszlasat eddig csak fehérje szinten,

immunhisztokémidval vizsgaltdk, ezért els6dleges célom ép

patkdny agyban az eloszlds mRNS szintl vizsgélata radioaktiv in

situ hibridizacids hisztokémiaval. Tovabba,

@)

a fehérjék mRNS eloszldsdanak Osszehasonlitisa az
irodalombdl ismert, immunhisztokémiai modszerekkel
leirt TGF-p eloszlasokkal.

a TGF-B-k és  kotofehérjéik, az  LTBP-k
munkacsoportunk  4ltal  kordbban  leirt mRNS

eloszlasanak osszehasonlitasa..

e A neuroprotektiv hatds megértése céljabodl ezutdn kisérleti agyi

iszkémiat kovetden vizsgaljuk a TGF-B-k mRNS expresszidjanak



véltozdsait. Kisérleti agyi iszkémidt MCAO-modellel hozunk
1étre. Kérdéseink:
o fokdlis agyi iszkémia sordn valtozik-e a tdlélési id6
hosszdval a TGF-B1,-f2 és-f3 mRNS indukcidja? Ezt a
kérdést megvalaszolandé 1 6rds MCAO-t kovetden 3,
24, 72 6rés és 1 hénapos tilélés utan vizsgaltuk a TGF-
B1,-B2 és-B3 mRNS expresszidjanak valtozasat.
o az indukciét az iszkémia vagy a reperfizid véltja ki?
Ehhez 1 6rds és permanens (24 6rds) MCAO-t kovetéen
24 6ras tdlélési id6 utan vizsgaltuk meg a TGF-B1,-p2
és-B3 mRNS eloszlasit.

III. MODSZEREK

Az dllatkisérleteket a Semmelweis Egyetem Allatkisérleti
Bizottsdgdnak engedélyével, valamint "Az dallatok védelmérdl és
kiméletérdl" sz616 1998. évi XX VIIIL. torvény rendelkezései szerint, a
Foldmiivelésiigyi és Vidékfejlesztési Minisztérium Allat  és
Elelmiszerhigiénés Osztilydnak ajanldsa alapjan végeztiik. Fokalis
agyi iszkémidat az artéria cerebri media okkliziés modellel (MCAO),
a Longa 4ltal lefrt intralumindris fonaltechnika mddszer
modositdsaval hoztunk  létre. Ennek  sorédn szilikon
monofilamentumot vezettiink az artéria carotis communison ejtett
metszésbol az artéria carotis internaba, a bifurcatio f6lé 18-20 mm-

re, egészen az artéria cerebri media eredéséig. Kisérleteink egy

részében az dtmeneti iszkémia vizsgdlatakor a monofilamentumot 1
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ora mulva eltdvolitottuk, a permanens artéria cerebri média okklizid
vizsgélatdnal bent hagytuk. Ezutan a sziikséges tulélési id6 (1 6rds
MCAQO utén 3, 24, 72 6éraval valamint 1 hénappal, permanens elzards
esetén 24 Ordval) utdn az 4llatok agyat in situ hibridizacids
hisztokémidhoz disszekdltuk. Az agyakat a bregmatél 1 mme-rel
rostrélis irdnyba két részre metszettik. Az iszkémia létrejottének
bizonyitdsdhoz az agy eliilsd részét 2,3,5-triphenyltetrazolium
kloriddal (TTC) megfestettiik, a hatso felét pedig lefagyasztottuk és a
felhasznalasig -80 [1C-on taroltuk. A TGF-B1, -2 és -f3 mRNS
eloszldsdnak vizsgalatdhoz radioaktiv in situ hibridizaciét (ISH)
végeztiink. Az ISH probék elkészitéséhez mRNS-t izoldltunk, majd
reverz transzkripciéval cDNS-t szintetizaltunk. Ezutin a TGF-B
altipusokra specifikus DNS prébakat PCR-rel éllitottunk el6. A DNS
prébédkat klénozé vektorokkal szaporitottuk fel, a prébdkbdl in vitro
transzkripcioval [35S]JUTP-tal jelolt riboprobdkat készitettiink.
Ezekkel végeztik el patkdny agy fagyasztott metszeteken a
radioaktiv in situ hibridizaciét, majd a metszeteket autoradiografids

oldatba meritettiik, el6hivtuk, végiil Giemsaval hittérfestettiik.

IV. EREDMENYEK

1. Az in situ hibridizaciés probak eléallitasa

A prébagyartds elsd 1épésében minden egyes TGF-
altipusra 2-2 primer pérral elvégzett RT-PCR mindhirom TGF-§3
altipus expresszidjat kimutatta a patkdny agyban. Ezekben az RT-
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PCR kisérletekben a kontaminicié lehetdségét  kizartuk. A
genomidlis DNS-t az RNS DN4z kezelésével iktattuk ki. Ennek
eredményességét azzal ellendriztiik, hogy a tervezett primerek 2
kiilonboz6 exonon helyezkedtek el, igy genomikus szennyezés esetén
az intron beékelddése miatt az abbdl keletkezett PCR termék
hosszabb lett volna, mint az, amelynek a templatja a cDNS volt. Az
RT-PCR sorén keletkezett termékeket agar6z gélen megfuttattuk, igy
ellendriztiik, hogy a készitett probdk mérete megfelelt az el6zdleg

szamitott értéknek. A probdkat ezutdn szekvendldssal is ellendriztiik.

2. A TGF-p1, -p2 és -p3 mRNS expresszidjanak leirasa ép
patkany agyban

Az in situ hibridizici6 mindhirom TGF-f mRNS
expresszidjat kimutatta patkdny agyban. A cortexben mindhdrom
TGF-p mRNS-e megtaldlhaté volt, az egyes cortikalis rétegekre
specifikus eloszldsban. Az I-es réteg nem tartalmazott egyaltalan
TGF-f mRNS-t. A TGF-B1 legkifejezettebben az V-0s rétegben volt
jelen, ezenkiviil a II-es és VI-os réteg is tartalmazta. A TGF-B2 igen
kifejezetten expresszalédik az V-0s réteg belsé részében, a VI-os
rétegben, kevésbé erdsen a tobbi cortikalis rétegben. Ezzel szemben
a TGF-B3 expresszidja az V-0s réteg kiilsé részén volt jelentds,
valamint az expresszié megfigyelhetd a VI-os rétegben, kozvetlentil
a commisura felett. A hippocampusban is megjelent mindhdrom
TGF-f mRNS-e, de expresszidjuk intenzitdsa és eloszldsa jelentds

kiilonbségeket mutatott. A TGF-f1 az Osszes rétegben megtaldlhatd
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volt. A TGF-B2 a gyrus dentatusban mutatott jelentds expressziot ill.
szétszortan az egyes hippocampalis sejtekben. A TGF-B3 a CA2
régidban fejezddott ki a legintenzivebben, de megtaldlhaté volt a
piramissejtek rétegében is. A TGF-B-k az eldagy tobbi részén is
megtaldlhatdak, de az egyes altipusok kifejezetten eltérd eloszldst
mutattak. Példaul a TGF-B1 a corpus amygdaloideumban féleg a
centrdlis €s medialis részben jelent meg, a TGF-B2 expresszidja az
amygdala eliils6 részén volt jelentds, a basalis és laterdlis részben
foleg a TGF-B3 jelent meg. A nucleus caudatus, a putamen, a globus
pallidus nagy része és a claustrum egyik TGF-fB mRNS-ét sem
tartalmazta. A thalamus gazdagon tartalmazta mindhdrom TGF-f-t,
de az egyes altipusok eloszldsa igen jelentds eltérést mutatott. A
TGF-B1 mindeniitt kifejez6dott, kivéve a corpus geniculatum
lateralét. A nucleus parafascicularis és a medidlis talamikus magok
gazdagon tartalmaztak TGF-f2 mRNS-t, viszont a ventralis magban
és a tobbi thalamusmagban a TGF-B2 nem volt jelen. A thalamus
Osszes magja tartalmazott TGF-f3-at, azonban az expresszid foleg a
medidlis thalamikus magokban és a nucleus reticularisban, valamint
a nuclei anterioresban és ventralesben volt a leggazdagabb.
Altalanossdgban kijelentheté, hogy a thalamusban a TGF-p3
expresszalodott a leger6sebben. A hypothalamusban jelentés TGF-$1
expressziét mutatott a nucleus paraventricularis, foleg a kissejtes
része, mig a tobbi hypothalamicus magban kevésbé vagy egyaltaldn
nem expresszalodott TGF-B1. A TGF-f2 mRNS-ének kifejezodése

az area hypothalamica posteriorban és a nucleus mamillaris medialis
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medialis subdivizidjdban volt a legerdsebb. Ezeken a teriileteken
kiviil az area preoptica medialis és a nucleus supraopticus
tartalmazott szamottevé mennyiségli TGF-f2-t, mig a nucleus
arcuatus, az area hypothalamica lateralis, a nuclei ventromedialis und
dorsomedialis egyaltalan nem tartalmazott TGF-B2-mRNS-t. A TGF-
B3 expresszids mintdzata jelentdsen eltért a masik két altipustdl ezen
a teriileten. Igen jelentds TGF-B3 expressziot mutatott a nucleus
supramamillarius, a nucleus arcuatus, az area hypothalamica, a
preoptikus area valamint a nucleus paraventricularis. A TGF-p3
viszont nem jelent meg sem a nucleus supraopticusban, a nucleus
dorsomedialisban és ventromedialisban sem. A kézépagyban mind a
harom TGF-f mRNS-e megjelent. A TGF-f1 a legdomindnsabban a
substantia nigraban, a nucleus ruberben, az area tegmentalis
ventralisban, a nucleus interpeduncularisban expresszalddott, mig
ezekben a magvakban a TGF-f2 és -B3 mRNS mennyisége
elhanyagolhat6 volt. A zona incerta, az area pretectalis, a substantia
grisea centralis, a raphe magvak, a colliculus inferior és a nucleus
cuneiforme gyengébb TGF-B1 mRNS kifejez6dést mutatott. Ezzel
szemben a TGF-B2 expresszidja igen jelentds volt a nucleus
dorsalisban, a raphe magvakban, kissé kevésbé jelentkezett a
substantia grisea centralisban, a nucleus nervi oculomotoriiban, a
colliculus inferiorban és a nucleus cuneiformeban. A zona
incertaban, az area pretectalisban és a colliculus superiorban viszont
elenyész0 mennyiségben volt jelen. Az utébbi kozépagyi teriilet

azonban jelentds TGF-f3 mRNS-t tartalmazott a felszini rétegeiben.
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A hidban és a nyultvelében a TGF-B-k eloszldsa hasonlé volt.
Kiilonbség a locus coeruleus, a nucleus tractus solitariiban és a
nucleus reticularis nagysejtes részében volt: ezek a magvak jelentds
TGF-B2 expressziét mutattak, mig a TGF-f1 és TGF-$3 mRNS alig
volt jelen. Ezzel szemben a nuclei pontis alig tartalmazott TGF-2-t,
de megjelent benne a TGF-B1 és TGF-f3. Feltlin6 volt, hogy az oliva
inferior igen gazdagon tartalmazott TGF-B3 mRNS-t, viszont alig
volt TGF-B1 jel6l6dés valamint a TGF-B2-tdl teljesen mentes volt. A
cerebellumban a legerdsebb expresszidt a TGF-f2 mutatta, foleg a
Purkinje sejtek és kevésbé erdsen a granuldris sejtréteg. Minden réteg
egynéhany sejtje tartalmazott TGF-Bl-et, mig TGF-f3 egyaltaldn
nem jelent meg a cerebellumban. A plexus choroideusban igen erds

jelet adott a TGF-P2, kevésbé intenziven jelolt a TGF-1 és-B3.

3. A TGF-p1, -p2 és -p3 mRNS expresszio eloszlasanak
osszehasonlitasa az irodalomban Kkozolt immunhisztokémiai

vizsgalatok eredményeivel

A TGF-B-k mRNS-ének eloszldsi mintdzata szdmos teriileten
hasonlitott a TGF-f immunreaktivitishoz. A TGF-2 és -B3
immunreaktivitds a II, IIT s V cortikdlis rétegben volt jelen, valamint
jelenlétiiket a cortikdlis réteg hatdrozta meg, nem pedig az, hogy az
agy melyik teriiletét vizsgéltdk. Ez a TGF-B-k mRNS eloszldsara is
jellemzd volt. Tovabba, a hippocampus kiilonbdzd teriiletein, a
hypothalamicus- és amygdalamagokban TGF-f2 és -B3
immunreaktivitds volt jelen, amely korreldl a TGF-f-k mRNS
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eloszlasaval ezen a teriileteken. Er6s TGF-B2 immunjelet irtak le a
kisagy Purkinje sejtjeiben, az agytdorzsi monoaminerg és
motoneuronokban. Ezzel megegyezden ezek a teriiletek kiilondsen
magas TGF-f2 mRNS szintet tartalmaztak. Azonban a striatum, a
legtobb talamicus mag és a colliculus superior szinte mentes volt a
TGF-f2 mRNS-t6l, mely megegyezik azzal, hogy ezeken a
teriileteken nem volt TGF-B2 immunpozitivitds sem. Ezektdl a
hasonldsagoktdl eltekintve, jelentds eltéréseket is taldltunk a TGF-f-
k mRNS expresszidja €s immunreaktivitisa kozott. A TGF-B1
mRNS eloszldsa igen markdnsan kiilonbdzott az irodalomban eddig
kozolt immunhisztokémiai vizsgdlatok alapjan leirt eloszlastol
(immunpozitivitdst csak a meningedlis sejtekben és a plexus
choroideus epithel sejtjeiben irtak le): a cortex, a hippocampus, a
centrdlis amygdala mag, a medidlis preoptikus area, a substantia
nigra, az agytorzsi retikularis formacié és motoneuronok valamint az
area postrema is tartalmazott TGF-f1 mRNS-t. A TGF-2 és -3
mRNS eloszldsa bizonyos agyteriileteken, mint pl. a I, III és V-0s
cortikdlis rétegben, a hippocampusban, hypothalamusban és az
amygdaldban megegyezett az immunreaktivitis eloszlisdval,
azonban jelentds eltéréseket is taldltunk az agy tobb més teriiletén. A
TGF-B2 és -3 mRNS eloszldsa egymadstol kiilonbozott, ellentétben a
kordbbi immunhisztokémiai adatokkal, melyek igen hasonld
lokalizéciét irtak le. Az ISH és az immunhisztokémia alapjdn

tapasztalt eloszldsbeli kiilonbségek valdsziniileg a két médszer eltérd

.....
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4. A TGF-p1, -p2 és -p3 mRNS expresszié eloszlasanak

osszehasonlitasa az LTBP-k eloszlasaval

A patkdny agyban munkacsoportunk mar kordbban leirta
mind a 4 fajta LTBP mRNS-ének lokalizaciéjat. Az LTBP1, 2, 3 és 4
eltérd eloszlasi mintdzatot mutatnak, amely lehetévé teszi a TGF-B és
az LTBP mRNS eloszldsdnak 0Osszehasonlitdsat. Azok az
agyteriiletek, melyek tilnyomodan egy bizonyos TGF-f fehérjét
expresszalnak, alkalmasak a legjobban arra, hogy altipus-specifikus
koexpressziot feltételezhessiink. Az eloszldsok Osszehasonlitdsa
alapjan mindegyik TGF-B kotoédhet az LTBP3-hoz. Tovébba,
bizonyos agyteriileteken a TGF-B-k a tobbi LTBP-hez is
kotddhetnek. Az LTBP2 valészintileg nem kot TGF-p-t.

5. Az egyes TGF-p fehérjék mRNS expressziojanak ido- és

térbeli valtozasa fokalis agyi iszkémiat kovetéen

Az artéria cerebri média 1 6rds okkluziéja 3 O6rdval az
iszkémidt kovetden szovettanilag l4thaté 1€zi6t okozott, foleg a
striatum teriiletén. Ebben az id6pontban az infarktus sz€li részén mar
kimutathaté volt a TGF-B1 indukcidja, de a TGF-f2 és -3
indukcidja még nem mutathaté ki. Az MCAO utdn 24 o6rdval a
striatumot és az ipszilaterdlis cortex nagy részét érintd 1€zid
keletkezett. A TGF-f1 mRNS a 1€zi6 széli teriiletén a cortex

mindegyik rétegében és a striatumban jelent meg. A TGF-f2 a
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1ézioval szomszédos agykéreg specifikus rétegeiben indukalddott, a
striatumban viszont nem. Az indukcié intenzitdsa a Il-es és V-0s
cortikdlis rétegben volt a legkifejezettebb, amelyek az intakt
patkanyagyban is tartalmaznak TGF-B2-t, valamint a III-as rétegben
is megjelent egy-egy jelolt sejt. A TGF-B3 indukcidja a 1€zi6 koriil
csak a II. rétegben volt 14that6. A permanens 24 6ras MCAO utén a
TGF-B-k indukcidja még kifejezettebbé vilt, tovabba, a TGF-B2 és -
B3 indukcidja a specifikus cortikdlis rétegekben egészen a
kozépvonalig feler6s6dott. Tranziens MCAO utan 72 6éraval a TGF-
B1 expresszidjidban jelentds valtozds figyelhetd meg: az infarktus
teriiletén beliil valamint a corpus callosumban szamos TGF-B1-et
termeld sejt jelenik meg valamint az indukcid a 16zi6 széli részén
sokkal kifejezettebbé valt. A TGF-B2 és-B3 mRNS expresszidja
viszont az alapéllapothoz hasonlé szintre csokkent. Tranziens
MCAQO utan 1 hénappal az infarktuson beliil a TGF-f1 indukciéja
igen emelkedett maradt, mig az infarktuson kiviili teriileten csokkent.
Az agykéregben a TGF-B2 és -B3 expresszidja tovabbra is a 1€zi6t

megeldzd szinten maradt.

V. KOVETKEZTETESEK

1. Kimutattuk, hogy mindhiarom TGF-f expresszalodik intakt
patkdny agyban.

2. A kiilonbozé TGF-f1, -B2 és -f3 mRNS expresszidja az ép
patkdny agyban egyéni térbeli eloszldst mutat, mely az expresszié

térbeli szabdlyozottsdgara utal.
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3. A TGF-B fehérjé(k mRNS-ének eloszldsi mintdzata egyes
teriileteken  megegyezett, bizonyos teriilleteken eltért az
immunhisztolégiai festések sordn lefrt immunreaktivitissal. Ez a
kiilonbség, mivel az immunreaktivitist a sejttestekben irtdk le és nem
a sejtek nyulvanyaiban, nem a TGF-B-k sejtestbdl vald
transzportjabol ered, hanem az immunhisztokémia és az in situ
hibridizécié eltérd szenzitivitdsabol és szelektivitdsdbol adddik.

4. A TGF-B-k és a kotéfehérjéik, az LTBP-k expresszios
mintdzatdnak Osszehasonlitisa alapjdn valdszinii, hogy mindharom
TGF-B kotddhet LTBP3-hoz, valamint bizonyos agyteriileteken a
tobbi LTPB-hez is.

5. Az agyi iszkémia sordn az id6ben és térben eltéré TGF-p1, -p2 és -
B3 mRNS expresszidés mintdzat az iszkémia soran bekovetkezd TGF-
B indukci6 eltérd mechanizmusédra, valamint a neuroprotekciéban
betoltott eltérd szerepre utal.

6. A permanens okklizié sordn mindhdrom TGF-f altipus mRNS
expresszidja kifejezettebbé valt. Ez arra utal, hogy iszkémia soran a
TGF-B-k indukcidjit nem a reperfizid, hanem a maga az iszkémia

valtja ki.
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